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INTRODUCTION :

Depuis quelques années, un nouveau concept est envahi le monde des sciences
biologiques et médicales, celui du « stress oxydant », qui est la situation ou la cellule ne
contrdle plus la présence excessive des radicaux oxygénés toxiques ,qui sont potentiellement
impliqués dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associés a des
complications lors de leurs évolution comme dans le cas du le cancer, diabete, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénérative. Ces dommages sont réalisés par [’attaque des
radicaux libres sur de divers biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et I’ADN,
ayant finalement comme conséquence la dégradation et la mort de cellules. (Moon et
Shibamoto, 2009). Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de
rétablir I’équilibre oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de
I’organisme. Les antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus
d’un intérét certain dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles

dans la prophylaxie et le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé.

Les antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, constituent une source
inépuisable de substances ayant des activités biologiques et pharmacologiques tres variées.
Selon I’organisation Mondiale de la Santé (OMS), a estimé que environ 80% de la population
des pays en voie de développement a toujours eu recours a la médecine traditionnelle dans les
soins de santé primaire (Newman et al, 2000 ; Calixto, 2005). Parmi ces plantes Nigella
sativa est I’une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le monde. Les extraits des
graines de cette plante sont largement utilisés, dans la médecine traditionnelle, depuis des
siecles contre une multitude de maux, et notamment comme antibactériens et antifongiques,
anti tumoral et anti-inflammatoire.

Ce travail de recherche est s’inscrit dans I’évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile
totale de cette plante; il est organisé en trois parties ; la premiere partie est une étude
bibliographique constituée de deux chapitres ; le stress oxydatif et Nigella sativa , la
deuxieme partie est matériel et méthodes et la troisieme partie présente les résultats et les

discussions et finalement on a terminé par conclusion et perspectives.
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ChapitreI : La plante de Nigella sativa

1-Description botanique :

Le nom de Nigella est provient du latin nigellus "noiratre", la nigelle a des petites

graines aromatiques menées d’un noire intense communément connues sous le nom de cumin
noire, black seed en anglais, Habbat el baraka ou encore El habbah sauda dans les pays
arabes, Sinoudj en Algérie (Ghedira, 2006).
Nigella sativa est une plante herbacée appartenant a la famille des Renonculacées (Guignard,
2001) Cette plante est annuelle, a tige dressée, cotelée, anguleuse et rameuse d’une
soixantaine de centimetres de hauteur, portant des feuilles inférieurs pétiolées et des feuilles
supérieurs sessiles.

Les graines sont ovoides et couvertes de tubercules granuleux ; triangulaires et ridées
transversalement (Benkaci- Ali, 2007) (figure 1). Dont le fruit est une capsule formée de 3a 6
carpelles soudés entre eux jusqu'a la base des styles persistants (Bonnier, 1990), Chaque
capsule contient plusieurs graines triangulaires blanchatres et, a maturité s'ouvrent et
l'exposition des graines a l'air les rend noire. Ces graines sont ovoides de 2 a 3.5 mm et
présentent 3 a 4 angles avec une face supérieure finement granuleuse et réticulée (Ghedira,

2006).

Figurel. Fleur et graines de Nigella sativa a reproduction autonome (Benkaci- Ali, 2007).
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2- Classification :

La classification botanique de Nigella sativa est basée sur les criteres morphologiques,
anatomiques et chimiques. Cette plante fait partie de :
-Regne : végétal
-Embranchement : Spermaphytes
-Sous- Embranchement : Angiospermes
-Classe : Dicotylédones
-Ordre : Renonculales
-Famille : Renonculaceae
-Genre : Nigella
-Espece : Nigella sativa (Guignard, 2001).

3- Historique et utilisation traditionelle de Nigella sativa:

L’utilisation thérapeutique de cette plante remonte a des temps trés anciens. Des
fossiles du début du Crétacé (-250 millions d’années) prouvent I’existence des Nigelles a la
fin de I’Ere secondaire (Bittkau, 2005). Tout d’abord la civilisation sumérienne, serait a
I’origine de I'utilisation des plantes comme sources de « médicaments ». Ils étaient établis un
recueil, sous forme de tablettes d’argile, contenant des formules végétales gravées en
caracteres cunéiformes et datant de 5000 ans. Par ailleurs, la civilisation égyptienne fait état
de la pharmacopée égyptienne, elle est citée Nigelle comme médicament pour traiter la toux et

les maladies pulmonaires.

La civilisation gréco-romaine, notamment grace a Hippocrate (460-377 av. J.-C.), ont
mentionné pres de 400 remedes a base de plantes dont la Nigelle. Claude Galien médecin
attitré de ’Empereur Marc Aurele a amélioré et conseille de briler les graines de Nigelle pour
tuer les moucherons et les moustiques; et Tragus les employait comme antihelminthiques

(Chamseddine, 2006).

En Cilicie (le sud de la Turquie actuelle), Pedanius Dioscoride utilise les graines de
Nigella sativa contre les maux de téte, les affections des yeux, les maux de dents et les
morsures d’araignées. Oribase, médecin grec du 4e siecle de 1’¢re chrétienne, il composa un
corpus de médecine. Dans un synopsis, il donne une recette a base de Nigelle, pour lutter

contre les symptomes Pales couleurs, taches livides.




ChapitreI : La plante de Nigella sativa

Le champ d’application thérapeutique de cette plante, telle est la recommandation faite
par le prophéte Mohammed au 7° siecle : « Soignez-vous en utilisant la graine de Nigelle,

c’est un remede contre tous les maux a I’exception de la mort ».

N¢é pres de Boukhara en Perse (actuel Ouzbékistan), Abu Ali Al-Hussein Ibn Abdallah
Ibn Sina, (980-1037), IIs conseillaient de griller les graines et de les réduire en poudre, puis de
placer cette préparation dans une bourse en tissu et d’inhaler quotidiennement pour
désobstruer les voies nasales (Al-nassimi,1984), aussi dans la dyspnée et dans le traitement
de I’asthme et des bronchites. Cette méme préparation, prise avec de 1’eau bouillie, possede
des actions diurétiques et dissolvantes des calculs rénaux (Ibn-sina, 1972). D’autre part, la
prise de ’huile de Nigelle avec de 1’huile d’olive était trés réputée comme aphrodisiaque. A la
Nigelle on reconnait aussi des propriétés emménagogues, galactagogues, abortives,

vermifuges et ténicides.

4-Composition chimique des graines de Nigella sativa:

D’apres une analyse réalisée sur des graines de Nigella sativa de Turquie en 1993
(Nergiz et Otles, 1993), la composition générale des graines de Nigella sativa montre une
teneur relativement importante en glucides (37,4%), en lipides (32%) et en protéines (20%)
(Orsillinares, 2005). Les valeurs et proportions fournies par la littérature différent d’un auteur
a Dautre; la variété et ’origine des échantillons peuvent en étre partiellement responsables

(Tiendrebeogo, 2012).

