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Résumé

Les plantes sont des sources naturelles de nutriments et de composés bioactifs aux multiples
applications bénéfiques. Parmi elles, la Nigella sativa, ou graine noire, attire une attention
particuliere en raison de sa richesse en composés bioactifs, reconnu pour ses effets
antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens. Dans ce contexte, notre travail s’est
intéress¢ a 1’étude comparative des propriétés physicochimiques, antioxydantes et
antimicrobiennes de 1’extrait ultrasonique et de ’huile de N. sativa extraite par différentes

méthodes, dans le but de valoriser son potentiel en tant qu’ingrédient naturel bioactif.

L’étude comparative de trois méthodes d’extraction (Soxhlet, pression a froid, ultrasons) des
graines de Nigella sativa a montré que le rendement le plus élevé est obtenu par Soxhlet (33,74
%), suivi de la pression a froid (16 %), tandis que I’extraction ultrasons présentent le rendement
le plus faible (4,49 %). Sur le plan bioactif, I’extrait ultrasonique, malgré sa faible quantité, se
distingue par une meilleure richesse en polyphénols et une forte activité antioxydante (1Cs, de
19,14 mg/ml, test DPPH). Concernant les caractéristiques physicochimiques (IA, IS, IP, 11),
I’huile extraite a froid se révele de meilleure qualité, avec une acidité plus faible (5,93 %) et un
indice de réfraction plus éleve (1,435 a 25 °C), traduisant une meilleure stabilité et conservation
des propriétés chimiques. Sur le plan microbiologique, I’huile obtenue par pression a froid est
la plus efficace contre les bactéries Gram positives, notamment Staphylococcus aureus (zone
d’inhibition de 21 mm), tandis que celle obtenue par Soxhlet et I’extrait ultrasonique montrent
des effets plus ciblés sur certaines souches Gram négatives. Ces résultats mettent en évidence

I’importance du choix de la méthode d’extraction pour une meilleure valorisation.

Mots-clés : Huiles végétales, Nigella sativa, méthodes d’extraction, activité antioxydante,

propriétés physico-chimiques, activité antimicrobienne.



Abstract

Plants are natural sources of nutrients and bioactive compounds with multiple beneficial
applications. Among them, Nigella sativa, or black seed, has attracted particular attention due
to its richness in bioactive compounds, recognized for their antioxidant, anti-inflammatory, and
antimicrobial effects. In this context, our work focused on the comparative study of the
physicochemical, antioxidant, and antimicrobial properties of the ultrasonic extract and the oil
of N. sativa obtained by different extraction methods, with the aim of valorizing its potential as

a natural bioactive ingredient.

The comparative study of three extraction methods (Soxhlet, cold pressing, and ultrasound)
of Nigella sativa seeds showed that the highest yield was obtained by Soxhlet extraction
(33.74%), followed by cold pressing (16%), while ultrasound gave the lowest yield (4.49%).
From a bioactive perspective, the ultrasonic extract, despite its low yield, exhibited higher
polyphenol content and strong antioxidant activity (ICso of 19.14 mg/mL, DPPH test).
Regarding physicochemical characteristics (Al, Sl, PI, I1), the cold-pressed oil proved to be of
better quality, with lower acidity (5.93%) and a higher refractive index (1.435 at 25 °C),
indicating better stability and optimal preservation of its chemical properties. Microbiological
analysis showed that cold pressing was the most effective against Gram-positive bacteria,
particularly Staphylococcus aureus (inhibition zone of 21 mm), while Soxhlet and ultrasound
showed more targeted effects against certain Gram-negative strains. These results highlight the

importance of choice of extraction method for better valorisation.

Keywords : Vegetable oils, Nigella sativa, extraction methods, antioxidant activity,

physicochemical properties, antimicrobial activity.
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Introduction

Bien que de nombreux médicaments synthétiques soient disponibles pour le traitement de
diverses pathologies, leur utilisation est souvent associée a des effets indésirables notables.
Cette problématique a conduit la communauté scientifique a s'intéresser aux plantes
médicinales en tant qu'alternatives thérapeutiques naturelles. Parmi celles-ci, Nigella occupe
une place importante en raison de son usage ancestral en médecine traditionnelle. Cette plante
est reconnue pour ses propriétés anti-inflammatoires et curatives, attribuées a la richesse en

métabolites secondaires présents dans ses différentes parties. (Belhachemi et al., 2024).

De nombreuses recherches pharmacologiques récentes s’attachent a valider scientifiquement
les propriétés thérapeutiques des métabolites secondaires issus des plantes médicinales, tout en
cherchant a isoler leurs principes actifs naturels. Parmi ces plantes, Nigella sativa (graines) a
fait I’objet de nombreuses études in vitro et in vivo, qui ont permis de mettre en évidence une
large gamme d’activités biologiques : anti-inflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes.
Ces résultats confirment son potentiel thérapeutique, en particulier dans le domaine de la
dermo-cosmétique, ou elle est largement utilisée sous forme d’huiles essentielles et végétales
pour le soin et la reparation cutanée. Des travaux recents, comme ceux de (Al-Asmari et al.,
2022). Soulignent que ces effets benéfiques sont principalement liés a la richesse en composés

bioactifs lipophiles présents dans les extraits, tels que la thymoquinone.

