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Abstract

This research work focuses on the extraction of polyphenols from black cumin
seeds using the Ultrasonic Assisted Extraction method (UAE). This technique makes it
possible to improve the extraction by damaging the membranes and/or cell walls. The
effect of ultrasound on the extraction of polyphenols was highlighted through a
quantitative and qualitative optimization study: monitoring of the yield of polyphenols,
antioxidant and antibacterial activities, as well as a physicochemical characterization of the
compounds extracts by applying the Response Surface Methodology (RSM) based on a
Box—Behnken (BBD) design.

In order to increase the extraction efficiency of phenolic compounds from
Nigella Sativa.L seeds, the optimal extraction conditions were determined as follows:
ethanol concentration of 59.1%, extraction temperature of 44, 6 °C and extraction time of
32.5 min. Under these conditions, the total phenolic content and DPPH radical scavenging
activity increased by about 35,6 (mg GAE/g) and 70,5 %, respectively, compared to the
conventional extraction of about 20.9 (mg GAE/g) and 51.1%. Concerning the
antimicrobial activity, the ethanolic extract of Nigella Sativa seeds shows a non-sensitive
antimicrobial effect against the tested microbial strains. This extract displays bactericidal
activity with a minimum bactericidal concentration (MBC) of (75 mg/ml) against
Escherichia coli, while its impact is not distinctly observable against Staphylococcus
aureus. In addition, a complementary quantitative analysis of the individual phenolic
compounds was carried out by the HPLC-UV technique. The phenolic composition
revealed high amounts of epicatechin (1.88-2.37 mg/g) and rutin (0.96-1.21 mg/g) in the

black cumin seed extracts.

Ultrasound-assisted extraction may be a useful method for the recovery of

polyphenols from defatted black cumin seeds.

Keywords: Phenolic compounds; Antioxidant; Optimization; Ultrasound assisted

extraction; Black cumin; Response surface methodology
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Résumé

Ce travail de recherche concerne I’extraction des polyphénols a partir des graines
de Nigella Sativa.L par la méthode d’ultrasons (UAE). Cette technique permet d’améliorer
I’extraction par endommagement des membranes et/ou parois cellulaires. L’effet
d’ultrasons sur I’extraction des polyphénols a été mis en évidence a travers une étude
d’optimisation quantitative et qualitative, suivi du rendement des polyphénols, de I’activité
antimicrobienne et antioxydante, ainsi une caractérisation physicochimique des composés
extraits, en appliquant la méthodologie de surface de réponse (RSM) basée sur un design
Box—Behnken (BBD).

Afin d’augmenter l'efficacité d'extraction des composes phénoliques des graines
de Nigella Sativa.L, les conditions d'extraction optimales ont été déeterminées comme suit :
concentration d'éthanol de 59,1 %, température d'extraction de 44,6 °C et durée d'extraction
de 32,5 min. Dans ces conditions, la teneur phénolique totale et l'activité de piégeage des
radicaux DPPH ont augmenté d'environ 35,6 (mg EAG/g) et 70,5 %, respectivement, par
rapport a I'extraction conventionnelle d’environ 20,9 (mg EAG/g) et 51,1 %. En ce qui
concerne l'activité antimicrobienne, I'extrait éthanolique des gaines de Nigella Sativa n’a
montré aucun effet antimicrobien contre les souches examinées. Cet extrait présente une
action bactéricide avec une concentration minimale bactéricide (CMB) de (75 mg/ml)
contre Escherichia coli, tandis que son effet n'est pas clairement discernable contre S.
aureus. De plus, une analyse quantitative complémentaire des composés phénoliques
individuels a éte réalisée par la techniqgue HPLC-UV. La composition phénolique a révélé
de grandes quantités d'épicatéchine (1,88-2,37 mg/g) et de rutine (0,96-1,21 mg/g) dans

les extraits de graines du cumin noir.

L'extraction assistée par ultrasons peut étre une méthode d'extraction utile pour la

récupération des polyphénols a partir des graines du cumin noir dégraissées.

Mots clés : Composés phénoliques ; Antioxydant ; Optimisation ; Extraction assistée par

ultrasons ; Cumin noir ; Méthodologie de surface de réponse.
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Introduction générale

Les plantes médicinales ont joué un role vital dans I'histoire de I'humanité en ce qui
concerne la subsistance des populations et le maintien de la santé des individus, ce pendant de
nombreuses décennies. Selon les données de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), on
compte plus de 4000 especes de plantes qui ont été identifiées pour leurs propriétés
medicinales, représentant ainsi la base de 90 % de la médecine traditionnelle en Afrique.
L'Algérie se démarque par sa riche diversité botanique, notamment en ce qui concerne les
plantes autochtones médicinales, qui offrent des applications thérapeutiques particulierement
intrigantes [1].

Du fait de sa localisation géographique exceptionnelle, I'Algérie se trouve dans une
position privilégiée qui se traduit par une grande diversité de climats, favorisant ainsi une
faune riche et variée. Effectivement, les principales ressources végétales de ce pays s'étendent
le long de ses cotes, dans ses plaines, montagnes, steppes, et méme au cceur du Sahara. Ces
ressources naturelles jouent un role vital, contribuant a la préservation de I'écosysteme

régional tout en étant cruciales pour I'économie de I'Algérie [2].

Au sein des plantes a vocation medicinale, on découvre la nigelle (Nigella Sativa L),
une plante qui a trouve sa place dans la pharmacopée depuis plus de cing millénaires. Ses
précieuses graines et son huile ont servi a remédier a un large éventail de maux, allant des
infections aux affections respiratoires, en passant par les migraines, et bien d'autres
applications thérapeutiques. La nigelle, en plus de son utilisation culinaire, notamment dans la
fabrication de pains et de patisseries, ainsi que comme élément décoratif, a suscité l'intérét des
chercheurs des les années 1960. Ces premieres études ont porté sur divers aspects de cette
plante, y compris sa composition chimique, ses propriétés pharmacologiques, et leurs

éventuelles applications en médecine humaine [3].

Au fil des décennies, des centaines d'études ont mis en évidence une multitude
d'activités thérapeutiques liées aux huiles qu'elle renferme, qu'elles soient végétales ou
essentielles, ainsi qu'a des composés tels que la thymoquinone. Les extraits de nigelle sont
ainsi considérés comme une source potentielle de composés phénoliques aux propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires novatrices, qui pourraient présenter un profil de sécurité

plus favorable que certains médicaments actuellement utilisés. En effet, ces derniers, en cas
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dutilisation prolongée, peuvent entrainer des effets secondaires graves, tels que des ulcéres

gastriques ou une dépression de la moelle osseuse, parmi d'autres complications [4].

Les composés phénoliques, ou polyphénols, forment I'un des groupes les plus
prédominants parmi les composés présents dans les plantes, avec une distribution largement
répandue, englobant au moins 8000 structures distinctes répertoriées. Ils sont le résultat du
métabolisme secondaire des plantes et se distinguent par leur exceptionnelle capacité
antimicrobienne et antioxydante, agissant de maniére efficace comme des inhibiteurs de
radicaux libres. Les polyphénols sont reconnus pour leur potentiel dans la prévention de
diverses maladies chroniques, notamment les maladies cardiovasculaires, le cancer,
l'ostéoporose, le diabete sucré, les maladies neurodégénératives. lls sont également réputés

pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antiathérogénes et antithrombotiques [5].

En ce qui concerne I'extraction des composés phénoliques, plusieurs méthodes ont été
employées, notamment la macération, l'infusion et la décoction. Cependant, ces techniques
sont chronophages et nécessitent d'importantes quantités de solvants organiques colteux. Par
conséquent, des facteurs tels que l'efficacité, le codt, la simplicité et la minimisation des

pertes ont une influence significative sur le choix de la méthode d'extraction [6].

L'extraction assistée par ultrasons se démarque comme l'une des methodes d'extraction
non conventionnelles les plus sécuritaires, rapides et efficientes. Dans de nombreuses
situations, l'application dultrasons permet de minimiser la dégradation des composés
chimiques sensibles a la chaleur. Le processus d'extraction par ultrasons implique la rupture
des parois cellulaires grace a la formation et a I'éclatement de bulles provoquées par la
cavitation sonique. Ce mécanisme améliore le transfert des composants cellulaires vers
I'échantillon a extraire. De plus, il permet de réduire la quantité de solvant nécessaire, de

gagner du temps, et d'optimiser le rendement d'extraction [7].

Concernant I’optimisation d’extraction, Les méthodes classiques consistent a ajuster
une seule variable a la fois. Néanmoins, cette approche comporte des inconvénients tels que la
consommation de temps et de ressources, ainsi que l'ignorance des effets synergiques
potentiels. Pour pallier a ces problématiques, il est possible de se tourner vers des techniques
statistiques multivariées, a l'instar de la méthodologie de surface de réponse (RSM) [8]. Cette
approche repose sur des outils mathématiques et statistiques visant a ajuster une équation

polynomiale aux données expérimentales, ce qui autorise I'évaluation simultanée de plusieurs
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paramétres ainsi que de leurs interactions. L'atout majeur de la RSM réside dans sa capacité a
réduire le nombre de cycles expérimentaux, ce qui engendre des économies d'énergie, de
temps et de matieres premiéres, tout en prenant en compte les interactions entre divers

facteurs [9].

L'objectif de ce travail de these consiste a déterminer les conditions optimales
d'extraction pour maximiser le rendement en polyphénols et la capacité antioxydante des
graines de Nigella sativa, en appliquant la méthodologie de surface de réponse (RSM) basée
sur le design Box-Behnken (BBD), en utilisant les facteurs indépendants a trois niveaux : la
température (25, 50 et 75 °C), le temps (15, 30 et 45 min) et la concentration d'éthanol (30, 60
et 90 %). Les résultats obtenus ont également été comparés a ceux obtenus par la méthode

conventionnelle.

Les extraits récupérés ont été analysés par la méthode de chromatographie a haute
performance (HPLC) pour identifier et quantifier les différents composés phenoliques. Enfin,
une évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique vis-a-vis deux souches
microbienne Escherichia coli et Staphylococcus aureus a été étudiées. Pour mener cette étude,

notre travail est devisé en deux parties :

La premiere partie est consacréee a une étude bibliographique, repartie en trois

chapitres :

Le premier chapitre présente une mise au point bibliographique décrivant les plantes
médicinales et leurs usages a travers le monde. Le deuxieme chapitre est consacré a une étude
ethnobotanique sur la plante étudiée. Le troisiéme chapitre illustre une synthéese
bibliographique sur les composés phénoliques, les nouvelles techniques d’amélioration de
I’extraction qu’il est possible d’appliquer, leurs méthodes de caractérisation, ainsi que leurs

activités biologiques.

La deuxiéme partie est consacrée aux expériences effectuées, leurs modes opératoires
ainsi qu’aux matériels utilisés dans chaque expérience, aux analyses et a I’interprétation des

résultats obtenus. Cette étude expérimentale est divisée en deux étapes :

La premicre étape est consacrée a I’optimisation des conditions d'extraction des

composés phénoliques de la plante étudiée par deux méthodes (conventionnelle et non-
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conventionnelle), évaluation du pouvoir antioxydant et antimicrobien des extraits et 1’analyse
chromatographique des composés phénoliques par HPLC.

