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Résumé

Dans ce travail , nous sommes intéressés a 1’étude des composes phénoliques, flavonoides et
a I’évaluation des propriétés antioxydants des extraits des deux plantes médicinales Zingiber
officinale et Nigella sativa .Les teneurs en phénols totaux varient de 1,391 a 4,005 mg EAG/g
pour Zingiber officinale et de 0, 859 a 2,556 mg EAG/g pour la plante Nigella sativa ,pour les
flavonoides les teneurs varient de 1,477mg a 2,391 EQ/g pour I’espéce Zingiber officinale et de
1,208 a1,818.mg EQ/g pour I’espece Nigella sativa. L’¢évaluation de I’activité antioxydante de
I’extrait par le test DPPH exprimée avec la valeur d’EC50, montre une activité importante de la

fraction a cétoniques des deux espéces.
Mot clé :

Nigella sativa, Zingiber officinale, DPPH, Activité antioxydant, Flavonoides, poly phénols.
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Introduction

Les plantes médicinales constituent une source naturelle des molécules bioactives qui
sont impliquées dans la médecine traditionnelle et ont évoluées a travers les ages pour la
recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs et la découverte d’un grand
nombre de médicaments qui jouent un réle majeur dans le traitement des nombreuses
maladies humaines (Eddouks et al., 2007).

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et
antioxydants, en faveur des premicres, il est impliqué dans 1’apparition de plusieurs
maladies ; D’artériosclérose, le cancer, les maladies cardio-vasculaires, les maladies
inflammatoires et le processus du vieillissement (Atamer, 2008). Pour éviter les
conséquences du stress oxydant, il est obligatoire de rétablir 1’équilibre oxydant /
antioxydant de I’organisme dont les antioxydants sont des substances naturelles
produites par le corps ou bien apportées par I’alimentation qui retardent, empéchent ou
réparent les dégats oxydatifs (Halliwell et Gutteridge, 2000 et 2008).

En plus, au cours des dernieres années la prévention et le traitement par des
médicaments et 1’utilisation des additifs tels que les antioxydants synthétiques est tres
répondue, mais ces dernieres possédant des effets néfastes sur la santé du
consommateur. (Gido et al.,, 2010) , ce qui nécessite leur substituions par des
traitements naturels.

Parmi ces plantes médicinale, Nigella sativa et Zingiber officinale qui sont
consommeés dans le monde entier comme des épice et un agent aromatisant de I'ancien
temps (Gigon, 2012). Aussi les études récentes montrent que I’huile d’extrait des
rhizomes de Zingiber officinale contient des molécules bioactives tel que les
sesquiterpénes, les flavonoides et les polyphénols qui ont des propriétés curatives
susceptibles de bloquer I’action des EOR et de protéger I’organisme contre les
endommagements oxydatifs et nombreuses maladies (Bruneton, 2009).

Nombreuses recherches scientifiques ont affirmés soit in vivo ou in vitro la
capacité thérapeutiqgue des graines de Nigella et les différentes activités
pharmacologiques; parmi lesquels (I’activit¢ anti-inflammatoire, antioxydant,
antidiabétique, anticancéreuse et antimicrobienne... etc.) .Ces etudes ont confirmés que
les principes actifs qui ont assurés ces activités pharmacologiques se trouve dans les

huiles essentielles de ces graines (Tariq, 2008).



Introduction

L’objectif essentiel de ce travail consiste a estimer in vitro I’activité antioxydante des
différents extraits de gingembre (Zingiber officinale) et les graines de la nigelle
(Nigella sativa)

Notre étude sera répartir sur trois parties :

1. La premiere partie est une synthese bibliographique concernant quelques
géneralités de la phytothérapie, les plantes médicinales, stress oxydatif et les

principales caractéristiques des deux especes étudiées et leurs effets thérapeutiques.

2. La deuxiéme partie est consacrée a:

v Extraction et dosage des phenols totaux et des flavonoides.

v L’évaluation du pouvoir antioxydant par le test de DPPH des extraits
phénoliques

3. Dans la troisieme partie, nous discutons les résultats obtenus lors de cette étude.

4, Enfin, a I’issu de ce manuscrite, une conclusion générale et des perspectives.
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I.La phytothérapie et les plantes médicinales
I.1. La phytothérapie

La phytothérapie (En grec, Photos : végétal et Thérapie : soigner) est I’art de soigner
par les plantes (Morel ,2008). Pendant longtemps, les remédes naturels et surtout les
plantes médicinales furent le principal recours de la médecine de nos grands-parents,
malgré I’important développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la
médecine moderne de traiter un grand nombre des maladies souvent mortelles. Environ
80% de la population mondiale profite des apports de la médecine traditionnelle & base
des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos ancétres (EIl- Rhaffari et
Zaid, 2004). Selon I’O.M.S, la phytothérapie est considérée comme une medecine
traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays dont les pays en voie
de développement. C'est le plus souvent une médecine non conventionnelle du fait de
I'absence d'études cliniques (Clément, 2005). En phytothérapie traditionnelle les plantes
peuvent étre utilisées fraiches, ce qui n'est pas toujours possible, ou séchées, entrant
ensuite éventuellement dans des préparations diverses préservant leurs principes actifs.
On les administre sous forme de teintures alcooliques, macérats, tisanes, compresses,
baumes, etc. (Morel, 2008). Ainsi, c’est ’extrait dans sa totalité qui représente le
principe actif. L’effet observé est le résultat de 1’action commune de ces différents
composants (Beatrix et al., 2013).

1.2. La phytothérapie en Algeérie

L’art de guérir par les plantes est connu et pratiqué en Afrique depuis bien
longtemps. Il exploite des savoirs transmis de génération en génération a certains
individus initiés que sont les tradipraticiens de santé et les herboristes. Ainsi, les plantes
médicinales et les connaissances relatives aux plantes médicinales et aux médecines
traditionnelles sont un Patrimoine important au continent africain (Aouadhi, 2010).

En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine
traditionnelle, qui elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé.
Bien souvent dans certaines régions rurales, il est difficile de savoir si 1’herboriste aux
plantes « miraculeuses » n’est pas preféré au medecin moderne (Benmerabet et Abed,
1982). Des chiffres recueillis auprés du Centre National du Registre de Commerce,
montrent qu'en fin 2009, I'Algérie comptait 1.926 vendeurs spécialisés dans la vente
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d'herbes médicinales, dont 1.393 sédentaires et 533 ambulants (Aouadhi, 2010). La
capitale en abritait, a elle seule, le plus grand nombre avec (199) magasins, suivie de la
wilaya de Sétif (107), de Bechar (100) et d’El Oued avec (60) magasins (Aouadhi,
2010).

1.3. Les Avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages .N’oublions pas que de tout temps a I’exception de ces cent
derniéres années, les hommes n’ont pas que les plants pour se soigner, qu’il graisse de
maladies bénignes , rhume ou toux plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la
malaria. Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution
quasi universelle aux infections graves décroit, les bactéries et les virus se sont peu a
peu adaptés aux meédicaments et leur résistent de plus en plus ).la phytothérapie qui
repose sur des remédes naturels est bien acceptée par I’organisme, et souvent associée
au traitement classiques. (Iserin et al., 2001)

I.4. Les plantes médicinales

La définition d’une plante médicinale est trés simple. En fait il s’agit d’une plante
qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales
sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986).Environ 35000 espéces des plantes sont
employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de
biodiversité utilisé par les trés humains. Les plantes médicinales continuent de répondre
a un besoin important malgré I’influence croissante du systéme sanitaire moderne
(Elgaj et al., 2007).

