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Introduction

Beaucoup de plantes contiennent dans leurs différents organesdes milliers de
substances actives, soit dans les feuilles, les graines et les fleurs ou dans les racines. Pour
Iisolement du principe actif, des techniques chimiques sont utilisées tel que I'extraction, la
décoction et la distillation a la vapeur...ctc. Ces principes actifs sont utilisés pourtraiter des

différentes maladies [1].

Nigellasativa L. (Ranunculaceae), communément appelée nigelle cultivée, est une
plante annuelle, traditionnellement utilisée depuis des millénaires a des fins culinaires et
médicinales dans les pays arabes, dans le sous-continent indien et en Europe. C’est un remede
naturel pour de nombreuses pathologies, notamment pour le traitement de I'asthme, de
I'inflammation, de la toux, de I'eczéma et des états grippaux. L'huile issue de la graine est
employée comme diurétique, carminatif, cholagogue et vermifuge[2].

L’olivier, arbre typiquement méditerranéen, se caractérise par un fruit, 1’olive, dont
I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen. Riche en acides gras insaturés, en
vitamine E et en polyphénols (notamment en hydroxytyrosol), I’huile d’olive présente
essentiellement des propriétés antioxydantes, antihypertensives,
antiagrégantes plaquettaires responsables d’effets préventifs des maladiescardiovasculaires

La feuille d’olivier est richeen acides phénols, en triterpénes, flavonoides,
sécoiridoides dont I’oleuropéoside.Elle exerce des activités antioxydantes, hypotensives,
spasmolytiques, hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et antiseptiques, outre les
propriétés diurétiques pour lesquelles elle est utilisée sous forme de spécialité phyto-
thérapeutique|[3].

Notre travail consiste a faire une étude phytochimique d’un plans médicinale sur les
deux plantes:NigellasativaetOlea europea.

Il sera donc réparti en quatre chapitres : le premiers’intitulesynthése bibliographique
sur les plantes étudiées, dans lequel nous allons aborder chacune de ces plantessur un volet
purement théorique.Le deuxiémes’intitule Les activitésbiologiques, dans lequel nous allons
approcher les deux études qui vont nous permettre de déceler la présence de certains éléments
dans nos extraits. Quant au troisieme et quatriéme chapitre, ilsreprésentent la partie
expérimentale qui entame la méthode d’extraction, screening phytochimique,l'activité

antibactérienne et les résultats obtenus.
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1Nigellasativa Linn

I.1.1Position systematique

e Regne : Plantae

e sous-regne : Tracheobionta
e division : Magnoliophyta
e classe : Magnoliopsida

e ordre : Ranunculales

e famille : Ranunculaceae

e genre: Nigella

e espece : Nigellasativa[1]

1.1.2 Etymologie et différents noms

Utilisée depuis des millénaires, la Nigelle a connu plusieurs noms selon les pays et
les régions dans lesquelles elle était utilisée. On la nommait Ach-chingatdans I’Egypte
ancienne, Kalonji(énergie chaude) ou Al-KamounAl-Indi(le cumin indien) en Inde et au
Pakistan, Hak Jung Chou dans la médecine chinoise, le Melathion(fleur noir) ou le Githdans
la médecine gréco-romaine. En vieux latin, elle était connue sous le nom de Panacea(qui
guérit tout) ou aussi meconagriamelana. En hébreux, elle est Kezah. Dans la Bible, selon les
différentes editions, on la retrouve sous les noms de Cumin noir curatif, Nielle, Aneth,
Vesce, Ach-Chawniz. En Perse (actuel Iran), il s’agit d’Ach-Chounizou de SiydhDaneh. Les
turcs la nomment ¢érekotu. Dans la péninsule arabique, on lui compte aussi plusieurs noms :
Al-Kamoun Al-Aswad(le cumin noir [en référence a ses graines]), Al-Habbat As-Sawdah(la
graine noire), Al-Habbat Al-Moubarakah(la graine bénie) As-Samirah, Ach-Chouniz, Al-
Qahtah, At-Tachmizaj, Al-Jamachak, Al-Bachamah. Dans les pays du Maghreb, on 1’appelle
Al-Kamoun, As-Sinoujou As-Sanouj. Les Anglais la nommentBlack seed, Black cumin,
Black caraway, Common Fennel flower, Nutmeg flower, Romain coriander. Puis en France,
nous la retrouvons sous les noms de Nigelle cultivée, Nigelle des jardins, Nigelle de Créte,
Nielle, Nielle du Levant, Nielle romaine, Cumin noir, Faux cumin, Quatre-épice, Tout-épice,
Sésame noir, Herbe aux épices, Poivretteet Cheveux de Vénus|[2,3] .

Son nom scientifique est NigellasativaLinn. . Il vient de Nigellus, le diminutif de

Niger qui signifie noir.




CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.3 Historique

Nigellasativa L.est une plante développée sur les terres semis arides au sein de
communautés naturelles qui prédominent les thérophytes[4,5].Elle est largement cultivée en
Europe, en Syrie, en Egypte, en Arabie Saoudite, en Turquie, en Iran, au Pakistan et en Inde
a des fins culinaires et médicinales. Les graines, appelées également cumin noir, ainsi que
I’huile dont elle est issue, ont été utilisées traditionnellement comme carminatif, diurétique,
galactagogue et vermifuge[1].

Nigellasativa L., découverte sur la tombe de Toutankhamon, était considérée par les
Egyptiens de 1’Antiquit¢é comme une panacée. Chez les Grecs anciens (Hippocrate et
Galien), la nigelle était considérée comme un remede précieux dans le traitement des
affections hépatiques et digestives. Pour Dioscoride (médecin grec du premier siécle et
auteur de De MateriaMedica), les graines de nigelle étaient utilisées pour traiter les maux de
téte, les algies dentaires, la congestion nasale et pour combattre les vers intestinaux, comme
diurétique, pour favoriser les menstruations et comme galactagogues.

Les Romains, qui avaient connaissance de la nigelle, ou « coriandre grecque », la
considéraient comme completement alimentaire.

Dans la Bible, Nigellasativa L.est identifiée comme étant « le cumin noir curatif ».
Par ailleurs, et pour 1’école arabe de médecine, notamment pour Avicenne, auteur du Canon
de la médecine, Nigellasativa L. est un stimulant de 1’énergie de I’organisme qui aide a la
récupération en cas de fatigue ou d’abattement. Récemment, la présence de nigelle a été
mise en évidence dans une fiole de pelerin trouvée dans une couche du site de la période
hittite ancienne (4ge de Bronze) de Boyali.H, un site sur la route d’Ankara a Corum
(Turquie), datant de 1650 avant J.-C. Cette étude a permis de déceler des graines de nigelle
associées a des produits de la ruche, cire et propolis.

En fait, cette plante occupe une place spéciale pour son grand spectre d’application
médicale dans la civilisation islamique di au proverbe du Prophéte Mohamed (salut et
miséricorde soit sur lui); « El habbahsauda est un médicament pour toutes les maladies sauf
la mort ». Ces paroles sont restées pour longtemps un mystéere pour la science jusqu'a
I’arrivée des techniques modernes qui ont réussies a prouver les vertus thérapeutiques des
graines de cette plante. Elle est considérée comme un remede naturel pour plusieurs
pathologies, surtout les traitements de 1’asthme, de 1’inflammation, de la toux, de I’eczéma
et des états grippaux. La graine ou I’huile de la nigelle est employée comme diurétique,

carminatif, cholagogue et vermifuge [6].
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Enfin, les médecins arabes connaissaient la toxicité de N. sativa La forte dose. De ce
fait, ils recommandaient de ne pas dépasser une dose unitaire de 1,62 g et une dose

journaliére de 6,48 g [1].

1.1.4 Description botanique
N. sativa L. est une plante herbacee, annuelle, a tige dressée, cotelée, anguleuse et rameuse
d’une soixantaine de centimétres de hauteur, portant des feuilles bi ou triplennatisequées,
oblongues ovales, composées de segments lancéolés oblongs, au pétiole pubescent. 11 n’y a
pas de feuilles réunies en involucre immédiatement autour de la fleur, contrairement a

NigelladamascenalL. :

» Les fleurs sont solitaires, axillaires et terminales, bisexuées, radiales, trés
riches en nectar.

» Le calice comporte cing sepales pétaloides, de couleur blanchatre a bleu pale,
assez brusquement rétrécis a leur base.

» La corolle est composée de cing pétales plus petits que les sépales et ayant
chacune la forme d’un cornet bilabié dont la lévre supérieure est divisée en
deux. Les pétales portent a leur sommet deux petits renflements arrondis
jaune verdatre.

» Chaque fleur possede huit cornets nectariféres, une levre inférieure bilobée
dont les lobes se terminent en une protubérance émoussée et une lévre
supérieure poingonnée.

» L’androcée est formé de nombreuses étamines fixées sur le réceptacle par de
longs filets.

» Le gynécée se consiste de cing follicules soudés chacun avec un style long
indéhiscent et composé de cinq carpelles soudés entre eux jusqu’a la base des

styles persistants.

La plante est hermaphrodite a reproduction autonome.Le fruit correspondant a
I’ensemble des follicules soudés forme la capsule contenant plusieurs graines triangulaires
blanchatres qui, lorsque la capsule s’ouvre a maturité, exposées a 1’air deviennent noires.

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 [6,7].
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Figure 1.2 : NigellasativaL.

1.1.5 Composition chimique

Les recherches sur la composition des graines de N. sativaont débuté en 1880 avec
Greenish, qui publia le premier rapport mentionnant la présence de 37% d’huiles et 4,1%

d’¢éléments minéraux [8].
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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. N. sativa Lconstitue également une importante source de protéines et de sels
minéraux : phosphore, calcium, potassium, magnésium et sodium. Les valeurs et proportions
fournies par la littérature différent d’un auteur a l’autre ; la variété et I’origine des
échantillons peuvent en étre partiellement responsables. Une approximation de la

composition est donnée dans le Tableau 1.1[8].

Tableau 1.1 :Composition des graines de Nigellasatival [8]

Constituant Quantité (%)

1.1.5.1 Lipides et stérols

Les graines de N. sativa L.renferment environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus de
30% d’huiles fixes [9,10] et 38% de lipides totaux dont les phospholipides [11]. Les acides
oléique et linoléique sont les deux acides gras majeurs de 1’huile de N. sativa, ils constituent
75% des acides gras totaux [12]. D’autres auteurs fournissent des valeurs différentes : les
graines contiendraient 26,6% d’huiles dont 64,6% d’acide linoléique et 20,4% d’acide
palmitique [13].Le Tableaul.2 représente la composition d’huile fixe des graines de N.

sativaselon I’origine.
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Tableau 1.2 : Composition (en pourcentage) des graines N. sativaen acides gras selon

I’origine de I’échantillon par ordre décroissant, d’apres [14].