La deuxiéme étape concerne une analyse approfondie ainsi que des interprétations et
des discussions sur les résultats obtenus.

Enfin, la présente thése est achevée par une conclusion générale qui récapitule les

principaux résultats obtenus au cours de ce travail, ainsi que des perspectives envisagées.
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1.1. Introduction

Les bienfaits curatifs des plantes ont été reconnus depuis l'aube de I'numanité. Les
premieres traces écrites de la médecine a base de plantes remontent a une tablette d'argile
portant des inscriptions en caractéres cunéiformes, rédigée par les Sumériens il y a environ
3000 ans avant notre ére. Ce précieux savoir a été transmis de génération en géneration, nos
ancétres s'efforcant autant que possible de le consigner par écrit. Aujourd'hui encore, malgré
les avancées de la pharmacologie, l'utilisation thérapeutique des plantes médicinales demeure

prépondérante, en particulier dans les pays en développement [1].

Les plantes médicinales, riches en composants aux vertus thérapeutiques, ont été
utilisées depuis des siecles pour traiter diverses affections humaines. La phytothérapie,
pratique ancienne, suscite aujourd’hui un regain d'interét, avec I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) revelant qu'environ 80% de la population mondiale recourt a la médecine
traditionnelle pour ses besoins de soins de santé primaires. Cette tendance découle de facteurs
tels que la pauvreteé et I'inaccessibilité a la médecine moderne [2]. La découverte des bienfaits
des plantes a eté un processus graduel, facilité par I'évolution des interactions sociales, en
particulier a partir de I'ére néolithique. L'observation, l'expérience et la transmission
d'informations au fil du temps ont permis a certains individus de diagnostiquer des affections,

d'identifier les plantes curatives et finalement de soigner les malades [3].
1.2. Les plantes Medicinales

Depuis des temps immémoriaux, I'humanité a constamment fait appel aux végétaux
pour trouver les éléments essentiels de sa nutrition, de ses remeédes, et pour assurer sa survie.
A T'échelle mondiale, plus de 20 000 espéces de plantes sont cultivées pour des usages variés,
qu'il s'agisse d'assaisonnements, de médicaments, ou d'ingrédients cosmétiques. D'aprés le
Centre Technique de Coopération Agricole et Rurale, les plantes médicinales sont employeées
principalement en médecine et en pharmacie, mais elles trouvent également leur place en
aromathérapie sous forme d'huiles essentielles, en cosmétique pour leurs propriétés, dans la
lutte contre les moustiques, et méme dans l'industrie, ou certaines plantes servent d'extraits

pour des désodorisants [4].

Les principales catégories de plantes aromatiques et médicinales qui bénéficient a

I'humanité sont déterminées en fonction de leur usage prédominant, qu'il s'agisse de tisanes,
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de produits cosmétiques, d'assaisonnements, daliments ou dapplications industrielles.
Actuellement, l'intérét pour la médication a base de plantes connait une résurgence
significative, grace a des avancées scientifiques qui reposent sur des méthodes analytiques et
de nouvelles expérimentations. C'est ainsi que le domaine médical découvre les bienfaits des

prescriptions empiriques basées sur les plantes médicinales [5].

Le continent africain est riche en une grande diversité de plantes médicinales. En effet,
parmi les 300 000 especes végétales répertoriées dans le monde, plus de 200 000 de ces
espéces prosperent dans les régions tropicales d'Afrique et présentent des propriétés

medicinales précieuses (figure 1.01) [6].

Figure I. 01 : Plantes médicinales « feuilles, graines, tiges » [6]

1.2.1. Historique

Pendant des millénaires, I'numanité a exploité diverses plantes trouvées dans son
environnement pour traiter une multitude de maladies. Ces plantes constituent une source
inestimable de composés potentiels, en grande partie attribués aux meétabolites secondaires.
Ceux-ci se distinguent par leur grande diversité de structures chimiques et offrent un vaste

éventail d'activités biologiques.

Ces derniéres décennies, on a observé un intérét croissant pour I'étude des plantes
médicinales et de leurs utilisations traditionnelles dans différentes régions du monde, dans le
cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle. Cette démarche a révélé d'importants

avantages économiques, a la fois en ce qui concerne le développement de la médecine
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traditionnelle et l'utilisation des plantes médicinales pour le traitement de diverses affections.

Ainsi, il est devenu impératif de reconnaitre et promouvoir la medecine traditionnelle [7].

L'exploration de la chimie des plantes reste d'une importance cruciale, méme si cette
discipline est ancienne. Cette pertinence continue découle principalement du fait que le
monde végétal constitue une source inestimable d'une grande diversité de molécules

bioactives [8].
1.2.2. Définition

Les plantes médicinales sont des végétaux qui trouvent leur utilisation dans la
médecine traditionnelle, et au moins une partie dentre elles renferme des propriétés
médicales. Leurs effets bénéfiques découlent de la présence de composés chimiques, qu'ils
soient metabolites primaires ou secondaires, ou de la coopération entre différentes substances
contenues dans la plante. Ces plantes médicinales se caractérisent par la présence de parties
telles que les feuilles, I'écorce, ou d'autres élements organiques, qui peuvent revétir des vertus
curatives, mais qui peuvent aussi se révéler toxiques en fonction de la quantité utilisée. Elles
sont freqguemment exploitées en phytothérapie en raison de leurs principes actifs, et leur
accessibilité en herboristerie ou en pharmacie, avec ou sans ordonnance, depend des

réglementations propres a chaque pays [9].
1.3. Intéréts des plantes medicinales

La majorité des especes végeétales renferment des substances ayant la capacité
d'influencer le corps humain et animal, et elles sont exploitées a la fois dans la médecine
traditionnelle et en phytothérapie. Leur utilisation présente des avantages souvent absents des

médicaments conventionnels [10].

Les plantes médicinales jouent un réle crucial dans la recherche pharmaceutique et le
développement de médicaments, que ce soit en tant qu'agents thérapeutiques directs, en tant
que matiere premiére pour la synthese de médicaments, ou encore en tant que modeéles pour la
création de composés pharmaceutiques actifs. Cette importance repose sur le fait que les
principes actifs extraits de plantes proviennent de processus biologiques répandus dans le
regne vivant, tandis que la plupart des médicaments synthétiques sont des substances

étrangéres (xénobiotiques) dont les effets secondaires sont moins bien compris [11].
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I.4. Domaine d'application des plantes médicinales

Les composeés naturels dérivés des plantes présentent une variété d'applications
importantes dans divers domaines, notamment l'industrie alimentaire, la cosmétologie, la
dermopharmacie et l'agriculture. Parmi ces composés, les métabolites secondaires, qui ont
principalement fait leurs preuves en matiére de thérapeutique, occupent une place
prépondérante. En pharmacie, une proportion significative de médicaments est encore
d'origine végétale, et la recherche explore constamment de nouvelles molécules actives dans

les plantes, ainsi que des matieres premiéres pour la semi-synthése [12].

L'intérét croissant pour I'utilisation des plantes médicinales, tant dans les pays
développes que dans les pays en developpement, est en constante progression, en grande
partie en raison de leur capacité a traiter efficacement sans causer d'effets secondaires
indésirables. C'est pourquoi la recherche de nouvelles substances actives issues des plantes

demeure une démarche tout a fait pertinente [13].
1.5. Les plantes médicinales en Algerie

L'Algérie abrite une impressionnante diversite de plus de 600 espéces de plantes
médicinales et aromatiques. Dans la région du Hoggar, on recense environ 300 especes de
plantes, dont plus d'un quart sont traditionnellement utilisées a des fins médicinales.
Malheureusement, leur état de conservation est préoccupant en raison des effets néfastes de la
sécheresse excessive, aggravée par les pratiques humaines malavisées. Il est pertinent de
considérer les plantes médicinales comme une ressource naturelle renouvelable. Cela signifie
que l'apparition et la disparition de ces plantes se produisent de maniere périodique et

continue, en harmonie avec les saisons et les cycles naturels [14].
1.6. Formes d’utilisation et préparations des plantes

1.6.1. Parties utilisées :

> Récoltez les plantes entiéres lors de leur période de floraison.
» Les feuilles devraient étre cueillies une fois qu'elles ont atteint leur pleine maturité, de

préférence avant le début de la floraison.
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>

Récoltez les fleurs et les rameaux fleuris juste avant que les fleurs ne s'‘épanouissent
completement.

Pour les racines des plantes annuelles, effectuez la récolte a la fin de leur période de
croissance végétative.

Pour les racines des plantes bisannuelles, récoltez-les a la fin de la premiére année,
pendant la période de repos, avant le début de la deuxiéme année de croissance.

Les racines des plantes vivaces devraient étre récoltées au cours de leur deuxiéme ou
troisieme année, avant qu'elles ne deviennent trop dures et ligneuses en raison de la
lignification.

Pour les fruits et les graines, effectuez la récolte une fois qu'ils ont atteint leur maturité, ou
Iégérement avant cette étape, si vous avez l'intention de les sécher.

Les écorces des arbres doivent étre récoltées pendant I'hiver, au début du printemps, ou
durant la saison seche.

Les écorces des arbrisseaux doivent étre cueillies apres la saison chaude ou a la fin de la
saison des pluies. Les préparations d'herboristerie sont disponibles sous diverses formes,

adaptées a l'usage prévu [10].

1.6.2. Modes de préparation :

La méthode de préparation d'un produit de phytothérapie peut influencer la quantité de

principe actif qu'il contient. Différentes méthodes sont employées en fonction de I'effet

thérapeutique recherche :

v

Infusion : Cette méthode consiste a verser de I'eau bouillante sur les parties de la plante,
couvrir et laisser reposer de 2 a 15 minutes. Elle est adaptée aux parties fragiles de la
plante, comme les fleurs et les feuilles.

Décoction : La décoction implique de faire bouillir les parties de la plante dans de I'eau
pendant 15 a 30 minutes. Elle convient aux parties plus résistantes de la plante, comme les
écorces, les racines, les fruits et certaines feuilles.

Macération : Cette méthode consiste a laisser la plante en contact avec de l'eau a
température ambiante pendant 30 minutes a 4 heures.

Poudre : La poudre est obtenue en broyant les parties séches de la plante, suivie d'un

tamisage.
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v Teinture : Les teintures sont préparées a partir de poudres végétales seches, avec un degré
d'alcool variant en fonction du type de plante. Il peut étre de 60° (pour les principes actifs
trés solubles), de 70°, de 80° ou de 90° (par exemple, pour les produits résineux et les
huiles volatiles).

v' Extrait : Les extraits sont obtenus en introduisant la plante dans une solution volatile
(éther, eau, alcool...) en utilisant diverses méthodes d'extraction (macération, décoction,
infusion). Ensuite, on évapore ces solutions pour obtenir une consistance fluide, molle ou
séche. Les extraits sont classés en fonction de leur consistance, tels que les extraits fluides,
mous ou secs [15].