4.1-les huiles de Nigella sativa
4 .1.1-Les huiles fixes :

Les huiles fixes représentent 37,9-39,2% du poids de la graine. Elle est constituée
principalement de lipides neutres 96,1-97,2%, de lipides polaires 3% et de phospholipides
0,32-1,05% (Ramadan et Morsel, 2002a).

Les stérols représentent environ 2% de 1’huile fixe. On y trouve aussi des stérols
libres et estérifiés. L’analyse des stérols libres montre que le B-sitostérol représente le
composant majeur soit 60% des stérols, puis arrive le stigmastérol avec environ 20%. On peut
rencontrer le cholestérol a 1’état de traces, environ 1% (Ramadan et Morsel, 2002b ; Cheikh-

rouhou, 2008 ; Hamrouni-sellami, 2008).

=



ChapitreI : La plante de Nigella sativa

Dans ces huiles, les principaux acides gras saturés sont essentiellement I’acide
palmitique, I’acide stéarique et I’acide myristique, tandis que les acides gras insaturés
majoritaires sont I’acide linoléique et 1’acide oléique (Ustun et al, 1990 ; Atta, 2003).
-L’analyse des phospholipides par (HPLC) a permis d’identifier principalement sept
constituants ou le phosphatidyl choline représente le composant majoritaire (46% des PL)

(Ramadan et Morsel, 2002).

4.1.2- L’huile essentielle :

L’huile essentielle représente entre 1,4 a 1,9 % du poids de I’huile fixe et 0,18 a 0,50
% du poids des graines (Benkaci- Ali et al, 2006). L’analyse de cette huile par GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy) réalisée par ’équipe de Bucar (2000) a permis
d’identifier 32 composants, dont la majorité d’entre eux sont ; la thymoquinone (27,8-57 %),
le p-cymene (7,07-15,83 %) et le carvacrol (5,8-11,6 %) (Burits et Bucar, 2000).

Contrairement a 1’étude précédente, Moretti et ses collaborateurs (2004), ses résultats
ont montré que le composant majeur est le p-cymene suivi du thymol alors que la
thymoquinone présente un taux faible.La particularit¢ de I’huile de Nigella sativa est la
présence de quinones : thymoquinone et thymohydroquinone ; et d’un composé phénolique :
thymol. Ces quinones sont les composés actifs de 1’huile qui lui conférent ses propriétés
pharmacologiques. La photodimérisation de la thymoquinone aboutit a la dithymoquinone

anciennement citée sous le nom de nigellone (Orsi— llinares, 2005).

4.1.3 -Obtention de I’huile de Nigella sativa:

L’intérét thérapeutique de Nigella sativa réside en grande partie dans ’utilisation de
son huile obtenue a partir de la récolte de ses graines. L’huile végétale de nigelle peut étre
obtenue par pression a froid (extraction mécanique) ou par des techniques de pression a chaud
permettant un meilleur rendement. L’huile peut tre aussi extraite chimiquement avec 1’aide
d’un solvant.

Les huiles obtenues a chaud ou au moyen de produits chimiques doivent subir par la
suite un raffinage par une série de divers traitements plus ou moins nocifs pour certains

composés de 1’huile pouvant ainsi diminuer sa qualité.
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4.2-Les Alcaloides :
Dans les graines de Nigella sativa 12 alcaloides ont été retrouvés;

- Nigellicine (Atta-Ur-Rahman et al, 1985a) .
- Nigellimine N-oxyde (Atta-Ur-Rahman et al, 1985b) .
- Nigellidine, ayant un noyau indazol (Atta-Ur-Rahman et al, 1993) .
- L’isoquinone nigellimine (Atta-Ur-Rahman et al, 1992) .
- les alcaloides diterpenes Dollabllane-types nigellamines Al, A2, B1, B2(Morikawa et al,
2004a), A3, A4, A5, et C (Morikawa et al, 2004b).

Ce qui est tres intéressant dans la graine de Nigella sativa c’est cette présence
concomitante de 12 alcaloides de trois structures de base différentes, ces alcaloides est une

caractéristique rarement observée dans d’autres plantes (Orsi— llinares, 2005).

4.3- Les triterpenes saponines :

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpenes. Ils liberent par
hydrolyse un ou plusieurs oses et une génine (sapogénine). De nombreux saponosides ont
déterminés a partir des graines, de 1’extrait éthanolique et des huiles de Nigella sativa ( Ansari
et al, 1975 ; Greenish, 1880 ; Abdel-Aal et Attia, 1993).

A partir des graines de Nigella sativa une saponoside triterpénique douée de propriétés
anti tumorales appelée 1’a-hederine. L’extrait méthanolique de la Nigelle égyptienne, a menée
a l'isolement de deux triterpene saponines, appelés sativosides A et B, douées d’une activité
anti-inflammatoire (Bhupendra et al, 2009). Un autre triterpene glycosylé a été identifiée dans

I’extrait éthanolique des graines (Bhupendra et al, 2009).

4.4- Dérivés phénoliques et flavonoides :

En Turquie, Nergiz et Otles en 1993 ont déterminé la teneur en dérivés phénoliques des
graines de Nigelle turques. La teneur totale de dérivés phénoliques trouvée était de 1744
+10.6 mg/g d’huile. En 1997, trois nouveaux flavonoides triglycosylés ont été isolés par
Merfort a partir des graines de Nigella sativa et leurs structures ont été déterminées (Merfort
et al, 1997). En 2008, quatorze composé€s phénoliques ont été isolés a partir d’un extrait

méthanolique de pousses et de racines de Nigella sativa (Bourgou, 2008).
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4.5- Les protéines :

Les graines de Nigella sativa sont tres riches en protéines (environ 20 %), avec
dominance d’acide glutamique (22,4%), d’acide aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18%)
(Al-Gaby, 1998). Le fractionnement de ces dernieres par SDS-PAGE montre des bandes de
poids moléculaire compris entre 10 et 94 KDa (Hagq et al, 1999).

Une analyse de la composition en acides aminés a été réalisée par Saleh Al-Jassir sur
des graines de Nigelle d’Arabie Saoudite en 1992 (Al-Jassir, 1992) révele la présence de 17

acides aminés y comprisles 8 acides aminés essentiels.
4.6- Les vitamines et sels minéraux :

La composition en vitamines a été déterminée et révele la présence des vitamines A,
B1,B2, B6, PP et de I’acide folique (Nergiz et Otles, 2003). Ramadan et Mérsel (2002b) ont
analysé les vitamines liposolubles des graines de Nigella sativa et ont pu identifier toutes les
classes des tocophérols dans I’huile. Les tocophérols totaux constituent 0,05% de I’huile, et
sont constitués majoritairement de 1’a-tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%). Ces
mémes chercheurs ont peu également identifier d’autres vitamines liposolubles; la B-carotene
(0,05%) et la vitamine K1 (0,1%). Dans une étude ultérieure, I'analyse par HPLC démontre
que les teneurs en a et y-tocophérols sont relativement élevées: de 5, 65 a 11,39 et de 2, 26
26,95 mg/kg respectivement (Al-Saleh et al, 2006).