La plupart des espéces végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur I’organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en
médecine classique qu’en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les
médicaments sont souvent dépourvus. La raison fondamentale est que les principes
actifs des vegétaux proviennent de processus biotiques répandus dans tout le monde
vivant, alors que I’essentiel des médicaments de syntheése sont des xénobiotiques aux

effets secondaires tres mal maitrisés (Iserin et al., 2001)
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1.4.1. Les plante étudiées
1.4.1.1. Zingiber officinale
1.4.1.1.1. Historique

Le terme « Gingembre » est dérivé du nom Anglais ginvere. Cette plante est aussi
appelé Zingiberies en grec et Zingiberi en latin (Bode et Dong., 2011), bien que dans la
médecine indienne le Zingiber officinale est connu en tant que «vishwabhesaj», qui veut
dire «reméde universel» (Speck et al., 2014).

Depuis plus de 3000 ans, cette plante médicinale ou bien épice orientale (Figure 1) a
traversé la mer Méditerranée pour la premiére fois grace aux phéniciens pour arriver a
I’Europe durant I’Empire romain dés le premier siécle (Gigon., 2012). Le gingembre
s’est répondu aprés dans I’Egypte antique comme un composant des techniques de
momification. La production de gingembre comme une racine tonique est apparue
depuis plus de 5000 ans chez les Indiens et les Chinois pour traiter de nombreuses
affections. Aujourd’hui cette plante est cultivée dans les régions tropicales humides,

bien que I’Inde reste le plus grand producteur (Bode et Dong., 2011)

Figure 1: latige et tubercules de Zingiber officinale. (Santosh et al.,2014)

Nom scientifique : Zingiber officinale
Nom arabe : Zanjabil, Rasafil
Nom frangais  : Gingembre (Brown et al., 2009).
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1.4.1.1.2. Classification (Joladet al. 2005)
Régne : Végetal
Sous- Régne : Trachéophytes
Classe : Liliopside
Sous- Classe : Zingiberidae
Ordre : Zingiberales
Famille : Zingiberaceae
Sous- Famille : Zingibéroidées
Genre : Zingiber
Espéce : Zingiber officinale
1.4.1.1.3. Description botanique
Il existe environ 100 variétés d’espéce que ’on ne rencontre plus que rarement a
I’état sauvage, du moins en ce qui concerne le Zingiber officinale qui est une plante
vivace herbacée, originaire des régions tropicales d’Asie (Braga et al., 2006). Le
Zingiber officinale est divisé en deux parties :

A. Partie souterraine

Elle présente des rhizomes horizontaux et ramifiés, peau beige péle, il devient de
plus en plus fibreux avec 1’age (Faivre et al., 2006), son odeur est trés aromatique avec
une saveur chaude et piquante (Gigon., 2012).

B. Partie aérienne

Cette partie est formée des feuilles et d’une tige de 1.50 métre et peut atteindre 3
meétre de hauteur (Braga et al., 2006 ; Gigon., 2012). On trouve deux sortes de tiges ;
les hautes tiges qui sont stériles, servent a I’assimilation et portent des feuilles alternes,
longues et étroites, alors que les basse tiges servent a la reproduction et ne présentent
pas de feuilles (Braga et al., 2006). Les fleurs de cette plante sont parfumées, blanches
et jaunes avec des trainées rouges sur les lévres. La floraison a lieu entre les mois d’aotit
et novembre. Ses fruits sont des capsules trivalves contenant des graines noires (Faivre
et al., 2006).
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1.4.1.1.4. Compositions chimiques et molécules bio-actives

La majorité des composants chimiques sont situés principalement dans le rhizome,
ce dernier contient essentiellement : L’amidon (60%), des protéines et des lipides (10%)
et 10 a 40 ml /kg d’huile essentielle (volatile) qui est constitué de : Mono et
sesquiterpénes dont les sesquiterpénes représentant le principale composant (30 a 70 %
de I'huile essentielle) (Bruneton., 2009 ; Zadeh et Kor., 2014). Ces huiles sont
variables selon 1’origine géographique, les conditions agronomiques, et si les rhizomes
sont frais ou sec (Mishra et al., 2012). L’oléorésine contient des composés phénoliques
responsables du godt piquant : shagoal, [6]- gingérol, paradol, zingérone (Gigon .,
2012) (Figure 4) et des composés responsables de la saveur trés marque de la drogue
séche ([6]- gingérol) (Bruneton., 2009). Le gingembre contient également quelques
flavonoides comme la quercétine, la rutine, festine, morine, acide gallique, acide

ferulique, acide vanillique (Ghasemzadeh et al., 2010)

0 OH 0
cHg 2
H H
Ve Gingérol Me  Shogaol
0
cha
H
Me 6 paradol

Figure 2 : Quelques composants bioactifs de gingembre (Banerjee et al., 2011)



CHAPITREL: synthese bibliographique

Tableaul : les valeurs nutritionnelles du gingembre (Banerjee et al., 2011).

Nutriment Quantité par 100 g % De Papport journaliers
recommandés
Energie 332 Kcal 17%
Eau 9.94¢ -
Protéines 8.98¢g 18%
Lipides 424 ¢ 6%
Acide Gras saturés 269 -
Omega 3 0.223g 2%
Oméga 9 0.357¢g -
Glucides 57549 21%
Sucre 3.34¢ 4%
Fibres 1419 56%

Minéraux et oligo-éléments

Calcium 114 mg 14%
Cuivre 0.48 mg 48%
Fer 19.8 mg 141%
Magnésium 214 mg 57%
Manganése 33.3mg -
Phosphore 168 mg 24%
Potassium 1320 mg 66%
Sélénium 0.70 mg 1%
Sodium 27 mg 1%

10
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Zinc 3.64 mg 36%
Vitamine A 18 ng 2%
Vitamine B1 0.046 mg 4%
Vitamine B2 0.17 mg 12%
Vitamine B3 9.62 mg 60%
Vitamine B5 0.477 mg 8%
Vitamine B6 0.626 mg 45%
Vitamine B9 34 ug 17%
Vitamine C 5mg 7%
Vitamine E 0.26 mg 2%
/iétabolites secondaires

[6]- Gingerol 21.15 mg -
Lignanes 0,2 mg -
Polyphénols totaux 0,2 mg -

1.4.1.1.5. Usages traditionnels et thérapeutiques

Le gingembre fut connu des anciens comme épice aromatique. Il est connu en tant
que remeéde universel, et conseillé comme digestif, diurétique, apéritif, contre la fiévre,
la toux, la Mauvaise haleine et les fermentations intestinales. Autrefois, on appliquait un
morceau de gingembre écrasé sur les blessures pour prévenir le tétanos, en usage
externe. Il rentre aussi dans a composition d’une lotion antirhumatismale utilisée en
médecine populaire (Chrubasik., 2005).

Au cours des dernieres années le gingembre est utilisé pour traiter certaines

anomalies (Malhotra et Singh., 2003) en raison de ses activités biologiques.

11
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v' Action anti-inflammatoire

Le gingembre permet d’abaisser certaines douleurs grace a ces composées shagoal,
[6]- gingérol et paradol :
1. Les douleurs musculaires et articulaires (I’arthrite, 1’arthrose et les

rhumatismes).