Acidegras Origine desgraines

Ethiopie Inde Syrie

Linoléique % 58 54,68 54,13
Oléique % 23,46 25,67 24,51
Palmitique % 12,07 13,15 14,64
Stéarique % 2,7 2,97 2,6
Eicosadiénoique % 2,87 2,39 3,02
Linolénique % 0,47 0,68 0,69
Arachidique % 0,2 0,25 0,2
Myristique % 0,21 0,2 0,22
Saturés totaux % 15,18 16,57 17,66
Insaturés totaux % 84,82 83,43 82,34

Les stérols représentent environ 2% de I’huile fixe. La plupart sont retrouvés sous
forme estérifiée et libre.

Le stérol majeur, le p-sitostérol représente a lui seul environ 60% des stérols, puis
arrive le stigmastérol a environ 20%. On peut rencontrer le cholestérol a 1’état de traces,

c¢’est-a-dire environ 1% [15, 16].

1.1.5.2 Composés aromatiques

Il a été considéré que la plupart des activités pharmacologiques attribuées a N.
sativaprovenaient de son huile essentielle. C’est pourquoi dés 1960 des études ont été
entreprisessur les constituants de cette huile volatile.

C’est en 1963 que la thymoquinone, monoterpene oxygéné, a été isolée dans I’huile
de nigelle par El-Dakhakhny, d’autres études ont mis en évidence les principaux
constituants. Burits et Bucar en 2000 ont identifié par GC-MS (GasChromatography-
MassSpectroscopy), 32 constituants dont la majorité sont des monoterpenes : p-cymene
(38%), thymoquinone (30%), carvacrol (5-11%), a-pinéne (5-14%),-pinéne (5%), [8]
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limonéne (4%), longifolene (1,2-8%), 4-terpinéol (1,98-6,59%) et t-anéthol (0,25-4,28%)

[8].
La présence de thymohydroquinone, de thymol, de produits d’oxydation de la
thymoquinone, comme la dithymoquinone sont également signalés (figure 1.3).

T Y:?;@(L

Thymogquinone Dithymoguinone
OH
e /‘\\‘Y/
'Q \l/J\’///
T & L
Thymol Thymohydroquinone

Figure 1.3 : Représentation chimique de la thymoquinone et de ses dérivés retrouvés dans

I’huile essentielle de Nigellasatival

1.1.5.3 Saponosides

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpenes. Ce sont des
composés tres répandus dans le régne végétal. Solubles dans 1’eau, ils liberent par hydrolyse
un ou plusieurs oses et une génine (sapogénine). La premiére saponine isolée par Greenisch
en 1882 a partir des graines de N. sativa L.est la mélianthine, dont 1’aglycone est
I’hédéragénine

Récemment, d’autres saponosides ont pu étre isolés a partir d’un extrait éthanolique
des graines de N. sativa L.dont le 3-O-[[J[]-D-xylopyranosyl-(1-3)-a-Lrhamnopyranosyl-(1-
2)- a-L-arabinopyranosyl]-2 , alors que de nombreux autres saponosides ont pu étre
déterminés a partir des huiles de N. satival.

Une étude a permis d’isoler a partir de 1’extrait méthanolique trois autres saponosides
apparentés a 1’ a-hédérine, avec 1’élucidation de leurs structures par des méthodes chimiques

et spectrales. [8].

10



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Ccoo
CHs H
b

CH5
- o

CHs COOH

Figure 1.4 : Structure des Saponosides

1.1.5.4 Polyphénols et flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont la biosynthése constitue 1’un
des processus fondamentaux de la phytochimie. Ils font partie de ce que 1’on appelle les
composés phénoliques. Les flavonoides sont des substances généralement colorées tres
répandues chez les végétaux. Les Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en

flavones

En 2008, quatorze composés phénoliques ont été isolés a partir de 1’extrait
méthanoliquede pousses et de racines de N. sativa. Ceux-ci sont : I’acide gallique, 1’acide
parahydroxybenzoique, 1’acide chlorogénique, 1’acide vanillique, 1’acide para-coumarique,
I’acide férulique, I’acide trans-2-hydroxycinnamique, 1’acide trans-hydroxycinnamique,

1’épicatéchine, la catéchine, la quercétine, 1’apigénine, I’amentoflavone et la flavone[8].

1.1.5.5 Alcaloides
Les alcaloides sont des substances présentant un caractére alcalin contenant de

I’azote, le plus souvent inclus dans un hétérocycle. Les alcaloides ont, pour la plupart, des
actions physiologiques et therapeutiques a faibles doses. Ils deviennent cependant tres
toxiques a fortes doses. Les plus importants alcaloides de N. sativa(figure 1.5), ont été isolés
a partir des graines entre 1985 et 1995.:

» Nigellicine, a noyau indazole

> Nigellimine, une isoquinoléine

» NigellimineN-oxyde, dérivé N-oxyde de la nigellimine

>

Nigellidine, également un indazole

11
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Figure 1.5: Structure chimique des principaux alcaloides de N. satival.

1.1.5.6 Les proteines

Les graines de Nigellasativa L.sont trés riches en protéines (environ 20 %), avec
dominance d’acide glutamique (22,4%), d’acide aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18%)
[17].

La protéine la plus étudiée jusqu'a maintenant est la lipase qui catalyse des réactions
de transestérification [18]. L’analyse des acides aminés de I’hydrolysat de ces protéines

révéle la présence de 17 acides aminés y compris les 8 acides aminés essentiels [19, 20].

1.1.5.7 Les vitamines et sels minéraux

La composition en vitamines a été déterminée et révele la présence des vitamines A,
B1, B2, B6, PP et de I’acide folique.

Les tocophérols totaux constituent 0,05% de [I’huile, et sont constitués
majoritairement de 1’a- tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%). D’autres vitamines
liposolubles comme le 3- carotene (0,05%) et la vitamine K1 (0,1%).

Des travaux sur la composition minérale de la graine de Nigellasativa L.ont rapporté
gue sa teneur en potassium est importante (1,18 % de poids total de la graine) et que le

calcium, le fer, le sodium représentent 0,188 ; 0,0575 et 0,0853 % respectivement [8]. La

12
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teneur des graines en sélénium a été également déterminée, elle représente 0,27 a 0,54

mg/kg de graines [8].

Tableau 1.3 : Principaux composes et molécules isolés de N. sativa L.

Composé

Alanine

S-Amyrin

Acide Arachidique
Acide Arachidonique
Acide Ascorbique
Acide Aspartique

5-dehydro-Avenastérol

7-dehydro-Avenastérol

Butyrospermol
Campestanol
Carvacrol
Campestérol

Carvone

Cholestérol

Citrostadienol

Cycloartanol
Cycloarténol
Cycloeucalénol
Cystine
Damascenine
Méthyl-Damascenine
Dithymoquinone

Dna

Nature

AA
Triterpéne
AG

AG
Vitamine
AA
Stéroide
Stéroide
Triterpéne
Stéroide
Monoterpene
Stéroide

Monoterpene

Stéroide

Triterpéne

Triterpéne
Triterpéne
Triterpéne
AA
Alcaloide
Alcaloide
Monoterpene
Alcaloide

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Partie de la
plante

Graine

Huile de graine
Huile de graine
Huile de graine
Feuille

Graine

Huile de graine
Huile de graine
Huile de graine
Huile de graine
Huile de graine
Huile de graine
Huile
essentielle
Huile de graine
Huile de
graiNe

Huile de graine
Huile de graine
Huile de graine
Graine

Plante entiere
Graine

Huile de graine

Racine

3
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Acide Eicosadienoique
Huile Essentielle
Huile Fixe
Flavonoides

Glucose

Acide Glutamique
Gramistérol
Hederagénine

Acide Indole-3-acétique
Leucine

Acide Linoléique
Acide Linolénique
Lysine

Melanthine

Acide Myristique
Nigellicine

Nigellidine

I.1.6Usages et proprietés traditionnelles

AG
Terpenes

Lipides

Ose

AA
Stéroide
Triterpéne
Auxine
AA

AG

AG

AA
Saponoside
AG
Alcaloide
Alcaloide

1.1.6.1 usages comme épice

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Huile de graine
Graine
Graine
Graine

Graine
Graine
Huile de graine
Graine
Tissu du calice
Graine
Huile de graine
Huile de graine
Graine
Graine
Huile degraine
Graine

Graine

Les graines de nigelle entiéres ou moulues sont utilisées comme épice. Elles servent

a saupoudrer le pain, le Naan(pain de régions d’Asie centrale et du sud) , les patisseries, les

plats sucrés, les fromages, les sauces et les soupes pour les rendre plus appétissants. Elles

sont également utilisées en accompagnement des graines de sesame dans la cuisine

traditionnelle d’ Asie et sont ajoutées a différents plats selon les envies.

Dans la région du Bengale, entre I’Inde et le Bengladesh, le cumin noir entre dans les

recettes de légumes secs et dans la composition de certains mélanges d’épices comme le

panchphoron, composé de cing épices : le cumin, le fenouil, la moutarde, le fenugrec et la

nigelle (Figure 6)[8]

14
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Figure 1.6 : Panchphoron|8]

En Afrique du nord, la graine de nigelle moulue entre dans la composition du ras el
hanout, un mélange de 24 & 27 épices. En Egypte, les graines pulvérisées aromatisent le café
a raison de 6 cuilléres a café pour une cuillére de nigelle. En France, on 'utilise comme le

poivre [8].

Figure 1.7 : Ras el hanout[8]

3
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1.1.6.2Utilisation traditionnelle chez les Musulmans

Les médecins musulmans et arabes se sont plus préoccupés de la graine de Nigelle
apres 1’avoir découverte dans la Tradition Prophétique. Rapportée dans plusieurs hadith
(communication orale du prophéte) et dans le livre « la médecine prophétique » de
IbnQayyim al-Jawziyya (1292-1350), une communication orale du prophete Mohammad
aurait indiqué a propos de la Nigelle : «Utilisez la graine noire car elle guérit tous les maux,
excepté la mort».

Pendant des siécles et encore aujourd’hui dans quelques parties du monde, les rites
religieux et la médecine ont été ou sont indissociables et ce genre de citation confére a une
plante une sorte “d’auréole qui nous conduit au fil des siécles, a €élargir ses propriétés
médicinales et ses usages a I’infini.

