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Résumé

Ce travail de recherche est effectué dans le but de caractériser et évaluer les activités
biologiques, antioxydante et antibactérienne, des molécules bioactifs (thymoquinone TQ et
thymol TM) et extraits (huile totale HT et extrait méthanolique EM) appartiennent a la plante

Nigellasativa L.

Le rendement d’extraction de HT et EM est del0.24 g et 14.27 g respectivement. L’analyse
fine par HPLC des deux extraits huile totale et extrait méthanolique a permis de dévoiler la
teneur en thymoquinone (776.68039 pg/ml et 1191.79277 pg /ml respectivement) et en
thymol (51.76347 pg /ml et 25.65079 pg /ml respectivement) ainsi que la teneur en acide
dihydrobenzoique, acide hydrobenzoique, acide coumarique, acide ferulique, acide
hydrocinnamique, acide dihydrocinammiqueetacidevanillique.

L’étude de I’activité antioxydante, a travers les six tests réalisés (DPPH, ABTS, CUPRAC,
FRAP, phénantroline, et la 8- carotene), a montré que le thymol présente la meilleure activité
antioxydante suivi de la thymoquinone, 1’extrait méthanolique et I’huile totale, alors que le
test de blanchissement de R-caroténe indique que I’huile totale présente la meilleure activité

suivie de la thymoquinone, le thymol et I’extrait méthanolique.

L’évaluationde I’activité antibactérienne a indiqué que la bactérie Gram+
(B.cereusATCC11778) présente une extréme sensibilité vis-a-vis les deux molécules
(thymoquinone et thymol) et les extraits (I’huile total et extrait méthanolique), tandis que la
bactérie Gram- (E.coliATCC 25922) présente une résistance vis-a-vis la thymoquinone,

I’huile totale, 1’extrait méthanolique et une forte sensibilité pour le thymol.

En conclusion, les résultats de ce travail révélent la richesse des graines de NigellasativaL.en
composés bioactifs qui lui conferent des propriétés thérapeutiques significatives, pouvoir
antioxydant et antibactérien, ce qui nous a permis de confirmer les caractéristiques

pharmacologiques prometteuses de cette plante.

Mots clés: Nigellasativa L., activités antioxydants, activité antibactérienne, thymoquinone,

thymol, huile totale, extrait méthanolique, HPLC.



Abstract

This research study was performed in order to evaluate and characterize biologicalactivities,
antioxidant and antibacterial, of bioactive molecules (thymoquinone, thymol) and extracts

(total oil TH and methanolic extract ME) belonging to Nigella sativa L plant.

Extraction yield of HT and EM was of 10.24g and 14.27g respectively. A fine analysis of the
total oil and methanolic extract made by HPLC revealed a content of thymoquinone
(776.68039 pg / ml and 1191.79277 pg / mirespectively) and of thymol (51.76347 pg / ml
and 25.65079 pg / mlrespectively) as well as dihydrobenzoic acid, hydrobenzoic acid,

coumaric acid, ferulic acid, hydrocinnamic acid, dihydrocinammic acid and vanillic acid.

The antioxidant activity study using the six tests (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP,
phenantroline, and B-carotene) revealed that thymol had the best antioxidant activity followed
by thymoquinone, methanolic extract and total oil whereas, B-carotene bleaching test
indicates that total oil has the best activity followed by thymoquinone, thymol and methanolic

extract.

Theantibacterialactivity =~ assessment  demonstrated that  Gram + bacteria
(B.cereusATCC11778) presented an extreme sensitivity with both molecules (thymoquinone,
thymol) and also the extracts (total oil, methanolic extract) while, Gram- bacteria (E.coli
ATCC 25922) had a resistance to thymoquinone, total oil, methanolic extract and high

sensitivity to thymol.

In conclusion, the results of this study revealed the richness of Nigella sativa L. seedswith
bioactive compounds, which give it significant therapeutic properties, antioxidant and
antibacterial capacities, based on these results; we may confirm the promoters

pharmacological properties of this plant.

Keywords: Nigella sativa L., antioxidant activities, antibacterial activity, thymoquinone,

thymol, total oil, methanolic extract, HPLC.
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Nigella sativa L. 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,
contre de nombreuses pathologies telles que I1’hypertension, le diabéte, la fi¢vre,
I’inflammation, les troubles broncho-pulmonaires et gastro-intestinaux...etc. Ainsi la graine
de Nigella sativa L.est utilisée dans 1’alimentation que comme « médicament » (Raza et al.,

1999; Toparslan, 2012).

L’absence de traces majeures de toxicité hépatique de I’huile totale de Nigella sativa L.et ses

deux grandes fractions polaire et neutre font de cette plante 1’objet de plusieurs études (Sobhi,

2014).

En raison de leur large domaine d’usage médicinal, les graines de Nigella sativa L. ont fait
I’objet de plusieurs recherches phytochimiques intensives pour 1’identification de ses
principes actifs. Ces études ont révélé que les graines de cette plante sont trés riches en
métabolites secondaires et primaires, dont la teneur varie selon les conditions géographiques

et climatiques, ainsi que les méthodes d’études (extraction et détection) (Abidi et al., 2019).

Les propriétés pharmacologiques de cette plante sont attribuées a la présence de I'huile fixe,
de I'huile essentielle, ou leurs constituants, la thymoquinone et le thymol. L'huile fixe est
principalement composée d'acides gras saturés et insaturés (Amin et al., 2010). Le composé
éminent du cumin noir qui lui confére le caractere bioactif est estimé étre la thymoquinone,

méme s'il est riche en de nombreux autres constituants actifs (Amin et Hosseinzadeh, 2016).

L’objectif de cette étude est la caractérisation et 1’évaluation des activités antioxydantes et
antimicrobiennes des extraits et molécules de Nigella sativa L. dans le but de valoriser ces
constituants bioactifs et de les orienter vers I’utilisation thérapeutique comme produits

antioxydants et antibactériens par excellence.

Ce travail contient une partie bibliographique, qui englobe 1’état d’art sur la plante Nigella
sativa L. et les deux molécules, la thymoquine et le thymol. Une partie Matériel et méthodes,
qui renferme I'extraction de Il'huile totale et 1’extrait méthanolique, une caractérisation par
HPLCsuivie d’une étude des activités antioxydante et antibactérienne des extraits et
molécules de cette plante. Par la suite, nous avons analysé et discuté les résultats pour arriver

a la conclusion finale qui répond a notre objectif.
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.1 Généralité

Nigella sativa L. est une plante a fleur annuelle, herbacée appartenant a la famille des
Ranunculacée, originaire d'Asie du sud-ouest et cultivée dans des pays comme la région de
la Méditerranée orientale, moyen orient, Europe du Sud, la Syrie, la Turquie, I'Arabie
saoudite, le Pakistan et I'Inde (D'Antuono et al., 2002 ; Aljabre et al., 2005 ; Abidi et al.,
2019).

La nigelle possede trois noms latins Cuminum nigrum, Nigella indica et Nigella sativa L.ce
dernier étant le plus employé. Ces noms dérives du latin "Niger " qui signifie noir. Cette
plante posséde plusieurs appellations a travers le monde, Sinouj, Sanouz, Shunez,Habbah
sauda, Habbet el beraka, Kamun aswad en arabe. En Algérie, elle est connue sous le nom
vernaculaire de Sinoudj (Orsi—llinares, 2005 ; Ghedira et al., 2010 ; Toparslan, 2012, in Abed
2016).

La nigelle est treés peu cultivée en Algérie, elle est limitée a 1’échelle traditionnelle dans les
régions de : Ouargla, Biskra, Timimoun, Adrar, Médéa et Skikda (Mokkedem, 2004; Benkaci,
2007).

1.2 Huile de la plante

L’huile végétale de Nigella sativa L. peut étre obtenue par plusieurs méthodes ; pression a
froid (extraction mécanique) ou par des techniques de pression a chaud permettant un meilleur
rendement (Soxhlet). L’huile peut étre aussi extraite chimiquement a I’aide des solvants. 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
I’huile et pouvant ainsi diminuer sa qualité.

La qualité de I’huile dépend de plusieurs facteurs, tout d’abord de la qualité des graines qui
dépendent elles-mémes des conditions de culture (qualitée du sol, altitude, climat, technique de
culture, parasitisme) et de récolte (maturité des graines, mode de récolte, sélection des
graines, conditions de stockage). Les conditions d’extraction, de méme que les moyens de
conditionnement et de conservation (verre teinté¢ a 1’abri de I’air et de la lumiére au frais de

préférence) sont tres importantes (Abdesselam, 2015).

1.2.1 Composition de I’huile de la graine de Nigella sativa L.
Les différentes études sur la composition de I’huile de Nigella sativa L. ont permis de mettre
en avant sa grande richesse et de sa grande variété de composés. En effet, en regroupant les

différentes études sur le sujet, on dénombre plus de 200 composés différents.
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Quantitativement, la majorité des composés découverts se trouvent en faibles proportions
dans I’huile essentielle (Abdesselam, 2015).

1.2.1.1 Composés lipidiques
Le tableau 1 représente les teneurs en lipides, glucides et protéines totaux de 1’huile de

Nigella sativa L.

Tableau 1: Composés lipidiques de I’huile de Nigella sativa L.

Composés Teneur % Référence
Lipides totaux | Lipides simples 97 % (Ramadan, 2007 ;
Lipides complexes | 3% Singh et al.,2014)
Glucides 23.5-33.2% (Atta, 2003)
Protéines totaux 20a27% (Atta, 2003)

1.2.1.2 Composés phénoliques et quinoniques
Selon Orsi-Llinares (2005) I’huile de Nigella sativa L. est constituée de dérivés phénoliques

et de certains composés actifs (tableau?2).

Tableau 2:Composés phénoliques et quinoniques de I’huile de Nigella sativa L.

Composeés Teneur Référence
Dérivés phénoliques 1744 +10.6 pg/g (Orsi-Llinares,
Thymoquinone 5,26x10 2+ 2,59x10 % 2005)

Thymohydroquinone | 7,67x10 “+ 5,49x10 %

Dithymoquinone Non quantifiable.
En dessous des limites quantifiables :
2,12x10 “ % d’huile.

Thymol 9,12x10 ° +1,38x10 %

1.2.1.3 Composés vitaminiques
Concernant les différentes vitamines rencontrées dans ’huile de Nigella sativa L, nous

pouvons citer les teneurs de ces vitamines dans le tableau 3:
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Tableau 3:Vitamines de I’huile de Nigella sativa L.

Composes Teneur Référence

Viamine (B1) 1,500 mg/100g d’huile (Orsi-Llinares, 2005)

Riboflavine (B2)

0,100 mg/100g d’huile

Pyridoxine (B6)

0,500 mg/100g d’huile

Niacine (B3)

5,700 mg/100g d’huile

Acide folique (B9)

0,061 mg/100gd’huile

Rétinol (Vitamine A)

/

(Al-Jassir, 1992; Ramadan et Morsel,

Acide ascorbique

/

2003;Al-Saleh et El-Doush, 2006; El-
Shami et EI-Mallah, 2011).

(Ramadan et Mdrsel, 2002)

(vitamine C)

Dérivés du tocophérol 597 ug /g d’huile
(vitamine E)

Vitamine K1 1162 ng /g d’huile
B-carotéene 593 pg /g d’huile

1.2.1.4 Eléments minéraux

Parmi les éléments minéraux retrouvés dans 1’huile de Nigella sativa L. nous pouvons citer

ceux decrits par I’équipe Cheikh-Rouhou (2006) etAl-Jasass avec son collaborateur Al-Jasser

en 2012 (tableau 4).

Tableau 4: Composés des éléments minéraux de I’huile de Nigella sativa L.