2. Les blessures et les fractures.
3. Les cedémes et les douleurs intestinales (Grzanna et al., 2005).
Aussi bien, le gingembre modulerait certaines voies biochimiques activées lors d’une
inflammation (Grzanna et al., 2005) ou le [6]- gingérol est un puissant inhibiteur de la
synthése du monoxyde d’azote, des prostaglandines E2 par inhibition de COX-1, COX-2
(Efthimiou et Kukar, 2010).

v" Action hypoglycémiante

Le gingembre baisse la glycémie et permet une meilleur réponse a I’insuline, de ce
fait il est conseillé pour les personnes diabétiques (Mobasseri et al., 2013; Mozaffari
etal., 2014).

v" Activité anti- bactérienne et antivirale

Les études récentes réalisées sur I’huile, I’oléorésine, les extraits et les molécules
actives du gingembre dévoilent diverses propriétés, soit activité antivirale respiratoire,
anti-VIH1 (Lee et al., 2008; Chang et al., 2013 et Schnitzler et al., 2007); soit activité
antibactérienne. 1l réduit les symptdmes de la fiévre, les états grippaux, la toux, les

angines, I’asthme et les allergies (Platel et Srinivazan., 2004)

v Action antioxydante

Le gingembre entre dans la formulation des produits cosmétiqgues comme les
poudres de massage. Il est trés intéressant sur le plan cosmétique puisqu’il contient
plusieurs composés antioxydants. Ces derniers protégeant les cellules contre les
dommages causés par les radicaux libres (un des facteurs responsables du vieillissement
cutané). Il contient également du cuivre, nécessaire a la formation du collagéne
(protéine servant a la structure et la réparation des tissus cutanés). Des études ont
montré son effet sur les rides et 1’élasticité de la peau (Baobab., 2011). Cette propriété

antioxydant de Zingiber officinale est liée au gingérol qu’il contient (Sharma et al.,
12
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2009) . Aussi la consommation de gingembre aide a lutter contre 1’action des radicaux
libres et de prévenir les maladies neurodégéneratives et certains cancers comme le
cancer de la prostate (Aggarwal et Shishodia., 2006 ; karna et al., 2012). Aussi bien il

améliore I’efficacité d’un traitement du cancer cervical (Sharma et al., 2009).

Son golt piquant est parfois utilis¢é pour masquer le golt désagréable d’autres
médicaments (Van Wyk et Wink., 2004). L’association d’un repas protéine a du
gingembre diminue de facon importante les nausées retardées observées apres une
chimiothérapie et permet de réduire 1’utilisation d’un traitement antiémétique (Gigon.,
2012). Cette plante posséde un effet antiulcéreux tres proche de celui du médicament
« Omeprazole » (Uz Zaman et al., 2014).

v" Autres utilisations

Plusieurs essais cliniques sur des femmes enceintes, ont démontré que le gingembre
était plus efficace que la vitamine B6 et aussi efficace qu'un traitement sur les nausees et
les vomissements pendant la grossesse. Cette propriété antiémétique s’est confirmée
pour la prévention des patientes en chirurgie postopératoire (gynécologie, laparoscopie)
(Gigon., 2012).

1.4.1.2. Nigella sativa (figure03)
1.4.1.2.1. Historique et utilisation traditionnelle

L’utilisation thérapeutique de cette plante remonte a des temps tres anciens. Des
fossiles du début du Crétacé (-250 millions d’années) prouvent 1’existence des Nigelles
a la Fin de I’Ere secondaire (Batkanu., 2005), la civilisation égyptienne a citée Nigella
comme médicament pour traiter la toux et les maladies pulmonaires. La civilisation
gréco-romaine, notamment grace a Hippocrate (460-377 av. J.-C.), ont mentionné prés
de 400 remedes a base de plantes dont la Nigella, 1l conseillait de griller les graines et
de les réduire en poudre, puis de placer cette préparation dans une bourse en tissu et
d’inhaler quotidiennement pour désobstruer les voies nasales (Al-Nassim, 1984), aussi
dans la dyspnée et dans le traitement de 1’asthme et des bronchites. Cette méme
préparation, prise avec de 1’eau bouillie, possede des actions diurétiques et dissolvantes
des calculs rénaux (Ibn-sina, 1972). D’autre part, la prise de I’huile de Nigella avec de
I’huile d’olive était trés réputée comme aphrodisiaque. A la Nigella on reconnait aussi

des propriétés emménagogues, galactagogues, abortives, vermifuges et ténicides.
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Figure 3: Fleur et graines de Nigella sativa (www:.vitaality.fr).

Nom scientifique : Nigella sativa L.
Nom en Arabe : Habbah el baraka, El habbah sauda, Sino dj.

Nom en Francais : Nigelle cultivée, cumin noir, poivrette (Ghedira., 2006).

1.4.1.2.2. Classification

La classification botanique de Nigella sativa est basée sur les criteres

morphologiques, Anatomiques et chimiques. Cette plante fait partie de:

Régne: végétal
Embranchement: Spermaphytes
Sous-Embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotylédones
Ordre: Renonculales
Famille: Renonculacée
Genre: Nigella
Espéce : Nigella sativa (Guignard., 2001)
1.4.1.2.3. Aspect botanique
Nigella sativa est une plante herbacée, annuelle, a tige dressée, cbtelée, anguleuse et
rameuse d’une soixantaine de centimétres de hauteur, portant des feuilles bi ou

tripennatséquées, oblongues ovales, composées de segments lancéolés oblongs, au

pétiole pubescent. Les fleurs sont solitaires, axillaires et terminales, bisexuées, radiales,
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tres riches en nectar. Chaque fleur posséde huit cornets nectariferes, une levre inférieure
bilobée dont les lobes se terminent en une protubérance émoussée, et une lévre
supérieure poingconnée (figure 04). 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 I’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 (Bonnier., 1990 ; Ghedira., 2006).

Figure 4 : Aspect morphologique de la plante Nigella sativa (D’apreés Guignard, 2001)

1.4.1.2.4.Composition biochimique

Les études photochimiques effectuées pour déterminer la composition chimique et les
principes actifs des graines de Nigella Sativa, ont révélées qu’elles sont riches en
plusieurs constituants (métabolites secondaires et primaires), dont la teneur varie selon
les conditions géographiques et climatiques, ainsi que les méthodes d’extraction et de
détection.Les recherches sur la composition des graines de Nigella sativa ont débuté en
1880 avec Grenais, (Grenais., 1880). Par la suite, d’autres études ont montré la
présence d’une diversité de substances naturelles regroupant des lipides, des dérivés
terpéniques, des flavonoides, des alcaloides et des saponines, cette plante constitue
également une importante source de protéines et de sels minéraux : phosphore, calcium,
potassium, magnésium et sodium. Elles contiennent aussi des monosaccharides tels que

le glucose, rahmnose, xylose, arabinose et des polysaccharides non amidonnés sous
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forme de fibres alimentaires (Zahoor et al., 2004). La composition chimique de Nigella
sativa est récapitulée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2 : Composition des graines de Nigella sativa (AL-Beihai et al., 2009).

