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Introduction générale

Généralement les plantes médicinales sont utilisée pour traité des différentes maladies
pathologiques commun depuis anciens temps; plusieurs recherches pharmacologique se fait pour
confirmer les propriétés thérapeutiques des différents métabolites de ces plantes médicinales et aussi pour

identifier les principes actifs d'origine naturel.

Un treés grande nombre des plantes contient des milliers de substances actives trouver dans
leurs différentes organes soit dans les feuilles, les fleurs ou dan les racines, pour I'isolement du principe
actif, des techniques chimiques sont utilisé€es tel que I'extraction, distillation a la vapeur...etc. Ces
principes actifs sont utilisés pour préparer des différents médicaments pharmaceutique d'origine naturel
ont des effets thérapeutiques tres efficace mais avec des mois effets secondaires, par contre les

médicaments d'origine chimique qui ont des des effets secondaires dangereux [1].

Nombreuses recherches scientifiques ont affirmés soit in vivo ou in vitro 'étudier la
capacité thérapetique des compositions chimiques des graines de la Nigelle en comparésent paraport a
leurs avtivités pharmacologiques; parmi les quel ( l'activités anti-inflammatoire, antioxydante,
antidiabétique, anticancéreuse et antimicrobienne...etc). Ces etudes ont été confirmés que les pricipes

actifs qui ont assurés ces avtivités pharmacologiques ce trouve dans les huiles essentielles de ces graines

[2].

L’objectif essentiel de notre étude consiste a étudier 1’activité antioxydant des extraits des
graines de Nigella sativa L in vitro. Dans une premiere étape on n’a procédé a 1’extraction des extraits de

I'huile totale et méthanolique de cette plante par une méthode de Bligh—Dyer modifiée (1992) [3].
En suite, on a testé ’activité antiradicalaire de ces extraits suivant quatre testes:
*L'effet scavenger du radical DPPH.

*Chélation du fer ferreux.

*Test du pouvoir réducteur.

*Effet scavenger du radical hydroxyl.
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1. Définition

Nigella sativa L est une plante développe sur les terres semis arides au sein de

communautés naturelles prédominent les thérophytes [4,5].

En fait, cette plante est occupé une place spéciale pour son grand spectre d’application
médicale dans la civilisation islamique, dii au proverbe du Prophe¢te Mohamed (salut et merisécorde soit
sur lui); « El habbah sauda est un médicament pour toutes les maladies sauf la mort », ces paroles sont
restées pour longtemps un mystere pour la science jusqu'a I’arrivée des techniques modernes qui ont

réussi a prouver les vertus thérapeutiques des graines de cette plante.

Elle ce trouve généralement dans la plupart pays de mande comme I’Europe centrale, de 1’ouest

de I’ Asie et certain pays d'arabe. Traditionnellement utilisée comme des fins culinaires et médicinales.
Elle est considérable comme un remede naturel pour plusieurs pathologies, sur tous les traitements de
I’asthme, de I’inflammation, de la toux, de I’eczéma et des états grippaux. La graine ou I’huile de la

nigelle est issue et employée comme diurétique, carminatif, cholagogue et vermifuge [6].
2. Aspect botanique de Nigella sativa L

Nigella sativa L est une plante annuelle herbacée originaire du moyen orient appartenant a la
famille des Renonculacées [7], elle est atteignant 30 a 60 cm de hauteur. Les feuilles pennatiséquées,
divisées en lobes étroits, elles sont lancéolées a linéaires et présentent des onglets nectariferes, les feuilles
inférieures sont petites et pétaloides et les supérieures sont longues [8,6]. Les fleurs sont petites a pétales
blanchétres et sépales pétaloides et présentent de nombreuses étamines insérées sur le réceptacle [6]. Elles

peuvent étre de différentes couleurs du bleu sombre ou clair en passant par le rose jusqu'au blanc.

La plante est hermaphrodite a reproduction autonome dons le fruit qui a une forme d’une capsule
constituer de 3 a 6 carpelles soudés entre eux jusqu’a la base des styles persistants [8]. Chaque capsule
contient plusieurs graines triangulaires blanchatres et a maturité, elles s’ouvrent et 1'exposition des graines

a l'air les rend noire [6] (Figure 1).
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Figure N° 1: Aspect morphologique de la plante Nigella sativa L [7]



3. Composition chimique

La plus par des études phytochimiques exécuter pour déterminer la composition chimique et les
principes actifs des graines de Nigella sativa L, ont révélées qu’elle est riche par: des lipides, protéines,
acides aminés, glucides et des métabolites secondaires en quantité bien moins grande : terpénoides,
polyphénols, alcaloides, acides organiques (Ces métabolites secondaires jouent un rdle de protection
contre les attaques d'herbivores ou de pathogenes et améliorent 1'efficacité de la reproduction). Elles
contiennent aussi des monosaccharides tels que le glucose, rahmnose, xylose, arabinose et des
polysaccharides non amidonnés sous forme de fibres alimentaires [9]. Ces substances chimiques qui sont
varie selon les conditions géographiques comme le climatiques, la nature de la terre...ect, ainsi que les

méthodes d’extraction et de détection.

En plus de ces composés majoritaires, Nigella sativa L contient des huiles essentielles, des huiles
fixes et des acides gras. Elle contient aussi plusieurs vitamines (A, B, B2, C et Niacine) et des sels

minéraux (Ca, K, Fe, Zn, Mn et Se) [10].

Tableau N°1 ¢ Composition générale des graines de Nigella sativa L. [11]

Composition ) .. ) .
Glucides | Protéines | Fibres Lipides Cendres Eau

Teneur en %
37,4 |20,2 6,6 32,0 4.0
6,4

3.1. L’huile essentielle

L’huile essentielle de la nigelle s'obtient par distillation a la vapeur d'eau de 1'huile
végétale obtenue par premiere pression a froid. Sa composition peut varier énormément suivant les
pratiques culturales de la plante et les conditions environnementales. On obtient entre 1,4 a 1,9 % du
poids de I’huile fixe et 0,18 a 0,50 % du poids des graines [12]. L analyse de cette huile par GC-MS
réalisée par I’équipe de Bucar (2000) a permis d’identifier 32 composants, dont la majorité d’entre eux
sont ;la thymoquinone (27,8%-57 %), p-cymene (7,07-15,83 %), carvacrol (5,8-11,6 %), longifolene (1,2-
8 %), 4-terpinol (1,98-6,59 %), et le tanethol (0,25- 4,28 %) [13].