Ce mémoire a pour objectif de comparer les variations des activités biologiques, notamment
antioxydantes et antimicrobiennes, des composés bioactifs issus des graines de Nigella sativa,
en fonction de deux sortes d’extraction : I’huile végétale et I’extrait. Cette étude vise a montrer
I’efficacité du choix de la technique d’extraction pour augmenter le potentiel bioactif de cette
plante, dans une optique de valorisation scientifique en vue d’applications innovantes dans les

domaines médicinal et cosmétique.

Ce travail comprend trois parties : la synthese bibliographique, les matériels et méthodes, les

résultats et discussion, et enfin une conclusion.
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1- Généralités

1.1. Définition d’une plante médicinale

Une plante médicinale, selon la pharmacopée francaise, est une drogue végétale reconnue
par la pharmacopée européenne, dont au moins une partie possede des propriétés
thérapeutiques. Une drogue végétale correspond a une plante ou a I'une de ses parties, utilisée
soit fraiche, soit le plus souvent sous forme séchée. Le terme « drogue végétale », ou plus
simplement « drogue », désigne ainsi une matiere premiere naturelle employee dans la
fabrication des médicaments (Mohammedi, 2013).
1.2. Définition de la phytothérapie

La phytothérapie est une discipline médicale qui repose sur I'utilisation des plantes, ou
uniquement de leurs parties actives, pour leurs propriétés thérapeutiques. Ces plantes sont
appelées plantes médicinales.
Les préparations peuvent €tre obtenues par divers procédés tels que la macération, 1’infusion,
la decoction, ainsi que sous forme de teinture, de poudre totale ou d’extraits. Les plantes
médicinales peuvent étre issues de cultures, mais elles proviennent le plus souvent d’espéces
sauvages (Mohammedi, 2013).

1.3. Historique et utilisations traditionnelles
1.3.1. Nigella sativa

Nigella sativa, également appelée nigelle ou cumin noir, est une plante médicinale utilisee
depuis plus de 3 000 ans. Elle est originaire des régions arides du Moyen-Orient, d’Asie de
I’Ouest et du bassin méditerranéen, avec une présence marquée dans 1’histoire médicinale de
I’Egypte, de la Mésopotamie, de la Gréce, de I’Inde, et dans la tradition islamique. Elle occupe
une place importante dans plusicurs médecines traditionnelles telles que 1’ayurvéda, la
médecine grecque (Unani) et la meédecine prophétique. Cette derniere la valorise

particulierement, comme en témoigne la célebre parole du Prophéte Mohammed (&) : « La

graine noire est un remede contre toutes les maladies, sauf la mort. »

Traditionnellement, 1’huile extraite de ses graines était utilisée en application locale pour
soulager les maladies de la peau telles que 1’eczéma et le psoriasis, mais aussi pour améliorer
la digestion et renforcer les défenses immunitaires. Ces effets sont en grande partie attribuées a
la thymoquinone, son composé actif principal, dont les propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes ont été confirmées par des études récentes, notamment dans le domaine
dermatologique (Ali et al., 2020).
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Douin., 1993).
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2-Définition

Nigella sativa (famille des Renonculacées) est une plante médicinale utilisée dans le monde
entier. Ses graines et son huile ont une longue histoire d’usage traditionnel dans de nombreux
systemes alimentaires et médicaux. Des recherches approfondies ont mis en évidence un large
éventail d’activités pharmacologiques, notamment antidiabétiques, anticancéreuses,

immunomodulatrices, antimicrobiennes et anti-inflammatoires. (Rasheed et al., 2024).
3. Distribution géographique

La nigelle (N. Sativa), originaire d’Asie de 1’Ouest et d’Afrique du Nord, est cultivee
principalement dans ces régions ainsi qu’en Europe et en Amérique du Nord. Les principaux
producteurs sont les Etats-Unis, 1’Inde, I'Iran et I’Egypte. Elle préfére les climats
méditerranéens et les sols bien draines, et ses graines sont utilisées mondialement a des fins

alimentaires et thérapeutiques (Parakh et al., 2012).

N
Inde, Iran, Egypte, pays du Moyen-Orient

Europe, Amérique du Nord, Russie, Turquie

Figure 4: les emplacements actuels de la distribution de la culture
de N. Sativa

4-Classification Botanique de Nigelle sativa

N. sativa appartient a I'embranchement des Spermatophytes et a la famille des
Renonculacées. Cette derniere est l'une des plus importantes parmi les angiospermes,

regroupant entre 40 et 50 genres et environ 1500 a 2000 espéeces. (Abdesselam., 2015).

> La classification botanique de N. sativa, établie par (Hossain et al., 2021), est présentée

dans le tableau suivant :



Partie | : Syntheses Bibliographiques

Tableau 1: Classification de N.sativa selon (Hossain et al., 2021).