Eléments minéraux Teneur Référence

Potassium 783 et 708 mg/kg (Cheikh-Rouhou, et al., 2006).
Magnésium 235 et 260 mg/kg

Phosphate 48,9 et 51,9 mg/kg

Sodium 20,8 et 18,5 mg/kg

Fer 8,65 et 9,42 mg/kg

Zinc 8,04 et7,03 mg/kg

Manganése 4,43 et 3,37 mg/kg

Cuivre 1,65 et 1,48 mg/kg

Calcium 160 mg/100g (Al-Jasass et Al-Jasser, 2012).
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1.2.1.5 Huile essentielle (huile volatile)
On évalue entre 0,4 et 2,4 % la proportion d’huile essentielle contenue dans la graine de
Nigella sativa L. c’est dans celle-ci que 1’on trouvera le plus grand nombre de composés (plus

de 100 découverts a ce jour) (Toama et al.,1974; Ramadan, 2014).

1.2.2 Toxicité de ’huile

La plupart des études montrent clairement que Nigella sativa L. posséde un index
thérapeutique élevé et une excellente innocuité a des doses inférieures a 4 g/kg/Jour de
Nigella sativaL. (Meziti, 2009).

Une étude publiée en 2012 a confirmé I’effet toxique de I’huile végétale de Nigella sativa L.
(Zaghlol et al., 2012). C’est le cas original d’une éruption bulleuse liée au contact avec I’huile
de nigelle, avec participation probable d’une réaction systémique liée & son absorption
(Nosbaum etal., 2011). Cependant, Gelot et ses équipiers ont constaté que 1’huile de Nigella
sativa L. peut aussi étre a I’origine d’une réaction inflammatoire et allergique (Gelot et al.,

2012).

Devant la découverte de nombreuses propriétés de I’huile de Nigelle sativa L. et la
multiplication de ses domaines d’utilisation, notamment la cancérologie, une vigilance

particuliere devra étre instaurée quant a I’apparition de toxidermies séveres (Vigan, 2010 in

Gelot et al.,2012).

L’huile totale et ses deux grandes fractions polaire et neutre ont fait I’objet d’une évaluation
de leur toxicité in vivo. Les résultats indiquent une absence de traces majeures de toxicité
hépatique et ce dans les conditions expérimentales appliquées, c'est-a-dire, quantité des
extraits administrés et durée du test (Sobhi et al., 2011).

1.2.3 Effets pharmacologiques

1.2.3.1 Effet anticonvulsif
L’huile de Nigella sativa L. posséde cet effet anticonvulsif. Ilhan et ses collaborateurs ont

montré en 2005, que cette huile a une action neuro-protectrice (llhan et al., 2005).

1.2.3.2 Effet anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire de Nigella sativa L. a fait I’objet de plusieurs études. A titre
d’exemple : le traitement avec I'huile augmente de facon significative 1'activité phagocytaire,
I'indice phagocytaire des macrophages péritonéaux et le nombre des lymphocytes dans le sang

périphérique (Fararh et al., 2004).
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Dans une autre étude, I'nuile de Nigella sativa L. nigellone (polythymoquinone) et la TQ ont
été étudiées pour évaluer leur effet sur la formation de la 5-lipoxygénase (5-LO) produite par
les polynucléaires neutrophiles. Les résultats ont montré que ces substances inhibent
significativement la production de cette enzyme, ce qui signifie que I’huile de Nigella sativa
L. la nigellone et la TQ réduisent les manifestations inflammatoires (El-Dakhakhny et al.,
2002).

1.2.3.3 Effet antipyrétique et analgésique

L'extrait aqueux de Nigella sativa L. a été étudié pour ses activités anti-inflammatoire,
analgesique et antipyrétique dans des modeles animaux. L'extrait exerce une action inhibitrice
sur l'cedéme induit par carraghénane sur la patte de souris. L’extrait a également produit une
augmentation significative du temps de réaction a la plaque chauffante chez la souris,

indiquant un effet analgésique (Al-Ghamdi, 2001).

1.2.3.4 Effet antirhumatismale

Une étude chez 40 patientes diagnostiquées montre, qu’apres 'utilisation de I’huile végétale
de Nigella sativa L. durant un mois, le DAS-28 (Disease Activity Score) est significativement
diminué. Aussi, leur qualité de vie est améliorée du fait de la diminution des gonflements

articulaires et des raideurs matinales (Gheita, 2012).

Malgré le peu d’études sur le sujet, les résultats apportés laissent entendre qu’une utilisation
de Nigella sativa L. comme adjuvants thérapeutiques pourrait étre abordée dans le traitement

de I’arthrite rhumatoide chez I’homme (Abdesselam, 2015).

1.2.3.5 Effets antiallergiques
1.2.3.5.1 Asthme allergique

Sur un modéle d’asthme allergique de souris, les effets de Nigella sativa L. et du
dexaméthasone (groupe contrdle) ont été étudiés. La plante utilisée 24 heures aprés une
injection intratrachéale de conalbumine (connue aussi sous le nom d’ovotransferrine, il s’agit
d’une glycoprotéine du blanc d’ceuf qui est utilisée comme allergéne) réduit les taux d’IgGl,
d’IgG2, des cytokines et I’inflammation pulmonaire. Ces effets furent équivalents a ceux du

dexaméthasone, exception faite pour le taux d’IFN-y (Abbas et al., 2005).
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1.2.3.5.2 Rhinite allergique

La rhinite allergique est la maladie allergique chronique la plus commune, spécialement chez
les enfants. Dans une étude, ce sont 66 patients qui furent I’objet d’une évaluation clinique sur
les effets de I’huile de Nigella sativa L. dans le traitement de la rhinite allergique. Au moyen
d’un questionnaire, un observateur a pu renseigner la sévérité des symptémes du jour 0 au
jour 30 de I’étude. Les résultats au jour 15 de celle-ci montre que Nigella sativa L. réduit la
congestion, les démangeaisons et 1’écoulement nasal de méme que les éternuements,
I’hypertrophie des cornets nasaux et la paleur des muqueuses au cours des deux premieres
semaines de traitement. Sur seulement 6,1 % de la population étudiée, des PNE ont été
retrouvés dans le mucus nasal (Nikakhlagh, 2011).

1.2.3.6 Effet Antidiabétique

Les effets antidiabétiques de Nigella sativa L. ont été étudiés ces derniéres années et des
résultats satisfaisants ont été obtenus (Akash et al., 2011). Dans une étude plus récente, il a
été rapporté que 1'administration de I’extrait lipidique total de Nigella sativa L. réduit le taux
du glucose chez les rats rendus diabétiques par la streptozotocine /nicotinamide et suggere
que l’effet hypoglycémiant de la fraction lipidique polaire est le résultat de l'inhibition des
premiéres étapes du métabolisme des glucides a cause de leur effet inhibiteur sur I'activité de
I'alpha-glucosidase (Sobhi et al., 2011).

Les differentes études convergent que le mécanisme de I'effet hypoglycémiant de Nigella
sativa L. est multi factorielle incluant ; (i) 1’amélioration du statut du stress oxydatif, (ii)
I'élévation de l'insuline, (iii) I'atténuation de la résistance a l'insuline et (iv) la néoglucogenése

hépatique (Bamosa, 2015).
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1.3 Molécules majeurs de la plante

C’est en 1963 que la thymoquinone, monoterpéne oxygéné, a ¢été isolée dans 1’huile de
Nigella sativa L. par El-Dakhakhny, et d’autres études ont mis en évidence les principaux
constituants (Canonica, 1963). Burits et Bucar en 2000, ont identifié par GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy), 32 constituants dont la majorité sont des monoterpenes
. p-cymene (38%), thymoquinone (30%), carvacrol (5-11%), a-pinene (5-14%), B-pinene
(5%), limonéne (4%), longifoléne (1,2-8%), 4-terpinéol (1,98-6,59%) et t-anéthol (0,25-
4,28%) (Burits, 2000). La présence de thymohydroquinone, de thymol, de produits

d’oxydation de la thymoquinone, comme la dithymoquinone sont également signalés.

.4 Thymoquinone et thymol
1.4.1 Thymoquinone

1.4.1.1 Structure et propriétés

La thymoquinone (TQ) est un monoterpene isolé pour la premiere fois par chromatographie
sur couches minces, a partir des huiles essentielles des graines de Nigella sativa L. en 1963
par EL-Dakhakhny.

Des recherches ultérieures ont signalé la présence de la TQ dans d’autres espéces de plantes
telles que: Eupatorium ayapana (Trang et al., 1993), Calocedrus decurrens (Manter et al.,
2007), Origanum syriacum (Lukas et al., 2009), Nepeta distans Raul (Hussain et al., 2010),
Thymus vulgaris. L (Grosso et al., 2010) et Satureja spicigera (Gohari et al., 2012).

La TQ (2-Isopropyl-5-méthylbenzo-1,4-quinone) est une molécule hydrophobe. Elle contient
un noyau quinone lié a des chaines latérales isopropyl et méthyle en position 2 et 5,
respectivement (figure 01). Elle se caractérise par la formule moléculaire CioH;20; et la
masse molaire de 164,201 g/mol. La TQ existe en solution sous deux formes tautomériques
différentes ; énol et céto. Cette derniere (~90%) est responsable des propriétés

pharmacologiques de ce composé (Alkharfy et al., 2011).
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Figure 1 : Structure chimique de la thymoquinone (Darakhshan et al., 2015).

1.4.1.1 Toxicité

La toxicité de la TQ a été 1’objet de recherche de plusieurs études, dans différents modéles des
animaux. El-Dakhakhany (1965) a rapporté une DLso de 10 mg/kg suivant une administration
intrapéritonéale, chez le rat. Une autre étude a rapporté que chez la souris, la DLsp était de
90.3 mg/kg (Mansour et al., 2001). Par ailleurs, Al-Ali et ses collaborateurs (2008) ont
montré que chez le rat, Les DL50 obtenues suivant une administration orale et

intrapéritonéale de la TQ étaient de 794.3 mg/kg et 57.5 mg/kg, respectivement.

Cependant, chez la souris, les DL50 obtenues étaient respectivement de 870.9 mg/kg et 104.7
mg/kg. Généralement, La dose maximale tolérée pour l'injection intrapéritonéale est de 22.5
mg /kg chez les rats males et de 15 mg/kg chez les femelles. Alors que dans 1’é¢tude de
Abukhader (2012), la dose maximale tolérée était de 250 mg/kg pour 1’administration orale
chez les rats males et femelles. Une seule étude clinique a été effectuée pour tester 1’efficacité
anticancéreuse de la TQ. Elle était réalisée chez 21 patients en situation de récidive ou apres
échec de thérapies standards et elle a duré 20 semaines (Al-Amri et Bambosa, 2009). Aucune
toxicité ni réponse thérapeutique n'ont été rapportée et la TQ a été bien tolérée a des doses de
75-2600 mg/jour (Al-Amri et Bambosa, 2009).

1.4.1.2 Effets pharmacologiques de la thymoquinone
Depuis I’isolement de la TQ en 1963, une grande attention lui a été accordée, plusieurs études
ont été réalisées afin de démontrer ses propriétés pharmacologiques (Elbarbry et al., 2012 ;

Darakhshan et al., 2015), dont les plus intéressantes sont les suivantes :
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1.4.1.2.1 Effet anticonvulsif
Dans une étude menée par Hosseinzadeh et Parvardeh (2004), les résultats ont montré que la
TQ possede un effet anticonvulsif. Son effet pourrait étre dd a son action sur les récepteurs

GABA énergiques.

1.4.1.2.2 Effet anti inflammatoire
L'inflammation est une réponse biologique complexe a des stimuli nocifs principalement
médiée par deux enzymes : la cyclooxygénase et la lipoxygénase qui génerent respectivement

des prostaglandines et des leucotriénes (Nagi et Mansour, 2000).