L’huile essentielle de Nigella sativa L cultivée au Sahara algérien (Timimoune et Adrar),
extraite par deux méthodes différentes; I’hydro distillation et distillation par micro-onde a été analysée
par CPG et GC-MS, 112 composés ont été identifiés et caractérisés, le p-cymene représente toujours le

composé le plus abondant suivi de la thymoquinone [14].
3.2. Les huiles fixes

Généralement Les huiles fixes sont des sources d'énergies, 1'extraction des ces huiles se fait
par pression a froid sont majoritairement composées de triglycérides (57,50%). Ils contiennent aussi une
faible fraction de lipides polaires (3,70%), des monoacyl-glycérol et diacyl-glycérol avec des proportions

respectives de 4,80% et 5,10%. On y trouve aussi des stérols libres et estérifiés [15].
3.3. Les flavonoides

Comme beaucoup de renonculacées, la Nigella sativa L cultivée est riche en flavonols. Plusieurs
flavonols triglycosylés ont été€ isolés a partir des grains de Nigella sativa L, la quercétine-3-
glycosyl, (1-2), galactosyl, (1-2) glucoside, kempférol, 3-glycosyl, (1-2) galactosyl, (1-2)
glucoside et quercétine-3-(6 feruloglucosyl), (1-2) galactosyl, (1-2) glucoside [16].

4. Activités biologiques et propretés pharmacologiques de Nigella sativa L

Depuis un siecle, de nombreux travaux ont porté sur 1’étude de Nigella sativa L, notamment

sur les effets dus aux extraits et sur les principaux constituants de la graine, surtout la thymoquinone.

4.1. Activité antioxydantes

Parmi les différentes études in vitro et in vivo qui ont été effectuée pour évaluer l'effet et

l'activité antioxydante des différents constituants des graines de Nigella sativa L.

4.1.1. Etudes in vitro

Plusieurs études in vitro se sont intéressées a l'activité antioxydante de 1'huile essentielle
de nigelle. Ses monoterpenes (thymoquinone, carvacrol, t-anéthol et 4-terpinéol) possedent une activité
anti-radicalaire qui peut étre mise en évidence par divers procédés. En effet, les extraits éthanolique et
aqueux ont retardé 1’oxydation des triglycérides de 1’huile de mais a 100°C, la capacité antioxydante des
extraits éthanolique était supérieur aux extraits aqueux. L ’activité antioxydante de I’extrait éthanolique est

comparable a celle de la tert-butylhydroquinone (2 - (1,1-diméthyléthyl) -1,4-benzenediol), un



antioxydant utilisé dans les cosmétiques, et utilis€é comme conservateur des acides gras insaturés dans

I’alimentation [17].

En 2000, Burits et Bucar se sont intéressés a 1’activité antioxydante de 1’huile volatile. Ils ont mis
en évidence une activité anti-radicalaire de la thymoquinone, du carvacrol, du t-anéthol et du 4-

terpinéol. Ils ont neutralisé les radicaux hydroxyles dans la peroxydation lipidique non enzymatique [18].

Les fragments de 1'huile fixe (lipides neutres, glycolipides et phospholipides) ont proposé
une activité antioxydante vis-a-vis des deux radicaux libres stables: le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) et le glavinoxyl. Cette activité antioxydante est insérée a la teneur en acides gras polyinsaturés,
en composés insaponifiables et en phospholipides, de méme que la valeur peroxyde initiale de 1’huile

[19].

4.1.2. Etudes in vivo

Les études in vivo de 1'huile de Nigella sativa L ont montré son rdle protecteur contre
I'hépatotoxicité induit par le tétrachlorométhane (CCly) et a rétablir le profil lipidique sérique. [20,21].
Les taux anormalement élevés de potassium et calcium et la numération de la formule sanguine abaissée
par le CCly ont été restaurés par 1’huile de nigelle [22,23]. Elle a diminué les enzymes hépatiques élevées
et augmenté les enzymes antioxydantes diminuées ; Nigella sativa L a lutté contre la fibrose hépatique par

le CCly [24].

Dans une autre étude, 1’huile de Nigella sativa L augmente la concentration en glutathion
et le systeme de défense antioxydant au niveau du cortex rénal, de facon dose-dépendante du point de vue

biochimique et histologique, ce qui implique une protection contre la néphrotoxicité [25].

D’autres recherches se sont bénéficié particuliecrement a la thymoquinone. Un
prétraitement avec de la thymoquinone a présentée une action hépatoprotectrice chez les rats apres une
injection de CCly, contrairement au p-cymene et a I’a-pinene qui n’ont eu aucun effet protecteur

antioxydan [26,27].

L’administration de I’huile de Nigella sativa L et de la thymoquinone chez des rats protege
contre I’hyperhomocystéinémie induite par la méthionine en bloquant I’accumulation de L’homocystéine,
I’une des causes de 1’état du stress oxydant, conduisant a la protection contre la peroxydation lipidique et

les changements du statut oxydatif [25].

4.2. Activité antimicrobiennes

Les différents extraits des graines de Nigella sativa L présentent un large spectre

d'inhibition vis-a-vis de nombreuses souches bactériennes. Les extrais de la nigelle possede également un



pouvoir inhibiteur supérieur a celui de la gentamicine sur une vingtaine de souches de Listeria
monocytogenes. Ces extraits brut possede aussi un effet antiviral vis-a-vis du virus de I’herpes :

cytomégalovirus murin (MCMV) [28, 29].

L’huile fixe de cette graine présente aussi une excellente activité antifongique,
notamment sur Aspergillus Niger [30]. Par ailleurs, la thymoquinone exerce une activité inhibitrice sur de

huit especes de dermatophytes [31].

4.3. Activité antiparasitaire

De nombreuses études ont montré 1'efficacité des extraits de la nigelle. L huile fixe de
graine de Nigella sativa L présente des propriétés anticestodales et anti-nématodiques comparables a
celles de la pipérazine [30]. D’autres travaux montrent que ce 1’huile fixe administrée par voie orale a
raison de 2,5 a 5 ml/kg pendant deux semaines, est responsable de la réduction du nombre de Schistosoma

mansoni dans le foie et diminue le nombre des ceufs déposés dans le foie et les intestins [32].

4.4. Activité antidiabétique

Certaines recherches orienté les propriétés antidabitique de graine de Nigella sativa L. Les
effets des extrais de cette graine sur certaines complications du diabete expérimental induit chez le lapin
ont fait I’objet de nombreux travaux. L’insulinémie n’ayant pas été affectée par les traitements, 1’effet
hypoglycémiant observé se manifeste selon un mécanisme, non encore identifi¢, n’impliquant pas

I’insuline [33].