1.7. La cueillette et le séchage des plantes médicinales

1.7.1. La Cueillette

La qualité et les propriétés des plantes sont intrinsequement liées a des facteurs tels
que la région de leur croissance, le moment de leur récolte, ainsi que les méthodes employees
pour les cueillir. La cueillette est étroitement influencée par les variations climatiques et
saisonnieres. Pour évaluer les caracteristiques d'une plante, il est impératif de prendre en
compte des éléments tels que la partie de la plante utilisée, sa morphologie, sa couleur, sa

nature et sa saveur [16].

La récolte des plantes doit se dérouler par temps sec, apres le lever du soleil, une fois
que la rosée a disparu. Il est crucial de sélectionner des zones non polluées pour la cueillette,
et les plantes récoltées doivent étre saines, exemptes de toute infestation d'insectes ou

d'attaques fongiques. Le moment de la récolte varie en fonction de la partie de la plante :

Les feuilles sont idéalement récoltées au printemps ou en éte.
Les fleurs doivent étre cueillies au moment ou elles commencent a s‘ouvrir.
Les fruits et les baies sont récoltés dés qu'ils atteignent leur pleine maturité.

L'écorce est prélevée au printemps ou en automne.

YV V V V V

Les racines sont récoltées en automne [17].
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1.7.2. Le séchage

Le processus de séchage vise a éliminer I'numidité des plantes, et la méthode de
dessiccation est adaptée en fonction des parties de la plante a conserver. Par exemple, le
séchage au soleil représente I'approche la plus simple et économique, principalement utilisée

pour les racines, les tiges, les graines et les fruits [18].

En revanche, le séchage a I'ombre est préconisé pour les feuilles et les fleurs. En effet,
les feuilles vertes qui sont séchées au soleil tendent a jaunir, tandis que les pétales de fleurs
perdent leurs couleurs vives, ce qui pourrait altérer les propriétés médicinales de ces éléments.
Les plantes aromatiques ne doivent pas demeurer exposees au soleil trop longtemps afin de ne
pas perdre leur parfum [18,19].

Pour garantir un sechage optimal des plantes aromatiques ou des plantes contenant des
huiles essentielles, il est recommandé de ne pas dépasser une température de 30°C. En

d'autres cas, la plage de température pour la dessiccation peut varier entre 15 et 70°C [19].
1.7.3. Conservation et stockage

Les plantes médicinales requiérent une conservation minutieuse, loin de la lumiére, de
I'air, et a l'abri de I'numidité. Pour ce faire, on les place dans des contenants en porcelaine,

faience, verre teinté, boites en fer blanc hermétiques, sacs en papier, ou des caisses [20].

Cette démarche s'avere essentielle pour les plantes susceptibles de subir des altérations
chimiques sous l'influence des rayons ultraviolets. Les plantes riches en composés volatils et

sujettes a I'oxydation rapide nécessitent un stockage dans un environnement hermétique [21].

Lors de la conservation des plantes, il est primordial d'éliminer les parties inutilisables,
puis de les sécher dans un endroit bien ventilé. Les racines doivent étre séchées a l'air libre et
protégées de I'numidité, tandis que les fleurs, les feuilles et les graines doivent étre disposées

en couches minces sur des supports ajourés pour le séchage [22].
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1.8. Les précautions d’emploi des plantes médicinales

Bien que l'utilisation de plantes médicinales soit souvent aisée, il est essentiel de rester
vigilant en ce qui concerne les possibles effets secondaires [23]. Certaines plantes peuvent
devenir dangereuses si leur dosage n'est pas rigoureusement respecté. Par consequent, il est
fortement recommandé de consulter un professionnel de la santé, car une utilisation incorrecte
de certaines plantes peut entrainer des conséquences potentiellement graves. Certaines de ces
plantes, bien qu'elles jouissent d'une renommée positive, peuvent provoquer des effets
indésirables, voire mortels, dans des circonstances particulieres. En somme, il convient

d'exercer la plus grande prudence lors de I'emploi de plantes médicinales [24].
1.9. Conclusion

Malgré l'expansion de lindustrie pharmaceutique qui produit des médicaments
synthétiques, la médecine traditionnelle conserve sa place prépondérante en tant que source de
remedes de grande valeur. Elle reste solidement enracinée au sein des populations qui ont foi
en ses pratiques, en particulier parmi ceux qui ne disposent pas des moyens financiers pour

accéder a la médecine moderne.

Il convient de souligner que la médecine traditionnelle n'est pas uniquement une
question de contraintes économiques, mais elle incarne également une tradition culturelle et
une approche holistique de la santé. De plus, il est crucial de noter I'évolution actuelle vers la
médecine douce et les pratiques médicales alternatives. Cette évolution traduit un intérét
croissant pour des traitements plus naturels, moins invasifs, et une vision de la santé qui prend

en compte I'équilibre physique, mental et émotionnel.

Les approches complémentaires, comme I'herboristerie, I'acupuncture, la méditation,
et d'autres formes de médecine traditionnelle, sont de plus en plus acceptées et intégrées dans

les systémes de soins de santé modernes.

Ainsi, la médecine traditionnelle demeure une ressource inestimable, tant pour ceux
qui n'ont pas acces a des soins de santé modernes que pour ceux qui recherchent des
alternatives naturelles et holistiques. Son réle dans le maintien de la santé et du bien-étre

continue d'évoluer et de se renforcer, démontrant sa pertinence dans le monde contemporain.
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I1.1. Introduction

La famille des Ranunculaceae est une famille de plantes qui compte environ 1500 a
2000 espéces, regroupées en une soixantaine de genres différents. Parmi ces genres, certains
ont déja été étudiés pour leurs propriétés médicinales. Par exemple, les genres Anemona et

Aconitum ont suscité un intérét particulier dans le domaine médical [1].

Un autre genre de cette famille, Nigella, est largement utilisé comme condiment dans
les pays méditerranéens et asiatiques. Cependant, l'espéce Nigella sativa L. a attiré une
attention particuliére en thérapeutique. Depuis plus de deux millénaires, cette plante est
employée comme remede naturel, en particulier au Moyen-Orient et en Extréme-Orient. Son
utilisation est fortement influencee par la parole prophétique, ce qui en fait un élément
important de la médecine traditionnelle dans certaines cultures. Son utilisation remonte a des
temps anciens, et ses applications thérapeutiques continuent d'étre explorées et étudiées de

nos jours, suscitant un intérét croissant pour ses proprietés médicinales potentielles [2].

En effet, ces derniéres années ont été marquées par la publication d'un grand nombre
de travaux et d'études consacrés a la Nigella sativa. Ces recherches se sont particulierement
concentrees sur l'analyse de sa composition chimique ainsi que sur ses multiples propriéetes
pharmacologiques. Au fil du temps, ces centaines d'études ont mis en lumiére une vaste
gamme d'activités thérapeutiques associées aux graines de Nigelle et a leurs dérives, tels que
I'huile végétale et I'huile essentielle. Parmi les propriétés découvertes, on peut citer des effets
antitumoraux, anti-infectieux et antidiabétiques, qui ont retenu une attention particuliére. Un
compos¢ spécifique, la thymoquinone, s'est avéré étre au cceur de nombreuses recherches en
raison de son intérét pour la santé. Ces découvertes ont contribué a confirmer les usages
traditionnels de Nigella sativa (figure 11.01) et ouvrent la voie a de nouvelles perspectives

dans le domaine de la médecine naturelle [3].

Figure 11.01 : Les graines de Nigella Sativa.L [4]
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11.2. Etymologie

Le nom du genre " Nigelle" est étymologiquement lié au latin "niger" ou "nigellus,"
qui signifie "noiratre." Cette appellation fait référence a la couleur caractéristique des graines
de la plante, qui sont d'un noir profond. Le nom d'espece "Sativa" provient également du latin
et signifie "semé" ou "cultive." En l'occurrence, Nigella sativa est une variété qui est
spécialement cultivée en raison de ses graines comestibles et précieuses, utilisées a des fins

culinaires comme épice, mais également pour des applications cosmétiques et médicinales [5].

Nigella Sativa L. est connue sous différents noms vernaculaires a travers le monde,
reflétant sa diffusion géographique et son importance culturelle. VVoici quelques exemples de
ces noms vernaculaires, qui peuvent varier en fonction des régions et des langues et qui sont

représentes dans le tableau 11.01.

Tableau 11.01 : différents synonymes de Nigella Sativa.L dans le monde

Pays Synonyme de N. sativa
- Algérie Sanouj, Hebet el baraka, hebbah sauda
France Cheveux de vénus, Nigelle, Poivrette
Espagne Niguilla, Pasionara
Allemagne Zwiebelsame, Schwarzkiimmel
Angleterre Devil in the bush, Love in the mist, Fennel flower,
Onion seed
Italie Nigella, Melanzis
Inde et Sri Lanka Kalounji, Munga reala

Ces divers noms vernaculaires témoignent de la polyvalence et de l'importance de
Nigella sativa dans différentes cultures, ou elle est reconnue pour ses propriétés médicinales

et culinaires depuis des siécles [6].

11.3. Description botanique de Nigella Sativa. L

La Nigelle, plante herbacée annuelle, se dresse fierement jusqu'a une hauteur de 60
cm, arborant un feuillage luxuriant. Cette espéce est hermaphrodite et se compose d'éléments

distincts tels que la tige, les feuilles, les fleurs, le fruit et les graines (Figure 11.02 et 11.03) [7].
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v’ Latige, initialement dressée, se ramifie généreusement et acquiert une texture creuse avec
I'age, exhibant une gamme de teintes, du vert clair au vert foncé.

v Les feuilles, initialement d'un vert vif, adoptent des teintes brunes ou rouges en
vieillissant. Elles sont finement découpées en petites laniéres. Les feuilles inférieures sont
courtes et pétales, tandis que les feuilles supérieures sont plus longues.

v La période de floraison s'étend d'avril a ao(t. Les fleurs de la Nigella sativa sont
remarquables par leurs cing pétales, qui peuvent arborer une teinte blanche ou bleue. Leur
diameétre varie de 20 a 35 mm. Ces fleurs solitaires émergent a lI'extrémité des tiges. Elles
affichent une teinte vert pale lors de leur épanouissement, puis virent au bleu clair a
maturité.

v' Le fruit adopte une forme globuleuse sous la forme d'une capsule formée de 3 a 6
carpelles fusionnés a leur base. Chaque capsule contient plusieurs graines triangulaires,
initialement blanchatres, mais qui noircissent en mdrissant apres exposition a l'air.

v Les graines de la Nigella sativa sont ovoides et mesurent entre 2 et 3,5 mm. Elles
présentent de 3 a 4 arétes et leur surface supérieure est finement granuleuse et réticulée.
Ces graines, a la texture friable, possedent une saveur épicée, et leur huile est riche,
composée d'environ 60% d'acides gras insaturés et 30% d'acides gras saturés. Elles sont de
petite taille, dépourvues de noyau, et arborent une base blanche imprégnée d'huile.

