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Résumé

La Nigelle est une plante aromatique, médicinale présente de nombreux principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Ce travail concerne 1’étude phytochimique de deux especes Nigella arvensis et Nigella
sativa, appartenant a la famille des Renonculacée. Le but de ce travail est de montré que
Nigella arvensis et Nigella sativa sont deux especes différentes.

Les tests phytochimiques réalisés sur différents extraits, montrent la richesse des composés
phénoliques et des composés azotés chez les deux especes et plus particulierement chez
Nigella arvensis.

Parallelement une étude biologique a été effectuée sur 04 souches bactériennes et 02 souches
fongiques. Les résultats obtenus ont montré qu’il y’a une activité antibactérienne plus

marqué chez la souche Escherichia coli avec un diameétre d’inhibition de 30mm.

Mots clé : Nigella arvensis, Nigella sativa, Cumin noir, Renonculacée, Chromatographie
CCM, Activité biologique.



Abstract

Nigella is an aromatic; medicinal plant always remains the reliable source of active
ingredients known for their therapeutic properties.

This study is about the phytochemical of the plants Renonnculaceae. The purpose of this
work is to identify secondary metabolites in Nigella arvensis and Nigella sativa.

The phytochemical test was carried out on deferent extract, showed us this plant is rich of
polyphenol compositions and Alkaloids especially in Nigella arvensis.

In other side, the microbiologic studies done on some types of batteries and fongique show
sensible interaction on Nigella arvensis with Escherichia coli its diameter was estimated by

30 mm.

Keywords : Nigella arvensis, Nigella sativa, Black seed, Renonnculaceae, Chromatographie

CCM, biological activity.



dlall

Aol Gl Sl (e 36 0 yaan J) 3 Y (Al Adall llall g &y jlaedl CBLAN (e o1 gual) Aual)
A dlall lpailiadl 48 5 paall

158 Cyo Cinglly A3yl ALal (e 4S5l i 5 r sised) Ailuas€ sil) (el i3 Ayl o0
AS ol daa 5 sl daad 4 U LS pall a9 (i 9 Jaadl

saa s o Sl 8 55 elie (0 W el edllaall e e L jm s3] e il syl
Al A (B (ad Yl il J sl

iy il (e 025 LsSll g1 04 s 8 yaiall g g5 Sl il 5all (6 (553 g (0
2e30 bl 58 a8 Loy ) L Sy ae A8 all s vie 3 S dpuliny il gl

;Cl.ﬁA Cilalsly
b phadll aliaall by Sl aliaall 42303 sl Alilall- & gianal) A4S Hall daa o1 gual) Al



Lexiques

Aflatoxine : une mycotoxine produite par des champignons
Alcaloide : Substances azotées basiques.

Analgésiques : Combat la douleur.
Annuelle : Se dit d'une plante dont le cycle de vie est de un an.
Anthocyanes : Des pigments naturels des feuilles, des pétales et des fruits, situés dans les

vacuoles des cellules, solubles dans I'eau, allant du rouge orangé au bleu pourpre dans le
spectre visible.

Anthraquinone : Appartient a la famille chimique des hydrocarbures aromatiques
polycycliques Présent a I'état naturel chez un certain nombre d'animaux et de plantes.
Anti-inflammatoire : Qui calme les inflammations.

Antifongique : Molécule agit contre les infections provoquées par les champignons ou les
levures parasites
Antimicrobien : Détruit les micro-organismes.

Anti nématodes : Détruit les vers, dont la majorité des espéces sont invisibles a I’oeil nu.
Antioxydant : Molécules ou ensemble de molécules capables de neutraliser des radicaux
libres.

Aromatique : Se dit d'une plante odorante.

Broyage : Transformation de la matiére végétale en poudre fine.

Caroténoides : Sont des pigments plutdt orange et jaunes répandus chez de tres nombreux
organismes vivants.

Champignons : Ce dit d’une substance active contre les virus Aromathérapie : C’est
I’utilisation des huiles essentielles a des fins thérapeutiques.

Chromatographie : Analyse (identification ou dosage) des constituants d’un mélange,
fondée sur leur adsorption sélective par des solides pulvérulents ou leur partage en présence
de phase liquide ou gazeuse.

Chronotrope : Qui associé a un facteur, peut étre positif ou négatif. Il représente la
variation de la fréquence cardiaque et est utilisé essentiellement pour qualifier un
médicament

Composée : Se dit d'une feuille dont le limbe est divisé en folioles

Composés azotés : Alcaloides, bétalaine, hétérosides cyanogeénes et glucosinolates
Composés phénoliques : Molécules aromatiques constituées d’un groupement phényle et
d’un hydroxyle OH Espéce : ensemble d’individu interfécond pouvant donner une
descendance fertile

Composés Terpenoiques : Hydrocarbure d’origine végétale, de formule brute (C5H8) n.
Criblage : technique qui prouve la présence ou 1’absence des métabolites secondaires dans
un extrait de plante.

Evaporation : Opération qui consiste a separer le solvant du filtrat aux principes actifs
Extraction : Technique chimique classique pour obtenir des composés organiques a partir
du matériel végetal séché ou frais

Filtration : Etape permet de séparer un mélange liquide de la matiere végétale macerée.
Flavonoides : Pigments rencontrés chez les végétaux qui donnent des couleurs aux fruits et
légumes.

Huile végétale : Huile constituée d’un ensemble des acides gras. Huile obtenue par pression
a chaud ou a froid
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Macération : Est un proceédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide froid
pour en extraire les composés solubles

Métabolite : Produit de la transformation d’une substance de 1’organisme.

Molécules bioactives : Molécules qui possedent des propriétés biologiques ou des
substances biologiquement actives dans un but curatif ou préventif.

Neuroleptique : sont des médicaments psychotropes utilisés pour leur effet tranquillisant
majeur.

Quinones : Des composés aromatiques.

Rotavapor : Est un appareil utilisé en chimie afin de distiller rapidement des solvants
Stéroides : Sont un groupe de lipides dérivant de triterpénoides

Tanins : Sont des substances vegétales de la famille des polyphénols, le plus souvent
hydrosolubles, qui possedent la capacité de précipiter les protéines, alcaloides et
polysaccharides, a partir de leur solution aqueuse

Test phytochimique : Est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d'analyse des substances organiques naturelles de la plante.

Thérapeutiques : un ensemble de mesures appliquées par un professionnel de la santé
Ulcére : Une plaie de la peau, des yeux ou d'une muqueuse, accompagnée d'une
désintégration du tissu.
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Introduction

Introduction :

Les plantes produisent des composes (des métabolites primaires et secondaires), synthétisés par
des voies metaboliques complexes. Les métabolites primaires sont des molécules présentes dans
toutes les cellules végétales.

Par contre, les métabolites secondaires ne sont pas essentiels a la croissance et au développement
des plantes.
On distingue trois familles principales de métabolites secondaires :

e Les composés phénoliques.

e Les composés azotes (les alcaloides).

e Les composés terpenoides.

Un trés grand nombre des plantes contient des milliers de substances actives trouvées dans
leurs différents organes soit dans les feuilles, les fleurs ou dans les racines. La plupart des produits
pharmaceutiques modernes contiennent des substances actives dont on connait bien la structure
chimique, donc, de leur molécule. 1l existe par ailleurs de nombreux cas ou les molécules utilisées
dérivent du principe actif initial afin d'améliorer I'activité thérapeutique et de réduire la toxicité.
On utilise souvent le terme de molécule pour parler du principe actif d'un médicament, Ces
molécules bioactives sont utilisées dans la fabrication des médicaments.

e Phytothérapie (plantes entiéres ou parties de plantes, ex. tisanes),

e Aromathérapie (huiles essentielles ou essences),

e Gemmothérapie (bourgeons),

e Homéopathie (la plupart des médicaments homéopathiques),

o Allopathie (présence d'extraits vegétaux dans certaines spécialités, molécules actives

extraites de plantes...).
Les espéces cultivées courantes ne poussent pas spontanément dans la nature. En revanche, parmi
les plantes sauvages, on peut trouver parfois des formes ressemblant a ces espéces cultivées.
En réalité, la sélection exercée par I'nomme sur les plantes cultivées retient des caractéristiques

morphologiques différentes de celles qui sont favorables pour les plantes sauvages.

Ce travail a pour objectif principal d’effectuer une analyse phytochimiques sur les deux especes
Nigella arvensis (sauvage) et Nigella sativa (cultivée) qui sont identiques botaniquement, mais

sont-elles réellement identiques chimiquement et quel est leur actions sur ’activité biologique ?