4.5. Activité anti-inflammatoire et analgésique

Plusieurs travaux proposés que L'huile fixe de la nigelle soit responsable d’une
importante activité analgésique, cette action ayant été antagonisée par la naxolone [35]. Cette huile
présente en outre un effet réducteur significatif sur le SNC. Ces propriétés ont été€ confirmées par les
travaux d’Abdel Fatah et al, qui ont mis en évidence un effet antinociceptif d[ | aussi bien a I’huile fixe
qu’a la thymoquinone par activation indirecte des récepteurs superspinaux al et kappa [35]. Le
mécanisme par lequel I’huile fixe de Nigella sativa et la thymoquinone exercent leurs effets anti-
inflammatoires a été étudié et s’est affirmé étre un puissant inhibiteur du thromboxane B2 et des

leucotriénes B4 par inhibition respective des cyclo-oxygénase et lipo-oxygénase [36,37 ,38].



4.6. Activité antiulcéreuse

L’huile fixe qui retiré a partir des graines de Nigella sativa L a été administrée a raison de
0,88 g/kg par jour pendant deux semaines, augmente la mucine gastrique et le contenu en glutathion et
diminue le taux d’histamine, sans affecter 1’acidité libre ni le suc gastrique [39,40]. Les études
complémentaires sont nécessaires pour démontrer les mécanismes d’action des différents extraire des
graines de la nigelle. En effet, cette plante présente déja des applications en phytothérapie, notamment
sous forme de gélules a base d’huile fixe revendiquant I’allégation « complément alimentaire a activité

immunomodulatrice ».






1. Le stress oxydant

1.1 Définition

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, dans les systemes biologiques, le stress
oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la destruction par
des systemes de défenses anti-oxydantes donc c’est un déséquilibre de la balance antioxydants/pro-
oxydant en faveur des pro-oxydants. Se définit aussi comme un état dans lequel le niveau de 'oxygeéne
réactif toxique intermédiaires surmonte les défenses antioxydantes endogenes de 1'hote; Il se développe
lorsque il y a une surproduction des radicaux libres et un déficit en antioxydantes, c¢’est-a-dire les
molécules oxydants sont produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés par 1'organisme, donc

I’origine du stress oxydatif sont les radicaux libres principalement [41, 42, 43].

2. Les radicaux libres de la biologie

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule trés réactive contenant un ou
plusieurs électrons non paires dans ses orbitales. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit
par I’acceptation d’un autre électron soit par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces
especes radicalaires tres instables et trés réactives sont produites d’'une maniere continue, dans de
nombreux phénomenes biologiques [44].

Les radicaux libres sont indisponibles a la vie parce qu'ils participent au fonctionnement de
certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents
pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation
cellulaire, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones.

Mais de facon générale, les radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une série de
réactions en chaine. Leurs durée de vie est treés courte (10'4s) et leur réactivité réside dans la recherche
d’un électron afin de ré-apparier leur électron célibataire [45]. Et notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de 1'ovule, a la régulation des genes, phénomene appelé contrdle redox des genes.

Parmi toutes les especes radicalaires probablement qui se former dans les cellules, on a distingué
deux types d’especes radicalaires sont les radicaux primaires et secondaires.

Les radicaux primaires sont un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier
en physiologie.les radicaux secondaires sont les autres radicaux libres qui se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule.

Ces radicaux primaires dérivent de 1'oxygene par des réductions a un électron tels I'anion
superoxyde (O,") et le radical hydroxyle (OH"), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote (NO') [46]. D'autres

especes dérivées de 1'oxygene dites especes actives de I'oxygene, comme 1'oxygene singulet 10,, le



peroxyde d'hydrogene (H,O,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont
aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs

précurseurs est souvent appelé especes réactives de 'oxygene (figure N°2).
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Figure N°2: Schéma des différentes formes de ROS

2.1. L’Origine des radicaux libres

Les facteurs responsables de I'augmentation de la production de radicaux libres par 1'organisme

sont appelés facteurs oxydants. Ils se divisent en deux facteurs endogenes et exogenes (figure N°3).
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Figure N°3: 1.’Origine des radicaux libres [47].

2.1.1. La production endogéne

La formation endogene de radicaux libres s'effectue au niveau de divers organites cellulaires :

¢ Les mitochondries : Une des plus grandes sources endogenes de production de radicaux
libres, organite utilisant de 1'oxygene pour produire de I'ATP. Au cours de la respiration
cellulaire, 95 4 99 % de 1'oxygene consommé est réduit en eau. La réduction de I'oxygene
moléculaire par les cytochromes respiratoires cellulaires s'accompagne d'une formation
parallele d'environ 2% d'ions superoxyde, d'eau oxygénée et éventuellement de radicaux (OH")

[48].

2% 98%

T < 0, » 2H20
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* Production de I’anion radicalaire superoxyle (02._) par respiration®

% Les microsomes : La production des radicaux libres ensuivre parallelement une activation de
I'oxygene par le cytochrome P-450 pour assurer les biotransformations.

¢ Le cytosol: C'est localisation des différentes réactions enzymatiques responsables a la
production du (O,7). La réduction de 1'oxygene par un électron pour devenir un anion
superoxyde nécessite d'un cofacteur c'est le NADPH et des différentes enzymes. Parmi ces
enzymes qui ont permettant cette réaction les plus important sont: La xanthine oxydase
(responsable de la transformation de I'hypoxanthine en xanthine), la
NADPH oxydase (présente dans les neutrophiles ot elle intervient dans leur propriété
bactéricide) et aussi les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytocrome P450) et celles

de la chaine respiratoire mitochondriale [49].

2.1.2. La production exogéne

Les agents exogenes générateurs des ROS continue d’attaquer toujours I’organisme humain est

obéissante a leur agression [50].

+ Les rayonnements UV: les radiations UV provoquent particulierement des dématements au

niveau de I'ADN [51]. les radiations ionisantes induisent la synthese de radicaux libres

dérivés de I’oxygene tels que : (02._), (OH.), (O,) et les molécules génératrices des radicaux

libres par I’intermédiaire d’agents photosensibilisants.

¢ Le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO;): Sont formés par les Nitric Oxyde
Synthases (NOS). IIs sont des toxiques présents dans notre environnement comme par
exemple: suie, goudron, tabac, polluants industriels. En plus, sont également responsables de

la synthese des radicaux libres.

¢ L'alimentation: comme I’alcool, café, les aliments riches en protéines et en lipides pouvant
étre a I’origine de la production des radicaux libres, donc ils ont une faible consommation des

antioxydants [52, 53].

% Certains médicaments: les médicaments qui sont utilisés comme un traitement contre le
cancer (anticancéreux comme les anthracyclines) peuvent provoquer aussi la production des

radicaux libres [53].