Reégne Plante
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Renonculales
Famille Renonculaceae
Genre Nigelle
Espece Nigelle sativa

5. Description botanique

N. sativa est une plante herbacée annuelle appartenant a la famille des Ranunculaceae. Elle
se caractérise par une tige dressée, cotelée, anguleuse et ramifiée, pouvant atteindre une hauteur
de 30 a 70 cm, avec un diametre variant entre 0,65 et 0,98 cm. Ses feuilles sont disposées de
maniere alterne, mesurant entre 2,5 et 5,0 cm de long et 2,0 a 2,5 cm de large. Elles présentent
une forme allant de linéaire a lancéolée, une phyllotaxie de 1 a 2, et comportent généralement
5 a 6 divisions foliaires (pinna/rachis). La plante possede une racine pivotante, dont la longueur
varie entre 12,74 et 15 cm. Les fleurs, de teintes variables (rose, blanche, jaune, bleu péle ou
violet pale), mesurent en moyenne 2,74 cm de long sur 2,78 cm de large, et sont constituées de
5 a 10 pétales et de 4 a 6 sepales. Les fruits sont des capsules mesurant entre 0,4 et 1,7 cm,
contenant en moyenne 59 + 3,2 graines noires, de forme aigué, tétrangulaire, ovée et Iégérement
effilée a I’extrémité. Chaque graine mesure environ 2,33 £ 0,1 mm de long sur 1,14 £ 0,02 mm
de large. La période de floraison et de fructification s’étend généralement de janvier a avril.
(Hossain et al.,2021).
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Figure 3 : Plante de N. sativa (Mehdiyeva et ~ Figure 4 : graines de N. sativa (Mezhoud.,
al., 2016) 2024)

6-Obtention de I’huile de Nigelle sativa

L’huile de N. sativa, reconnue pour ses vertus thérapeutiques, est obtenue a partir des
graines dont la qualité dépend de plusieurs facteurs environnementaux tels que le sol, le climat,
I’altitude et les techniques culturales, ainsi que des conditions de récolte, notamment la maturité
et le tri des graines. Afin de préserver ses propriétés, il est recommandé de la stocker a I’abri de
I’air, de la lumiére et de la chaleur, de préférence dans des contenants en verre teinté (Gueffai.,
2024).

7- Composition chimique des graines et de I’huile de Nigelle sativa

Les graines de Nigelle sativa renferment une grande diversité de composés bioactifs,
incluant des huiles volatiles et non volatiles, protéines, glucides, minéraux (fer, calcium,
magnésium, potassium, zinc, cuivre), ainsi que les vitamines A et C. Elles contiennent
également divers composés phytochimiques tels que des stérols (B-sitostérol, campesterol...),
des saponines, phénols, alcaloides, acides gras (linoléique, oléique, stéarique...) et lipides.
Cette composition lui confere des propriétés thérapeutiques variées : antioxydante, anti-

inflammatoire, antimicrobienne et plus encore (Alberts et al., 2024).

v' La N. sativa contient plusieurs composés bioactifs essentiels, dont la thymoquinone
(TQ), un monoterpene hydrophobe aux nombreuses vertus thérapeutiques. (Alberts et
al., 2024).
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Figure 5 : Thymoquinone

Les graines de Nigella sativa contiennent entre 26,6 % et 38 % d’huile fixe, principalement
constituée de triglycérides riches en acides gras. L’acide linoléique (LA, C18 :2) y est
majoritaire avec une proportion variant de 49 a 65 %, suivi de I’acide ol¢ique (C18:1) qui
représente une fraction secondaire mais significative. L’acide palmitique (C16:0) atteint
environ 20,4 %, tandis que d'autres acides gras, présents en quantités moindres, incluent
I’acide myristique (C14:0), I’acide arachidique (C20:0) et I’acide béhénique (C22:0). En plus
des huiles fixes, les graines renferment une huile essentielle dont la teneur varie de 0,4 % a
2,5 %. Celle-ci est dominée par la thymoquinone (27,8 % a 57,0 %), un compose bioactif
reconnu pour ses effets antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux. Parmi les autres
constituants volatils, on retrouve le p-cymene (7,1 % a 15,5 %), le carvacrol (5,8 % a 11,6 %),
le t-anéthole (0,25 % a 2,3 %), le 4-terpinéol (2 % a 6,6 %) ainsi que le longifoléne (1 % a 8
%). (Ghahramanloo et al., 2017)

8. Proprieétés Biologiques et Pharmacologiques des graines et de I’huile de

Nigella sativa

8.1. Activité antioxydante

Nigella sativa posséde une forte activité antioxydante grace a des composés bioactifs
comme la thymoquinone, le carvacrol et le 4-terpinéol, qui neutralisent les radicaux libres et
stimulent les enzymes antioxydantes endogénes. Cette action, confirmée par des tests TLC et
DPPH, contribue a réduire le stress oxydatif impliqué dans de nombreuses pathologies
chroniques. (Wahab et al., 2023).

8.2. Activités antimicrobiennes

Les graines de Nigella sativa possédent une activité antimicrobienne liée a leurs composés
phytochimiques (phénols, flavonoides, tanins), qui perturbent la membrane cellulaire et le

métabolisme microbien. Leur efficacité, confirmée par différentes méthodes d’extraction et
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tests cliniques, se manifeste particulierement contre les bactéries Gram-positives comme E.

coli, P. aeruginosa et S. aureus, avec un role notable de la teneur en tanins. (Abbas et al., 2024).
8.3. Effets Immunomodulateurs

Les graines de Nigella sativa exercent des effets immunomodulateurs en stimulant
principalement les réponses des cellules T, via I’augmentation de certaines interleukines, tout
en modulant négativement celles des cellules B, sans effet direct sur la phagocytose bactérienne.
(Wahab et al., 2023).

8.4. Activité anticancéreuse

Nigella sativa présente une activité anticancéreuse marquée grace a la thymoquinone, qui
inhibe la prolifération tumorale, induit 1’apoptose, bloque 1’angiogenése et potentialise
I’efficacité des traitements classiques tout en limitant leurs effets secondaires. (Wahab et al.,
2023).

