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Introduction

L’oxydation est une des principales causes a 1’origine du vieillissement cellulaire, des
maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) des maladies cardiovasculaires, le
cancer ainsi que de I’altération des produits alimentaires et cosmétiques. L’utilisation
d’antioxydants de synthése s’aveére souvent une alternative indispensable. Mais, les composés
synthétiques utilisés sont critiqués en raison des problémes qu’ils peuvent engendrer sur la

santé.

Le recours a des phyto-nutriments doués d’activités antioxydantes s’avére trés
avantageux et d’actualité. Ainsi, les extraits de fruits et Iégumes et les extraits de plantes tels
que I’ extrait de graines de nigelle ont focalisé ces derniéres années un intérét accru comme
source potentielle de molécules naturelles bioactives pouvant constituer une alternative aux
produits de synthese Macheix et al.,(2006). A cet effet les extraits des graines de nigelle

comptent parmi les plus étudies.

En effet plusieurs travaux de recherche ont été menés sur les effets bénéfiques des
graines de nigelle et de leurs extraits dans plusieurs domaines médicaux (Goreja, 2003), tels
que l’activité gastrique (EI Dakhakhny 1965), I’activité anti-inflammatoire, analgésique,
antipyrétique et antifongique (Bourel et al., 1993; Al Ghamdi, 2001 ), la toxicologie (Daba
et Abdel Rahman, 1998; Badary et al., 2000), la cancérologie (Badary, 2000), la
cytogénétique (Aboul-Ela, 2002), I’hématologie (Zaoui et al., 2002; Aljishi et Abou
Hozaifa, 2003), la neuropharmacologie (Al Naggar et al., 2003), I’insulinotropie (Fararh et
al., 2002; Benhaddou Andaloussi et al., 2004), activité gastro-protectrice (Fararh et al.,
2004), le diabéte (Meral et al., 2004), et la bactériologie (Manoj Nair, et al., 2005).

Les graines de nigelle ont été recommandées par le prophete Mohamed (QSSL) pour ses
bienfaits sur la santé dans le Hadih Sahih: « Soignez-vous en utilisant la graine de nigelle,
c’est un reméde contre tous les maux a [’exception de la mort ». Ce qui a constitué une
tradition chez les musulmans en se référant a cette graine et a son huile pour guérir un bon

nombre de maladies.

Depuis 1963 jusqu’ a nos jours plusieurs travaux de recherches ont confirmé les

propriétés pharmacologiques des graines de nigelle et de son huile pour la santé humaine.

[Tapez un texte] Page 1
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C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail dont 1’objectif est double :

D’une part il vise 1’étude des propriétés anti oxydantes de 1’extrait non volatil des graines
de nigelle qui sont connues pour leur richesse en composes phénoliques et celle de la qualité

nutritionnelle des acides gras que renferme 1’huile.

Et d’autre part : contribuer a I’étude d’une méthode d’extraction de I’huile des graines de
nigelle par presse, en optimisant 1’effet de certains parametres tels que ; la température, la
pression et 1’épaisseur de 1’échantillon sur le rendement en huile par la Méthodologie des

Surfaces de Réponse.

Le travail réalis¢ s’articule sur quatre parties :
1- Détermination des propriétés phyisico-chimiques des graines de nigelle et de son
huile.
2- Détermination des propriétés antioxydantes de la graine de nigelle.
3- Identification des composés phénoliqgues de la graine de nigelle par
Chromatographie Liquide a Haute Pression (HPLC).
4- Optimisation de 1’extraction de I’huile par pressage en utilisant la Methodologie

des Surfaces de Réponse (MSR).

[Tapez un texte] Page 2
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CHAPITRE I

Geénéralités sur la graine de nigelle

1.1. Origine et description de la plante de Nigella sativa
1.1.1. Origine

Nigella sativa est originaire de 1’ Asie occidentale. Sa culture s’est propagée depuis 1’ Asie
jusqu’en Afrique et en Amérique. Elle est trés répandue en Inde, en Iraq et dans certains pays
de la méditerranée, notamment la Syrie, la Turquie et les pays d’Afrique du nord

(Mokkedem, 2004 ; Teuscher et al., 2005).
1.1.2. Description

Nigella sativa est une plante annuelle herbacée d’une hauteur moyenne de 30 a 60 cm, de
croissance rapide, qui possede des feuilles trés découpées avec des rameaux serres entre eux
et un port dressé. Les fleurs sont de couleur blanche en forme étoilée tres riches en nectar. La
plante est hermaphrodite a reproduction autonome dont le fruit est une capsule formée de 3 a
6 carpelles soudées entre eux jusqu’a la base. Chaque capsule contient plusieurs graines qui
sont blanches apres la nouaison et prennent une couleur noire a maturité. Les graines sont
aromatiques, triangulaires, anguleuses, d’un noir intense, de 2 a 3 mm de longueur (Figure 1)
(Quezel et Santas, 1962; Gaussen et al., 1982; Teuscher et al., 2005).
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Nigella safiva

Figure 1 : Dessin représentant la plante entiére et ses annexes.

1.2. Place du genre Nigella dans la systématique

Les taxons (ensemble d’individus reels) ont été définis en se basant sur la séparation ou

non des pétales entre elles : apétales, dialypétales, gamopétales (Bentham et Hooker, 1862-

1883). La classification de Hutchinson, (1973) a été etablie par la subdivision des

dicotylédones en deux grands phylums : les plantes herbacées et les plantes ligneuses qui ont

été chacune subdivisées en ordres. Le genre Nigella qui fait partie du phylum des herbacées

appartient a ’ordre des Renonculaire, famille de Renonculacées et tribu des Helleborées.

Plusieurs espéces ont été identifiées dans le genre Nigella. Parmi les especes les plus étudiées

en plus de Nigella sativa on cite trois, décrites selon Negre (1962), Nigella hispanica, Nigella

arvensis, Nigella damascena, et deux décrites selon D’antuono et al., (2002), Nigella gallica,

Nigella orientalis. La place du genre Nigella dans la systématique est indiquée dans le schéma

de la Figure 2(Ozenda, 2000).
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Sous-
Embranchement Embranchement Classe Sous-Classe
— Bryophytes
— Ptéridophytes
— Gymnospermes
__ Spermaphytes! — Monocotylédones

1.2.1. Autres especes cultivées dans le monde

— Apétales
Angiospermes

—Dicotylédones |— Dialypétales;

[ Thalamiflores

Ordre

—Ranales _|
| Parigtales

3 Guttiférales

—Malvales

— Gamaopétales

|_Euphorbiales

[~ Renonculacées

— Nympheacées

Tribu

— Clématidées
| _Anemonees
| Renonculees

_Helleborées_

— Cératophyllaceeg

|- Lauracées

Paeoniées

Genre

—Caltha
|Isopyrum

| Helleborus
__Nigella
__Aquilegia
—Coptis

— Trollius
|__Delphinium

Figure 2 : Classification botanique selon Benthamet Hooker (1862-1883).

Le Tableau 1 présente la répartition des autres espéces de cultivées de Nigella dans le

monde

L_Aconitum

Espéce de Nigella

Réparttion dans le monde

Nigella cretica Miller

Crete

Nigella degenii Vierth

Iles Cyclades, Carpates, Creéte et Grece

Nigella segetalis Bieb

Sud de 1’Ukraine et Russie

Nigella fumariifolia Kotschy

Carpates, Crete et Chypre

Nigella elata Boiss

Asie mineure et Chypre

Nigella doerfleri Vierth

Crete

Nigella nigellastrum

Ensemble de la méditerranée a 1’exception du
Nord de I’Afrique

Nigella ciliaris

Chypre et Palestine
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Tableau 1 : Répartition des autres espéces de Nigella dans le monde (Tuttin, 1964 ;
Fournier, 2001).

1.2.2. Noms vernaculaires

Les appellations de la nigelledans les différentes langues sont les suivantes:

Sinouj, Sanouz, Shunez, Habbah sauda

Ar
abe Habbet el beraka, Kamun aswad
. Cheveux de Vénus, Nigelle, Poivrette
Francais . .
Cumin noir
. Fennel flower, Onion seed, Black Cumin
Anglais
Black Caraway, Black seed
Allemand Zwiebelsame, Nigella, Schwarzkiimmel
Grec Melanthion
Italien Nigella, Grano nero
Espagnol Niguilla, Pasionara
Norvégien Svartkarve
Suédois Svartkummin
Hébreux HébreuKatzah, Qetsach, Qetsah
Turque Corekotu siyah
Indienne Kalounji, Munga reala.

1.3. Aspects économiques

1.3.1. Les principaux pays producteurs

Les principaux pays producteurs de la nigelle sont : les USA, I’Inde, le Pakistan, I’Irak,
I’Iran, le Yémen, la Syrie, la Jordanie, 1’Ethiopie, le Soudan et I’Egypte (Jansen, 1981 ;
Teuscher et al., 2005).

1.3.2. Les principaux pays exportateurs

Les principaux pays exportateurs de la nigelle sont I’Inde, I’Egypte, le Moyen-Orient et le
sud de I’Europe (Teuscher et al., 2005).

1.3.3. Production des graines de nigelle en Algérie

En Algérie la culture de nigelle est limitée a 1’échelle traditionnelle dans les régions
suivantes : Ouargla, Biskra, Timimoun, Adrar, Médéa et Skikda (Mokkedem, 2004; Benkaci,

2007 et 2012). 1l convient de souligner que Nigella sativa est de loin la plus abondante et la
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plus cultivée a 1I’échelle mondiale et locale, Nigella arvensis et Nigella damascena, sont
pratiqguement indisponibles sur le marché et dans les champs de culture. Elles sont plutot
localisées dans des endroits isolés a 1’état sauvage (Benkaci, 2007). L’Algérie importe la
nigelle principalement de 1’Inde, de la Chine et de la Syrie. Les importations globales en
graines et fruits oléagineux (dont la nigelle) ont été estimées en 2007 a 1 737 804 kg (Tableau

1, annexe).
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CHAPITRE II

Composition biochimique globale des graines de
Nigella sativa

2.1. Composition biochimique des graines de Nigella sativa

La composition biochimique des graines de Nigella sativa rapportée par la litérature est
présentée par le Tableau 2. Les valeursmontrentque les graines de Nigella sativa sont riches
en lipides totaux (36,8 % MS) suivis de proteines (25,09 % MS) et de glucides (23,81% MS).
Ces teneurs indiquent que les graines de nigelle constituent une excellente source d’huile, de

proteine et de glucides pour I’alimentation humaine (Atta, 2003 ; Cheikh Rouhou, 2006 ;

Hadjadj, 2008).

Tableau 2 : Composition biochimique de graines de nigelle cultivées dans différentes régions
(9/100g MS).

Constituants Egypte® Tunisie® Algérie°
Teneur en eau 7,0 8,65 10,48
Teneur en protéines 20,8 26,7 25,09
Teneur en cendres 3,7 4,86 4,60
Sucre totaux (par différence) 33,7 40,05 23,81
Lipides totaux 34,8 28,48 36,8
Lipides totaux des teguments ND ND 34,59

(a: Atta, 2003; b: Cheikh Rouhou, 2006 ; ¢ : Hadjadj, 2008), ND: non déterminée.
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2.1.1. L’huile fixe

La graine de nigelle renferme une teneur en huile qui varie de 28 a 40g/100g MS. L’huile
est constituée principalement de lipides neutres (97,2% -93.2%), de lipides polaires (3% -
3,2%) et de phospholipides (1,05% - 2,1%) (Ramadanet Mdorsel, 2002a; Abbas Ali et
al., 2012).

2.1.1.1. Caractéristiques physico-chimiques

Le Tableau 3 rapporte les valeurs des differents indices physicochimiques de 1’huile
extraite de graines de Nigella sativa cultivées dans differentes regions. On constate que les
teneurs en huile varient de 32 a 40,35 %. Une indication sur la siccativité d'une huile est
donnée par son indice d’iode plus il est élevé et plus I'huile contient de molécules insaturées
(plus il y a de doubles liaisons C=C) donc est susceptible de se réticuler a I'air. On parle
d'huiles siccatives si I'indice d'iode est supérieur a 150, semi-siccatives s'il est compris entre
110 et 150 et non siccatives si cet indice est inférieur a 110.Ainsi on constate que selon les
valeurs des indices d’iode indiquées par le Tableau 3 en fonction de la teneur des acides gras
insatures, I’huile de nigelle peut étresemi siccative ou non siccative (Atta, 2003 ; Cheikh-
Rouhou et al.., 2006 ; Abbas Ali et al., 2012).

Tableau 3: Caractéristiques physicochimiques de I’huile de graines de nigelle cultivées dans
différentes régions.

Propriétés Egypte® Tunisie® Iran® Bangladesh®
Huile extraite (%0) 34,78 28,48 40,35 32,00
Densité 0,9210+0,0002 ND ND 0.9071+0,0041
Indice de réfraction

N 1.4721+0,0002 | 1.47+0,01 | 1,46+0,01 | 1.4683+0,003
(222°C)

Acidité exprimée en %

daci " 6,7+0,4 ND ND ND
acide oléique
Indice de peroxyde (mEq O 10,740,4 5.65+1,87 | 4.35+1,38 12.740,1
/kg d’huile)* ! ! ! ' '
Indice d’iode
(g 1,/100 g huile) 128+21 119+3,45 101+ 2,72 115+0,8
Indice de saponification
(mg KOH / g huile) 203+3,0 211+5,32 218+ 8,24 204+£2
Matieres Insaponifiables (%) 1,8+0,3 ND ND 1.2+0,7

(a: Atta, 2003; b et c: Cheikh Rouhou et al.., 2006 ; d : Abbas Ali et al., 2012), ND : non déterminée .
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2.1.1.2. Fractions lipidiques

Atta, (2003) a signalé que I’huile extraite par pressage et par solvant contient les
monoacyglycérols, les diacyglycérols, les triacylglycérols, les stérols libres, les esters de
stérol, et les acides gras libres, avec une dominance des triacylglycérols et les acides gras
libres (Tableau 4).

Tableau 4 : Fractions lipidiques de I’huile de graines de nigelle en g/100g MS, influencées
par la méthode d’extraction (Atta, 2003).

Classe lipidique Extraction par presse Extraction par solvant
Lipides polaires 3,7x0,2 48+0,8
Monoacylglycerols 48+0,7 57+05

Acides gras libres 142 +0,5 8,3x0,2
Diacylglycerols 51+0,7 41+0,8
Triacylglycerols 575+£2 63,2+2,2

Ester de sterols 25+04 44+04

Stérols libres 30+08 50+0,6

Inconnus 54+0,5 45+0,3

2.1.1.2.1. Acides gras des fractions lipidiques

L’acide linoléique (C18 :2) est le principal acide gras essentiel identifié dans les fractions
lipidiques suivantes: les triglycérides, les diglycérides et les acides gras libres,
respectivement dans les proportions de ; 44,0%, 37% et 30,7%. Le méme auteur a constaté
que ’acide myristique a des teneurs ¢élevées dans la fraction des monoglycérides (37,8%) et

des esters de stérol (48,7%), (Tableau 5) (Atta, 2003).

10
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Tableau 5 : Profil glyceridique des acides gras de 1’huile des graines de nigelle en g/100g MS
(Atta, 2003).

Acidesgras | agL MG DG TG ES
Cl4:0 9,4 37,8 17,4 53 48,7
Cl6:0 11,7 12,6 15,1 17,5 11,5
Cl6:1 - - 0,9 1,7 -
C18:0 8,3 3,3 39 6,5 4,8
Cl8:1 28,4 10,3 14,1 15,1 7,2
C18:2 30,7 32,0 37,2 44,0 17,1
C18:3 0,7 0,5 0,7 1,9 11
C20:0 3,5 - 0,9 1,1 4,3
C22:0 - - 1,3 0,9 -
C22:1 6,6 - 4,9 2,8 2,1
Inconnu 0,7 3,6 3,6 3,2 3,2
(-) : absence

2.1.1.2.2. Le profil en phopholipides et glycolipides

Ramadan et Morsel, (2003) ont rapporté que les composants majeurs des fractions
lipidiques de I’huile de graines de nigelle sont des lipides neutres, principalement les
triglycérides qui sont évalués a 97,2%, suivis par les lipides polaires évalués a 3% entre
phospholipides et glycolipides. L’analyse des phospholipides (PL) par chromatographie
liguide & haute pression (HPLC) a permis d’identifier principalement 7 constituants ;
phosphatidyl choline (46% des PL), phosphatidyl éthanolamine (25%), phosphatidyl sérine
(12%), phosphatidyl inositol (9,56%), lysophosphatidyl choline (4,23%), phosphatidyl
glycérol (1,51%) et lysophosphatidyl éthanolamine (1,2%) (Ramadan et Morsel, 2002a).

Une étude complémentaire sur les glycolipides de Nigella sativa a permis de séparer et
d’identifier six composés dont le plus abondant est le digalactosyl diacyl glycérol (DGD) qui
forme 55,6% des glycolipides totaux suivi par le glucocerébroside (CER) avec 11.9%.
L’acylate steryl glucoside (ASG), le monoglucosyl diacylglycerol (MGD) et le
sterylglucosyde (SG) sont trouvés a des quantités égales et représentent ensemble environ
30% du total du glycolipide. Cependant, les sulfoquinovosyl diacylglycérol (SQD) ne
représentent que 5,08 % (Ramadan et Morsel, 2003).
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Il est admis que les lipides complexes surtout les phospholipides et glycolipides occupent
une place fondamentale dans la structure des tissus nerveux et de ses enveloppes. Les
glycolipides sont impliqués directement dans le transfert d’information qui contrdle 1’activité
métabolique cellulaire, ils sont également impliqués en tant que récepteurs de virus, de
métabolites régulateurs (hormones, interféron, anticorps, antigénes ...) (Louisot, 1980).Du
point de vue nutritionnel Sugawaraet Miyazawa, (1999) ont mentionné que la moyenne
journaliere d’apport en glycolipides est de 140 mg d’ASG, 65 mg de SG, 50 mg de CER, 90
mg de MGD, et 220 mg de DGD. Par conséquent, I’huile de graines de nigelle constitue une
excellente source de glycolipides dans I’alimentation humaine (Ramadan et Morsel,
2003).Les fractions glycolipidiques et leur profil en acides gras sont rapportés dans les

Tableaux 2et3, annexe.
2.1.1.2.1.3. Le profil en stérols

Benkaci et al., (2012) en étudiant la composition en stérols par CG et CG-MS de I’huile
fixe de Nigella sativa issue de quatre régions d’Algéric (Ouargla, Timimoun, Adrar, et
Medéa) ont confirmé la dominance de PB-sitostérol (53.16%) suivi par le stigmastérol
(21.48%), I’avenastérol (15.71%), et le campestérol (15.65%) (Tableau 6).

Tableau 6 : Taux des principaux stérols identifiés par CG-MS dans I’huile fixe de nigelle

algérienne (Benkaci, 2012).

Stérols Ouargla Timimoun Adrar Medea
Cholestérol 1,01 1,08 1,68 1,44
Campeslerol 12,51 15,65 13,62 13,00
Desmosterol 1,01 - 0,48 1,61
Stigmasterol 18,22 21,48 18,79 16,18
y-Sitosterol 0,59 - 1,09 1,55
B-sitostérol 53,00 44,41 52,12 53,16
A5- -Avenasterol 12,22 15,71 11,57 11,26
Hydroxy-stérol 0,54 0,81 - 0,57
A7-Cholestérol 0,81 0,86 0,65 -

TS. mg/g huile 0,983 0,812 0,810 1,053
TSO. mg/g huile 0,988 0,819 0,812 1,059

TS: total stérols, TSO: total oxysterols, (-): abssence
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Les phytostérols sont des composés naturels présents dans les plantes, les graines
oléagineuses, le germe de blé et les huiles non raffinées. Les stérols végétaux se présentent
principalement sous forme de stérols libres ou estérifiés dans les huiles et les graisses
(Piironen et al., 2000). Les sources naturelles en stérols sont 1’huile de mais (830 a 968
mg/100g), ’huile de colza (584 mg/100g) et I’huile d’olive (225 a 258 mg/100g).L’huile de
graines de nigelle est riche en B sitostérol qui a la propriété d’inhiber 1’absorption du
cholestérol alimentaire. De nombreuses études ont montré que la consommation d’environ 2g
par jour de B-sitostérol abaisse le LDL-cholestérol d’environ 10% (Moghadasianet Frohlich,
1999; Ostlund et al., 2004). La teneur en stérols de 1’huile la graine de nigelle cultivée dans

différentes régions est présentée par le Tableau 7.