Composition| Glucides | Protéines | Huiles Lipides | Cendres Eau
volatiles
Teneur en% 32,2 22,75 0.45 36,25 4,86 4.4

v"  Les Protéines

La graine de Nigella sativa est trés riche en protéines (20 a 26%). L’analyse des
acides aminés de 1’hydrolysat de ces protéines révele la présence de 17 acides amings, y
compris 8 acides aminés essentiels. 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 ; EI-
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). La protéine la plus
étudiée jusqu’a maintenant est la lipase qui catalyse les réactions de Trans estérification
(Tutter et al., 2003.)

v' Lipides

Les graines de Nigella sativa contient environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus de
30% d’huiles fixes (Dominical et al., 1991; Hashi et al., 1982) et 38% de lipides totaux
dont les phospholipides (Martin., 2001). Les acides oléique et linoléique sont les deux
acides gras majeurs de I’huile de Nigella sativa, ils constituent 75% des acides gras

totaux (Abdel et al., 1993).

v" Flavonoides

Les Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en flavones. Les plus
abondants sont la catéchine et I’apigenine qui représentent respectivement 7,26% et

6,83%.0n y trouve aussi la flavone, I’amentoflavone, la quercitrine et 1’épicatéchine
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avec des proportions respectives de 3,4%, 2,91%, 2,56% et 1,28% (voir tableau 03)
(Bourgue et al., 2008).

v" Alcaloides

Les graines de Nigella sativa contiennent également des alcaloides ; nigellidine
(ATA-Ur-Rahman et al.,1985) et nigellidine, ayant un noyau indazol (ATA-Ur-
Rahman et al. 1995), I’iso quinone nigellidine (ATA-Ur-Rahman et al. 1992) et son
N'oxyde (Attar-Rahman et al. 1985), et les alcaloides di terpénes Dollabllane-types
nigellamines A1,A2, B1, B2 (Morikawa et al., 2004), A3, A4, A5, et C (Morikawa et
al., 2004)

v" Polyphénols

Les polyphénols de Nigella sativa sont les plus actifs pharmaco logiquement. A
partir de I'huile, quatre constituants ont été isolés et identifiés structuralement par HPLC
et RMN ; la thym quinone, le dithymoquinone, le thym hydroquinone et le thymol
(Gilani et al., 2004 ; Ghedira., 2006).

Tableau 3: Les principaux flavonoides de Nigella sativa (Bourgue et al., 2008)

Flavonoides La teneur (mg/100g9)
v'Quercétine v 2.56
v'Epicatéchine v 1.28
v'Catéchine v 7.26
v Apigénine v 6.83
v Amentoflavone v 291
v" Flavone v 34

4.1.2.5.Activités biologiques et propriétés pharmacologiques

Durant les vingt derniéres années, plusieurs travaux ont porté sur 1’étude de Nigella
sativa, notamment sur les effets dus aux extraits de la graine de cette espéce ainsi
qu’aux principaux constituants (notamment le thym quinone) sur divers systemes

biologiques ou non biologiques (in vivo et in vitro) (Ghedira et Le Jeune., 2010),
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parmi les propriétés thérapeutiques de la plante en médecine moderne, on cite

brievement les plus importants.

v Activité antioxydante

L’huile fixe de Nigella sativa ainsi que le thym quinone (composé majoritaire dans
L’huile essentielle) inhibe la lipoperoxydation lipidique non enzymatique dans les
liposomes (Houghton et al. 1995). La thymoquinone, le carvacrol, le trans-anéthole et
les4 terpinéols (composés majoritaires de 1’huile essentielle) exercent un important effet
piégeur des radicaux libres (Burits et Bucar., 2000). Ces mémes constituants sont
responsables des propriétés antioxydants variables sans présenter d’effet pro-oxydant
(Swamy et Hua., 2003 ; llhan et al., 2005) . L’huile fixe et ses fractions, lipides
neutres, glycolipides et phospholipide, montrent une activité antioxydante vis-a-vis des
deux radicaux libres stables (DPPH et le radical glavinoxyl). Cette activité antioxydante
est corrélée avec la teneur en acides gras polyinsaturés, en composeés insaponifiables et
en phospholipides, de méme que la valeur peroxyde initiale de I’huile (Ramadan et
Morsel., 2003).

v' Activité anti-inflammatoire

La propriété anti-inflammatoire des graines de Nigella sativa est bien reconnue
Depuis des siecles, elle est recommandée pour le traitement des maladies
inflammatoires. Plusieurs travaux rapportent que la thym quinone (TQ) est le principe
actif essentiel responsable de I’effet anti-inflammatoire des extraits de Nigella sativa; la
TQ s'est avérée étre un puissant inhibiteur de la thromboxane B2 et des leucotrienes B4
par I’inhibition respective des cyclo oxygénase et lipooxygénase (E1l-Dakhakhny et
al., 2002 ; Hajhashemi et al., 2004). C’est un inhibiteur efficace de la production des
leucotrienes par I’inhibition de la Leucotriéne-C4-synthase (LT4 synthase) (Mansour et
Tornhamre., 2004). Plusieurs auteurs ont étudié I’éventuelle activité anti inflammatoire
d’extraits ou des composés purs issus de Nigella sativa, En 2002, EI-Mahmoudy et ses
collaborateurs démontrent que la TQ inhibe la production de NO par la réduction de
I’expression de I’ARNm du NOS.Cependant, I’activit¢ de 1’huile fixe sur les cyclo
oxygénases et lipo oxygénases est plus importante que la TQ elle-méme; 1’activité anti-
inflammatoire n’est pas donc entierement due a la présence de la TQ. Des acides gras
insaturés de type C20: 2 semblent étre impliqués. Donc les composants des huiles de

Nigella sativa agissent avec trois types de mécanismes anti-inflammatoires ; I’inhibition
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de la production d’eicosanoides, I’inhibition de la synthése de prostaglandines et la
diminution de la production de monoxyde d’azote (Houghton et al., 1995 ; Gilani et
al., 2004).

v' Activité antibactérienne

Les différents extraits des graines de Nigella sativa présentent un large spectre
d’inhibition vis-a-vis de nombreuses souches bactériennes. Telles que; Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa (Hanafy et Hatem., 1999 ; Morsi., 2000 ; Khan et al., 2003).L’huile de la
Nigelle posséde un pouvoir inhibiteur supérieur a celui de la gentamicine sur une
vingtaine de souches de Listeria monocytogenes (Nair et al., 2005).Différents extraits
de la graine ont été testés vis-a-vis de germes anti bio résistant (16 Gram négatifs et 6
Gram positifs), les alcaloides totaux et le décocté sont révélés étre les extraits les plus
actifs, notamment a 1’égard des bactéries a gramme positif (Mors., 2000). De méme,
L’extrait méthanoique et hexanique possédent aussi un effet inhibiteur trés considérable
sur Candida albicans, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeroginosa
(Mashhadian et Rakhshandeh, 2005). L’huile fixe présente également une excellente
activité antifongique, notamment sur Aspergillus Niger (Aggarwal et al., 1979). Par
ailleurs, I’extrait a 1’éther et la thymo quinone exercent une activité inhibitrice sur huit
espéces de dermatophytes (Aljabre et al., 2005). En plus des activités antibactériennes
et antifongiques, 1’huile de Nigella sativa posseéde aussi un effet antiviral vis-a-vis le

virus de I’herpés : cytomégalovirus murin (MCMV) (Salem., 2005).
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Il. Le stress oxydant

11.1 Définition

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

principalement (Rolfe et Brown., 1997; Koppenol., 2001; Atamer et al., 2008)
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Figure 5 : Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

11.2 . Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule tres réactive contenant
un ou plusieurs électrons non paires dans ses orbitales. Ce déséquilibre n’est que
transitoire et il est comblé soit par 1’acceptation d’un autre électron soit par le transfert
de cet électron libre sur une autre molécule. Ces espéces radicalaires trés instables et

tres réactives sont produites d’une maniére continue, dans de nombreux phénoménes
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biologiques (Tremellen.,2008). Les radicaux libres sont indisponibles a la vie parce
qu'ils participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux
cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par
apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la
régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones. Mais de
fagon générale, les radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une série de
réactions en chaine. Leurs durée de vie est trés courte (10-4s) et leur réactivité reéside
dans la recherche d’un électron afin de ré-apparier leur électron célibataire (célibataire
(Halliwell., 1994).

I1.3. L’origine des radicaux libres

Les facteurs responsables de I'augmentation de la production de radicaux libres par
I'organisme sont appelés facteurs oxydants. Ils se divisent en deux facteurs endogéenes et

exogenes.