8.5. Activité antidiabétique

Nigella sativa, via sa molécule active la thymoquinone, exerce une activité antidiabetique
en régulant la glycémie, améliorant la sensibilité a I’insuline et inhibant les enzymes a-amylase

et a-glucosidase, ce qui réduit I’absorption du glucose et protége contre les complications du

diabete. (Wahab et al., 2023).
8.6. Activité anti-inflammatoire

La thymoquinone, principal composeé actif de Nigella sativa, a démontré un fort potentiel
anti-inflammatoire. Dans des macrophages RAW 264.7, elle a amélioré la viabilité cellulaire
tout en réduisant la production d’oxyde nitrique, de triglycérides et de cytokines pro-
inflammatoires induites par le palmitate. Elle a également préservé la fonction mitochondriale.
Ces résultats indiquent que la TQ peut protéger les macrophages contre I’inflammation et la

cytotoxicite liées aux acides gras libres. (Othman et al., 2024).
9. Travaux antéerieurs

Plusieurs travaux ont été effectuées sur cette plante :

Un essai clinique randomisé a été mené avec des gélules d’huile de N. sativa chez des patients
atteints de formes légeres de COVID-19 afin d’évaluer les effets antiviraux et

immunomodulateurs de la thymoguinone (Koshak et al., 2020). Parallelement, un gel capillaire
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a base d’extrait éthanolique de N. sativa, enrichi en diméthicone, a été formulé pour stimuler la
croissance des cheveux et protéger le cuir chevelu (Wulansari et al., 2020). De plus, un gel de
nanoémulsion incorporant 1’extrait éthanolique de nigelle a été développé afin d’améliorer la
biodisponibilité des composés actifs (Reveny et al., 2020). Dans une autre étude clinique,
I’administration orale et topique de I’huile de N. sativa chez des patients atteints d’arthrose du
genou a montré une diminution de 1’inflammation et du stress oxydatif (Shokri-Mashhadi et
al., 2022). Enfin, un nanoemulgel a base d’huile de N. sativa a été mis au point pour une
application ciblée dans le traitement de la parodontite grace a la libération controlée de la
thymoquinone et a ses propriétés antibactériennes, cette approche innovante présente un

potentiel prometteur pour 1’amélioration des soins dentaires (Sultan et al., 2022).
10. Securité et Toxicité

La sécurité et la toxicité de N. sativa et de son principal composé actif, la thymoquinone
(TQ), ont éte largement etudiées. Les données disponibles suggérent que NS et la TQ présentent
une toxicité aigué et subaigué faible, avec une large marge de sécurité. Les effets toxiques sont
géneralement observés a des doses tres élevées, bien supérieures a celles utilisées en pratique
thérapeutique. Cependant, des études supplémentaires, notamment des essais cliniques a long
terme, sont nécessaires pour confirmer la sécurité de ces composés chez I'humain. (Hossain et
al., 2021).
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+ Matériel végétal

Les graines de nigelle (Nigelle sativa L.) ont été obtenues a partir d’un lot importé d’ Arabie
Saoudite et acquis localement dans la région de Tlemcen (Algérie). Afin de préserver leur
qualité, elles ont été séchées naturellement a 1’air libre, a ’abri de la lumiére. Ce séchage a
permis de diminuer leur humidité interne, favorisant ainsi de meilleures conditions d’extraction
de I’huile.

+ Préparation des graines

Avant I’extraction, les graines de N. sativa ont été soigneusement triées a la main pour
éliminer les impuretés visibles (poussiéres, débris végétaux, graines abimées). Elles ont ensuite
été broyées a I’aide d’un moulin électrique afin d’augmenter la surface de contact avec le
solvant ou de faciliter le pressage, selon la méthode d’extraction employée. La poudre obtenue
a été conservée dans un récipient hermétique en verre, a I’abri de I’humidité, de la lumiére et
de la chaleur, jusqu’a utilisation.

1. Extraction
1.1. Pression a froid

La premic¢re méthode d’extraction utilisée est la pression a froid, réalisée a 1’aide d’une
presse mécanique. Une quantité de 1kg de graines de N. sativa, préalablement broyées, a éeté
introduite dans 1’appareil, sans ajout de chaleur ni de solvant. Cette méthode douce permet
d’extraire 1’huile tout en préservant les composés thermosensibles, tels que les acides gras
insaturés et les composés phénoliques. L huile obtenue a ensuite été filtrée a 1’aide d’un papier
Whatman pour éliminer les particules solides, puis stockée dans un flacon ambré hermétique,

conservée a temperature a froid a 1’abri de la lumiére. (Zouirech et al., 2024)

Figure 6 : Extraction par Pression a froid.
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1.2. Extraction Soxhlet

La seconde méthode consiste en une extraction par Soxhlet, utilisant un solvant
organique (hexane) pour I’extraction continue de 1’huile a partir de la poudre de graines. Une
quantité déterminée d’échantillon (environ 60 g) a été placée dans une cartouche en cellulose,
puis soumise a une extraction par reflux durant 6 heures a I’aide d’un extracteur Soxhlet monté
avec un ballon a fond rond, un réfrigérant a eau et une cartouche adaptée.