Les effets anti-inflammatoires et immunostimulant de Nigella sativa L. et de ses constituants
notamment la TQ ont été aussi répertoriés dans une revue réalisée par Salem (2005). Par
ailleurs, I'administration de la TQ a réduit significativement les symptdmes oculaires dans la
conjonctivite allergique en atténuant le recrutement des éosinophiles et en réduisant les taux
d'IgE, de I’histamine et des cytokines (Hayat et al., 2011 in khither, 2019).

1.4.1.2.3 Effet antioxydant
Des études in vitro ont éteé effectuées afin d’évaluer I’effet antioxydant de la TQ. Les résultats
obtenus ont démontré que la thymoquinone est un antioxydant phytochimique puissant, cet
effet est dii a l'activité de piégeage contre plusieurs especes réactives de 1’oxygene (ERO)
incluant I'anion superoxyde, le radical hydroxyle et I'oxygéne singulet (Nagi et Mansour,
2000; Mansour et al., 2002).

Le potentiel antioxydant de la TQ peut étre lié aux propriétés redox de la structure quinone de
la molécule et de la capacité illimitée de franchir les barrieres physiologiques et d'accéder
facilement aux compartiments subcellulaires, ce qui favorise les effets de piégeage radicalaire
(Daba et al., 1998 ; Badary et al., 2003).

La TQ est capable de protéger différents organes contre les lésions oxydatives induites par
une variété de substances et médicamenteuses générateurs de radicaux libres (Nagi et
Almakki, 2009 ; Ismail et al., 2010 ; Darakhshan et al., 2015 ; Taha et al., 2016., in Khither,
2019).
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De plus, l’effet anti inflammatoire de la TQ a ét¢ démontré dans le modele de 1’arthrite
rhumatoide, in vivo et in vitro, Vaillancourt et ses collaborateurs (2011) et Umar et ses
collaborateurs (2012 et 2015) ont rapporté que la TQ réduit le taux sérique de I’IL-1f3, de I’'IL-
6, du TNF-a, de I’'IFN-y et de la prostaglandine E2 (PGE2) et qu’elle diminue également,
significativement D’infiltration des polynucléaires neutrophiles dans 1’articulation, chez les

rats arthritiques.

1.4.1.2.4 Effet anticancéreux

Actuellement, la TQ fait I’objet de recherche de plusieurs études menées sur le potentiel
thérapeutique anticancéreux. Plusieurs chercheurs ont démontré que la TQ exerce une activité
anticancéreuse considérable et qu’elle inhibe la prolifération et induit 1’apoptose des lignées
cellulaires humaines des cancers du c6lon, du sein, du cerveau, du pancréas, du poumon, du
foie, de la prostate, des ovaires et d’autres (Gali et al., 2004a ; Chehl et al., 2009 ; Jafri et al.,
2010; Woo et al., 2011 ; Odeh et al., 2012 ; Attoub et al., 2013 ; Taha et al., 2016).

LA TQ est un composé présentant une activité chimio préventive et réduit les effets toxiques
des agents antinéoplasiques standards. Elle est également un chimiosensibilisant lorsqu'elle
est utilisée en combinaison avec des agents chimiothérapeutiques (Darakhshan et al., 2015).

1.4.1.2.5 Effet antimicrobien

L'effet antibactérien de la TQ a été rapporté contre certaines souches bactériennes, notamment
Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Peudomonas aeruginosa et
Bacillus subtilis (Khan et al., 2003).

La TQ présente une activité bactéricide significative, en particulier vis-a-vis des cocci a
Gram+ et empéche I'adhérence cellulaire a la surface des glagons et la formation de biofilm
des bactéries pathogénes pour I'nomme (Kokoska etal., 2008 ; Chaieb et al., 2011). Elle
posséde une activité antibactérienne sélective contre les bactéries buccales. Les souches
buccales Streptococcus aureus, Streptococcus mutans et Streptococcus salivarius sont
sensibles a la TQ avec des CMI allant de 8 a 64 pug/ml (Darakhshan et al., 2015).

Aussi, il a été rapporté que la TQ a des effets synergiques en combinaison avec des agents
anti-bactériens. La TQ a réduit d'au moins 4 fois la valeur des CMI de tétracycline. Dans le
cas du chlorure de benzalkonium, une diminution de 8 fois des valeurs de CMI a été observée
en particulier pour Streptococcus. aureus et Vibrioparaheamolyticus (Kouidhi et al., 2011).La
TQ possede une activité antituberculeuse contre des isolats cliniques de Mycobacterium
tuberculosis (Randhawa, 2011).
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Elle présente également une activité antifongique contre Candida albicans, Candida
tropicalis et Candida krusei (Piras et al., 2013) et contre les souches pathogenes de
dermatophytes, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis et Microsporum gypseum
(Mahmoudvand et al., 2014 in Khither, 2019).

1.4.1.2.6 Effet antidiabétique

La TQ est un agent antidiabétique, EI-Mahmoudy et ses collaborateurs (2005) ont montré que
la TQ supprime les réponses hyperglycémiques et hypo-insulinémiques dans un modele de
diabete induit par la streptozotocine, chez le rat. De plus, la TQ atténue la plupart des effets
toxiques de la streptozotocine et préserve 1’intégrité des cellules béta en diminuant le stress

oxydatif (Abdelmeguid et al., 2010).

La TQ supprime I’hyperglycémie et induit I’hyper-insulinémie par D’inhibition de la
gluconéogenese en inhibant [Pactivit¢ des enzymes gluconéogéniques: la glucose-6-
phosphatase et la fructose 1-6 diphosphatase (Fararh et al., 2005 ; Pari et Sankaranarayanan,
2009). La TQ améliore également les complications associées au diabete (Woo et al., 2011)
que ce soit de la neuropathie (Kanter, 2008) ou de la néphropathie (Kanter, 2009 ; Omran,
2014).

1.4.1.2.7 Effet antirhumatismale

Sur des modeles animaux d’arthrites (rats et lapins), la thymoquinone agit sur des voies de
signalisation impliquées dans les changements physiopathologiques de I’arthrite rhumatoide.
Elle sous-régule les expressions de MMP-1, MMP-3 et MMP-13 et sur-régule 1’expression
des inhibiteurs tissulaires des MMP-1. Les MMPs sont des protéases qui modifient la matrice
extracellulaire. Dans le cas de I’arthrite, elles dégradent le collagene de type II dans le
cartilage, étape clé dans la progression de la maladie. La TQ diminue significativement le
clinical arthrisis score et la résorption osseuse. Elle réduit les niveaux des médiateurs du
remodelage osseux (IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y et PGE2) et du remodelage osseux (PAL :
phosphatase alcaline). Elle augmente les niveaux d’IL-10. (Vaillancourt, 2011 ; Umar, 2012).
Dans une autre étude, ¢’est par ’inhibition de 1’activation du NF-xB ( nucleor factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells ) ,par I’'IL-1 que la TQ agisse. (Chen, 2010).
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1.4.1.2.8 Effet antiallergique

e Conjonctivite allergique

Les effets de la TQ ont été évalues sur des modeles de conjonctivites chez des souris exposees
a ’ovalbumine. Chez ces souris exposées, une augmentation des différents marqueurs de
Iallergie (IgE, IgE spécifique de I’ovalbumine, recrutement des PNE (polynucléaire
neutrophile), taux d’histamine, niveau d’expression d’ARNm et de cytokines) a été mise en
évidence par comparaison a celles du groupe témoin. L’administration de TQ réduit les
symptomes oculaires, I’infiltration de cellules inflammatoire dans la conjonctive, le sang et le
liquide de lavage ophtalmique. De méme, le recrutement des éosinophiles, le niveau des IgE,
de I’histamine et des cytokines (IL-4, IL-5, IL-13) furent atténués. (Hayat, 2011).

e Diarrhée allergique
Dans une étude, des extraits de Nigella sativa L. la TQ et des agonistes k et p aux récepteurs
aux opioides ont été testés sur des souris sensibilisées par I’injection intra gastrique
d’ovalbumine afin de voir s’ils possédaient un effet soulageant dans ce modele d’allergie

alimentaire.

Il a été montré que Nigella sativa L. et la TQ diminuent les symptémes cliniques des
diarrhées induites. Cette réduction des symptémes est accompagnée par la diminution de la
numération mastocytaire ainsi que du MMCP-1 plasmatique, un marqueur de la dégranulation
des mastocytes. Les auteurs émettent I’hypothése que la TQ pourrait étre le composé a
’origine de 1’effet bénéfique des extraits de Nigella sativa L. dans ce type d’allergie du fait de
I’absence de résultat d’un extrait de la plante sans TQ. La voie de signalisation des récepteurs
aux opioides pourrait étre aussi impliquée mais des recherches complémentaires sont
nécessaires pour comprendre les mécanismes sous-jacents. (Duncker, 2012 ; Abdesselam,
2015).
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1.4.2 Thymol

1.4.2.1 Structure et propriétés

Le thymol, le 2-isopropyl-5-méthylphénol, est un dérivé phénolique et monoterpenique
naturel du cymene, et de l'isomeére de carvacrol, (Alagawany et al., 2021), il se caractérise
donc par un groupement methyl et un groupement isopropyl situé en para 1’un de ’autre. Le

groupement isopropyl est en ortho de la fonction —OH (David, 2019).

Le TM présent dans certaines plantes médicinales avec un taux de 10 %, et dans les huiles
essentielles (HE) avec un taux de 64 %. Ce composant est I’un des constituants majeurs des
huiles essentielles de thym (Thymus vulgaris L.) et de Nigella sativa L. (Sultana, 2016; Salehi
et al., 2018). La formule brute de TM est (C10H140) (Alagawany et al., 2021) (figure 2).

¥

CHs

OH
HyC” “CH,

Figure 2 : Structure de base du thymol (Alagawany et al., 2021)

1.4.2.2 Toxicité du thymol

Les effets thérapeutiques du TM semblent intéressants, notamment en ce qui concerne 1’effet
anti-infectieux, mais il ne faut pas négliger les effets secondaires qu’il peut entrainer.

1.4.2.2.1 Sur les muqueuses et la peau

Localement le TM est tres irritant, astringent et caustique. Une dermocausticité a également
été observée pour des huiles essentielles contenant des monoterpénes a fonction phénols tel
que le TM, le carvacrol ou I’eugénol. Celle-ci peut apparaitre des la premiere utilisation mais
son intensité dépend de la concentration de I’huile essentielle utilisée (Askin et al., 2017). Les
dentifrices au TM peuvent entrainer une inflammation des levres et de la langue chez les

patients sensibles au thymol (Lorenzi, 1995).
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1.4.2.2.2 Par voie orale

L’ingestion de 2 grammes du TM provoque déja un peu de gastralgie avec nausees et a plus
haute dose, il entraine une diarrhée. L’intolérance au TM se manifeste par des
bourdonnements d’oreille, de 1’hypothermie, des urines noires ou sanguinolentes et
albumineuses. Il est environ 10 fois moins toxique que le phénol ordinaire. Chez le rongeur,
la toxicité aigué du TM par voie orale varie de 0,9 g/kg a 1,8 g/kg. Les effets retrouvés sont

de types troubles gastro-intestinaux, tremblements, somnolence (Francois et al., 1996).