Tableau 7 : Teneur en stérols de I’huile la graine de nigelles (%) cultivées dans différents

pays.
Stérols Tunis® Iran® Algérie™* Maroc? Turquie®

Cholestérol 1,28 0,93 1,68 0,8 -
Campestérol 13,76 12,09 15,65 12,8 14,71
Stigmastérol 20,92 16,57 21,48 18 1 18,70
pB-sitostérol 44,53 53,95 53,16 51,3 57,41

AS- - - 15,71 8 7,34
Avenastérol

AT- 2,22 1,60 i 0,7 0,89
Stigmastérol ’ ’ ’ ’

AT-
Avenastérol 2,24 L7 ] 13 1,58

(aet b :Cheikh Rouhou etal.,2007; ¢ : Benkaci et al.,2012,* meilleur taux des 4 régions Algériennes ; d:
Gharby et al., 2013; e: Kiralan et al., 2014), (-) : trace.

2.1.1.2.1.4. Le profil en acides gras de I’huile de nigelle

L’analyse de I’huile des graines Nigella sativa montre que le principal acide gras
insaturé¢ est 1’acide linoléique suivi par l’acide oléique, alors que 1’acide gras saturé
majoritaire est l’acide palmitique. La présence d’autres acides gras; myristoleique,
palmitoleique, margarique, arachidique, eicosenoique, behénique, a été également rapportée
(Cheikh Rouhou et al., 2006 ; Abbas Ali et al., 2012 ; Benkaci et al., 2012 ; Kiralan et al.,
2014) (Tableau 8).

13




Etude bibliographique

Chapitre I1: Composition biochimique globale

des graines de Nigella sativa

Tableau 8 : Composition en acides gras de I’huile de graines de nigellecultivees dans

différentes régions.

Acide gras Egypte? Tunis” Iran° Maroc® | Bangladesh® | Turkief
(%)
Myristic 9.8 0,35 0,41 0.2 17 0,14
Cl4 :0
Myristoleic ) ) ) ) i )
Cl4 1
Palmitic 9,9 17,2 18,4 11,9 16 11,84
C16 :0
Palmitoleic 0.7 115 0,78 0.2 ; 0,24
C16 01
Stearic 33 2,84 3,69 32 4 2.81
ClB 10
Oléic 201 25 237 24.9 235 23 85
C18 01
Lg‘o'e'c 49,0 50,31 49,15 56,5 52,6 57,52
18:2
Linolenic 27 0,34 0,32 0,2 2,3 0,27
C18 13
Arachidic 0,7 0,14 0,22 0,2 - 0,16
CZO 10
Eicosenoic ) 0,32 0,34 _ ) 0,31
CZO :1
Behenic 038 1,98 2,60 - : -
C22 10
C22:1 10 ) ) ) i )
Erucique
C24:0 0.3 ] ] ] ; 0,26
Lignoceric
Tot. AG 98,3 99,63 99,61 97.3 100 97.4
connus
Tot. AGI 1,7 0,37 0,39 2.7 ; 26
INnconnus
TAS 24.8 22,7 255 155 217 1521
TAI 735 77,12 74.29 82,1 78.4 82,19
TAMI 21,8 26,6 25,0 25,1 235 244
TAPI 51,7 50,7 49,8 56,7 54,9 57,79
1/S 3.0 3.0 3.0 50 3.0 50

(a :Atta 2003; b et ¢: Cheikh Rouhou et al.., 2006;d : Gharby et al., 2013 ; e : Abbas Ali et al., 2012 ; f:
Kiralan et al., 2014,(-) : non detectée
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2.1.2. L’huile essentielle

Mahfouz et al., (1960)ont montré que la plupart des activités pharmacologiques
attribuées a Nigella sativa provenaient de son huile essentielle.El Dakhakhny,(1963) et
Canonicaet al.,(1963) ont isolé la thymoquinone et d’autres constituantsdans 1’huile
essentielle denigelle.La teneur en huile essentielle des graines est de 0,50 g/ 100 g MS,
(Benkaciet al., 2007 ; Kolahdooz et al., 2014).L’analyse del’huile par GC-MS réalisée par
Burits et Bucar, (2000) a permis d’identifier 32 composants, dont la majorité d’entre eux
sont des monoterpéenes ; la thymoquinone (27,8%-57%), p-cymeéne (7,07-15,83%), carvacrol
(5,8-11,6%), longifoléne (1,2-8%), 4-terpinol (1,98-6,59%), et le t-anethol (0,25-4,28%).En
2007, Benkaci et al., ont extrait 1I’huile essentielle de Nigella sativa cultivée au Sahara
Algérien (Timimoun et Adrar) par deux méthodes différentes : ’hydrodistillation classique et
I’hydrodistillation assistée par micro-ondes. Ces huiles ont été analysées par GC et GC-MS,
112 composés ont été identifiés et caractérisés, le p-cymene représente toujours le composé le
plus abondant suivi de la thymoquinone. Ces résultats ont été confirmés par une étude récente

effectuée sur huile de nigelle cultivée en Iran (Kolahdooz et al,.2014).

2.1.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances présentant un caractére alcalin, contenant de 1’azote, le
plus souvent inclus dans un hétérocycle. Les alcaloides ont, pour la plupart, des actions
physiologiques et thérapeutiques & faibles doses. Ils deviennent cependant trés toxiques a
fortes doses. Les plus importants alcaloides isolés a partir des graines de Nigella sativa sont :
la nigellicine, la nigellidine, I’isoquinone nigellimine et la nigellimine N-oxyde (Atta Ur
Rahman et Zaman, 1992 ; Atta Ur Rahman et al., 1985a, 1985b,1995) (Figure 3).

\L/\;L/\\ CH., DI
cH — =N ”;I/\I N~
CH3 CH,
MNigellimine Nigellimine N-oxide
HOQ
/\}:_-:__, P
Mz o~ P \
r,f—*NNf_ L /,;]\ *-\ CTH.,
"\_7_’_,- CH, —
Nigellidine MNigellicine

Figure 3 : Structure chimique des principaux alcaloides de Nigella sativa.
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2.1.4. Les saponosides

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpénes trés répandus dans le régne
végétal. Solubles dans 1’eau, ils libérent par hydrolyse un ou plusieurs oses et une génine
(sapogeénine). La premiere saponine isolée a partir des graines de Nigella sativa est la mélianthine,
dont I’aglycone est I’hédéragénine (Greenish, 1880).Récemment, d’autres saponosides ont pu étre
isolés & partir d’un extrait éthanolique des graines de Nigella sativa dont le 3-O-(beta-D-
xylopyranosyl-(1-3)-alpha-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-alpha-L-arabinopyranosyl)-2 (Ansari et al.,
1975). Les graines de Nigella sativa contiennent un saponoside triterpénique appelé 1I’a-hederine
caractérise par des propriétés antitumorales, (Kumara et Huat, 2001).Taskin etal.,(2005) ont
identifiédans 1’extrait méthanolique trois autres saponosides apparentées a 1’ a-hederine, avec

I’élucidation de leurs structures par des méthodes chimiques et spectrales (Figure 4).

. l. J | 1 h _;j“r;m}w.
e JIkffc:'z OH
R1 R2
1 = a-L-rha (1-2)-o-L-ara H
2 = B-D-xyl (1-3)-0-L-rha (1-2)-a-L-ara H
3 =oqa -rha (1-2)-a-L-ara o -tha (1-4)- B-D-glu (1-6)- B-D-glu
4 = 3-D-xyl (1-3)-0-L-rha (1-2)-a-L-ara o -tha (1-4)- B-D-glu (1-6)- B-D-glu

Avec : 1 = o-hédérine

Figure 4 : Structure des saponosides a hédéragénine isolés a partir des graines de Nigella
sativa, (Taskinet al., 2005).

2.1.5. Les protéines

Les graines de Nigella sativa ont des teneurs élevées en protéines variant de 16 a
26,7%(Al Gaby et al., 1998 ; Cheikh Rohou et al.,2006 ; Abbas Ali et al., 2012). Ces

teneurs montrent que les graines de nigelle constituent une source importante en protéines.
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2.1.5.1. Profil en acides aminés

Al Jassir, (1992) a rapporté la présence de 17 acides aminés y compris les 8 acides
aminés essentiels(Tableau 9).L’acide aminé majeur est ’acide glutamique, suivi par
I’arginine, 1’acide aspartique, la leucine et la glycine. Ces constituants majeurs représentent
plus de 54% des acides aminés totaux. La cystine et la méthionine sont les plus mineurs. Le
tryptophane, autre acides aminés essentiel, n’a pas ét¢ mis en évidence. Al Gaby, (1998) en
utilisant la CPG a dosé dans les graines de nigelle, (9,96%) de méthionine et (7,26%)
d’arginine représentant les acides aminés dominants pour les acides aminés essentiels. En ce
qui concerne les acides aminés non essentiels ils ont dose (17,62%) d’acide glutamique,
(17,52%) de cytéine et (6,14%) d’acide aspartiques.

Tableau 9 : Répartition en acides aminés des protéines de graines de Nigella sativa (El
Jassir, 1992).

Teneur en mg/100g de % de contribution a
Acides amineés protéines I’apport protéique
Acides aminés essentiels
Leucine 665 5,82
Valine 527 4,61
Lysine 462 4,04
Thréonine 417 3,65
Phénylalanine 413 3,61
Isoleucine 395 3,46
Histidine 383 3,35
Meéthionine 188 1,65
Total AAE 3450 30,19
Acides aminés non essentiels
Acide glutamique 2829 24,74
Arginine 1051 9,19
Acide aspartique 1022 8,94
Glycine 642 5,61
Proline 560 4,90
Sérine 493 4,31
Alannine 427 3,73
Tyrosine 411 3,59
Ammonium 325 2,84
Cystéine 224 1,96
Total AANE 7984 69,81
Total AA 11434 100
Rapport AAE/AANE 0.43 -
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2.1.6. Les vitamines et les sels minéraux

2.1.6.1. Les vitamines

Ramadan et Mdorsel, (2002b) ont rapporté que 1’huile de nigelle renferme 0,05%

tocophérols totaux, constitués d’a-tocophérol (48%) et de y-tocophérol (28%). Al Saleh et son

équipe (2006) en utilisant la chromatographie liquide a haute pression ont rapporté que la

graine de nigelle renferme 11,39 mg d’a-tocophérols et 6,95 mg de y-tocophérols par

kilogramme de graine.Récemment Kiralan et al., (2014) ont rapportédes teneurs en y-

tocophérols, B-tocophérols, a- tocophérols et &- tocophérol qui sont respectivement de

8.57,7.80, 5.33 et 1.63 mg/kg. Ces mémes auteurs ont également signalé la présence de

vitamines liposolubles telles quela B-caroténe (0,05%) et la vitamine K (0,1%).Les vitamines

B1, B2, B6, et de I’acide folique ont été aussi identifiés dans les graines de nigelle (Nergiz et

Otles, 1993). La concentration de tocophérolsde quelques huiles végétales est rapportée dans le

Tableau 10.

Tableau 10 : Concentration en tocophérols et tocotriénols de quelques huiles végeétales.

Huile végétale

Tocophérols (ug/ml)

Tocotriénols (ug/ml)

a p Y 3 o Y )
Huile de palme 198 - - 11 | 210 | 408 | 87
Huile de tournesol 765 - - - - - -
Huile de noix 12 - 517 61 - - -
Huile de noix de coco 3 - - 13 8 32 Nd
Huile de noisette 425 - 68 17 - - -
Huile de mais 263 - 1365 88 - - -
Huile de graines de nigelle* 284 40 225 48 - - -

(Source :

Bonvehi et al., 2000, (1) Ramadan et Morsel, 2002 , (-) Absence)
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2.1.6.2. Les sels minéraux

Chiekh Rouhou et al.,(2006) en étudiant la composition minérale de la graine de Nigella
sativa ont rapporté une teneur importante en potassium (783 mg/kg de MS), suivie par les
teneurs en calcium et en phosphore qui sont respectivement de 572 et 48.9 mg/kg de MS. Les
autres éléments sont donnés dans 1’ordre décroissant suivant : Mg, Na, Fe, Zn, Mn et Cu.
Abbas Alli et al., (2012) ont rapporté que la graine de nigelle constitue une source importante
en fer (10.2 mg/100 g de MS) pour les femmes enceintes. La teneur en sélénium (micro
élément) est de 0,54 mg/kg des graines de nigelle (Al Saleh et al., 2006).

Les principaux composes isolés et identifiés dans les graines de Nigella sativa ainsi que

leurs natures et origines sont résumés dans le Tableau 4, annexe.

2.1.7. Composés phénoliques

Khattak et al., (2008) ont rapporté que des graines de nigelle renferment une teneur en
polyphénols de 4,1, mg EAG/g d’extrait méthanolique. Cependant la teneur rapportée par
Mariod et al., (2009) est de 27,8 mg EAG/g d’extrait méthanolique. Ulterieurement Mezitiet
al., (2012) ont trouvé une teneur plus élevée en polyphénols et en flavonoides totaux de
gaines nigelle qui sont respectivement de 33.64 mg EAG/g et 3.8 mg EQ/g.

Trois flavonoides triglycosylés ont été isolés a partir des graines de Nigella sativa; la
quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside, kampférol 3-glycosyl (1—2)
galactosyl (1—2) glucoside et quercétine 3- (6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2)
glucoside (Merfort et al., 1997).

L’analyse des polyphénols par HPLC a révélé la présence des 14 composés phénoliques
suivants : ’acide gallique, 1’acide parahydroxybenzoique, 1’acide chlorogénique, I’acide
vanillique, I’acide para-coumarique, 1’acide férulique, ’acide trans-2-hydroxycinnamique,
I’acide trans-hydroxycinnamique, 1’épicatéchine, la catéchine, la quercétine, 1’apigénine.
L’amentoflavone est la flavone majeur. 1’acide vanillique représente le composé phénolique
majeur dans les deux parties de la plante avec un taux de 66% suivi de ’acide gallique
(Bourgou et al., 2008). Les composés phénoliquesdes graines de nigelle cultivées en Algerie,
identifiés par Benkaci et al., (2012) sont comme suit: la (+)-catechine, épicatéchine, la
rutine, la quercitrine dihydro, la narginine, la quercimiritine, la quercitine et la qualistiphine

avec une dominance de la (+)-catechine suivi de ’epicatechine et la rutine.
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CHAPITRE I

Les polyphénols

3.1. Définition

Les composés phénoliques des végétaux correspondent a un vaste ensemble de plus de
8000 molécules qui ont toutes en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (Hennebelle et al., 2004).

Ce sont des molécules issues du métabolisme secondaire et qui sont ubiquitaires du réegne
vegétal. Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la plante,
ils sont ainsi impliqués dans la physiologie, dans les mécanismes de défense, ou encore dans
la coloration des fleurs (Macheix et al., 2006).

3.1.2. Biosynthése des polyphénols

D’un point de vue biosynthétique, les composés phénoliques synthétisés a partir des
hydrates de carbone peuvent étre engendrés par deux voies métaboliques : la voie de 1’acide
shikimique, la plus courante, qui conduit entre autre a la formation des acides phénoliques,
flavonoides et liganes; et la voie des polyacétates qui est a I'origine de composés

polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones (Bruneton, 2008).
3.1.3. Lastructure

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire. llIs peuvent étre
classés selon le nombre et ’arrangement des atomes de carbone les composants, et en
fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique (Cheynier et al,.
1997).

Les composés phénoliques peuvent étreliés aux glucides, lipides, aux protéines, et aux

des acides organiques (Harborneet al., 1999; Chira et al., 2008). De ce fait, on peut les
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retrouver trés souvent préesents sous ces formes (Hennebelle et al., 2004 ; Macheixet al.,
2006).

Cependant une telle diversité structurale a comme conséquence 1’éventail de composés
pheénoliques qui se produisent dans la nature, ces composés phénoliques peuvent
fondamentalement étre classés par catégorie dans plusieurs classes selon leur squelette de
carbone : acides phénoliques, flavonoides, stilbénes moins communs, et liganes. Les acides
phénoliques sont abondants dans les aliments. Les plus fréquents sont 1’acide caféique et, a un
degré moindre, I’acide férulique. De ces classes les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins sont considérés comme les principaux composes phénoliques alimentaires (Harborne
etal., 1999 ; King et Young, 1999) (Tableau 11).

Tableau 11 : Classe des composés phénoliques dans les plantes (Harborne et al., 1999).

Classe Structure
Polyphénols simples, benzoquinones C6
Acides hydorxybenzoiques C6-C1
Acethophénones, acides phénylaétiques C6-C2
Acides hyc_iroxycinnamique, phénylpropanoides (coumarine, C6-C3
isocoumarines, chromones, chromenes)
Naphtoquinones C6-C4
Xantones C6-C1-C6
Stilbenes, anthraquinones C6-C2-C6
Flavonoides,isoflavonoides C6-C3-C6
Ligane, neoligane (C6-C3)2
Biflavonoides (C6-C3-C6)2
Lignines (C6-C3)n
Tanins condensés (proanthocyanidines ou flavolanes) (C6-C3-C6)n
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3.1.3.1. Les composeés phénoliques simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques du simple
phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoides en C15
(Macheix et al., 2006).

3.1.3.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phenoligues,
ils se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxybenzoiques (C6-
C1) et les acides hydroxycinnamiques (C6-C3).

Les dérivées de I’acide benzoique existent fréquemment sous formes d’esters ou de
glucosides et peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme certains
tanins (Macheix et al., 2006 et Liu, 2007) et des lignines (Liu, 2007) (Tableau 12).

Tableau 12 : Structure des acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure générale R1 R2 R3 R4 Nom
H H H H Acide benzoique (non
RZ A phénolique)
R3 =9 | H H OH H Acide p-hydroxybenzoique

OH H OH | OH H Acide protocatéchique

R4 H | OCH3 | OH H Acide vanillique

H OH | OH | OH Acide gallique

H | OCH3 | OH | OCH3 Acide syringique

OH H H H Acide salicylique

OH H H OH Acide gentisique

Les dérivés de I’acide cinnamique (les acides hydroxycinnamiques) représentent une
classe tres importante dont la structure de base est (C6-C3) dérive de celle de I’acide
cinnamique. Se sont des composés aromatiques, présents sous forme liée a des composées
structurels de la paroi cellulaire telles que la cellulose, la lignine et les protéines par le biais
des liaisons esters (Bravo, 1998 ; Liu, 2007) (Tableau 13).
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Tableau 13 : Structure des acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchadoet Cheynier,

2006).
Structure générale R1 R2 R3 Nom
OH H H H Acide cinnamique (non
phénolique)
R1 S
o]
H OH H Acide p-coumarique

RZ OH OH H Acide caféique
R3 OCH3 OH OH Acide férulique
OCH3 | OCH3 | OH Acide sinapique

Bien que les fruits et 1égumes contiennent beaucoup d’acides phénoliques libres, dans les
grainsvet les pepins, les aides phénoliques sont souvent sous forme liée. Ces acides
phénoliques peuvent seulement étre libérés par hydrolyse acide ou alcaline, ou par des

enzymes (Tsao, 2010).

3.1.3.1.2. Les flavonoides
3.1.3.1.2.1. Structure et classification des flavonoides

De nos jours, plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine
biosynthétiqgue commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a
quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques; deux cycles en C6 (A et B),

reliés par un hétérocycle en C3 (Bruneton, 1999 ; Pietta, 2000) (Figure 5).

Figure 5 : Structure générale du noyau des flavonoides (Heimet al., 2002).

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000). Quatorze

groupes différents ont été identifiés dont six sont particulierement les plus répandus et les
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mieux caracterisés ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols,
anthocyanidines (Heim et al., 2002 ; Hendrich, 2006).

Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres. . .) sur les deux cycles
aromatiques A et B (Heim et al., 2002).