A la fin du processus, le solvant a été évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif. L huile
résiduelle a été conservée a température ambiante, dans un flacon en verre ambré, a I’abri de

la lumicre et de 1’air. (Alrashidi et al., 2020)

Figure 7 : Extraction par Soxhlet

1.3. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

Une extraction par ultrasons a été réalisée a I’aide d’un sonicateur a ultrasons, équipé
d’un bécher en verre placé dans une cuve a ultrasons a fréquence contrdlée. Une quantité de
20 g de poudre de graines de N. sativa a été mélangée a 100 ml d’éthanol dans le bécher.

Le mélange a été soumis a une sonication pendant 30 minutes a température ambiante. Ce
procédé favorise la cavitation acoustique, entrainant la rupture des parois cellulaires et une
libération plus efficace des composés présents dans la matrice végétale. Apres extraction, le
mélange a éeté filtré pour séparer I’extrait des résidus solides. L’extrait a ensuite été conservée
au froid dans un flacon en verre ambré, a I’abri de la lumiére et de I’oxygene. (Alrashidi et al.,

2020)
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Figure 8 : Extraction assistée par ultrasons

1.4. Rendement d'extraction
» Le calcul du rendement suit la méthode standard rapportée par Azwanida (2015).
Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :

Rendement (%) = (Masse d’huile extraite (g) / Masse de la matiere végétale seche (g)) x 100

2. Extraction des composés phénoliques de I’huile et de I’extrait

L’intérét croissant pour les composés bioactifs d’origine végétale, en particulier les
composes phenoliques, repose sur leurs propriétés antioxydantes et leurs effets bénéfiques sur
la santé. 1ls sont présents dans de nombreuses matrices végétales, dont les graines oléagineuses
comme N. sativa (Balasundram et al., 2006).
2.1. Principe

Pour pouvoir doser les composés phénoliques dans les huiles végétales obtenues, une
extraction prealable de ces molécules est nécessaire. Elle repose sur leur solubilité dans des
solvants polaires, principalement des mélanges d’eau et d’alcools (comme le méthanol ou
I’éthanol). Ces solvants permettent de rompre les interactions entre les polyphénols et les
structures végétales, facilitant leur transfert vers la phase liquide (Spigno et al., 2007)
2.2. Mode opératoire
e Prélever 2 ml d’échantillon d’huile.
e Ajouter 2 ml de solution méthanolique (méthanol/eau, 80 :20 v/v).
e Introduire le mélange dans un tube centrifuge.
e Agiter pendant 10 minutes a I’aide d’un vortex.
e Centrifuger a 3800 tr/min pendant 15 minutes.
e Récupérer délicatement le surnageant et le transférer dans une fiole jaugée de 50 ml.

e Répéter I’extraction deux fois avec le méme solvant pour assurer une extraction maximale.
12
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e Combiner les trois fractions obtenues.

e Compléter le volume dans la fiole jaugée jusqu’au trait avec la méme solution méthanolique
(80 : 20).

e Conserver I’extrait au froid a 1’abri de la lumiére jusqu’a I’analyse (Ollivier et al., 2004)

Figure 9 : Extraction des polyphénols

2.3. Dosage des polyphénols totaux (méthode de Singleton et Rossi)
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Singleton et Rossi
(1965), basée sur ’utilisation du réactif de Folin—Ciocalteu.

2.3.1. Principe
La méthode de Folin—Ciocalteu permet de doser les composés phénoliques en mesurant la
couleur bleue formée lors de leur réaction avec le réactif de Folin en milieu alcalin. L’absorbance
est lue a 765 nm, puis la teneur en polyphénols est calculée a partir d’une courbe d’étalonnage
établie avec I’acide gallique et exprimée en mg EAG/g.
2.3.2. Mode opératoire (méthode de Folin—Ciocalteu)
e Prélever 200 pL pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essais.
e Ajouter 1 ml de réactif de Folin—Ciocalteu (dilué au 1/10 avec de I’eau distillée).
e Laisser reposer le mélange pendant 3 minutes a température ambiante.
e Ajouter ensuite 800 pL de solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a 7,5 % (m/v).
e Agiter doucement puis laisser incuber 30 minutes a 1’obscurité (température ambiante).
e Mesurer 1’absorbance a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV-Visible.
e Calculer la teneur en polyphénols totaux a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée avec des

solutions standard d’acide gallique.
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e Exprimer les résultats en mg équivalent acide gallique (mg EAG/g d’échantillon).

Figure 10 : Dosage des composés phénoliques totaux

3. les indices physicochimiques

Les indices physico-chimiques sont réalisés pour évaluer la qualité, la pureté, la stabilité et

la fraicheur d’une huile végétale.

3.1. Principaux indices physico-chimiques d’une huile végétale

Tableau 2: Indices physico-chimiques des huiles.