Des travaux sur la composition minérale de la graine de Nigella sativa ont rapporté
que sa teneur en potassium est importante (1,18 % du poids total de la graine), la présence du
calcium, du fer, du sodium du phosphore, du zinc, du cuivre et du sélénium a ét€ prouvée

(Takruri et Dameh, 1998 ; Nergiz et Otles, 2003 ; Al-Saleh et al, 2006).
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5-Les activités biologiques :
5.1- Effet antioxydant :

L'huile de graine de Nigella sativa est bien connue pour ses fortes propriétés
antioxydantes (Badary et al, 2003). Des études antérieures ont démontrés que le prétraitement
avec la thymoquinone (TQ) protége les organes contre les dommages oxydatifs induits par
une variété d’agents générant des radicaux, tels que le tétrachlorure de carbone (Nagi et al,
1999).

La thymoquinone, la dithymoquinone, et le thymol ont été testés contre plusieurs ROS,
et tous les composés testés de Nigella sativa ont exercé des effets antioxydants forts (Kruk et
al, 2000). La TQ pourrait agir comme un capteur de RLs et elle conserve l'activité de diverses

enzymes antioxydantes (Woo et al, 2012).

5.2- Effets sur le systéme immunitaire :

la poudre de Nigella sativa a entrainé une augmentation de la population
lymphocytaire T helper (CD4) et a contribue a I’amélioration du rapport cellules T
helper/cellules T suppresseurs (CD4/CD8). Par ailleurs, Nigella sativa augmente de 30%
I’activité des cellules tueuses NK (El-Kadi et Kandil, 1987). Nigella sativa stimule aussi la
libération des interleukines-1p . Cela entraine une stimulation de 1’activité phagocytaire des

leucocytes polynucleaires et macrophages (Haq et al., 1995).

5.3- Effets anti-inflammatoire :

L’huile essentielle de Nigella sativa et la thymoquinone ont été utilisées pour
déterminer leurs effets sur la douleur ressentie (Abdel-Fattah e al, 2000). L’inhibition de la
production d’eicosanoides, I’inhibition de la synthese de prostaglandines et la diminution de
la production de monoxyde d’azote sont les trois types de mécanismes anti-inflammatoires

qui ont été mis en évidence dans les différentes études (Toparslan, 2012).

5.4- effets antibactériennes et antifongiques :

Différents extraits bruts issus de la graine ont été testés vis-a-vis de germes
antibiorésistants (16 Gram négatifs et 6 Gram positifs), les alcaloides totaux et le décocté se
sont révélés d’étre les extraits les plus actifs, notamment a 1’égard des bactéries a gramme
positif (Morsi, 2000). Huiles volatiles de Nigella sativa a une activité antibacterienne qui a été

démontrée sur 37 souches de Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei et
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Shigella boydii ainsi que 10 souches de Vibrio cholerae et Escherichia coli (Ferdous et al,
1992). L’huile fixe presente également une excellente activité antifongique, notamment sur
Aspergillus niger (Agrawal et al, 1979). Par ailleurs, I’extrait de 1’éther et la thymoquinone

exercent une activité inhibitrice sur 8 especes de dermatophytes (Aljabre et al, 2005).

5.5- effets anti tumoral :

Les graines de Nigella sativa ou ses constituants présentent une action préventive des
cancers et/ou réductrice de la cytotoxicité des médicaments antinéoplasiques usuels. En effet,
la thymoquinone a un effet inhibiteur de la carcinogenese de l'estomac et du fibrosarcome
induit par le 2 ométhylcholanthréne chez la souris (Badary ef al, 1999 ; Badary et Gamal,
2001).
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1-Définition de Stress oxydant :

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les oxydants et les
antioxydants (Ratnam et al, 2006). Il peut se produire en raison de la surproduction
d'oxydants, la diminution de la défense antioxydante ou une combinaison de ces deux facteurs

(Ece et al, 2007).
2-Les radicaux libres :

Les radicaux libres ont été découverte a moins de 50 ans (Droge, 2002). Un radical libre

est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acceptation d’un autre
électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al, 2007).
Les especes réactives de I’oxygéne(ERO) sont des radicaux libres issus de I’oxygene
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les
organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al, 2007).
le terme « espéces réactives de I’oxygene » est désigné un ensemble plus large de molécules :

- Des radicaux oxygénés caractérisés par un ¢lectron non apparié€: (I’anion superoxyde
I’Oz2-, les radicaux hydroxyles HO., peroxyle ROO., alkoxyle RO- (Favier, 2003).

- Des dérivés de I’oxygene non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogeéne
H202, L’oxygene singulet 102 et le nitroperoxyde ONOOH, mais qui sont aussi

réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Favier, 2003).

3-Nature et sources cellulaires des especes réactives de I’oxygene :
3.1- L’anion superoxyde :

Il est le radical le plus fréquemment produit dans I’organisme, et le type le moins réactif
des ERO (Scheibmeir et al, 2005). 11 est chargé négativement et généré par la réduction
monovalente de I’oxygene moléculaire (Lacolley et al, 2007).Cette réaction semble surtout

catalysée par des NADPH oxydases membranaires (Wolin, 2009).

O2+¢@ —l 02.-

Dans des conditions physiologiques et physiopathologiques, 1’O2.- peut également étre

formé dans certains organites cellulaires (Gardes-Albert et al, 2005). Tels que les
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peroxysomes, via la conversion de I’hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique, catalysée
par la xanthine oxydase (Wolin, 2009), et les mitochondries ou 2% a 5% d’oxygéne
consommé est transformé en radicaux superoxydes (Favier, 2003).

Il existe également des sources exogeénes d’anion superoxyde comme la fumée de
cigarette ou les radiations ionisantes particulicrement impliquées dans les pathologies
pulmonaires (Ames et al, 1993). L’Oz--est relativement stable, peu toxique pour 1’organisme.
Cette faible réactivité permet d'ailleurs son utilisation par 1'organisme comme médiateur
régulant des fonctions
biologiques (Favier, 2003).

Le radical superoxyde ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se dismute
spontanément au pH physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogéne :

202742 H  =—p 02+ H202

Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré comme particulierement réactif, son
principal danger vient de sa réaction de neutralisation productrice de peroxyde d’hydrogene
ou d’acide hypochloreux nettement plus puissants. L’Oz2 -- est régulé par des enzymes, les

superoxydes dismutases qui catalysent sa dismutation (Halliwell, 7989).

3.2-Le peroxyde d’hydrogene :

Le Peroxyde d’hydrogéne (H202), qui n’est pas un radical libre, peut étre formé
secondairement a la dismutation de Oz " par le superoxyde dismutase ou produit par réduction
bivalente de I’oxygene grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment I’acylCoA
déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, 1’uricase, la mono-
amineoxydase... etc.