1.4.2.2.3 Par voie respiratoire

Un cas d’intoxication a été recensé chez un nourrisson de trois semaines qui a développé une
infection bénigne des voies respiratoires supérieures a la suite de ’utilisation de capsules de
Karvol® pour inhalation, ce médicament, précédemment commercialisé au Royaume-Uni,
était composé de chlorobutanol (0,5 %), lévomenthol (7,9 %), huile essentielle de pin
sylvestre (2 %), terpinéol (14,8 %), TM (0,7 %), huile végétale de pin (22,9 %). Il est utilisé
pour soulager les symptomes du rhume (rhinite, congestion nasale). 1l est recommandé de ne
pas I'utiliser chez les enfants de moins de trois mois (Blake,1993).

1.4.2.3 Effets pharmacologiques de thymol

1.4.2.3.1 Effet anti-infectieux

En 1910, Martindale publie le classement des huiles essentielles en fonction de leur pouvoir
antiseptique, par rapport a la fonction phénol, plagant en téte 1’origan, puis le thym, la
cannelle et le romarin. Ce furent ensuite les propriétés bactéricides qui ont été expérimentées.
En 1922, Coumont, Rochaix et Morel confirment que les huiles essentielles a TM et a eugénol
ont un pouvoir bactéricide supérieur a celui du phénol (Faucon, 2015).

Le caractere majoritairement hydrophobe et légerement hydrophile du TM lui permet
d’interagir efficacement avec les structures hydrophobes microbiennes, et ainsi d’inhiber ou
de détruire ces mémes microbes. La structure du TM lui permet également de pénétrer dans
des environnements plus hydrophiles tels que les biofilms bactériens ou fongiques.

La structure moléculaire a une importance dans le role anti-infectieux de la molécule: la
présence d’oxygene, le caractére lipophile du squelette hydrocarboné et la propriété
hydrophile des groupes fonctionnels permettent de classer les familles biochimiques en
fonction de leur pouvoir anti-infectieux.

Phénol > Alcool > Aldéhydes > Cétones > Oxydes > Hydrocarbures > Esters.
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Les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre sont les
phénols. lls entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles

dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation.

1.4.2.3.2 Effet antioxydant

Le stress oxydant provoque de nombreux dégats dans les tissus, les organes, et peut méme
altérer I’ADN. Il est impliqué dans de nombreuses maladies comme la cataracte, 1’arthrite, les
maladies cardio-vasculaires ou les cancers. Au niveau cutané, les radicaux libres sont
considérés comme une des causes du vieillissement tissulaire, en particulier en ce qui
concerne ’apparition des rides de la peau. IIs sont formés par une exposition aux rayons UV,
ou par les bactéries symbiotiques qui vivent naturellement a la surface de 1’épiderme.
L’introduction d’anti-radicaux libres (ou antioxydants) dans de nombreuses cremes a pour
objectif de combattre les effets déléteres des radicaux libres.

L’organisme peut lutter contre les radicaux libres grace a des systémes de défense, constitués
par des antioxydants issus de 1’alimentation (caroténoides, vitamines C et E) ou grace a des
enzymes capables de les neutraliser (la glutathione peroxydase). Certaines huiles essentielles

sont également d’excellents antioxydants. Elles agissent a deux niveaux :

e Effet antioxydant directe
Cette action se manifeste par une neutralisation directe des radicaux libres déja formes

(eugenol, menthol, carvacrol, TM, 1,8 cinéole, salicylate de méthyle, y-terpinéne).

o Effet antioxydant indirecte
Cette action necessite 1’activation des mécanismes cellulaires de neutralisation des radicaux
libres (cinnamaldéhyde, citral, safranal). Deux études rapportent les propriétés antioxydantes
du TM. Le TM et le carvacrol ont diminué la peroxydation des liposomes phospholipidiques
en présence de fer et d’ascorbate. Un test a ’oxydation a montré qu’ils n’ont pas accéléré les
dommages de I’ADN. Cela suggére que le TM et le carvacrol possédent des propriétés
antioxydantes utiles et pourraient devenir importants dans la recherche de substituts (naturel)

aux additifs alimentaires « synthétiques » antioxydants (Aeschbach et al., 1994).

|
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Une autre étude menée sur 1’auto-oxydation de triacylglycérols purifiés de lard (TGL) et
d’huile de tournesol (TGSO) contenant 0,02, 0,05, 0,10 et 0,20 % de TM et de carvacrol a
température ambiante. Les résultats obtenus ont montré que le TM présentait I'efficacité et
I'activité antioxydantes la plus élevée au cours de I'oxydation du TGSO (Yanishlieva ,1999).
En général, le TM est un antioxydant plus efficace et plus actif que le carvacrol. Les deux
antioxydants different par leur mécanisme d’action qui dépend du caractéere du milieu
lipidique. Le TM est un meilleur antioxydant dans le TGSO que dans le TGL, alors que
I'activité du carvacrol dans les deux systemes lipidiques ne diminue pas significativement.
Cependant, on ne peut pas réduire 1’action antioxydante d’une huile essentielle a 1'un de ses
composes, méme s’il est majoritaire. Il existe 1a encore, une activité synergique des différents
composés contenus dans une HE (Amorati et al., 2013).

Tomaino et son équipe, dans leur étude de 2005 ont comparé le potentiel antioxydant de
plusieurs huiles essentielles en étudiant leur capacité a protéger 1’a-tocophérol contenu dans
I’huile d’olive vierge contre la dégradation par oxydation thermique. Ils ont établi le
classement suivant : clou de girofle > thym a thymol > cannelle > basilic > origan compact >
noix de muscade (Tomaino et al., 2005). L’utilisation des huiles essentielles a phénol et donc
du TM est ainsi particulierement indiquée lorsque 1’on cherche a neutraliser un exces de

radicaux libres, et a limiter leurs effets délétéres.

1.4.2.3.3 Effet antispasmodique

Les effets du TM sur I'activité contractile spontanée ont été mis en évidence lors d'expériences
in vitro avec les muscles lisses de I'estomac et de la veine des cobayes (Beer et al., 2007). Le
thymol s'est avéré avoir un effet agoniste sur les récepteurs al, a2 et B-adrénergique. lls ont
enregistré un effet spasmolytique a des doses supérieures a 10° M.

Le TM a une dose de 10 M inhibe a 100 % I’activité contractile des muscles lisses. On
suppose que le TM exerce un effet analgésique par son action sur les récepteurs adrénergiques
a2 des cellules nerveuses.

L’activité spasmolytique du thym est le plus souvent attribuée au TM et au carvacrol de
I’huile essentielle (Bruneton,2016). En fait, les phénols s'opposent aux contractions
provoquées sur l'iléon et la trachée du Cobaye par I'histamine, I'acétylcholine ou autres.
Cependant des préparations pratiquement dépourvues de thymol conservent une grande partie

de I'activité antispasmodique in vitro.
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1.4.2.3.4 Effet anti-inflammatoire

Une action anti-inflammatoire due au TM a aussi été retrouvée. L'huile essentielle de Lippia
gracilis a une activité antimicrobienne et est utilisée en externe pour traiter les maladies
cutanees, les brdlures, les plaies et les ulcéres. 1l a été démontré que I'huile essentielle de
feuilles de Lippia gracilis possede des actions antinociceptives et anti-inflammatoires et que
son composant majeur identifié était le TM.

Une étude a menée pour evaluer les activités anti-inflammatoires et cicatrisantes du TM chez
les rongeurs (Riella et al., 2012). Elle a revélé que le TM améliorait considérablement les
réponses inflammatoires et possédait un potentiel de cicatrisation des plaies chez plusieurs
modéles de rongeurs. Le traitement des rats au TM a entrainé une réduction significative de
I’oedéme des pattes. Ces données suggerent que le TM peut inhiber I’augmentation de la
perméabilité microvasculaire (cedeme) et I’afflux de leucocytes.

Afin d'évaluer le potentiel de cicatrisation des plaies, le TM (10 %)a été introduit dans des
films de pansement a base de collagéne et un test de cicatrisation biologique des plaies a été
réalise.

1.4.2.3.5 Effet anti-cholinestérase

Les effets inhibiteurs du TM et du carvacrol ont été étudiés sur I'enzyme acétylcholinestérase
(AChE) de Drosophila melanogaster (Askin et al., 2017).

Les valeurs mesurées de CI50 du thymol et du carvacrol sont respectivement de 25 mM et
0,175 mM. En utilisant les graphiques de Lineweaver-Burk, il est constaté que les deux
composés présentent un type d'inhibition non compétitif. Selon les résultats, on peut conclure
que le carvacrol est un inhibiteur plus efficace que TM. Ces résultats contribueront sirement a
la mise au point d’inhibiteurs plus puissants, spécifiques et efficaces de I’enzyme AChE, a la
conception de nouveaux médicaments pour traiter la maladie d’Alzheimer et a des études sur

des applications pharmacologiques.
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Matériel et méthodes
Le présent travail de recherche a été effectué au sein du laboratoire Analyse des aliments,
laboratoire de Biochimie et le laboratoire de Microbiologie du Centre de Recherche en
Biotechnologie (CRBT)- Constantine.

1.1 Materiel végétal

11.1.1 Graines et molécules de Nigella satival.

Les graines de Nigella sativa L. utilisées dans les différentes parties de cette etude sont issues
du méme lot de graines cultivé dans la station des bio-ressources El outaya CRSTRA (Ain
naga Biskra en 2019).

Les molécules thymoquinone et tymol utilisées dans le présent travail appartiennent a la

marque Sigma Aldrich

Figure 3: Fleurs (a) et graines (b) de Nigella sativa L. appartiennent au Sahara algérienne.

1.2 Extraction de I’huile totale de Nigella sativaL.

L’extraction de I’huile totale (HT) des graines de Nigella sativa L. est réalisée par soxhlet
selon le protocole de Ramadan et Mérsel (2002a) avec quelques modifications. La premiére
étape d’extraction est effectuée par le méthanol durant 4 heures, suivie par une évaporation du
solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif jusqu’a élimination totale du méthanol.

L’extrait méthanolique (EM) ainsi obtenu, est soumis a une extraction liquide-liquide, a une
température ambiante, par le n-hexane (200 ml) en utilisant une ampoule a décanter. Apres
évaporation totale du solvant par évaporateur rotatif, I’extrait est séché puis le flacon est

fermé hermétiquement et conservé au frais.
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Figure 4: Différentes étapes d’extraction de HT. A : extraction de I'extrait méthanolique avec soxhlet.

B: extraction liquide -liquide (extraction méthanolique - hexane pour récupérer la fraction hexanique ).

C: évaporation de I'nexane pour récupérer I'huile totale

40 g de poudre des graines de
Nigella sativa L.

Extraction avec200 ml de
Methanol (soxhlet

Extraction avec 200 ml d°’hexane

Huile totale

Figure 5: Schéma d’extraction de HT et de EM a partir des graines de Nigella sativa L.
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Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des principes actifs dissouts dans un
solvant organique et/ou aqueux utilisé pour I’extraction. Il est déterminé a partir du poids de
I’extrait sec par rapport au poids de la matic¢re végétale séche réduit en poudre. Le rendement

est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiére seéche selon

la formule : [ R (%) = (M1/ Mg) x 100 R % J

Rendement en extraits exprimée en g /100g de matiére seche.
M; : quantité de I’extrait récupérée exprimée en g.

Mo : quantité de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en g.

11.3 Méthode d’analyses phytochimiques

Cette analyse d’HPLC a été effectuée pour obtenir des informations sur la composition en
quinones de I’huile de graines de Nigella sativaL. Il s’agit de déterminer qualitativement et
quantitativement les deux constituants majoritaires de 1’huile de nigelle a savoir : la
thymoquinone (TQ), et le thymol (TM). L’appareil Chromatographie liquide a gradient
ternaire haute performance (HPLC-DAD) Agilent technologie (1200 séries), est équipé de la
colonne C18 en phase inverse (4,6 mm x 250 mm, 5um particle size) Thermo Scientifique,
type Sphérisorb ODS 5um, avec détecteur (UV-Visible Diode awayDetecteur) (Council,
2009) (Figure Q7).