Indice Symbole Unité Principe
Indice dacide 1A (mg KOH/g Titrage des acides gras libres par une solution de KOH
d’huile) en milieu alcoolique — mesure de la quantité de KOH
nécessaire pour neutraliser les acides.
(A) (% d’acide | Calculée a partir de I’indice d’acide : {Acidité (%) =
Acidite gras libre) | |A x M/56.1}, ot M est la masse molaire de ’acide
cidite (ex. acide oleique = 282).
Indice d’ester IE (mg KOH/g Différence entre 1’indice de saponification et I’indice
d’huile) d’acide : IE = IS — IA\text{IE =IS —IA}IE = IS — |A
— estimation des esters présents (triglycérides non
hydrolysés).
Indice de P (meq Oz/kg Réaction des peroxydes avec I’iodure de potassium —
peroxyde d’huile) libération d’iode titrée par le thiosulfate de sodium.
Indice d’iode . (912/100g Réaction d’addition de 1’iode (l,) sur les doubles
d’huile) liaisons des acides gras insatures ; mesure par titrage
de I’iode non réagi.
Indice de IS (mg KOH/g | Hydrolyse alcaline des esters (triglycérides), suivie du
saponification d’huile) titrage de I’excés de KOH — détermine la masse

molaire moyenne des acides gras.
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Indi IR ns unité I . N
dice de Sans UNKE 1 Mesure de la variation de vitesse de la lumiére
réfraction traversant I’huile — liée a sa composition et son degré
d’insaturation.
Densité relativ P i . -
ensite relative (P) (g/cm?) Comparaison de la masse volumique de I’huile avec

celle de I’eau, généralement mesurée a 20 ou 25 °C.

3.2. Mode opératoire
3.2.1. Indice d’Acide (IA)

» Méthode de travail (selon la norme NF 1SO 660:2017)
v’ Pesée de I’échantillon :
— Peser exactement 1 g de 1’huile a analyser dans un erlenmeyer de 100 ml.
v Dissolution :
— Ajouter 5 ml d’éthanol a 95% pour dissoudre I’huile.
v Ajout d’indicateur :
— Ajouter 2 gouttes de phénolphtaléine a 0,2% (dans 1’éthanol).
v Titrage :
— Titrer avec une solution de KOH éthanolique 0,1 mol/L, jusqu’a I’apparition d’une
coloration rose persistante pendant 30 secondes.
v" Notation :
— Noter le volume exact (V) de KOH utilisé.
v Calcul :
— Utiliser la formule :
IA = {5,61 * V} / {m} = masse d’huile en gramme (1 g).
e 5,61 g/l : correspond a 0,1mole/l de KOH
e V:Volume en ml de la solution éthanolique de KOH (0,1mole /1) utilisée pour le titrage.
e m : masse en gramme de 1’huile
« L’acidité (% acide oléique) a été calculée a partir de I’indice d’acide obtenu selon le protocole

ci-dessus. »
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3.2.2. Indice d’ester (IE)

Figure 11 : Indice d’Acide (IA)
» Meéthode de travail (selon la norme AFNOR. (1981). NF T60-206)

Calcul simple : — Une fois I'TA et I’'IS calculés, utiliser la formule : IE =1IS — |A
3.2.3. Indice de saponification (IS)
» Méthode de travail (selon la norme AFNOR. (2022). NF 1SO 3657)

v Pesée de 1’échantillon :

— Peser exactement 2 g de I’huile a analyser dans un ballon a col rodé de 100 ml.

v’ Ajout de réactif : — Ajouter 25 ml de KOH alcoolique 0,5 mol/L.
v’ Préparation a 1’ébullition :

— Ajouter 2 a 3 morceaux de pierre ponce pour éviter les projections.

v" Reflux :

— Adapter un réfrigérant a reflux et porter le mélange a ébullition pendant 30 minutes.

v" Refroidissement :

— Retirer le ballon du chauffe-ballon et laisser refroidir quelques minutes.

v Titrage de I’excés de potasse :

— Titrer I’excés de KOH avec HCI 0,5 mol/L en présence de phénolphtaléine.

v’ Essai a blanc (témoin) :
— Réaliser en parallele un essai sans huile ni chauffage pour doser uniquement la quantité de

KOH ajoutée.
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v Notation des volumes :

—Noter :
—Volume de HCI pour I’essai a blanc

—Volume de HCI pour I’échantillon contenant I’huile

v Calcul :
— Utiliser la formule : 1S =(V_0-V)/{m}*28

e V0 : Volume en ml de la solution HCI (0,5 mol/l) utilisée pour 1’essai a blanc.
¢ V: Volume en ml de la solution HCI (0,5 mol/l) utilisée

e m : masse en gramme de 1’huile

Figure 12 : Indice de saponification (IS)

3.2.4. Indice de Peroxyde (IP)

» Méthode de travail (selon la norme AFNOR. (2017). NF ISO 3960)

v Manipulation :

—Peser environ 1 g d’huile dans un erlenmeyer de 250 mL.

v Ajouter :

—10 ml de chloroforme
— 15 ml d’acide acétique

—Immeédiatement apres, ajouter 1 ml d'une solution aqueuse saturée d’iodure de potassium
(K.

—Agiter pendant 1 minute, puis mettre a I’obscurité pendant 5 minutes.

17
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—Ajouter 75 ml d’eau distillée, agiter vigoureusement, ajouter quelques gouttes d’empois

d’amidon (indicateur).
—Titrer avec une solution de thiosulfate de sodium 0,01 N jusqu’a décoloration.
Faire un essai a blanc en parallele (sans matiere grasse).

v Calcul de PLP : IP (mu g/g) = {(V - V_0) * 8000} / {P}

V : Volume de thiosulfate pour I’essai a blanc (ml)

V_0: Volume pour I’essai avec huile (ml)

N : Normalité du thiosulfate de sodium
P : Masse d’huile (g)

Figure 13 : Indice de Peroxyde (IP)
3.2.5. Indice d’lode (II)

» Meéthode de travail (selon la norme AFNOR. (2017). NF ISO 3961)

v Manipulation :

—Peser précisément 0,2 ml de maticre grasse (= 0,5 g) dans un erlenmeyer de 100 ml.
—Dissoudre dans 5 ml de tétrachlorure de carbone (CCl,) ou chloroforme (CHCI5).
—Ajouter 10 ml de réactif de Wijs, boucher et laisser réagir 1 h 30 a I’abri de la lumiére.
—Ajouter ensuite 5 ml de solution d’iodure de potassium a 2 %.