Fort d'une telle recommandation, on comprend qu'elle soit considérée par les
musulmans comme une des formes suprémes des remédes disponibles. Ses nombreux usages
ont valu a la Nigelle le titre arabe de « habbat al barraka » signifiant graine bénie.

En effet, cette plante a été utilisée dans les pays du Proche a I’Extréme Orient depuis
des siecles pour traiter les maladies comme : 1’asthme bronchique, la bronchite, les
rhumatismes et douleurs inflammatoires associées, pour augmenter la production de lait
chez la femme allaitante, pour traiter les désordres digestifs et favoriser 1’élimination, pour
stimuler le systeme immunitaire et lutter contre les infestations parasitaires.

Les formes galéniques les plus utilisées sont :

> Les graines broyées ou reduites en poudre qui sont ensuite ingérées ou utilisées en
application locale (mélangées ou non a d’autres ingrédients).

» L’huile est beaucoup utilisée par voie interne ou externe (en application sur les
affections cutanées comme 1’eczéma, les furoncles et 1’acné par exemple).

> Les graines broyées ou la poudre peuvent étre inhalées contre les affections
respiratoires.

La tisane ou I’extrait aqueux sont peu employés.[21].

1.1.6.3 Les autres usages traditionnels
L’ Ayurveda, médecine traditionnelle indienne, intégre la Nigelle dans son panel de
plantes curatives et lui donne le nom de Kalonji. La saveur de la graine de Nigelle est décrite
comme étant acre, amere, chaude et aromatique. Elle rentre dans le traitement des

tempéraments “’vata” et ses actions seraient : carminative, digestive, appétante, stimulante,
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déodorante, diurétique, sudorifique, fébrifuge, antidiarrheique, anthelminthique,
expectorante et galactogogue[22].

En médecine Unani, la graine de Nigelle est considérée comme abortive et
diurétique, elle est utilisée pour les ascites, la toux, la douleur oculaire, I’ictére, la paralysie,
les hémorroides et la fievre tierce [23].

Les graines de Nigelle sont aussi utilisées en médecine chinoise surtout comme

antibiotique naturel [24].

Tableau I.4Activités des graines de N. sativa Ldans la médecine traditionnelle de certains

pays du bassin méditerranéen et de 1’Orient[25]

Activité Extraction Voie

d’administration

Inde Abortive Infusion Orale

Diaphorétique Infusionl Orale

Emménagogue nfusionin Orale

Galactagogue fusioninf Orale

Vermifuge usioninfu Orale
Diurétique sion OraleE

Antimites Noncité xterne

Jordanie Vermifuge Décoction Orale
Stomachique DécoctionD Orale

Carminative écoctionDé Orale

Dépurative coctionDéc Orale

Sudorifique octionDéco Orale

Emménagogue ctionDécoct Orale

Antiasthmatique ionGraines Orale

Antidiabétique Orale

Malaisie Emménagogue Infusion Orale

Maroc Antiasthmatique Graines Orale
Antidotedepoison GrainesG Orale

3
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Népal

Oman

Turquie
Yémen
Ethiopie
Iran

Arabie saoudite

Abortive
Antigrippe

Emménagogue
Galactagogue
Anti-paralysie
Anti-congestion
Antiasthmatique
Douleurs
Antiémétique
Anti-inflammatoire

Emménagogue

Digestive

Appétissante

Antipyrétiqu

e Anti-

diarrhée
Antihelmenthiqu

€
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rainesGr

aines

Infusion
Infusion
Graines
Infusion
Infusion

Graines
Non cité
Non cité

Graines

Infusion
Infusionl
nfusionl
nfusion

Infusion

Orale
Orale
Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale
Orale
Externe
Orale

Orale

Orale
Orale
Orale
Orale

1.1.7 Activités biologiques et propriétés pharmacologiques de

Nigellasativa L

Depuis un siécle, de nombreux travaux ont porté sur 1’étude de Nigellasativa L,

notamment sur les effets dus aux extraits et sur les principaux constituants de la graine,

surtout la thymoquinone. .

1.1.7.1 Activitéantioxydante

Différentes études in vitro et in vivo ont été effectuées pour évaluer I'effet et l'activité

antioxydantesur les différents constituants des graines de Nigellasativa L[26].
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1.1.7.1.1. Etudes in vitro

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

L’activité antioxydante de 1’extrait éthanoique est comparable a celle de la tert-
butylhydroquinone (2 - (1,1-diméthyléthyl) -1,4-benzenediol), un antioxydant utilisé dans

les cosmétiques est utilisé comme conservateur des acides gras insaturés dans 1’alimentation

En 2000, Burits et Bucar se sont intéressés a I’activité antioxydante de 1’huile
volatile. 1ls ont mis en évidence une activité anti-radicalaire de la thymoquinone, du
carvacrol, du t-anéthol et du 4- terpinéol. lls ont neutralisé les radicaux hydroxyles dans la
peroxydation lipidique non enzymatiqu.

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

que la valeur peroxyde initiale de I’huile [26].

1.1.7.1.2. Etudes in vivo

Les études in vivo de I'huile de NigellasativaLont montré son role protecteur contre
I'népatotoxicité induit par le tétrachlorométhane (CCl4) et a retablir le profil lipidique
sérique.

Les taux anormalement élevés de potassium et calcium et la numération de la
formule sanguine abaissée par le CCl4 ont été restaurés par 1’huile de nigelle. Elle a
diminué les enzymes hepatiques élevees et augmenté les enzymes antioxydants diminuées.
Nigellasativa L a lutté contre la fibrose hépatique par le CCI4.

Dans une autre étude, 1’huile de Nigellasativa L augmente la concentration en
glutathion et le systéme de défense antioxydant au niveau du cortex rénal, de fagcon dose-
dépendante du point de vue biochimique et histologique, ce qui implique une protection

contre la néphrotoxicite.
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D’autres recherches se sont bénéficié particulicrement a la thymoquinone. Un
prétraitement avec de la thymoquinone a présenté une action hépatoprotectrice chez les rats
apres une injection de CCI4, contrairement au p-cymeéne et a 1’a-pinéne qui n’ont eu aucun
effet protecteur antioxydant.

L’administration de I’huile de Nigellasativa L et de la thymoquinone chez des rats
protége contre 1’hyperhomocystéinémie induite par la méthionine en bloquant
I’accumulation de L’homocystéine, 1’'une des causes de 1’état du stress oxydant, conduisant a

la protection contre la peroxydation lipidique et les changements du statut oxydatif [26].

1.1.7.2. Activité antimicrobienne

Les différents extraits des graines de Nigellasativa L présentent un large
picd'inhibition vis-a-vis de nombreuses souches bactériennes. Les extrais de la nigelle
possede également un pouvoir inhibiteur supérieur a celui de la gentamicine sur une
vingtaine de souches de Listeria monocytogenes. Ces extraits bruts possedent aussi un effet
antiviral vis-a-vis du virus de I’herpés : cytomégalovirus murin (MCMV).

L’huile essentielle de cette graine présente aussi une excellente activité
antifongique,notamment sur Aspergillus Niger. Par ailleurs, la thymoquinone exerceune

activité inhibitrice sur de huit espéces de dermatophytes[26].

1.1.7.3. Activité antiparasitaire

De nombreuses études ont montré I'efficacité des extraits de la nigelle. L’huile
essentielle deNigellasativa L présente des propriétés anticestodales et anti-nématodiques
comparables a celles de la pipérazine . D’autres travaux montrent que cette huile,lorsqu’elle
estadministrée par voie orale a raison de 2,5 a 5 ml/kg pendant deux semaines est
responsable de la réduction du nombre de Schistosomamansoni dans le foie et diminue le

nombre de ses ceufs déposés dans le foie et les intestins [6].

1.1.7.4. Activité antidiabétique

Certaines recherches orienté les propriétés antidiabétiques de graine de
NigellasativaL. Leseffets des extrais de cette graine sur certaines complications du diabete
expérimental induit chez le lapin ont fait I’objet de nombreux travaux. L’insulinémie n’ayant
pas été affectée par les traitements, 1’effet hypoglycémiant observé se manifeste selon un

mécanisme, non encore identifié, n’impliquant pas I’insuline [1].
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1.1.7.5. Activité anti-inflammatoire et analgésique

Plusieurs travaux proposes que I'huile fixe de la nigelle soit responsable
d’uneimportante activité analgésique, cette action ayant ét¢ antagonisée par la naxolone.

Cette huile présente en outre un effet réducteur significatif sur le SNC. Ces
propriétés ont été confirmées par lestravaux d’Abdel Fatah et ses collaborateurs, qui ont mis
en évidence un effet antinociceptifdiiaussi bien a 1’huile fixe qu’a la thymoquinone par
activation indirecte des récepteurs Superspinaux et kappa .Le mécanisme par lequel
I’huile fixe de Nigellasativa et la thymoquinone exercent leurs effets antiinflammatoires a
été étudié et s’est affirmé étre un puissant inhibiteur du thromboxane B2 et des leucotriénes

B4 par inhibition respective des cyclo-oxygénase et lipo-oxygénase [26].

1.1.7.6. Activité antiulcéreuse

L’huile essentielle retirée a partir des graines de Nigellasativa L a été administrée a
raison de0,88 g/kg par jour pendant deux semaines, augmente la mucine gastrique et le
contenu en glutathion et diminue le taux d’histamine, sans affecter I’acidité libre ni le suc
gastrique [1]. Les études complémentaires sont nécessaires pour démontrer les mécanismes
d’action des différents extraits des graines de la nigelle. En effet, cette plante présente déja
des applications en phytothérapie, notamment sous forme de gélules a base d’huile fixe

revendiquant 1’allégation « complément alimentaire a activité immunomodulatrice ».[26].
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| 20leaeuropaea
1.2.1Position systematique

Reégne Plantae
Embranchemen Magnoliophyta
Sous-embranchementMagnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dialype” tales
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae
GenreOlea
Espéce Olea europea L.
Sous-espéces O. europea subsp. europaea var.
Sylvestris
O. europea subsp. europaea var.

Europaea[27].

L’olivier (Oleaeuropaeal.), espece caractéristigue du paysage méditerranéen
appartient a la famille des Oléacées, caractérisée par des fleurs hermaphrodites réguliéres, a
pétales soudées, a deux étamines, a deux ovules par loge. Ce sont des plantes ligneuses a
feuilles opposées et a fruits charnus.Le genre Olearegroupe 30 espéeces différentes, la
plupart sont des arbustres ou des arbres, originaires des régions chaudes ou les conditions de
croissance sont relativement difficiles . Ces espéces sont réparties sur les cing

continents: I’ Afrique, I’ Asie, I’Amérique, I’Europe et 1’ Australie .