3. Les principales especes réactives de I’oxygene

Il ne faut pas penser que tous les radicaux de I'oxygene sont extrémement réactifs, cette réactivité
étant tres variable selon la nature du radical, 1I’appellation (ROS) n’est pas restrictive [54]. Elle inclut les
radicaux libres de I’oxygene, ainsi parmi les radicaux formés

chez les étres vivants 1’anion radicalaire superoxyde (0,.”), radical hydroxyle (OH.), monoxyde d’azote

(NO'), et aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que

le peroxyde d’hydrogene (H,O») et le peroxynitrite (ONOO™).

3.1. Le radical superoxyde (0,")

L’oxygene moléculaire possede deux électrons non appariés; les spins de ses deux électrons son
paralleles lui attribuant une stabilité relativement grande. Dans 1’organisme, une partie de 'oxygene
moléculaire peut capter d’'une maniere univalente un électron conduisant a la formation du radical
superoxyde (0,°") [55]. Le cytochrome oxydase qui se trouve dans la mitochondrie peut également

catalyser une telle réaction selon 1’équation suivante :
Cytochrome oxydase

0, + é — 0>

L’anion supéroxyde (O, ) peut se former aussi lors de la phagocytose grace 4 la NADPH oxydase

qui se trouve a la surface des membranes plasmiques des phagocytes.

NADPH oxydase
20, + NADPH > 20, +NADP'+H

La chaine de transport d’électrons mitochondrial c'est la source principale de radical superoxyde
au niveau du complexe I (NADH /ubiquinone oxydoréductase). Les mitochondries utilisé Environ de 0 a
5 % de 'oxygene moléculaire est partiellement réduit par des électrons qui s'échappent des transporteurs
d’électrons de la chaine respiratoire [56].ils ya d'autre chaines de transport d’€lectrons (microsomes)

contribuent pareillement 2 la production du ( O2*") dans les cellules en aérobiose.



3.2. Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogene se forme par la dismutation du radical superoxyde, catalysée par le
superoxyde dismutase (SOD) selon la réaction suivante [57] :

SOD
20, + 2H' — H, 0, +0,

Il existe d’autres enzymes responsables a la producion d’H,O, comme par exemple les oxydases
qui se présenter spécificment dans les peroxysomes [S8].Mais certaines de ces enzymes peuvent catalyser
franchement la réduction de I’oxygene moléculaire produisant ainsi le peroxyde d’hydrogene sans

formation du radical superoxyde comme par exemple la glycoxylate oxydase [59].

3.3. Le radical hydroxyle

Est le radical le plus dangereux dans I'organisme. Il est tres réactif vis-a-vis des structures
organiques et joue un rdle initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique. Il est formé par la dégradation du
(H,0,) en présence de métaux de transition sous leur forme réduite. Ainsi, (H,O,) associé au fer ferreux

conduit a la réaction de Fenton suivante :
H,0, + Fe™ —> OH'+OH +Fe"

Le (H,0,) peut également réagir avec 02.', aboutissant 1a encore a la production du (OH ). Ce

mécanisme réactionnel se nomme la réaction d’Haber-Weiss [60].

M0, + O, © ——» OH" + OH + O,

Ils ya d’autres voies pour la formation du OH sont : la décomposition de I’acide peroxonitrique et la

réaction de 1’acide hypochloreux avec (O2 >) [61]. En dehors des réactions biochimiques aboutissant au

OH , celui-ci peut étre aussi obtenu directement a partir d’eau ou du milieu aqueux soumis aux

rayonnements ionisants.



3.4. L’oxygene singlet

La forme excitée (O,) est souvent assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité.

L’oxygene moléculaire peut étre produit par plusieurs réactions biochimiques d’oxydation
incluant la peroxydase et la lipooxygénase, par la réaction entre divers EOR ou en présence de la lumiere,

d’oxygene et de photosensibilisateur [60].

4. les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des 1€sions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au
caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de 1'oxydation des lipides.
L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui

malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique

4.1. Les dommages oxydatifs a ' ADN

La plus par des dommages médiés par le stress au niveau de I'ADN concernant les especes
réactives de 1'oxygene, sont la plus importante source endogene. Elles peuvent lui induire de nombreuses
modifications covalentes telles que des 1ésions aux bases nucléotidiques (purines et pyrimidines), des

cassures de brins, des pontages (cross-links) inter et intra brin [62].

4.2. Les dommages oxydatifs aux lipides

Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de la présence des
doubles liaisons, comme par exemple l'acide linolénique. L'origine des réactions radicalaires sont assurés
par peroxydation lipidique qui se traduit par le rancissement in vitro. Il se trouve trois différentes étapes
pour le mécanisme de la réaction radicalaire sera complet se sont: 1'initiation, la propagation et

finalement la terminaison [63].
4.3. Les dommages oxydants oxydatifs aux protéines
Au cours du stress oxydant, les protéines subissent des modifications soit en présence de métaux

de transition, soit se 1'action des radicaux libres [64]. La formation de groupement carbonyles résulte

lorsque les radicaux libres réagissent avec le groupement radical des acides aminés. Le dosage



plasmatique des protéines carbonylées est actuellement le marqueur d’oxydation avancée des protéines le
plus utilisé, aussi bien in vivo que in vitro, pour mesurer les dommages oxydatifs effectués aux protéines

[65, 66].

4.4. Les dommages oxydants oxydatifs aux sucres
L'oxydation du glycose peut libérer des céto-aldéhydes, du peroxyde d'hydrogene et des anions
superoxydes en présence des métaux, et entrainer également la coupure de protéine et leurs glycation par

attachement du céto- aldehyde [67]. Il formant aussi un dérivé de produit de glycation avancé.

5. Les systemes de défenses antioxydants

L'organisme est déterminé d’un ensemble de systemes de défenses antioxydants tres efficaces afin de
diminuer la concentration des especes oxydants dans 1’organisme. Les antioxydants sont des systémes

enzymatiques ou non-enzymatiques (figure N°4) [68, 69, 70, 71]
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Figure N°4 : Pyramide des systtmes de défenses antioxydants

5.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et
la glutathion réductase) sont considérés comme la premiere ligne de défense de notre organisme contre les
différents especes oxydants. Leur role principal est de diminuer la quantité des ROS dans la cellule.
Parfois, ces enzymes nécessitent des cofacteurs comme les oligoéléments (Zn, Cu, Mn, Se, Fe) pour

exercer leur activité enzimatique.



5.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD sont le premier enzyme a intervenir dans la cascade des ROS.Ce sont des
métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes (O,") en peroxyde d’hydrogene
(H,0,) et oxygene (O,). Ils existent trois isoformes chez les mammiferes [72]. Les SOD se différencient
par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : SOD a Manganese (Mn-SOD) dans les
mitochondries, a ions cuivre ou a zinc (Cu/Zn-SOD) dans le cytoplasme et les mitochondries, et des
formes extracellulaire (EC-SOD) dans les vaisseaux sanguins. Il a ét€ nouvellement montré que la

(Cu/Zn-SOD) était également présente dans I’espace inter membranaire (figure N°5) [73, 74, 75, 76].
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Figure N°S: Schéma des défenses antioxydants enzymatiques.