02+ 02+ 4+ 2H+ =p H202+ O2

L’H202n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des radicaux hautement
réactifs. En présence de métaux de transition (fer et cuivre), I’H202 donne naissance via la

réaction de Fenton & un radical hydroxyle HO" hautement réactif
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(Wardman et Candeias, 71996). Contrairement a I’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne
est capable de traverser les membranes des cellules et des organites cellulaires pour engendrer

des dommages loin de son site de production (Halliwelt et Gutteridge, 1996).

3.3-Le radical hydroxyle (HO-) :

Le radical hydroxyle est I’oxydant le plus réactif et le plus puissant (Marusawa et al,
2002). Le peroxysome grace a des oxydases spécifique représente 1’'une des sources les plus
importantes productrices de ce radical (Poortmans et Boisseau, 2009).

Parmi les voies conduisant a la formation de ce radical on peut citer celle qui implique
les métaux de transition, le cuivre et le fer sous leur forme réduit par une réaction appelée

réaction de fenton (Favier, 2003).

H202+Fe++ ﬁ OH'+ OH-+ Fe+++

L H202 peut aussi réagir avec le radical superoxyde, aboutissant a la production du

HO-, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorge, 2004).

H202+ O2 .==>  OH-+ OH-+ O2

Le radical hydroxyle a une durée de vie extrémement faible (inférieure a la
Microseconde) et les distances qu’ils peuvent parcourir sont é¢galement trés faibles. Ce sont
donc des radicaux qui diffusent peu et qui réagissent quasiment sur le lieu de leur production.
Le HO- est capable de réagir avec la plupart des molécules biologiques comme I’ADN, les
protéines, les sucres et les lipides membranaire. Parmi les ERO le radical hydroxyle est de
loin le plus réactif. Le radical O2 --a une demi vie plus longue et bien qu’il soit moins réactif il

est aussi délétere que le radical HO- (Delattre et al, 2005).

3.4-Radicaux alkyles( Re) et peroxyl( ROQOe) :
Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de 1’addition de 1’oxygenesur

les radicaux centré sur le carbone R..

R-+02 —p RO

Les radicaux R. sont généralement issus de I’action des radicaux hydroxyles sur les
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substrats biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogéne ou addition sur les doubles
liaisons) (Delattre et al, 2005).
OH:-+RH =——p R-+H:20

3.5-L’oxygeéne singulet (102) :

11 correspond a une forme excitée de I’oxygeéne O, il possede la méme structure
¢lectronique que I’oxygene, mais <agencée> différemment, a savoir que les électrons de la
couche externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son
état <excité> lui confere un potentiel oxydant supérieur a celui de ’oxygene (Bonnefont —

Rousselot er al, 2003).

3.6-Le monoxyde d’azote(NO) :
Le monoxyde d’azote (ou oxyde nitrique) est un radical libre ubiquitaire synthétisé dans
la cellules endothéliale a partir de I’arginine et 1’02 grace a 1’action d’enzymes appelées NO

synthase (Bonnefont- Rousselot ef al, 2003 ; Vincent et Martin, 2008) .

O:2 +Arginine +NADPH  Nitrique oxyde synthase NO-+ Cittrulline + H20 + NADP-

»

I1 se caractérisé par sa grande faculté de diffusion dans les membranes cellulaires et sa
réactivité moyenne (de I’ordre de quelques secondes in vivo), le monoxyde d’azote radicalaire
peut ais€ément réagir avec la plupart des especes oxygénées et se transformer en dioxyde

d’azote (NO2) :

2NO-+ 02 =——p 2 NO2

Lequel peut donner du trioxyde d’azote (N203) :
NO:-+ NO2  =——p N203

Pour enfin aboutir a un ion nitrate stable (NO2-) :

N203+ H2Q =——p 2 NO:2" + 2H-

De plus, le monoxyde d’azote forme avec 1’anion superoxyde le peroxynitrite (ONOO):

NO-+ 02" ——p ONOO"
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Ce dernier est moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de 1’oxydation de

nombreuses biomolécules (Rezaire, 2012).

4-Les endommagements provoqués par les ROS :

Les endommagements induits par les radicaux libres sont : une peroxydation des lipides,
une oxydation des protéines, des mutations de I'ADN. Ces altérations peuvent conduire a des
pertes de fonction et d'intégrité, voire a la mort cellulaire notamment par l'intermédiaire de
I'apoptose qui est initié également par les RL en activant I'ouverture du pore de transition de

perméabilité (PTP).
4.1-Peroxydation lipidique :

Les premieres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
(AGPI) sont tres sensibles a l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation
(Pamplona et al, 2000 ; Hulbertl et al/, 2005). L'oxydation des lipides génere des peroxydes

lipidiques qui sont eux-mémes tres réactifs.

La peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et
de l'excitabilité des membranes (Hong et al, 2004). Elle fournit également une grande variété
de produits qui peuvent réagir avec les protéines et 'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits
formés lors de la peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), 1’acides
thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4- HNE) sont étudiés comme marqueurs
de la peroxydation lipidique.

4.2-Oxydation des protéines :

De fagon comparable a I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d'étre oxydées par les ROS. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl

dans la protéine (Peng et al, 2000 ; Levine, 2002). Ces réactions

d'oxydation, fréquemment influencées par les cations métalliques comme le Cu®* et le Fe®*,

peuvent Etre classées en deux catégories :

1°) Celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique.
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2°) Les modifications des peptides par l'addition de produits issus de la peroxydation

lipidique.

Ces changements sont tels qu'ils conduisent a une modification structurale des protéines
dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de la
sensibilité aux protéases...) (Levine, 2002). L'oxydation des protéines peut étre un signal pour
les "protéines de stress" (Heat Shock Protein, HSP) connus pour leur rdle cytoprotecteur
(Welch, 1992). Ainsi, les membres de la famille de HSP70 ont un rdle de protéines
chaperonnes. Elles prennent en charge les protéines dénaturées (participation a la restauration
de la fonction de ces protéines) mais aussi les protéines en cours de maturation (participation
a leur synthese, a leur importation vers le réticulum endoplasmique et la mitochondrie). La
synthese des HSP pourrait ainsi compléter les capacités de défense santioxydantes lorsque les

protéines intracellulaires sont endommagées par les ROS (Essig et Nosek, 1997).
4.3-Dommage de ’ADN :

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont les
premieres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire (Richter et al, 1988). Les

mécanismes explicatifs proposés sont :

1°) L'absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial.
2°) Sa localisation proche de la membrane interne.

3°) Des mécanismes de réparations frustres.

4°) Une structure circulaire sans introns augmentant statistiquement le risque de mutations

pathogenes (Cann et Wilson, 1983 ; Cortopassi et al, 1992 ; Ames et al, 1993).

L’idée d’un "cercle vicieux" ou d’une théorie avec un feed-backpositif est avancée
pour expliquer les altérations mitochondriales dues au vieillissement : des
dysfonctionnements de la chaine respiratoire pourraient augmenter la production de ROS et
induire ainsi une augmentation progressive des mutations du génome mitochondrial et des
protéines synthétisées. Comme le génome mitochondrial code pour quelques sous-unités des
protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative (sept sous-unités du complexe I, une

du complexe III, trois du complexe IV et deux de ’ATP synthase), leur défaut d’expression
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pourrait exacerber la fuite d’électrons de la chaine respiratoire au profit de la production de

ROS.