3.1.3.1.2.2. Biosynthése des flavonoides

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent
et se dissolvent dans les vacuoles. Les composés de départ de la biosynthése des flavonoides
sont le malonyl CoA, le cinnamoyl CoA et les dérivés CoA de ’acide cinnamique (Gerhard,
1993). Ces composés sont formés suite a deux voies complémentaires, voie acétate malonate
et voie shikimate (Hollman et al, 1999 ; Middleton, et al., 2000). La voie shikimate conduit &
la synthése de I’acide cinnamique et donc au cycle B et a la chaine en C3 qui formera le cycle
oxygené C de la structure de base des flavonoides. La voie acétate malonate constitue la voie
de synthése du noyau A. Ce systéme aromatique est formé par condensation répétée d’unités

d’acétate (Gerhard, 1993) (Figure 6).
3.1.3.1.2.3. Localisation et distribution des flavonoides

La répartition desflavonoidesmontre des accumulations trés localisées, généralement en
relation avec une fonction physiologique ou avec D’interaction de la plante avec son
environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation épidermique ont un rdle d'écran
vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont impliqués dans les mécanismes
de défense ont plutdt une localisation sous épidermique (Boudet, 2000).

Les flavonoides ont été identifiés dans presque toutes les parties de la plante. Les feuilles,
les racines, les tiges, les fleurs, les graines et 1’écorce (Lee et al., 1994). lIs sont trouvés dans
les fruits, les légumes, les herbes, les épices, aussi bien que dans le thé et le raisin rouge. Ils
sont consommeés réguliérement par 1’alimentation a raison d’environ 75 mg de flavonoides par
jour (Schewe et Sies, 2003).
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Figure 6 : Voie de biosynthése des flavonoides (Gerhard, 1993).
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3.1.3.1.3. Les compsés phénoliques condenseés

Ces composés resultent principalement de la condensation de certaines des formes

simples préecédemment évoquées.
3.1.3.1.3.1. Les tanins

Les tanins constituent le troisieme groupe important des composés phénoliques. Ce sont
des molécules complexes caractérisées par une teneur élevée en polyphénols selon leurs

structures, ilssont formés de plusieurs monomeres de flavane 3-ol (Macheix et al., 2006).
3.1.5. Biodisponibilité des composés phénoliques

La plupart des polyphénols sont présents sous forme d’esters, de glycosides ou de
polymeres qui peuvent souvent ne pas étre absorbés tels quels. Ces composés vont étre
hydrolysés en aglycones par des enzymes intestinales ou par la microflore avant d’étre
absorbés. Dans les entérocytes et par la suite au niveau hépatique, les polyphénols sont
conjugués a des acides glucoroniques et des sulfates. Les métabolites circulant au niveau du
sang sont des dérivés conjugués fortement liés a I’albumine (Manach et al., 2006). Ensuite

les polyphénols peuvent pénétrer dans les tissus.
3.1.6. Role des composés phénoliques
3.1.6.1. Role des polyphénols dans la plante

Les composés phénoligues participent activement aux interactions de la plante avec
son environnement en jouant soit le rdle des signaux de reconnaissance entre les plantes et les
symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogenes. lls participent de maniere trés efficace a la tolérance des végétaux a des stress
variés, ils sont impliqués dans les processus de défense contre les UV, la pigmentation, la
stimulation des nodules de fixation de 1’azote et la résistance aux maladies (Chira et al.,
2008). Ces composés jouent un rdle essentiel dans I'équilibre et I’adaptation de la plante au

sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2006).

3.1.6.2. Role biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont apparentés au groupe des antioxydants naturels. Leurs
propriétés antioxydantes, mais aussi antibactériennes, antifongiques, antivirales,..., ont été

démontreées in vitro (Ren et al., 2003; Rodrego).
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Quel que soit leur degré de purification, la plupart des composés phénoliques présentent
des propriétés antioxydantes responsables, pour une grande part, de leurs propriétés

biologiques et de leur utilisation dans les industries alimentaires, cosmétiques et
pharmacologiques (Macheix et al., 2006).
3.1.7. Les antioxydants phénoliques

3.1.7.1. Pouvoir antioxydant

Les composés phénoliques possédent la chimie de structure idéale pour les activités de
pi¢geage des radicaux libres parce qu’ils renfermenent :

1. Des groupes hydroxyles phénoliques sont susceptibles de donner un atome
d’hydrogene ou un électron a un radical libre ;

2. Un Systéeme aromatique étendu conjugué pour délocaliser un électron non apparié
(Berset, 2006).

3.1.7.2. Mécanisme antioxydant

Grace aux propriétés précédentes, les composées phénoliques peuvent céder un

hydrogéne aux peroxydes lipidiques pour les stabiliser sous formes d’hydroxyperoxydes

LOOH et bloquer les réactions de propagation de la chaine d’oxydation.

LOO +AH

LOOH +A-

Ladélocalisation de 1’électron non apparié sur le cycle aromatique et I’absencede site

d’attaque de I’oxygeéne empéchent la propagation de nouvelles réactions radicalaires car les
étapes suivantes ne sont pas favorisées :

A+ O » AOO® (2)
AOO* +1H » AOOH+L1* .. 3)
A*+ LH » AH+L*

Les antioxydants sous forme A’ peuvent également freiner la phase de propagation en
formant un produit chimiquement stable (adduit) avec les radicaux lipidiques formés.
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LO*+A® P LOA oo (3)

LOO* A* »LOOA oo (6)

L’action de I’antioxydant se traduit par 1’allongement de la phase d’initiation et un retard
du démarrage de I’oxydation. Cet effet est limité dans le temps puisque 1’oxydant est
progressivement consommeé. Les réactions d’oxydation reprennent ensuite, souvent avec la
méme vitesse qu’en absence d’antioxydant. Tous les composés phénoliques n’ont pas la
méme efficacité antioxydante. En effet, I’activité antioxydante est d’autant plus élevée que les
composés phénoliques possédent un potentiel redox faible. Les polyphénols peuvent aussi
inhiber les oxydations de fagon indirecte, en désactivant 1’oxygéne singulet, oxydant tres
puissant des acides gras insaturés, ou en chélatant les métaux de transition (Fe™, Cu™) qui
accélérent fortement 1’auto-oxydation des lipides. Enfin,certains sont des inhibiteurs des
enzymes d’oxydation, en particulier la lipoxygénase ou de la cyclo-oxygénase. La Figure 7

schématise le mode d’action des antioxydants.

LH = Lipide insaturé
(acide gras libre, triglycéride, phospholipide)

™ “Sensibilisateur L

7 + photons
/ 20808 PHOTO > :
P ~ OXYDATION Aldéhydes, cétones, acides
3 v, Polymeres+/- oxydés,
02 0, /L ‘\ Composes cyclisés, trans
/ N
v,/' )~ Scission,
/ ’/ (hmlffnge remaniement,
/ LH ) o cyclisation,
: v mélaux Yy
/ \ OXYDATION L0° polymeérisation
| \}\ENZYMATIQUE LOOH
| 3 PR _~ A LOO“ |
| O2 . Lipoxygénase / OH"®
\ iz / Coxydation
1 LOO" AUTO des vitamines,

#} I | OXYDATION des pigments,
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\ H° métaux ﬁ

™ chauffage

Figure 7 : Schéma des réactions d’oxydation des lipides et niveau d’action des
antioxydants (fléches bleues) (Berset, 2006).

3.1.7.3. Activité antioxydante des flavonoides

Ces derniéres années, une importance particuliére a été accordée aux propriétés
antioxydantes des flavonoides qui sont attribuées a leur capacité de :

» piéger directement les radicaux libres ;
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» chélater les ions métalliques impliqués dans la production des especes oxygénées
réactives ;

» inhiber quelques enzymes en particulier les oxydases ;

A\

activer les enzymes antioxydantes ;
» réduire les radicaux a-tocophéryl (Cotelle, 2001; Lin et Weng, 2006 ; Heim et al.,
2002).

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation
d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle. Selon Berset, (2006) les
flavonoides peuvent aussi désactiver les especes oxygeénes réactives, comme 1’ion superoxyde
(O%), le radical hydroxyle (OH"), le radical peroxy (ROQ") ou I’oxygéne singulet (O,) et
inhiber la lipoxygénase (Figure 8).

ROO" + FIOH = ROOH + Flor

HO" + FIOH = H.0 + FIO°

oH O

f:, _____Jﬁll __,‘ - O
e [ - - sl 1 !
e - " - -"""-._'__,_,.-' i — - g™ - =3
1 | s ooy — ] | s HLO,
T T ” “OH = ] T T~oH
» i |}

Figure 8 : Réaction des flavonoides avec les especes oxygénées réactives

(DensiovetAfanas’ev, 2005).
3.1.7.3.1. Pouvoir de piégeage des radicaux libres

De nombreuses études ont établi la relation entre les structures chimiques des flavonoides
et leur pouvoir piegeur (scavenger) des radicaux libres. La structure ortho-dihydroxy 3°, 4°,
sur le cycle B (groupement catéchol) confere la stabilité au radical flavonoxy et participe a la
délocalisation des électrons.La double liaison C,-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo
sur le cycle C responsable de la delocalisation des électrons, augmentela capacité radicale
scavenger des flavonoides. Les groupements hydroxyles libres en Cz et Cs augmentent
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également la capacité radicale scavenger des flavonoides (Jovanovic, 1994; Rice Evans,
2001, Pietta, 2000 ; Hendrich, 2006) (Figure 9).

Figure 9 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des radicaux libres (Pietta,
2000).

3.1.7.3.2. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du
O,° et d’autres espéces oxygénées réactives, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase
C, la cyclooxygénase, lipooxygénase, et la monooxygénase microsomal. Les flavonoides
ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriale et la NADH
oxydase (Pietta, 2000 ; Densiov et Afanas’ev, 2005).
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CHAPITRE IV

Propriétés pharmacologiques des graines et de
I’huile de Nigella sativa

4.1. Propriétes de la graine entiére
4.1.1. Usages comme épice

Les graines de nigelle entieres ou moulues sont utilisées comme épice. Elles servent a
saupoudrer le pain, le Naan (pain de régions d’Asie centrale et du sud) et 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 sésame dans la cuisine traditionnelle
d’Asie, et sont ajoutées a différents plats.

Dans la région du Bengale, entre 1’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
panch phoron, composé de cing épices : le cumin, le fenouil, la moutarde, le fenugrec et la
nigelle.

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 au méme titre
que le poivre. En Algérie, le pain et les produits boulangers sont aromatisés avec la nigelle et
au Sud, principalement dans la région d’Adrar, elle constitue I’épice principale dans la
préparation de soupes. Grace a son ardme citronné et légerement piquant, la graine de nigelle

reste présente dans de nombreuses cuisines, comme épice.
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4.1.2. Usage en medecine traditionnelle

4.1.2.1. Graines

Les Orientaux et les Egyptiens en font une grande consommation, car ils pensent qu’en
plus de son effet carminatif et diurétique, la graine de nigelle renforce le systeme immunitaire
et stimule la lactation.En Egypte, elle est utilisée contre ’asthme (Atta, 2003). En usage
externe sous forme de pommade, les graines sont utilisées dans le traitement d’abces,
d’hémorroides, d’inflammation des testicules et de pédiculose (Akhtar et Aslam, 1997).

En Extréme-Orient, la nigelle constitue un remede contre les maladies respiratoires,
I’asthme bronchique, le rhumatisme, les maladies inflammatoires, les problémes digestifs et
parasitaires en cas de raideurs de douleurs articulaires et d’eczéma.En Indonésie, les graines
sont ajoutées a des médicaments astringents pour lutter contre les désordres intestinaux. En
Malaisie, des cataplasmes de graines sont utilisés pour soigner les maux de téte, les abces, les
ulcéres nasaux, 1’orchite et le rhumatisme. Les femmes arabes utilisent la graine de Nigella
sativa comme galactogene (Teuscheret al., 2005).

En Europe, la nigelle remplacait les épices trop colteuses pour certaines bourses au
moyen age, elle servait comme aromate de boulangerie (Delaveau, 1987). Actuellement, elle
est utilisée comme plante ornementale pour ses fleurs.En Algérie, elle est employée en
médecine traditionnelle comme emménagogue cholagogue, carminatif, vermifuge, diurétique,
stimulant de la sécrétion du lait, décontractant des muscles lisses (Mokkedem, 2004). Les
indications médicales traditionnelles dans certains pays du bassin méditerranéen), sont

résumées dansle Tableau 5, annexe.
4.1.2.2. Huile

En Turquie, ’huile de graine est employée par voie orale pour ses vertus carminatives,
bronchodilatatrices,  expectorantes,  antihypertensives,  diurétiques,  diaphorétiques,
stomachiques et pour lutter contre 1’indigestion.En friction elle est préconisée contre les
spasmes musculaires, la sciatique et les rhumatismes (Baser et al., 1986). En Arabie Saoudite,
I’huile est utilisée en usage externe en cas de raideur et de douleurs articulaires, ainsi qu’en
cas d’asthme et d’eczéma (Houghton et al., 1995). La graine et I’huile, prises seules ou
associées a d’autres médicaments, sont efficaces contre ’alopécie, le vitiligo et d’autres

problemes dermatologiques (Aggarwal et Kunnumakkara, 2009).
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4.2. Propriétés pharmacologiques des extraits des graines de Nigella sativa

La graine de nigelle posséde un trés large spectre d’utilisations en médecine traditionnelle
récemment prouvé par des études pharmacologiques et biologiques. La haute teneur en
composés actifs et en antioxydants tels que les polyphénols, les tocophérols et la
thymoquinone, a amené les chercheurs a tester son effet dans plusieurs domaines médicaux.
Durant les vingt derniéres années, plusieurs travaux ont porté sur 1’étude de Nigella sativa,
notamment sur les effets dis aux extraits de la graine de cette espéce ainsi qu’aux principaux
constituants (I’huile fixe et I’huile essentielle) sur divers systémes. Plusieurs travaux ont fait
I’objet d’étude des porpriétés anti-inflammatoires et analgésiques, activité antibactérienne,
antifongique, anti virale et activité antioxydante (Goreja, 2003; Benkaci, 2007 ; Ramadan et
Morsel, 2002 et 2012).

4.2.1. Activité anti-inflammatoire et analgésique de I’huile fixe et essentielle

Plusieurs auteurs ont étudié 1’éventuelle activité analgésique et anti-inflammatoire
d’extraits ou de composés purs issus de Nigella sativa. Al Ghamdi, (2001) ont montré que
les polyphénols de Nigella sativa disposent de propriétés anti-inflammatoires chez le rat et la
souris dans le test de I’oedéme de la pate induit par le carragénane, et montrent des propriétés
analgésiques dans le test de la fomaline et de 1’acide acétique. Le mécanisme par lequel
I’huile fixe de Nigella sativa et la thymoquinone exercent leurs effets anti-inflammatoires a
été étudié ; la thymoquinone s’est avérée étre un puissant inhibiteur de la synthése des
eicosanoides notamment la thromboxane B2 et leucotriéne B4 par I’inhibition respective des
cycloogénase et lipoxygénase. Cependant, 1’activité de I’huile fixe sur ces deux enzymes est
plus importante que la thymoquinone elle-méme ; I’activité anti-inflammatoire n’est pas donc
entierement dde a la présence de la thymogquinone ; et selon Houghton et al., (1995) ; Gilani
et al., (2001) des acides gras insaturés de type C20 :2 (acide ecosadieoique) semblent étre

impliqués.

4.1.2. Activité antibactérienne, antifongique et anti virale des extraits de graines, de

I’huile fixe et de I’huile essentielle
4.1.2.1. Extrait des graines

De nombreuses études in vitro ont montré que 1’extrait par le diéthyle éther de graines de

Nigella sativa a entrainé, d’une maniére dépendante de la concentration, une inhibition de
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Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et la levure pathogéne
Candida albicans (Hanafy et Hatem, 1991 ; Harzallahet al., 2011).

4.1.2.2. Huile essentielle

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Nigella sativa a été également
démontrée sur 37 souches de Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei et
Shigella boydii ainsi que 10 souches de Vibrio cholerae et Escherichia coli (Ferdous et al.,
1992).

4.1.2.3. Huile fixe

En plus des activités antibactériennes et antifongiques, 1’huile de Nigella sativa possede
aussi un effet antiviral vis-a-vis de virus de I’herpés : cytomégalovirus murin (MCMYV)
(Salem, 2005), des propriétés anti-cestodales et anti-nématiques comparables a celles de la
pipérazine (antiparasitaire) (Agrawal et al., 1979). L’activité anti microbienne de I’huile fixe
sur vingt souches de L. monocytogenes a été démontée (Manoj Nair et al., 2005).Une étude
récente menée par Piras et al.,(2013) sur I’huile fixe et I’ huile essenticlle des graines de
nigelle rapporte que ces deux huiles manifestent une activité antituberculeuse, antifongique et

antimicrobienne intéressante.
4.1.3. Activité antioxydante des graines et de I’huile fixe et essentielle

Parmi les différents travaux qui ont été effectués pour évaluer les effets des graines de
Nigella sativa, la majorité d’entre eux sont focalisés sur ses propriétés antioxydantes in vitro

et in vivo (Meziti et al., 2012).
4.1.3.1. Activité antioxydante des graines

Une étude sur ’auto-oxydation de 1’huile de mais a permis de déterminer le pouvoir
antioxydant des graines de Nigellasativa. En effet, les extraits éthanolique et aqueux ont
retardé I’oxydation des triglycérides de I’huile de mais a 100°C, I’extrait éthanolique ayant un
pouvoir antioxydant plus fort que I’extrait aqueux. L’activité antioxydante de I’extrait
éthanolique est comparable a celle de la tert-butylhydroquinone (la TBHQ), un antioxydant
utilise dans les cosmetiques, et utilisé comme conservateur des acides gras insaturés dans

I’alimentation (Atta et Imaizumi, 1998).
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Les travaux deThippeswamy et Akhilender, (2005) se sont intéréssésaux propriétés
antioxydantes de Nigella sativa. L’extrait aqueux et méthanolique de ces graines ont montré
une activité antioxydante dans trois systémes; effet (scavenger) du radical DPPH, effet
scavenger des hydroperoxydes lipidiques et inhibition de la peroxydation lipidique
lipooxygénase dépendante, inhibition de la peroxydation lipidique non enzymatique au niveau
des microsomes hépatiques. Une étude plus récente de Khattak et al., (2008) rapporte que
I’extrait méthanolique des graines de nigelle manifeste une activité anti radicalaire élevée et
une teneur importante en polyphénols.Meziti et son équipe (2012), étudiant D’effet
antioxydant des extraits de graines de nigelle, ont conclu que les graines de Nigella sativa ont
une activité antioxydante considérable in vitro et in vivo, cette activité est accrue dans les
extraits de chloroforme, d’acetate d’éthyle et d’hexane. L’activité de 1’extrait chloroformique
et celui de I’'acétate d’éthyle est probablement lié a leur teneur élevée en polyphénols et

I’activité de I’extrait hexanique pourrait étre attribuée aux huiles essentielles.
4.1.3.2. Activité antioxydante de I’huile essentielle

L’huile essentielle de Nigella sativa, ainsi que ses fractions ont été testées pour leur
activité antioxydante. En effet la thymoquinone, le carvacrol, le t-anthenol, et le 4-terpineol
ont une propriété de piégeage des radicaux libres remarquable. Cette propriété antioxydante a
été confirmée par d’autres tests (Essai du DPPH (Diphenylpicrylhydrazyl), peroxydation
lipidique non enzymatique et I’essai du désoxyribose) (Burits et Bucar, 2000).

Viuda et al., (2011) ont signalé que les huiles essentielles des graines de nigelle et du
thym cultivés en Egypte peuvent étre considérées comme une bonne source de composés
naturels ayant une importante activité antioxydante. Ces auteurs ont conclugque les huiles
essentielles pourraient avoir un grand intérét dansl’industrie agroalimentaire, cosmétologique

et pharmaceutique en vue de remplacer les conservateurs synthétiques.
4.1.3.3. Activité antioxydante de I’huile fixe

L’huile fixe de Nigella sativa ainsi que la thymoquinone inhibent la peroxydation
lipidique non enzymatique dans les liposomes (Houghton et al., 1995). Les travaux de
Ramadan et Morsel, (2003) sur I’huile fixe des graines de nigelle et ses fractions, ont montré
qu’elle présente une activité antioxydante vis-a-vis des deux radicaux libres stables (le radical
DPPH et le radical glavinoxyl). Cette activite antiradicalaire est die, selon ces auteurs, a une

action combinée des différents antioxydants endogénes contenus dans 1’huile est corrélée avec
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la teneur en acides gras polyinsaturés, en composés insaponifiables et en phospholipides, de
méme que la valeur peroxyde initiale de I’huile. Mohamadin et al., (2010) ont rapporté que
le traitement avec 1’ huile de graines de nigelle diminue significativement la toxicité et le
stress oxydatif induits par le propoxur dans toutes les régions testées des cerveaux des rats ,
grace au mecanisme de piégeage de radicaux libres. Solati et al., (2012) ont confirmé I’effet

antioxydant de I’huile de nigelle et sa capacité de piéger le radical DPPH.