— Ajouter une goutte d’empois d’amidon, titrer 1’iode libéré avec thiosulfate de sodium 0,1 M

jusqu’a décoloration.
—Reéaliser un témoin (flacon sans huile) en paralléle.

v' Calcul de I'II :
18
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I.1=N (V_{témoin} -V_ {essai}) *127/ m*10

¢ N : Normalité du thiosulfate (Na,S,03)
e V : Volumes consommés

e m : Masse de I’huile (g) .

Figure 14 : Indice d’lIode (IT)

3.2.6. Indice de Réfraction

» Meéthode de travail (suivant NF T 75-112 / 1SO 280-1976)
v’ Préparation du matériel :

—Utiliser un réfractometre de type ABBE 1T (modele : Atago, Japon).

—Nettoyer soigneusement le prisme avec du papier Joseph pour éliminer toute trace d’huile

ou de poussiere.

v’ Etalonnage de ’appareil :
—Verser une goutte d’eau distillée (indice de réfraction

connu = 1,333 a 20°C) sur le prisme.

—Régler la limite de la zone sombre et claire a I’aide du

cercle jusqu’a obtenir une séparation nette.

—Tenir compte de la température ambiante pour

I’ajustement final.

v" Mesure de 1’échantillon :

—Essuyer le prisme. Figure 15 : un réfractométre

d'Abbe
—Déposer une goutte de I’huile a analyser.
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—Régler la séparation du champ sombre/clair au milieu du cercle.
—Lire directement la valeur de I’indice de réfraction, en tenant compte de la température.
3.2.7. Densité

» Meéthode de travail (suivant NF T 75-111 / 1SO 279-1981)
v’ Préparation du pycnomeétre :

—Laver et sécher soigneusement le pycnometre.
—Le peser vide avec une balance analytique (noter cette masse : my).

v' Mesure avec ’eau :

—Remplir le pycnométre avec de 1’eau distillée bouillie puis refroidie & ~20°C.
—1Le placer dans un bain-marie pour stabiliser la température a 20°C.
— [ essuyer, puis le peser plein (noter cette masse : m,).

v' Mesure avec ’huile :

—Vider, rincer et sécher le pycnométre.

—Remplir avec I’huile a analyser.

—Répéter le bain-marie pour stabiliser a 20°C.

—Essuyer puis peser le pycnomeétre plein d’huile (noter cette masse : my).

» Calcul de la densité :
—Utiliser la formule : d {20} ~ {20} ={m_2-m_0}/{m_1-m_0}

4. Activités biologiques
4.1. Evaluation de P’activité antioxydante
» Test de piégeage du radical DPPH
4.1.1. Principe

L’activité antiradicalaire est évaluée par la réduction du radical DPPH +, un radical
synthétique caractérisé par une coloration violette intense. En présence d’un antioxydant, le
radical est neutralisé grace a la saturation de sa couche électronique, ce qui entraine la

disparition progressive de sa coloration Conforti et al. (2011)
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Cette perte de coloration traduit la capacité des extraits a neutraliser ce radical,
conformément & la réaction ci-dessous, laquelle peut étre suivie par spectrophotométrie UV.

DPPH® + AH (violette) nEmm—————) DPPH — H + A°(incolore)

4.1.2. Mode opératoire

- 50uL de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations ou de
standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH
(0,025¢g/1). En parallele, un controle négatif est préparé en mélangeant S0ul de méthanol
Avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH.
- La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a
517nm aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a la température ambiante.
- Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
v" Expression des résultats :
Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante :
% d’inhibition = [(Abs ¢ — Abs e) / Abs c] x 100

e Abs c: Absorbance du contrdle négatif

e Abs e : Absorbance de I’échantillon testé
Pour chaque extrait déterminer la valeur IC50 qui est la concentration du substrat qui cause
la perte de 50% de I’activité du DPPH.

| [} - "

i!_d "‘ l:l“ - "';"'"’_H‘D

Figure 16 : Pactivité antioxydante
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4.2. L’activité antimicrobienne
4.2.1 Principe
Cette méthode repose sur la diffusion d’un composé aux propriétés antimicrobienne dans
un milieu solide placé dans une boite de Pétri. Apres une période de contact déterminée entre
le produit testé et le microorganisme cible, 1’efficacité antimicrobienne est estimée en
mesurant la zone d’inhibition formée autour du produit, dont le diamétre reflete directement
I’intensité de I’activité antimicrobienne Blouin et al. (1972).

4.2.2. Mode opératoire

v" Milieux de culture :
Gélose Mueller-Hinton (MH) : 21 g de poudre MH + 15 g d’agar/L d’eau distillée, pH ajusté
a7,4+0,2.

Gélose Sabouraud : 15 g de bouillon Sabouraud + 7,5 g d’agar/L, pH ajusté a 5,6 = 0,2.
Bouillon MH : 6,3 g/300 mL d’eau distillée.