Ainsi, plus la fuite d’électrons est importante, plus la formation de ROS provoquant de
nombreuses mutations mitochondriales aggraverait ce phénomene (Wong et Cortopassi,
1997 ; Beckman et Ames, 1998 ). Les fonctions de la mitochondrie sont donc particulierement
exposées aux dommages oxydatifs provoquant principalement une diminution de la synthese
d'ATP mais aussi engageant la cellule dans un programme de mort cellulaire par apoptose

avec l'induction du pore de transition de perméabilité.
4.4-Activation du pore de transition de perméabilité:

Bien que la nature moléculaire du PTP reste encore a ce jour inconnue, il apparait que

le PTP est un complexe multiprotéique avec de nombreuses protéines candidates

L’ouverture du PTP provoque un gonflement mitochondrial résultant de 1'entrée dans
la matrice de composés osmotiquement actifs. Suite a ce gonflement, la membrane externe
peut se rompre et entrainer la sortie de molécules pro-apoptotiques tel que la cytochrome c qui
est interagit avec Apaf-1 (Apoptosis Activating Factor-1) et la pro-caspase 9, ce qui a pour
conséquence l'activation de la cascade des caspases déclenchant l'apoptose (Green et Reed,
1998). L'ouverture du PTP est trés finement régulée. Les ROS agissent directement sur
I'ouverture du PTP, qui serait consécutive a I'oxydation d'un groupement thiol constituant ce

pore (Vercesi et al, 1997; Kowaltowski et al, 2001).
5-Les antioxydants :

Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent avec les oxydants et soit
stoppent, soit ralentissent les processus d’oxydation. Pendant ces réactions, les antioxydants
s’oxydent en dérivés stables, ou persistent pendant un certain temps sous forme radicalaire.

Ces formes radicalaires peuvent devenir des prooxydants.
Ces antioxydants se divisent en deux principales catégories :

1-les endogenes (molécules issues de la biosynthese).

2- les exogenes (vitamines, oligoélements,ou antioxydants de synthese).

E



Chapitre IT:  Stress oxydatif

5.1-Antioxydants endogenes :

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, 1’acide lipoique.
5.1.1 Les superoxydes dismutases (SOD):

La SOD est une enzyme cellulaire possédant une fonction

antioxydante « anti-O2"" » , la SOD catalyse la dismutation de I’O2"" en dioxygéne et H202

selon la formule (Afonso V et al, 2007).

02"+ +2H: e H202+

Chez I’homme, trois isoformes compartimentées de I’enzyme SOD ont été caractérisées
de fagon biochimique et moléculaire. La SOD1 cytosolique, et la SOD3 extracellulaire,
utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a I’activité enzymatique (Cu/Zn-

SOD), et la SOD2 mitochondriale utilise le manganese (Mn-SOD) (Afonso V et al, 2007).

5 .1.2- Les glutathion peroxydases (GPx):

Les GPx catalysent la décomposition du H202 en couplant sa réduction en H20 avec
I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en bisulfure de glutathion (GSSG)
(Halliwell B et al, 1986).

2 GSH + H:20: e (35S SG+2H 20

Chez I’homme quatre iso-enzymes numérotés de 1 a 4 ont été identifiés. Les GPx sont
majoritairement localisées dans le cytoplasme. Une proportion plus faible est présente dans la
matrice mitochondriale. Les mitochondries sont dépourvues des enzymes nécessaires a la
synthése du GSH qui doit donc étre importé du cytoplasme. La plus grande partie d’H202
produit au niveau des mitochondries ou du cytoplasme est éliminé par les GPx plutot que par

la catalase(Halliwell B et al, 1986)( Halliwell B et al, 1988).
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5.1.3- Les catalases (CAT):

La CAT est une enzyme héminique capable de transformer H202 en eau et en oxygene
moléculaire. Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les
érythrocytes(Delattre J er al, 2005).

La CAT humaine est formée de quatre sous-unités, chaque sous-unité comporte un
groupement ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un atome de fer a I’état Fe3+ (KO TZ
et al ,2000) .

La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation d” H202: (Delattre J et al, 2005) .

k,= 1,7 10?7 mol-'.L.s" .
Catalase-Fe3* + H,0O, » Composeé | + H,0O

k,=2,6 107 mol'.L.s"

Compose | + H,0, » Catalase-Fe** + H,O + O,

2 H,0, » 2H,0+0O,

5.1.4-L’acide urique :

Le tissu humain ne possede pas ’urate oxydase qui dégrade 1’acide urique
en allantoine, en conséquence, I’acide urique s’accumule comme produit final de catabolisme
des purines, et est présent en quantité importante dans le plasma humain avant d’étre éliminé
par voie rénale. La perte de cette enzyme au cours de 1I’évolution pourrait avoir un effet
antioxydantes (Lacolley et al, 2007).

A un pH physiologique 1’acide urique est majoritairement ionisé sous forme d’urate, un

piégeur puissant de radicaux (OH-, ROO-, NOO....) (Haleng et al, 2007).

5.1.5 -Bilirubine :

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de ’héme, ce composé
liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygéne singulet et le radical
hydroxyle, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a ’albumine des attaques
radicalaires (Algeciras-Schimnich et al, 2007). La bilirubine est oxydée par certaines especes

recyclée par la biliverdine réductase (Halliwell et Gutteridge, 2007).
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5.1.6- Acide lipoique :

C’est un antioxydant puissant qui peut régénérer d'autres antioxydants tels que les
vitamines C et E (David, 2015). 1l est capable de piéger le HO-, ROO., HOCI. et 102 (Packer
et al,2001) .

5.2-Antioxydants exogenes :

L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »
qui sont des composés pour la plupart apportés par I’alimentation et dont le role essentiel est
de neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de I’intégrité cellulaire

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

5.2.1- Vitamine E ou a-tocophérol :

Novau Chromanasl

Vitamine E

Figure 2: Structure de la vitamine E .( Lopez G V et al, 2005).

La vitamine E ou a-tocophérol (a-TocH) est le principal antioxydant de la famille des
tocophérols, elle contenu principalement dans les LDLs, sa structure moléculaire comporte
une extrémité hydrophile, correspondant au noyau chromanol et une extrémité hydrophobe
(chaine phytyle). Lors de I’initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque

radicalaire, I” a -TocH, qui est un inhibiteur de la

propagation radicalaire, cede son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le
radical RO2e, et constitue par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant cette
protection. L’ a-TocH, en cédant son hydrogene, se transforme lui-méme en produit

radicalaire mais de faible réactivité.