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule

I
I
|
1
|
\

\

-
- il

Partie 01

Données bibliographiques

— -
~--————



Partie 01 : Données Bibliographiques

I. Données bibliographiques

1. Histoire de la plante Nigelle

L'humanité n'a pas attendu la seconde moitié du 20°™siecle pour se soigner. Depuis des
millénaires, tous les peuples ont élaboré des médecines selon leur intelligence, leur génie, leur
conception culturelle de la santé et de la maladie et les rapports qu'ils entretenaient avec leur
environnement.

Nous nous intéressons dans ce travail a I’espéce Nigella arvensis comme a I’espéce Nigella
sativa, toutes les deux appartiennent a la famille des Renonculacées. Cette derniére est composée
d’environ 1500 a 2000 espéces regroupées en une soixantaine de genres.

La nigelle est utilisée depuis la nuit des temps surtout chez les Egyptiens ainsi que les arabes et les
indiens. A I’arrivée de I’islam, cette utilisation est devenue beaucoup plus accentuée au niveau de
la communauté musulmane en se référant a la parole du prophéte (HADIT NABAWI) en disant :
« Soignez-vous en utilisant la graine noire, car elle contient un remede pour toutes les maladies a
I'exception de celle qui est toxique, donc équivaut la mort »

oA o) g, « Dgall aliadl g aliall W) el IS (e ol Led (8 el guall Aaadl 03¢0 aSile )

La nigelle a été introduite par la suite dans plusieurs pays d’Europe et d’Afrique.

2. Utilisations

En Algérie, les graines de nigelle sont utilisées beaucoup plus dans la boulangerie. Du point de
vue artisanal, ces graines sont aussi utilisées pour garnir le pain traditionnel (khobz el dar).
En Bengladesh, les graines de Nigelle entrent dans la fabrication panchphoran (Figure 01) ce
dernier est un produit composé de 05 épices (le cumin, le fenouil, la moutarde, le fenugrec et la
nigelle) dans la région du Bengale, entre 1’Inde et le Bengladesh (Panchphoron, 2012). La nigelle est
indiquée aussi dans la medecine Ayurvédique (medicine ancienne indienne). (Aggarwal et
kunnumakkara, 2009).
En Arabie Saoudite, I’huile extraite de la nigelle est utilisée en usage externe en cas de raideur et
de douleurs articulaires, ainsi qu’en cas d’asthme

Brulure et d’eczéma. (Houghton et al. 1995).
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Figure 01. Le mélange de Panchphoron. (Panchphoron, 2012).

3. Description botanique de la famille :

Elles sont pour la plupart des plantes herbacées, plus rarement grimpantes et ligneuses.
Presque toutes sont des herbes terrestres, vivaces ou annuelles, certaines sont aquatiques Les
feuilles sont généralement alternes, simples, entieres ou découpées, ou méme composeées,
habituellement dentées, ou crénelées, a nervation pennée palmée, sans stipules et les fleurs sont
spiralées ou spiralo-cycliques.

L’androcée (ensemble des étamines) comporte de nombreuses étamines libres, centripétes, avec
anthéres a déhiscence longitudinale.

Le gynécée (ensemble des ovaires), est constitué d’un ovaire supere a carpelles libres, parfois
soudés. Le fruit est soit un akéne, soit un follicule, ou bien une capsule pour la nigelle
La famille des Renonculacées contient 40 genres et 1500 espéces, surtout localisés dans les
régions tempérées et froide de I’hémisphére nord et qui montrent des formes trés variées, d’on
certaines difficultés pour définir les caractéres de cette famille, que I’on qualifie de « famille par

enchainement ».

4. Taxonomie et systématique

Tableau n° 01 : Classification de Nigella arvensis et Nigella sativa.

Taxons Nigella arvensis Nigella sativa
Sous régne Cormophytes Cormophytes
Embranchement Spermaphytes Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes Angiospermes
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Classe
Sous classe
Ordre
Famille
Sous famille
Genre

Espéce

Eudicotylédones
Audicotsarchaiques
Renonculales
Renonculacées
Helloboroidées
Nigelle
Nigella arvensis
(L. 1753)

Eudicotylédones
Audicotsarchaiques
Renonculales
Renonculacées
Helloboroidées
Nigelle
Nigella sativa
(Guignard 2001)

Figure 02. Diagramme floral de Nigella.

5. Description botanique des espéces

5.1. Aspect botanique de Nigella arvensis

e Synonyme : Nigelle des champs - Nielle sauvage - Nielle batarde - Fleur de Sainte

Catherine - (Eil de chat.

e Nom vernaculaire : habba es’souda — habbat el baraka.

La nigelle des champs (Nigella arvensis) est une plante herbacée annuelle de 50cm, a tige

dressé, glabre, anguleuse et rameuse. Portent des feuilles bi-tripennatiséquées a division large de

moins de 1mm, brievement acuminée.

Fleurs solitaires a I’extrémité de la tige, avec 5 sépales pétaloides de 10-15mm, bleu clair,

spatulés. Nectaires plus courts, en forme de gobelets, pointus, avec la levre inférieure bilobée.

j
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Etamines nombreuses, anthéres apicules. Carpelles soudés ensemble jusqu’a mi- longueur. Elle se
retrouve dans d'autres régions du monde comme I'Europe méridionale et centrale, I'Afrique du
Nord, I'Asie mineure et Iran.

Les graines sont ovoides et mesurent 4 a 7mm ; elles présentent 3 ou 4 angles avec une face

supérieure finement brillante et lisse.

Figure 06. Description botanique de Nigella arvensis L. (A : Aspect morphologigue de la plante Nigella

arvensis L. ; B : la fleur de Nigella arvensis)

5.1.1 Compositions générales de Nigella arvensis
De I'extrait d'éthanol d'une plante entiére de Nigella arvensis. Les fractions d'alcaloide tertiaire
et quaternaire étaient obtenues.
Huit alcaloides d'aporphine connus ont été isolés a partir des fractions alcaloides par
chromatographie.
Les structures des alcaloides ont été élucidées par comparaison directe de leurs valeurs Rf, IR,
MS et des données spectrales de RMN 1H avec celles de l'authentique Echantillons.
Les principaux alcaloides sont la glaucine (Kuzmanov et al. 1992) et de I'oxoglaucine (Philipov et
al., 1998). Les autres alcaloides sont :
e La prédicentrine (Philipov et al.,1983),
e Bracteoline (Mollov et Philipov 1979),

e Isoboldine (Guinaudeau et al., 1975),
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e La N-méthylgluine (Guinaudeau et al., 1983),
e La N-méthyllautététanine (Kande al., 1994) et I'asimilobine (Philipov et al., 2000).
Les analyses (GC) et MS ont montré la présence de 69 composants, principalement des
monoterpénes. Les principaux constituants étaient I'éther méthylique de Carvacrol (26,4%), le B-
pinéne (21,4%), le n-undécane (13,2%) et I'a-pinéne (5,7%).

5.2. Aspect botanique de Nigella sativa L
La graine de nigelle est connue dans le monde sous différents noms :

e Synonyme : Nigella sativa - Nigelle cultivée - cumin noir — poivrette-nigelle de Créte -
nielle du Levant- nielle romaine- sésame noir- nielle (La nielle : maladie de I'épi des
céréales).

e Noms vernaculaires : sanoudj — sinoudj — kammoun el aswad-shunez

La nigelle cultivé (Nigella Sativa) est une herbacée annuelle atteignant 30 a 60cm de haut de la
famille des Renonculacées originaire de 1’Asie occidentale, du moyen orient et de I’Inde
(Mokkadem, 2004, Teuscher et al., 2005). La plante est reconnaissable a sa tige dressée pouvant
atteindre 60 cm de hauteur.

Ses feuilles divisées en petites laniéres courtes et ses fleurs avec 5 ou 6 pétales. Ces derniéres
peuvent étre de couleurs variées allant du bleu ou blanc en passant par la rose.

La floraison est observée au mois de juin-juillet. L’espéce Nigella sativa est principalement
cultivée dans les régions méditerranéennes, Asie occidentale, Inde, Arabie Saoudite au Soudan et
en Ethiopie.

Les graines sont ovoides et mesurent 2 a 3,5 mm ; elles présentent 3 ou 4 angles avec une face

supérieure finement granuleuse et réticulée (Bonnier, 1990 ; Ghedira, 2006).
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Figure 03. Aspect morphologique de I’espéce Nigella sativa L.

(A : la morphologie de Nigella sativa (Meziti, 2009). B : la fleur de Nigella sativa Anonyme. (2012)

5.2.1. Composition générale de Nigella sativa

Les recherches sur la composition des graines de Nigella sativa ont débuté en 1880 Greenish,
qui publia le premier rapport mentionnant la présence de 37% d’huiles végétales et 4,1%
d’éléments minéraux.
Par la suite, des études ont montré la présence d’une diversité de substances naturelles regroupant
des lipides, des dérivés terpéniques, des flavonoides, des alcaloides et des Saponines.