Lorsqu'on les écrase, elles dégagent un parfum caractéristique de camphre [7,8].

L Y Fr»,

Figure 11.02 : La fleur et le fruit de Nigella sativa. L [9]
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!
Fleur

Figure 11.03 : La plante entiére de Nigella Sativa.L [9]
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11.4. Culture de Nigella Sativa.L

Selon les recherches antérieures, la culture de la Nigelle requiert des soins

particuliers :

> Semis sur place : Il est préférable de semer les graines de Nigelle directement dans le sol
ou vous souhaitez les cultiver. La Nigelle n'apprécie pas d'étre transplantée, il est donc
recommandé de la semer a I'emplacement final.

> Espacement : Les lignes de semis doivent étre espacées d'environ 30 cm pour permettre un
développement adéquat des plantes.

» Conditions d'éclairage : La Nigelle prospere en plein soleil, alors choisissez un
emplacement bien ensoleillé pour la culture.

> Préparation du sol : Assurez-vous que le sol est riche en éléments nutritifs et qu'il soit bien
drainé. Un sol de bonne qualité favorisera une croissance saine.

» Germination : Les graines de Nigelle germent généralement en 10 a 15 jours. Assurez-
vous que le sol reste suffisamment humide pendant cette période.

» Période de floraison : La Nigelle commence a fleurir en juin et cette floraison se poursuit
jusqu'en juillet.

> Récolte des graines : Vous pouvez récolter les graines en ao(t. Laissez quelques-unes des
fleurs produire des graines pour que de nouveaux plants apparaissent d'année en année.

> Entretien : Pour prolonger la période de floraison, veillez a retirer régulierement les fleurs

fanées au fur et a mesure [10].

I1.5. Obtention de I’huile de Nigella sativa

L'intérét thérapeutique de Nigella sativa repose principalement sur l'utilisation de son
huile, qui est extraite des graines de la plante. Cette huile peut étre obtenue de différentes

maniéres, chacune ayant un impact sur sa qualité [11].

L'extraction de l'huile de Nigelle peut se faire par pression a froid, une méthode
mécanique qui préserve au mieux la qualité de I'huile, ou par des techniques de pression a
chaud, qui offrent un meilleur rendement, mais peuvent altérer certaines de ses propriétés.
Une autre méthode consiste a extraire I'huile chimiquement en utilisant des solvants.
Cependant, il est essentiel de noter que les huiles obtenues par des méthodes chaudes ou

chimiques doivent étre soumises a un processus de raffinage qui peut potentiellement réduire
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leur qualité en éliminant certains de leurs composants bénéfiques. La qualité de I'huile de
nigelle dépend fortement de la qualité des graines utilisées pour son extraction. Les conditions
de culture jouent un role crucial a cet égard, notamment la qualité du sol, l'altitude, le climat,
les techniques de culture et les mesures de prévention contre les parasites. De plus, les
conditions de récolte sont essentielles. La maturité des graines, le mode de récolte et la
sélection des graines sont autant de facteurs qui influencent la qualité de I'huile. Les méthodes
d'extraction de I'huile ont un impact sur la préservation de ses propriétés médicinales. Le
choix de la méthode d'extraction doit étre soigneusement effectué pour garantir que les

composants actifs de I'huile ne soient pas altérés.

Enfin, le conditionnement et la conservation de I'huile jouent un réle majeur dans la
préservation de sa qualité. Il est recommandé de stocker I'huile de nigelle dans des contenants
en verre teinté, a l'abri de I'air et de la lumiere. Idéalement, elle devrait étre conservee dans un

endroit frais pour éviter toute altération de ses propriétes [11,12].

11.6. Composition de I’huile de la graine de N. sativa

Diverses études consacrées a l'analyse de la composition de I'huile de Nigelle ont
révélé sa grande richesse et diversité en termes de composés. En agrégeant les résultats de ces
études, il a été recensé jusqu'a présent plus de 200 composés différents dans cette huile.
Cependant, il est essentiel de noter que la composition de I'huile de nigelle peut varier d'une
étude a l'autre. Cette variabilité s'explique par divers facteurs, notamment les lieux de récolte
des spécimens de Nigelle, les conditions climatiques, les méthodes de culture et d'analyse,
ainsi que d'autres parametres. Ces variations témoignent de la complexité de la composition
de I'huile de Nigelle [13].

Quantitativement, la plupart des composeés identifiés dans I'huile essentielle de Nigelle
sont présents en faibles proportions, soulignant la diversité de ses constituants chimiques. En
ce qui concerne les graines de Nigelle, elles sont composées de lipides, de glucides et de
protides. Les proportions de ces composes peuvent varier selon les études, mais elles

demeurent dans un ordre de grandeur similaire.

En général, les graines contiennent entre 22,0% et 53,4 % de lipides, entre 23,5 % et
40 % de glucides, ainsi qu'entre 20,0 % et 31,2 % de protides. Les cendres représentent entre

3,7 % et 4,8 % de la composition des graines, tandis que I'humidité varie entre 2,6 % et 7,4 %.
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Les graines renferment également des vitamines et divers minéraux. Le faible taux d'humidité
dans les graines contribue a prolonger leur durée de conservation lors de leur conditionnement

et de leur stockage, tout en réduisant les risques de contamination par des champignons [14].

11.6.1. Composition en lipides simples

Les lipides simples prédominent dans la composition de I'huile végétale de Nigella
sativa, constituant environ 97 % de l'ensemble des lipides présents. En revanche, les lipides
complexes, tels que les glycolipides et les phospholipides, représentent la part restante, soit
environ 3 % de la composition totale de I'huile. Cette répartition des lipides dans I'huile de N.
sativa contribue a sa richesse et a sa diversité en termes de composés lipidiques [15,16].
»  Glycérides (ou acylglycérols) : L'huile de Nigelle est principalement composée de
triglycérides, qui sont les lipides simples dominants et constituent environ 80 % de la
composition totale de I'huile [17].
»  Acides gras libres : Les acides gras insaturés représentent une proportion importante
de I'huile de nigelle, constituant entre 70 % et 86 % de sa composition totale. Parmi les acides
gras insaturés, l'acide linoléique est le composé principal, constituant entre 45,5 % et 70,8 %
de ces acides. Il est suivi par l'acide oléique, qui represente entre 16,2 % et 25,0 % des acides
gras insaturés. Enfin, on trouve un acide gras saturé, l'acide palmitique, a des taux variants
entre 9,5 % et 18,4 % [17 - 19].
»  Stérols et esters de stérols : Les stérols se trouvent dans les huiles végétales sous deux
formes : libre a hauteur de 63 % et estérifie a hauteur de 37 %. Dans l'huile de N. sativa, le
taux de phytostérols libres est estimé entre 0,2 % et 1 % de la composition totale en lipides.
Selon diverses études analytiques, on identifie environ une vingtaine d'especes de phytosterols
réparties en trois catégories : les stérols, les 4-méthyl stérols et les alcools triterpéniques [19-
20]. Le P-sitostérol prédomine parmi les stérols dans la plupart des huiles végeétales. Quant
aux phytostérols estérifiés, ils sont généralement liés a des lipides en C16 (acide palmitique)
et en C18 (acides oléiques et linoléiques) [18 - 21].
»  Tocophérols : L'huile végétale de N. sativa contient toutes les espéces de tocophérols
[22-23]. IIs représentent environ 0,021 % de la composition totale en lipides. L'a-tocophérol
et le y-tocophérol sont les especes prédominantes. La quantité totale de tocophérols dans cette
huile (597 mg/kg) se situe dans la fourchette généralement observée dans d'autres huiles
(entre 500 et 1500 mg/kg) [23,24].
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11.6.2. Composition en lipides complexes

»  Glycolipides : Une équipe de recherche a réaliser une séparation complete des
glycolipides présents dans I'huile de Nigelle en utilisant la technique de chromatographie sur
gel de silice. Cette analyse a permis d'identifier un taux de glycolipides de 2,59 g pour chaque
100 g d'huile. Au sein de cette catégorie, six sous-classes distinctes ont éte identifiées, dont le
diagalactosyldiacylglycérol était le composé majoritaire, représentant 55,6 % de la
composition, suivi du cérébroside a hauteur de 11,9 % [22]. De maniére générale, le profil des
acides gras au sein de ces sous-classes est similaire. L'acide linoléique est l'acide gras
dominant, suivi de prés par l'acide oléique et l'acide palmitique. Parmi les stérols identifiés,
six types ont été répertoriés, notamment le stigmastérol, le B-sitostérol, le A5-avénastérol, le
A7-avénastérol, le campestérol et lisofucostérol [18,21,22]. En ce qui concerne les
composants glucidiques, seuls le glucose et le galactose ont été detectés. En se basant sur les
besoins nutritionnels quotidiens de I'étre humain, Haut du formulaire [24].

»  Glycérophospholipides : L'huile de Nigelle est riche en glycérophospholipides, avec la
phosphatidylcholine en tant que sous-classe majoritaire, représentant environ 46 a 48 % de sa
composition lipidique. Elle est suivie par la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine
et le phosphatidylinositol. Bien que présents en quantités plus faibles, on a également isole le
phosphatidylglycérol, la lyso-phosphatidyléthanolamine et la lyso-phosphatidylcholine. En ce
qui concerne les acides gras, I'huile de Nigelle est caractérisée par des taux élevés d'acides

linoléiques, oléiques et palmitiques dans ses différentes fractions [22].

11.6.3. Composition en glucides

Dans une récente étude portant sur le métabolisme des graines de Nigella sativa, des
chercheurs ont observé une augmentation initiale des taux de certains glucides, tels que
l'arabinose, le lyxose et la xylose, au début du développement des graines. Par la suite, ces
taux diminuent pour céder la place a d'autres types de glucides, notamment le galactinol et la

raffinose, dont la présence est associée a I'étape de dessiccation des graines [25].

11.6.4. Composition en protides

L'huile de Nigelle contient un total de 18 acides aminés, parmi lesquels se trouvent
tous les acides aminés essentiels : alanine, cystine, acide aspartique, acide glutamique,
phénylalanine, glycine, histidine, isoleucine, lysine, leucine, méthionine, proline, arginine,

sérine, thréonine, valine, tryptophane et tyrosine [15,26].
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En 2009, une équipe de chercheurs russes a réussi a isoler de graines de Nigella sativa
une protéine de transport des lipides appelée Ns-LTP1. Cette protéine présente une masse
moléculaire de 9602 Da et contient 8 résidus cystéines qui forment 4 ponts disulfures. 1l a été
suggéré que cette protéine avait la capacité de supprimer le développement de certains
champignons et oomycétes, ce qui souligne son potentiel dans des applications liées a la
protection des cultures [27].