La seule espéce portant des fruits comestibles est 1’Oleaeuropaeal. qui se trouve
dans les régions a climat méditerranéen . Parmi les sous-especes d’Oleaeuropaeal..,
trois sont répandues en Algérie :

- Oleaoleastera laquelle appartiennent les oliviers sauvages et qui
proviendraient de la dissémination spontanée. C’est un arbre trés rameux et épineux a
branches quadrangulaires et a feuilles trés petites. Ses fruits sont petits et produisent peu
d’huile. Cette espéce est bien adaptée aux conditions de stress hydrique, par conséquent
elle est utilisée comme porte greffe et dans le reboisement des zones arides et
semi-arides[28].

- Olea europea L. var. sativa(var. communis) ou olivier domestique. 1l est
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constitué par un grand nombre de variétés améliorées, ayant une diversité phénotypique
importante .et qui donnent plus de satisfaction. Estimé actuellement a plus de 2000

variétés d’oliviers recensées dans lemonde.

- Sous espece Olealaperrini:Se rencontre a 1’état sauvage jusqu’a 2700m
d’altitude dans les zones arides ou les conditions d’humidité et de température sont
favorables, de I’ Atlas marocain au massif du Hoggar et du Tassili des Adjers en .C’est
une espece d’un intérét certain sur le plan écologique pour ces régions arides. Elle peut jouer
un réle économique important dans la mesure ou 1’on peut I'utiliser comme porte greffe de

variétés a adapter dans ces zones [28]

Figure 11.8 : Les feuilles d’oliviers

1.2.2 Historique

L’olivier a été cité dans des livres a plusieurs reprises. Dans le Coran, I’olive a été
mentionnée six fois dans différents endroits parmi lesquels un verset coranique cité au début
de la sourate de “Al-Tine”. Ce produit est aussi cité au niveau de la Bible et I’Evangile.
L’expansion de cette culture coincide et se confond avec beaucoup de civilisations surtout
au niveau du bassin méditerranéen. Les historiens ont trouvé des fossiles de feuilles d’olivier
en Italie dans des sites pliocéniques de Mongardino (Italie), ainsi que des vestiges fossilises

dans des strates du paléolithique supérieur dans 1’élevage d’escargots de Relilai en Afrique
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du nord ; d’autres affirment que son existence remonte au XIIéme millénaire av. J.C. [29].
L’origine de I’olivier cultivé se situe en Asie mineure il y a six millénaires, sauf que

quelques civilisations ignorent son existence en particulier les assyrienset les babyloniens.

L’olivier  cultivé, Oleaeuropaeal., provient de la variété sylvestre
Oléachysophylalam., par le biais de I’olivier sauvage ou 1’oléastre, OleaoleasterL. ou
Oleaeuropeaoleaster. Plusieurs vestiges ont été trouvés et abandonnés a titre d’exemple au
nord de la Syrie & Alep. Des tablettes datant du milieu du Illéme millénaires av. J.C
mentionnent 1’existence d’une forte production d’huile d’olive. Dans le monde mycénien en
Gréce dés 1550 av. J.-C., des traces ont mentionné la présence de 1’olivier, il s’agissait a la
fois de ’olivier sauvage et de I’olivier cultivé. Aussi la littérature rapporte que sa présence
¢tait en Syrie, en Palestine et enAnatonie dans les plaines de la Cécilie en Italie, ainsi qu’en
Egypte; Il a été importé de 1’ Asie. Les oliviers de la vallée du Nil sont prévenus de la Syrie,
c’est pourquoi le nom Egypte est utilisé pour désigner 1’olivier qui semble dérivé «d’une
langue sémite nord-occidentale (Zayt). Pendant le nouvel empire du XIVéme siécle av. J.-C,
les phéniciens diffusent 1’olivier dans les iles grecques, puis du XIVeme au XlIleme siecle
av. J.-C. dans la péninsule Hellénique. Cette culture est devenue importante pendant le
IVéme siécle av. J.-C., lorsque Solon promulgua des décrets de plantation de 1’olivier. A
partir du Vleme siecle av. J.-C. ’olivier se propagea dans tout le bassin méditerranéen
gagnant Tripoli, la Tunisie, I’ile de Sicile (Italie). Diverses méthodes ont été nécessaires

pour faire ces opérations[30].

LAPOTE a indiqué que les prétendues « Massues de bronze » sous forme hérissée
étaient employées pour écraser les olives. Pendant cette période, le moulin berbére dans les
régions marocaines (Fés) et en Algérie (les Aures) était utilisé et resté toujours tres
semblable au moulin Romain tel que les pressoirs a coins, méthode traditionnelle qui fut
utilisee surtout au Maroc [31].Actuellement 1’olivier a connu une extension progressive a
travers le monde. Durant les derniéres années, plusieurs pays non méditerraneens ont
tendance a développer cette culture dans certaines régions spécifiques de leur territoire.
Certains estiment qu'il y aurait plus d’un milliard d'oliviers dans le monde. La plupart
d’entre eux se situent autour du bassin mediterranéen, avec deux pays producteurs,

I'Espagne et I'ltalie, loin de vanttous les autres.[32]
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| .2.3Description Botanique

1.2.3.1 Aspect général et architecture de ’olivier

L’olivier est trés rameux, au tronc noueux, au bois dur et dense, a 1’écorce brune
crevassée. Il peut atteindre vingt metres de hauteur. Le tronc et les branches constituent le «
bois » ou « squelette » de I’arbre ; leur role principal est le transport de seve brute et de séve
élaborée. Du tronc sortent les branches principales sur lesquelles sont insérées les branches
secondaires et sur celles-ci, a leur tour les tertiaires et pour finir les branches fines, d’ordre
supérieur. A leur bout, ces derniéres portent les pousses fructiféres, dénommées « rameaux
», qui, I’année d’aprés seront chargés de produire les fruits. Le printemps suivant, les
bourgeons axillaires situés a 1’aisselle des feuilles le long des pousses se développeront en
inflorescences ainsi que des nouvelles pousses. Les trois modéles architecturaux de ’olivier
récemment identifiés par Mezghani ,sont le modéle buissonnant, le modele mixte et le

modeéle arborescent.

Figure 1.9 Trois modéles architecturaux de croissance de I’olivier : modéle buissonnant (A), modéle
mixte (C) et le modéle arborescent (D) [33]

1.2.3.2.L’appareil végétatif et fructifére

Les feuilles sont opposées, ovales allongées, portées par un court pétiole, coriaces,
entieres, d’un vert foncé luisant sur la face supérieure, et d’un vert clair argenté avec une
nervure médiane saillante sur la face inférieure. Les feuilles sont persistantes, elles vivent en
moyenne trois ans puis jaunissent et tombent principalement en été. Les feuilles ont un
certain nombre de fonctions y compris la photosynthese et la transpiration. Le long de la vie
des feuilles, la photosynthése augmente en parallele avec 1’augmentation de la surface
foliaire jusqu'a un maximum puis diminue dans les feuilles sénescentes. C’est grace a sa

feuille que I’olivier peut survivre en milieu aride. Quand il pleut, les cellules foliaires
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s’allongent pour emmagasiner I’eau. En cas de sécheresse, les feuilles se rétractent et

bloquent I’activité de photosynthese au détriment des fruits.

Les fleurs sont blanches et regroupées en petites grappes de dix a vingt. Chaque fleur
est formée de quatre pétales blancs, quatre seépales verts, deux étamines et deux carpelles,
poussant a 1’aisselle des feuilles au début du printemps sur les rameaux de deux ans. Le
nombre de fleurs et leur distribution sur 1’inflorescence sont spécifiques pour chaque
cultivar, mais change d’une année a une autre .La plupart des oliviers sont auto-fertiles,
mais il y a aussi des arbres non auto-fertiles qui doivent étre plantés avec des cultivars
pollinisateurs. Seulement 5 & 10 % des fleurs produiront des fruits pour une bonne
production. Sur le nombre total des ovaires fécondés, seulement 25% sont restés apres la
chute des pétales, mais seulement 2% de I’ensemble des fleurs développeront en fruits qui
atteignent la maturation.L’élimination de la moitié des inflorescences améliore la
nouaison des autres .La formation des fleurs passe par trois phases essentielles :
I’induction suivie de 1’évocation florale, I’initiation des primordiaux floraux et enfin la
différenciation et la croissance des ébauches florales. Chacune de ces phases est contrblée

par des processus internes et externes spécifiques|[33].

1.2.4 Composition

Les feuilles fraiches d’olivier sont caractérisées par une matiére seche aux alentours

de 50%. Le Tableau 3 montre sa composition chimique globale selon différents auteurs.

La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs :
variété, conditions climatiques, époque de prélévement, age des plantations,

Les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates. La matiére organique est
constituée par des protéines, des lipides, des monomeéres et polymeres phénoliques (tel que
les tannins) et principalement par des polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses).

La teneur en protéine est faible dans les feuilles d’olivier. Le Tableau 4 présente sa

composition en acides amineées, qui est particulierement diversifié.

La composition en minéraux des feuilles d’olivier est présentée dans le Tableau 5. Le
minéraux le plus abondant dans les feuilles est le fer avec une concentration de 273 g/ Kg de
matiere seche..[34]

Tableau 5.Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g)

selon plusieurs auteurs.[34]
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Composition Boudhrioua Erbay
(en %) al., 2009 Icier, 2009
Eau 46,2-49,7 a 49,8 a
Protéines 5,0-76a 54a
Lipides 1,0-13a 6,5a
Minéraux 2,8-4,4 a 36a
Carbohydrates 37,1-42,5a 275a
Fibres brutes Nd 7,0a
Cellulose Nd Nd
Hémicellulose Nd Nd
Lignin Nd Nd
Polyphénols totaux 1,3-2,3b Nd
Tannins solubles Nd Nd
Tannins condensés Nd Nd

a correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.
b correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

nd : valeur non déterminée

Les phénols présents dans les feuilles d’olivier (Tableau 6) sont essentiellement
I’hydroxytyrosol, Tyrosol, Catechin, acide caféique, acide vanillique, vanilline, Rutine,
Lutéolin-7-glucoside,  Verbascoside,  Apigenin-7-glucoside,  Diosmetin-7-glucoside,

Oleuropeine, et la Lutéoléine [35]

Tableau 6. Structures chimiques des composes phenoliques les plus abondants des feuilles
d’olivier[35]

j



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Composé phénolique Structure chimique
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1.2.5 Propriétés thérapeutiques en médecine traditionnelle

L’olivier est cultivé et utilisé depuis au moins 3 500 ans avant notre ere, pour ses
fruits et pour 1’huile qu’on en tire.A ’époque de I’antiquité, les feuilles sont employées pour
désinfecter les blessures cutanées. Les Anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et la
propriété de combattre toutes sortes d’infections. Au XIXe siécle, elles servaient pour
combattre le paludisme (malaria). Ces usages sont tombés en désuétude pendant un certain
temps en raison de I'omniprésence des antibiotiques. Cependant, depuis quelques années,
des suppléments de feuille d’olivier se trouvent sur le marché. Les fabricants de ces produits
en vantent les vertus pour le systétme immunitaire et contre les infections virales,
bactériennes, fongiques et a levure [36].
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1.2.6Activités biologiques despolyphénols
La feuille d'olivier est un des hypotenseurs végétaux les plus intéressants. Les
résultats d’essais menés sur des animaux indiquent que la feuille d’olivier a une action
hypotensive. Cependant, un seul essai préliminaire a été publié. Réalisée aupres de 30 sujets
souffrant d’hypertension artérielle, cette étude signale que la prise d’un extrait de feuille

d’olivier durant trois mois a fait baisser la tension artérielle des participants [37,38].