Nigella sativa constitue également une importante source de protéines et de sels minéraux :
phosphore, calcium, potassium, magnésium et sodium.
Les valeurs et les proportions fournies par la littérature différent d’un auteur a ’autre ; la variété et
I’origine des échantillons peuvent en étre partiellement responsables. Une approximation de la

composition est donnée dans le (Tableau 02).

Tableau 02 : Composition des graines de Nigella sativa (Greenish, 1880).

Constituant Quantite (%)
Lipides 30-35
Protéines 16-21
Glucides 33-34
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Fibres alimentaires 4,5-6,5
Sels minéraux 3,7-7
Saponines 0,013
Eau 6

a. Protéines

La graine de Nigella sativa est trés riche en protéines (20 a 26%). L’analyse des acides aminés
de I’hydrolysat de ces protéines révele la présence de 17 acides aminés, y compris 8 acides aminés
essentielles. Quantitativement, les acides aminés constitutifs majoritaires sont non essentiels
(69,81%), avec dominance d’acide glutamique (22,4%), d’acide aspartique (10,05%) et d’arginine
(9,18%) (Al- Jassir, 1992 ; Salem, 2005 ; El- Obeid et al., 2006).

Le fractionnement des protéines de Nigella sativa par électrophorése en polyacrylamide dans
les conditions dénaturantes (PAGE-SDS) montre des protéines avec des poids moléculaires allant
de 10 a 94 KDa (Salem, 2005).

b. Lipides
L'extraction au solvant de Nigella sativa a donné un vert extrait huileux avec une forte odeur
aromatique.
Huit des acides gras ont été identifiés dans I'extrait, qui Représentait environ 99,5% de I'acide gras
total Composition (Tableau 03).

L'extrait était composé de quatre acides gras saturés (17,0%) et quatre acides gras non saturés.
Acides gras (82,5%). L'acide linoléique (55,6%), I'acide oléique (23,4%) et I'acide palmitique
(12,5%) ont été les principaux composants.

Les gras Composition acide déterminée par la présente enquéte est similaire aux valeurs de la

littérature. (Houghtonet al. 1995).
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Tableau 03 : Composition d'acide gras de I'huile végeétal de Nigella Sativa L.

Compositions d’acides Formule brute Pourcentage
L'acide laurique C12H20; 0.6
L'acide myristique Cus:0 0.5
L'acide palmitique C16H3002 125
Acide stéarique C1sH3602 3.4
L'acide oléique C1sH340, 23.4
L'acide linoléique C1sH300, 55.6
Acide Linolénique C1sH300- 0.4
Eicosadienoi / 3.1
Total des acides gras / 99.5

6. Flavonoides
Les Renonculacées sont riches en flavonols et flavones. Les plus abondants sont la catéchine et
1I’épigénie qui représentent respectivement 7,26% et 6,83%.
On y trouve aussi la flavone, I’amentoflavone, la quercitrine et I’epicatechine avec des proportions
respectives de 3,4%, 2,91%, 2,56% et 1,28% (Bourgou et al., 2008). (Tableau 04).
En 1997, a partir des graines de Nigella sativa L ont été isolés trois nouveaux flavonoides
triglycosylés.
1. quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside
2. keempfeérol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside
3. quercétine 3-(6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucosid

Tableau 04 : Les principaux flavonoides de Nigella sativa (Bourgou et al., 2008).

Flavonoides La teneur (mg/1009)
Quercetine 2,56
Epicatechine 1,28
Catechine 7,26
Apigenine 6,83
Amentoflavone 2,91
Flavone 3,4
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7. Alcaloides
Les graines de Nigella sativa contiennent egalement des alcaloides :
e Nigellicine (Atta-Ur-Rahman et al. 1985a) et nigellidine, ayant un noyau indazol (Atta-Ur-

Rahman et al., 1995),
e L’isoquinone nigellimine (Atta-Ur-Rahman et al., 1992) et son N-oxyde (Atta- Ur-Rahman

et al., 1985b),

e Les alcaloides diterpénes Dollabllane-types nigellamines
Al, A2, Bl, B2, A3, A4, A5,
et C (Morikawa et al., 2004b).
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Figure 04. Structure chimigue des principaux alcaloides de Nigella sativa (D'apres Atta, 1995)

8. Polyphénols

Les polyphénols de Nigella sativa (Figure 05) sont les plus actifs pharmacologiquement. A
partir de I'huile essentielle, 04 constituants ont été isolés et identifiés structuralement par HPLC et
RMN ; la thymoquinone, le dithymoquinone, lethymohydroquinone et le thymol (Gilani et al. 2004
; Ghedira, 2006).
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Figure 05. Structure des polyphénols de Nigella sativa (D’aprés Salem, 2005).
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9. Activités biologiques et Propriétés pharmacologiques

Durant les années 1960 et depuis lors, de nombreux travaux ont porté sur 1’étude de Nigella
sativa, notamment sur les effets dus aux extraits de la graine, ainsi qu’aux principaux constituants,
surtout la thymoquinone.

Ces derniéres années, les graines de nigelle ont été soumises a une gamme d’investigations
pharmacologiques. Ces études ont montré une gamme étendue d'activités telles que 1’activité
antibactérienne, anti-tumoral, anti-inflammatoire, dépresseur et analgésique, hypoglycémiques,
relaxant-musculaire lisse, antipyrétique, galactogéne (qui favorise et augmente la sécrétion lactée),
anti-diarrhéique, cytotoxique et immunostimulant.

Certaines de ces activités ont été principalement attribuées aux huiles végétales et essentielles.
Plusieurs autres activités biologiques de Nigelle ont été rapportées dans la littérature. La liste

suivante en cite la majeure partie :

Activité chrono trope négative, Activité anti-nématodes, Inhibition de plaque dentaire, Inhibition
de la formation de I'aflatoxine, Activité analgésique, Activité hémostatique, Activité
neuroleptique, Protection contre la fibrose et la cirrhose du foie, Protection contre l'ulcére et

Activité anti-oxydante
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1. Les métabolites secondaires

1. Apercu de P’immense diversité des structures et des fonctions

pharmacologiques des métabolites secondaires des plantes

1.1. Les composés phénoliques des plantes
1.1.1. Les phénols
Les phénols simples sont rares dans la nature (catéchol, phloroglucinol 1...). Les acides phénols
sont des derivés de l'acide benzoique 2 (composés en C6-C1) tels que l'acide gallique 3 élément
constitutif des tanins hydrolysables ou de I'acide cinnamique (composés en C6-C3) comme l'acide
caféique 4 qui sont souvent estérifiés.
On peut dégager les principales classes de composés phénoliques suivantes :

Tableau 05 : Les principales classes de composés phénoliques.
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Polyph%C3%A9nol).

Composés phénoliques
Squelette Classe Exemple Structure Origine
carboné
Ce Phénols simples Hydroquinone Busserole
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1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments végétaux, simples ou glycolyses, responsables de la

coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

Toutes les étapes de la biosynthése des flavonoides ne sont pas encore clairement élucidées,
mais elle constitue I’'une des plus élaborées en rapport avec les métabolites secondaires, Grace a
des réactions enzymatiques, un grand nombre de sous-classes de flavonoides deviennent des

intermédiaires, dont nous proposons de décrire quelques étapes clefs (Tableau 06)

Tableau 06 : Molécules impliguées dans la biosynthése des flavonoides. (HELLER, W. :

FORKMANN, G. MACHEIX, J. J)

Enzymes Intermédiaires synthétisés
CHS (Chalcone synthase) Chalcone
CHI (Chalcone Isomérase) Flavanone
FS (Flavone Synthase) Flavone

F3H (Flavanone-3-Hydroxylase)

Dihydroflavonol

FLS (Flavonol Synthase)

Flavonol

Chaine enzymatique

Dérivés anthocyaniques
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Figure 07. Schéma biosynthétigue simplifié des flavonoides. (HELLER, W. ; FORKMANN, G.

1.1.3. Les quinones

MACHEIX, J. J.)

Les quinones constituent une série de dienes plutdt que des composés aromatiques comportant

un noyau de benzéne sur lequel deux atomes d'hydrogene sont remplacés par deux atomes

d'oxygeéne formant deux liaisons carbonyles (dicétones éthyleniques conjuguees cycliques).

Les quinones sont des transporteurs d'électrons dans la membrane mitochondriale interne et dans

la membrane des thylakoides.

Tableau 07. Les principales classes des quinones et ses structures.

Classe Squelette Structure
carboné
o o
Benzoquinone O
Ou quinone (CeH40y)
(@]

1,2-Benzoquinone 1,4 Benzoquinone
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o
Naphtoquinone (C10Hs02) O‘
O
0
Anthraquinone (C14H50) O‘O
0]

1.1.4. Les anthraquinones
Les anthraquinones sont, elles, largement répandues, présentes a la fois chez les champignons,
lichens et chez les Angiospermes.
Beaucoup de naphtoquinones, comme la juglone 24, sont antibactériennes et antifongiques

conférant, Des activités anti-protozoaires et antivirales sont décrites.