11.6.5. Autres composés

»  Eléments minéraux : L'huile de Nigelle renferme une variété d'éléments minéraux, tels
que le potassium (783 et 708 mg/kg), le magnésium (235 et 260 mg/kg), le phosphate (48,9 et
51,9 mg/kg), le sodium (20,8 et 18,5 mg/kg), le fer (8,65 et 9,42 mg/kg), le zinc (8,04 et 7,03
mg/kg), le manganeése (4,43 et 3,37 mg/kg) et le cuivre (1,65 et 1,48 mg/kg). Plus récemment,
une étude a souligné que les graines de N. sativa étaient particulierement riches en potassium
(823 mg/100g), suivi du calcium (160 mg/100g), du magnésium (80 mg/100g) et du fer (65
mg/100g). On y trouve également des quantités moindres de zinc (2,5 mg/100g), de
manganése (1,5 mg/100g) et de cuivre (0,9 mg/100g) [14]. Plusieurs autres études ont
également détecté la présence de sélénium. Les variations dans les resultats obtenus peuvent
étre attribuees a divers facteurs environnementaux présents dans les zones de production, aux
cultivars employés pour produire les graines, ainsi qu'aux méthodes différentes utilisées pour
préparer ces dernieres [28].

»  Vitamines : L'huile de Nigelle contient un éventail de vitamines, parmi lesquelles on
peut citer la présence de rétinol (vitamine A), d'acide ascorbique (vitamine C), de thiamine
(vitamine B1), de riboflavine (vitamine B2), de niacine (vitamine B3), de pyridoxine
(vitamine B6), d'acide folique (vitamine B9), ainsi que divers derives du tocophérol (vitamine
E) [18,22,28].

I1.7. Propriétés physico-chimiques de I’huile de Nigella sativa

Les investigations menées par diverses équipes de recherche sur les caractéristiques
physico-chimiques de I'huile de Nigelle, en comparant deux méthodes d'extraction, a froid et
par solvant, ont révélé des différences notables dans plusieurs parametres [13,20].
»  Point de fusion : La température de solidification de I'huile de Nigelle est plus élevée
lors de I'extraction a froid (-1,7 °C) que lors de I'extraction par solvant (-3,3 °C).
»  Couleur : L'huile extraite par la méthode a froid présente une teinte jaune dorée, tandis

que celle extraite a l'aide de solvants tend a adopter une nuance brun-jaune. Cette variation de
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couleur découle de la capacité des solvants organiques a extraire davantage de pigments
liposolubles et d'oléorésines présents dans les graines de Nigelle. En outre, la teinte jaune est
un indicateur de la présence plus prononcée de pigments jaunes, notamment les caroténoides,
comme précédemment mentionné.

»  Contenu en chlorophylle : Ce parametre revét une grande importance, étant donné sa
relation avec la couleur de I'huile, un attribut fondamental pour évaluer sa qualité. Selon une
étude portant sur deux variétés de Nigella sativa, les taux de peroxyde ont été mesurés a 2,26
ppm et 6,04 ppm.

>  Absorption UV : L'huile de Nigelle a la capacité d'absorber les rayonnements hors du
spectre visible, y compris les UV-C (100-290 nm), les UV-B (290-320 nm) et les UV-A (320-
420 nm). Par conséquent, elle pourrait étre un agent de protection efficace contre les
radiations UV, offrant un facteur de protection solaire (FPS) élevé. De plus, elle pourrait jouer
un réle essentiel dans la prévention des dommages cutanés liés aux UV-A, qui sont
responsables du stress oxydatif, ainsi que des UV-B. L'huile de Nigelle présente une
transmission optique similaire a celle des huiles de graines de datte et de framboise, ainsi qu'a
des produits contenant du dioxyde de titane, couramment utilisés comme protection solaire
contre les UV-B (FPS) et les UV-A.

»  Densité spécifique : Le coefficient de densité est une mesure qui exprime la densité
d'une substance par rapport a celle d'une substance de référence, généralement de I'eau pour
les liquides. Dans ce cas, il a été évalué a 0,911 pour I'extraction a froid et a 0,921 pour
I'extraction par solvant. Ces valeurs sont cohérentes avec celles précédemment rapportées
(0,904 et 0,923).

> Indice de réfraction : Le coefficient de réfraction est une mesure de la fagon dont la
lumiére est déviée en passant & travers une substance. A 20 °C, ce coefficient est de 1,4732
pour l'extraction a froid et de 1,4721 pour l'extraction par solvant, des valeurs qui sont
similaires a d'autres données rapportées.

> Indice d’iode : L'indice d'iodine est une mesure de la quantité d'iodine qui est absorbée
par une substance chimique. Cet indice est utilisé pour déterminer le degré d'insaturation des
acides gras contenus dans une matiére grasse. En effet, les doubles liaisons présentes dans les
acides gras réagissent avec les composés iodés. Un indice d'iodine plus élevé indique la
présence d'un plus grand nombre de liaisons insaturées dans la matiere grasse. Dans ce cas,
I'indice d'iodine est de 115 pour l'extraction a froid et de 128 pour I'extraction par solvant, des
valeurs qui sont cohérentes avec d'autres études précédemment rapportées, lesquelles

estimaient I'indice d'iodine entre 107 et 129.
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> Indice de saponification: L'indice de saponification représente la quantité
d'hydroxyde de potassium (exprimée en milligrammes) nécessaire pour saponifier 1 gramme
de matiére grasse. Les acides gras a longue chaine ont généralement un indice de
saponification plus bas car ils contiennent relativement peu de groupes carboxyliques par
unité de masse d'acide, par rapport aux acides gras a chaines courtes. Dans ce cas, l'indice de
saponification est de 192 pour I'extraction a froid et de 203 pour I'extraction par solvant.

»  Contenu en acides gras libres et indice de peroxyde : Ces deux indicateurs sont des
mesures de la qualité d'une huile. Dans le cas de I'extraction a froid, la valeur de peroxyde est
de 13,5 meg/kg, tandis que pour I'extraction par solvant, elle s'éleve a 10,7 meqg/kg. Il est a
noter que ces valeurs se situent au-dessus de celles rapportées par Salem (7,6 - 10,6 meq/kg)
et en-dessous de celles rapportées par Attia (14,8 - 18,1 meg/kg).

»  Teneur en insaponifiable (PMI) : Le pourcentage d'acides gras libres dans les huiles
vegétales revét une importance capitale en ce qui concerne leur capacité a agir comme
antioxydants naturels, contribuant ainsi a minimiser l'oxydation de lhuile lors de sa
manipulation et de son stockage. Pour I'extraction a froid, ce pourcentage a éte evalué a 1 %,
tandis qu'il atteint 1,8 % pour l'extraction par solvant. Cette différence s'explique en grande
partie par la technique d'extraction elle-méme : I'huile extraite par solvant est plus riche en
PMI (Potentiels de Membrane Initiale) que celle obtenue a froid. En effet, les solvants
présentent une capacité accrue a extraire des composants associés aux lipides, tels que les
phospholipides, les stérols, les vitamines liposolubles, les sucres et les pigments.

»  Stabilité oxydative : La mesure de cet indice est essentielle pour évaluer la qualité des
huiles, car elle permet d'estimer leur tendance a subir une oxydation dégénérative, qui est la
principale cause de leur détérioration.

»  Viscosite : La viscosite d'une huile est une mesure de sa résistance a I'écoulement, c'est-
a-dire de sa fluidité. Plus une huile est visqueuse, plus elle est épaisse et résiste a
I'écoulement, tandis qu'une huile peu visqueuse s'‘écoule plus facilement. Dans le cas de I'huile
de graines de nigelle, sa viscosité est notablement inférieure a celle de la plupart des autres
huiles végétales, ce qui signifie qu'elle est trés fluide et coule facilement. Cette caractéristique
peut avoir un impact sur son utilisation et sa manipulation, notamment dans l'industrie

alimentaire, la cosmétique et d'autres applications [20].
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11.8. Pharmacocinétique de N. sativa

Il'y a un nombre limité d'études publiées a ce jour concernant les propriétés
pharmacocinétiques de Nigella sativa, en particulier celles de la thymoquinone. Les propriétés
pharmacocinétiques se référent a la maniere dont un composé ou un médicament est absorbg,
distribué, métabolisé et excrété par I'organisme.

Dans le cas de Nigella sativa, ces études visent a comprendre comment ses COMPOSES
actifs, comme la thymoquinone, sont traités par le corps. L'absence d'études
pharmacocinétiques approfondies peut étre due a plusieurs facteurs, notamment le manque
d'intérét de la part de la communauté scientifique, les défis liés a la recherche sur des
composés naturels complexes, ou le codt élevé de telles études. Cependant, des recherches
supplémentaires dans ce domaine pourraient contribuer & mieux comprendre comment les
composes de Nigella sativa interagissent avec I'organisme et a optimiser leur utilisation a des

fins therapeutiques [13].

11.8.1. Distribution de la thymoquinone

L'analyse par HPLC révele que la thymoquinone a la capacité de se lier aux protéines
plasmatiques. Plus précisément, la concentration de thymoquinone libre dans le sérum est de
2,5 % a une concentration de 10 pg/mL et augmente a 72 % a une concentration de 100
ug/mL. Cette observation suggere que, a faible concentration, de nombreux sites de liaison
irréversible sont disponibles pour la thymoquinone, ce qui explique sa faible détection dans le
sérum. En revanche, a des concentrations plus élevées, tous les sites de liaison sont saturés, et
la thymoquinone se retrouve en grande quantité sous forme libre. Lorsqu'il s'agit de la liaison
de la thymoquinone aux protéines plasmatiques majeures, il a été constaté qu'elle se lie a
hauteur de 94,5 + 1,7 % a la serum albumine bovine, de maniere covalente, spécifiquement au
niveau de la cystéine-34. De plus, la thymoquinone se lie a hauteur de 99,1 = 0,1 % a l'a-1-
glycoprotéine acide [29].

Une autre étude a également montré que la thymoquinone se lie a la sérum albumine
humaine. Selon des études thermodynamiques, le complexe formé est principalement le
résultat d'interactions hydrophobes. En utilisant des composes tels que la warfarine et
I'ibuproféne dans des expériences de déplacement, il a été suggéré que la thymoquinone
pourrait se lier au site | de l'albumine, ce qui est en accord avec les résultats de I'étude de

modélisation moléculaire [30].
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11.8.2. Interaction avec des composés

Une étude portant sur les effets d'extraits de Nigella sativa sur les activités
métaboliques des enzymes CYP3A4 et CYP2D6 dans les microsomes de foie humain et chez
des sujets sains a révélé que N. sativa inhibe de maniere significative le métabolisme du
dextrométhorphane par le biais du CYP2D6, avec une inhibition de 80 % du métabolite
dextrorphane a une concentration de 100 ug/mL. De plus, elle a également montré une
inhibition du métabolisme par le CYP3A4, avec une inhibition de 60 % du métabolite 3-
méthoxymorphinane a la méme concentration. Ces résultats suggerent que N. sativa posséde
un potentiel d'interagir avec les substrats des enzymes CYP3A4 et 2D6, ce qui peut affecter le
metabolisme de certains médicaments [31].