5.1.2. Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)

La (GPx) est présente dans les liquides extracellulaires (sang), dans les cellules au niveau du
cytoplasme et dans les membranes. Leur role principal est d’assuré la réduction du (H,O,) en H,O et O,.

Lors de sa réaction deux molécules de glutathion (GSH) réduit sont oxydées en glutathion-
Disulfure (GSSG) [69, 71]. Dans chacune de ces réactions, une molécule de glutathion oxydée et obtenue,
pour perdurer cette réaction, il doit y avoir un taux constant de GSH, ce qui est rendu possible par la
glutathion réductase (GR), qui est catalyse la réduction du (GSSG) en (GSH), a I’aide d’un cofacteur qui

est le NDPH sous forme réduite (NADPH, H"), I’équation suivante explique sa :

GSSG + NADPH, H* — 3GSH + NADP*

5.1.3. Catalase (CAT)

Le peroxyde d’hydrogene généré notamment lors de la dismutation de 1’anion superoxyde est
dégradé par la CAT qui est donc le responsable a leur détoxification. Cette enzyme est abondante dans le
foie et les globules rouges, elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible
quantité dans le cytosol. La CAT est formée de quartes chaines polypeptides, chacune porte un groupe
heme (Fe), qui constituent les sites actifs de la catalase qui a une tres grand affinité pour 1'H,O, par
contre aux globules rouges qui ont une faible affinité pour 1'H,O,, seulement lorsque les teneurs en
peroxyde d'hydrogene sont accrues [69, 71]. Pour catalyser la réaction, I’atome de fer du groupement
héme réalise une coupure hytérolytique de la liaison (O-0O) le peroxyde d’hydrogene, ce qui créé une
molécule d’eau et un groupement intermédiaire tres oxydant qui peut oxyder une autre molécule de

(H202).

5.2. Systéemes antioxydants non enzymatiques

Ce sont des nutriments naturellement amenés par des composés endogene ou par I’alimentation,
ils ont la capacité de trappé les especes oxydantes en captant leur électron libre et en formant ainsi des
especes plus stables qui pourront étre éliminées par d’autre systemes antioxydants. Dans cette catégorie
d’antioxydant les principales molécules sont les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), I’ubiquinone,

le cytrochrome c et les vitamines  E et C.



5.2.1. Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide, formé par la condensation du glutamate, de cystéine
et glycine est donné une formule semi-développé : B-L-Glutamyl cystéinyl glycine et le plus abondant est
le thiol intracellulaire. Il permet la conversion des ponts disulfures (R-S-S-R) des protéines oxydées en
deux fonctions thiols (R-SH) [77]. Les formes GSH (réduite) et GSSG (oxydée) forment un couple
d’oxydoréduction tres important dans la cellule car il permet les échanges des électrons a I'intérieur de la
cellule [79]. Des études ont montré son importance dans plusieurs pathogenes comme le cancer ou une

protéine exercerait son effet anti-carcinogéne en augmentant les concenttrations de GSH [79].

5.2.2. Ubiquinones et cytochrome c

L’ubiquione y a une forme semi-radicalaire, il joue un rdle principal dans la production de ROS.
Contrairement, Il peut étre également impliqué dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie son

role protecteur contre les ROS [70, 71].

Le cytochrome c ce trouve dans l'espace intermembranaire, il participe a la détoxification par
saisir 1'électron libre d’O;e- qui ce produise au niveau de la chaine respiratoire. Aussi bien que, il donne

cet électron au complexe IV pour former le cytochrome ¢ oxydé et lel'H,O [80].

5.2.3. Vitamine E et vitamine C

Ce sont les plus importants dans la défense contre le stress oxydant. La vitamine E est un
antioxydant membranaire liposoluble. La forme a-tocophérol est la plus active parmi les autres formes du
cette vitamine [81]. Elle se fixe les radicaux libres organiques qui peuvent provenant 1’oxydation des
lipides et participe a diminuer la propagation des réactions de peroxydation lipidique [70, 82]. La vitamine

E peut mettre fin a une réaction radicalaire en chargeant du radical.

La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble, qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide
extracellulaire. Elle peut piéger directement 1’anion superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (OH),

I’oxygene singulier et réduit peroxyde d’hydrogene en eau via 1’ascorbate peroxydase [83]. En plus, Elle



permet la régénération de la forme non radicalaire de la vitamine E. La vitamine C réduire le radical a-

tocophérol qui permet une bonne efficacité de la vitamine E (figure N°6) [70, 83].

LOO- Vit. E Vit. Ce GSH, LA...

Figure N°6 : Schéma des réactions d'élimination des radicaux lipidiques par les vitamines E et C.

(LOOQOe) : radical peroxyle lipidique, (LOOH) : hydroperoxyle lipidique, (Vit. E) vitamine E, (Vit. C) :
vitamine C, (GSH) : glutathion réduit, (GSSG) : gluthation oxydé, (LA) : acide lipoique, (DHLA) : acide
dehydrolipoique.

6. Le stress oxydant et les pathologies

Le stress oxydant est résultant lorsque se trouve un exces de radicaux libres qui peut s'accumuler,
en raison de différentes situations environnementales et pathologiques ainsi que certaines habitudes de vie
[84]. Mais généralement la conséquence majeure des radicaux libres est le dommage qu’il cause aux
bases des acides nucléiques, aux lipides et aux protéines, lequel peut fortement compromettre la santé et
la viabilité d'une cellule ou induire une variété de réponses cellulaires par la génération d'especes
réactives secondaires et ultimement, mener a la mort cellulaire par nécrose ou par apoptose [65].

Une production importante de ROS joue un role dans la pathogénese de nombreuses maladies
comme par exemple d'Alzheimer, 1'épilepsie, 1'ischémie cérébrale, la commotion cérébrale, la maladie de
Parkinson, la sclérose amyotrophique latérale et dans le processus de vieillissement du cerveau en soi

(figure N°7) [84, 85].
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Figure N°7: Les effets du stress oxydant.
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1. Matériels

1.1. Réactifs chimiques

Les solvants utilisés (chloroforme, méthanol, et DMSO) au cours de différentes étapes

d’extraction ont été fournit le laboratoire bédagogique faculté de I’université de constantine 1.

La Ferrozine (3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phenyl-sulfonicacid)-1,2,4-triazine), FeCl,, FeCl; ,DPPH
(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), TCA, potassium ferricyanide[ K 3 Fe(CN)g] provient de laboratoire
bédagogique faculté appliquée, Université Ferhat Abbes de Setif.