1.1.5. Lestanins

Les tanins sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000, ayant la propriété de précipiter la gélatine et d’autres protéines et de
se colorer par les sels ferriques. On distingue :

e Les tanins hydrolysables, esters d’un sucre, qui est trés généralement le glucose, et de

I’acide gallique.

e Les tanins condensés ou proanthocyanidols, non hydrolysables résultant de la

polymérisation d’unités flavan-3-ols 23. Ils forment dans les vacuoles des solutions
pseudo-colloidales et peuvent aussi se fixer au niveau des lignines, renforgcant encore
I’imputrescibilité du bois de cceur.
La disparition des tanins, lorsque les fruits ont atteint leur maturation, montre que comme
d’autres composes phénoliques, ils peuvent étre reutilisés par la plante.
1.1.6. Les anthocyanes
Les anthocyanosides, et particuliérement ceux issus des fruits de la myrtille (Vaccinium myrtillus L.
Ericaceae) sont utilisés pour le traitement symptomatique des troubles circulatoires et en ophtalmologie
au niveau de la rétine et de la choroide. Leur usage en nutraceutique pour améliorer la vision nocturne

est également répandu.

j
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1.2. Les terpenoides

Figure 08. La structure des anthocyanes.

Issus des mémes précurseurs, et formés a partir de l'assemblage d'unités a 5 carbones

ramifiées, dérivées du 2-méthylbutadiéne (polymeres de I'isoprene), les terpenoides et les stéroides

constituent probablement la plus large classe de composés secondaires. Les terpénes ne sont pas

formés a partir de I'isopréne CsHg bien qu'ils aient pour formule de base des multiples de celle-ci,

c'est-a-dire (CsHg),. En fonction du nombre n (entier) d'unités pentacarbonées (en Cs) ramifiées,

on peut classer les terpenoides selon le tableau suivant : (Tableau 08).

Tableau 08 : Classification en fonction du nombre n (entier) d'unités pentacarbonées (en Cs).

Nombre Classe Formule Origine Exemples Structure
n brute

Menthol

Les résines

N . = OH
n=2 Monoterpénes | (CioH1s) et les huiles =
. T~

essentielles

Pinéne
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1.2.1. Les stéroides
Les stéroides peuvent étre considérés comme des triterpéne stétracycliques ayant perdu au moins
trois méthyles. Ce sont des métabolites secondaires dont I'intérét thérapeutique et I'emploi industriel
est majeur. Qui peuvent diminuer la valeur nutritive des fourrages ou expliquer la toxicité de
certaines plantes.
1.2.2. Les caroténoides
Ce sont des molécules tétraterpéniques, constituées de I'enchainement de 8 unités isopréniques,
possédant un chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées) expliquant

leur couleur jaune-orangée et leur sensibilité a I'oxydation.

1.3.Les alcaloides

Ce sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est inclus dans un
systeme hétérocyclique et dont l'activité pharmacologique est significative. Les pseudo-alcaloides
ne sont pas des dérives des acides aminés. On les nomme alors alcaloides
Terpéniques et les proto-alcaloides sont des amines simples dont lI'azote n'est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique. Les alcaloides ont, de plus, la propriété de réagir avec des sels de métaux
lourds, ce qui permet leur caractérisation aisée (réactifs de Mayer, de Dragendorf).

2.Ro0le écologique potentiel des composés secondaires

2.1.Favoriser la coopération avec les animaux
Les métabolites secondaires peuvent étre des moyens de signalisation et d’interaction entre les
plantes et les animaux disséminateurs ou pollinisateurs par [I’intermédiaire de couleurs
(anthocyanes, caroténoides...) et d’odeurs (huiles essentielles et différentes substances volatiles).
(Paige et Whitham, 1985).

2.2. Lutter contre la compétition avec d’autres plantes

Des phénomeénes d’allélopathie (« toxicité pour les autres ») sont connus pour différentes
espéces de plantes. Ainsi les feuilles de noyer contiennent un glucoside phénolique qui,
lorsqu’elles tombent au sol, s’hydrolyse et s’oxyde en juglone 24 sous 1’action de la pluie.

La juglone est une Naphtoquinone, toxique pour la plupart des plantes, empéchant leur
germination, excepté quelques-unes comme le paturin qui est devenu résistant (Harborne, 1988 ;
Sévenet, 1994).
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2.3. Lutter contre la prédation et les attaques des agents pathogenes
On préte aux métabolites secondaires des plantes un rdle de défense contre les prédateurs et
les pathogénes. Certaines observations semblent en accord avec cette hypothése.

Ce sont souvent ces formes immatures qui produisent des défenses chimiques qui disparaissent
ensuite. (Bryant et al., 1992)

2.4. Les metabolites secondaires des plantes utilisés par les animaux

Si beaucoup de plantes semblent a I’abri de ’attaque des prédateurs grace a leur composition
chimique, certaines subissent néanmoins ’attaque d’animaux qui se sont spécialisés, pouvant ainsi
exploiter, voire méme ravagé, certaines espéces. En voici un exemple.

Des insectes peuvent utiliser des substances d’origine végétale comme protection par rapport
aux prédateurs : la chenille du papillon Danaus plexippus se nourrit sur une Asclepiadacées
(Asclepias curassavica) contenant des cardénolides cardiotoxiques. Les prédateurs de ces insectes,
des oiseaux, évitent alors ceux qui se sont nourris sur cette plante. (Harborne, cité par Sévenet).

Cet exemple montre la multiplicité des stratégies et des interactions existant au sein des
systemes plantes-pathogenes-prédateurs. Aux mécanismes de défense des plantes, répondent des
adaptations des insectes par exemple. Une coévolution et une diversification des mécanismes

s’ensuivent.
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I. Choix de matériel végétal

Nous avons travaillé sur 02 especes de nigelle qui sont Nigella sativa et Nigella arvensis,

ont été procuré chez un herboriste a EL khroub wilaya de Constantine le 15/02/2017, 200g de

chaque espéce. Apres nettoyage et broyage au moulin électrique. La poudre est récupéree

dans des bocaux en verre separés.

Tableau 09 : Présentation des deux espéces de nigelle étudiées.

Présentation

Nigella arvensis

Nigella sativa

Nom Nigelle des champs Cumin noir
francais
Nom arabe Habbat el baraka Sinouj
Famille Renonculacée Renonculacée
Partie Graine Graine
utilisée
Taille 4.3 7mm 2a3.5mm
Couleur Marron foncé Noire
Aspect Brillante et Lisse Granuleuse et réticulée
Odeur Tres forte Tres forte
Gout Piquant Piquant
Lieux Le marché d’El khroub Le marché d’El khroub
d’achat
Prix /kg 4000DA 1000DA
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Nigella sativa graine Moulin électrique Nigella arvensis graine

Broyage Broyage

Poudre Nigella sativa Poudre Nigella arvensis

Figure 09. Schéma de préparation de la matiére végétale
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La méthode adoptée

Achat des graines

1

Broyage des graines

-

Extarction

Macération

Criblage
w— | - Les composés phénoliques
- Les composés terpenoiques
- Les composeés azotés

Evaporation

g lalaly

r Extrait brut ﬁ
activités biologiques

AN

Révélation des plaques Rapport frontale Activités Activités
CCM sous lampe UV (RF)

antibactériennes antifongiques

Figure 10. Schéma du protocole d’étude expérimentale
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1. Préparation des extraits
1.1 Macération en milieux agueux
La macération est une opération consistant a placer un fragment végétal (fleur, feuille,

racine...etc.) dans un liquide a froid pendant une durée déterminée.

Le protocole La figure

e Macération pendant 72 heures, de 10g du
matériel végétal dans 100ml d'eau distillé.

e Filtration.

Figure 11. Macération dans eau distillée.

1.2 Macération en présence des solvants

Le protocole La figure

e Macération 10g de la matiére végétale
dans le mélange méthanol/eau (70 :30)
(vlv) pendant 72 heures.

e Filtration.

e Macération 10g de la matiére végétale
dans le mélange éther de pétrole /eau (70 :
30) (vlv) pendant 72 heures.

e Filtration.

Figure 13. Macération éther de pétrole/eau.

E
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e Macération pendant 72 heures, de 10g du
matériel végétal dans 100ml de
chloroforme.

e Filtration.

Figure 14. Macération chloroformique.

2. Tests phytochimiques

Des tests phytochimique ont été appliqué sue les différents extraits aqueux. L'un des buts
essentiels d'un test phytochimique consisté a I’identification des différentes familles de
métabolites secondaires existants dans la partie étudiée de la plante. Ces réactions sont basées
sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque

famille ainsi que de I’examen en lumiére Ultraviolette.