Dans une autre étude, N. sativa a été observée pour son impact sur la
pharmacocinétique de la ciclosporine chez des lapins. Il a été constaté que N. sativa modifie la
biodisponibilité de la ciclosporine par voie orale, ce qui se traduit par une diminution du pic
de concentration (Cmax) et de l'aire sous la courbe (AUC). Cette modulation des activités des
enzymes CYP3A et de la protéine P-glycoprotéine (P-gp) peut influencer l'absorption et le
métabolisme de la ciclosporine, un médicament immunosuppresseur couramment utilise. Par
conséquent, cela suggere que N. sativa peut avoir des interactions potentielles avec des
médicaments comme la ciclosporine, affectant ainsi leur efficacité et leur sécurité d'utilisation
[32].

11.8.3. Parametres pharmacocinétiques de la thymoquinone chargée dans des liposomes
Une étude menée en juin 2013 sur des lapins a examiné les effets de la thymoquinone
encapsulée dans des liposomes NLC (Nanostructured Lipid Carriers). Les résultats de cette

étude sont représentés dans le tableau Il. 02.
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Tableau 11.02 : Paramétres pharmacocinétiques de la TQ chez le lapin suite a une seule dose
extravasculaire de TQNLC (n=3)

Parametres TQNLC 10 mg/kg
Tmax (h) 3,96 £0,19
Cmax (ng/mL) 4811,33 + 55,52
AUC (ng.h/mL) 26821,61 + 9,40
Va (L/Kg) 4,32 +0,34
CL (L/h/kg) 0,71 +£0,031

tu2 (h) 4,4933 + 0,015

Selon les résultats obtenus, les chercheurs concluent que la thymoquinone est adaptée
pour une administration extravasculaire, et les Nanostructured Lipid Carriers (NLC)
pourraient représenter des vecteurs prometteurs pour son administration par voie orale [33].

11.9. Toxicité de Nigella Sativa
11.9.1. Toxicité des graines et de I’huile de Nigella Sativa

Les données provenant de divers parametres et études suggerent que Nigella sativa
(nigelle) est non toxique. Cela est étayé par des indicateurs tels que les valeurs de DLso (dose
létale médiane), la stabilité des enzymes hépatiques et l'intégrité des organes. Ces résultats
suggerent qu'il existe une large marge de sécurité pour l'utilisation de doses thérapeutiques de
I'huile végétale de N. sativa. En d'autres termes, la plante ne semble pas provoquer de toxicité
significative a des doses couramment utilisées a des fins thérapeutiques [34-37].
»  DLso (Dose Létale Médiane) : La DLsg est une mesure de la toxicité d'une substance,
indiquant la dose a laquelle la moitié des individus exposés a la substance meurent. Dans le
cas de la nigelle, les études ont révelé que les doses nécessaires pour provoquer une toxicité
sévere ou la mort chez les animaux de laboratoire étaient relativement élevées. Cela indique

que la plante a une faible toxicité aigué.
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»  Stabilité des enzymes hépatiques : Les enzymes hépatiques, comme l'alanine
aminotransférase (ALAT) et l'aspartate aminotransférase (ASAT), sont souvent utilisées
comme indicateurs de la santé du foie. Des études ont montré que I'administration de N. sativa
n'entrainait pas de perturbations majeures de ces enzymes, ce qui suggére que le foie n'est pas
fortement affecté par la plante.

> Intégrité des organes : Les examens post-mortem d'animaux ayant recu des doses de
N. sativa n'ont généralement pas révélé de dommages significatifs aux organes tels que le
foie, les reins, le cceur, etc. Cela indique que la plante n'entraine pas de dommages organiques
graves.

>  Large marge de sécurité : Globalement, ces résultats suggerent que la Nigelle présente
une large marge de sécurité, ce qui signifie qu'elle peut étre utilisée a des doses thérapeutiques
sans provoquer de toxicité significative chez I'homme [35,37].

11.9.2. Toxicité de la thymoquinone

La thymoquinone subit un processus de métabolisation in vivo, se transformant en
radicaux hydroquinones ou semiquinones grace a l'action des oxydoréductases cellulaires, ce
qui peut conduire a la production de radicaux libres oxygénés (ROS). Cette voie métabolique
souléve des préoccupations quant a d'éventuels effets indesirables.

Lorsqu'administrée par voie orale dans un modele de toxicité aigué, la thymoquinone a
montré une DL50 de 2,4 g/kg chez les souris. A des doses élevées, cela a été associé a une
diminution de l'activité physique et a des difficultés respiratoires. De plus, 24 heures apres
I'administration de la thymoquinone, des altérations ont été observées au niveau de certains
organes tels que le foie, les reins et le cceur. Il y avait également une diminution des niveaux
de glutathion réduit (GSH) dans le corps, et des marqueurs sanguins tels que l'urée, la
créatinine, ainsi que les activités enzymatiques de I'ALAT, de la LDH et de la CPK ont
présenté des augmentations significatives. Une autre étude a rapporté une DL50 de 870,9
mg/kg chez les souris et de 794,3 mg/kg chez les rats [38-39].

Lorsque la thymoquinone a été administrée par voie intrapéritoneale, des doses
supérieures a 50 mg/kg se sont avérées létales pour les souris, avec une DLso de 90,3 mg/kg.
[39] Des études plus récentes ont calculé une DLso de 104,7 mg/kg chez les souris et de 57,5
mg/kg chez les rats pour cette voie d'administration. Une autre étude a suggéré une DLso de
10 mg/kg par voie intrapéritonéale chez les rats.

Ces valeurs de DLso, quelles résultent de l'administration orale ou intrapéritonéale,

sont significativement plus élevées (de 10 a 15 fois et méme 100 a 150 fois plus élevées) que
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les doses de thymoquinone rapportées pour ses effets bénéfiques dans le traitement de
I'inflammation, son action antioxydante et son potentiel anticancéreux. Ces constatations
suggérent une marge thérapeutique significative pour la thymoquinone, avec une dissociation
marquée entre ses effets bénéfiques et ses éventuels effets toxiques [39,40].

Dans une étude portant sur la toxicité chronique de la thymoquinone chez les souris,
I'administration de la substance par voie orale dans I'eau de boisson a des concentrations allant
jusqu'a 0,03 % pendant 90 jours n'a montré aucun signe de toxicité chronique, a I'exception
d'une diminution significative de la glycémie a jeun [40]. De plus, une étude de phase | menée
chez I'nomme a montré que des doses journalieres de 2600 mg de thymoquinone étaient bien
tolérées, confirmant la relative sécurité de ce composé, en particulier lorsqu'il est administré

par voie orale chez les animaux.

11.9.3. Toxicité chez ’homme

Deux incidents de dermatite de contact allergique ont été signalés, impliquant des
individus souffrant d'eczéma maculopapulaire aprés lapplication d'un produit topique
contenant de I'huile essentielle de Nigelle sativa. Heureusement, ces cas ont pu étre traités
efficacement en ayant recours a des corticostéroides [41]. Une note paradoxale réside dans le
fait que cette huile est commercialisée pour ses prétendus bienfaits dans le traitement de

divers problémes cutanés, tels que les affections inflammatoires, I'acné et I'eczéma [42].

11.10. Conclusion

Nigella sativa, également connue sous le nom de nigelle, est une plante aux propriétés
pharmacologiques remarquables. Son utilisation a une histoire qui remonte a plus de deux
mille ans dans les cultures orientales, ou elle était d'abord utilisée comme épice, puis comme
remede. Ses bénéfices pour la santé sont attribués en grande partie a son composant actif, la
thymoquinone.

La thymoquinone agit sur une variété de cibles biologiques, lui conférant un large
spectre d'activité thérapeutique. Bien que les mécanismes d'action précis de la thymoquinone
ne soient pas encore completement compris, des preuves substantielles suggerent qu'elle peut
jouer un rdéle important dans la prévention et le traitement de diverses affections.

Parmi les domaines ou la nigelle montre un potentiel prometteur, on peut citer la
prévention du cancer, la régulation des maladies métaboliques, la lutte contre les infections, la

protection contre les maladies cardiovasculaires, la gestion des maladies gastro-intestinales, la
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préservation de la santé hépatique et rénale, ainsi que la réduction des risques de maladies
neurologiques. La graine de nigelle contient une multitude de composés, certains étant encore
a l'étude, et la combinaison de ces constituants pourrait expliquer la diversité des activités
pharmacologiques de la plante. Bien que toutes les applications potentielles de la nigelle
n'aient pas encore été pleinement développées, elle est déja commercialisée sous forme de
complément alimentaire, notamment sous forme de gélules d'huile végétale, avec des
allégations d'activité immunomodulatrice. Cela souligne le potentiel de cette plante en tant
que ressource naturelle pour la promotion de la santé humaine.

Enfin, il est important de noter que la Nigelle semble étre relativement sire, en
particulier lorsqu'elle est administrée par voie orale, avec une marge thérapeutique

significative par rapport a ses éventuels effets indésirables.
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I11.1. Introduction

Au tournant du XXeme siécle, une ére de découvertes cruciales a marque I'évolution
des métabolites secondaires, ces composés analogues aux fonctions pharmacologiques
prometteuses. Pour optimiser leur potentiel thérapeutique, des analyses approfondies des
structures et des activités biologiques des dérivés prénylés de ces métabolites ont été
engagées. Les métabolites secondaires englobent une catégorie de produits naturels aux
propriétés multidimensionnelles, incluant des effets antioxydants, antimicrobiens, anti-

inflammatoires ainsi que des capacités anti-cancéreuses ou mutagenes [1].

Leur répartition au sein des végétaux est ubiquitaire, bien que leur présence et leur
concentration different selon les fonctions qu'ils remplissent. Ces variations sont notables
d'une espece végétale a une autre. Parmi les familles prédominantes de métabolites
secondaires figurent les polyphénols, lignines, stilbénes, flavonoides, phényl-propanoides,
anthocyanes et tannins [2]. De maniere remarquable, la synthése du noyau aromatique se
révele étre une prerogative exclusive des végetaux et micro-organismes. Les organismes
animaux, pour la plupart, dépendent soit de leur alimentation, soit d'une symbiose pour
élaborer les métabolites indispensables qui integrent cette structure élémentaire, tels les acides

amines, vitamines, pigments, toxines, et autres constituants essentiels [3].
I11.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, également appelés polyphénols, sont une classe de
composés chimiques organiques présents dans le regne végétal. Ils se caractérisent par la
présence d'un noyau benzénique (ou similaire) auquel sont directement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles (OH), communément appelés groupes phénoliques. Ces groupes
hydroxyles peuvent étre attachés a diverses fonctions chimiques, ce qui conduit a une grande
variété de structures au sein de cette catégorie de composés. Les composés phénoliques sont
largement répandus dans les plantes, ou ils jouent un réle essentiel dans la protection contre
diverses agressions extérieures, notamment les rayons ultraviolets, les infections fongiques et

les stress environnementaux [4].

Ces composés phénoliques ont suscité un intérét considérable en raison de leurs

propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, et de leur implication dans
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divers processus biologiques. Ils sont également responsables de la coloration distinctive de
certains tissus végétaux, comme le bois, et contribuent aux ardmes et aux saveurs

caractéristiques de nombreux fruits, légumes et boissons [5].