Figure 6: Chromatographie liquide a gradient ternaire haute performance (HPLC-DAD) Centre de
Recherche en Biotechnologie(CRBT)
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11.3.1 Conditions chromatographiques
Les différentes conditions chromatographiques utilisées dans notre analyse d’HPLC d’huile

de nigelle, sont mentionnées dans le tableau 5.

Tableau 5: Conditions de la chromatographie.

Phase stationnaire Colonne d’HPLC ODS phase inverse C18 (Thermo Scientifique)
apolaire (4,6 x 250 mm, dimension particulaire 5 um).

Phase mobile Eau pure, méthanol, acétonitrile (V/V)

Débit de phase mobile 1 ml /min

Volume d’injecté 20 ul

Longueur d’onde UV 280 nm
Température d'injecteur | Injection automatique thermostaté (4C°)

Filtre seringue 0,22um

11.3.2 Préparation des échantillons

La pesée de 2,0 g d'huile totale de Nigella sativa L. a été réalisée dans un tube a essai avec
bouchon a vis de 10 ml, puis une agitation pendant 30 secondes. 5ml de la solution
d’extraction méthanol / eau 80/20 (v/v) a été ajoutée a 1’échantillon puis une agitation pendant
1 min, le mélange est centrifugé a 5000 tr/min pendant 25min apres une extraction au bain a
ultrasons pendant 15 min & température ambiante. Enfin le surnageant est prélevé et filtrer sur
une seringue de 5ml avec un filtre de 0,22um. Par la suite, la phase méthanolique est préparée

avec les mémes étapes.

11.3.3 Gradient d’élution

L'élution par gradient a été effectuée comme suit :

Tableau 6: Gradient d’élution.

Temps (min) Débit (ml/min) A% B% C%
0 1.00 96 2 2
40 1.00 50 25 25
45 1.00 40 30 30
60 1.00 0 50 50
70 1.00 0 50 50
72 1.00 96 2 2
82 1.00 96 2 2

A : I’eau pure.
B : méthanol.
C : acétonitrile.
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1.4 Activités biologiques

11.4.1 Activité antioxydante

Dans la présente étude nous avons procédé a tester 1’activité antioxydante de nos extraits et
molécules de Nigella sativa L.: HT, EM, TM et TQ in vitro en utilisant six méthodes:

v’ Activité antiradicalaire pour le radical DPPHe,

v Activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS+-,

v" Pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC,

v" Pouvoir réducteur de fer,

v Activité de phénanthroline,

v" Activité R-caroteine.

11.4.1.1 Activité du piégeage de DPPH

L’effet scavenger du radical DPPH a été mesuré selon le protocole décrit par Blois (1958), le
principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de
couleur violette en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrzine de couleur jaune. Le DPPH absorbe a 517
nm, mais lors de la réduction par un antioxydant, son absorption diminue. Briévement, une
solution de 0,4 mM de DPPH préparée dans le méthanol et 160 pl de cette solution ont été
ajoutés a 40 pl d'échantillon dilué dans le DMSO a des concentrations différentes. Trente
minutes plus tard, I'absorbance a été mesurée a 517 nm. Le BHT a été utilisé comme norme
anti-oxydante.L’expression des résultats est effectuée avec la concentration de I’extrait qui

inhibe 50% des radicaux libre dans le milieu réactionnel (1Csp).

+ Antioxvdant-OH ' " | + Antioxvdant-(

N MH

DPPH (violet) DFPHH {jaonc)

Figure 7: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl).
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11.4.1.2 Activité du piégeage de ’ABTS

Ce test est déterminé selon la méthode de (Re et al, 1999). A partir de I’ABTS et du persulfate
de potassium K,S,0g: les deux produits en solution aqueuse sont mélangés et mis a 1’abri de
la lumiere pendant 12- 16h, 1’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol
ou H,0) a2 0.700 + 0.020 a 734 nm avant [’usage.160 pL de la solution d’ABTS a été ajoutée a
40 pL de différentes concentrations de I’extrait étudié, ainsi que les standards BHA et BHT.
Le blanc est préparé en parallele suivant le méme protocole en remplagant I’extrait par le
DMSO. Apres 10 minutes d’incubation, I’absorbance est mesurée a 734 nm en utilisant le
lecteur de microplaque & 96 puits.L’expression des résultats est effectuée avec la

concentration de ’extrait qui inhibe 50% des radicaux libre dans le milieu réactionnel (1Cs).

Met-Myb + H20O> — HO® ABTS" (intensely green)
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Figure 8:Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl).

11.4.1.3 Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique (CUPRAC)

Le pouvoir réducteur de Cuprique est déterminé par la méthode CUPRAC (Apak et al., 2004).
Pour effectuer cette activité 40 pul d’échantillon avec différentes concentrationssont ajoutées
aux puits de la microplaque, par la suite trois autres solutions ont été ajouté par ordre; 60 pl
solution d’acétate d’ammonium, 50 pl de néocuproine et 50 pl de la solution CuCl,(chlorure
de cuivre). L’absorbance est mesurée a 450 nm aprés incubation une heure du temps. Les

résultats ont été calculés a titre de Cys(ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

2
d’absorbance.
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Figure 9: Réaction de CUPRAC (Ozyurek et al., 2011).
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11.4.1.4 Test de I’activité du phénanthroline

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008).
Brievement, 10 ul de chaque échantillon a différentes concentrations est mixé avec 50ul de
FeCl; (0.2%) puis 30 pl de phénanthroline (0.5%) et 110 pl de MeOH(méthanol) ont été
ajouté dans chacun des puits de la microplaque. L’absorbance est mesurée a 510 nm aprés
avoir soumis les mélanges a une incubation a I’obscurité pendant 20 min. Les résultats ont été

calculés a titre de Co 5 (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

11.4.1.5Test de la capacité antioxydante par réduction de fer (Pouvoir réducteur)

Le pouvoir réducteur est déterminé par la méthode d’Oyaizu (1986) avec une légére
modification. Brievement 10ul d’échantillon a été ajouté a 40 pl du tampon phosphate (pH
6.6) et a 50 pl de potassium ferricyanide (K3Fe(CN)g) (1%), aprés incubation a 50°C pendant
20 min, 50 ul de I’acide trichloroacétique (TCA) a (10%) ont été ajoutés avec 40 ul H,O et 10
ul de chlorure de fer(FeCl3) (0.1 %). Un blanc est préparé dans les mémes conditions sans
extrait. L’enregistrement des absorbances est effectué¢ a une longueur d’onde de 700 nm. Les
résultats ont été calculés a titre de Co s (Lg/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

d’absorbance.

11.4.1.6 Test de blanchiment de B-carotene

Le R-caroténe est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité
biologique. Cependant, dans le test du blanchiment du B-carotene, la présence des 11 paires
de doubles liaisons rend le R-caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés
d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de I’oxydation d’acide linoléique dans un systéme
émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du 3-caroténe (Marco 1968).

Dans ce test 0,5 mg R-caroténe est ajouté dans 1 ml de chloroforme, par la suite 25ul de
I'acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajouté. Apres évaporation du chloroforme
sous vide, 100 ml d'eau distillée saturée avec de l'oxygéne est ajoute (H,O,), La solution
générée doit avoir une absorbance qui varie entre 0,5 et 0,6. Dans le cas contraire
I’absorbance est ajusté en ajoutant de I’H,0,.

Dans chaque puits de la plaque, 40 pl de chaque concentration des extraits et du standard ont
été ajoutés a 160 pul de la solution du béta-carotene, la plaque est incubée par la suite a 45°C
pendant 2 heures et I’absorbance est enregistré a 470 nm. Le BHT, le BHA et I’alpha
tocophérol ont éte utilisés comme standards. L’expression des résultats est effectuée avec la

concentration de I’extrait qui inhibe 50% des radicaux libre dans le milieu réactionnel (ICsp).
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11.4.2 Activité antibactérienne

11.4.2.1 Souches bactériennes

L’activité antibactérienne des extraits (TQ, TM, HT et EM) ont été évalués sur deux souches
bactériennes. Ce sont des souches de références proviennent de 1’American Type Culture
Collection ATCC (Tableau 7), toutes fournies par le laboratoire de microbiologie du Centre
de Recherche en Biotechnologie de Constantine.

Tableau 7: Liste des souches microbiennes testées.

Souches utilisées Références
Bactéries Gram- Escherichia coli ATCC 25922
Bactéries
Bactéries Gram+ Bacillus cereus ATCC 11778

11.4.2.2 Conservation des souches bactériennes

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur gélose Mueller-Hinton favorable a
leur croissance pendant 24 h a I’obscurité a 37 °C (Moroh et al.,2008).

11.4.2.3 Préparation de I’'inoculum

L’activité antibactérienne doit €tre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en phase de
croissance exponentielle. La réactivation des cultures est effectuée par repiquage a la surface
de la gélose MH pré coulée dans les boites de Pétri, ensuite incubée a 37C° pendant 18 a 24h.
Quant a la préparation de la suspension bactérienne, 3 a 5 colonies similaires bien isolées

sont déchargées dans de 1’eau physiologique stérile, aprés homogénéisation de la suspension
bactérienne a l’aide d’un vortex, la standardisation a 10%UFC/ml a été réalisée par
spectrophotomeétre réglé sur une longueur d’onde de 620 nm. La Do obtenu doit étre comprise
entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond a une concentration de 10’a 10® ; UFC/ml selon Mc
Ferland.

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gelosé MH en surfusion a été coulé
aseptiqguement a raison de 15ml par boite. Apreés la solidification, un écouvillon stérile a été
imbibé dans la suspension bactérienne et étalé a la surface de la gélose a trois reprises, en
tournant la boite a environ 60°C apres chaque application dans le but d’avoir une distribution

égale de I’inoculum.
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e Méthode des puits creusés pour les bactéries
La méthode consiste a ensemencer I’inoculum en surface du milieu de culture gélosé
préalablement coulé dans des boites de Pétri. Apres solidification du milieu, des puits (05 a 06
puits par boite) sont découpés a I’aide de pipette Pasteur (diametre de 5 mm). Ces puits sont
remplis en milieu par ’extrait végétal, en utilisant 80 ug de chaque échantillon, puis les
cultures sont incubées a 37°C pendant 24 h, les zones d’inhibitions sont mesurées ensuite en

mm Le diamétre du puits (5 mm) est inclus dans la lecture (Benzohra et al., 2019).
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Résultats et Discussion
Les essaies réalisés, afin de contribuer a la caractérisation et I'évaluation des activités
biologiques des molécules et extraits des graines de la Nigella sativa L., nous ont permis

d'obtenir les résultats suivants.

I11.1 Rendement de I’extraction

Dans la littérature, les graines de Nigella sativa L. renferment des taux élevés en huile totale,
compris entre 39.7 et 52 % (Ashraf et al., 2006; Ramadan et Mdrsel, 2002a,b). La variation
dans la teneur en huile des graines est due aux plusieurs facteurs :

la méthode d’extraction (Atta, 2003; Ramadan et Morsel, 2002b)et 1’espece utilisée (Kokdil et
Hilmaz, 2005). Dans cette étude, le rendement d’extraction de I’huile totale et de 1’extrait
méthanolique est décrit dans le tableau ci-dessous (Tableau 8, figure 11).

Le rendement est déterminé par rapport a 160 g de matériel végétal, il est exprimé en

pourcentage.

Tableau 8: Rendement d’extraction de 1’huile totale et I’extrait méthanolique de Nigella sativa L.