2.1 Les composés polyphénoliques

Les Flavonoides

Dans un tube a essai.

e Mettre 1ml d'extrait macéré dans du méthanol/eau

e Addition 0,01g de copeaux de magnésium.

e Addition : de 3gouttes d'acide chlorhydrique (Hcl)

e Les flavonoides donnent généralement avec le magnésium en présence d’acide

chlorhydrigue une coloration rose, jaune, orange ou rouge (Randerath 1971).

Les quinones

Dans un tube a essai.

e Mettre Iml d’extrait macéré dans 1’éther du pétrole

e Addition : de 1ml d'une solution aqueuse de I'nydroxyde de sodium (NaOH) 1%
e En présence des quinones, il se développe une coloration jaune, rouge ou violet

(Ribéreau Gayon, Peynaud 1968).

E
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Les Anthraquinones

Dans un tube a essai.
e Mettre 1ml de ’extrait macéré dans le chloroforme.
¢ Addition : de 2ml (KOH) 1%.

e En présence des anthraquinones, il se développe une coloration rouge (Rizk, 1982).

Les tanins

Dans un tube a essai.
e Mettrelml d’extrait macéré dans ’eau distillée.
e Préparation d’une solution aqueuse 0.2g de FeClz dans 20ml d’eau distillée.

e Préparation d’une solution aqueuse 0.2g de gélatine dans 20ml d’eau distillée.

|:> Ajouter 1 ml de solution aqueuse de FeC1z a 1 %. En présence de tanins, il se
développe une coloration vert-noir en présence de tanins galliques et un brun verdatre en

présence de tanins catéchiques.

|:> Ajouter 3 gouttes de la gélatine, En présence de tannins. Il se développe un

précipité. (Rizk, 1982).

Les anthocyanes

Dans un tube a essai.

e Mettre 1ml d'extrait macéré dans le méthanol.
¢ Addition 3gouttes d’HCI.

e Incuber dans le bain marie pendant 30min.

e En présence des anthocyanes. 1l se développe une coloration rouge (Rizk 1982).

2.2L.es composés Terpenoiques :

Les caroténoides

Dans un tube a essai.

e Mettre 1ml d’extrait macérés dans 1’eau distillée.

e Addition : de 2ml d'HCI essai.

e Addition : de 2ml de H,SOq,

o |l apparait dans les deux cas une coloration vert-bleu qui témoigne de la présence des

caroténoides (Etudes Rwandaises, 1977).

j
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Les stéroides

Dans un tube a essai.

e Mettre 1ml de D’extrait macérés dans du chloroforme.

Le filtrat s’évaporé a la plaque chauffante.

Addition : de 2ml d'anhydride acétique.
Addition : de 3gouttes de H,SO4,

e En présence des stéroides. Il se développe une coloration rouge. (Etudes Rwandaises, 1977)

2.3 Les composes azotés :

Les composés azotés

Préparation des réactifs :

a.Réactif de DRAGENDOREF :

solution A solution B
- 0.85g sous nitrate de bismuth - 8g d'iodure de potassium
- acide acétique (10ml) - eau distillée (20ml)

- eau distillée (40ml)

solution mére

- solution (A+B)(2ml)
- acide acétique (2ml)

- eau distillée

b. Réactif de MAYER :

* 1,36g Chlorure de mercure
e 5g de iodure de potassium

Réactif MAYER e Eau distillé (100ml)

Dans 2 tubes a essais.

o Mettre 1ml de 1’extrait macéré dans 1’eau distillée.

24
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|:> Reactif de DRAGENDORF apparait un précipité de couleur orange-rouge qui
témoigne la présence des alcaloides.

—> Réactif de MAYER apparait un précipité blanc-jaunatre (Randerath 1971),

3. Fractionnement de I’extrait brut

On prend trois béchers dans lequel nous mettons 10g de matériel végétal puis nous
ajoutons a chacun un solvant différent respectivement : 50ml de (méthanol 70%, eau distillée
30%), (70% éther de pétrole, 30% 1’eau distillée) et (I’’eau distillée) que nous laissons
macérer pendant 24h et filtrer les mélanges. Ces derniers sont asséchés dans un évaporateur
rotatif 40°C au niveau du laboratoire de biochimie.

Figure 16. Extrait brut de Nigella sativa Figure 17. Extrait brut de Nigella arvensis

E
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4. Chromatographie sur CCM
4.1 Principe de technique

La chromatographie est une méthode physique de séparation des mélanges en leurs
constituants. Elle est basée sur les différences d’affinité des substances a 1’égard de deux
phases, 1’'une stationnaire ou fixe, ’autre mobile. La chromatographie sur couche mince, ou
sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue d’une analyse d’un mélange. La phase
stationnaire solide est fixée sur une plaque, et la phase mobile liquide, nommeée éluant, est un
solvant ou un mélange de solvants.

On dépose sur la phase fixe une petite quantité du mélange a séparer et on met cette phase
au contact de la phase mobile.
La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en entrainant les
constituants du mélange. C’est le phénomene d’élution, qui permet la séparation des
constituants du mélange a analyser.

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que 1’on

appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf).

4.2 Mode opératoire :

e Remplir la cuve chromatographique du mélange des solvants (hauteur = 0,5 cm).

e Larecouvrir, afin que I’atmosphere dans la cuve reste saturée en vapeurs d’¢luant.

e Sur la plague chromatographique, tracer au crayon de papier un trait horizontal a 1 cm
environ du bord inférieur. Ce trait ne doit pas tremper dans le solvant d’¢lution
contenu dans la cuve.

e Déposer sur le trait, a I’aide de cure-dents, a 0,5 cm d’intervalle, une microgoutte de
I’extrait préparé.

e Laisser sécher les taches avant d’¢luer.

e Déposer la plaque verticalement dans la cuve et la couvrir.

e Lorsque le solvant a atteint les % environ de la hauteur de la plaque (1 cm du bord
supérieur), sortir la plaque de la cuve et marquer immédiatement le front du solvant
(car le solvant s’évapore tres vite).

e Lorsque le solvant s’est évaporé, mesurer :

» La hauteur du front,

> Les Rf des substances différentes

j
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4.2.1 La phase stationnaire
Une couche mince d’une matié¢re adsorbante (gel de silice) fixée sur une plaque en aluminium.
4.2.2 Préparation de la phase mobile
La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, elle est déterminée selon la
bibliographie.
Nous avons choisi 3 compositions différentes pour la phase mobile et pour les deux espéces
étudiées (tableau 10) :

Tableau 10 : les différentes compositions de la phase mobile pour les deux especes.

Nombre d’essaie Les solvants Volume (ml)
N1 butanol/ acides acétique/eau (40/10/50)
N2 chloroforme/ méthanol (50/50)
N3 cyclohexane/acétone (90/10)
La phase mobile choisie est :
Nombre d’essaie Les solvants Volume (ml)
N3 butanol/ acides acétique/eau (40/10/50)

4.2.3 Le dépbt

Les échantillons des deux espéces Nigella sativa et Nigella arvensis sont dilués dans trois

solutions aqueuses (méthanol, éther de pétrole, eau : (2ml pour chaque extrait).

L’échantillon est déposé a 1’aide d’une micropipette sur un point qui se situe a environ 1cm-

2cm de la bordure inferieur de la plaque.

Nous avons choisi 3extrait aqueux différents pour le dépdt et pour les deux especes étudiées

(tableau 11) :

Tableau 11 : Les différents extraits aqueux pour le dépét.

Espéces Extrait aqueux 1 Extrait aqueux 2 Extrait agueux 3
Nigella arvensis Méthanol Ether du pétrole Eau
Nigella sativa Méthanol Ether du pétrole Eau

Les extraits aqueux choisis sont :

Nigella arvensis

Nigella sativa

Méthanol

Ether de pétrole

j
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Figure 18. Dépot des échantillons (1 : Nigella arvensis, 2 : Nigella sativa)

4.2.4 Révélation
Si les constituants sont colorés, ils seront directement visibles sur la plaque, sinon la révélation
peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes chimiques.
Reveélation aux UV : elle permet de mettre en évidence sous forme des taches des substances qui
absorbent les UV 254nm.

Figure 19. Plaque a UV.

5. Evaluation de ’activité biologique

5.1 Choix des souches bactériennes et fongiques
L’activité antibactérienne a été évaluée sur quatre (04) souches bactériennes et qui sont
indiquées dans le (Tableau 5). Ces dernieres ont été récupérées de la part de 1’étudiante de
Master 11, Département de microbiologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,

Université des Fréres Mentouri Constantine 1.

a) Bacillus brevis
C’est un bacille a Gram positif de la famille des Bacillacées, mobile, aérobie strict. Il vit sur

divers substrats organiques (les poussieres, le sol, le lait, ’eau, Et les plantes séches). Il

appartient au genre Bacillus. Il n’est pas considéré comme pathogéne pour I’homme, mais il

E
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peut contaminer des aliments et peut exceptionnellement provoquer des intoxications
alimentaires. (Michiko; Peter, 1998).