Les feuilles d'olivier, contiennent aussi des Flavonoides (antioxydant), ces
antioxydants aident a neutraliser les radicaux libres et jouent un réle important dans la
protection de la paroi artérielle[37].

De plus, les feuilles d'olivier ont une action préventive sur l'artériosclérose et les
maladies coronariennes, par ces propriétés elles diminuent le mauvais cholestérol (LDL) en
augmentant le bon (HDL), ce qui en fait un inestimable complément du traitement du
diabéte non insulinodépendant [38].

1.2.6.1. Effetantimicrobien

Les effets antimicrobiens des phénols issus de ’olive, I’huile d’olive et les feuilles de
I’olivier ont été le sujet de différentes recherches qui confirment I’effet antimicrobien des
polyphénols. Il a été établi que les sécoiridoides (oleuropéine et ses dérivés), une des classes
principales de polyphénols contenues dans I’olive, I’huile d’olive et feuilles d’olivier,
empéche ou retarde le taux de croissance d’une gamme de bactéries et de
microchampignons. Dans le cadre de cette étude, les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) calculées présentent une preuve d’une large activité antimicrobienne de
I’hydroxytyrosol et I’oleuropéine contre les souches bactériennes étudiées. Ces données
montrent que, outre I’emploi potentiel de ses principes actifs comme additifs alimentaires ou
dans des programmes integrés de prise en charge de parasites, Oleaeuropaeapeut étre
considéré comme une source potentielle d’agents antimicrobiens prometteurs pour le
traitement des infectionsdessystéemesgastro-
intestinalourespiratoiredel’homme.Lafeuilled’olivierelle- méme est un fongicide et contient

un antibactérien 1’oleuropéine, qui protége 1’arbre des champignons et moisissures [39].

1.2.6.2. Effetantiallergique

Ces effets sont attribués a I’influence des polyphénols sur la production de
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I’histamine.

En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca’*"dépendante, responsables de la libération de I’histamine a

partir des mastocytes et des basophiles[39].

1.2.6.3. Effetanti-inflammatoire

Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides sont capables de modifier
le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les plaquettes. Ils ont méme reporté que les
effets de la quercétine et la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes concentrations, ils
inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de faibles concentrations, seule
la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que I’apigénine et la

chrysine agissent principalement sur I’activité de la cyclooxygénase[39].

1.2.6.4. Effetantiulcéreux

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercétine et la
naringénine jouent un rdle important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des

cellules gastriques [39].

1.2.6.5Effetanticancéreux

Présente pratiquement dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la
catéchine a montré une activité anti-tumorale ..Une telle activité est attribuée a la
capacité de ce flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogenactivator) en greffant
a celui-ci la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle important
durant la mort cellulaire. La quercétine inhibe les croissances cellulaires en empéchant
certaines phases du cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones.

La croissance cellulaire peut étre inhibée également par d’autres mécanismes, a
savoir: la stabilisation du collagéne, I’altération de 1’expression des geénes, et la réduction
des radicaux libres.. En effet, la catéchine augmente la résistance du collagéne et

inhibe I’activité de la collagénase[39].
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I1.1 Activité antioxydante

11.1.1 Le stress oxydatif
Le stresse oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a neutralisé et réparer les dommages

oxydatifs [1].

11.1.2 Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif. L'ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygéne (EAO) [2]. Les radicaux libres
sont électriqguement neutres ou chargés (ioniques) et comprennent I'atome d'hydrogéne, le
radical hydroxyle, I'anion superoxyde, le peroxyde d'’hydrogene (eau oxygénée), etc. Les
radicaux libres sont des especes chimiques trés instables qui jouent un réle dans 1’action de
certains traitements anticancéreux, de méme qu’a 1’origine du vieillissement. Leur structure
comprend un électron célibataire qu’ils cherchent a apparier en attaquant et en
endommageant les molécules voisines. L’appellation “ dérivés réactifs de I’oxygene ” n’est
pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de 1’oxygene proprement dit, mais aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel peroxyde
d’hydrogéne (H202), peroxynitrite (ONOO. ) [3].

Tableau I1.1: Principaux radicaux libres et leur structure chimique [3].

.

Radical hydroxyle OH -
Radical hydroperoxyde HOO -
Radical peroxyde ROO-
Radical alkoxyle RO-
Peroxyde d’hydrogéne* H202
Peroxynitrite ONOO-
Anion superoxyde 02e-
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11.1.3 Les antioxydants

L’activité antioxydant d’un compose correspond & sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le p-carotene (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composes phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les

radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes (02¢) [4].
11.1.3.1 Les sources d’antioxydants

En plus des substances propres a I’organisme, les médicaments, 1’alimentation et les

plantes peuvent étre également des sources d’antioxydants [5].
11.1.3.2 Technique d’étude de ’activité antioxydante

11 y’a plusieurs techniques pour étudier 1’activité anti oxydante des extraits de plantes.
Elle a été effectuée par plusieurs techniques chimiques tels que : le piégeage du radical libre
DPPH et la réduction du fer [6].

11.1.3.2.1 Le piegeage du radical libre DPPH

La méthode de mesure du pouvoir antioxydant par le DPPH repose sur la capacité
d’un composé a réduire le DPPH°:DPPH°+AH DPPH — H +A°.

La réduction se traduit par un changement de couleur de la solution qui vire du violet
au jaune. La réaction est alors quantifiée en mesurant 1’absorbance de la solution par
spectrophotométrie a 515 nm. Chaque composé antioxydant réagit avec le DPPH (1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrayl) selon une cinétique qui lui est propre. Un test est réalisé avec un
échantillon de la solution antioxydante a des dilutions différentes a 1’aide de 1’appareil :
thermo electron multi skan et le logiciel Ascent Software, I’absorbance est mesurée a 4 515
nm chaque minute jusqu’a atteindre un plateau. On détermine alors par lecture graphique la
quantité d’oxydant /mg un DPPH nécessaire pour degrader 50% du DPPH soit IC50 ainsi
que le pouvoir anti radicalaire (Anti Radical Power : ARP). [7]

11.1.3.2.2 La réduction du fer

Les ions ferreux (Fe2+) sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques. Ils
peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs des différentes
enzymes du systeme de défense antioxydant (Fe pour la Plantes et principes actifs 16

catalase). Mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle (OH.) [8].
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11.1.3. 3 Mécanisme d’action des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont variables, incluant le captage de
I’oxygene, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition. Cet intérét a
plusieurs origines; en tant que constituants alimentaires, ces antioxydants d’origine naturelle
semblent contribuer de maniere significative a la prévention des maladies telles que le cancer

ou encore des maladies cardiovasculaires [8].

11.1.4 Les types des antioxydants
11.1.4.1 Les antioxydants enzymatiques

11.1.4.1.1 Les superoxydes dismutases (SOD)
La SOD catalyse la dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en

oxygene moléculaire [9].

11.1.4.1.2 Les catalases
Les catalases sont localisées exclusivement a l'intérieur des peroxysomes, ce qui
limite leur action par rapport a d'autres enzymes, cytoplasmiques par exemple [8] et elles
transforme deux molécules de peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygeéne qui sont des

composés stables [10].

11.1.4.1.3 Les glutathions peroxydases et réductases

Les glutathions peroxydases (GPx) et réductases (GR) sont localisées dans le cytosol
et dans les mitochondries. Le role de la glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une
part le peroxyde dhydrogéne en molécule d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes
organiques (ROOH) en alcools. Lors de cette réaction, qui demande 1’intervention de deux
molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en glutathion-disulfure (GSSG)
[11]. Dans la réaction précédente, une molécule de glutathion oxydé est obtenue. Pour que

cette réaction perdure, la GR catalyse leur réduction a ’aide du cofacteur NADPH [12].

11.1.4.2 Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas

synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
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d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines

E , les vitamines C et les polyphénols [13].

11.1.4.2.1 La vitamine C
L’acide ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides extracellulaires. Elle empéche I'oxydation des LDL produites par divers
systemes générateurs d'espéces réactives d'oxygene (ROS). Lors de son oxydation en acide
déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl), qui

joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée (Figure 11.1) [14].

HO OH
O o CIH—CH;,OH
OH

Figure 1.1 : Structure de I'acide ascorbique [15].

11.1.4.2.2 La vitamine E
La vitamine E ou a -tocophérol, elle se fixe aux membranes et peut ainsi sequestrer
les radicaux libres en empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique [16].
Lors de Il'initiation de la peroxydation lipidique, elle cede son hydrogéne situé dans le noyau
phénoligue et constitue, par ce biais, le seul antioxydant liposoluble assurant cette protection
(Figure 11.2) [17].

HsC o CHs

CHs  ch, CHs CHq

HO

Figure 1.2 : Structure de la vitamine E [18].
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11.1.4.2.3 Le glutathion
Le glutathion est un agent anti-radicalaire composé de 3 acides aminés : cystéine,
acide glutamique et glycine. Il joue un role majeur dans la protection des lipides, des
protéines et des acides nucléiques contre 1’oxydation [19]. Le glutathion est largement
présent sous forme réduite, réduit le peroxyde d’hydrogéne en H20 grace a la réaction
catalysée par la glutathion peroxydase (GPx).ll peut aussi réduire les radicaux formés par
I’oxydation des vitamines E et C[20].
11.1.4.2.4 Les oligoélements
Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requierent un cofacteur
pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de
manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium.
[21].
11.1.4.2.5 Les polyphénols
Les composés phénoliques regroupent plusieurs classes chimiques qui présentent
toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) [22]. Une
des raisons principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leur
implication, probable dans la prévention des diverses pathologies associées au stress
oxydant. Un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de
leur implication dans la prévention des maladies dégénératives telles que cancers, maladies
cardio-vasculaires, ostéoporose ou maladies inflammatoires [23]. Il existe de nombreuses

classes de ces composes : acides phénoliques, flavonoides, coumarines et tanins [22].