2. Méthodes

2.1. Préparation de I’extrait brut

La préparation des extraits a partir des graines Nigella sativa L a été effectuée selon la
méthode de Bligh-Dyer modifié€ qui est trés recommandée pour I’extraction de 1’huile totale [3].
Dans une premiere étape, S0g des graines de Nigella sativa L préalablement nettoyées et broyées
sont homogénées avec un mélange de 50 ml de chloroforme et 100 ml de méthanol sous agitation douce
pendant 2 minutes a température ambiante, puis un volume (50ml) de chloroforme est ajouté au mélange
avec une agitation douce pendant 30 seconds, finalement un volume (50ml) de I’eau distillé est ajouté au
mélange avec une agitation douce pendant 30 seconds. Le mélange est récupéré apres une filtration sur un
papier filtre suivi par une décantation dans une ampoule a décanté, cette étape finale permet d’obtenir
deux phases (phase chloroformique c’est 1’huile total et au dessous et une phase méthanolique au

dessus).

Le méthanol et le chloroforme sont éliminés du filtrat par évaporation sous pression dans
un rota vapeur, permettant ainsi d’obtenir un extrait methanolique caractérisé par une couleur brune

foncée et un autre extrait chloroformique avec une couleur vert foncée (figure N°8).
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Figure N°8: La méthode d'extraction de I'huile essentielle des grains de Nigella sativa L.

2.2. Tests, in vitro, de ’activité antioxydante
2.2.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antioxydant des extraits de la plante Nigella Sativa L est évaluée par le test de DPPH,
c’est un test qui utilise le radical DPPH (diphényl picryl-hydrayl) comme un radical libre relativement
stable. Le principe de ce test est basé sur la réduction de ce radical qui se caractérise par une couleur

mauve et en présence des extraits qui ont la capacité de réduire ce radical, la couleur va changer vers une



couleur jaune, l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des extraits présents

dans le milieu (figure N°9) [86].

Ay T Antioxydant-OH i~ s, o T Antioxydant-O*

e —h' ..\"w-\.,-' N 2 g
Ile NH
CII N .-",l‘* ~ N[}" C' )\ #L N':I
S el b o = HH_..-_:::-" T &
e S
DPPH (violet) DPPH ( )

Figure N°9 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Pour étudier cette activité on a suivi le protocole de Mansouri et ses collaborateurs [3], qui
consiste a I’adhésion de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol, 50 pLL des solutions d’extraits ou
standard (quercétine) sont ajoutés a 950 uL. DPPH, puis on va mettre ce mélange a 1’obscurité pendant 30
min, Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0.312-20 mg/ml, le
controle négatif contient uniquement la solution de DPPH, I'absorbance est mesurée a 517 nm. L’activité

anti-radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs517 controle—Abs échantillon517) / Abs
517controle] x 100

2.2.2. Chélationt du fer ferreux

Le principe de ce test est basé sur la chélation des ions ferreux par la ferrozine selon la méthode de
Le et al (2007) [87], cette méthode se manifeste par la formation d'un complexe de ferrozine et Fe2+ qui
se caractérise par une couleur mauve mesurable a 562nm. En présence d'agents chélateurs, la formation
de ce complexe est diminuée aboutissant a une diminution de la couleur mauve. On explique cette

méthode par la réaction suivante:



Ferrozine + Fe** ——» [Fezx Ferrozine].

Inhibition compititive

L'extrait + Fe** » L'extrait- Fe*]
Mauve

Ce test est réalisé selon la méthode de Le et al (2007) [87]. Le milieu réactionnel contient (250 pl)

de la solution d’extrait avec des concentrations entre 0,312-20 mg/ml mélangées avec 50 pl FeCl, (0.6
mM dans I’eau distillée) et 450 ul de méthanol. Apres 5 min, 50 pl de Ferrozine (5 mM) sont ajoutées au

mélange sous agitation, puis laissé pour réagir pendant 10 min a température ambiante. L’EDTA est

utilisé comme un standard avec des intervalles de concentration respectives de (0-24 pg /ml). Le controle

négatif contient tous les réactifs a I’exception de I'extrait a tester qui est remplacé par un volume de
méthanol et I’absorbance va mesurer a 562 nm.

Les résultats de ce test sont exprimés en pourcentage de chélation selon 1’équation suivante :

% Chélation = [(Abs562 controle — Abs562 échantillon) / Abs562 controle] x 100

2.2.3. Test du pouvoir réducteur

Ce test est basé principalement sur la capacité de I’extrait a donner un électron tout en
convertissant le fer de la forme Fe’* a la forme Fe*, cette réaction se manifeste par I’apparition de la
couleur bleu mesurable a 700 nm. Donc une absorbance élevée indique que I’extrait posseéde un grand
pouvoir réducteur [88]. Ce test a été effectué selon la méthode de Prasad et al [89]; dans une premiere
étape, 1,25 ml d’une solution de phosphate buffer (0,2M- pH= 6,6) et 1,25 ml de 1% de potassium

ferricyanide sont ajoutés a 50ul des différentes concentrations des extraits. Apres incubation de 20

minutes dans un bain marie a 50C°; on a ajouté 1,25 ml d’une solution aqueuse de TCA a 10% au

milieu réactionnel. Apres une agitation pendent 10 min, on a ajouté 1,25 ml de I’eau et 250ul de 0,1%
FeCls; a 1,25 ml du surnagent. Le blanc contient tous les réactifs sauf 1’extrait a tester. Les résultats
sont exprimés en concentration effective a 50% (CEsp) qui se traduit par la concentration

d’antioxydant utilisé pour obtenir une absorbance de 0,5. L absorbance est déterminée a 700nm.