4.1.4. Toxicité de Nigella sativa

La toxicité de la nigelle est bien connue par la plupart des herboristes. En effet, elle n’est
utilisée qu’a faible dose. Un surdosage des graines de Nigella sativa peut étre mortel.
Bellakhdar, (1978) a rapporté dans son ouvrage que le surdosage thérapeutique peut
provoquer des d’avortements. Teuscher et al., (2005) rapportent qu’une prise de 20g de
graines provoque chez la femme enceinte des vomissements et est susceptible d’entrainer
I’avortement.Les propriétés toxiques de la thymoquinone (TQ) et de la thymohydroquinone
(THQ) ont été signalées par EI Dakhakhny, (1965) ;Vahdati Mashhadian et al.,(2005) ; Al
Ali et al., (2008). Dans une étude récente Zaghlol et al., (2012) ont aussi confirmé 1’effet
toxique de surdosage de I’huile végétale de Nigella sativa.

I1 est a signaler qu’aux doses usuelles I'usage de la nigelle comme épice ne représente, a

notre connaissance, aucun risque de toxicité ni aigu ni chronique.
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CHAPITRE V

Extraction de ’huile des graines oléagineuses

5.1. Procédé d’extraction de I’huile des graines oléagineuse

L’huile des graines oléagineuses est extraite par des procédés mécaniques et chimiques.
Le procédé mécanique consiste a extraire I’huile par des presses hydrauliques et a vis sans fin.
Pour le procédé chimique I’extraction est utilisée pour extraire 1’huile a partir des graines
oléagineuses qui renferment des teneurs en huile inférieures a 20%. Plusieurs travaux de
recherche ont montré que le rendement d’huile par pressage est influencé par plusieurs
paramétres tels que; la température, la pression, la durée de pressage, 1’épaisseur de
I’échantillon, et aussi sa granulométrie (Mountasser et EI Hadek, 1999 ; Ferradji et al.,
2001 ; Acheheb et al., 2012 ; Ye, 2012 ; Santoso et al., 2014).

5.2. Prétraitements des graines

Le prétraitement est indispensable et permet d’accroitre les performances du pressage
mécanique. Le prétraitement des graines oléoprotéagineuses qui vise a faciliter I’extractibilité
d’huile comprend le plus souvent des prétraitements physiques et thermiques tels que le
nettoyage, le séchage, le décorticage, le broyage et I’aplatissage (khan et Hanna, 1983;
Laisney, 1992).

5.3. Pressage hydraulique des graines oléagineuses

L’utilisation des presses hydrauliques pour D’extraction des huiles des graines
oléagineuses permet d’étudier I’influence de nombreux parametres : La pression appliquée, la
vitesse de descente du piston ou vitesse de compression, 1’épaisseur caractéristique de
pressage, la durée de pressage, la température du gateau et la teneur en eau, pour de
nombreuses graines brutes ou prétraitées (Lanoiselle et Bouvier, 1994). Divers travaux de
recherche ont ét¢ menés pour analyser I’influence des paramétres opératoires (température,

pression appliquée et durée de pressage) sur le taux d’extraction en matiere grasse de graines
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de coton, de colza, de ricin, de lin, de tournesol (Mrema, Mcnulty, 1985 ; Abu Arabi et al.,
2000). Ces études ont montré qu’il était possible d’améliorer le rendement d’extraction de ces

oléagineux en optimisant les parametres opératoires.
5.3.1. Paramétres influencant le taux d’extraction d’huile

5.3.1.1. Influence de la température

Norris, (1974) a rapporté que le traitement thermique coagule les protéines des
parois cellulaires pour les rendre perméables a I’huile. Cette opération diminue les
interactions entre I’huile et la surface solide des graines permettant I’augmentation du
rendement en huile lors du pressage. L’augmentation de la température permet
I’accroissement de la solubilité et de la diffusivité du soluté et la diminution de la viscosité et
facilite par conséquent 1’écoulement et I’extraction du substrat sous I’effet de la pression
(Lanoiselle et Bouvier1994). Cependant cette augmentation doit étre limitée pour éviter les
risques de la dégradation thermique du soluté (Leybros et Fremeaux, 1990).

Plusieurs travaux de recherche ont porté sur I’effet de la température au cours de
I’extraction de I’huile par pressage. Mrema et Mcnulty (1979), Mountasseret El
Hadek(1999), Ferradjiet al., (2001),Yeet al., (2007) qui ont travaillé respectivemt sur le
colza, les graines d’argan, lesamandes d’ abricot et le beurre du karité, ont confirmé que le
rendement de 1’huile par pressage est amélioré avec 1’augmentation de la températue. Zhang
et al.,(2012) en étudiant I’extraction de I’huile par le CO, supercritique ont également

constaté que le rendement augmente pour les température élevées.

5.3.1.2. Influence de la granulométrie

Le broyage a pour objet de réduire la dimension des graines oléagineuses, afin de faciliter
le travail de la presse ou du solvant. En effet Singh et al., (1984), ont montré que le pressage
du tournesol, a partir de graines broyées permet un meilleur rendement d’extraction que les
graines entieres ou decortiquées. Ferradji et al., (2001),en étudiant 1’extraction d’huile des
amandes abricots par pressage hydraulique, ont constaté qu’ une granulométrie de 1 mm a
nettement amélioré le rendement d’huile (55,23%). Ye et al., (2007) ont rapporté que pour les
échantillons du karité finement broyés le taux d’extraction du beurre augmente de 73 % a
84 %. Hadjadj (2008) rapporte que pour une granulométrie inferieure a 2 mm le taux
d’extraction d’huile a partir des graines de nigelle, effectué a 120 bars et 50 °C, passe de 43 %
a 66 %.
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5.3.1.3. Influence de la pression

Hammonds et al., (1991), ont montré qu’une augmentation de la pression permettait
d’accroitre le rendement d’extraction en huile. Ye, et al., (2007) ont montré¢ I’effet favorable
des pressions élevées a savoir que lorsqu’on augmente la pression de 7 MPa de 25 MPa, le
taux d’extraction du beurre de karité passe de 40 % a 80 %. Ces résultats sont similaires a
ceux rapportés par Hadjadj (2008), Solati et al.,(2012) et Acheheb et al., (2012), qui ont
étudié respectivement 1’optimisation de I’huile a partir des graines de nigelle et du pistachier
d’Atlas. L’augmentation du taux d’extraction d’huile serait di a 1’action des forces
mecaniques qui fragilisent et fragmentent les cellules lipidigiues. Sivala et al.,(1991) ;
Mountasser et ElI Hadek, (1999) ont rapporté que lorsque la pression croit, le taux d’huile

extraite augmente jusqu’a épuisement total pour des pressions de 400 kg/cm?.
5.3.1.4. Effet de la teneur en eau

Plusieurs études ont montré 1’effet de la teneur en eau sur le rendement d’huile extraite
des graines oléagineuses par pressage. Les premieres observations ont été rapportées par
Taylor (1937) qui a signalé que le rendement d’huile des graines de coton par pressage est
nettement amelioré pour des teneurs en eau fixées a environ 8 %. L’influence simultanément
du couple traitement thermique teneur en eau a été confirmée par plusieurs travaux
(Hammonds et al., 1991 ; Lanoiselle et Bouvier, 1994; Ferradji et al.,2001).

5.3.1.5. Effet du temps de pressage

Singhet al., (1984) ont étudié I’effet des caractéristiques de pressage du tournesol sur la
teneur résiduelle en huile dans le tourteau. Ils ont testé 31 combinaisons des facteurs
comprenant la pression (14, 28, 42, 56 et 70 Mpa), le temps de pressage (4, 5.5, 7, 8.5 et 10
mn) et la température (20, 35, 50, 65 et 80 °C) pour les graines décortiquées et finement
broyées. L’étude statistique a permis de hiérarchiser les effets. Ainsi le facteur le plus influant
s’est avéré étre la pression, suivi du temps de pressage puis de la température. Les études
d’Adeeko et Ajibola, (1990) montrent I’existence d’une corrélation entre le taux d’extraction
et la durée de pressage avec un ralentissement progressif de I’écoulement en raison de
I’obstruction des pores sous I’effet du drainage.Ye et al., (2007), en vue de déterminer le
temps de pressage nécessaire pour atteindre une stabilisation du taux d’extraction du beurre de
Karité, ont montré que le taux d’extraction est stable aux environs de 75% dés les cinq

premiéres minutes.
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5.3.1.6. Effet de I’épaisseur de I’échantillon et de la vitesse de pressage

Plusieurs études relatives a 1’effet de la vitesse de pressage et de 1’épaisseur de
I’échantillon sur le taux d’extraction d’huile, montrent qu'une réduction de la vitesse et de
I’épaisseur de 1’échantillon tend a accroitre le rendement en huile, tous les autres parametres
étant gardés constants. Hickos, (1953) et Khan, (1999) ont rapporté que le rendement en
huile des graines oléagineuses augmente avec la réduction de la vitesse de pressage et de
I’épaisseur de 1’échantillon.

Cependant, Ye et al., (2012) ont rapporté des résultats controversés selon lesquels le taux
d’extraction est d’autant meilleur que la vitesse de compression est élevee pour les amandes
entiéres de neem (Azadirachta indica A.Juss). Cette observation pourrait étre expliquée par le
fait que la compression rapide ne laisse pas suffisamment de temps aux amandes de se
repositionner pour combler les vides existants, si bien que la structure reste poreuse et

favorise 1’écoulement de I’huile.
5.4. Méthodologie de surface de réponse

En statistiques la méthode des surfaces de réponses (MSR) a pour but d'explorer les
relations entre les variables dépendantes et indépendantes impliquées dans une experience. Elle
résulte des travaux de Box et Wilson en 1951.

L'idée principale de leur méthode repose sur l'utilisation d'une séquence d'expériences.
Box et Wilson, (1951) suggérent d'utiliser un modele a polyndme de second degré, mais
concedent que ce modele n'est qu'une approximation. Toutefois, ce dernier a I'avantage d'étre
facile a estimer et a appliquer, méme lorsque l'information disponible sur les processus en
cours est minime.En statistique, un plan factoriel est une experience qui consiste a choisir des
valeurs pour chacun des facteurs en faisant varier simultanément tous les facteurs, de fagon
exhaustive ou non. Le nombre d'essais peut alors devenir trés important. Une telle expérience
permet I'étude de I'effet de chaque variable sur le processus, ainsi que I'étude de la dépendance

(intéraction) entre les variables.
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5.4.1. Utilisation de la méthodologie des surfaces de réponse dans les procédés des

sciences alimentaires

Lee, et al.,(2000) ont utilisé la MSR pour optimiser le procédé d’extraction de la vitamine
E dans la tomate et les choux fleurs. Cette méthodologie a fait 1’objetd’une étude pour
optimiser les condition d’extraction de I'huile de baies d'argousier par CO, supercritique Xu et
al., (2007). Dans le méme contexe Ozkal (2009) ont étudié 1’optimisation des effets de la
taille des particules, pression, température, et du débit du CO; sur le rendement de 1’huile de
lin extraite par le CO; supercritique. De méme Zhang et al., (2012) ont optimisé ’effet des
parametres de pressage (tempeérature, pression et le débit de CO,) sur le rendement de 1’huile
de graines de Nigellaglandulifera.

Piras et al., (2013) ont utilisé la MSR pour 1’étude de la composition chimique et
I’activité biologique in vitro de I’huile volatile et fixe de Nigella sativa extraite par CO,
supercritiqgue. Recemment Santoso et al., (2014), ont ctudié 1’optimisation des effets de
temperature ,pression , pretraitements thermiques et la durée de pressage sur 1’extraction
d’huile des graines du rubber par presse hydraulique en utilisant la Methodologie des Surfaces
de Réponse. La MSR a également été utilisée pour déterminer les conditions optimales
(température, concentration en méthanol et durée d’extraction) pour I’extraction des
antioxydants de la pelure de pomme de terre (Amadoet al., 2014). Quant a Chen et al.,
(2015), ont optimisé par cette méthodologie, les conditions d’extraction par ultrasons des

composes phénoliques et en anthocyanes a partir des mélasses de sucres de betterave.
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Matériel et méthodes

1.1. Matériel végétal

Les graines de nigelle variété (Nigella sativa), sont achetées du marché local durant
I’année 2012 (Figure 10).

Figure 10 : Graine de Nigella sativa L.

1.2. Méthodes analytiques
1.2.1. Caractéristiques physiques de la graine de nigelle

1.2.1.1. Densité des graines

La densité apparente, appelée aussi poids spécifique est la masse d’un hectolitre de
graines exprimée en kilogrammes et déterminée par 1’appareil de mesure appelé le«Nilema-

litre» ou « hectolitre » (Godon et Loisel, 1997).
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1.2.1.2. Poids de 1000 graines (NF V 03-703)

La masse des 1000 graines, exprimée en grammes est déterminée par un appareil de

mesure appelé « le Numigral ».
1.3. Localisation des sites producteurs d’huile

La localisation des sites producteurs d’huile est déterminée sur des graines entieres. Les

étapes suivies pour leur détermination sont les suivantes :

1-  Une coupe a main levée en utilisant comme support la moelle de sureau ;

2-  Un prétraitement dans une solution d’hypochlorite de sodium a 12° afin de
pouvoir vider les cellules de leur contenu pendant 20 minutes ;

3-  Un ringage dans de I’eau distillée durant 1 a 5 min, puis dans de ’acide
acétique a 5% pendant 5 min ;

4-  Une coloration des coupes en utilisant le carmino-vert qui donne une coloration

rose pour les parois cellulosiques et une coloration verte pour les parties lignifiées.

Un montage des coupes dans une goutte d’eau distillée entre lame et lamelle est observé
immédiatement au microscope photonique doté d’un appareil photo de marque Aus Jena

Jenalumar. Plusieurs coupes ont été observées et les plus intéressantes ont €té photographiées.

1.4. Analyses biochimiques de la graine de nigelle

1.4.1. Teneur en eau

La teneur en eau de graines de nigelle est déterminée par séchage infrarouge par un

analyseur d’humidité SARTORIUS MA, a une température de 130°C, en quelques secondes.
1.4.2. Teneur en cendre (NF 503-720)

Le principe consiste en I’incinération d’une prise d’essai dans une atmosphére oxydante a
une température de 550 + 25°C jusqu’a la combustion compléte de la matiére organique et en

la pesée du résidu obtenu.
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1.4.2.1. Expression des résultats

Le taux de cendre (Tc) exprimé en pourcentage ouen gramme, rapporté a la matiére

séche, est égal a :

_ Mud0o 100
Mo~ 100—H

Tc

Ou:
MO : Masse en gramme de la prise d’essai ;
M1 : Masse en gramme du résidu ;

H : Humidité de I’échantillon exprimé en pourcentage.
1.4.3. Dosage de I’azote total (NF V 03-050)

Le principe consiste en la transformation de 1’azote organique en sulfate d’ammonium,
sous 1’action de ’acide sulfurique concentré a chaud et en présence d’un catalyseur approprié

selon la méthode de KIELDAHL réalisée en trois étapes :

e Minéralisation avec 1’acide sulfurique pur ;
e Alcalinisation des produits de réaction ;

e Distillation de ’ammoniac libre et titrage.
Les resultats sont multipliés par un facteur de conversion (5,7 pour les graines).
1.4.4. Teneur en sucres

La teneur en sucres (%) a été déterminée selon 1’équation suivante : Teneur en sucres =

100 - (% eau + % protéines + % lipides + % cendre).
1.5. Dosage des composes phénoliques

1.5.1. Préparation de I’extrait brut

Les graines de Nigella sativa préalablement nettoyées et broyées sont mises a macérer
dans un melange methanol/eau (7:3 V/V) a un rapport de 1/10 (P/V), sous agitation douce
pendant 48h a température ambiante. L’extraction est refaite trois fois avec renouvelement du
solvant et filtration a chaque fois, afin d’épuiser totalement la matiére végétale. L’ extrait
hydroalcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange sur verre

fritté (entonnoir N°03), le méthanol est eliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite

44



Etude expérimentale Chapitre | : Matériel et méthodes

dans un évaporateur rotatif de marque BUCHI. L’extrait obtenu caractérisé de couleur brune

foncée, est considéré comme étant 1’extrait brut (EBr) des graines de Nigella sativa.
1.5.1.1. Préparation de ’extrait d’acetate d’éthyle

L’extrait brut est préparé selon la méthode de Gilani et al., (2001) modifié 1égérement ou
S5g d’extrait brut sont mis a macerer dans 50ml d’ eau distillée bouillante pendant 72 heures.
L’extrait brut est mélangé avec 1’acetate d’éthyle (V/V). Aprés décantation, la phase
organique supérieure est recupérée. Cette étape est refaite plusieurs fois avec renouvellement
du solvant jusqu’a ce qu’il devient transparent. L’acetate d’éthyle est par la suite évaporé et
I’extrait obtenuest lyophilisé et conservé a -20°C jusqu’a son utilisation pour les analyses
d’HPLC.

1.5.2. Analyse de I’extrait de graines de Nigella sativa
1.5.2.1. Dosage des composés phénoliques
1.5.2.1.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a été
décrit en 1999 par Singleton et al. Depuis, son utilisation s'est largement répandue pour

caractériser les extraits végétaux d'origines diverses.
1.5.2.1.1.1. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) ou réactif de phénol de Folin ou également réactif de
Folin-Denis, est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (HsPW1,040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo01,04). En milieu
basique, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les groupements oxydables des composés
polyphénoliques présents dans 1’échantillon. Les produits de réduction (oxydes metalliques
W3023/M0g023) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption (& 725 nm), dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de phénols présents dans 1’échantillon.

Le taux de polyphénols totaux des exraits nos échantillons, a été calculé a partir d’une
courbe d’étalonnagelinéaire (y = ax + b), établie avec des concentrations précises d’acide
galliqgue (0-140 mg/l) comme standard de référence, dans les mémes conditions que
I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait de graines de nigelle (mg EAG/g extait).
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1.5.2.1.1.2. Mode opératoire

Les phénols totaux des graines de nigelle sont déterminés par colorimétrie a 765 nm selon
la méthode de Folin-ciocalteu décrite par Singleton et al., (1999) utilisant 1’acide gallique
comme standard.

A 0,25 ml d’extrait (dilué convenablement dans la solution méthanol-eau, 7 : 3) est ajouté
1,25 ml de réactif de Folin (dilué 10 fois dans 1’eau distillée), apres trois mn de réaction, 1 ml
de carbonate de sodium (75g/l dans I’eau distillée) est ajoutéau mélange. Aprés 30 mn
d’incubation a ’obscurité et a la température de laboratoire, 1’absorbance est lue a 765 nm

contre un blanc sans extrait.
1.5.2.1.2. Dosage des flavonoides

La méthode au trichlorure d’aluminium (Lamaison et Carnet, 1990) a été employée pour
la détermination de la teneur totale en flavonoides des extraits de Nigella sativa étudiés.

A 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol- eau : 7 : 3) est ajouté 1 ml
de la solution d’AlCl; (2% dans le méthanol). Apres 10 minutes de réaction, I’absorbance est
lue a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40 mg/l), réalisée dansles mémes
conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des flavonoides. La
teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de Quercétine par g d’extrait de graine

de nigelle (mg EQ/qg extrait).
1.6. Méthodes de détermination de P’activité antioxydante

Nombreuses sont les techniques disponibles pour évaluer I’activité antioxydante des
composés ou de mélanges complexes tels que les huiles essentielles ou les extraits de plantes.
Tous les auteurs s’accordent qu’une seule procédure ne peut pas identifier tous les
mécanismes caractérisant un antioxydant, (Hazzit et al., 2009). C’est pour quoi, [|’extrait
subit un screening pour sa possible activité antioxydante en utilisant au moins deux essais ou
méthodes complémentaires (Mariod et al., 2009). Turkmen et al.,(2007). L’action
antioxydante des composés phénoliques dépend de leur capacité a piéger les radicaux libres et
leur aptitude a réduire le fer ferrique.L’activité antioxydante a été évaluée par les tests de

piégeage du radical DPPH et du pouvoir réducteur
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1.6.1. Activité de piegeage du radical DPPH (2,2-Diphényl-1- picrylhydrazyl)
1.6.1.1. Principe

Le piégeage des radicaux libres est le principal mécanisme suivant lequel les
antioxydants agissent dans les aliments. La capacité de donation des électrons par les extraits,
est mise en évidence par une methode spectrophotomeétrique en suivant la disparition de la
couleur violette d’un solvant polaire comme le méthanol contenant le radical libre DPPH"
(2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl) a température ambiante.