11.1.4.2.5.1 Acidesphénoliques

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en
phytochimie conduit a réserver I’emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides
benzoiques et cinnamiques. Certains auteurs sont cependant plus restrictifs : ils n’utilisent le
terme d’acide-phénol que pour les dérivés en Cg-C; et incluent les dérivés cinnamiques dans

le groupe, plus large, des phénylpropanoides [22].
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11.1.4.2.5.1.1 Les acides hydroxybenzoiques

RI = R: = R_,_ = RJ =H acide bengnigue (non phénalique)
. . R,=R,=R,=H,R,=0H acide p-hydroxyhenzoique
R,=E,=H.R,=K,=0H acide protocaté chigue
R COOH Ry=H,=H.E,=0CH, &, =0H acde vamillique
! R,=H R,=RK,=HK, =0H acide gallique
. R,=ILR,=R,=0CIH,, R, =01 acide syringigue
: R,=0IH.R. =R, =R, =H acide salicylique
R, =R,=0H.R,=R,=H acide gennsigue

Figure 11.3 Structures chimiques de quelques acides hydroxybenzoique [24].

11.1.4.2.5.1.2 Les acides hydroxycinnamiques

. coon R =R,=R,=H acide cinnamigue (non phénolique)
R R,=R,=H,R,=0H acide p-coumarigue
R,=R,=0H,R,=H acide caféique
R: R,=0CH, R,=0H.R,;=H acide férulique
R; R, =R,=0CH,, R,=0H acide sinapique

Figure 1.4 : Structures chimiques de quelques acides hydroxycinnamiques [24]
11.1.4.2.5.2 Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces
substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur
pouvoir tannant.

Tres répandus dans le regne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note
une accumulation plus particulierement dans les tissus agés ou d’origine pathologique. Ils

sont localisés dans les vacuoles, quelquefois combinés aux protéines et aux alcaloides [25].

11.1.4.2.5.2.1 Tanins hydrosolubles

COzH COzH
CO,H HO  HO OH  OH ol G02
mo £ N U % oW HO.C  »—{ ,OH
A=k - \_/ HO—
OH o
acide gallique acide (R)-hexahydroxydiphénique acide chebulique

Figure 1.5 : Structures chimiques de quelques acides hénols[22]
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11.1.4.2.5.2.2 Tanins condensés(Proanthocyanidols)

g 4
B
7 0. fm 5
3 ¥
P
g OH

Figure 11.6 : Squelette moléculaire d’un flavanol [22]
11.1.4.2.5.3 Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques qui représentent un large groupe des
métabolismes secondaires des plantes, ils sont produisent dans toutes les parties du plante et

sont largement distribués dans les aliments et les boissons de la plante [26].

Figure 11.7 : Structure de base des flavonoides [27].
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Tableau I1.2 : Les principales classes des flavonoides [27].

Classe

Les flavones

Les flavonols

Les flavonones

Isoflavonones

Anthocyanidines

Structure

R
= OH
B |
308] [a ] e
]
(]

OH
Ehomin e le

R
= OH
B |
HO ) e
06
OH
OH o

Elawaneale

O Q

Fiavanenes: naringénine (R=H)
riodictyol {(R=011)

HOY (=)
e

Isoflavanes: génistdine

Exemple

Apigénine

Quercétine

Naringénine

Génistéine

Cyandine
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11.1.4.2.5.4 Les coumarines

Coumarines sont des substances phénoliques hétérocycliques oxygéenées de la structure
C6- C3. Elles sont isolées pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le coumarona odorat
[28].

R, = Ry =H : umbelliférone (hydroxy-T-coumarine)

R
1 = R, = OH, R, = H : aesculétine (dihydroxy-6,7-coumarine)
| R, = 0CH,, Ry = H : scopolétine
" ihydmxy-f—m thoxy-6-coumaring)

R, = OH, R, = OCH, : méthyl-4-umbelliférone
(hydroxy-T-méthox y-4-coumarine)

Ry R, =R;=H : skimminc
(hydroaty-T-coumarine-6- D-monoglucoside)
| R, = 0OH, R, = H : aesculine
ttﬁhydm;y . 7-coumarine-B-D-monoglucoside)

/ RL=OE'H,R = H : scopoling
glucose thy:lruxy-?—m thox y-6-coumarine-B-D-moneglucoside)
R, =0H, R, =0CH, :

{m hydroxy-T-Méthoxy-S-coumarine-B-D-monoglucoside
1[4
. psoraline

Figure 11.8 : Structures chimiques de quelques coumarines [29]
11.1.4.2.5.5 Anthocyanosides

Les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles, de
teinte rouge, violette ou bleue, qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Les
anthocyanes sont présents dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides appelés
anthocyanosides. Ces pigments sont tres répandus dans le régne végétal et proche des
flavonoides sur le plan de I’origine, de la structure et des propriétés pharmacologiques [25].
Leur structure de base (Figure 11.9) est caractérisée par un noyau « flavon » généralement

glucosylé en position C3[30].
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R=H
R1=R2=H :Pélargonidine
R1
g R1=0H ;R2=H :Cyanidine
: OH y

R1=0CH3 .R2=H;Péonidie

R1=R2=0H :Delphinidine

R1=0OCH3;R2=0H:Pétuine
OH R1=R2=0CH3:Malvidine

R=Glucose:si la forme mono

glucoside

Figure 11.9 : Structures chimiques de quelques anthocyanidines [31]
11.1.4.3 Les antioxydants synthétiques

Dans [D’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que Ile
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent
un besoin de recherche comme matiére de substitution des sources naturelles comme

antioxydants de la nourriture [32].
11.2 Activité antibactérienne

Le microorganisme, appelés aussi microbes, constituent un ensemble d'organisme
invisibles a 1’ceil nu. Ils ne peuvent donc étre observes qu'a l'aide d'un microscope. C'est en
fait leur seule propriété commune car ils sont par ailleurs, extrémement variés et différents.
On désigne par microorganisme : les bactéries, les protozoaires, les champignons (appelés
aussi mycétes) microscopiques et les algues microscopiques. Comme tous les organismes

vivants, les microorganismes ont pour structure de base la cellule [33].
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11.2.1 Définition des bactéries [34]

Les bactéries désignent des organismes cellulaires simples, dépourvus de
chlorophylle, et visibles uniquement au microscope. Elles sont des éléments, qui
n’appartiennent ni au régne végétal, ni au régne animal et qui d’habitude trouvées en trés
grand nombre parce qu’ils peuvent se multiplier rapidement .Ce sont des procaryotes : leur
ADN est contenu dans un seul chromosome qui n’est pas contenu dans un noyau. Les trois
formes basiques, toutes présentes dans le sol, sont les coques (sphériques ou de forme ovale),
les bacilles (en forme de batonnet) et les bactéries de forme spiralée. Pour 1’essentiel, la
bactérie se reproduit par division cellulaire, ¢’est-a-dire qu’une cellule se sépare en deux et
donne deux cellules qui elles-mémes se diviseront et ainsi de suite. Les bactéries pathogénes
specifiques désignent des germes qui déclenchent une infection caractéristique chez un sujet
sain [34].

Capsul

Paroi cellulaire
Membrane plasmiaye

Flagelle
Nucleoide

Figure 11.10 : Cellule procaryote

11.2.2 Les types des bactéries

11.2.2.1 Bactéries a GRAM négatif

Plus des deux tiers des especes bactériennes répertoriées dans la classification de
BERGEY sont 8 GRAM négatif. C’est a dire qu'elles possédent une paroi et cette paroi est
spécifiguement formé de deux élément: une membrane externe surmontant une couche de

peptidoglycane qui est un composé exclusif des Eubactéries [33].
11.2.2.1.1 Germe Escherichia

Le genre Escherichia comprend plusieurs especes, dont seul E. coli (colibacille) est

potentiellement pathogéne pour I’homme. E. coli est une entérobactérie mobile, commensale

j



CHAPITRE Il LES ACTIVITES BIOLOGIQUES

du tube digestif, capable de fermenter le glucose et le lactose. Il représente 1’espece
dominante de la flore intestinale aérobie, ou il participe & la « barriére » intestinale. La
colonisation du tube digestif commence dés les premiéres heures apres la naissance et le
rythme de division d’E. Coli lui permet de garder pendant toute la vie de I’individu sa place
dominante dans la présence de cette bactérie dans le sol, I’eau est les aliments témoigne
d’une contamination fécale et suggére la possibilité que d’autres bactéries ou virus d’origine
digestive s’y trouvent. On considére que leur présence rend I’eau ou les aliments impropres a

I’utilisation ou a la consommation [35].

Régne Bacteria
Phylum Proteobacteria

Classe Gammaproteobateria
Ordre Enterobateriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia coli [36]

Figure I1.11 : Escherichia coli
11.2.2.2 Bactéries a GRAM positif

Elles sont bien moins nombreuses que les bactéries a GRAM négatif et constituent
également une catégorie morphologiquement, physiologiquement et écologiquement tres
variée, malgré son homogénéité reconnue sur le plan évolutif .Les bactéries a GRAM positif
se caractérisent aussi par la présence d'une paroi cellulaire entourant leur membrane
cytoplasmique. Mais elle est de structure différente de celle des bactéries 8 GRAM négatif.
En effet, elle se compose d'un seul élément uniquement formé d'une épaisse couche de
peptidoglycane et ne comporte pas la membrane externe typiquement présent chez les
bactéries a GRAM négatif [33].

11.2.2.2.1 Germe staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans

pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en
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grecstaphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na Cl et pour
certains jusqu'a 10 et méme 15%. lIs sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans
I'environnement naturel de I'homme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte
densité sur les surfaces cutano — muqueuses des mammiferes.

Il existe une certaine relation entre les especes de staphylocoques et I'hnéte qui les
héberge. S.epidermidis est I'espéce la plus fréquente et la plus abondante sur les surfaces
cutanées de I'nomme. S.aureus est l'espece predominante chez I'homme et autres
mammiferes, lac avité nasale de I'hnomme est sa niche préférentielle.

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogene opportuniste extrémement large qui
s'exerce avec une grande fréquence en milieu hospitalier. L'espéce S.aureus, responsable
d’infections pyogenes de la peau et des muqueuses (furoncle, impétigo, staphylococcie
maligne de la face, staphylococcies bulleuses, etc.), mais aussi osseuses (ostéomyélite),
digestives (entérocolites post-antibiotiques), septicémiques. S.epidermidis un agent de plus

en plus fréquent d’infections nosocomiales [37].