Fractions Rendement d’extraction % Rendement (g)

Huile totale 6,4% des graines 10,249

Phase méthanolique 8,92% des graines 14,27¢
100%

9,00%
8,00%
7,00%
6,00%
5,00%
4,00%
3,00%

Rendement %

2,00%
1,00%

0,00%
HT EM

Fractions

Figure 10: Rendement des extraits de Nigella sativa L.
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I11.2 Activités antioxydantes

Dans la présente étude, nous avons réalisé les activités antioxydantes suivantes:

piégeage du radical libre (DPPH), piégeage du cation radical ABTS™, pouvoir réducteur
(FRAP) la réduction de I’ion cuprique (CUPRAC), réduction par la formation du complexe
Fe*%- phénantroline, blanchiment de P- caroténe couplé a 1’auto-oxydation de 1’acide

linoléique.

111.2.1 Tests de piégeage des radicaux libres

111.2.1.1 Radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée par spectro-
photométrie & 517 nm, en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne parson passage
de la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune (DPPH-H). Dans ce test les résultats ont été
comparés aux standard BHA (Tableau 9, figurel2).

Tableau 9: Valeurs des ICso des extraits et molécules de Nigelle sativa L.

Extraits et molécules ICs0 (ng/ml)
™ >200
TQ 80,44+3,67
HT 373,26+3,74
EM 251,58+10,93
BHA 6,14+0,41
ICs, DPPH
400 373,26
350
300 251,5
250 200
200
i 80,44
s o[ 367 3,74 0,93 6,14 041
0
™ TQ HT EM
Extraits
@ IC50 mSD

Figure 11: Effet piégeur du radical DPPH par les extraits et les molécules de Nigella sativa L.
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D’aprés les résultats obtenus, on constate que la TQ a piégé le radical DPPH avec une ICsp =
80.44+3.67 pg/ml, inferieur a celle de TM avec une 1Cso >200ug/ml et cette activité reste
faible par rapport a celle du standard BHA (ICso= 6,14+0,41pg/ml).

Pour les extraits de la plante, HT et EM, D’activit¢ antioxydante a montré des ICso de
251.58+10.93 pg/ml et373.26+3.74 pg/ml respectivement et ces valeurs restent inférieures a
celle de BHA (Tableau 9, figurell).

En 2012, Oztiirk a montré que ICso de la TM est 306 + 2.64ug/ml, ces résultats sont presque
similaires a celui que nous avons trouvé (ICs,>200ug/ml).

En comparant les résultats obtenus des molécules avec les extraits, on peut dire que les deux
molécules ont manifesté la meilleure activité antiradicalaire par rapport a celle de HT et EM.
Selon la littérature, cette activité pourrait étre liée a la structure chimique des molécules qui
présente des groupements pouvant piéger ce radical (Sanchez-Vioque et al., 2013).De plus, la
TQ est caractérisée par la présence d’un noyau quinone qui lui confére des propriétés redox.
Ceci favorise ses effets de piégeage radicalaire (Daba et al., 1998; Badary et al., 2003). En
revanche, le mélange de composants majeurs et d'autres composés de la méme plante peut
exercer un effet antagoniste (Ceylan et al.,2016) avec l’ordre de puissance suivant
TQ>TM>HT.

111.2.1.2 Radical libre ABTS+e

Cette activité est basée sur la capacité d’une substance a piéger le radical ABTS+ par rapport
aux antioxydants standards (BHT, BHT) (Tableau 10, Figure 12).

Tableau 10: Valeurs des 1Cs des extraits et molecules de Nigelle sativa L.

Extraits et molécules ICso (ug/ml)
™ 1,84+0,10

TQ 734,40+6,72

HT 260,89+1,55

EM 147,67+2,07
BHT 1,29+0,30
BHA 1,81+0,10
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Figure 12: Effet piégeur du radical ABTS par les extraits et les molécules de Nigella sativa L.

Les résultats ont montré que la TM présente la meilleure activité antiradicalaire avec une ICs
de 1,84+0,10 pg/ml suivi de EM, HT et TQ (147,67+2,07 pg/ml, 260,89+1,55 pg/ml et
734,40+6,72 pg/ml) respectivement. La comparaison est effectuée par rapport aux standards
BHT, BHA (1.29+£0.30ug/m,1.81+0.10ug/ml).Les résultats de TM sont en accord avec celui
deOztiirk et ses collaborateurs (2012) qui a montré que ICso de TM est de 1.73 + 0.03ug/ml.
Les résultats de cette activité ne concordent pas avec ceux de piégeage du radical DPPH, on
peut expliquer cette divergence entre les deux activités par la différence de polarité entre la
TQ et le TM ainsi qu'entre EM et HT.

Les activités antioxydantes du TM sont principalement dues a leurs redox propriétés, qui
peuvent jouer un role important dans la neutralisation des radicaux libres. Aussi, il y a une
corrélation linéaire significative entre la teneur totale en phénol et la capacité antioxydante
(Katalinique etal., 2006 ; Huang et al., 2011). Cette activité pourrait étre aussi attribuer a la
différence de position du cycle aromatique substituants, ce qui affecte la stabilité du

phénoxyle radical résultant lors de la réaction avec ABTS«+ (Kfouryetal., 2016).

111.2.2 Activité du pouvoir réducteur

111.2.2.1 Réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC)

Cette activité consiste & la réduction du complexe cuivre-néocuproine [Nc,-Cu?], le dosage
est mesuré a titre de valeurs Coso des extraits, des molécules et standards BHA et BHT
(Tableau 11, Figurel3).
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Tableau 11: Valeurs des Cysodes extraits et molécules de Nigelle sativa L.

Extraits et molécules Co.s0 (ug/ml)
™ 11,25+2,54
TQ >200
HT 329,31+2,78
EM 157,25+6,02
BHT 9,62+0,87
BHA 3,64+0,19
Coaso CUPRAC
ak 329,31
300 ]
>200
500 157,25
100 11,252 54 78 %,02 9,620.873,64 0,19
0 I ' i == e
™ TQ HT EM BHT BHA
@ CO0,50 mSD

Figure 13: Effet réducteur du CUPRAC par les extraits et les molécules de Nigella sativa L.

Les résultats de ce test ont montré que TM posséde la meilleure activité
(Cos50=11,254£2,54pg/ml) suivie de EM, TQ et finalement le HT (Cp5>200ug/ml,
Co,50=157,2546.02pug/ml, Cp50=329,31£2,78ug/ml) respectivement.

Selon les résultats, le TM a un puissant pouvoir de réduire le cuivre en comparaison avec
BHT et BHA (Cp50=9,62+0,87g/ml,Cq 50=3,64+0,19ug/ml) successivement.Selon une étude
sur le TM, I’absorbance est3,03 + 0,01(Oztlrk, 2012). Une autre étude a montré que
I’absorbance de TM est de 0.95+0.02(Deng, 2016).

111.2.2.2 Activité de réduction de Fe™ (FRAP)

Cette activité est basée sur I’aptitude des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*®) de
couleur jaune en fer ferreux (Fe*?) de couleur bleu verte en mesurant les valeurs de Agso par
rapport aux standards acide ascorbique et a-tocophérol, ce test nous a permis d’obtenir les

résultats suivants (Tableau :12, Figure : 14).
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Les résultats obtenus montrent que la TM (83,03+6,42 pg/ml) possede la meilleure capacité
de réduire le fer, suivie de EM (>400 pg/ml) puis le TQ et HT avec des Cy50>800 pg/ml. cette
activité et plus en moins faible par rapport aux standards (acide ascorbique Co50=6,77+1.15

pg/ml et a-tocophérol Co50=34,93+2.38 pg/ml).

Tableau 12: Valeurs des Cy 5o des extraits et molécules deNigelle sativa L.

Extraits et molécules Cos0 (Hg/ml)
™ 83,03t6,42
TQ >800
HT >800
EM >400
a. ascorbique 6,77+1.15
a-tocophérol 34,93+2.38
Coso Reducing power
>800 =800
800
700 —
230 >400
300
200 83,03 4 6,771,1534,932.,38
e _ .~ — E—
> X
& 3
O O
O C
2 o
S5 &
&

ECO,50 mSD

Figure 14: Effet du pouvoir réducteur par les extraits et les molécules de Nigella sativa L.

La méthode du pouvoir antioxydant réducteur ferrique est appropriée pour mesurer la capacité
antioxydante totale et I'état des herbes médicinales avant 1’utilisation en phytothérapie
(Szollosi et Varga, 2002). Il y a une relation positive rapportée entre le total phénolique et
I'activité antioxydante de nombreuses especes végétales (Tubesha, 2011).

Deng en (2016) a trouvé que le thymol était capable de fournir suffisamment de Fe(ll) par
réduction de Fe (I11) pour se lier au TPTZ (Le complexe de tripyridyltriazine ferreux) avec un

résultat d’absorbance égale a 0.74+0.05.
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D’autre part, les résultats de I’évaluation du pouvoir réducteur de la TQ révelent qu'elle a une
faible activité en tant qu'agent réducteur des ions Fe+  en Fe+ 2 presque similaire & celle qu’a
trouvé Khiter (2019). Ainsi, les extraits deNigella Sativa L. pourraient agir comme des
donneurs d’électrons et peuvent réagir avec les radicaux libres et les convertir en produits
stables, mettant ainsi fin a la réaction de la chaine radicalaire (Oktay et al., 2003).

Globalement, Le pouvoir réducteur des extraits et molécules mesuré par CUPRAC est plus
élevé par rapport a celui du FRAP, et cela pourrait étre attribué a I'environnement de leurs
réaction (conditions de pH). Le FRAP doit étre effectué a pH acide (3,6) alors qu'un pH=7
neutre doit étre fourni pour effectuer CUPRAC. Le thymol en tant que composé phénolique
ne pourrait pas étre capable de dissocier complétement ses protons a conditions acides et

serait donc moins exposé aux réactifs composés (Berker et al., 2010).

111.2.3 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-phénantroline
Suite & une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe*?-phénantroline de couleur rouge-
orangé est formé. Cette réduction est déterminée par la mesure de valeurs de Cg 5o des extraits
et des molécules de la plante et celles des standards BHA et BHT ce qui a permis d’obtenir les
résultats suivants :(Tableau 13, Figure 15).

Tableau 13: Valeurs des Cysodes extraits et molécules de Nigelle sativa L.

Extraits et molécules Co,s0 (ug/ml)
™ 41,84+2,33
TQ >200
HT >400
EM >400
BHA 0,93+0,07
BHT 2,24+0,17
Co.s0 Phénantroline

>400 >400

400
300
>200
200
100 41.84
33 0.93 0,07 2,24 0,17
™ TQ HT EM BHA BHT

B CO0,50 BSD

Figure 15: Effet réducteur de phénantroline par les extraits et les molécules de Nigella sativa L.
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Les résultats montrent que le TM avec une Cos0=41,84pg/ml présente une activité de
réduction par la formation du complexe Fe*?-phénantroline plus significative que celle de TQ
Co,50>200(ug/ml) alors queCq 5o des deux extraits est supérieur a 400(pug/ml). La comparaison
de ces résultats avec ceux des standards BHA (Cps50=0,93£0,07ug/ml) et BHT (Coso
=2,24+0,17pg/ml) indique que I’activité des extraits et des molécules de Nigella sativa L.

reste plus faible par rapport aux standards.

111.2.4 Test de blanchiment de pB-caroténe couplé a ’auto-oxydation de I’acide
linoléique
La R-caroténe est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité
biologique. Cependant, dans le test du blanchiment du R-caroténe, la présence des 11 paires
de doubles liaisons rend la B-caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés
d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de I’oxydation d’acide linoléique dans un systéme
émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du 3-caroténe.
Les résultats ont montré que HT a présenté la meilleure activité (1Cs0=11,46+0,25 pg/ml dix
fois plus faible que les standards BHT avec une 1Cs50-0,91+0,01 pg/ml et BHA avec une
1C50-1,05+0,03 pg/ml, suivi de TQ (ICsp= 21,70+£0,73 pg/ml) et le TM (ICso= 25,23+0,66
pg/ml), tandis que EM a montré une faible activité (ICs0>400 pg/ml) respectivement (Tableau
14, Figure 16).