Les composes phénoliques ont été largement étudiés pour leurs effets potentiels sur la
santé humaine, en raison de leur présence dans I'alimentation et de leurs propriétés bioactives.
Ils sont souvent considérés comme bénéfiques en raison de leur capacité a agir comme
antioxydants, protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs, mais leur impact sur la
santé dépend de divers facteurs, notamment la quantité consommée et la spécificité du
composé phénolique en question ; la figure I11. 01 présente la structure chimique de différents
composes phénoliques [6].

Figure I11. 01 : Structure chimique de différents composés phénoliques [6]

111.3. Localisation des polyphénols

A l'échelle cellulaire, la synthése initiale des polyphénols est assurée par les cellules
du tissu de support (appelées cellules parenchymes) a I'endroit méme ou ils seront nécessaires,
afin gu'ils puissent ensuite se diffuser dans la paroi cellulaire. Des études réalisées avec des
techniques de micro spectrophotométrie ont révélé que les polyphénols peuvent étre associés

a la structure cellulaire ou exister sous forme libre au sein de la cellule. lls se retrouvent
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généralement dans les vacuoles (cavités) des cellules parenchymateuses, dans les rayons
ligneux, ou encore au sein des fibres et des trachéides [7].

I11.4. Propriétés chimiques des composés phénoliques

Une caractéristique cruciale des groupes hydroxyles présents dans les composés
phénoliques est leur acidité, qui résulte de la propension des protons acides a étre facilement
libérés. Cette libération conduit a la formation d'anions phénoxyde, comme illustré dans la
Figure ci-dessous, et ces anions sont stabilisés grace a des phénomenes de résonance. Ces
anions ont la capacité de perdre un électron pour former un radical [7], et cet électron libéré
peut ensuite étre capturé par un radical libre. La structure aromatique du radical phénoxyde
ainsi engendré lui confere une certaine stabilité, ce qui se traduit par une réactivité moindre,

du fait de la délocalisation du radical [8].

Par la suite, il peut interagir avec d'autres radicaux libres. Les modifications les plus
couramment observees sur les groupes phénoliques des composeés vegétaux comprennent
principalement la méthylation et la conjugaison avec des esters et des glycosides, qui peuvent
également étre acylés. Dans leur état naturel, les polyphénols sont généralement glycosylés
[9]. Par conséquent, la présence naturelle de certains polyphénols sous forme glycosidique
dans les aliments affecte leur biodisponibilité. En effet, des études ont montré que la
glycosylation, la conjugaison et la polymeérisation tendent a réduire leur absorption intestinale
[8,9].

Figure I11. 02 : Structure chimique de 1’ion phénoxyde [8]
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I11.5. Extraction des composés phénoliques

L'extraction des composés phénoliques est le processus de séparation et de
récupération de ces composés a partir de sources naturelles, telles que des plantes, des fruits,
des legumes ou d'autres matiéres végétales, en utilisant des solvants ou des méthodes
specifiques. Cette procédure vise a isoler les composés phénoliques, tels que les polyphénoals,
les flavonoides, les acides phénoliques, les tannins, etc., de maniere a les rendre disponibles
pour des applications diverses, notamment en alimentation, en médecine, en recherche
scientifique ou dans l'industrie. L'extraction des composés phénoliques peut étre réalisée en
utilisant diverses techniques, notamment I'extraction par solvant, I'extraction par ultrasons,
I'extraction par fluide supercritique ou d'autres méthodes adaptées aux propriétés chimiques

des composés cibles et aux objectifs de I'extraction [10].

On peut classer les méthodes d’extraction en deux familles : les techniques
traditionnelles (conventionnelle) et les techniques innovantes (non conventionnelle) qui
permettent I’intensification de P’extraction. Le but d’intensifier I’extraction a Iaide de
prétraitements électriques et / ou mécaniques est d’obtenir un fort rendement d’extraction tout

en réduisant les énergies mises en jeu [11].

111.5.1. Procédés traditionnels d’extraction — Extraction conventionnelle

111.5.1.1 Définition

L'extraction par solvant est un processus qui implique I'immersion de matiere végétale
dans un solvant pour extraire et dissoudre les composeés d'intérét. Le résultat de cette
procédure peut se présenter sous deux formes : sous forme liquide, ou le solvant contient en
solution les composés d'intérét, ou sous forme solide, ou ces composés sont obtenus sous
forme de poudre aprés évaporation du solvant. Plusieurs méthodes d'extraction,
communément déesignées comme des ‘procédeés traditionnels', sont couramment utilisées pour

ce faire [12]. Parmi ces méthodes, on peut citer :

» La macération (par exemple, la préparation de cornichons dans du vinaigre) : cette
méthode consiste a mettre le solide en contact avec le solvant d'extraction a température
ambiante, avec I'extraction se produisant par simple diffusion.

» L'infusion (par exemple, la préparation d'une infusion de thé) : cette technique implique de

placer le solide dans un solvant préalablement chauffé jusqu'a sa température d'ébullition.
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>

>

La percolation (comme dans une cafetiere) : cette méthode suppose le passage du solvant
d'extraction a travers le solide, s'écoulant de haut en bas.
La décoction (comme dans la préparation d'un café turc) : ce procédé nécessite I'ébullition

simultanée du solvant et du solide pendant une durée d'extraction définie [13].

111.5.1.2. Mécanisme

L'extraction solide-liquide suit les principes des lois de transfert et d'‘échange de

matiere, et ce processus peut étre décomposé en plusieurs étapes distinctes au cours

desquelles les solutés sont transférés de la matrice solide vers le solvant :

>

Passage du solvant du milieu environnant vers la surface externe du solide : Au debut
de I'extraction, le solvant pénétre depuis I'extérieur vers la surface du solide, amorcant le
processus d'extraction.

Diffusion du solvant dans la structure du solide : Une fois le solvant a la surface du
solide, il commence a se diffuser a l'intérieur de la structure solide, pénétrant les pores et
les canaux.

Passage du soluté dans le solvant par dissolution : Les molécules d'intérét, ou solutes,
se dissolvent dans le solvant au fur et a mesure que ce dernier les atteint. Cette étape est
cruciale pour l'extraction des composés d'intérét.

Transfert de la solution contenant le soluté vers la surface du solide par diffusion :
La solution ainsi formée, contenant les solutés dissous, se diffuse du coeur du solide vers
sa surface, ou elle est préte a étre récupéreée.

Transfert par convection naturelle ou forcée de la surface du solide vers la solution
environnante extérieure : Enfin, la solution extraite, portant les solutés, est transférée de
la surface du solide vers la solution environnante, que ce soit par un mouvement naturel

du liquide ou par une agitation forcéee [13,14].

Le temps nécessaire pour accomplir cette opération d'extraction est déterminé par la

vitesse a laquelle les solutés sont extraits, c'est-a-dire la vitesse globale de transfert. Cette

vitesse est influencée par trois processus fondamentaux d'échange de matiere :
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> La solubilisation des molécules d'intérét : Cette étape dépend des caractéristiques de
I'échantillon solide et de la surface d'‘échange disponible entre le solvant et le solide. Plus
la surface est grande, plus le processus de solubilisation est efficace.

> La diffusion ou le flux de matiére déplacée : La quantité de solvant et de solutés
transférée dépend du gradient local de concentration a l'interface solide-liquide. Un
gradient plus important accélére le processus de diffusion.

> L'homogénéisation du solvant lors de I'extraction par agitation : L'agitation du
solvant peut réduire I'épaisseur de la couche limite autour du solide. Cela peut également
prévenir la formation d'une couche de solvant saturé en favorisant un mouvement de

fluide frais et moins chargé a cet endroit, ce qui accélere I'extraction [15].

I11.5.2. Procédes innovants d’extraction — Extraction non conventionnelle

L'extraction des polyphénols a l'aide des méthodes conventionnelles est souvent une
étape longue et exigeante en termes de consommation de solvants et d'énergie. Afin d'atténuer
ces limitations, de nouvelles méthodes d'intensification ont été développées pour compléter
les techniques traditionnelles. Ces approches incluent l'utilisation d'ultrasons, de micro-ondes,
de I'extraction par fluide supercritique, de hautes pressions, de l'extrusion, de la détente
instantanée contrdlée (DIC), de champs électriques pulsés, et de décharges électriques a haute
tension. Ces techniques d'intensification agissent selon divers mécanismes pour perturber les
membranes et/ou les parois cellulaires, facilitant ainsi I'extraction des composés phénoliques

dans le milieu environnant [16].
111.5.2.1 Les ultrasons

Les ultrasons sont une technologie largement déployée a I'échelle industrielle et
trouvent leur utilisation dans une variété de domaines, notamment le traitement des polluants
de l'eau, le séchage, le dégazage, I'élimination de la mousse, le découpage, la production
d'émulsions, l'inactivation de spores, d'enzymes et de microorganismes, entre autres. lls
consistent en des ondes ultrasonores capables de générer des vibrations mécaniques dans les
solides, les liquides ou les gaz (figure 111. 03). Ces ultrasons sont classés en deux catégories
distinctes en fonction de la gamme de fréquences utilisée. En effet, lorsque la fréquence des
ultrasons est élevée (2 a 10 MHz) et que la puissance est relativement basse, on parle
d'ultrasons de diagnostic. En revanche, les ultrasons de puissance sont caractérisés par une
fréquence plus basse (20 a 500 kHz) et une puissance plus élevée. Ces deux catégories

d'ultrasons se distinguent par leurs applications. Les ultrasons de diagnostic sont généralement
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employés dans le domaine médical, tandis que les ultrasons de puissance sont principalement

utilisés dans le contexte de I'extraction [17-19].

Compression Compression Compression ~ Compression  Compression
Os\:illlat ng oun/ww
Rarefaction Rarefaction Rarefactlon Rarefaction Rarefaction
©o -0 000000
Bubble forms . Bubble Bubble Bubble
grows over . reaches * collapses
many cycles unstable
size

Figure I11. 03. : Cycles de compression et de raréfaction induits par les ondes sonores [16]

111.5.2.2. Mécanisme d’action

Lorsque les ultrasons sont utilisés dans un milieu solide-liquide, ils engendrent deux
phases distinctes : un cycle de compression a haute pression, suivi d'un cycle de dépression a
basse pression. Pendant le cycle de depression, ces ondes créent de minuscules bulles de
vapeur, que l'on appelle couramment 'bulles de cavitation' [17]. Au cours du cycle de
compression, ces bulles de cavitation implosent lorsquelles ne peuvent plus absorber
d'énergie, un phénomene désigné sous le nom de 'cavitation ultrasonore'. La cavitation
ultrasonore génere des conditions locales de température et de pression extrémement élevées,
atteignant jusqu'a 50 MPa et 5000°C [19]. En paralléle, elle provogue la formation de micro-
jets de liquide qui endommagent les membranes cellulaires a proximité, créant ainsi une
agitation au niveau de la couche limite. Ces effets physiques de la cavitation améliorent le
processus d'extraction des composés d'intérét en facilitant l'accés du solvant a l'intérieur de la
matrice solide (figure 111.04) [18,19].