Staphylococcus aureus

Régne Bacteria
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus [36].

Figure 11.12: Staphylocoques

11.2.3 Définition de I'Activité antibactérienne
Le terme "agent antimicrobien™ désigne toute substance utilisée pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et

prévenir les infections [38]. Les agent antibactériens agissent par différent mécanismes et
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peuvent étre utilisés de diverses manieres, selon les objectifs recherchés et selon leur
specificité d'action. Cette derniére peut globalement étre répartie en deux tubes action
bactéricide (ou germicide) pour les agents ayant une action létale sur les bactéries, action

bactériostatique pour les agents qui inhibent la croissance des bactéries sans les tuer [33].

11.2.4 Milieux de culture
La croissance bactérienne peut étre obtenue au laboratoire dans des milieux de culture
qui sont composent d'une solution aqueuse de nutriments, réunissant toutes les substances

requises pour la croissance : carbone, énergie, azote, oligoéléments et autres [33].

11.2.5 Technique d’évaluation de I'activité antibactérienne

11.2.5.1 Concentration Minimale Inhibitrice

L'évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) consiste a déterminer la
plus faible concentration d'un agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la croissance d'un
microorganisme.

La CMI est déterminée par l'utilisation d'une gamme de dilutions de l'agent
antimicrobien, additionnées a une série de tubes d'un milieu de culture liquide, de
composition convenable .Aprés inculcation des espéces microbiennes étudiées et incubation
dans les mémes conditions, la CMI est indiquée par le tube de la dilution & partir de laquelle
aucune croissance microbienne n'est constatée. C’est a dire qu'aucune turbidité ou trouble ne
sont observés dans le milieu.

Cette méthode est utilisée pour I'étude d’agent antimicrobien divers. Elle présent,
cependant, certains inconvénients car elle donne une réponse variable, selon différents
facteurs: la nature de microorganisme testé ainsi que la quantité et la qualité de son
inoculum, la composition du milieu et ses conditions physico-chimiques de culture. Cette
méthode ne permet pas non plus de caractériser la nature lytique ou statique de I'action de
I'agent antimicrobien, puisque ce dernier est maintenu en permanence au contact du
microorganisme testé. Mais la standardisation rigoureuse des conditions techniques
d'application de la CMI permet de comparer I'efficacité d'agents antimicrobiens différents sur
une méme souche microbienne ou l'action d'un méme agent sur des souches d'espaces
differentes [33].
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11.2.5.2 Diffusion dans la gélose

La méthode de diffusion dans la gélose (agar) est particuliérement adaptée a I'étude
de I’action des antibiotique sur la croissance des bactéries Elle permet de déterminer leurs
antibiogrammes, qui rendent compte de la sensibilité spécifique des différentes espéces
bactériennes vis a vis d'antibiotiques donnés .Mais elle peut étre adaptée au test d'autres
agents antimicrobiens.

Elle consiste a utiliser des boites de pétries contenant un milieu gélose convenable,
déja solidifié de la souche microbienne testée. Des disques de papier-filtre, préalablement
imprégnés de quantités connues d'antibiotiques, sont alors places en surface de la gelose.
Durant la période d'incubation, I'antibiotique diffuse dans la gélose a partir des disques, selon
un gradient de concentration jusqu'a une limite de distance ou sa concentration est la plus
faible .Aprés incubation, on constate dans la boite de pétries un développement bactérien
normal dans la gélose, sauf autour des disques d'antibiotiques qui ont une action inhibitrice.
Autour de ces disques, on observe une zone d'inhibition exempte de développement
microbien, avec un diametre proportionnel a la concentration et a I'efficacité de ce type de
test est couramment utilisé dans la détermination de la sensibilité des bactéries pathogenes
aux antibiotique. Les antibiogrammes ainsi définis sont d'un apport décisif dans la
prescription des traitements aux antibiotiques dont l'utilisation est optimisée par I'emploi du
composé auquel la bactérie infectante est la plus sensible.

Il est a noter que pour certains antibiotique, diffusant mal dans la gélose, il est mieux

indiqués de déterminer la CMI en milieu liquide [33].
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I11.1Produit et matériels utilises

Pour realisercetteétude, nous avons utiliséles équipements suivants :

La plaque chauffante, plague CCM, bécher, les tubes aessais, pipette pasteur ,
erlenmeyer,éprouvette graduée,burette,verre de montre,boites de pétries, papiers Filtres,
balance électronique,entonnoir, porte tube, spatule et poire. Ainsi que des Produits et

solvants tels que :1’ Acétate d'éthyle (C4HgO-), toluene(C;Hsg), eau(H20)

, Butanol(C4;HyOH), méthanol(MeOH), acide  Acétique(ACOH), acide
Chlorhydrique(HCL),  bicarbonate(HCO3),vinaigre,  dragendorff,  phénolphtaléine
(C20H140,), acide formique (CH,0,), Acétone (CH3) (,CO), permanganate de Potassium
(KMnQy),iodure de potassium(KI) chlorureferrique (FeCls), hydroxydede Sodium
(NaOH), acidsulfurique(H,SQO4),magnesium(Mg)

I11.2Matiére végetale

Les matiéres végétales utilisées au cours de cette étude sont :

» les feuilles d'olivier (Olea europaea).
» les grains de nigelle (Nigella sativa L.).

111.3. L’extraction

Nous avons coupé les feuilles d’olivieren petits morceaux et nous avons pris les

graines de nigelle pour les utiliser directement dans une étude phytochymique.

La méthode utilisée pour I’extraction est la décoction, qui consiste a faire bouillir 5
grammes de la plante dans 100 Ml d’eau distillée pour en extraire les principessolubles.

L’opération dure de 15-20 minutes.
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Figure 111.1 :Extrait aqueux Figure I11.2 :Extrait aqueux

Nigella Sativa L Olea Europaea
I11.4screening phytochimique

Cette étude nouspermet de détecter des métabolites secondaire présent dans les
plantes étudiées, tel que les alcaloides, les polyphénols, les flavonoides ainsi que les
terpenoides. La présence de ces derniers est attestées soit par la formation d’un précipite

soit par le changement de couleur de la solution.
111.4.1 les saponines

Introduire une petite quantité de chaque extrait dans un tube a essai bien fermé,

ensuite 1’agiter verticalement pendant 30sec et le laisser reposer pendant 15 min.
111.4.2flavonoides

Mettre quelques gouttes d'HCI concentré enprésence de troisou quatre tournures

de magnésium.

Le changement de coloration est observé : virage au rouge (flavones), virage au

rouge pourpre (flavonols), rouge violacée (flavonones et flavanols).
111.4.3 Anthocyanes

Dans un tube a essai contenant de 1’extrait, on Ajoute quelques gouttes de vinaigre

et une petite quantité de bicarbonate. Le couleur vire vers la couleur rouge ou bleu vert

=
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111.4.4 tanin

Ajouter quelques gouttes de (FeCl3) 1% qui permet de détecter la présence
destanins.La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et brun verdatre en

présence de tanin catéchiques.
111.4.5Coumarines

Les tubes des extraits sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et
sont portés a ébullition .Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines

apres examen sous UV.
111.4.6Les alcaloides

Mettre quelques gouttes du réactif de dragendorff dans un tube a essai contenant

I'extrait, si la couleur change au marron foncé ¢a prouve I'existence des alcaloides.
111.4.7Amidon

Quelques gouttes de I'iode (l,) sont ajoutées a la décoction contenue dans un tube
a essai, et on observe le changement de la couleur vers le bleu, ce qui indique la présence

d'amidon.
111.4.8les antioxydants :

Dans un tube a essais contenant le mélange eau distillée, extraits et H2SO4, nous
avons ajouté quelques gouttes de (KMNQO,) diluées et agitées délicatement. La disparition

de la couleur indique la présence des antioxydants.
I11.5. Chromatographie analytique sur couche mince CCM

L’analyse des extraits ont été faites sur une plaque CCM du gel de silice, le type

de plaque est 60 GF254 merck, 0.1 mm sur support d’aluminium (20 x 20 cm).
En utilisant différents systeéme d’¢lution tel que :

» Butanol ; acide acétique ; eau
(60 ; 15 ; 25)

> Butanol ; acide acétique ; eau
(40;10; 10)
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» Acétate d’éthyle ; méthanol ; eau
(10;1;1)

> Butanol ; acide acétique ; eau
(60;15; 35)

> Butanol ; acide acétique ; eau
(40;7;32)

> Acétone ; toluéne ; acide formique
3:;3:1)

Afin de déterminer une meilleure séparation.
I11.6. L’expérience de la corrosion

C'est I’action de I’extrait contenant des molécules oxydantessur un métal pour

voir l'effet qui se produit et s’il peut inhiber la corrosion (oxydation).[2]

Figurelll.3 :Clous de fer enrobé d'aluminium

Tableaulll.1 : Teste de la corrosionHCI

2 3 4 5 6
Le mélange : B ml 4 ml 3 ml 2 ml 1 ml 5 ml de
Extrait d'extrait  d'extraits dHCL +2 dHCL + dHCL + HCI
+HCI +1 ml de ml 3ml 4ml

HCI d’extraits  d’extraits  d’extraits

E



Figure 111.4 :Test de la corrosionHCI

I11.7. Activité biologique

111.7.1. Activité antibactérienne

Ce teste a été réalise au niveau de I’institut pasteur de Msila, sur les deux extraits
aqueux nommeés Nigella sativa L. et Olea Europaea. L’activité antibactérienne a été

déterminée par la méthode de dilution.
I11.7.2. Souches bactériennes

Le teste de I’activité antibactérienne est effectué en utilisant deux souches

Escherichia Coli (gram -) et StaphylococcusAureus(gram +

Figurelll.5 :EscherichiaColiFigure 111.6 :Staphylococcus Aureus
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111.7.3. Milieu de culture

Le milieu de culture destiné au développent bactérien est utilisé pour la réalisation
du teste antibactérien, il s’agit de la gélose mueller hinton, leur composition par litre sont

les suivantes :

Figure 111.7 : la gélose mueller hinton

111.8. Technique utilisée

Cette technique consiste a réaliser des dilutions, décoctions et a les incorporer
dans le milieu gélosé fondu, ensuite ensemencer les souches bactériennes a étudier apres

refroidissement du milieu de culture.