Dans ce test, le piégeage du radical DPPH" est suivi par la diminution de 1I’absorbance a
517nm qui est due a la réduction du radical par I’antioxydant (AH) contenu dans les
échantillons.

Le DPPH (Figure 11) est un radical stable et il présente en solution une absorption
caractéristique a 517 nm qui lui confere une coloration violette. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres. On peut résumer

cette réaction par 1’équation suivante :

DPPH + (AH), — DPPH-H+ (A),

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH.

(violet) pour le transformer en molécule DPPH-H (Brand-Williamset al., 1995).

o, @gjﬁ@ @g;_,@

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figurell : Forme libre (violette) et réduite (jaune) du DPPH (Brand-Williamset al.,
1995).
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1.6.1.2. Mode opératoire

Le test du DPPH a été réalise dans un spectrophotométre UV-visible de type UNICAM
HELIOS A alalongueur d’onde de 517 nm.

La solution de DPPH a été préparée a une concentration de 60 uM dans de le méthanol
absolu. Le test du DPPH est realiseé en suivant la méthode décrite par Burits et Bucar (2000),
ou 25 pl de chacune des dilutions de I’extrait testé sont melangés avec 975 pl de la solution
méthanolique de DPPH. Aprés une période d’incubation de 30 mn a la température ambiante,
I’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage d’activité antioxydante (AA%) est donné par la

formule suivante :
% AA = [Abs blanc - Abs échantillon / Abs blanc] x 100 .....(9)

Ou:
Aypianc : Absorbance du témoin (Solution de DPPH) (517 nm) ;

Acch . Absorbance de ’échantillon.

1.6.1.3. Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux (I1Csp)

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (extrait, huile
fixe ou toute autre substance antioxydante) nécessaire pour inhiber, piéger ou faire disparaitre
50% des radicaux. Elle est obtenue a partir de I’équation de la courbe de I’activité
antioxydante (AA%) en fonction de la concentration de 1’antioxydant (présent dans 1’extrait).

La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que son ICsg est petite.
1.6.2. Pouvoir réducteur
1.6.2.1. Principe

Le pouvoir réducteur mesure la capacité de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux.
(Fe?"), donc la mesure de I’aptitude d’un extrait & interagir avec les espéces chimiques
réactives en tant que donneur d’¢lectrons tels que les radicaux libres. Ces radicaux ainsi
réduits deviennent plus stables.1l est basé sur la réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux
(Fe*?) dans lequel la coloration jaune de la solution & tester change vers diverses nuances de
couleurs vertes et bleues en rapport avec le pouvoir réducteur de chaque échantillon (Hazzit
et al., 2013). La présence d'agents réducteurs provoque la conversion du complexe Fe** /

ferricyanure a la forme ferreusequi peut étre suivie a 700 nm grace a la formation de [Fe
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(CN)g]s, de couleurbleu de Prusse. L'augmentation de I'absorbance a 700 nm indique une

augmentation de la capacité réductrice.
1.6.2.2. Mode opératoire

L’estimation du pouvoir réducteur del’extrait étudiéest obtenue selon le protocole
expérimental suivant : a 0,125 ml d’échantillon (dilué dans le méthanol) sont ajoutés 2,5 ml
d’une solution tampon phosphate (0,2M,pH : 6.6) et 2,5 ml d’hexacyanoferrate de potacium,
[KsFe (CN)s] (1%). Aprés incubation pendant 20 mn a 50°C, 2,5 ml d’acide trichloroacétique
(10%) sont additionnés. Le tout est centrifugé pendant 10 mn a 1500 tr/mn. On préleve
ensuite 2,5 ml de la phase supérieure de chaque tube pour les trensferer dans un autre tube aux
quels on ajoute 2,5 d’ eau distillée. Au moment de la lecture on ajoute 0,5 ml de chlorure
ferrique Fe Cl3z (0,1%). L’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc qui contient tous les
réactifs a 1’exception de 1’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égale de
méthanol.L’augmentation de I’ absorbance indique une augmentation de la capacité réductrice

(Figure 12).

0.125 mL de la solution méthanoliqgue de I'échantillon

2.5 mL d'une solution tampon phosphate (0,28, pH = B.5)

J

2.5 mbL dhexacyanoferrate de potassium 3 1% (pi)

R
Incubation pendant 20 min 4 50°C

K
Addition de 2.8 mL d'acide trichloroacétique 4 10% (pf)

kv
Centrifugation pendant 10 min & 1500 tr/min

kv
25 mL de la phase supérieure et addition de 2.5 mL d'eau distillée

I

0.5 L de chlorure ferrigue & 0.1 % (pA)

mesure de 'absarbance & 700 nm

Figure 12 :Schéma du protocole expérimental de 1’évaluation du pouvoir réducteur.
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1.6.2. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type. Les valeurs
d’ICsp (concentration inhibitrice & 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a
partir de la courbe [% inhibition = f (concentration)]. La différence entre I’extrait et les
différents antioxydants de control, est déterminée par le test de Student pour les comparaisons
simples ou ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey pour les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont comme

étant statistiguement significatives.

1.7. Méthodes d’extraction de I’huile de nigelle

1.7.1. Préparation de I’échantillon

Les graines de nigelle ont subi un broyage afin de les réduire en fines particules et
augmenter la surface de contact avec la presse hydraulique, facilitant 1’obtention d’huile.
Un tamisage a travers des cribles de 1 mm de diameétre a permis d’homogénéiser la

dimension des particules, selon la granulométrie souhaitée.
1.7.2. Extraction de I’huile par solvant (NF V 03 905)

L’extraction se fait par I’hexane dans un soxhlet, pendant six heures. Apres élimination

du solvant, I’extrait obtenu est évalué par pesée.
1.7.2.1. Expression des résultats

La teneur en matiére grasse totale, exprimée en pourcentage en matiére de 1’échantillon

est donnée par la formule suivante :

M1 — M 2)x100
MG (M2~ Moo (11)
M ox(100 — H)

Ou;

Mo : Masse en gramme de la prise d’essai ;

M; : Masse en gramme du ballon ;

M, : Masse en gramme du ballon et du résidu ;

H : Teneur en eau de I’échantillon exprimée en pourcentage en masse de

I’échantillon.
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1.7.3. Extraction par presse hydraulique

La presse hydraulique est composée d'une centrale hydro-électrique raccordee a un vérin
qui comprime I'échantillon a l'intérieur d'un cylindre métallique entouré par une résistance
contr6lée par un thermostat (Figure 13). Un thermocouple est installé dans cette presse pour
I'enregistrement de la valeur de la température a l'intérieur des graines broyeées. L'extraction
d'huile est réalisée a partir d’une quantité connue de graines broyées mises dans des scourtins
; des plaques en acier sont placées entre deux scourtins (Figure 1, annexe). L'échantillon est
comprimé a différentes pressions (50, 90 et 120 bars) et a des différentes températures (25, 40
et 60 °C) et enfin a différentes épaisseurs du gateau (1.30+ 0.045, 2.80+0.19, 4.04+0.28). Le
rendement en huile est le rapport entre la masse de I'huile extraite et la masse de I'échantillon.
L'efficacité de la presse hydraulique est le rapport entre la masse de I'huile extraite et la masse

initiale de I'huile de graines.

Figure 13 : Presse hydraulique :(A) Centrale hydro-électrique (B) Thermostat (C) Cylindre
métallique (D) Enceinte de pressage (E) Vérin et (F) Barrométre.
1.7.4. Plan experimental et analyse statistique

La méthodologie de surface de réponse (MSR) est utilisée pour évaluer les effets de
quelques facteurs (température , pression,épaisseur ) sur le rendement en huile des graines de

Nigella satia .Un plan composite central a été utilisé pour les valeurs suivantes des variables
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indépendantes : température (25-60°C), pression (50-120 bars) et épaisseur de 1’échantillon
(Tableau 14).

Tableau 14 : Niveaux des variables indépendantes influencant I'extraction de I’huile des
graines de nigelle.

Niveau et rang -1 0 +1
Température (A, °C) 25 40 60
Pression (B, bars) 50 90 120
Epaisseur du gateau (C, cm) 1,30 2,80 4,04

Les 17 expériences génerées sont analysées par la méthodologie des surfaces de réponse
en utilisant le logiciel statistique Design expert 8.7.0.1. Une fonction mathématique
(polynome de second degré) exprime le rendement d’huile (Y), en fonction de la température,

la pression et I’épaisseur de I’échantillon:
Y= b+ X!+ X2 + beX® + b1y Xa® + 020X5” + b3aXa® + bip Xi X+ b1z X1 Xa+ bag X2 X3 ;

Ou Y est la réponse (rendement en huile) et b0, b12 b ...... 23, sont respectivement les
coefficients, linéaire, quadratique, et d'interaction. X;, X, et X; sont variables codées
indépendantes (Montgomery, 2005; Bradley, 2007). L'analyse a été réalisée en utilisant le
Design-Exert v 8.3.1.La qualité du modeéle ajusté a été évaluée par l'analyse de variance
(ANOVA) (Tableau 15).

Tableau 15 : Forme générale des résultats de I’analyse de la variance.

Sources de Somme des carrés

variances ddl des écarts Carrés moyens Fobs Probabilité | Source

P influente ?

Facteur 1 ddl, SCE; CM;=SCE,/ddl, CM,/CM,

Facteur f ddl SCEr CM=SCE/ddI; CM{/CM,

Facteur k ddlk SCEk CMk=SCEk/dd|k CMk/CMr
Interaction P(F>Fqs) P<a

ddlfg SCEfg CMfg=SCEfg/dd|fg CMfg/CMr
fg
Variation | - SCE CM, = SCE,/ddl
résiduelle ' ' e e
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1.8. Méthodes de détermination des caractéristiques physico-chimiques de
I’huile de graines de nigelle

L’huile extraite, aprés évaporation de 1’hexane, est immédiatement analysée pour
déterminer les indices physico-chimiques par les méthodes recommandées par ’AFNOR,
(1988).

1.8.1. Indices physico-chimiques de I’huile de graines de nigelle

Les indices physico-chimiques sont des critéres essentiels pour la caractérisation des
corps gras car, malgré les progrés des techniques analytiques, certains de ces critéres sont
toujours considérés pour une évaluation rapide et fiable de leur qualité.

On peut considérer grossierement que ’indice d’acide définit la qualité de la graine,
I’indice de peroxyde, 1’age de I’huile, I’indice d’iode, son degré d’insaturation alors que

I’indice de saponification offre des informations sur la longueur de la chaine des acides gras.
1.8.1.1. Densité relative a 20°C (NF T 75-111)

Elle est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain volume d’huile 4 20° C, sur

la masse d’un égal volume d’eau distillée a la méme température. Cette grandeur est sans

dimension et son symbole est: d 7

Ou;
Mo : Masse en gramme du pycnomeétre vide ;
m; - Masse en gramme du pycnometre rempli d’eau ;

mz : Masse en gramme du pycnomeétre rempli d’huile.
1.8.1.2. Indice de réfraction a 20°C (NF T 75-112)

L’indice de réfraction d’une substance est le rapport de la vitesse de la lumiére dans le
vide et dans la substance.

Le principe consiste & mesurer 1’angle de réfraction de I’échantillon maintenu dans des
conditions de transparence et d’isomorphisme.

Les mesures ont été effectuées a 1’aide d’un appareil du type ERMA.
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1.8.1.2.1. Expression des résultats

Quand la détermination est effectuée a une température (T /°C) différente de 20°C, on
effectue la correction a 20°C par le biais de la formule :

n% =n{ +0.0004(T —20)|.....(13)

20
D est la valeur de la lecture obtenue a la température T, & laquelle a été effectuée

la détermination.
1.8.1.3. Dosage de I’acidité totale (NF V 03 906)
1.8.1.3.1. Principe

Le dosage est basé sur la neutralisation de ’acidité totale del’huile par une solution de
NaOH, [D’acidité totale est calculée en tenant compte du pourcentage de 1’acide gras

prédominant a savoir I’acide linoléique.

1.8.1.3.4. Expression des résultats

Le calcul est réalisé grace a la formule suivante :

Acidité (%) = (Vx Nx E.Mx100)/ mx 1000

Ou:
V: Volume de NaOH utilisé pour la neutralisation ;
N:Normalité de NaOH ;

E.M: Poids équivalent de I’acide prédominant dans 1’échantillon (acide linoléique) ;

m: Masse de 1’échantillon.
1.8.1.4. Indice de peroxyde (NF T 60 220)

L’indice de peroxyde représente la quantité des substances de 1’échantillon, qui oxydent
I’iodure de potassium avec libération d’iode dans les conditions de travail décrites.

Le principe se base sur le traitement du corps gras en solution, dans I’acide acétique et le
chloroforme, par une solution d’iodure de potassium, et titrage de 1’iode libéré avec une

solution de thiosulfate de sodium.
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1.8.1.4.1. Expression des résultats

L’indice de peroxyde (Ip), exprimé en milliéquivalents d’oxygene actif par kilogramme,

est fourni par la formule :

b :(VXTXTSOOO) ...... (15)

Ou :
V : nombre de millilitres de solution de thiosulfate de sodium normalisée utilisée pour
I’essai, corrigée en fonction des résultats de I’essai a blanc ;

T : titre exact de la solution de thiosulfate de sodium utilisée ;

m : masse (en grammes) de la prise d’essai.
1.8.1.5. Indice de saponification (NF T 60 206)

L’indice de saponification est la quantité de potasse exprimée en milligrammes nécessaire

pour saponifier 1 gramme d’huile.

Le principe consiste a mettre I’échantillon a ébullition sous réfrigérant a reflux avec une
solution éthanolique d’hydroxyde de potassium, 1’excés de KOH est titré avec une solution

aqueuse d’acide chlorhydrique en présence de phénolphtaléine.

Un essai a blanc est effectué dans les mémes conditions pour titrer la liqueur alcoolique

de potasse.
1.8.1.5.1. Expression des résultats

L’indice de saponification (ls) est donné par la formule :

o= (C1=Ca)x28|
m

Ou:
m : Masse en gramme de la prise d’essai ;

C:-Volume d’acide chlorhydrique utilis¢ dans 1’essai a blanc (ml) ;

C,: Volume d’acide chlorhydrique utilisé dans I’essai avec 1’huile (ml).
1.8.1.6. Indice d’iode (NF T 60 203)

L’indice d’iode est le nombre de grammes d’iode fixés par 100 grammes d’huile.
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Le principe consiste a additionner a une prise d’essai en solution dans le chloroforme,
un excés d’halogeéne d’iode ou réactif de wijs, on détermine 1’excés d’iode par addition
d’iodure de potassium et d’eau distillée, on titre I’iode libéré par une solution de thiosulfate de

sodium (0.1 N) en présence d’empois d’amidon.

1.8.1.6.1. Expression des résultats

L’indice d’iode (I;) est égal a :

- (12.59xC(V1-V2a))| 17)

m

Ou:

C : Concentration, en moles par litre, de la solution de thiosulfate de sodium utilisée ;
V1 : Volume, en millilitres, de la solution Na,S,03 utilisée pour 1’essai a blanc ;

V2 : Volume, en millilitres, de la solution Na,S,03 utilisée pour la détermination ;

m : Masse, en gramme, de la prise d’essai.
1.8.1.7. Extraction de I’insaponifiable (NF 60 205)

Les matiéres insaponifiables d’un corps gras représentent 1’ensemble des produits
présents dans le corps gras qui, aprés saponification de celui-ci par hydroxyde alcalin,
extraction par solvant spécifié et élimination de ce dernier, restent non volatils dans les
conditions opératoires décrites dans la présente norme.

Le principe consiste dans un premier temps a la saponification du corps gras par
traitement a ébullition a reflux avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium. Elle
est suivie par une extraction de I’insaponifiable de la solution de savon par 1’oxyde

diéthylique, puis par I’évaporation du solvant et pesée du résidu apres sechage a 103°C.
1.8.1.7.1. Expression des résultats

La teneur en insaponifiable en pourcentage de masse, est donnée par :

%insaponifiable = (%jxloo ...... (18)

Ou:
M : Masse de la prise d’essai ;
m : Masse du résidu apreés séchage.
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1.8.1.8. Indice peroxydabilité
I’indice de peroxydabilité est calculé selon 1’équation donnée par Song et al., (2000)

1.8.1.8.1. Expression des résultats

Pl = (% monoenoique x 0.025)+(% dienoique x1)+(% trienoique

x2)+(tetraenoique x4)+(% pentaenoique x 6)+(% hexaenoique x8)

1.8.2. Dosage des acides gras de I’huile de graines de nigelle par chromatographie en
phase gazeuse

Le dosage par introduction directe des acides gras dans la colonne est possible, mais
généralement, ces substances ont des points de fusion assez élevés, alors que leurs esters
méthyliques sont bien plus volatils.

Il est donc préférable de procéder a leur méthylation préalable, ce qui permettra de
travailler a une température plus basse et d’utiliser des phases polaires qui ne supporteraient
pas des températures trop élevees.

Les esters méthyliques d’acides gras dérivés de triglycérides ont été analyses selon le
procédé décrit par AFNOR (NF 60 233). Le principe est basé sur une saponification des
glycérides du corps gras, puis estérification des acides gras libérés en présence de trifluorure
de bore.

Les pics ont été identifiés en comparant les temps de rétention avec ceux d’un mélange

d’esters méthyliques standards (Sigma L 9405).

1.8.2.1. Conditions opératoires

= Appareil de type : Thermo-Finnigan

= Colonne capillaire : Polaire

= Longueur de la colonne : 30m

= Diametre interne : 0,32 mm

= Phase stationnaire : Polaire, acide  nonafluoropentanoique
(NFPA)

=  Température :
Détecteur 230°C
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Colonne 210°C
Bloc d’injection 190°C
= Vitesse du gaz porteur(Azote) Iml/mn
= Volume injecté : 0.4 ul
= Détecteur : lonisation de flamme

1.9. Analyse des polyphénols par chromatographie liquide a haute pression
CLHP ou hight performance liquide chromatography (HPLC)

La technique de separation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
chromatographie liquide a haute pression, (HPLC). L’HPLC avec détecteur a barette diode ou
le diode array detector (DAD) est un instrument indispensable pour I’identification provisoire
ou temporaire des principales structures phénoliques présentes dans 1’aliment (Chirinos et al.,
2009).

1.9.1. Principe

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mémes ¢léments de base que ceux
employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et une
colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage plus sophistiqué. La
grande différence par rapport a la chromatographie classique réside dans la durée d’élution.
Cette vitesse est obtenue par 1’application d’une pression élevée grace a une pompe qui
maintient constant le débit de 1’¢luent, elle se distingue également de la chromatographie
classique par I’utilisation d’un détecteur dont le message est enregistré puis exploité par un

détecteur relié au systéme (Braithwaite et Smith, 1999).
1.9.2. Mode opératoire

Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe, Agilent HPLC 1100, équipé

d’éléments suivants :

o Une colonne hypersil BDS-C18 ; 250 mm x 4,6 mm ; 5um.

o Phase mobile : 95% d’acides acétique a 0,2% : 5% d’acetonitrile, en gradient
linéaire pendant 30 mn en terminant par 100% d’acétonitrile.

o Détecteur : détecteur a barette de diodes (DAD)
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o Un logiciel informatique permettant de visualiser les signaux enregistrés par le

détecteur.

Les conditions opératoires sont les suivantes:

= Température : 30°C.
= Volume d’injection: 2,0 pl
= Longueur d’onde: 220-254-280-300 et 365 nm

» Temps d’analyse : 30 min.