Tableau 14: Valeurs des ICs, des extraits et molécules de Nigelle sativa L.

Extraits et molécules ICso(ug/ml)
™ 25,23+0,66
TQ 21,70£0,73
HT 11,46%0,25
EM >400
BHT 0,91+0,01
BHA 1,05+0,03




Chapitre 111 Résultats et Discussion

ICs, B- Caroténe

>400
400

350
300
250
200
150
100

v R 6621"7 oy e 0,910.01 1,05
EM

™ TQ HT

BHT BHA

@EIC50 @SD

Figure 16: Effet du blanchiment du 3-caroténe par les extraits et les molécules de Nigella sativa L.

Les résultats indiquent que l'effet de I’huile totale contre la peroxydation lipidique in vitro a
été évalué a travers deux tests ; blanchissement de [-caroténe et peroxydation de l'acide
linoléique. Ainsi, ’acide linoléique pourrait servir du modele d’acides gras membranaires.
Durant la peroxydation lipidique, les antioxydants agissent sur la décomposition des
peroxydes (Sandhar et al., 2011). Nous rappelons que HT constituée de 96% deslipides
neutres dont les vitamines liposolubles notamment a-tocophérol (Ramadan et Morcel, 2002 ;
Atta, 2003 ; Chikh-Rouhou et al., 2008 ; Mosbah, 2016).

111.3 Analyse d’HPLC

La technique HPLC, utilisée dans ce travail, vise a vérifier la présence des molécules TM et
TQ dans d’EM et HT de Nigella sativa L. en utilisant ces molécules comme standards
(figurel?).
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200
- 48,5
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2200 S
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] 4
5
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Figure 17:Chromatogramme des standards thymoquinone (a) et thymol (b).
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111.3.1 Analyse de I’huile totale

Les chromatogrammes obtenus apres I'analyse de HT de Nigella sativalL.. ont démontré dans

la figu

resl8.
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Figure 18: Chromatogramme de HT (diluée a 1/9) superposé avec les standards.

Les composants de I'huile totale détectés par cette analyse sont mentionnés dans le tableau 15.

Tableau 15: Composants de 1’huile totale de Nigella sativa L. par HPLC.

Nom du composant Temps de rétention (min) Taux (ug /ml)
Acide dihydrobenzoique 12.227 2.85871
Acide hydrobenzoique 17.045 5.39310
Acide coumarique 24.988 2.81988
Thymoquinone 26.259 776.68039
Acide ferulique 27.640 1.25923
Acide hydrocinnamique 32.943 4.72446
thymol 47.627 51.76347

111.3.2 Analyse de I’extrait méthanolique

Les chromatogrammes obtenus apreés I'analyse EM de Nigella sativa L. ont démontré dans la
figure 19.
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Figure 19: Chromatogramme de I’extrait méthanolique (dilué a 1/9) superposé avec les standards.

Les composants de I'extrait méthanolique détectés par cette analyse sont mentionnés dans le tableau16.
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Tableau 16: Composants de I’extrait méthanolique par HPLC.

Nom du composant Temps de rétention (min) Taux (ug /ml)
Acide dihydrobenzoique 12.240 4.15797
Acide hydrobenzoique 17.054 2.63211
Acide dihydrocinammique 17.759 1.20231
Acide vanillique 19.197 7.87734
Acide cumarique 24.973 2.51099
Thymoquinone 26.234 1191.79277
Acide ferulique 26.959 1.46826
Acide hydrocinnamique 33.074 1.08035
thymol 47.630 25.65079

Les résultats d’analyse HPLC ont démontré que HT et EM de Nigella sativa L. contiennent un
composé quinonique: Thymoquinone et un composé phénolique Thymol, détectés a des temps
de rétention différents: TQ:26.259 min dans HT et 26.234 min dans EM alors que TM
47.627min dans HT et 47.630 dans EM a 280 nm et avec des concentrations importantes dont
TQ est majoritaire dans les deux extraits HT et EM (776.68039ug /ml, 1191.79277ug /ml)

respectivement.

De plus, I’analyse des deux extraits a montré la présence des différents acides
phénoliques :acide dihydrobenzoique, acide hydrobenzoique, acide coumarique, acide
ferulique, acide hydrocinnamique pour HT et acide dihydrobenzoique, acide hydrobenzoique,
acide dihydrocinammique, acide vanillique, acide cumarique, acide ferulique, acide
hydrocinnamique pour EM.Le taux de ces acides (tableau 16 et tableau 17) montre qu’il ya
une différence de quantité entre HT et EM (la teneur en acide hydrobenzoique,
dihydrocinammique, cinnamique, TM dans HT est supérieur a celui de EM alors que la
quantité¢ de I’acide dihydrobenzoique, TQ et 1’acide ferulique dans HT est inferieur pour
I’EM. De méme, les acides vanilique et dihydrocinnamique se trouvent dans la composition

de EM et non pas dans HT.
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Selon I’étude de Hosseinzadeh et al, (2007), le composé TQ de I’huile des graines de Nigella
sativa L. a été détecté au temps de rétention de30 min a 254 nm. Ces chercheurs ont détecté la
TQ par HPLC en utilisant la colonne C18 analytique a phase renversée de (250 x 4.6 mm,
dimension particulaire 4.6um) avec un débit de 1 ml/min. Les résultats de chromatogramme
correspondent bien aux travaux de Ghosheh et al., (1999) qui ont démontré avec la méme
méthode que I’huile fixe de Nigella sativa L. contient des dérivés phénoliques; thymoquinone,

dithymoquinone, thymohydroquinone, et le thymol.

De plus, nos résultats correspondent aux travaux d’Al-Saleh et ses collaborateurs (2006), qui
ont prouvé par 1’analyse d’HPLC que toutes les variétés analysées de Nigella sativa L. étaient
riches en thymoquinone et en thymol. Les résultats de 1’étude menée par Mechraoui et ces
collaborateurs en (2018), ont indiqué que TQ et TM représentent les composés majoritaires
des extraits HT et EM.

I11.4 Activité antibactérienne
L’évaluation de I’activité antibactérienne des molécules et extraits de Nigella sativa L. a été
réalisée avec la méthode des puits de diffusion a la surface des boites inoculées on a provoqué
2 ou 4 puits creusés de 8 mm et chacun de ces puits est imprégné par 80 ul d'échantillon
dissout dans le diméthyle sulfoxyde (DMSOQO) (Vardar et al.,2003), avec des concentrations
différentes pour chaque échantillon. Apres un temps d'incubation 24 h a 37°C (B.cereus
ATCC 11778, E.coli ATCC 25922), les zones d'inhibition sont mesurées en millimétres et
comparées avec celles du DMSO comme contrble négatif.
Les résultats obtenus ont été mentionnés dans tableaul7, L'échelle de I'estimation de l'activité
antimicrobienne est donnée par Ponce et ses collaborateurs (2003). Ils ont classé les diametres
de zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en 5 classes:

e Extrémement sensible +++ : plus de 20mm.

e Tréssensibles ++ : de 15mm a 19mm.

e Sensibles +: 8 mm a 14mm.

e Nom sensibles - : moins de 8 mm.
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D’apreés les résultats obtenus, il apparait que tous les échantillons inhibent la croissance de B.
cereus (Gram+) avec des degrés de sensibilité différents ; pour les deux molécules TM, TQ la
souche est extrémement sensible avec des zones d’inhibitions varient entre 21,5+2,12mm et
40£0,00mm suivant les concentrations utilisées (60mg/ml, 30 mg/ml, 15 mg/ml, 7,5 mg/ml,
3,75 mg/ml, 1,87 mg/ml). Pour I’extrait HT, il est extrémement sensible avec une zone
d’inhibition varie entre 33+4,24mm et 40+0,00mm pour les concentrations 100mg/ml et
50mg/ml respectivement et trés sensible avec une zone d’inhibition entre 16+1,41mm et
18+0,00mm avec les concentrations de 25 mg/ml et 12,5mg/ml respectivement.

EM est extrémement sensible avec des zones d’inhibitions varient entre 19,5+0,70mm et
28+0,00mm pour les concentrations 100mg/ml et 50mg/ml ainsi cet extrait est sensible a
25mg/ml avec une zone d’inhibition del1+0,00mm.

La deuxiéme bactérie E.coli, une bactérie Gram (-), est révélée une résistante aux échantillons
testés; TQ, HT et EM par contre cette bactérie est tres sensible au TM avec des zones
d’inhibition qui varient entre 15mm et 17mm pour les concentrations 60mg/ml ,30mg/ml,

15mg/ml respectivement et sensible a 7,5mg/ml avec une zone d’inhibition de14+0,00mm.

Tableau 17: Diamétres des zones d’inhibition des extraits et des molécules de Nigella sativa L.

Concentrations E.coli B. cereus
pl/ml
™ TQ | HT | EM ™ TQ HT EM

0 17 +0,00 - - - 40+0,00 40+0,00 40+0,00 28+0,00
1/2 15+0,00 - - - 37,5+0,70 | 38,5+0,70 | 33+4,24 19,5+0,70
1/4 14,5+0,70 | - - - 37,5+3,53 | 38,5+2,12 | 18+0,00 11+0,00
1/8 14+0,00 - - - 21,5+2,12 | 38,5+2,12 | 16+1,41 9,5+0,70
1/16 7+0,00 - - - - 29+1,41 - 8,5+0,70
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(E.coli).

Figure 21: Résultat de I’activité antimicrobienne de HT Nigella sativa L. sur les souches a Gram+
(B.cereus).

Figure23: Résultat de I’activité antimicrobienne de la TQ sur les souches a Gram +(B.cereus).

E
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Figure 27: Résultat de ’activité antimicrobienne de EM sur les souches & Gram + (B.cereus).
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Figure 29: Témoin négatif avec les souches a Gram -(E.coli) et
Gram+ (B.cereus).

De nombreuses études ont été rapportées sur I'activité antibactérienne de Nigella sativalL. La
TQ est le principal constituant chimique isolé de cette plante. Il s'est avéré avoir une activité
antibactérienne contre la plupart des bactéries, en particulier dans le type de Cocci a Gram+
tels que le Staphylococcus aureus et le Staphylococcus épidermoides (Salem et al.,2010;
Chaieb et al., 2011; Islam et al., 2013; Emeka et al., 2015).

Les résultats ont indiqué que le TM a différentes concentrations est plus efficace contre les
Gram+ plutbt qu'aux bactéries Gram-, ces résultats concordent bien avec la norme
Suissenorme (SN) 195920-ASTM E 2149-01(Kavoosi, 2013).

Le pouvoir antibactérien est lié a la nature de bactéries (Gram+ et Gram-) et aux

concentrations des molécules et extraits utilisés.
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Pour expliquer I’efficacité du thymol, plusieurs études ont montré que TM a la capacité de
perturber la membrane lipidique de la bactérie, ce qui entraine une fuite cytoplasmique, lyse
cellulaire et finalement, mort cellulaire (Xu,2008). Par la suite, la baisse de pH qui se produit
aprés la rupture de la membrane cellulaire, provoquée par TM, a entrainé une perte de
controle des processus cellulaires tels que la biosynthése de I'ATP, la transcription de I'ADN
et la synthése des protéines et enfin la mort cellulaire (Paparella, 2008; Davoodi,2017).