Ce teste permet de connaitre la plus faible concentration qui inhibe chaque bactérie

testée.

e Mettre trois volumes différents (0.5ml,Aml,2ml) de chaque décoction ou ses
dilutions dans une boite de Pétri en lui rajoutant 18 ml du milieu de culture
Muller-Hinton fondu.

e Homogénéiser le mélange par mouvements rotatoires. Laisser prendre la gélose et
si c'est possible la faire séchée plus longtemps pour éviter les gouttelettes d'eau

qui se forment.
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e Ensemencer les boites de Pétri par un inoculum préparé a partir d’une culture
bactérienne pure a l'aide d'une anse de platine par stries.
e Utiliser une boite témoin ensemencée sans aucun extrait.

e Enfin, incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.[1]
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V.1 Screening phytochimique:

V1.1.1 Teste des saponines

La consistance mousseuse gque nous avons remarquée dans les tubes indique la
présence des saponines dans les deux extraits, les résultats sont visibles dans la figure ci-
dessous :

Figure 1.1 : Teste de screening des saponines sur les extraits Nigella Sativa L. et Olea
Europaea

1VV.1.2 Teste des flavonoides

Nous n’avons observé Aucun changement de couleur, ce qui indique I’absence

des flavonoides, les résultats sont présentés dans la figure ci-dessous :

Figure 1V.2 : Teste de screening des flavonoides sur les extraits Nigella Sativa L. et Olea

Europaea
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IV.1.3 Teste des anthocyanes

Nous n’avons observé Aucun changement, ce qui indique 1’absence des

anthocyanes, le résultat est présenté dans la figure ci-dessous :

Figure 1.3 : Teste screening des anthocyanes sur les extraits Nigella Sativa L. et Olea

Europaea

1VV.1.4 Teste des tannins

Figure 1V.4: Teste screening des tannins

L’extrait de nigelle montre une richesse en tannins, contrairement a celui de

I’olivier et ce selon I’intensité de la couleur.

E



1VV.1.5 Teste des coumarines

La présence de quelques traces de fluorescence jaune dans I’extrait de

nigelle montre une faible quantité de coumarines, alors qu’avec 1’olivier elle est absente.

Ci-dessous les résultats obtenus en photo :

Figure IV.5 : Teste de screening des coumarines
IV.1.6 Teste des alcaloides

Nous n’avons observé Aucun changement de couleur, ce qui indique 1’absence

des alcaloides, les résultats sont présentés dans la figure ci-dessous :

Figure IV.6 : Teste de screening des alcaloides sur les extraits Nigella
Sativa L. et Olea Europaea

-



1VV.1.7 Teste des amidons

Nous n’avons observé Aucun changement de couleur, ce qui indique

I’absence des amidons, les résultats sont présentés dans la figure ci-dessous :

Figure I\V.7 : Teste de screening des amidons sur les extraits Nigella Sativa L. et Olea

Europaea
IV.1.8 Teste des antioxydants

Apreés I’ajout de (KMnQy,) la couleur pourpre disparait, ce qui implique la
présence de molécules antioxydantes dans les deux plantes.

1A \

e Y

Figure 1.8 : Teste screening des Extraits aqueux Nigella Sativa L. et Olea Europaea



Le tableau suivant résume les résultats obtenus par le screening phytochimique.

Tableau 1.1 : Résultats de screening phytochimique pour les deux extraits Nigella

Sativa L. et Olea Europaea

saponines Agitation 15s Repose -+

15minutes amm
Acide] organiques L + +
Flavonoides HCI-Mg - -
Anthocyanes HCL et NaOH - -
Tanins FeCls + +
coumarines NaOH sous UV + - -
Alcaloides Dragandroff - -
Amidons lode - -

(+) présence, (-) absence, (+-) faible
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IV.2 Plaque CCM
Tableau 1V.2 : Différents systémes d’élution de CCM
Eluant Uv (366 nm) Uv ( 254nm)

Butanol ; Acide acétique ;

Eau

(60 ; 15 ; 25)

Butanol ; Acide acétique ;

Eau

(40 ; 10 ; 10)

Acétate d'éthyle ;

Méthanol ; Eau

(10;1;1)
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Butanol ; Acide acétique ;

Eau

(60 ;15 35)

Butanol ; Acide acétique ;

Eau

(40;7; 32

Acétone ; Toluéene ; Acide

formique

(3:3:1)

Les systémes utilisés montrent une variabilité dans la séparation des
différents composés des extraits testés. Le BAWL, 2, 4 et AMW sont les meilleurs
systémes de séparation pour 1’extrait de nigelle. Alors que pour I’olivier c’est le BAW1, 2
et AMW qui ont permis une faible séparation des composés de I’extrait. Cela est di a la

présence de molécules polaires dans 1’extrait de nigelle plus que dans 1’extrait d’olivier.
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L’interprétation probable des couleurs sous UV des composés naturals [1]:

Rouge : Anthocyanidine-3-glucoside

Rose : Anthocyanidine-3,5-diglucoside

Orange : Anthocyanidine-3-glucoside

Orange pale : Anthocyanidine-3-glucoside

Jaune : Flavonols

Jaune pale : Flavonols

Vert : Rutine

Bleu sombre : Flavonols, flavonones, aurones

Bleu vif : Hydroguinones

Bleu pale : Acide phénolique

Bleu blanc fluo : Acide phénolique

Mauve : Flavonols, flavonones, isoflavonones, flavones
Violet : Flavonols, flavonones, isoflavonones, flavone
Pourpre sombre : chalcones

VVVVVVYVYVYYVVYYVYYYYVY

Apres comparaison avec la littérature, nous avons révélé la probabilité de
présence d’un seul métabolite secondaire qui est I’acide phénolique.

V.3 L’expérience de la corrosion :

Tableau 1V.3 : Résultats de 1’expérience de la corrosion pour la Nigella Sativa L. et

Olea Europaea

HCL5mlI HCL+ext HCL+ext HCL+ext HCL+ext HCL+ext

Aml+iml  3ml+2ml  2ml+3ml  1ml+4ml  Oml+5ml

Olea 1min 12s 1m 45s 2min 30s  4min 16s 10 min Plus d’une
europaea semaine

Nigella Imin12s 1min23s  1min40s 2min57s 7 min Plus d’une
sativa semaine

Le temps mentionné sur le tableau est celui du changement de couleur des clous.
Les extraits n'‘ont pas un effet inhibiteur puissant de la corrosion, mais ils sont
anticorrosifs et antioxydants, cela est di a la concentration utilisée ou a la technique
d'extraction
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Figure 1VV.9: Les clous dans les extraits sur les extraits Nigella Sativa L. et Olea

Europaea avant et aprés une semaine

Figure 1VV.10 : Resultat de la corrosion sur les extraits Nigella Sativa L. et Olea

Europaea



V.4 Activité biologique
1V.4.1 Activité antibactérienne

Apres incubation de 24h, nous avons récupére les boites de Pétri et nous avons

remarqué les résultats qui sont résumés dans les tableaux ci-dessous.
Tableau I'V.4 : Le résultat de I’activité antibactérienne de I’extrait de Nigella Sativa L

Extrait Concertation Escherichia coli / staphylococcus
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Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne montre une croissance de toutes
les souches sur toutes les concentrations utilisées, ce qui implique que la CMI est
supérieure a 2ml/ml (extrait/milieu de culture) pour les deux plantes. Il se peut que les

extraits soient trop dilués pour avoir un effet antibactérien.
IVV.5 Suivie de la dégradation des extraits

Cette étude a été réalisée par spectrophotométrie UV-Vis, pendant quelques jours,
pour Vérifier si ces extraits peuvent étre employés des jours apres leur préparation ou non.
Mais, il s’est avéré que les décoction se dégradent facilement (Figures : 1V.12 ) puisque
les spectres ne sont pas bien superposables et non alignés. Alors il faut les utiliser

fraiches.

1,000 |~

Abs

0,500 ¥-

0.000

600

Figure 1\V.11 : les quatre spectres de la décoction de I’olivier superposés
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400 600

Figure 1VV.12 : les quatre spectres de la décoction de nigelle superposés
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CONCLUSION



CONCLUSION GENERALE

Le retour a I’utilisation des plantes médicinales et la phytothérapie a recu un

grand intérét dans la recherche des molécules thérapeutiques.

Pour cela, I’étude du screening phytochimique, chromatographique et ’effet
antioxydant, anticorrosif et antibactérien de la décoction des plantes Nigella sativa L et

Olea europea a été réalisée et a donné des résultats intéressants.

Le criblage phytochimique des décoctions des deux plantes a montré une variété
de métabolites: des acides organiques, des tannins, des coumarines, des saponines, et

I’absence des autres molécules.

La chromatographie sur couche mince a permis de vérifier divers systemes de
séparation et de trouver que le mélange Butanol -Acide acétique-Eau et celui d’Acétate
d’éthyle-Méthanol-Eau, a différents pourcentages, était les plus adéquats pour séparer

les constituants qui sont surtout polaires.

L’étude de I’effet inhibiteur des extraits sur la corrosion des clous (qui est une
oxydation) dans ces conditions de concentration était faible, mais les extraits sont plutot

anticorrosifs.

L’effet antibactérien des extraits des deux plantes a été estimé par la technique
des dilutions sur gélose, et la CMI s’est avérée supérieure a 4mg/ml pour les deux

plantes.
Alors que 1’étude spectrale du suivi de la dégradation des décoctions montre une
divergence dans les spectres obtenus ce qui supporte le fait d’utiliser ce genre de

préparations fraichement.

Ces résultats sont encourageants mais nécessitent des études supplémentaires

pour connaitre la composition exacte en utilisant des méthodes plus performantes
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comme ’HPLC et GC-MS. Ainsi que d’autres études pour estimer les autres activités

biologiques.

79



Résume :

Les extraits aqueux (décoctions) de Nigella sativa et Olea europea ont été soumis a
une analyse phytochimique qui a montré la présence de plusieurs composés surtout des
polyphénoles. On a effectue aussi une eétude chromatographique pour connaitre les meilleurs
systemes de séparation. L’évaluation de I’effet anticorrosif, antioxydant et antibactérien
montrent des activités modérées due probablement aux concentrations initial utilisés.

Mots clés : Décoctions, Nigella sativa, Olea europea, Activités biologiques, Polyphénols.

Absract :

The aqueous extracts (decoctions) of Nigella sativa and Olea europea were subjected to a
phytochemical analysis which showed the presence of several compounds, especially
polyphenols. A chromatographic study was also carried out to find the best separation
systems. The evaluation of anticorrosive, antioxidant and antibacterial effect show moderate
activities probably due to the initial dosage used.

Keywords : Decoctions, Nigella sativa, Olea europea, Biological activities, Polyphenols.
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