L’a-TocH peut réagir directement avec le radical initiateur, tel que le radical

hydroxyle (OHe¢), inhibant ainsi la formation du radical RO,e. La réaction de la vitamine E
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avec I’anion superoxyde O2-e est trés lente et par conséquent peu probable. L’ a-TocH peut
aussi réguler a la hausse les enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la glutathion
peroxydase, la catalase du foie, la glutathion-transférase et la NADPH réductase.( Lopez G V
et al, 2005).

5.2.2- Vitamine C ou acide ascorbique :

Figure 3: Structure de la vitamine C (Vertuani S et al, 2004).

La vitamine C est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présents dans les
fluides intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles). L’anion ascorbate (forme
présente dans le milieu physiologique) agit principalement en piégeant directement les ROS
et/ou RNS (majoritairement 1'O2e- et le ONOO-). Il est aussi capable de recycler 1'a-
tocophérol de facon a agir en synergie avec ce dernier dans la prévention de la peroxydation

lipidique :

T-OH + AGPI-OOe — T-Oe + AGPI-OOH
Asc-H- + T-Oe — T-OH + Asc

5.2.3- Antioxydants exogenes phénoliques :

Les phénols sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs noyaux aromatiques
avec un ou plusieurs groupes hydroxyle (OH). Ils peuvent étre extraits a partir de plantes ou

synthétiques.

@



Chapitre IT:  Stress oxydatif

a- Antioxydants exogenes phénoliques naturels :

Une grande partie de ces molécules est présente dans I’alimentation. Les plus connus sont les

acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les tanins. Les stilbenes et

le lignane sont moins connus (Dai J et al, 2010)

Tableau 1 : Les grandes familles de polyphénols.( Defraigne J O,et al ;2008).

Famille Principaux composés Origine
Acide hydroxy- benzoiques | Acide vanillique Vanille

Acide gallique Feuilles de thé
Acides hydro- cinnamiques | Acide caféique Café

Acide férulique

Acide chlorogénique

Riz, blé, asperges

Pelure de pomme de terre,

pomme,
Artichaut

Stilbéne Resvératrol Raisin, vin

Flavanoides Quercétine, kaempférol Oignon, brocoli

- Flavonols Luéoline, apigénine Céleri

- Flavones Naringénine Agrumes

- Flavanones Catéchine, épicatéchine Raisin, thé vert, chocolat,

- Flavones-3-ols Génistéine, daidzéine Soja

- Isoflavones Cyanidine Fruits rouges, raisin

- Anthocyanidines

Tannins hydrosolubles ou | Polyphénols de haut poids Plantes supérieures

non Moléculaire

Lignines Lignane Bois
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a.1- Flavonoides :

Ce sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes, elles
rassemblent de nombreux composés naturels répartis en plusieurs familles dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les isoflavones et les

anthocyanines ( Alan C,et al, 2009).

OH OH O

Catéchine (flavanel) Quercetine (flavonol) Cenistéine (Isoflavone)

Figure 4 :Quelques flavonoides ( Alan C et al, 2009).
a.2- Acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés de 1’acide
benzoique comme 1’acide gallique ou vanillique et les dérivés de I’acide cinnamique comme
I’acide caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne activité

antioxydante.( Defraigne J O et al, 2008).
a.3- Resvératrol :

C’est un polyphénols naturel présent dans de nombreuses familles de plantes
supérieures. Le resvératrol est un bon antioxydant contre 1’oxydation des LDLs.( Wu J M,et al

2011)
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HO. .0
0 O
HO =
OH H = OH
H H HO OH
H

Arade cafsigue Acide coumanique Acide Gallique
0 0. 0OH
- 0OH
H
Acide ferubique
Acide: cinnamiques oH
Acide vamlhque

Acides benzoigues

OH Trans-resveratrol

Figure 5 : Les acides phénoliques et le trans-resvératrol. ( Wu J M et al, 2011).

a.4- Tannins :

Les tannins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité
antioxydante trés puissante due au piégeage de O2° grice aux différents groupes phénoliques.

Les deux familles les plus importantes sont les gallotanins et les ellagitanins (Anderson J Wet

galloyFHHDP- zlucose peduncolagin zallo¥l-bis-HHDF glocose
HHDP : hexabyvdrorvdiphénique

al, 1995) .

Figure 6: Unités monomeres de base pour les Ellagitannins.( Anderson J W ef al,1995).
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b- Antioxydants exogenes phénoliques de synthése :

Il existe aussi de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent
dérivés des antioxydants naturels (hémisyntheése ou mime de structures naturelles). Le but de

ces synthéses est I’amélioration de I’activité antioxydante, la biodisponibilité et le colt des

molécules.( Vacaresse N et al, 2001).

E



Partie experimentale



Chapitre III : Matériels Et Méthodes

1-Matériel végétale :

Les graines de Nigella sativa sont locales, ils ont été achetés a partir d'un marché a
Constantine. Les graines sont nettoyées des débris végétaux. Elles étaient broyées dans un

moulin avant d'étre utiliser dans ce travail.
2-Méthode d'extraction:

La méthode utilisée pour I’extraction est la méthode de Bligh-Dyer modifiée par Kim

(Kim LL, 1992), décrite comme suit:

La poudre de graines de Nigella (20 g) a été homogénéisée dans un mélangeur
pendant 2 minutes avec 20 ml de chloroforme et 40 ml de méthanol. Ensuite, 20 ml de
chloroforme ont été ajoutés sous agitation pendant 30 s, finalement, 20 ml d'eau distillée ont

été ajoutés avec agitation pendant 30 s.

Ensuite, 'homogénat, a été filtré a travers un papier filtre de diametre de 15 cm Les
filtrats combinés ont été transférés dans un décanteur pour les séparer. Apres certain temps
deux couches ont été émergés; la couche inférieure c’est la phase chloroformique et la couche
superieur c’est la phase méthanolique. A la fin de I'extraction de I'huile, le chloroforme a été
évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif (Eyela A-3S, Tokyo, Japon) pour obtenir 1’huile

totale.
3- Analyse des extraits des graines de Nigella sativa :

Afin de caractériser I’huile totale des gaines de Nigella sativa, un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de ces
substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydante des plantes leur sont

attribués.
3 .1-Dosage des composés phénoliques :

La teneur en composés phénoliques a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu
selon (Li et al, 2007) qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture

phosphotungstique (WO42-) phosphomolybdique ( MoO42-) de réactif de Folin par les
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groupement oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleue .Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présentsdans 1’échantillon (Georgé

et al, 2005).

Brievement, 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl
d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel.