1. La production endogéne

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

cellulaires :

-Les mitochondries : Une des plus grandes sources endogenes de production de
radicaux libres, organite utilisant de I'oxygéne pour produire de I'ATP. cellulaire, 95 a
99 % de l'oxygene consommé est réduit en eau. moléculaire par les cytochromes
respiratoires cellulaires s'accompagne d'une formation parallele d'environ 2% d'ions
super oxyde, d'eau ((Sturtz L et al.,2001).

-Les microsomes : La production des radicaux libres ensuivre parallélement une

activation de I'oxygéne par le cytochrome P-450 pour assurer les biotransformations.

-Le cytosol: C'est localisation des différentes réactions enzymatiques responsables a la
production du (O2). La réduction de I'oxygéne par un électron pour devenir un anion
superoxyde nécessite d'un cofacteur c'est le NADPH et des différentes enzymes. Parmi
ces enzymes qui ont permettant cette réaction les plus important sont: La xanthine
oxydase, la NADPH oxydase et aussi les enzymes du réticulum endoplasmique lisse
(cytochrome P450) et celles de la chaine respiratoire mitochondriale (Cai et Harrison.,
2000)
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2. La production exogene

Les agents exogenes générateurs des ROS continue d’attaquer toujours 1’organisme
humain est obéissante a leur agression (Favier.,2003).
-Les rayonnements UV: les radiations UV provoquent particulierement des
dématements au niveau de I'ADN (Sutherland et al.,1980). Les radiations ionisantes
induisent la synthése de radicaux libres dérivés de 1’oxygeéne tels que : (02. ), (OH.),
(02) et les molécules génératrices des radicaux libres par I’intermédiaire d’agents photo
sensibilisants.
-Le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2): Sont formés par les Nitric
Oxyde Synthéases (NOS). lls sont des toxiques présents dans notre environnement comme par
exemple: suie, goudron, tabac, polluants industriels. En plus, sont également responsables de

la synthese des radicaux libres.

-L'alimentation: comme 1’alcool, les aliments riches en protéines et en lipides pouvant
étre a l’origine de la production des radicaux libres, donc ils ont une faible
consommation des antioxydants (Hu et al.,2006; Moller et al.,1996).

- Certains médicaments: les médicaments qui sont utilisés comme un traitement contre
le cancer (anticancéreux comme les anthracyclines) peuvent provoquer aussi la
production des radicaux libres (Moller et al.,1996).

11.4. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides),
mais aussi des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des
métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi
réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement
peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique.

11.4.1. Les dommages oxydatifs a I'ADN

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

cassures de brins, des pontages inter et intra brin (Sorg.,2004).
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11.4.2. Les dommages oxydatifs aux lipides

Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de la
présence des doubles liaisons, comme par exemple I'acide linolénique. L'origine des
réactions radicalaires sont assurés par peroxydation lipidique qui se traduit par le
rancissement (Wang., 2008).

11.4.3. Les dommages oxydants aux protéines

Au cours du stress oxydant, les protéines subissent des modifications soit en
présence de métaux de transition, soit de l'action des radicaux libres (Halliwell et
Gutteridge.,1990). La formation de groupement carbonyles résulte lorsque les radicaux
libres réagissent avec le groupement radical des acides aminés. Le dosage plasmatique
des protéines carbonylées est actuellement le marqueur d’oxydation avancée des

protéines le plus utilisé (Stadtman.,1993 ; Dalle-Donne et al.,2006).

11.4.4. Les dommages oxydants aux sucres

L'oxydation du glucose peut libérer des céto superoxydes en présence des métaux,
et entrainer également la coupure de protéine et leur attachement du céto- aldéhyde.

(Chevion et al.,2000) .1 formant aussi un dérivé de produit de glycation avance.

11.5. Les systemes de défenses antioxydants

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

Les antioxydants sont des systemes enzymatiques ou non-enzymatiques (figure N°6)

23



CHAPITREL: synthese bibliographique

Systémes
antioxydants enzymatique

/ Glutathion peroxydase
y
Effet protecteur Caroténoides, vitamine
E, Flavonoides, vitamines A et C
//
/ Petites prtienes (métallothionéine)
AN
Oligoéléments (Zinc, Sélinium, ect..) \\
N

Figure 6 : Pyramide des systémes de défenses antioxydants (Goudable et Favier, 1997).

Systémes antioxydants |
non

11.5.1. Les antioxydants:

Toute substance qui retarde, empéche ou répare les dégats oxydatifs d’une molécule
cible est appelé antioxydante (Halliwell et Gutteridge.,, 2000 et 2008). Les
antioxydants sont aussi des molécules naturellement produites par le corps ou bien
apportées par 1’alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux lors du
stress oxydant (Halliwell et Gutteridge ., 2008). Les antioxydants peuvent étre classes
selon leurs origines en deux classes les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
(Delattre et al., 2005).
11.5.1.1. Antioxydants enzymatiques

v Les superoxydes dismutases (SOD) :

Les (SOD) représentent la premiere ligne de défense pour éliminer les ROS et ce
sont les enzymes antioxydants les plus importantes (Higashi et al., 2009; Wassmann et
al., 2004).

v Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)

La (GPx) est présente dans les liquides extracellulaires (sang), dans les cellules au
niveau du cytoplasme et dans les membranes. Leur role principal est d’assuré la
réduction du (H202) en H20 et O2. Lors de sa réaction deux molécules de glutathion
(GSH) réduit sont oxydées en glutathion-Disulfure (GSSG) (Droge.,2002 ; Packer et al
1997).
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Dans chacune de ces réactions, une molécule de glutathion oxydée et obtenue, pour
perdurer cette réaction, il doit y avoir un taux constant de GSH, ce qui est rendu

possible par la glutathion réductase (GR).

v' Catalase (CAT)

Le peroxyde d’hydrogeéne généré notamment lors de la dis mutation de 1’anion
superoxyde est dégradé par la CAT qui est donc le responsable a leur detoxification.
Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges, elle se retrouve
préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol. La
CAT est formée de quarte chaines polypeptides, chacune porte un groupe héme (Fe),
qui constituent les sites actifs de la catalase qui a une tres grand affinité pour I'H202 par
contre aux globules rouges qui ont une faible affinité pour I'H202, seulement lorsque
les teneurs en peroxyde d'hydrogene sont accrues (Droge.,2002 ; Packer et al 1997).

11.5.1.2. Antioxydants non enzymatiques:

Ce sont des nutriments naturellement amenés par des composés endogéne ou par
I’alimentation, ils ont la capacité de trappé les espéces oxydantes en captant leur
électron libre et en formant ainsi des especes plus stables qui pourront étre éliminées par
d’autre systémes antioxydants. Les principales molécules sont les oligoéléments,
I’Ubiquinones, le cytochrome c et les vitamines E et C.

v" Lavitamine C:

La vitamine C ou ’acide ascorbique est considérée comme le principal antioxydant
hydrosoluble. Elle possede une trés bonne réactivité envers plusieurs ERO comme le
HOe, le O2¢-, le NO2e, 1’102 (Carr et Frei., 1999). Ainsi, elle empéche 1’oxydation
des LDL produites par divers systemes générateurs d’especes réactives de 1'oxygene
(ROS). Lors de son oxydation en acide dé hydro ascorbique, elle passe par une forme
radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) (Chen et al., 2000), qui joue un rdle

essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée (Valko., 2011).
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HO OH

0 CH—CH,0

OH

Figure 7: I’acide L’ascorbique (Elise, 2008)

v'  Lavitamine E:

La vitamine E est considérée comme 1’antioxydant liposoluble le plus important
(Halliwell et Gutteridge., 2008). Leur forme naturelle inclue quatre tocophérols
isomeres a, B, y, 0, avec une activité antioxydante variable dont I’alpha tocophérol (a-
Toc) est la forme la plus active. La vitamine E est un bon protecteur des lipides contre la
peroxydation lipidique. En effet, elle réagit tres rapidement avec les radicales

peroxydations lipidiques (Halliwell et Gutteridge., 2008).