Figure 20. Photographie au microscope optique de bactéries Bacillus brevis.

b) Escherichia coli

C’est un bacille mobile a gram négatif qui appartient a la famille des Enterobactériacées,
c’est un hote commun de la microflore commensale intestinale de I’homme. C’est un germe le
plus fréquemment responsable d’infections urinaires. Cette bactérie est aussi & 1’origine de
septicémies, méningites chez le nourrisson ainsi que de manifestations intestinales telles que
les diarrhées (Evans et al., 2007)

Elle n’est pas pathogéne a 1’état normal. Dans certain cas, elle peut acquérir une virulence trés
grande et engendrer des infections urinaires. Elle produit habituellement de I’indole. Fermente

le lactose, mais ne produit pas d’acétone

Figure 21. Photographie au microscope optique de bactéries Escherichia coli.

(http://fr.wikipedia.orge/wiki/)
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c) Salmonella sp

Les salmonelles (Salmonella) forment un genre de protéobactéries appartenant a la famille
des entérobactéries. Elles mesurent 0,7 & 1,5um de diamétre, pour 2 & 5um de longueur avec
un flagelle. Elles provoquent chez I'espece humaine des maladies telles que la fievre typhoide,
la fievre paratyphoide et la salmonellose, une des principales causes de toxi-infection
alimentaire collective (TIAC). (https://frwikipedia.org/wiki/Salmonella).

Figure 23. Photographie au microscope optique de bactéries Salmonella sp.

(http://fr.wikipedia.orge/wiki/)

d) Staphylococcus aureus

Le genre Staphylococcus est une coque a gram positif appartenant a la famille des
Staphylococcus : immobiles, caractérisés par leurs groupements rappelant celui des grains
d’une grappe de raisins. C’est un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, 1’air et I’eau. Il est
aussi un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme. Il est trouvé chez 15 a 30 %
des individus sains au niveau de leurs fosses nasales. Staphylococcus aureus posséde un
pouvoir. 1l est susceptible de sécréter différentes toxines et des enzymes qui entrainent
des liaisons suppuratives et nécrotiques
(Singh, V et al, 2007)
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Figure 22. Photographie au microscope optique de bactéries Staphylococcus aureus.

(http://fr.wikipedia.orge/wiki/)

Tableau 12 : Les souches choisies pour I’activité antibactérienne.

Souches Nature | Paroi | Forme | Type respiratoire Type
Bacillus brevis Gram+ | Double | Bacilles | Aérobies ou aéro- Pathogéne
anaérobies
Escherichia coli
. Gram- Simple | Bacilles aro-anaérobi Pathogéne
(E. Coli) p Aéro-anaerobies g
Salmonella sp Gram- | Simple | Bacilles | Aéro-anaérobies Pathogéne
Staphylocoques aureus Gram+ | Double | Cocci Aéro-anaérobies Pathogéne

L’activité antifongique a été évaluée sur deux (02) champignons sont présentés dans

(Tableau 13) :

e) Alternaria sp

Alternaria est un genre de champignons a reproduction asexuée (Deutéromycetes) de la

famille des Pleosporaceae. Ce genre renferme un grand nombre d'especes (plus de soixante)

parasites ou saprophytes. (https://fr.wikipedia.org/wiki/Alternaria)

Figure 24. Photographie au microscope optique de chaine de conidies d’Alternaria sp
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f) Rhizopus stoonifer

Rhizopus est un genre de moisiures communes qui se développent sous forme de filaments
dans les sols, sur les fruits et les végétaux en décomposition, sur les feces des animaux et sur
le pain. Il fait partie de I'ordre des Mucorales. Il produit a la fois des spores sexuées et des

spores asexuées. (https:/fr.wikipedia.org/wiki/Rhizopus).

Figure 25. Photographie au microscope optique de Rhizopus stolonifer.

Tableau 13 : les champignons choisis pour I’activité antifongique.

Les Reproduction | Forme La famille Type Origine

champignons

Alternaria Asexuée Une Pleosporacées | Pathogene Université des Freres
conidie Mentouri Constantine 1.
Sp Département de biologie
Rhizopus Sexuée et Filament | Mucoracées | Pathogene (laboratoire N° 1).
. Asexuée (Dr. BAAZIZ Nacera)
stolonifer

5.2 Preéparation et Choix des milieux de culture

5.2.1 Milieux de culture liquide des bactéries
Le bouillon nutritif est un milieu de culture liquide le plus usuellement utilisé en
bactériologie. Généralement distribué dans les tubes a essais, il favorise une croissance rapide

de micro-organismes étudiés. (Figure 26). Il s'agit en général d'une solution stérile
mentionnée dans le (Tableau 14) :
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Tableau 14 : composition de bouillon nutritif.

-
=
—

Compositions Mesures
Extrait de viande 19/l
Extrait de levure 2g/1
Peptone 5¢/1
Chlorure de sodium 5¢/1
Eau distillée 1l
PH 7,4 a25°C

Figure 26. Les bactéries dans le bouillon nutritif.

5.2.2 Préparation milieux d’isolement des bactéries
Le milieu utilisé pour revivifier les souches bactériennes est une gélose nutritive, Il se
compose d'une base (agar, eau) (23g/l), cette gélose a été préparée dans le laboratoire n°2 de
biologie et physiologie végétale pendant 2heures. Puis, a été stérilisés a 120°C pendant 20

min dans un autoclavage au niveau de laboratoire n°11.

5.2.3 Milieux de culture des champignons
Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) a été choisi pour assurer la culture des
champignons. Il s’agit d’un milieu de routine a base de pomme de terre. Cette derniére
constitue un milieu complexe qui sert a I’isolement, 1’entretien et la culture des champignons.

Ce milieu a été préparé par Dr : BAAZIZ Nacera.

5.3 Etude de I'activité d'un principe actif sur une souche bactérienne

La méthode des disques consiste a poser sur la surface d'un milieu gélosé ensemencé de
micro-organismes, des disques de papier filtre desséchés et imprégnés des substances a tester.
Les disques sont déposés a égale distance lI'un de l'autre. Les substances contenues dans les
disques diffusent dans le milieu et peuvent influencer la croissance des micro-organismes. Au
bout de 24 heures d'incubation, (Rotsart et Courtejoie 1984) ou 36 heures (Bourret, 1978) un
cercle d'activité (zone d'inhibition) de chaque disque est observé dans le milieu qui entoure ce
disque. Suivant l'efficacité de la substance sur le germe en question, une surface plus ou
moins étendue peut étre vue, ou les colonies microbiennes ont disparu. 1l peut étre choisi avec
quasi-certitude le traitement le plus efficace (Rotsart et Courtejoie, 1984).
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5.4 Préparation des disques
Les disques ont été préparés a partir du papier Wattman Ne40 avec un diameétre de 6mm
par I'emporte-piéce. Puis, ces disques ont été stérilisés a 120°C pendant 20 min dans un

autoclavage.

5.5 Préparation ’extrait organique
Les disques stérilisés ont été imbibés dans 1’extrait éthanolique de chaque espéce étudiée

de 3 différentes concentrations. (Tableau n°15).

Tableau 15 : Les différentes concentrations utilisées pour préparation des dilutions.

Concentration Pesé des deux especes(mg)/éthanol(ml)
1 0,5mg /1ml
2 1mg/1ml
3 1,5mg/1ml

5.6 Protocole expérimentale

Nous avons coulé aseptiquement sous la haute le milieu de culture gélosé nutritif dans les
boites de pétri de 90 mm de diametre (20ml) par boite.
Aprés solidification du milieu de culture, nous avons étalé 1ml de chaque suspension

microbienne a la surface du milieu gélosé a ’aide d’une pipette pasteur stérile. (Figure 27).

Figure 27. Etalement les souches microbiennes & la surface du milieu gélosé.
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5.7 Dépot de disques
Une fois les géloses nutritives ensemencées, les disques sont imbibés dans chaque extraits
(Nigella sativa et Nigella arvensis), puis disposés sur la surface de la gélose (6disques/boite) a

I'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen.
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Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques, réalisés sur les différents modes d'extractions, prépares dans différents

solvants (eau, méthanol, chloroforme et éther de pétrole) des graines de Nigella sativa et Nigella

arvensis, ont permis de détecter les différentes familles des métabolites secondaires présents dans

I’espéce étudiée Dans ce travail 08 composés secondaires ont été analysées et qui sont résumés dans

les tableaux suivants :

Tableau 16 : Résultat des tests phytochimiques de Nigella arvensis et Nigella sativa.