Mohammed et ces collaborateurs en 2019 ont prouvé que la bactérie Gram+ (Staphylococcus
aureus) est tres sensible au TQ et au THQ (thymohydroquinone). Le mécanisme de
destruction des bactéries avec les composants de Nigella sativa L.est basé sur interaction de
ces composants avec la membrane bactérienne, ce qui entraine une perturbation par ces
produits lipophiles, inhibant la croissance bactériennes (destruction de la membrane cellulaire,
force motrice du proton, épuisement et endommagement de la teneur en protéine de la
membrane cellulaire). Les huiles essentielles conduisent a la décomposition de la membrane
cellulaire et a la libération du contenu cellulaire qui provoque 1’apoptose.Ce résultat est
similaire a ceux indiqués dans la littérature (Park et al., 2015; Khan 2018; Belhaj, 2021).

Pour les bactéries a Gram — (E. coli), HT de Nigella sativa L. n’a exercé aucune activité
antibactérienne, ce qui est accordé par les travaux de Kokdil et al., (2005) et Mariam et Abu-
Al-basal (2009).

Une autre étude a été indiquée sur l'activité antibactérienne de EM, ils ont réalisé un essai de
dilution dans des micropuits contre quatre bactéries, a savoir E.coli, Staphylococcus.sp.,
Pseudomonas syringae et B. subtilis. Les résultats ont indiqué que I'extrait méthanolique de
Nigella sativaL.présente un potentiel inhibiteur maximal contre tous les bactéries testés
(Piras, 2013).
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Conclusion

Les extraits de Nigella sativa L. ont gagné un grand intérét dans la médecine moderne a cause
de leurs effets thérapeutiques sur plusieurs pathologies humaines. Ces extraits possédent un
large spectre des molécules bioactifs a savoir la thymoquinone et le thymol, ces deux
molécules sont responsables de cette efficacité pharmacologique de la plante. Dans ce
contexte, nous avons évalué les effets biologiques ; activité antioxydante et antibactérienne de
I’extrait méthanolique et huile totale de cette plante, ainsi pour les deux molécules,

thymoquinone et le thymol, appartiennent a la méme plante.

De plus nous avons réalisé une analyse qualitative et quantitative avec la technique HPLC
pour les deux extraits de la plante. Les résultats montrent 1’existence des deux molécules

(thymoquinone, thymol) dans les deux extraits.

Un effet antioxydant intéressant via les techniques, DPPH, ABTS, CUPRAC, pouvoir
réducteur, et - caroténe ainsi un effet trés efficace envers les bactéries (Gram +) ont été
signalés pour le thymol, thymoquinone, extrait méthanolique et I’huile totale respectivement.
Ces résultats nous a permis de conclure que les molécules et extraits de Nigella sativa L.
possedent des effets thérapeutiques importantes, c’est pour cela, ces extraits et molécules
peuvent étre utilisés dans I’industrie pharmaceutiques pour prévenir des pathologies
d’origines bactériennes ou oxydatives. Mais on reste toujours en besoin des études

complémentaires et surtout cliniques pour confirmer les vertus thérapeutiques de cette plante.

Pour compléter et mener ce travail, nous envisageons dans un proche avenir de réaliser les
essais suivants :

- Caracteérisation a travers des techniques a pointes ; GC FID, FTIR

- Activités enzymatiques, principalement : antidiabétique et anti Alzheimer.

- Activité anti inflammatoire.

- Activité antifongique.

- Activité anticancéreux.
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ANNexes

Annexe 1

Milieux de culture utilisés
Milieux de cultures (selon Guiraud ,2003)

Pour préparer 1L de milieu de culture Mueller Hinton

» Extraitde viande de boeuf...........ooooiiii 2g

» Hydrolysat acide de caséing..............coeviiriiiiiiiiiii i eereeas 17,5¢
P AmIdon de Mais.......oooiiiiii e 1,5¢
A L. 10g

Les différents ingrédients sont ensuite mélangés puis autoclavés pendant 15 minutes a 115°, a
ajuster le pH a 7,4 est réparti dans des flacons de 250 ml.

Annexe 2
Eau physiologique
» Chlorure de sodium...........coiiiiiiiiii e, 98
P Baudistillée .....ooivinii i, 1000mL

Apres dissolution de Chlorure de sodium dans I’eau distillée, ajuster le pH a 7 et

stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 30 mn.

Annexe 3

Tests microbiologiques
Préparation des dilutions des extraits
Les différentes dilutions des extraits ont été préparées dans le DMSO. Les concentrations des

extraits sont citées dans le tableau ci-dessous : Tableau 1 : Concentrations des extraits a tester.

Dilutions (mg/ml)
Solution mére (mg/ml) "1 [ 1/4 1/8 116 | 1/32 | 1/64
60 mg 30 15 75 375 |1.875 |0.9375
30mg 15 75 375 |1.875 |0.9375 |0.46875
100mg 50 25 125 |625 |3.125 |1.5625
100mg 50 25 125 |6.25 |3.125 |15625
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Annexe 4

Préparation des extraits et molécules a tester

Une quantité de 2 mg d’extraits méthanolique et I’extrait de 1’huile totale des graines de
Nigella sativa L, 1mg pour TQ et le TM a éte dissoute, séparément, dans 1 ml du DMSO,
donnant ainsi une concentration initiale de la solution mére (SM), ¢’est a partir de cette
derniére qu’une série de dilution de %2 a été faite pour chaque extrait. La préparation de la
solution mere et les dilutions des différents extraits est représentée dans le tableau 2.

Tableau 2 : Concentrations des extraits a tester.

solution Dilutions (mg/ml)

mere 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
(mg/ml)

1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.015625
1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.015625
2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125
2 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125




Résumé

Ce travail de recherche est effectué dans le but de caractériser et évaluer les activités biologiques, antioxydante et
antibactérienne, des molécules bioactifs (thymoquinone TQ et thymol TM) et extraits (huile totale HT et extrait méthanolique
EM) appartiennent a la plante Nigella sativa L.

Le rendement d’extraction de HT et EM est de10.24 g et 14.27 g respectivement. L’analyse fine par HPLC des deux extraits
huile totale et extrait méthanolique a permis de dévoiler la teneur en thymoquinone (776.68039 pg /ml et 1191.79277 pg /ml
respectivement) et en thymol (51.76347 pg/ml et 25.65079 pg/ml respectivement) ainsi que la teneur en acide
dihydrobenzoique, acide hydrobenzoique, acide coumarique, acide ferulique, acide hydrocinnamique, acide
dihydrocinammique et acide vanillique.

L’¢tude de I’activité antioxydante, a travers les six tests réalisés (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, phénantroline, et la -
caroténe), a montré que le thymol présente la meilleure activité antioxydante suivi de la thymoquinone, I’extrait
méthanolique et ’huile totale, alors que le test de blanchissement de B-caroténe indique que I’huile totale présente la
meilleure activité suivie de la thymoquinone, le thymol et I’extrait méthanolique.

L’évaluation de Dactivité antibactérienne a indiqué que la bactérie Gram+ (B.cereus ATCC11778) présente une extréme
sensibilité vis-a-vis les deux molécules (thymoquinone et thymol) et les extraits (I’huile total et extrait méthanolique), tandis
que la bactérie Gram- (E.coli ATCC 25922) présente une résistance vis-a-vis la thymoquinone, ’huile totale, 1’extrait
méthanolique et une forte sensibilité pour le thymol.

En conclusion, les résultats de ce travail révélent la richesse des graines de Nigella sativa L. en composés bioactifs qui lui
confeérent des propriétés thérapeutiques significatives, pouvoir antioxydant et antibactérien, ce qui nous a permis de confirmer
les caractéristiques pharmacologiques prometteuses de cette plante.

Mots clés : Nigella sativa L., activités antioxydants, activité antibactérienne, thymoquinone, thymol, huile total, extrait
méthanolique, HPLC.

Abstract

This research study was performed in order to evaluate and characterize biological activities, antioxidant and antibacterial, of
bioactive molecules (thymoquinone, thymol) and extracts (total oil TH and methanolic extract ME) belonging to Nigella
sativa L plant.

Extraction yield of HT and EM was of 10.24g and 14.279 respectively. A fine analysis of the total oil and methanolic extract
made by HPLC revealed a content of thymoquinone (776.68039 ug / ml and 1191.79277 pg / ml respectively) and of thymol
(51.76347 pg / ml and 25.65079 pg / ml respectively) as well as dihydrobenzoic acid, hydrobenzoic acid, coumaric acid,
ferulic acid, hydrocinnamic acid, dihydrocinammic acid and vanillic acid.

The antioxidant activity study using the six tests (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, phenantroline, and p-carotene) revealed
that thymol had the best antioxidant activity followed by thymoquinone, methanolic extract and total oil whereas, p-carotene
bleaching test indicates that total oil has the best activity followed by thymoquinone, thymol and methanolic extract.

The antibacterial activity assessment demonstrated that Gram + bacteria (B.cereusATCC11778) presented an extreme
sensitivity with both molecules (thymoquinone, thymol) and also the extracts (total oil, methanolic extract) while, Gram-
bacteria (E.coli ATCC 25922) had a resistance to thymoquinone, total oil, methanolic extract and high sensitivity to thymol.
In conclusion, the results of this study revealed the richness of Nigella sativa L. seeds with bioactive compounds, which give
it significant therapeutic properties, antioxidant and antibacterial capacities, based on these results; we may confirm the
promoters pharmacological properties of this plant.

Keywords: Nigella sativa L., antioxidant activities, antibacterial activity, thymoquinone, thymol, total oil, methanolic
extract, HPLC.
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Ce travail de recherche est effectué dans le but de caractériser et évaluer les activités biologiques,
antioxydante et antibactérienne, des molécules bioactifs (thymoquinone TQ et thymol TM) et extraits (huile
totale HT et extrait méthanolique EM) appartiennent a la plante Nigella sativa L.

Le rendement d’extraction de HT et EM est de10.24 g et 14.27 g respectivement. L’analyse fine par HPLC
des deux extraits huile totale et extrait méthanolique a permis de dévoiler la teneur en thymoquinone
(776.68039 pg/ml et 1191.79277 ug /ml respectivement) et en thymol (51.76347 ug /ml et 25.65079
ug /ml respectivement) ainsi que la teneur en acide dihydrobenzoique, acide hydrobenzoique, acide
coumarique, acide ferulique, acide hydrocinnamique, acide dihydrocinammique et acide vanillique.

L’¢tude de D’activité antioxydante, a travers les six tests réalisés (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP,
phénantroline, et la B- caroténe), a montré que le thymol présente la meilleure activité antioxydante suivi de
la thymoquinone, I’extrait méthanolique et 1’huile totale, alors que le test de blanchissement de B-caroténe
indique que I’huile totale présente la meilleure activité suivie de la thymoquinone, le thymol et 1’extrait
méthanolique.

L’évaluation de ’activité antibactérienne a indiqué que la bactérie Gram+ (B.cereus ATCC11778) présente
une extréme sensibilité vis-a-vis les deux molécules (thymoquinone et thymol) et les extraits (I’huile totale
et extrait méthanolique), tandis que la bactérie Gram- (E.coli ATCC 25922) présente une résistance vis-a-
vis la thymoquinone, I’huile totale, 1’extrait méthanolique et une forte sensibilité pour le thymol.

En conclusion, les résultats de ce travail révélent la richesse des graines de Nigella sativa L. en composés
bioactifs qui lui conférent des propriétés thérapeutiques significatives, pouvoir antioxydant et antibactérien,
ce qui nous a permis de confirmer les caractéristiques pharmacologiques prometteuses de cette plante.

Mots clés : Nigella sativa L., activités antioxydants, activité¢ antibactérienne, thymoquinone, thymol, huile
totale, extrait méthanolique, HPLC.
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