165)

OH

CH,

17

CH;

Figure 8: Structure chimique d’a-tocophérol (Mohammedi, 2013).
v' Caroténoides :
Les caroténoides forment un groupe de pigments colorés retrouvés et synthétisés
dans de nombreuses cellules végétales et sont divisées en caroténoides a chaine

oxygénée et ceux a chaine non oxygénée. Certains caroténoides (surtout les B-carotenes)

sont des précurseurs de la vitamine A. In vivo, les capacités antioxydantes des
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caroténoides sont donc bien supérieures a leur capacité pro-oxydante, notamment en
présence d’un foyer de peroxydation lipidique (Halliwell et Gutteridge., 2008)
v" Polyphénols :

Sont des molécules possédant plus de deux groupes aromatiques —OH et au moins un
noyau aromatique benzene. Les polyphénols sont impliqués dans la prévention des
diverses pathologies associées au stress oxydant grace a leurs propriétés antioxydants
(Rock., 2003), et peuvent inhiber la peroxydation lipidique et détruisent certaines
especes réactives telles que HOe¢ et NO2e par abstraction d’un de leurs atomes
d’hydrogene. Certains peuvent réagir directement avec 1’ion superoxyde O2e-

(Halliwell et Gutteridge, 2008).
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CHAPITREII: Matériels et méthodes

1. Objectif

Ce travail a été realise au sein du laboratoire de biochimie, département de biologie
universite de Ammar Télidji-laghouate, il a pour objectif 1’évaluation de I’activité
antioxydante de quelques extraits des deux plants médicinale Nigella Sativa et
Zingiber officinale. Les méthodes et les matériels expérimentaux utilisés sont décrits
comme suit :

2. Matérielle végétale

Les rhizomes frais de « Zingiber officinale » et les graines de «Nigella sativa»
utilisés dans ce travail sont achetés chez un herboriste dans la région de Laghouat
(figure 9).

Figure 9 : Rhizomes de gingembre et graines de Nigella. (WWW.VITAALITY.FR)
2.1. Produits chimiques

Les reactifs et les solvants utilisés sont : hexane, dichlorométhane, acétone,
méthanol, éthanol, eau distillé, carbonate de sodium (NazCO 3), Folin Ciocalteu, Alcl3
(trichlorure d’aluminium), DPPH (diphényl picryl-hydrazyl), Quercétine, I’acide
gallique.
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3. Méthodes
3.1. Préparations des plantes

Les rhizomes de gingembre ont été lavés plusieurs fois et coupés a I’aide d’un couteau en
petits morceaux puis, aprés séchées a 1’air libre, a 'ombre et a température ambiante pendant

plusieurs jours. Ces morceaux sont broyés a 1’aide d’un mixeur électrique.

Les graines de Nigella sativa sont broyé dans un mixeur jusqu’a obtention d’une
poudre fine.

3.2 .Préparation des extraits

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules contenues dans la plante en
utilisant des solvants organiques qui accélérent et augmentent le rendement
d’extraction.

Pour une manipulation plus aisée, nous avons choisi des lettres pour nommer les deux

plantes étudiées d’ou: «ZO » signifié ’espece Zingiber officinale et «NS» Nigella

Sativa.
La méthode d’extraction est effectuée comme décrit dans les travaux de (Diallo et
al., 2004) . Le protocole consiste a des macérations successives dans cing solvants a

polarités croissantes : Hexane, Dichlorométhane, Acétone, MeOH, Eau. (Figure 9 et 10)

Figure 10: Etapes de I’extraction et le fractionnement des graines de Nigella sativa et
rhizomes de Zingiber officinale.
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40 a 100 g de matiére végétale

—

Macération dans 200ml d’ hexane (24h)

(1/2) des résidus

l

200ml DCV (24h)

}

Résidus de la macération

!

200ml ACT pend 24h

l

Résidus de la macération

|

200ml MeOH pend 24h

l

Résidus de la macération

|

200ml Eau pend 24h

/

[

Filtration

\

Fraction (1) HEX

Filtration

l

Fraction(2) DCM

Filtration

l

Fraction(3) ACT

Filtration

l

Fraction(4) MeOH

Filtration

l

Fraction(5) Eau

Figure 11: Le protocole expérimental de 1’extraction.
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4. Calcul du rendement

Le rendement de 1’extrait brut est calculé par la formule suivante :

R% = (m/m0) x100

R% : Rendement exprimé en %
m :Masse en gramme de I’extrait sec résultant
mO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

5-Tests photochimiques
5.1Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques des différents extraits des graines a été estimée par la
méthode de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007) qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de
la mixture phosphotungstique (Wo4‘2)phosphomolybdique (M004‘2) de réactif de Folin par
le groupement oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption & 760 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé

et al., 2005).

5.2.Mode opératoire

250 ul de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 50 pl d’échantillon ou standard
(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 3 min, 1 ml d’une solution de
carbonate de sodium (4%) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 30min d’incubation a

température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 760nm contre le blanc (50ul Eau distillée).

5.3.La courbe d’étalonnage

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0,035-0,35 mg/ml) et est exprimée en mg
d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere vegétale (mg EAG/g).
6.Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier

les flavonoides dans les extraits de NS et ZO.
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6.1.Mode opératoire

0,5 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) est ajouté 0,5 ml de la solution

d’AICI3 (2% dans le méthanol). Apres 15 minutes de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm.

6.2.La courbe d’étalonnage

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec
la quercétine (0,006-0,022 mg/ml) et est exprimée en mg d’équivalent de quercétine par
gramme de matiéere végétale (mg EQ/g).

7. L’activité antioxydante

L'activité antioxydante de de «ZO» et «NS »a été realisée par le test DPPH, cette
méthode utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrazyl) comme un radical libre
relativement stable pour étudier 1’activité anti radicalaire des différents extraits
(Mansouri et al., 2005). Dans ce test les antioxydants réduisent le DPPH ayant une
couleur violette en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine, (Figure 11) dont
I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu & donner des protons (Sanchez-Moreno., 2002).

DPPH+AnNtioxidant(Red) === DPPH (red) +Antioxidant (ox) (rolland., 2004)

3 ":'?hh'[ =, 27N
A A, | I i )
N Y + Antioxydant-OH N 51:,_&”__,.*.;2 + Antioxvdant-O
Me MNH
ON_ _ l,,_H _NO, oN_ o
o’ - e
Sy :‘}“;.-' g
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH. (rolland., 2004)
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7.1 Mode opératoire

100 pl de I’échantillon ou standard (vitamine C) sont ajoutés a 1mL DPPH (100
uM), aprés 30minutes d’incubation a I’obscurité et & température ambiante, la lecture

de I’absorbance est faite contre un blanc a 517 nm a ’aide d’un spectrophotomeétre.

7.2. Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule

suivant :
Ac—Ae
Ac

% d’inhibition = x 100

Ac : absorbance du contrdle.
Ae : absorbance de 1’échantillon testé.