Aprées 2 h d’incubation a température ambiante I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0,5-5 pg/ml) et est
exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait).
3.2-Dosage des flavonoides :

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les extraits de Nigella sativa. A 1 ml d’échantillon ou standard
(préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AlICl3 (2% dans le méthanol).
Apres 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des
flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40
pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait

(ng EQ/mg d’extrait).
4- Tests, in vitro, de I’activité antioxydante :

4.1- Effet scavenger du radical DPPH :

Pour étudier I’activité antiradicalaire de I’huile totale, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrayl) comme un radical libre relativement
stable, selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005). Dans ce test les antioxydants
réduisent le diphényl picryl-hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune, le

diphényl picryl-hydrazine, dont l'intensité de la couleur est
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inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner

des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

Brievement, La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. 25 pL des solutions d’extraits ou standards (quercétine, TBHQ)
sont ajoutés a 975 uL DPPH, le mélange est laiss€ a I’obscurit¢ pendant 30 min et la
décoloration par rapport au controle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est

mesurée a 517 nm . L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

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

3.2- Pouvoir réducteur :

Cette méthode consiste a évaluer I’aptitude de I’échantillon a donner un électron pour
convertir le Fe’* en Fe™*, cette forme est quantifiée par la mesure de la couleur bleu-vert du
complexe (bleu de Pruss Fe4 [Fe(CN)6]3 ) qui absorbe a 700 nm. Une absorbance élevée
indique que I’échantillon posséde un grand pouvoir réducteur (Barros et al, 2007).Ce test est

effectué selon la méthode de Prasad et ses collaborateurs (2009).

Brievement, préparation de solution A : 700 ml du tampon phosphate (0,2M, pH=6,6)
et 700 ml de 1% de potassiumferricyanide [K3Fe(CN) 6] sont ajoutés a 25 ul des différentes
concentrations de I’huile totale. Aprés 20 min d’incubation a 50 °C, 700 ml d’une solution
aqueuse de TCA a 10% sont ajoutés au milieu réactionnel. Apres agitation et incubation 10
min a temperature ambiante , 700 ml d’eau distillée et 125 pl de 0,1% FeCls sont ajoutés a

700 ml du solution A, puis I’absorbance est déterminée a 700 nm contre le blanc.

Les résultats sont exprimés en concentration effective a 50 % (CES50) qui traduit la

concentration d’antioxydant nécessaire pour 1’obtention de 0,5d’absorbance.
5-Analyse statistique :

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne * SD. Les valeurs

d’1Cs sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe d’étalonnage
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en utilisant le logiciel (Graph Pad. Prism. V 5.00). La différence entre le contrdle et les
différents tests, est déterminée par le test ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey

pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de

p=0.05 sont considérées significatives.
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1-Rendement de ’extraction :

L’extraction de I’huile totale a partir des graines de Nigella sativa, a été effectuée
selon la méthode de (Modified Bligh—Dyer ) avec quelque modification par Kim (1992) .
Dans cette étude, le rendement de 1’huile totale est de 1,9292 g par 20 g des graines de Nigella
sativa (9,65%) (tableau 2) .

Nos résultat est différent a ceux rapporté par Ramadan et Morsel (2002a)ou ils ont

montré que les graines de Nigella sativa ont un rendement de 25,44 % de 1’huile total.

Les travaux effectuent sur les graines de Nigella sativa, montrent que la teneur en
huile totale des graines de Nigella sativa est tres variable. Cette variabilité peut étre attribuée
a la différence dans la procédure d’extraction et a 1’influence des autres facteurs comme
I’origine géographique, les facteurs écologiques, les pratiques agronomiques, les conditions

du stockage (Atta, 2003; Bourgou, 2008; Hamrouni-Sellami, 2008).

Tableau 2 : Rendement d’extraction.

Extrait Rendement %

Huile total 9,65

2- Caractérisation des graines de Nigella sativa :

2.1- Dosage des polyphénols totaux :

La méthode utilisés pour dosages des polyphénols totaux dans I’extrait de Nigella
sativa est celle de Folin-Ciocalteu (Li et al, 2007). L’acide gallique a été utilisé comme
standard. Pour la détermination quantitative des polyphénols de I’huile totale nous avons

utilisé la gamme d’étalonnage d’acide gallique (y = 0,491 x + 0,094, R?= 0,996) .

Nos résultats montrent que 1’huile totale de Nigella sativa constitue une quantité de
polyphénols avec une teneur de 3.379 pg EAG/g d’extrait. Ces résultats sont différent a ceux
publiés par Ramadan et ses collaborateurs (2003) ou ils ont montré que 1’huile totale contient

12.72 + 0,11 ng EAG/g d’extrait .
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Figure 7 : Droite d'étalonnage de L’acide gallique.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique ng (EAG) / g d'extrait et

sont représentés dans ( le tableau 3)

Tableau 3: Teneur en acide galique pg EAG/g d’extrait de I’huile de Nigella sativa

Extrait Teneur en acide galique pg EAG/g d’extrait
Huile totale 3,379

2.2-Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al, 1996) en utilisant comme standard la quercétine dont 1’équation de la gamme
d’étalonnage est y = 0,0039 x+ 0,2667 , R* = 0,9971 . Nos résultats sont représentés (dans le
tableau 4) et les gammes d’étalonnages dans ( le Figure8) montre que 1’huile totale de Nigella
sativa contient une grande quantité de flavonoides avec une teneur 6.923 ug EQ/g d’extrait ;

ce résultat est similaire a ceux publiés par Ramadan et ses collaborateurs (2003).

Tableau 4 : La teneur en quercitine dans I’huile totale de Nigella sativa.

Extrait Teneur en quercétine pg EQ/g d’extrait

Huile totale 6,923

30
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Figure 8: Droite d'étalonnage de la quercétine.
3-Tests, in vitro, de I’activite antioxydante :

3.1-Effet scavenger du radical DPPH :

A fin de déterminer Dactivité antioxydante de I’huile totale de Nigella sativa
spectrophotométriquement , nous avons mettre 1’extrait vis-a-vis du radical DPPH et en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par un changement de la couleur violette

a la couleur jaune mesurable a 517 nm (figure 9).
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Figure 9: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par différentes concentrations de la

quercétine.
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Figure 10: Activité antioxydante d’huile totale de Nigella sativa vis-a-vis du radical DPPH

Tableau 5 : La concentration inhibitrice de I’huile totale de Nigella sativa

Extrait IC50 (mg/ml)
Huile totale 0.130 £ 0.0034

Le stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses maladies chez
I’homme y compris les atteintes hépatiques lices a [’alcool. Pour évaluer D’activité
antioxydante de nos extraits, nous avons choisis des tests in vifro qui ont pour spécificité de
produire les mémes radicaux libres que ceux produits dans I’organisme (O2e~, OHe, H202).

Globalement, les résultats indiquent que 1’huile totale est douée d’une bonne activité
anti-radicalaire. Cette activité pourrait étre expliquée par la richesse naturelle de I’huile
végétale en lipides bioactifs tels que les phétostérols, les vitamines liposolubles notamment,
les a-tocophérols et les B-caroténes, les acides gras insaturés notamment les ®-3 et ®-6
(Ramadan et Morsel, 2002a; 2003). De plus, I’huile totale peut aussi contenir des composés

phénoliques a caracteres amphiphiles (Sultan et al, 2009).
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3.2-Test du pouvoir réducteur :

Le principe de ce test est basé sur la réduction Fe>* en Fe**. Le changement de la
couleur du milieu réactionnel contient I’extrait de 1’huile de Nigella sativa du jaune au bleu
vert est déterminé la réduction de Fe* est un indicateur de la capacité de I’échantillon de

donner un électron, qui refleéte leur pouvoir réducteur (Gholivand et al, 2010). Nos résultats

sont représentes (dans le figure 11).
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Figure 11 : Pouvoir réducteur de la quercétine.
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Figure 12: le pouvoir réducteur d’huile totale de Nigella sativa

Tableau 6: La concentration effective de I’huile totale de Nigella sativa.