Bouillon Sabouraud : 3 g/100 mL d’eau distillée.

=> Tous les milieux ont été stérilisés a 121 °C pendant 15 minutes a 1’autoclave.

v’ Micro-organismes testés :
Cinque souches bactériennes (Gram positif et Gram négatif) et Candida albicans. Les souches

ont été réactivées sur gélose nutritive, puis cultivées en bouillon pendant 24 h a 37 °C.

v’ Préparation des disques :
Disques de papier filtre Whatman (@ 6 mm), stérilisés, imprégnés d’extrait végétal dissous

dans du DMSO a différentes concentrations.

v" Solvants utilisés :
DMSO (diméthylsulfoxyde) pour solubiliser I’extrait. Eau distillée et eau physiologique

stériles pour les dilutions des suspensions bactériennes.

v Méthode de diffusion en disque :
Aprées ensemencement de la gélose MH avec I’inoculum a 1’aide d’un écouvillon stérile,
les disques imprégnés d’extrait sont déposés a la surface. L’incubation s’est faite a 37 °C
pendant 24 h. L’activité antimicrobienne a été évaluée par mesure des zones d’inhibition en

mm.

—-> Chaque test a été réalisé en double.
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Partie Il : Matériels et Méthodes

v’ Matériel et appareils utilisés :
Boites de Pétri, tubes a essai, flacons stériles, écouvillons, disques de papier filtre, bec

Bunsen.

Appareils : autoclave (stérilisation), étuve réglée a 37 °C (incubation), agitateur chauffant

(préparation des milieux), réfrigerateur (conservation), bain-marie.

Figure 17 : L’activité antimicrobienne
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Résumé

Les huiles végétales sont des sources naturelles de nutriments et de composés bioactifs aux multiples applications bénéfiques. Parmi
elles, la Nigella sativa, ou graine noire, attire une attention particuliére en raison de sa richesse en composés bioactifs, reconnu pour ses effets
antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens. Dans ce contexte, notre travail s’est intéressé a I’étude comparative des propriétés physico-
chimiques, antioxydantes et antimicrobiennes de 1’extrait ultrasonique et de I’huile de N. sativa extraite par différentes méthodes, dans le but
de valoriser son potentiel en tant qu’ingrédient naturel bioactif.

L’étude comparative de trois méthodes d’extraction (Soxhlet, pression a froid, ultrasons) des graines de Nigella sativa a montré que le
rendement le plus élevé est obtenu par Soxhlet (33,74 %), suivi de la pression a froid (16 %), tandis que les ultrasons présentent le rendement
le plus faible (4,49 %). Sur le plan bioactif, I’extrait ultrasonique, malgré sa faible quantité, se distingue par une meilleure richesse en
polyphénols et une forte activité antioxydante (ICso = 19.14 mg/mL, test DPPH). Concernant les caractéristiques physicochimiques (IA, IS,
IP, II), I’huile extraite a froid se révéle de meilleure qualité, avec une acidité plus faible (5,93 %) et un indice de réfraction plus élevé (1,435 a
25 °C), traduisant une meilleure stabilité et conservation des propriétés chimiques. Sur le plan microbiologique, la pression a froid est la plus
efficace contre les bactéries Gram positives, notamment *Staphylococcus aureus*® (zone d’inhibition de 21 mm), tandis que Soxhlet et les
ultrasons montrent des effets plus ciblés sur certaines souches Gram négatives. Ces résultats mettent en évidence I’importance du choix de la
méthode selon I’objectif recherché : rendement, qualité ou bioactivité.

Mots-clés : Huiles végétales, Nigella sativa, méthodes d’extraction, activité antioxydante, propriétés physico-chimiques, activité
antimicrobienne.

Abstract

Vegetable oils are natural sources of nutrients and bioactive compounds with multiple beneficial applications. Among them, Nigella sativa, or
black seed, has attracted particular attention due to its richness in bioactive compounds, recognized for their antioxidant, anti-inflammatory,
and antimicrobial effects. In this context, our work focused on the comparative study of the physicochemical, antioxidant, and antimicrobial
properties of the ultrasonic extract and the oil of N. sativa obtained by different extraction methods, with the aim of valorizing its potential as
a natural bioactive ingredient.

The comparative study of three extraction methods (Soxhlet, cold pressing, and ultrasound) of Nigella sativa seeds showed that the highest
yield was obtained by Soxhlet extraction (33.74%), followed by cold pressing (16%), while ultrasound gave the lowest yield (4.49%). From a
bioactive perspective, the ultrasonic extract, despite its low yield, exhibited higher polyphenol content and strong antioxidant activity (ICso =
19.14 mg/mL, DPPH test). Regarding physicochemical characteristics (AL, SI, PI, II), the cold-pressed oil proved to be of better quality, with
lower acidity (5.93%) and a higher refractive index (1.435 at 25 °C), indicating better stability and optimal preservation of its chemical
properties. Microbiological analysis showed that cold pressing was the most effective against Gram-positive bacteria, particularly
Staphylococcus aureus (inhibition zone of 21 mm), while Soxhlet and ultrasound showed more targeted effects against certain Gram-negative
strains. These results highlight the importance of choosing the extraction method according to the intended objective: yield, quality, or
bioactivity.

Keywords : Vegetable oils, Nigella sativa, extraction methods, antioxidant activity, physicochemical properties, antimicrobial activity.