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur 1Cs0 qui est la concentration du substrat
qui cause la perte de 50% de I’activité du DPPH (Smarth et al., 2008), et les résultats ont été

exprimeés par la moyenne de trois mesures.
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CHAPITRE I11:Résultats et discussions

1. Résultats du rendement d’extraction

Dans notre travail, nous intéressons aux procédés d’extraction a partit d’un solide (la

partie aérienne de la plante pour NS et souterraine pour ZO). Les rendements

d’extractions ainsi que 1‘aspect et la couleur des extraits sont présentés dans le tableau et

la figure suivants :

Tableau 4: Rendement d’extraction des composes phénolique de «ZO» et «NS».

Les Extrait Rendement% Aspect et couleur
Z0 NS 70 NS
HEX Marron huileuse  Vert huileuse
DCM 2,23 17,48 Noir Visqueux Vert huileuse
I:A(;(-;H jzég 3:% Ma.rr<.)n huileuse Marron v.isq.ueux
Noir liquide Marron liquide
Eau 13,35 7,94 M liquid M liquid
876 7.64 arron liquide arron liquide
20 -
18 - 17,48
16 -
14
12 -
10 - mZ0
g - 7,64 = NS
6 - 499 445
4,14 4,04
4 .
2 .
0 .
HEX DCM ACT Meoh Eau

Figure 13 : Rendement d’extraction des deux plantes «ZO» et «NS»
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Sachant que la procédure de I’extraction pour les deux plants est effectuée dans les
mémes conditions expérimentales, les résultats obtenus montrent des rendements
d’extraction différents. En effet, les taux d’extraction les plus élevés correspondent a
ceux de I’extrait méthanoique de Zingiber officinale et 1’extrait hexanique de Nigella
Sativa , tandis que les taux les plus faible est remarqué pour 1’extrait hexanique de
Zingiber officinale (2,23%).Cette différences dans les rendements pourrait étre due
principalement a la richesse ou la pauvreté de la plante en composés solubles dans les
solvants utilisés ou bien a la taille des particules de la poudre végétale (Vermerris et
Nicholson.,2006) en plus au nature de la partie étudie, ainsi les graines sont connue par
leurs richesse en lipides par rapport aux autres partie de plante .

Nous avons essayé de comparer nos résultats avec d’autres travaux mais
malheureusement nous n’avons pas trouvé des résultats avec le méme protocole
d’extraction mais généralement les rendements d’extractions obtenus dans ce travail
sont différents par apport a ceux trouvés par (Amari Sihem 2016) et (Ogudo et
al.,2014)pour 1’ espeéce Zingiber officinale. Cela pourrai étre li¢é a 1’origine
géographique, les conditions agronomiques et 1’état des rhizomes (frais ou sec) (Mishra
et al., 2012) . Pour I’espéce Zingiber officinale il apparait que le rendement d’extraction
des différents solvants utilisés était supérieur par apport a ceux trouvés par Boudiaf
(2006).

2. Résultats de dosage des composés phénoliques

2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en phénols totaux ont été déterminées en utilisant le réactif de Folin
Ciocalteu et les concentrations approximatives en phénols totaux de nos extraits sont
calculés grace a une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique (figure 13).Les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau 5.
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L4 9 y-3,7687x
1’2 J R2 = 0,9991

0,8 -

0,6 -

Abs a 760 nm

0,4 -

0,2 -

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
c(mg/ml)

Figure 14 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique (mg/ml)
Les résultats des teneurs en polyphénols totaux sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5: teneur en polyphénols totaux de deux plantes

Teneur en polyphénols (mg EAG/q)
Les Extrait NS Z0
DCM 1,952 + 0,012 4,005+ 0,101
ACT 1,954 + 0,177 1,675+ 0,025
MeOH 2,556 + 0,199 3,342 + 0,126
Eau 0,859 + 0,017 1,391+ 0,029

Selon les résultats illustrés ci-dessus, Les teneurs en polyphénols totaux varient de
1,391 a 4,005 mg EAG/g pour I’espéce Zingiber officinale , et de 0,859 a 2,556 mg
EAG/g de matiére végétale pour I’espéce Nigella Sativa et la valeur la plus élevée est
enregistré Pour I’extrait de dichlorométhane , alors la concentration la plus faible était

pour I’extrait aqueux de Nigella Sativa.

Cette variabilité dans la concentration des polyphénols entre les différents extraits
peut étre expliquee par la présence des phénols de polarités différent /et ou la présence

des autres constituants (Harbone et Williams.,2000).
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Parce que malgré la sensibilité et la simplicité de cette méthode, elle n’est pas
specifique pour les polyphénols .En effet, le réactif de Folin peut réagir avec des
protéines, des sucres réducteurs, I’acide ascorbique et des composés soufrés (Singleton
et al., 1999).

Nos résultats pour Zingiber officinale sont similaires a ceux trouvés par Amari
Sihem (2016) et Bhargava et al., (2012) et les travaux de Boudiaf (2006) pour 1’espece
de Nigella sativa, les deux résultats montrent la richesse des deux plante en

polyphénols.

2.2.Teneur des flavonoides

Des dosages spectrophotométries ont été effectués par la méthode de trichlorure
d’aluminium a partir des extraits bruts des deux plantes afin de déterminer la teneur
totale en flavonoides. Pour cette objectif, une courbe d’étalonnage par la quercétine a
été tracée (Figure 15). Les résultats des teneurs en flavonoides totaux sont représentés

dans le tableau 6.
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Figure 15 : courbe d’étalonnage de la quercétine (mg/ml)
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Tableau 6: Teneur en flavonoides totaux des deux plantes ZO et NS

Les Extrait Teneur en flavonoides (mg EAG/Q)
NS Z0
DCM 1,208 + 0,0003 1,477+0,007
ACT 1,276 £ 0,002 1,345+ 0,004
MeOH 1,818+0,021 2,391+0,028
Eau 1,700+0,012 1,895+0,012

D’appris le tableau(6) les résultats de teneurs en flavonoides variés de 1,208 a
1,818 EQ/g de matiére végeétale pour Nigella Sativa et de 1,345 a 2,391 mg EQ/g de
matiere végétale pour Zingiber officinale. Pour les deux especes la concentration la plus
élevée en flavonoides sont enregistrées pour les extraits méthanoique et aqueux alors
les autres extraits ont des concentrations presque similaires, ce résultat montre que les
deux plantes sont riches en flavonoide polaires

Ces résultats sont similaires a ceux réalisés par Amari Sihem., 2016 et Bhargava et
al., 2012 pour les extraits de Zingiber officinale , et les travaux de Boudiaf (2006) pour

I’espece de Nigella sativa, ou ils ont montrés la richesse de cette plante en flavonoides.

D’apres la synthese des différents résultats , on peut dire que la teneur en composées
phénoliques et flavonoides est étroitement liée au systeme de solvant utilisé, ¢a est due
a la présence des molécules avec différentes polarités , aussi une différence de
concentration en composés phénoliques et en flavonoides a été nettement observée

entre les différents extraits des deux plantes .
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Les résultats de ce travail , confirment aussi qu’il n’existe aucune corrélation entre les

teneurs en composés phénoliques et celle des flavonoides aussi ( R2=0,06). ,Ceci peut
étre expliquer par la différence des méthodes de dosage ( deux molécules de référence:
Acide Gallique, et Quercétine, la non spécificité de méthode de Folin ) en plus les
composés phénoliques contient en plus des flavonoides, d’autres composes (les acides
phénolique, les tannins, les phénols simple) .

3.Résultats du pouvoir antioxydants

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée en suivant la réduction
de radical DPPH qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur

jaune mesurable a 517 nm.