2.2.4. Effet scavenger du radical hydroxyl

L’effet scavenger du radical hydroxyl est testé par la technique de Philips (2010) [90]. Le
principe de cette technique consiste a produire le radical hydroxyl dans le milieu réactionnel a travers la
réaction de Fenton, pour détecter ce radical le sodium salicylate est ajouté au milieu et la couleur apparait
c’est la couleur rose mais en présence des extraits cette couleur va changer vers la couleur jaune et pour
suivre ce changement on va mesurer 1’absorbance 562 nm, le mélange réactionnel contient 1ml de 1,5
mM de FeSOy, 0,7ml de 6 Mm de peroxyde d’hydrogene, 0,3ml de 20 Mm de sodium salicylate et 1ml
des différentes concentrations des extraits a tester , apres incubation une heur a 37C° la lecture est
effectuée a une longueur d’onde de 562 nm. L’effet scavenger du radical hydroxyl est calculé selon

I’équation suivante :

% D’activité antiradicalaire = [1- (A;-A,)/ Ay] x 100
Ay absorbance du control
A, absorbance en présence de I’extrait

A, absorbance en absence de sodium salicylate

3. Analyse statistique

Les étude statistiques sont effectuées par I’exel 2007, Les valeurs d’ICs (concentration
inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la
courbe [% inhibition = f (concentration)] et les valeurs de ECsg est calculé a partir de la courbe [

logY=f (logX) ] .
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1. Tests, In Vitro, de L’activité antioxydante

1.1. Préparation des extraits a partir des graines de Nigella Sativa L

La préparation des extraits a partir des graines de Nigella sativaL a été¢ réalisée
selon la méthode de Bligh—-Dyer modifiée (1992). Cette extraction permet d’obtenir un extrait
méthanolique et un extrait chloroformique (huile totale). L’huile totale avec une couleur verte représente
un rendement de 33,24% (P/P) du poids de la graine. En comparaison avec d’autre méthode
d’extraction la méthode qui utilise I’hexane a un rendement de 31% et la méthode de soxhlet présente un

rendement de 37% donc cette méthode d’extraction est recommandé pour I’extraction de 1’huile total [3].

Tableau N°2: Aspects, couleurs et rendements des diverses extraits a partir des graines de Nigella sativa

L en pourcentage par rapport au poids total des graines.

Extrait Aspect Couleur Rendement %

(par rapport a I’extrait brut)

Ech (huile totale) huileux verte 33,24 %

EMeOH pateux | Marron foncé 66,76 %

1.2.Effet scavenger du radical DPPH

Les résultats obtenus montrent que 1’huile total et I’extrait méthanolique de Nigella sativa L
possedent une activité antioxidante dose dépendante. Pour évaluer le pouvoir de ces extraits
de piéger le radical DPPH nous avons déterminé la concentration inhibitrice a 50% (ICsg) (figure
N°10) . En effet, I’huile total représente 1’extrait le plus actif avec une 1Cs de 1’ordre de 2,06 mg/ml par
rapport a I’extrait méthanolique 4,3 mg/ml. A des fin comparatives un antioxydant standard est utilisé
(la quercetine), il est montré une activité antioxydante importante avec une ICsy de I’ordre de 0,172

mg/ml, en comparaison avec ce standard ces extraits sont mois actifs.

Ces résultats concordent positivement avec les résultats de Ramadan et ses collaborateurs qui ont

montré une certaine activité antioxydante moins de I’huile de cette plante [15]



E. MeOH Huil total
90 100
0 80 o 90
® 70 ‘5 80
S ©
£ 60 g 70
$] 5
£ 0 £ 60
& 40 € 50
£ 3 @ 40
.2 -
= 2 30
c 20 3 20
N o
10 X 10
0 0
2 4 6 0 2 4
concentration mg/ml concentration mg/ml
Quercetine
70
60
g
,—3 50
2
£ 40
£
w 30
=
S 20
©
N
10
0
0 0,1 0,2 0,3

Figure N°10: Activité anti radicalaire des extraits des graines de Nigella sativa L et de la quercetine.
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1.3.Chélation du fer ferreux

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits de Nigella sativa L ainsi  que les
standards interferent d’une maniere dose dépendante avec la formation du complexe (Fe2+ -
Ferrozine), donc ces extraits possedent une activité chélatrice de fer ferreux avant sa

complexassions avec la Ferrozine (figure N°11).

La valeur d’ICs obtenue avec 'EDTA est tres faible (6,87 £ 0,13 pg /ml), reflétant son
puissant effet chélateur, cette valeur est treés proche a 'ICsy de 5,6 ug/ml rapportée par
Le et ses collaborateurs (2007) [87]. Alors que, les valeurs d’ICsq de 1’huile total et 1’extrait

méthanolique montrent des valeurs allant de 5,27 mg/ml a 7,73 mg/ml respectivement.

Une étude comparative entre I’extrait méthanolique et I’extrait brut a été effectué par Bourgou
et son équipe [91]. Cette étude a été rapporté sur les tiges et les racines de cette plante, les
résultats indiquent une I’activité chélatrice de 1’extrait brut est plus actif par rapport a I’extrait
méthanolique, les valeurs d’ICsy obtenues sont de 7,5 mg /ml et 3,8 mg/ml pour les racines et les tiges

respectivement.
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Figure N°11: Activité chélatrice des extraits des graines de Nigella sativa L et de 'EDTA.



L.4. Le pouvoir réducteur

Pour évaluer le pouvoir réducteur de ces extraits, on a suivi la réduction de Fe’* par un
électron provient de ces extraits [91]. Le pouvoir antioxydant des extraits de la nigelle se manifeste
par le changement de la couleur du milieu réactionnel de jaune au bleu , un changement qui est due a la
réduction de (Fe**) 2 la forme (Fe®") qui est évaluée par une technique spectrophotometrique

(figure N°12) .

Le pouvoir réducteur de ces extraits est exprimé par la concentration effective a
50% (CEsp), une concentration permet d’obtenir une absorbance de 0,5, cette absorbance est calculée

par le modele logarithmique selon cette formule Log Y=F (LogX) (figure N°13).

Les résultats obtenus et les analyses statistiques montrent que la quercetine exerce
une activité réductrice importante et dose dépendante avec un CEsy de 0,27 mg/ml, pour les extraits
cette activité est plus faible. Les CEsy sont de I'ordre de 3,09 et 2,88 mg/ml pour I’huile totale et
I’extrait méthanolique respectivement. Aussi bien, une seule étude a été réalisée pour évaluer le
pouvoir réducteur des huiles essentielles de la nigelle, cette étude a révélé que ces huiles possedent un

pouvoir réducteur considérable (figure N°13) [92].
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Figure N°12: Pouvoir réducteur des extraits des graines de Nigella sativa L.
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L.5. Effet scavenger du radical hydroxyl

Le test de chélation de radical hydroxyl a été estimée selon la méthode de Philips et
ses collaborateur (2010) dont laquelle le sodium salicylate peut quantitativement piéger le radical
hydroxyl qui est produit dans le milieu grace a la réaction du Fenton et former un complexe rouge
ayant un maximum d’absorption a 562nm. En présence d'agents chélateurs, la formation de ce complexe
est perturbée aboutissant a une diminution de la couleur rose qui est suivie spectrophotométriquement

[90].

Les résultats obtenus sont exprimés en terme d’1Cs, les valeurs ICsy obtenus montrent
que tous les extraits piegent le radical hydroxyl d’une maniere dose dépendante, dont 1’huile total et
I’extrait méthanolique ont des ICsy de 5,65 mg/ml et 10,48 mg/ml respectivement. Une autre étude
effectuée sur I’extrait éthanolique a ét€ montré un effet scavenger qui se caractérise par une ICs, de

2,5 mg /ml (figure N°14) [94].