Les pics des composés phénoliques sont identifiés par rapport aux temps de rétentions des
étalons.
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CHAPITRE II

Résultats et discussion

2.1. Localisation et répartition des sites producteurs d’huile dans la graine de
nigelle

L’examen microscopique des coupes histologiques des graines de nigelle révele la
présence de téguments internes et externes et d’une couche protectrice (endosta) constituée
d’une seule assise de cellules a section rectangulaire a parois transversale et latérale, (Figure
14,1 .Gr. 6.3 x 3.2). Les réserves en huiles sont concentrées au centre et ont tendance a se
repartir vers la périphérie. Cette observation nous permet de conclure que I’huile de nigelle est
localisée dans les cotylédons et les téguments. Ces observations sont en accord avec celles
rapportées par Esau, (1965); Benyoucef, (2001) et Wagner et Smephered (2004), (Figure 14,
I1;Gr.12x3.2;25x3.2).

1(Gr.: 6.3 x 3.2)11(Gr.: 12.5x 3.2)

Figure 14 : Coupes transversales de la graine de nigelle, I et I, A : Huile de I’enveloppe de la
graine, B : Endosperme, C : gouttelette d’huile).
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2.2. Caractéristiques morphologiques et physico-chimiques de la graine de
nigelle

2.2.1. Caractéristiques morphologiques de la graine de nigelle

Nigella sativa appartient a la famille des renonculacées, elle est caractérisée par un fruit qui
est une capsule globuleuse, récoltée avant maturité compléte pour conserver les graines. Les

graines sont aromatiques, triangulaires, anguleuses d’un noir intense de 2 a 3 mm de longueur.

2.2.2. Caractéristiques physiques de la graine de nigelle

La détermination des propriétés physiques des graines est indispensable pour maitriser leur
traitement au cours des procedés de fabrication (Juliano et al., 1990). Les graines de nigelle
sont caractérisées par un poids de 1000 grains de 3,18 * 0,17g et occupent un volume de 1,71
+ 0,42cm® par conséquent leur densité est de 1.85 + 0,9. Cette caractéristique est trés
importante car les graines de calibre élevé renferment une teneur en huile importante. Les

propriétés physiques de la graine de nigelle sont présentées dans le Tableau 16.

Tableau 16 : Caractéristiques physiques de la graine de nigelle.

Caracteéristiques Valeurs déterminées
Poids de 1000 graines (Q) 3,18 + 0,17
Volume des graines (cm?®) 1,71 +0,42

Densité des graines (g/cm?®) 1,85+0,9

Tégument (%) 33,71+ 1,66

Amande (%) 62,13 £ 1,68

2.3. Caractéristiques biochimiques des graines

Les valeurs de la composition biochimique indiquées par le Tableau 17 montrent que les
graines de Nigella sativa sont une source importante d’huile (40,3%). Les teneurs de protéines
(20,69%) et les glucides (25%) leurs conférent une valeur alimentaire non négligeable. Par
ailleurs, la teneur en polyphénols de 31.88 mg EAG/g d’extrait montre que ces graines ont une

propriéte pharmacologique intéréssante. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par
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(Atta, 2003 ; Cheikh Rouhou et al., 2006 ; Benkaci et al., 2012; Abbas Ali et al.,
2012).Cependant certaines variations de la teneur des différents constituants ont été signalées.A
titre d’exemple les teneurs en lipides varient de 28 a 40%, et celles de protéines de 16 a
26,7%(Al Gaby, 1998 ; Cheikh Rohou et al., 2006 et Abbas Ali et al., 2012). Ces différences
pourraient étre ddes aux conditions géographiques et climatiques des régions de culture qui
influent considérablement sur la composition chimique. En effet les conditions écolologiques
tels que le stress hydrique, la salinité du sol, le froid peuvent réduire les teneurs en huile
(D’antuono, 2002 ; Atta, 2003 ; Bourgou et Bettaieb, 2010).

Tableau 17 : Composition biochimique de la graine de nigelle (g/100g MS).

Constituants Taux
Teneur en eau 9,61+0,14
Teneur en protéines 20,69 + 0,84
Teneur en cendres 4,04 £0,29
Lipides totaux 40,37+ 1,70

Sucre totaux (par différence) 25,29
Lipides totaux des téguments 34,59 £1,95
Polyhénols totaux (mg EAG/g extrait) 31,88+0,095

2.4. Caractéristiques physico-chimiques de I’huile des graines de nigelle
extraite par solvant et par presse hydraulique a 25 °C

Les valeurs des différentes caractéristiques de 1’huile extraite par solvant et par pressage
sont présentées par le Tableau 18. Ces valeurs montrent que I’huile extraite par solvant et celle
extraite par presse hydraulique ont des indices physico-chimiques similaires.

Les valeurs de ’acidité sont largement superieures a celle rapportées par Atta, (2003) et
Kiralan et al., (2014), qui sont respectivement 11 et 7,49 %. La valeur élevée de I’acidité serait
liée a la nature intrinseque de la graine ou certaines huiles végétales (I’huile d’olive et 1’huile
de palme) sont caractérisées par une acidité élevée (Patterson, 1989). La libération des acides
gras est diie a I’action des lipases favorisée par le broyage qui mettrait ces derniéres au contact
du subsrat (lipides). Alibert et al., (2001) ont signalé que la présence de la lipase dans la graine
pourrait augmenter le taux d’acides gras libres a 40 % et plus. Pour inhiber 1’action de la lipase
il est recommandé de stocker les graines oléagineuse a 4°C (Ustun et al., 1990). Récemment
Gharbi et al., (2013), ont confirmé que I’hydrolyse enzymatique des triglycérides et les

réactions de saponification sont responsables de la formation des acides gras libres dans les
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huiles végétales, leur détermination est importante dans 1’industrie car ils peuvent modifier les
caractéristiques organoleptiques et physicochimiques de I’huile.

L’indice de peroxyde est de méme ordre de grandeur que celui rapporté par Kiralan et al.,
(2014) 31.32 meq O,/ kg d’ huile, mais plus élevé que ceux rapportés par Atta (2003), Cheikh
Rouhou et al., (2007) et Abbas Ali et al., (2012), qui sont respectivement de 4.35 et 5.65 meq
O,/kg huile, 10.7- 13 meq O,/kg huile et 12.7 meq O/kg huile. Cependant, il est important de
noter que I’indice de peroxyde ne constitue pas un critére fiable pour évaluer 1’état d’oxydation
des huiles, car les huiles altérées sont caractérisées par un faible indice de peroxyde (Cuvelier
et Maillard 2012).

Les valeurs de l'indice d’iode de I’huile extraite par presse et par solvant sont
respectivement de 117+ 2,00 et 118 + 2,90. Ces valeurs nous permettent donc de conclure que
I’huile de nigelle étudiée est semi-siccative. La semi-siccativité est dle a une teneur élevée en
acides gras insaturés. En effet la teneur totale des acides gras insaturés des graines de nigelle
étudiées a été évaluée a 81,25% (Tableau 19). Ces valeurs d’indice d’iode sont comparables a
celles de Cheikh Rouhou et al., (2007) et de Abbas Ali et al., (2012), qui sont respectivement
de 119-101 et 115 g 1,/100g d’huile.

Tableau 18 : Caractéristiques physico-chimiques de 1’huile de graines de nigelle extraite par
solvant et par presse a 25 °C, compareées a celle rapportée par Atta, (2003).

Caractéristiques Huile Huile extraite Huile Huile extraite
extraite par par presse a extraite par par presse a
solvant (25°C) solvant® froid®
Densité (20 °C) 0,902 +0,03 0,982+0,01 0,921 0,911
Indice (‘;‘5 recf)r action | 4 4664000 | 1,468+ 0,01 1,4721 14732
—— — o
acidite exprimee en % | 499, 075 | 40,85:0,83 67 11
d’acide linoléique
Indice de peroxyde 10.7 1
(meq O/Kg d’huile) 39,11+ 0,57 33,07+0.64 0, 3,5
Indice d’iode
. 12 11
(g de 1,/100g huile) 117+ 2,00 118 +£2,90 8 5
Indice de
saponification 5 192
(mg de KOH/g 199,85 + 0,86 211+0,96 03 9
d’huile)
Tauxd “Ef,j(‘)l)"’“‘ﬁab'e 0,950 £0,05 | 0,984 +0,03 18 1

(a) : Atta, (2003)
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2.5. Composition en acides gras de I’huile de graines de nigelle extraite par
presse a 25 °C

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques d’acides gras de
I’huile de graines de nigelle extraite par presse a révélé la présence de neuf acides gras
(Tableau 19 et Figure 15). La teneur en acides gras saturés totaux de 1’huile de graines de
nigelle est de 18,71%, celle des acides gras insaturés totaux est de 81,25%.

Les acides palmitique, stéarique, et béhénique sont les acides gras saturés majeurs dont les
concentrations sont respectivement de 12,53, 3.23 et 2.62%. L’acide oléique et I’acide
linoléique dont les teneurs sont respectivement de 24,13% et 54,97% sont deux principaux
acides insaturés identifiés dans I'huile de graines de nigelle.La teneur en acide linoléique est
plus importante que celle de 1’acide oléique. La dominance de I’acide linoléique, qui est un
acide gras essentiel, confére a I’huile de graines de nigelle une qualité nutritionnelle élevée.
L’acide linoléique est considéré comme précurseur de 1’acide arachidonique qui est aussi un
acide gras essentiel (Abbas Ali et al., 2012). Ainsi I'utilisation de I’huile de nigelle est trés
recommandée a cause de la présence des acides gras insaturés qui ont la propriété de réduire le
cholestérol sérique.

Le rapport acide linoleique / oleique (2,28) élevé, et identique a celui rapporté par (Gharbi
etal., 2013), indique que I’huile de nigelle ne peut pas étre utilisée comme huile de friture. La
teneur de I’acide béhénique des graines de nigelles étudiées est de 2,62 %. Cependant, Carter
et Denke, (2001) ont rapporté que I’acide béhénique, malgré sa faible biodisponibilité, est
considéré comme un facteur augmentant le niveau de cholestérol humain.

Les résultats ont aussi révélé que I’huile des graines de nigelle contient 0,33 % d’acide
arachidique (C20:0) et 1,72 % d’acide eicosenoique (C20:1) et dépourvue d’acide
éicosadienoique (C20 :2). Ces résultats sont en accord avec ceux d’Ustun et al., (1990).
D’autre part, Aitzetmuller et al., (1997) et Matthaus et Ozcan, (2011) ont rapporté que les
acides gras (C20:1 et C20:2) peuvent étre considérés comme des caractéristiques
chimiototaxonomiques de la nigelle et comme critére d’identification de 1’huile des graines de
Nigella sativa. Les valeurs de ’acidité et du rapport Insaturés/Saturés qui sont respectivement
de 33.07% et 4,33, montrent que I’huile brute extraite est stable au rancissement di a 1’auto-
oxydation durant le stockage.

Nos résultats sont Iégerement supérieurs a ceux rapportés par Atta, (2003) et Cheikh
Rouhou et al., (2006), mais comparables a ceux de Abbas Ali et al., (2012) et Gharbi et al.,
(2013) (Tableau 19 et Figure 15).
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Tableau 19 : Composition en acides gras de 1’huile de graines de nigelle étudiée et de celle des

graines cultivées dans différentes régions.

Acide gras Huile de Tunis® Iran” Maroc® Turkie®
0 nigelie
(%) igell
étudiée
Mygsthue - 0,35+0,02 0,41+0,05 0,2+0,1 0,14+0,01
14:0
Myristoleique ) ) - - -
Cua
Palguthue 12,53 + 0,33 17,2+0,15 18,4+0,25 11,9+0,2 11.84+0,06
16:0
Palmétolelque 0,25+ 012 1,15+0,05 0,78+0,25 0,2 +0,1 0,24+0,00
16:1
St((e:arlque 3,23+ 0,02 2,84+0,08 3,69+0,12 3,2+0,1 2,81+0,02
18:0
O(I:elque 2413+ 0,06 25+ 0,24 23,7 +0,06 24,9+ 0,5 23,85 +0,07
18:1
nglelque 54,97 + 0,22 50,31 +0,25 49,15+ 0,06 56,5+ 0,70 57,52 0,07
18:2
nglenlque 0,18+ 0,08 0,34+0,06 0,32+0,05 0,2+0,1 0,27 £0,01
18:3
hidi
Araézt') W1 033015 | 0142002 | 0226001 0.240,1 0,16+0,00
EICOCS:GHOIQUE 1,72+0.19 0,32 +0,04 0,34 +0,05 - 0,31+0,01
20:1
Bege”'q“e 2,62£0,23 1,98+0,08 2,60£0,05 - -
22:0
C24:0
lignocérique - - i ) 0.2620,02
TA connus 99,96 99,63 99,61 97,3 97,4
TA inconnus 0,04 0,37 0,39 2,7 2,6
TAS 18,74 22,7+0,37 25,5+0,69 15,5+0,5 15,21
TA 81,25 77,12 74,29 82,1+0,5 82,19
TAMI 26,11 26,6 +0,39 25,0+ 0,58 25,1 24,4
TAPI 55,15 50,7+0,70 49.8+0,20 56,7 57,79
1/S 4,33 3,0 3,0 5,0 5,0

(a et b: Cheikh Rouhou et al., 2006 ; ¢ : Gharby, 2013 ; d : Kiralan et al., 2014)TAS : total acides gras saturés,
TAI : total acides gras insaturés, TAMI : total acides gras mono insaturés, TAPI: total acides gras poly insaturés,

I /S : total acides gras insaturés / total acides saturés, (-): absence.
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Figure 15 : Chromatogramme des esters méthyliques de I'huile de graines de nigelle extraite
par presse a 25 °C obtenu par CPG.

— i T

Les différences notées dans la composition en acides gras de I’huile des graines de nigelle
des différentes régions peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs tels que les variations
génétique, les différents traitements d’huile ou différentes dates de récolte (Gharbi et al.,
2013). La composition en acides gras de quelques huiles végétales est présentée dans le
Tableau 20. On constate que le profil en acides gras de I’huile de nigelle est comparable a ceux

de I’huile de mais et de I’huile de soja.

Tableau 20 : Comparaison de la composition en acides gras de I’huile de nigelle étudiée a
celle d’autres huiles végétales (Cuvelier et al., 2004).

Huile végétale de
AG Nige_l!e Mais | Soja | Palmiste | Arachide | Sésame | Colza | Tournesol Olive
(9/100gMS) étudiée
C12:.0 - - - - - - - - -
C14:0 00 | 0001 0,1 0,0 0,1 - - 01-0.2
C16:0 | 12,53 | 10,9 |10,3| 435 9,5 8,9 4,8 54 7-16
C16:1 0,25 - 102 0,3 0,1 0,2 0,5 0,2 1,6
C18:.0 323 | 18 | 3,8 4,3 2,2 4;8 1,6 3,5 1,3
Ci18:1 24,13 | 24,2 | 22,6 | 36,6 448 39,3 | 53,8 45,3 65 -85
C18:2 54,97 | 58,0 | 51,0 9,1 32 41,3 | 22,1 39,.8 4-15
C18:3 0,18 | 0,7 | 6,8 0,2 - 03 | 111 0,2 -
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2.6. Les composés phénoliques extraits des graines de Nigella sativa
2.6.1 Rendement d’extrait sec contenant les composés phénoliques

L'extraction de composés phénoliques a été effectuée avec une solution aqueuse de
methanol (7 :3V/V). Le choix du solvant a été conditionné par le caractére polaire des
composes phénoliques. Trabelssi et al., (2010) ont signalé que 1’ extraction obtenue par
’utilisation de solvant hautement polaires et plus efficace que ceux de moindre polarité.
L’addition de 20% d’eau au méthanol, acétone ou éthanol augmente le pouvoir extractreur et
I’activité antioxydante. La teneur en extrait méthanolique sec brut des graines de nigelle est
évaluée a environ 18 % du poids total des graines. Cette teneur est inférieure a celles rapportée
par Khattak et al., (2008) et Miziti et al., (2012) qui ont rapporté respectivement des teneurs
de 28 et de 21,5% .Cette différence quantitative en extraits végétaux pourrait étre expliquée
par P’action des facteurs extrinséques (biotiques ou abiotiques) et intrinséques affectant le
rythme de la biosynthese de ces métabolites secondaires par les plantes. Néanmoins, il est
difficile de comparer ce résultat avec ceux rapportés par la bibliographie, car le rendement est
relatif et semble étre lié aux propriétés génétiques des graines, a la composition chimique des
plantes, a I’origine géographique, aux conditions et & la durée de stockage de la récolte et ainsi

qu’aux méthodes d’extraction appliquées (Mechaeix, 2006).
2.6.2. Polyphénols totaux

Les graines de Nigella sativa renferment une teneur en polyphénols totaux de 31.88 mg
EAG/g (Figure 16 et Tableau 21).Cette teneur est en accord avec les valeurs rapportées par la
littérature et qui varient de 24,36 a 33,64 mg EAG/g d’extrait (Boudiaf, 2006 ; Mariod et al.,
2009 ; Meziti et al., 2012). Cependant Khattak et al., (2008) ont trouvé une valeur trés faible
de 4,1 EAG/ g d’extrait qui pourrait étre due a la méthode d’extraction au méthanol pur en

utilisantle soxhlet.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Tableau 21 : Teneur des polyphénols totaux (mg Equivalent d’Acide gallique/g d’extrait), des
graines Nigella sativa.

Composes Graines de
chimiques Nigella sativa Meziti et al., | Mariod et al., Khattak et Boudiaf,
Studioss (2012) (2009) al., (2008) (2006)
Polyphenols | 51 g810005 | 3364+034 | 2784011 41 24,36 + 2.89
totaux

2.6.3. Flavonoides

Les graines de Nigella sativa renferment une teneur enflavonoides de 18.71 + 0,21 mg

EQ/g d’extrait (Figure 17 et Tableau 22). Cette teneur est trés élevée par rapport a celles
rapportées par Meziti et al., (2012) et Boudiaf, (2006).
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Figure 17: Courbe d’étalonnage de la quercitine.

Tableau 22: Teneur en flavonoides (mg Equivalent de Quercétine/g d’extrait) des graines

Nigella sativa.
Composés N?gﬁ:gi;ﬂsa Mezitietal., | Mariodet | Khattak et Boudiaf,
chimiques studices (2012) al.,(2009) al.,(2008) (2006)
Flavonoides 18,71+0,21 3,80 £ 0,07 ND* ND* 3,28+£0,16

ND*= Non déterminé

Les teneur en polyphénols et en flavonoides peuvent servir comme indicateur important de

la capacité antioxydante et étre utilisés comme une sélection préliminaire pour n’importe quel

produit comme source naturelle d’antioxydants dans les aliments fonctionnels (Viuda al.,

2011).

2.6.4. Activité anti antioxydante

Pour cette étude les deux méthodes testées sont I’inhibition du radical DPPH et le pouvoir

réducteur.
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2.6.4.1. Pouvoir de piégeage du radical DPPH

Les trois antioxydants de synthése utilisés sont le BHT, les vitamines E et I’acide
ascorbique. Les solutions de ces antioxydants sont préparées avec les mémes dilutions que celle
de ’extrait contenant les composés phénoliques afin de pouvoir comparer les résultats et d’en
tirer ’efficacité des substances testées. Les résultats ont révélé que les concentrations des
extraits inférieures ou égales a 0,25 g /I présentent une faible activité antioxydante par rapport
aux BHT, la vitamine E et I’acide ascorbique .Pour la concentration de 0,5 g/l ’activité de
notre extrait devient pratiquement similaire & celle des antioxydants de synthése.Ce qui nous
amene a dire que notre extrait n’est actif qu’a partir de la concentration 0,5 g/l. Ces résultats
montrent que 1’activité antiradicalaire est a dose dépendante. Cette observation est conforme
avec celles de Meziti et al., (2012). L’analyse de la variance révéle qu’il ya une différence
hautement significative (p< 0,0001) entre le DPPH de I’extrait et celui des antioxydants de
synthése (Tableau 6, annexe). I est a constater également que 1’acide ascorbique a une activité
antioxydante élevée et pratiguement constante variant de 91,73 a 93,3% dans la plage de
concentration testée.Les histogrammes qui expriment la capacité de I’extrait degraines de
nigelle et les antioxydants de syntheses testés a piéger le radical DPPH dans la solution

méthanolique en fonction de 1’augmentation des concentrations sont présentés par la Figure 18.

k4 0,005g/I L10,010g/! &4 0,025g/1 & 0,050g/I .1 0,075g/I &@0,1g/| ml 0,25g/| L10,5g/| & 0,75g/| & 1g/I

120

100 Py

80

60

Activité (%)

40

20

Extrait BHT vitamine E Ac. ascorbique

Echantillons

Figure 18: Pouvoir de piégeage du radical DPPH (%) par I’extrait de graine de nigelle et par
les antioxydants de synthése (BHT, vitamine E, et acide ascorbique) a différentes

concentrations.
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2.6.4.1.1. Concentration inhibitrice (1Csp)

L’activité antioxydante est trés souvent caractérisee par la concentration inhibitrice de 50%
des radicaux (ICsp) de chacun des différents extraits ou témoins utilisés. L activité antioxydante
d’un extrait est d’autant plus importante que son ICsy est faible. Les résultats obtenus sont
résumés dans le Tableau 23.La valeur que nous avons trouvée est légérement supérieure a celle
de Meziti et al., (2012) ce qui indigue que notre extrait est légerement moins actif. Mariod et
al., (2009) ont trouvé une valeur de 2260 £+ 0,21 mg/l pour les extraits méthanoliques des
graines de nigelle, ce qui révele une trés faible activité a piéger les radicaux libres. Ce résultat
nous parait anormal du moment que la quantité de polyphénols trouvée par cet auteur était a

peu prés du méme ordre de grandeur que celle que nous avons trouvée.