N° | Métabolite testé| Réactifs Résultats Référence
Nigella arvensis | Nigella sativa
1 | Flavonoides Mg + HCI ot + Randerath, 1971
2 | Quinones NaOH ++ + Ribéreau-Gayon, Peynaud
1968

3 | Anthraquinones | KOH - - Rizk, 1982

4 | Tanins FeCI3 +++ +++ | Rizk, 1982
Gélatine + +

5 | Anthocyanes HCI -+ - Rizk, 1982

6 | Caroténoides HCI+H,SO, - - Rwandaises, 1977

7 | Stéroides Anhydride - - Marston ; Muiret ; Schépk
acetique+H,S0O, 2000,

8 | Alcaloides Dragondrof +++ +++ | Randerath, 1971
Mayer +++ +++

N.B : +++ Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; -Négatif.
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Tableau 17 : les colorations obtenues par le criblage sur 1’extrait de Nigella arvensis et Nigella sativa.

Composés | Couleur Nigella arvensis Couleur Nigella sativa
recherchés
1 Orange i [ Rose
|
2 ol Gl Jaune
Jaune claire foncé
/ /
3
: Brun
Vert-noire Verdatre
4
h - h
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5 Rouge
6 /
/

7

Orange Orange
8

Précipité Précipité

blanc Blanc

On comparant les résultats des tests phytochimiques effectués sur Nigella arvensis, avec ceux
obtenus sur Nigella sativa, on constate qu’il existe une différence basée sur la présence ou
1’absence de la couleur identifiant le composé en question.

Pour Nigella arvensis, le test a révéleé une forte réaction vis-a-vis des flavonoides, quinones,

tanins et anthocyane par contre Nigella sativa a réagi moyennement avec les réactifs vis-a-vis
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ces metabolites. En ce qui concerne les alcaloides, les réactions chimiques effectuées avec les
réactifs, ont révelé une forte présence dans les deux échantillons.
D’autre part, ce test a affirmé 1’absence des anthraquinones, caroténoides et stéroides chez les
deux espéces. (Voir tableau 16-17)

le test phytochimique qui a été réalisés sur les deux espéces étudiées, montre qu’elles ne sont
pas identiques cependant de point de vue qualitatif, la Nigella arvensis est plus riche en
métabolites secondaires que Nigella sativa, ce qu’est exprimer par I’intensité de la différence de
la coloration (le plus foncé s’est le plus riche), cela est di & son évolution en milieu sauvage ce

qui la rend plus résistante et expose cette plante a un stresse biotique et abiotique.

Il. Chromatographie CCM

Pour déterminer la présence des flavonoides au niveau de nos extraits, une chromatographie
analytique su r couche mince a été réalisée en utilisant un systeme solvant : (Butanol/ acide

acetique/eau. Une fois que les produits isolés sont purifiés, les techniques suivantes sont utilisées

pour

déterminer la structure des composes flavonoiques sous lumiere UV 254 nm les différents spots de

produits qui se présent sur les chromatogrammes.

1. Révélation

L’analyse par CCM a délimité la présence de 09 spots pour Nigella arvensis, et 02 spots pour Nigella

sativa. (Figures 28,29).
La relation Rf- structure a été établie par Bate-Smith et Westall (Hoffmann, 1999 ; Mabry

et al.

1970). Rf est une valeur importante a connaitre et facile a déterminer, il est défini comme le rapport

entre la distance d parcourue par I’origine de la substance ayant migré et la distance D parcourue par

I’origine et le front du solvant :

Rf =d/D
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Figure28. CCM analytique chromatographie ¢
Nigella arvensis sur plaque de gel de silice
développée dans le systeme solvant (Butanol/
acide acétique/eau : 40 /10/50).

N°de

Figure 29. CCM analytique chromatographie ¢

Spot

Nigella sativa Sur plaque de gel de silice

développée dans le systéme solvant (Butanol/

acides acétique/eau : 40 /10/50).

2. ldentification

Le (Tableau n°24) résume la relation entre les fluorescences des spots flavonoiques et leurs

structures (EI-Ghonemy et al. 1983).
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Tableau 18 : identification la structure des flavonoides selon leurs fluorescences et Rf.

Lesespéces | N°de | Rf |Fluorescence Type de flavonoide
spot
1 0,09 Verte-noire Flavonols
2 0,22 Violet Flavones, Chalcones, isoflavones,
dihydroflavonols, flavonones
3 0,31 Violet Flavones, Chalcones, isoflavones,
dihydroflavonols, flavonones
4 0,36 Verte-noire Flavonols
Nigella
arvensis 5 0,45 Jaune foncé Flavonols, glycosides, Aurones,
Chalcones, flavonones
6 0,51 Bleue claire Flavones
7 0,65 Jaune foncé Flavonols, glycosides, Aurones,
Chalcones, flavonones.
8 0,75 Bleue claire Flavones
9 0,95 Verte-noire Flavonols
1 0,12 Violet Flavones, Chalcones, isoflavones,
Nigella dihydroflavonols, flavonones
Sativa 2 0,21 Verte-noire Flavonols

Selon le tableau, on remarque que les fractions du chromatogramme obtenues sont variables
selon les valeurs du Rf pour différencier la fraction méthanol pour Nigella arvensis et 1’éther du
pétrole pour Nigella sativa.

Le Rf de la phase Méthanol est le plus élevé (09 spots) il est riche en flavonoides (voir
tableau 18).

On remarque que la migration des molécules est déférente d’une phase a I’autres ce
qu’explique que la migration est en fonction de la polarité des substances, de la polarité de
I’éluant et du pouvoir d’adsorption de la phase stationnaire. Cette migration est due a une
mutilation des regroupement (OH), moins nombreuse des flavonoides dans la fraction d’éther du
pétrole (02 spots).et donc Nigella arvensis est plus riche en flavonoides.

Ce résultat correspond bien aux travaux de Bourgou et al., 2008, Les Renonculacées sont
riches en flavonols et flavones.

Le taux élevé des flavonoides permet la protection contre les UV, la défense contre les

pathogénes et les insectes. Chaque espéce végétale a ses caractéristiques propres a elle-méme c’est
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une forte raison pour différencies les constituants, leurs teneures entre les especes en générale et

précisement entre Nigella arvensis et Nigella sativa.

I11. Les activités biologiques

L'antibiogramme est le résultat de I'étude de la sensibilité d'un micro-organisme aux divers
antibiotiques. Il renseigne sur les activités bactériostatiques ou bactéricides des antibiotiques. La
sensibilité ou la résistance de la bactérie est appréciée en mesurant autour du disque contenant
I'antibiotique le diamétre de la zone d'inhibition de sa croissance. Le diameétre varie avec la
concentration et le pouvoir de diffusion des antibiotiques employés (Delafontaine, et Balmadier,
1966).

1. Activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne effectuée sur les 03 especes staphylocoques, Escherichia coli et
salmonella ont mis en valeurs des zones d’inhibition importantes autour des disques imprégnés de
principes actifs chez les deux especes.

Par contre, I’inhibition antibactérienne sur le genre Bacillus est faible chez les deux espéces.
Nous avons déterminé 1’effet antimicrobien des deux espéces sur les quatre souches bactériennes
testés. La sensibilité de ces dernieres est estimée par mensuration des diametres des zones

d’inhibition dans les deux sens perpendiculaires auteur des disques.

Les zones d’inhibition, variant entre 5 et 20mm, indiquent que les souches sont sensibles a
Nigella arvensis et Nigella sativa.

En fonction de I’existence ou non des zones d’inhibitions, deux réponses sont possibles :

e Souche sensible : L’apparition de la zone d’inhibition.

e Souche résistante : Absence de zone d’inhibition (résultats négatif).
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Tableau 19 : Résultats de la zone inhibitrice des bactéries en mm.

Bactérie La zone d’inhibition en (mm) Résultats de Pactivité
testés Espéce Cy C. Cs antibactérienne
(0,5mg/ | (Img/ | (1,5mg/
ml) ml) ml)
Nigella 00 00 00
arvensis
Bacillus
Nigella 00 00 00
sativa
Nigella 10 30 30
arvensis
Escherichia
) 10 25 25
coli
Nigella
sativa
Nigella 00 00 20
arvensis
Salmonella sp
Nigella 10 15 15
sativa
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Nigella 05 15 25
arvensis
Staphylocoque
Aureus
Nigella 05 10 15
sativa

Nous avons comparé les résultats obtenus au laboratoire par les résultats théoriques :

Tableau 20 : Les résultats de I’activité antibactérienne.