A fin de comparer ces résultats avec un standard, on a utilisé 1'acide ascorbique qui présente

un 1Csp de 1,20 mg/ml.
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Figure N°14: Effet scavenger du radical hydroxyl des extraits des graines de Nigella sativa L






Conclusion et perspectives

A fin de mettre en évidence I’effet antioxydant des extraits de la plante nigella sativa L,
nous avons préparé I’huile total et I’extrait méthanolique par la méthode de Bligh—Dyer modifiée (1992) a

partir des graines de cette plante [3].

La teneur des extrais obtenue a partir des graines la nigelle est de L’huile totale (extrait
chloroformique) avec un rendement de 33,24 % (P/P) du poids de la graine et 1'extrait méthanolique) avec

un rendement de 66.76 % (P/P) du poids de la graine.

La valorisation de la capacité antioxydant de ces extraits est effectuée par un test du DPPH permis
d' établir que ces extraits possedent un grand pouvoir de piéger ce radical avec des Clsy de 1’ordre de 2,06
mg/ml de I’huile totale et 4,3 mg/ml de I’extrait méthanolique. Et le test de pouvoir réducteur de ces
huiles a permis de révéler une capacité antioxydante appréciable avec des CEsy de ’ordre de 3,09 et
2,88 mg/ml pour I’huile totale et I’extrait méthanolique respectivement. Le test Chélation du fer ferreux a
révélé que les deux extraits méthanolique et chloroformique a une activité antioxydante appréciable avec
des Clsp de I’ordre de 5,27 mg/ml de I’huile total a 7,73 mg/ml de I’extrait méthanolique. Et enfin le test
scavenger du radical hydroxyl montré que I’huile total et I’extrait méthanolique possedent une activité

antioxydante appréciable avec des Clsy de 1’ordre de 5,65 mg/ml et 10,48 mg/ml respectivement.

Aussi bien, les huiles essentielles de la nigelle possedent des propriétés
antioxydantes remarquables et cette activité n’est pas attribuée seulement aux composés

phénoliques, mais aussi a I’effet synergique des composés non phénoliques.

Enfin ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires
profondes a différents niveaux de l'approche a travers une caractérisation fine et poussée de ces huiles

essentielles par d'autres techniques telles que la CPG/SM ou I'HPLC/SM.
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Résumé

Les especes oxygénées réactives (ROS) ont une grande capacité d’endommager

presque tous les types de constituants cellulaires dans 1’organisme, ce qui explique leur
implication dans  I'induction et/ou [I’amplification de plusieurs pathologies. La
supplémentassions de I’organisme par des antioxydants exogenes s’avere trés utile pour lutter

contre ces especes nocives.

L’objectif de cette étude est 1’évaluation des pouvoirs antioxydant des extraits obtenus des graines

de la nigelle Algérienne. Le pouvoir antioxydant de ces extraits a été évalué  in vitro par le teste de
DPPH, les résultats obtenus montrent une ICsy de 2,06 mg/ml pour I’huile total et 4,3 mg/ml pour I’extrait
méthanolique, par ailleurs ces extraits sont des piégeurs du radical hydroxyl avec des ICsy de 5,65 mg/ml

et 10,48 mg/ml pour I’huile total et I’extrait méthanolique respectivement.

Cette capacité antioxydant est confirmée par les tests du pouvoir réducteur et le test du fer
ferreux ; Le pouvoir réducteur résulte une CEs( de 3,09 mg/ml pour I’huile total et une CE5, de 2,88
mg/ml pour I’extrait méthanolique. Le teste du fer ferreux indique un pouvoir antioxydant qui se

caractérise par un ICsy de 5,27 mg/ml pour I’huile total et 7,73 mg/ml pour I’extrait méthanolique.

Mots clé : Capacité antioxydant, Chélation de métaux, Especes oxygénées réactives (ROS),

Nigella sativa L. Piégeur.



Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are compounds with high potential to damage almost all types of
cellular constituents, which explains their involvement in the induction and/or amplification of a number
of human pathologies. The supplementation of the body by exogenous antioxidants seems to be very

helpful to fight these harmful species.

The antioxidant capacity of these extracts was evaluated in vitro by DPPHe free radical
scavenging assay, hydroxyl radical. The extracts demonstrated a great capacity to trap the DPPHe radical
with an IC50 equal t02,06 mg/ml for total oil and 4,3 mg/ml methanolic extract, and for the second test

the result indicate an IC50 equal t05,65 mg/ml for total oil and 10,48 mg/ml for methanolic extract.

This antioxidant capacity is confirmed by the the reducin and ferrous ion chelating capacity assay,
the reducing power showed that the total oil and ethanolic extract hqve qn EC50 equal to 3,09 and 2,88
mg/ml respectively, the last test showed results zith an ICsy of 5, 27 mg/ml for total oil and 7,73 mg/ml

for methanolic extract.

Key words: Antioxidant capacity. Metal chelating, Reactive Oxygen Species (ROS), Nigella sativa

L.Scavenger.
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Résumé

Les especes oxygénées réactives (ROS) ont une grande  capacité
d’endommager presque tous les types de constituants cellulaires dans 1’organisme, ce
qui explique leur implication dans I’induction et/ou D’amplification de plusieurs
pathologies. La supplémentassions de I’organisme par des antioxydants exogenes

s’avere tres utile pour lutter contre ces especes nocives.

L’objectif de cette étude est 1I’évaluation des pouvoirs antioxydant des extraits obtenus
des graines de la nigelle Algérienne. Le pouvoir antioxydant de ces extraits a été évalué
in vitro par le teste de DPPH, les résultats obtenus montrent une ICsy de 2,06 mg/ml pour
I’huile total et 4,3 mg/ml pour I’extrait méthanolique, par ailleurs ces extraits sont des piégeur
du radical hydroxyl avec des ICs, de 5,65 mg/ml et 10,48 mg/ml pour I’huile total et I’extrait

méthanolique respectivement.

Cette capacité antioxydant est confirmée par les tests du pouvoir réducteur et le
test du fer ferreux ; Le pouvoir réducteur résulte une CEsy de 3,09 mg/ml pour 1’huile
total et une CEs, de 2,88 mg/ml pour I’extrait méthanolique. Le teste du fer ferreux indique un
pouvoir antioxydant qui se caractérise par un ICsy de 5,27 mg/ml pour I’huile total et 7,73

mg/ml pour I’extrait méthanolique.

Mots clé : Capacité antioxydant, Chélation de métaux, Especes oxygénées réactives

(ROS), Nigella sativa L. Piégeur.
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