Tableau 23 : Concentration inhibitrice (mg/l) de 50% des radicaux DPPH (ICsp).

Echantillons Extrait_NigeIIa BHT Vitamine E Acid_e
sativa ascorbique
Présent travail | 280,73 +3,01 72,16 0,1 9.55£0,07 401
Meziti et al., 237,79 £ 3,15 ND* ND* ND*
Mariod (2009) 2260+0,21 ND* ND* ND*

*ND= non déterminée par les auteurs.

Malencic et al., 2008, et Khattak et al., (2008), en étudiant les extraits de graines de
soja,et des graines de nigelle ont mis en évidence une relation linéaire entre 1’ICs et le contenu

en polyphénol totaux.

2.6.4.2. Pouvoir réducteur
Les résultats du pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique étudié et des antioxydantsde
syntheses (BHT, vitamine E et I’acide ascorbique), exprimé par l'absorbance a 700 nm sont
présentés par la Figure 19. Ces résultats montrent que 1’extrait de graine de nigelle présente un
pouvoir réducteur tres faible comparé a celui de la vitamine E et I’acide ascorbique.

Néanmoins, cette activité peut étre comparable a celle du BHT notamment pour les
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concentrations de 0,75 et 1 g/l. L’analyse de la variance révele qu’il ya une différence
hautement significative (p< 0,0001) entre le pouvoir réducteur de l’extrait et celui des
antioxydants de synthése (Tableau 7, annexe).

Souvent le pouvoir réducteur est exprime en ECso qui correspond a la concentration qui
fournit une absorbance de 0.5. Dans notre essai, la valeur d’ECsg pour I’extrait des graines de
nigelle n’a pas été pas atteinte. Pour les antioxydants de synthese les valeurs des ECs, évaluées
sont de 633 + 11,5 mg/l pour le BHT, de 507 + 4,16 mg/l pour la vitamine E et de 47 + 0,28

mg/l pour I’acide ascorbique.

H0.025g/| ®0.050g/| W0.l1g/l WO0.25g/| 0.5g/| ®0.75g/| 1ig/l

Absorbance a 700 nm

Extrait BHT vitamine E Acide ascorbique

Echantillons

Figure 19 : Evolution de pouvoir réducteur de I’extrait de graine de nigelle et des antioxydants
de synthése testés en fonction de la concentration.

2.6.5. Identification des composés phénoliques des graines de Nigella sativa par
chromatographie liquide a haute pression

Les étalons utilisés pour I’identification des composés phénoliques présents dans I’extraits
d’acétate d’éthyle ont été préalablement analysés par un spectrophotometre UV, afin de
déterminer pour chacun le spectre UV correspondant et ce pour trouver la longueur d’onde
maximum (A max.) d’absorption de chaque étalon. Cette A max. est utilisée pour la meilleure
détection du composé phénolique dans I’extrait. (Les chromatogrammes des étalons et ceux de
I’extraitd’acetate d’éthyle obtenus pour les cing longueurs d’ondes étutiées sont présentés en
annexe). Les noms, les A max. et les temps de rétention des 20 etalons sont présentés dans le
tableau 24.
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Tableau 24: Etalons des composés phenoliques avec leurs A max. et temps de rétention.

N° | Composé phénolique Longueurs Temps de
d’onde (max.) | rétention (mn)
(hm)

1 | Ac. gallique 220 3,260
2 | Ac. isovanillique 254 7,390
3 | Ac. caféique 300 7,062
4 | Larutine 365 8,664
5 | Ac.férulique 300 9,266
6 | Ac.syringique 300 9,660
7 | Acide o-anisique 300 9,668
8 | Ac. 3-hydroxy 4-méthoxy cinnamique 300 9,677
9 | Lanaringinine 7-aglucoside 220 10,387
10 | Ac. 3.4.5-trimethoxy benzoique 220 10,881
11 | Ac. m-anisique 220 11,865
12 | La lutéonine 365 12,776
13 | La quercitine 365 12,810
14 | Ac. 3.4.5-trimethoxy trans cinnamique 300 12,816
15 | Ac. trans- cinnamique 280 13,821
16 | L’apigenine 365 14,497
17 | Ac. 2.5 dimethyl hydroxy cinnamic 280 14,823
18 | Acide trans dimethoxy cinnamique 300 14,882
19 | L’isorhamnétine 365 15,059
20 | L’hespéredine 280 15,070

Il est a signaler qu’en plus de sa A max. chacun des étalons utilisés a présenté d’autres
bandes d’absorption dans le spectre UV, que 1’on pourra éventuellement utiliser aussi dans
I’identification des composés phénoliques présents dans 1’extrait. (Exemple 1’acide gallique et

la naringine qui ont leur A max a 220 mais mieux visualisés a 280 nm).

2.6.5.1. Composés phénoliques identifiés dans les graines de Nigella sativa

Les trois groupes de composés phénoliques identifies sont: les acides benzoiques et
cinnamiques et les flavonoides. Les chromatogrammes de ces composés obtenus a différentes

longueurs d’ondes sont présentés par les Figures 20, 21, 22, 23 et 24.
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Figure 20: Chromatogramme des composés phénoliques séparés par HPLC et identifiés a 220
(nm); Ac. O. anisic (Tr=9.693 nm), (Ac. 3.4.5-trimethoxy benzoique (Tr=10.881 mn), Ac. m-
anisique (Tr=11.858 mn).
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Figure 21: Chromatogramme des composes phénoliques séparés par HPLCet identifiés a 254
(nm):Ac. isovanillique (Tr=7.390mn).
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Figure 22:Chromatogramme des composes phénoliques séparés par HPLCetidentifiés a 280
(nm) : Ac. gallique (Tr=3.243mn), la naringinine 7-aglucoside (Tr=10.399 mn), Ac. trans-
cinnamique (Tr=13.828 mn),Ac. 2.5 dimethyl hydroxycinnamique(Tr=14.971),’hesperedine
(Tr=14.915 mn).
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Figure 23: Chromatogramme des composes phénoliques séparés par HPLCet identifies a
300 (nm) : Ac.caféique (Tr=7.001 nm), Ac.férulique, (Tr=9.261 nm),Ac. syringique
(Tr=9.518 nm),Ac.3-hydroxy 4-méthoxycinamique(Tr=9.809nm),Ac.3.4.5-trimethoxy trans
cinnamique (12.768 nm), Ac.trans dimethoxy cinnamique (Tr=14.769 mn).

75



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultats et discussion

KRl

30

253

20

am A e Ok
Lutéonirne

Quercitine

15 |4

=

10 I

\

gf.m
=

WY

Figure 24 : Chromatogramme des composés phénoliques séparés par HPLCetidentifiés a
365 (nm): la rutine (Tr=8.669 mn), Acide o-anisique (tr=9.670), la lutéonine
(Tr=12.561mn), la quercitine (Tr=12.951 mn), I’apigenine (Tr=14.551 mn),
I’isorhamnétine (Tr=15.023 mn).

2.6.5.1.1. Les acides benzoiques

Les acides benzoiques identifiés dans les graines de nigelle sont : les acides gallique, iso-
vanillique, 3.4.5-trimethoxy benzoique, m-anisique, o-anisique, et  syringique. Nos
observations sont similaires a celles rapportées par Bourgou et al., (2008) ; Benkaci et al.,
(2012), qui ont identifié les acides benzoiques suivants : gallique, parahydroxybenzoique,

chlorogénique, et vanillique (Tableau 25).
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Tableau 25 : Caractéristiques chromatographiques des différents acides benzoiques.

Acides benzoiques Temps de Longueur d’onde
rétention (mn) (nm)
Acide gallique 3,243 220
Ac. isovanillique 7,390 254
Ac. syringique 9,518 300
Ac. o-anisique 9,693 300
Ac. 3.4.5-trimethoxy benzoique 10,881 220
Ac. m-anisique 11,858 220

2.6.5.1.2. Les acides cinnamiques

Les acides cinnamiques identifiés dans les graines de nigelle sont : les acides caféique,
férulique, syringique, 3-hydroxy 4-méthoxycinamique, 3.4.5-trimethoxy trans cinnamique et
trans dimethoxy cinnamique. Bourgou et al., (2008) et Benkaci et al., (2012), ont signalé la
présence des acides para-coumarique, férulique, trans-2-hydroxycinnamique, trans-

hydroxycinnamique (Tableau 26).

Tableau 26 : Caractéristiques chromatographiques des différents acides cinnamiques.

Acides cinnamiques Temps de Longueurs
rétention (mn) d’ondes (nm)

Ac.caféique 7,001 300
Ac.férulique 9,261 300
Ac.3-hydroxy 4-méthoxycinamique 9,809 300
Ac.3.4.5-trimethoxy trans cinnamique 12,768 300
Ac. trans- cinnamique 13,828 280
Ac.trans dimethoxy cinnamique 14,769 300
Ac. 2.5 dimethyl hydroxy cinnamique 14,971 280

2.6.5.1.3. Les flavonoides

Les flavonoides identifiés dans 1’extrait d’acétate d’éthyle de graines de nigelle sont : la
rutine, la lutéonine, la quercitine, 1’apigenine, I’isorhamneétine, et I’ hesperidine. Merfort et al.,

(1997) n’ont identifi¢ dans les graines de nigelle que les trois flavonoides triglycosylés
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suivants : la quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside, keempférol 3-glycosyl
(1—2) galactosyl (1—2) glucoside et quercétine 3- (6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2)
glucoside. Les caractéristiques chromatographiques sont présentées sur le Tableau 27.

Tableau 27 : Caractéristiques chromatographiques des flavonoides.

Flavonoides Temps de Longueur
rétention d’onde (nm)

la rutine 8,669 365
La naringinine 7-aglucoside 10,399 220
la lutéonine 12,561 365
la quercitine 12,951 365
I’apigenine 14,551 365
I’hesperedine 14,915 280
I’isorhamnétine 15,023 365

La caféine qui appartient aux alcaloides a été identifiée dans I’extrait d’acétate d’éthyle des
graines de nigelle a un temps de rétention de 6,405 mn. On a constaté 1’apparition du pic de la
caféine dans la majorité des chromatogrammes et particulierement aux longueurs d’ondes

220, 280 avec un max d’absorbance a 254 nm.

2.6.5.2. Intérét physiologiques des composés phénoliques identifiés
2.6.5.2.1. Acides phénoliques

Les composés phénoliques tels que les acide hydroxybenzoique, syringique et vanillique
ont une forte activité antioxydante (Zhang et al., 2012). Les acides vanillique et gallique
constituent le tiers (1/3) des polyphénols alimentaires et sont associés avec les propriétés
organoleptiques, nutritionnelles et antioxydantes de I’aliment (Trabelssi et al., 2010).L’acide
galligue est largement utilisé comme additif pour stopper la dégradation des aliments, il y est
connu pour ses activités anti- inflamatoires, antimutagénes et anti cancerigenes (Soong et
barlow, 2006). L’acide vanillique est un dérivé phénolique connu pour ses activité
antimicrobienne etantiviral (Varma et al.,, 1993), hepatoprotectives (Singh et al.,1984).
L’acide caféique est un puissant piégeur de radicaux libres et a une propriété protectrice contre
la peroxydation des lipides et des liposomes (Djeridane et al., 2007). Mariod et al., (2009) ont

rapporté que I’isolation et la caractérisation de acides phénoliques est utile pour le
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développement des antioxydants naturels en tant qu’additifs dans les huiles et les divers

produits des industries alimentaires.

2.6.5.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont de potentiels piégeurs de radicaux libres et sont utiles pour la
prévention de I’athérosclérose, le cancer, le diabéte et les maladies neuro dégénératives et ont
un intérét en industrie agroalimentaire (Zainol et al., 2003). A titre d’exemple la rutine est
connu pour ces propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques, antivirales et anticancéreuses
(Bishnoi et al., 2007).

2.7. Optimisation des parameétres influencant I’extraction de I’huile de
graines de nigelle par presse hydraulique en utilisant la Méthodologie des

Surfaces de Réponse

2.7.1. Ajustement du modele

Les valeurs de R? indiquent que plus de 95 % des données expérimentales sont compatibles
avec les valeurs des données prévues par le modele (Tableau 28) et seulement moins de 5% de
I’ensemble des variations ne sont pas expliquées par le modele. L expression mathématique de

la relation a la réponse avec les variables sont indiqués ci-dessous :

Y%= =+829+704-A+191+-B-088+C+138+A«B+021+A~C+105+B
«C+277+A%+0,79 - B* + 1,36 « C2......(19)

Ou Y% (%) est le rendement et A, B, C, sont respectivement les valeurs codées des
variables testées suivantes : température (°C), pression (bars) et épaisseur de 1’échantillon
(cm). Plus I’amplitude de la valeur de F est ¢levée et celle de P est faible, et plus le coefficient
correspondant est significatif. Les valeurs de "Prob > F" inférieures a 0,05 indiquent que les

facteurs du modele sont significatifs. Les valeurs supérieures a 0,05 indiquent que les facteurs

. ags . , 2 2
du modéle ne sont pas significatifs. Pour cette étude A, B, C, AB, A, C sont les termes du

modele ayant des effets significatifs respectivement sur rendement d’huile.

79



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultats et discussion

Tableau 28 : Conditions expérimentales et valeurs de réponses observées du CCD.

Codée Non codee
] _ Epaisseur | Rendement
Rang A B C Temperature | Pression du gateau | en huile %
(°C) (bars) (cm)
1 -1 -1 0 25 50 2.80 3.81
2 1 -1 0 60 50 2.80 16.58
3 -1 1 0 25 120 2.80 4.37
4 1 1 0 60 120 2.80 22.64
5 -1 0 -1 25 90 1.30 7.63
6 1 0 -1 60 90 1.30 19.84
7 -1 0 1 25 90 4.04 4.58
8 1 0 1 60 90 4.04 17.64
9 0 -1 -1 40 50 1.30 9.77
10 0 1 -1 40 120 1.30 12.00
11 0 -1 1 40 50 4.04 6.78
12 0 1 1 40 120 4.04 13.23
13 0 0 0 40 90 2.80 8.29
14 0 0 0 40 90 2.80 8.29
15 0 0 0 40 90 2.80 8.29
16 0 0 0 40 90 2.80 8.29
17 0 0 0 40 90 2.80 8.29

Les effets linéaires, quadratiques et interactives de toutes les variables sur la réponse sont
évalués par I’analyse de la variance du modeéle quadratique de surface de réponse. Le signe et
I’amplitude des coefficients précisent les effets des variables sur la réponse. Le signe négatif du
coefficient signifie que la réponse diminue lorsque la variable augmente, tandis que le signe
positif indique une augmentation de la réponse. Pour I’interaction positive le niveau de 1’une
des variables interactives pourrait augmenter pendant que I’autre diminue afin d’aboutir a une

valeur constante de la reponse.
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2.7.2 Effet sur le rendement d’huile

Les valeurs des probabilité présentées sur le tableau 26 montrentque les termes A, B, C,

AB, AZ, Czont des effets significatifs (p < 0.05) sur le rendement d’huile pendant le
pressage (Tableau 29 et Tableau 8, annexe). L’amplitude relative des coefficients
d’estimation indique l'effet significatif de la température de pressage (7.04), suivi par la
pression (1.91) et par 1’épaisseur de I’échantillon (-0.88). Ces résultats indiquent que le
rendement d’huile augmente avec l'augmentation de la température du pressage et de la
pression par contre il diminue avec I’augmentation de 1’épaisseur de I’echantillon. Le
quadratique de la temperature (% et de 1’épaisseur (c? ont des effets significatifs sur le
rendement d’huile mais celui de la pression est non significatif (p > 0.05). L’interaction
de [pression - température], a un effet significatif, cependant les intéractions [temperature -
épaisseur de [’échantillon] et [pression - épaisseur de [’échantillon] ont un effet non
significatif.La valeur du coefficient de variation (CV) qui est de 8.88% indique que la
deviation entre les valeurs experimentales et prédites est faible. La Figure 25 confirme le
bon alignement des valeurs experimentales et prédites du rendement d’huile des graines de

Nigella sativa. Le modéle mathématique final du rendement d’huile est le suivant :

Rendement d’huile (g/100g MS) =+829+7,04-A+191+B—-0,88+«C+ 1,38« A
B+021+«A«C+105+B«C+277«A*+0,79+B*+1,36«C%............ (20)

25 - Predicted vs. actual
20

15 5

Predicted

10 4

0 5 10 15 20 25

Figure 25 : Valeurs predites en fonction des valeurs observées du rendement d’huile des
graines de Nigella sativa.
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Tableau 29 : Analyse de la variance (ANOVA) pour le modéle quadratique de surface de

réponse pour le rendement d'huile extraite par presse hydraulique.

Source Coefficients du | Somme des | DDL Moyenne  des | F-valeur P- valeur
modéle carrés carrés

Model 8.29 490.2600 9 54.470 61.36 <0.0001

Linéaire

A 7.04 396.3500 1 396.350 446.44 <0.0001

B 191 29.2600 1 29.260 32.96 0.0007

c -0.88 6.1400 1 6.140 6.92 0.0339

Quadratique

A 2.77 32.2800 1 32.280 36.36 0.0005

B? 0.79 2.6400 1 2.640 297 0.1285

c 1.36 7.8300 1 7.830 8.82 0.0208

Interaction

AB 1.38 7.5600 1 7.560 8.52 0.0224

AC 0.21 0.1800 1 0.180 0.20 0.6656

BC 1.05 4.4500 1 4.450 5.01 0.0601

Résiduelle 6.2100 7 0.890

Manque ajustement 6.2100 3 2.070

Erreur pure 0.000 4 0.000

R? 0.9875

R? Ajusté 0.9714

R? prédit 0.7997

Déviation standard 0.9400

Coefficient de la 8.8800

variance CV %

Press 99.4300

(A ; température, B ; pression et C ; épaisseur de 1 ‘échantillon) ; *P<0.01 hautement significatif ; 0.01<P<0.05
significatif ; P>0.05 non significatif.

2.7.3. Analyse des surfaces de réponse

L'effet des variables indépendantes (température, pression, épaisseur de 1’échantillon) sur

la variable dépendante (rendement d'huile) est indiqué par les contours des surfaces de réponses

développées a partir de 1’équation 20 (Figure27, 29 et31).
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La meilleure méthode pour présenter les effets de ces variables indépendantes sur le
rendement en huile, c’est de tracer les surfaces de réponses a partir 1’équation du modele

mathémathique (Zhang et al., 2012). Ces surfaces de réponses sont effectuées en faisant varier
deux variables et en fixant la troisieme variable.

2.7.3.1. Effets combinés de la pression et de la température sur le rendement en
huile

La Figure 26 représente la surface de réponse montrant 1’effet de 1la température et de la
pression sur le rendement d'huile.On constate que la température et la pression ont un effet
linéaire positif sur le rendement d’huile qui augmente avec 1’augmentation de ces deux
facteurs. L’effet de 1’augmentation de la température sur le rendement étant plus marqué. Les
interactions entre la température et la pression ont un effet positif et significatif (P- valeur
=0.0224< 0.05).

Les tracés de contours indiquent approximativement la réponse optimale. La valeur de
cette derniére (>22%) a été observée pour le niveau élevé des variables indépendantes
(température de 60° et pression de 120 bars), elle est visualisée par la Figure 27 sur le coin droit
en haut de la surface en couleur rouge.