Extrait EC50 (mg/ml)
Huile totale 85.93 +0.007

Dans le test de pouvoire reducteur de I’huile des graines de Nigella sativa se manifeste et
s’exprimé par la concentration effective a 50 % (CES50). CE50 et la concentration qui permet

d’obtenir une absorbance de 0,5 a 700 nm.

Les résultats montrent que 1’huile totale présente une meilleure capacité avec une EC50
est de 85.93mg/ml , ces resultats indiquent que 1’huile totale possede une bonne activite

antiradicalaire.

Cette activité indique la richesse naturelle de I’huile végétale en lipides bioactifs tels que
les phetosterols, les vitamines liposolubles notamment, les a- tocopherols et les s-carotenes,
les acides gras insaturées notamment les ®-3 et -6 (Ramadan et Morsel, 2002a ; 2003). De
plus, I’huile totale peut aussi contenir des composes phénoliques a caracteres amphiphiles

(Sultan et al, 2009).




Conclusion

Conclusion :

Nigella sativa est une plante utilisée depuis longtemps comme épice puis comme
remede ans la culture orientale. Cette plante est caractérisée par un large spectre d’activité
vis-a-vis les pathologies humaine, ceci est lié particulierement a ses constituants principales ;
parmi ces constituants [’huile totale qui représente un pourcentage important de ces
constituants.

L’objectif de cette é¢tude est d’extraire 1’huile des graines de Nigella sativa en utilisant
des solvants, puis on passé a la caractérisation de cette huile par le dosage des polyphénols et
flavonoides. L’étape finale est consistée a 1’étude de 1’activité antioxydante de I’huile de
Nigella sativa par le biais de deux mécanismes ; le test de DPPH et le pouvoir réducteur.

Les résultats de test dosage des polyphhénols montrent une teneur de 3,379 ug EAG/g
d’extrait et les flavonoides représentent une teneur de 6,923 nug EQ/g d’extrait .De plus,
I’huile totale est doué¢e d’une bonne activité anti-radicalaire avec IC50 égale a 0.130 + 0.0034
mg/ml et posseéde un pouvoir réducteur qui se caractérisé par une EC50 égale a 85.93 + 0.007

mg /ml.

Au vu des effets obtenus in vitro, les perspectives médicinales de 1’huile de Nigelle
sont donc tres prometteuses mais les essais cliniques manquent. Cette étude pourrait étre
complétée par d’autres essais in vivo sur un modele animale afin de développer des approches

appropriées dans le but d’une éventuelle application chez I’homme.
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Abstract :

The present study is based on the knowledge of biological activity of the total oil
of the seeds of the Nigella sativa plant.

In this context we attempted to evaluate the antioxidant activity of this oil. We
started work by extracting the total oil from Nigella sativa seeds. The yield
obtained of total oil (HT) is 9.65% of the seeds. Then the polyphenols and
flavonoids were assayed, the results of the polyphenol assay by the Folin-
Ciocalteu method are shown that HT consists of an amount of the polyphenols,
of 3.379 ung EAG / mg extract and for the determination of flavonoids by
alaminium trichloride, the results showed that the HT had a content of 6.923 EQ
ng / g of extract. Finally, the trapping power of this extract was evaluated vis-a-
vis the DPPH radical, the results showed that the HT 1is active with an IC 50 of
0.130 £ 0.0034 mg / ml. Similarly, the reducing power test showed that the HT
exhibited a capacity which was characterized with an EC50 of 85.93 +0.007

mg / ml.

From the results obtained in this work, it can be said that oil seeds of Nigella

sativa has considerable antioxidant activity.

Key words: total oil, Nigella Sativa, antioxidant activity, polyphenols,

flavonoids.
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Résumé :

La présente étude s’articule autour de la connaissance des activités biologiques et de la

de I’huile totale des graines de la plante Nigella sativa.

Dans ce contexte nous avons tent¢ d’évaluer I’activité antioxydante de cette huile.
Nous avons commencé le travail par I’extraction de I’huile totale de graines de Nigella
sativa, le rendement obtenu de I’huile totale (HT) est de 9,65 % des graines, ensuite nous
avons effectué le dosage des polyphénols et des flavonoides, les résultats du dosage des
polyphenols par la méthode de Folin-Ciocalteu est montré que HT est constitué d’une quantité
des polyphénols , ou la teneur est 3.379 ng EAG/mg d’extrait et pour le dosage des
flavonoides par trichlorure d’alaminium , les résultats ont montré que I’'HT a une teneur
6,923 EQ pg /g d’extrait. Finalement on a procédé a I’évaluation du pouvoir piégeur de ce
extrait vis —a —vis le radical DPPH , les résultats ont montré que I’ HT est active avec une
IC50 de 0.130 + 0.0034 mg/ml. De méme, le test du pouvoir réducteur a montré que I’ HT

présente une capacité qui se caractérise avec une EC50 de 85.93 + 0.007 mg/ml.

D’apres les résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que 1’huile les graines de

Nigella sativa possede une activité antioxydante considérable.

Mots clés : huile totale , Nigella Sativa , activité antioxydante , polyphenols , flavonoides .



Le27/09/2017
Dernoune Ouissal

Hamma Rayene

Théme : Evaluation de I’activité antioxydante de I’huile des

graines de Nigella sativa

Résumé :

La présente étude s’articule autour de la connaissance des activités biologiques et de la

de I’huile totale des graines de la plante Nigella sativa.

Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer 1’activité antioxydante de cette huile.
Nous avons commencé le travail par I’extraction de I’huile totale de graines de Nigella
sativa, le rendement obtenu de I’huile totale (HT) est de 9,65 % des graines, ensuite nous
avons effectué le dosage des polyphénols et des flavonoides, les résultats du dosage des
polyphenols par la méthode de Folin-Ciocalteu est montré que HT est constitué d’une quantité
des polyphénols , ou la teneur est 3.379 ng EAG/mg d’extrait et pour le dosage des
flavonoides par trichlorure d’alaminium , les résultats ont montré que I’HT a une teneur
6,923 EQ pg /g d’extrait. Finalement on a procédé a 1’évaluation du pouvoir piégeur de ce
extrait vis —a —vis le radical DPPH , les résultats ont montré que I’ HT est active avec une
IC50 de 0.130 = 0.0034 mg/ml. De méme, le test du pouvoir réducteur a montré que 1’ HT

présente une capacité qui se caractérise avec une EC50 de 85.93 + 0.007 mg/ml.

D’apres les résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que 1’huile les graines de

Nigella sativa possede une activité antioxydante considérable.
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