Résultat
Bactérie Type Paroi Théoriquement Obtenu au
laboratoire
Bacillus brevis Gram® Double Résistante Résistante pour les
especes
E. Coli Gram’ Simple Sensible Sensible pour les deux
especes
Salmonella sp Gram’ Simple Sensible Sensible pour les deux
especes
Staphylocoques Gram * Double Résistante Sensible pour les deux
aureus espéces
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Graphe n°1: Activité antibactérienne de Nigella arvensis et Nigella sativa
en fonction des souches bactériennes étudiées

M Nigella arvensis

M Nigella sativa

zone d'inhibition en (mm)

bacillus

salmonella
bacillus
staph

bacillus

staph

salmonella
salmonella

o
(9]
3

0a

1lmg

P
5
3

oQ

bactéries étudiées

Selon nos résultats, nous constatons que les deux espéces de nigelle ont un effet inhibiteur
efficace contre 03 espéces bactériennes mais avec des diameétres variables. (\Voir tableau 19)
Nous avons constaté que la bactérie Gram négatif Escherichia coli est la bactérie la plus sensible
a I’activité des nigelles avec un diamétre de (30mm pour la Nigella arvensis et 25mm pour la
Nigella sativa). Ceci pourrait s’expliquer par le fait, que les bactéries a Gram™ sont dépourvues
de paroi ce qui facilite I’entré des molécules de 1’extrait a I’intérieure de la bactérie et entrainant
par conséquence 1’inhibition de la croissance bactérienne.

Les bactéries a Gram™ sont pourvues a une paroi constitués de couche lipopolysaccharide qui
pourrait étre une barriére efficace contre n’importe quel intrant. Cependant les constituants des
nigelles arrivent a pénétrer les bactéries Gram+ et avoir un effet inhibiteur antibactérien
remarquable.

On peut expliquer les résultats obtenus par la toxicité de nos extraits bruts a ces bactéries. Le
mécanisme de toxicité peut étre li¢ a I’inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolase) ou d’autres interactions pour inactiver les multiplications microbiennes, les

protéines de transport de 1’enveloppe cellulaire.
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On peut résumer que D’effet antibactérien des deux espéces selon le diamétre de la zone
d’inhibition comme suit :

Escherichia coli > Staphylocoque aureus > salmonella sp > Bacillus brevis.
Ce resultat correspond bien aux travaux de Ali et Blunden, 2002, Une étude par la méthode de
diffusion sur disque a mis en évidence la forte activité inhibitrice de 1’huile essentielle diluée au
centieme contre plusieurs bactéries dont Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella.
Et I’étude de Khan et al., 2003, Les différents extraits des graines de Nigella sativa présentent un
large spectre d’inhibition vis-a-vis de nombreuses souches bactériennes.
Il est noté que I’activité antimicrobienne la plus élevée a été enregistré avec Nigella arvensis avec
une valeur moyenne d’inhibition de 30mm ceci peut étre expliqué par le fait que Nigella arvensis
est plus riche en métabolites secondaire que Nigella sativa ainsi que le nombre des molécules.
Les composés phénoliques présents dans les deux espéces seraient responsables de cet effet
antibactérien, la présence des tanins justifierait la sensibilité d’Escherichia coli, staphylocoques et
salmonella 1l semble que cette composition est la formule excellente pour cette fonction
antimicrobienne mais sur Bacillus il apparait des mutants qui pourraient a la longue désensibiliser

le germe aux extraits.

Activité antifongique
Nous avons déterminé 1’effet antifongique des deux especes de nigelle sur les souches fongiques
testées. Pour cela la sensibilité de ces derniers est estimée par la mesure des diametres des zones

d’inhibition dans les deux sens perpendiculaires a auteur des disques.
En fonction de I’existence ou non de zone d’inhibition, deux réponses sont possibles :

e Souche sensible : L’apparition de la zone d’inhibition.

e Souche résistante : Absence de zone d’inhibition (résultats négatif).
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Tableau 21 : Résultats de la zone inhibitrice des champignons en mm.

Résultats de Pactivité

antifongique

Champignon La zone d’inhibition en (mm)
testés Espéces Cl C2 C3
(0,5mg/ml) | (Img/ml) | (1,5mg/ml)
Nigella 10 15 20
arvensis
Alternaria sp
Nigella 00 00 00
sativa
Nigella 00 00 00
arvensis
Rhizopus
stolonifer
Nigella 00 00 00
sativa
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Graphe n°1: Activité antifongique de Nigella arvensis et Nigella
sativa en fonction des champignons étudiées

H Nigella arvensis

M Nigella sativa

zone d'inhibition en (mm)

Alternaria
Rhizopus

Alternaria
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champignons étudiés

Nos tests démontrent une inhibition de 1’activité de champignon Alternaria (un diametre 20mm)
pour Nigella arvensis, par conséquent le champignon est sensible a I’extrait, par contre nous
n’avons Noté aucune activité inhibitrice des extraits de Nigelle sativa sur le méme champignon.
Ceci pourrait étre expliqué par le fait que Nigella arvensis est plus sensible que Nigella sativa
aux champignons Alternaria.

Contrairement, Rhizopus nous n’avons remarqué aucune inhibition chez les deux extraits
étudiés, Donc le champignon est résistant aux extraits étudiés.

On peut remarquer que ces extraits n’ont pas posséder un pouvoir antifongique sur la souche
fongique a cause de ses composes additifs.

Généralement, ces souches fongiques ont eté isolées a partir des éléments riches en
flavonoides (comme la tomate qui est riche en anthocyane), ce qui exprime la production et la
multiplication des spores et donc on peut les considérer comme milieu de culture pour certains
champignons. Alors, il n’y a pas une inhibition fongique chez Nigella sativa parce qu’ils sont trés

riches en flavonoide.







Conclusion

Conclusion

La Nigelle est une plante aromatique, medicinales. Elle est la source des molécules bioactives
a effet thérapeutique.
L’étude phytochimique a montré la présence des flavonoides, des quinones, des tanins, des
anthocyanes et des alcaloides chez les deux espéces étudiées, beaucoup plus chez Nigella
arvensis, contrairement les anthraquinones, les caroténoides et les stéroides ne sont pas présent
chez les deux especes.

Gréace a des séparations chromatographiques sur CCM, nous avons pu isoler 09 spots de
flavonoides chez Nigella arvensis qui ont été identifiés grace a I’'UV pour mettre en évidence des
Flavones, Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols, flavonones, Flavonols, glycosides, Aurones.
Et 02 spots de flavonoides chez Nigella sativa Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols,
flavonones et Flavonols.

Parallélement une activité biologique a été suivie sur04 souches bactérienne (deux souches de
Gram” et deux souches de Gram®) et 02 champignons.

Ce test biologique a montré 1’efficacité des graines de Nigella arvensis et Nigella sativa pour
I’ensemble des souches étudiées notamment pour Escherichia coli. Les deux espéces ont montré
un test négatif sur Bacillus brevis et Rhizopus.

Les deux espéces de graine ont un pouvoir entrent inhibiteur que ce soit sur les bactéries
Gram™ qui peu les Gram®, ce résultat coincide avec les paroles (HADITH NABAWI) du

prophéte qui dit que habbat aswad peut guérir toutes maladies.
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Annexe

I. Préparation des réactifs DRAGONDROF et MAYER :
1) Réactif DRAGONDROF :

Solution A Solution B
- 0.85g sous nitrate de bismuth - 8g d'iodure de potassium
- acide acétique (10ml) - eau distillée (20ml)
- eau distillée (40ml)

Solution mere
- solution (A+B) (2ml)

- acide acétique (2ml)
- eau distillée

2) Réactif MAYER :

® 1,36g Chlorure de mercure
e 5g de iodure de potassium

Reéactif MAYER e Eau distillé (100ml)

I1. Calcule le rapport frontal :

Le rapport frontal est une valeur importante a connaitre et facile & déterminer, il est défini comme
le rapport entre la distance d parcourue par 1’origine de la substance ayant migré et la distance D

parcourue par 1’origine et le front du solvant :

Rf=d/D




I11. Composition de bouillon nutritif :

Compositions Mesures
Extrait de viande 19/l
Extrait de levure 29/l

Peptone 5¢g/1
Chlorure de sodium 5¢/1
Eau distillee 11
PH 7,4a25°C
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Résume :
La Nigelle est une plante aromatique, médicinale reste toujours la source fiable des
principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Ce travail concerne 1’étude phytochimique de 1’espéce Nigella arvensis et Nigella sativa,
appartenant a la famille Renonculacée. Le but de ce travail est de montré que Nigella arvensis et
Nigella sativa sont deux espéces différentes.

Les tests phytochimiques realisés sur différents extraits, montrent la richesse des composés
phénoliques et des composés azotés chez les deux especes et plus particulierement chez Nigella
arvensis.

Parallelement une étude biologique a été effectuée sur 04 souches bactériennes et 02 souches
fongiques. Les résultats obtenus ont montré qu’il y’a une activité antibactérienne plus marqué

chez la souche Escherichia coli avec un diamétre d’inhibition de 30mm.
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