Oil yield (%)

) 7 1.00

B: Pressure (Bars) A: Temperature (°C)

-1.00 -1.00

Figure 26 : Diagramme de la surface de réponse des effets combinés de la pression et de la
température sur le rendement en huile.
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Oil yield (%)

B: Pressure (Bars)

-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

A: Temperature (°C)

Figure 27 : Contour de diagramme des effets combinés de la pression et de la température sur

le rendement en huile.

2.7.3.2. Effets combinés de la température et de I’épaisseur de I’échantillon sur le
rendement en huile

La Figure 28 montre que le rendement d'huile diminue avec 1’augmentation de 1’épaisseur
de I’échantillon. L’épaisseur de 1’échantillon a un effet linaire significatif (P= 0,0339) mais cet
effet est inversement proportionnel avec le rendement en huile, ce qui est traduit par un
coefficient négatif (-0,88).

Oil yield (%)

0.00

C: Thickness cake (cm) °%° ey A: Temperature (°C)

Figure 28 : Diagramme de la surface de réponse des effets combinés de la température et de
I’épaisseur de 1’échantillon sur le rendement en huile.
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Oil yield (%)

C: Thickness cake (cm)

1.00
A: Temperature (°C)
Figure 29 : Contour de diagramme des effets combinés de la température et de 1’épaisseur de

I’échantillon sur le rendement en huile.

2.7.3.3. Effets combinés de la pression et de I’épaisseur de I’échantillon sur le
rendement en huile

La Figure 30 montre que le rendement d'huile diminue avec lI'augmentation de 1’épaisseur

de I’échantillon pour une pression donnée.

Oil yield (%)

1.00 ™ ) = 1.00
) )

0.00

-0.50

C: Thickness cake (cm) B: Pressure (Bars)

-1.00 -1.00

Figure 30 : Diagramme de la surface de réponse des effets combinés de la pression et de

I’épaisseur de I’échantillon sur le rendement en huile.
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Oil yield (%)

1.00

0.50

0.00

C: Thickness cake (cm)

-0.50

-1.00
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

B: Pressure (Bars)

Figure 31 : Contour de diagramme des effets combinés de la pression et de 1’épaisseur de
1’échantillon sur le rendement en huile.

A partir de ces trois surfaces tridimensionnelles et leurs contours correspondants, il est
évident que la température est le facteur le plus significatif affectant le rendement en huile suivi
par la pression et 1’épaisseur de 1’échantillon. L’interaction entre la température et la pression a
un effet significatif sur le rendement en huile (P<0,05) comparée a celle entre la pression et

I’épaisseur de 1’échantillon et la température et 1’épaisseur de 1’échantillon (p>0.05).
Les conditions optimales donnant le rendement maximal en huile sont :

» Température 60°C
> Pression 120 bars

» Epaisseur de I’échantillon 2,80 cm.
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Conclusion

Les résultats de ce travail de recherche qui a porté sur 1I’étude des caractéristiques
physicochimiques de la graine de nigelle et de I’optimisation d’extraction de son huile par

pressage, nous permettent conclure ce qui suit :

L’examen microscopique des coupes histologiques des graines de nigelle révele la
présence de téguments internes et externes. Les réserves en huiles sont localiséesdans les
cotylédons et les téguments.

Les graines de Nigella sativa sont une source importante d’huile (40,3%). Les teneurs de
protéines (20,69%) et en glucides (25%) leur conférent une valeur alimentaire non
négligeable. Les acides palmitique, stéarique, béhénique et arachidique, sont les acides gras
saturés majeurs ayant les teneurs respectives de 12,53, 3,23 et 2,62 et 0,33%. L’acide oléique
et I’acide linoléique dont les teneurs sont respectivement de 24,13% et 54,97% sont les deux
principaux acides insaturés identifiés dans I'huile de graines de nigelle. La dominance de
I’acide linoléique, qui est un acide gras essentiel, confére a I’huile de graines de nigelle une
qualité nutritionnelle élevée.

La teneur en extrait méthanolique brut des graines de nigelle est évaluée a environ 18 %
du poids total des graines. Les graines de Nigella sativa renferment une teneur en polyphénols
totaux de 31,88 mg EAG/g d’extrait et une teneur en flavonoides de 18,71 mg EQ/g d’extrait.
De telles teneurs conférent aux graines de nigelle une propriété antioxydante intéressante.

Pour [D’activité de piégeage du radical DPPH, les résultats ont révélé que les
concentrations des extraits inférieures ou égales a 0,25 g/l présentent une faible activité
antioxydante par rapport aux BHT, la vitamine E et ’acide ascorbique. L’activité de I’extrait
devient similaire a celle des antioxydants de synthese a partir de la concentration de 0,5 g/l.

Le pouvoir réducteur de D’extrait est inférieur a celui de la vitamine E et 1’acide
ascorbique. Néanmoins, ce pouvoir peut étre comparable a celui du BHT notamment pour les
concentrations de 0,75 et 1 g/l.

Les composés phénoliques identifiés par HPLC a différentes longueurs d’ondes sont au
nombre de2l :les acides gallique, syringique, 3.4.5-trimethoxy benzoique,m-anisique, o-
anisique, isovanillique, trans-cinnamique, caféique, férulique, 3-hydroxy 4-méthoxy
cinnamique, 3.4.5-trimethoxy trans cinnamique,trans dimethoxy cinnamique, 2.5 dimethyl
hydroxy cinnamic, la naringinine 7-aglucoside,’hesperedine, la rutine, la lutéonine, la

quercitine, I’apigenine etl’isorhamnétine.
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Les resultats de 1’optimisation de 1’extraction d’huile par la méthodologie des surfaces de
réponses, indiquent que le rendement d’huile augmente avec 1'augmentation de la température
du pressage et de la pression, par contre il diminue avec I’augmentation de 1’épaisseur de
I’échantillon.Les conditions optimales donnant le rendement maximal en huile sont obtenues
a une température de 60°C, une pression de 120 bars et une épaisseur de 1’échantillon de 2.80
cm.

La méthodologie des surfaces de réponses a permis d’obtenir 1’expression mathématique
sous forme d’un polynome de second degré reliant la réponse (rendement) aux différentes
variables indépendantes (température, pression, épaisseur de 1’ échantillon) utilisée pour

prédire les rendements en huile par pressage:

Rendement d’huile (g/100g MS) =+829+704-A+191-B-0,88+C+ 1,38 « A«
B+021«A«C+105+«B+«C+277«A%+0,79 « B>+ 1,36 « C2

Pour les perspectives de recherche sur les graines Nigella sativa il serait intéressant de
développerla culture de cette graine a grande échelle, et de mettre au point des techniques
d’extraction d’huile a I’échelle semi-industrielle, en tenant compte de la préservation des
propriétés pharmacologiques de graines et de leurs extraits. 1l serait également intéressant de
mener un travail approfondi pour étudier les possibilités d’incorporation de I’huile fixe et
essentielle ainsi que 1’extrait de la graine en tant qu’antioxydant naturel dans les aliments

élaborés et comme additif en pharmacologie et en cosmétologie.
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ANNEXES

Tableau 1: Statistiques des importations Algériennes annuelles des graines et

Période : Années 2006,2007 & le 1er Trimestre 2008
Produit : 12079900 Graines et fruits oleagineux ;

fruits oléagineux.

Année 2006 Année 2007 ler Trimestre 2008
Origines Valeurs Usd Poids Kg Valeurs Usd Poids Kg Valeurs Usd | Poids Kg
EGYPTE 1947 10 270 0 0 0 6]
ETHIOPIE 44 118 29 280 394 019 490913 0 0
CHINE 27 529 ‘ 46 000 131717 314 650 26 528 75750
EMIRATS ARABES UNIS 40059 | 32 150 0 (6] 0 0
INDE 14 175 31575 115611 152 165 122 19
IRAN 9710 16 480 0 0 8 760 29 860
JAPON 0 0 3 85 9 498 735
PAKISTAN 0 0 0 0 3276 5 000
SYRIE 232628 385 600 387 423 719 110 79 266 158 800
BELGIQUE 4746 10 500 3912 2 250 0 0
ESPAGNE 39963 44 025 55 057 37 375 23233 25030
FRANCE 0 0 24 060 256 0 0
UKRAINE 0 0 3742 21 000 0 0
TOTAL 414 874 605 880 1115545 1737 804 150 683 295 194
Source : Centre National de 1’Informatique et des Statistiques (CNIS)
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Tableau 2 : Principaux composeés et molécules isolés de Nigella sativa(Benhadou, 2009).

Composé Nature Partie de la plante Pays Auteurs
Alanine AA Graine URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
B-Amyrin Triterpéne Huile de graine Grece Menounos et coll., 1986
Acide Arachidique AG Huile de graine Inde Bhakarai et coll., 1992
Acide Arachidonique AG Huile de graine Inde Bhakarai et coll., 1992
Acide Ascorbique Vitamine Feuille non cité Scheunert et coll., 1952
Acide Aspartique AA Graine URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
5-dehydro-Avenastérol Stéroide Huile de graine Gréce Menounos et coll | 1986
7-dehydro-Avenastéerol Steroide Huile de graine Gréce Menounos et coll., 1986
Butyrospermol Triterpéne Huile de graine Gréce Menounos et coll., 1986
Campestanol Stéroide Huile de graine Grece Menounos et coll., 1986
Carvacrol Stéroide Huile de graine Michelitsch et coll., 2004
Campestérol Stéroide Huile de graine Gréce Menounos et coll., 1986
Carvone Monoterpéne  Huile essentielle Inde Rathee et coll., 1982
Cholestrol Steroide Huile de graine Soudan Salama, 1973
Citrostadienol Triterpéne Huile de graine Gréace Menounos et coll., 1986
Cycloartanol Triterp&ne Huile de graine Gréce Menounos et coll | 1986
Cycloarténol Triterp&ne Huile de graine Gréce Menounos et coll., 1986
Cycloeucalénol Triterpéne Huile de graine Gréce Menounos et coll., 1986
Cystine Alcaloide Graine URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
Damascenine Alcaloide plante entiére URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
Méthyl-Damascenine Alcaloide Graine Egypte El Zawahry, 1964
Dithymoquinone Monoterpene  Huile de graine Arabie Saoudite Basha et coll., 1995
Dna Alcaloide Racine Inde Banerjee et sharma, 1995
Acide Eicosadienoique AG Huile de graine Egypte Babayen et coll., 1978
Huile Essentielles Lipides Graine URSS Jukneviciene et coll_, 1977
Huile Fixes Lipides Graine Pakistan Malik et khan, 1965
Flavonoides Graine Merfort et coll., 1997
Glucose Sucre Graine Inde Tiwari, 1946
Acide Glutamique AA Graine URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
Gramistérol Triterpéne Huile de graine Grece Menounos et coll., 1986
Hederagenine Triterpéne Graine Egypte Mustafa et Soliman, 1943
Acide Indole-3-acétique Alcaloide Tissu du calice Inde Mukherjee et coll., 1981
Leucine AA Graine URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
Acide Linoléigque AG Huile de graine Inde Ansar et coll, 1975
Acide Linclénique AG Huile de graine Egypte Babayen et coll., 1978
Lophénol Triterpéne Huile de graine Gréece Menounos et coll , 1986
24-Ethyl-Lophénol Triterpéne Huile de graine Gréece Menounos et coll , 1986
24-Méthyl-Lophénol Triterpéne Huile de graine Gréece Menounos et coll., 1986
Lysine AA Graine URSS Kudryashova et kolobkova, 1953
Melanthine inconnue Graine Egypte El Zawahry, 1964
Acide Myristique AG Huile de graine Inde Bhakare et coll., 1992
Nigellicine Alcaloide Graine Pakistan Atta-ur-Rahman et coll., 1995
Nigellidine Alcaloide Graine Pakistan Atfta-ur-Rahman et coll., 1992
Nigellimine Alcaloide Graine Pakistan Aftta-ur-Rahman et coll_, 1985b
Nigellimine-N-Oxide Alcaloide Graine Pakistan Atta-ur-Rahman et coll_, 1985a
Nigelline Alcaloide Huile essentielle Egypte Mahfouz et coll, 1962
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Tableau 3 : Sous classes des glycolipides de 1’huile de graines de nigelle.

Total glycolipides (g/100 LT) 2,59
Fractions glycolipidiques ASG MGD SG CER | DGD | SQD
Taux (g/100g GL) 9,95 7,88 9,45 11,9 55,6 5,08

(Source : Ramadan et Morsel, 2003, ND : non determinée)

Tableau 4 : Acides gras des sous classes des glycolipides de I’huile de graines de nigelle.

Fractions glycolipidiques ASG MGD SG | CER DGD SQD
C16:0 19.9 20.1 Nd 20.1 16.9 185

C16 :1 -7 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
C18:0 1.99 1.60 Nd 2.01 2.26 2.01
Cl8:1®-9 24.9 22.9 Nd 27.2 26.1 23.9
Cl8:2 ® -6 50.9 52.7 Nd 48.5 51.7 5.8
C20:1®»-9 Nd 0.71 Nd Nd 0.71 0.41
C20:2® -6 2.31 1.99 Nd 2.19 2.33 2.38

(Source : Ramadan et Morsel, 2003, ND : non determinée)

Tableau:5 Activité des graines de Nigella sativa dans la médecine traditionnelle de certains
pays du bassin méditerranéen et de 1’orient (Behaddou, 2009).

Oman Anti-paralysie Graines Externe Ghazanfar et Al-Sabahi, 1993
Anti-congestion Infusion Orale Ghazanfar et Al-Sabahi, 1993
Antiasthmatique Infusion Orale Ghazanfar et Al-Sabahi, 1993
Turquie Douleurs Graines Orale Yesilada et coll., 1995
Yémen Antiémeétique Non cité Orale Fleurentin et Pelt, 1982
Ethiopie Anti-immflamatoire Non cité Orale Deschamps et coll., 1983
Iran Aménorrhée Graines Orale Zagarn, 1993
Antihelminthigue Graines Orale Zagan, 1993
Arabie saoudite  Digestive Infusion Orale Al-Yahya, 1986
Appétissante Infusion Orale Al-Yahya, 1986
Antipyrétique Infusion Orale Al-Yahya, 1936
Anti-diarrhée Infusion Orale Al-Yahya, 1986
Antihelminthique Infusion Orale Al-Yahya, 1986
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Plaques métalliques Scourtms

Cylmdre métallique

Huile vierge

Figure 1 : Pocédé d’extraction de I’huile des graines de nigelle par pressage hydraulique.
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Tableau 6: Rapports de 1’analyse de la variance (ANOVA) du DPPH.
Source ddl Somme des Carrés F de Fisher Pr>F
carrés moyens
Modele 12 111242,254 | 9270,188 45,133 <0,0001
Résidus 107 21977,677 205,399
Total 119 133219,931

Somme des Carrés
Source ddl carrés moyens F de Fisher Pr>F
Modeéle 9 96,617 10,735 31,546 < 0,0001
Résidus 74 25,183 0,340
Total 83 121,800

Tableau 7: Rapports de 1’analyse de la variance (ANOVA) du pouvoir réducteur.
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Tableau 8: Analysis of variance (ANOVA) for the response surface quadratic model for oil
yield from Nigella sativa seeds using hydraulique press.

Sum of
Source Coefficients Mean of F-value Prob>F
squares squares
Model 8.29 490.2600 54.470 61.36 <0.0001
A- Température 7.04 396.3500 396.350 446.44 <0.0001
B- Pressure 191 29.2600 29.260 32.96 0.0007
C-TMkness gateau -0.88 6.1400 6.140 6.92 0.0339
AB 1.38 7.5600 7.560 8.52 0.0224
AC 0.6656
0.21 0.1800 0.180 0.20

BC 1.05 4.4500 4.450 5.01 0.0601
As 2.77 32.2800 32.280 36.36 0.0005
Bs 0.79 2.6400 2.640 297 0.1285
Cs 1.36 7.8300 7.830 8.82 0.0208
Residual 6.2100 0.890
Lack of fit 6.2100 2.070
Pure error

0.0000 0.000
Rs 0.9875
AdjR*® 0.9714
Pred-R® 0.7997
SD 0.9400
CV%

8.8800
Press 99.4300
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Résumés

Le titre : Nigella sativa : optimisation de I’extraction d’huile par pressage et

étude des fractions lipidique et phénolique
Résumé :

L’objectif de notre travail de recherche est d’étudier 1'optimisation des parametres
influencant 1’extraction de I’huile par pressage en utilisant la méthodologie de surface de
réponse, et de déterminer les propriétés physico-chimiques et antioxydantes des graines et la
composition chimique de I’huile. Matériel et méthodes : I’extraction d’huile est effectuée par
solvant, et presse hydraulique. L’analyse des acides gras est réalisée par la CPG, et celle des
composes phénoliques par HPLC. Le pouvoir antioxydant est évalué par les tests de DPPH et
du pouvoir réducteur. Résultats: la teneur en huile des graines de nigelle est de 40,3%. Les
acides gras saturés identifiés sont les acides palmitique (12,53%), stéarique (3,23%),
béhénique (2,62%), et arachidique (0,33%). et les acides gras insaturé sont les acides oléique
(24,13%) et linoléique (54,97%). La teneur en polyphénols totaux est de 31,88 mg EAG/g et
celle de flavonoides totaux est de 18,71 = 0,21 mg EQ/g d’extrait. Les 20 composés
phénoliques identifiés par HPLC sont les acides gallique, syringique, 3.4.5-trimethoxy
benzoique, m-anisique, o-anisique, isovanillique, trans- cinnamique, caféique, férulique, 3-
hydroxy 4-méthoxy cinnamique, 3.4.5-trimethoxy trans cinnamique, trans dimethoxy
cinnamique, 2.5 dimethyl hydroxy cinnamic, la naringinine 7-aglucoside, [’hesperedine, la
rutine, la lutéonine, la quercitine, I’apigenine et [’isorhamnétine. L’ extrait méthanolique des
graines de nigelle a la capacité de piéger le radical DPPH a partir d’une concentration de
0,5 g/l et un pouvoir réducteur a 0,75g/l. Les conditions optimales pour un rendement
maximal en huile sont : une température de 60°C, une pression de 120 bars et une épaisseur
de 2,08 cm. Conclusion : les résultats obtenus montre que les graines de nigelle ont une

activité antioxydante importante due a sa richesse en acide phénoliques et en flavonoides.

Mots clés : Huile, graine de nigelle, extraction, pressage hydraulique, optimisation,
granulométrie, pression, température.



Résumés

The title: Nigella sativa: optimization of the extraction of oil by pressing and

study of lipid and phenolic fractions

Summary:

Our research work aims to study the optimization of parameters influencing pressing for
oil extraction using the response surface methodology and determine the physicochemical and
antioxidant properties of seeds and the chemical composition of oil. Material and methods: oil
extraction is carried out by solvent and hydraulic press. The analysis of fatty acids is achieved
by GPC, and the phenolic compounds by HPLC. The antioxidant power is measured by the
DPPH test and reducing power. Results: The oil content of Nigella seeds is 40.3%. Identified
saturated fatty acids are palmitic acid (12.53%), stearic acid (3.23%), behenic (2.62%) and
arachidic (0.33%). and unsaturated fatty acids are oleic lesacides (24.13%) and linoleic acid
(54.97%). The total polyphenol content was 31.88 mg EAG / g and that of total flavonoids is
18.71 + 0.21 mg EQ / g of extract. 20 phenolic compounds identified by HPLC are gallic acid
syringique, 3,4,5-trimethoxy benzoic, m-anisic o-anisic isovanillique, trans cinnamic, caffeic,
ferulic, 3-hydroxy-4-methoxy cinnamic 3.4.5 -trimethoxy trans cinnamic, trans-dimethoxy
cinnamic, 2.5 dimethyl hydroxy cinnamic the Naringenin-7 aglucoside the hesperedine, rutin,
lutéonine, quercetin, apigenin, and isorhamnetin. The methanol extract of Nigella seeds has the
ability to trap the DPPH radical from a concentration of 0.5 g/l and reducing power to 0.75g/I.
The optimum conditions for maximum oil yield are: a temperature of 60 ° C, a pressure of 120
bars and a thickness of 2.08 cm. Conclusion: The results showed that black cumin seeds have a

high antioxidant activity due to its high phenolic acid and flavonoids.

Key words: Oil, Nigella seeds, extraction, hydraulic pressing, optimization, granulometry,
pressure, temperature.
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