Les courbes représentants la variation de pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations des différents extraits et de standard (vit C) sont présentés dans les deux
figures 16 et 17.
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Figurel6 : pouvoir antioxydant de vitamine C par le test DPPH
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Les valeurs calculées EC,, (mg/ml), qui est la concentration du substrat qui cause la perte de

50% de ’activité du DPPH des différents extraits et du standard sont calculés a partir

des équations de ces courbes , et les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau

suivant;
Tableau7: Les valeurs ECsq des différents extraits
Valeur de ’EC50 (mg/ml)

Extrait NS Z0
Hexane / /
Dichlorométhane 92,69558769 0,499300979
Acétone 0,285665315 0,027292576
Meéthanol 3,779289494 3,552397869

Eau 18,57424124 1,531159087
Standards
0,012660151
Vitamine C

les valeurs d’ EC50 sont inversement proportionnelles a I’effet inhibiteur des radicaux

libres dont les valeurs petites indiquent un potentiel anti —radicalaire important. Selon
ce tableau ,On constate que les extraits testés ont des pouvoirs d’inhibitions variables
en fonction de I’espéce et en fonction des solvants d’extractions , de méme pour les
deux especes Nigella Sativa et Zingiber officinale , les fractions d’acétone (ACT) ont
une meilleure activité antioxydante avec des ECsy de 0,28mg/ml et 0,02mg/ml
respectivement. Cette capacité antioxydante des extraits acétoniques peut étre expliqué
par la la bonne capacité extracteur de cet solvant vis a vis des composés phénoligues,
qui ont selon plusieurs, un role tres important envers le radical DPPH (Sekiwa et al.,
2000 ; Singh et al., 2008).

Ce pouvoir antioxydant des polyphenols est due a leurs capacités de donner
I’hydrogene (Stoilova et al., 2007). Aussi selon Turkem et al., 2007,les polyphénols

43



CHAPITRE Il1:Résultats et discussions

semblent étre des donateurs efficaces d’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur

chimie structurale idéale.

les valeurs de EC,, des extraits ; DCM, ACT, MeOH, Eau, des deux plantes sont

présentés dans la figure 17.
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Figure 18 : classement croissant des valeurs IC50 (extraits et standard)

Leurs classement par ordre croissante est donné comme suit;

VIT- C<ACT-ZO< ACT-NS <DCM-Z0 < Eau-ZO<MeOH-Z0O < MeOH-NS < Eau-NS
<DCM-Z0

Les résultats de ce travail indiquent que Zingiber officinale posséde une bonne
activité antiradicalaire. et précisément les deux extraits acétone et dichlorométhane , cet
résultat est similaire a ceux trouvés par Amari Sihem.,2016 qui montrent que le

Zingiber officinale posséde une activité antioxydante considérable avec un EC,, de 1,29

mg/ml . ceci s’expliquerait non seulement par la richesse des extraits en polyphénols,
mais aussi par la nature de leurs composées phénoliques hydrosolubles (flavonoides)
qui sont caractérisés par des groupements hydroxyles fortement impliqués dans

I’activité anti-radicalaire (Robards et al., 1999).
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Pour I’espece de Nigella sativa on constate aussi que la fraction acétonique (ACT)
présente une activité plus élevé (EC50 =0,28mg/ml) que celles des autres fractions, les
résultats trouvés par De Pooter 1996 démontre que I’extrait méthanoique de cette
espece posséde un pouvoir antioxydant modéré, avec un EC50 de 160 mg/ml ce qui est
largement supérieure aux résultats trouves dans cet travail et les travaux de
FABIENNEet al 2013 , qui montrent que la Nigella Sativa L., est une espéce riche en
composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités biologiques

notamment 1’activité antioxydante, anticancéreux et antimicrobienne .

la corrélation entre les composés phénoliques et 1’activité antioxydante a été décrite
dans de nombreuses études (Anesini et al.,2008 ;Pasko et al.,2009), mais dans cet
travail nous avons trouvé une corrélation faible (R?=0,11) entre le pouvoir antioxydant
[EC50] et la teneur en phénols totaux ,ca peut étre expliqué par la présence des

molécules active méme en faible concentration
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Conclusion

La connaissance et 1’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine
de I’étre humain, Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés
accentuée dans ces dernieres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette
diversité en propriétés biologique est liée certainement aux vertus thérapeutiques
attribués a une gamme extraordinaire de molécules bio-actives synthétisees par la plante
non seulement comme des agents chimique contre les maladies, les herbivores et les

prédateurs mais aussi comme des agents medicinaux tels que les antioxydants.

L’objectif primordial assigné par ce travail est 1’é¢tude des métabolites secondaires
(composes phénoliques) et évaluation des  propriétés antioxydantes des deux

espéces’espece Zingiber officinale et Nigella Sativa.

Lors de ce travail, les extraits des plantes, ont fait 1’objectif d’une étude détaillée,
commencant par une extraction par des solvants organiques a polarité croissante HEX,
DCM, ACT, MeOH, puis une dosage chimique pour quantifier les phénols totaux et
les flavonoides ensuit une évaluation de I’activité antioxydante a été réaliser par le test

de DPPH .

Les résultats obtenus montrent la richesse de 1’espéce ZO en composes phénoliques
(4,005 mg EAG/g ) par rapport a I’espece NS ( 2,556 mg EAG/g pour I’extrait de
MeOH), pour les flavonoides, la valeur la plus élevée a été remarqué pour I’extrait
méthanolique (2,391 EQ/g) de I’espéce (ZO) et dichlorométhane (1,208 g EQ /g ) de
I’espece (NS).

L’étude de ’activité antioxydant des différents extraits montre que les fractions

acétoniques des deux plantes (NS) et (ZO) avec des ’EC__ de 0,28mg/ml (NS) et

50

0,02mg/ml (ZO) sont les antioxydants les plu .s puissants .

v En perspective de ce travail, il serait intéressant d’isoler et de caractériser les
composés phénoliques des extrait acétoniques des deux 1’espéce en appliquant des

techniques chromatographiques et spectroscopiques;

v Etudier 1’activité antioxydante des autres patries pour (partie aérienne de ZO ,

et souterraine de NS).
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Résumé

Dans ce travail , nous sommes intéressés a 1’étude des composes phénoliques, flavonoides et a
1’évaluation des propriétés antioxydants des extraits des deux plantes médicinales Zingiber officinale
et Nigella sativa .Les teneurs en phénols totaux varient de 1,391 a 4,005 mg EAG/g pour Zingiber
officinale et de 0, 859 a 2,556 mg EAG/g pour la plante Nigella sativa ,pour les flavonoides les
teneurs varient de 1,477mg a 2,391 EQ/g pour I’espéce Zingiber officin et de 1,208 a 1,818.mg
EQ/g pour I’espéce Nigella sativa. I’évaluation de ’activité antioxydante des extrait par le test
DPPH exprimée avec la valeur d’EC50, montre une activité importante de la fraction acétoniques
des deux especes.

Mot clé :
Nigella sativa ,Zingiber officinale, DPPH, Activité antioxydant, Flavonoides, poly phénols.
Abstract

In this work, we are interested in the study of phenolic compounds, flavonoids and the evaluation
of the antioxidant properties of the extracts of the two medicinal plants Zingiber officinale and
Nigella sativa. The total phenol contents vary from 1.391 to 4.005 mg EAG / g for Zingiber
officinale and from 0, 859 to 2.556 mg EAG / g for the plant Nigella sativa, for the flavonoids the
contents vary from 1,477mg to 2,391 EQ / g for the species Zingiber officin and from 1,208 to
1,818mg EQ / g for the species Nigella sativa. the evaluation of the antioxidant activity of the
extract by the DPPH test expressed with the value of EC50, shows a significant activity of the
acetone fraction of the two species.

Keyword :

Nigella sativa, zingenber officinale, DPPH ,Antioxidant activity , Flavonoids, polyphenol
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