Il est essentiel d'ajuster de maniére précise les paramétres qui influencent I'action des

ultrasons pour maximiser l'efficacité de cette méthode d'extraction et d'intensification.
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Surface solide

Couche de diffusion

Figure I11. 04 : Implosion d’une bulle de cavitation et formation de micro-jets a la surface du
solide [16]

111.5.2.3. Effet des paramétres opératoires

Plusieurs facteurs influencent I'efficacité des ultrasons lors de I'extraction. Parmi eux,
on trouve des parametres liés a I'extraction en général, tels que la composition du solvant, le
rapport liquide/solide, la taille des particules, et d'autres spécifiques aux ultrasons, notamment
la frequence, la température de I'extraction par ultrasons, la puissance, entre autres. L'analyse
de l'impact de ces parametres sur le processus d'extraction est essentielle pour optimiser et

maximiser les quantités extraites [16].

» La Fréquence : La fréquence des ultrasons joue un réle majeur dans l'efficacité de
I'extraction de maniére indirecte. En effet, a des fréquences élevées, de l'ordre du MHz, la
formation de bulles de cavitation devient plus difficile par rapport aux basses fréquences,
de l'ordre du kHz. Cela est di aux cycles de compression et de dépression des ondes
sonores. A des fréquences élevées, ces cycles sont si courts que les molécules du liquide
ne peuvent pas se séparer pour former une bulle de vide, entrainant ainsi l'absence de
cavitation [20].

» Le Solvant : Le choix du solvant est généralement basé sur I'affinité moléculaire avec le
soluté, mais la nature et les propriétés physiques du solvant affectent le phénoméne de
cavitation. Habituellement, I'extraction est réalisée dans l'eau, mais il existe des cas
documentés d'extraction avec des solvants organiques tels que I'éthanol. En général, la
présence et l'intensité de la cavitation diminuent lorsque la pression de vapeur et la
viscosité du solvant augmentent [20,21]. Les liquides visqueux exigent des variations de

pression acoustique plus importantes pour atteindre le seuil de cavitation, en raison de leur
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viscosité accrue, ce qui dissipe I'énergie dans les forces de cohésion du liquide. En ce qui
concerne la pression de vapeur du liquide, elle affecte la dynamique des bulles, avec une
facilité d'entrée en cavitation pour les liquides a pression de vapeur élevée, tandis que
I'énergie dissipée lors de I'effondrement est moindre, conduisant ainsi & une intensité de
cavitation plus élevée avec des liquides a faible pression de vapeur. 1l est donc essentiel de
choisir soigneusement le solvant en prenant en compte ces facteurs de diffusion et de
cavitation [21].

> La Température : La température est un paramétre qui influe sur I'extraction assistée par
ultrasons a différents niveaux. L'augmentation de la température améliore la solubilité des
molécules et leurs coefficients de diffusion. La température affecte également la viscosité
et la pression de vapeur du milieu [22]. Cependant, une température plus basse favorise
les réactions sonochimiques, car la cavitation est plus intense a des températures plus
basses. Il est donc nécessaire de maintenir la température a son niveau optimal pour
favoriser a la fois la diffusion et la cavitation. Pour ce faire, on peut réaliser I'extraction
dans un récipient placé dans un bain de glace ou de glycol pour maintenir une température
basse et constante [23].

» La Puissance : Selon de nombreuses études scientifiques, l'augmentation de la puissance
est un parametre clé pour améliorer l'efficacité du processus d'extraction, car elle facilite
la destruction des cellules par les micro-jets produits lors de I'implosion des bulles de
cavitation prés de la surface du solide. Cela augmente la perméabilité du tissu et
I'extraction des composés bioactifs. De plus, la puissance élevée améliore la pénétration
du solvant dans la cellule, la solubilité des composés grace aux températures et aux
pressions élevées dans la zone de cavitation, ainsi que le processus de diffusion en agitant
la couche superficielle de solvant en continu, permettant au solvant frais ou moins chargé
de saisir les composés nouvellement extraits. En résumé, la puissance des ultrasons

améliore le transfert de matiere de multiples fagons interconnectées [24].
111.5.2.3. Equipements de traitement

Les équipements pour le traitement et I'extraction par ultrasons varient en fonction de
I'échelle de travail, que ce soit en laboratoire ou en environnement industriel. A petite échelle,
deux types de dispositifs sont couramment utilisés : les bains a ultrasons et les sondes a
ultrasons. Les bains a ultrasons sont généralement employés pour des applications de

désinfection. Ils fonctionnent a des fréquences comprises entre 25 et 50 kHz, avec des
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puissances acoustiques de 1 a 5 W/cm2, Ces appareils immergent les objets ou les échantillons

dans un liquide et utilisent les ultrasons pour éliminer les contaminants.

En revanche, les sondes a ultrasons sont employées dans le domaine de I'extraction. La
configuration de la sonde permet la propagation axiale des ondes sonores, avec des
dissipations radiales dans la suspension, qui peut contenir a la fois des solides et des liquides.
Ces sondes sont spécialement congues pour favoriser le phénomene de cavitation et

I'extraction des composés souhaités, comme il est illustré dans la figure 111. 05 [25].

H

(a) ‘ (b)

Figure I11. 05 : Bain a ultrasons (a) et sonde a ultrasons (b) [26]

A T'échelle industrielle, notamment dans les domaines pharmaceutique, cosmétique, et
autres, divers dispositifs sont utilisés pour le traitement et I'extraction par ultrasons. Parmi

eux, on trouve les systémes suivants :

» Réacteur sous agitation avec sonde ultrasonore immergée : Ce systeme consiste en un
réacteur équipé d'un agitateur dans lequel une sonde ultrasonore est immergée. La sonde
émet des ultrasons directement dans la solution ou la suspension a l'intérieur du réacteur.
Cette configuration permet un traitement et une extraction efficaces des composés
souhaités.

» Réacteur sous agitation avec émetteurs d'ultrasons au niveau de la paroi ou a la base
: Dans ce cas, le réacteur est également doté d'un agitateur, mais au lieu d'une sonde
ultrasonore immergée, des émetteurs d'ultrasons sont placés soit le long de la paroi du
réacteur, soit a sa base. Ces émetteurs diffusent les ultrasons dans le contenu du réacteur
de maniere a provoquer la cavitation et I'extraction des composés.

» Réacteur ultrasonore avec double enveloppe : Ce type de réacteur est spécialement
concgu pour l'utilisation d'ultrasons. 11 comporte une double enveloppe, ce qui signifie qu'il
est constitué de deux parois concentriques. L'espace entre ces parois est rempli d'un
liguide qui permet de refroidir ou de chauffer le contenu du réacteur tout en diffusant les

ultrasons. Cette configuration offre un contrdle précis de la température tout en profitant
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des avantages de l'ultrason pour I'extraction et le traitement des produits chimiques (figure
111.06).

Chacun de ces dispositifs est adapté a des besoins spécifiques dans l'industrie,
permettant ainsi une utilisation efficace des ultrasons pour diverses applications de traitement,

d'extraction et de réaction chimique [26].

Cooling/heating Mechanical
‘ stirrer

coil

Extraction
mass

Transducers
bonded to walls

Figure I11. 06 : Réacteur pour extraction par ultrasons des tissus de plantes [26]
I11.6. Méthodes de caractérisations des polyphénols

111.6.1. Etude par spectrophotométrie (UV-visible)

La spectroscopie d'absorption dans I'UV (ultraviolet) et le visible est une méthode
couramment utilisée en laboratoire pour I'analyse de substances. Elle repose sur la capacité
des molécules a absorber la lumiére a des longueurs d'onde spécifiques. Le domaine UV-
visible s'étend approximativement de 10 a 800 nanométres (nm), avec une subdivision en UV
lointain (10-200 nm), proche UV (200-400 nm) et visible (400-800 nm). La spectroscopie
UV-visible trouve une large gamme d'applications dans divers domaines tels que la chimie
minérale, la chimie organique, la biochimie, les analyses médicales et les analyses
quantitatives. Cette utilisation généralisée découle principalement de ses avantages,
notamment une grande sensibilité (pouvant détecter des concentrations aussi faibles que 10-5
M), une précision (avec une marge derreur de 1 a 5%), une rapidité d'analyse et une facilité

d'utilisation.

En somme, la spectroscopie UV-visible est un outil polyvalent et fiable pour lI'analyse

quantitative et qualitative des substances, offrant aux chercheurs et aux scientifiques un
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moyen efficace d'obtenir des informations précieuses sur la composition et les propriétés des
échantillons analysés [27].

111.6.2. Principe

La spectrophotométrie se concentre principalement sur la mesure de l'absorbance dans
le domaine UV/Visible. Cette absorption est le résultat du déplacement d'un électron d'un
niveau énergétique a un niveau énergétique supérieur, accompagné de changements dans les
états de vibration et de rotation. En d'autres termes, un électron passe d'une orbite moléculaire
a une autre. Le processus de spectrophotométrie se déroule généralement de la maniere
suivante : une solution que l'on souhaite analyser est placée dans une cuve en quartz,
caractérisee par des faces transparentes et paralleles. Cette cuve est traversée par un faisceau
optique qui frappe perpendiculairement ces faces. Aprés avoir sélectionné une longueur
d'onde specifique, la lumiere monochromatique incidente, initialement d'intensite 10, passe a
travers la cuve contenant la solution. L'appareil mesure ensuite I'intensite | de la lumiere qui
est transmise a travers la solution. La valeur affichée par l'appareil est I'absorbance a cette

longueur d’onde [28].

En résumé, la spectrophotométrie UV/Visible est une technique permettant de mesurer
I'absorption de la lumiere par une solution, ce qui fournit des informations précieuses sur la
composition de la solution, notamment en étudiant la transition d'électrons entre les niveaux
énergétiques des molécules. Cette méthode est largement utilisée en chimie, en biochimie et

dans d'autres domaines pour l'analyse quantitative et qualitative des substances [29].
111.6.3. Appareillage

Les spectrophotométres UV-visible utilisent généralement deux types de lampes pour
couvrir I'ensemble du spectre UV-visible. Les lampes au deutérium émettent un rayonnement
dans la plage de longueurs d'onde de 180 a 400 nm, couvrant la partie UV du spectre. En
revanche, les lampes halogene au quartz a filaments de tungstene sont utilisées pour la partie
visible du spectre, émettant des longueurs d'onde de 350 a 1300 nm. La présence de
I'halogene dans ces lampes prolonge considérablement leur durée de vie (entre 1500 et 2000
heures). Les spectrophotomeétres sont équipés de monochromateurs, qui servent a sélectionner
une longueur d'onde spécifique parmi le spectre de raies de lumiére incidente. Habituellement,
le monochromateur est positionné entre I'échantillon et la source lumineuse, protégeant ainsi

les échantillons contre le rayonnement. Cependant, ce dispositif optiqgue complexe peut
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ralentir le systeme de balayage. Les monochromateurs sont caractérisés par leur large plage
spectrale et leur haute résolution. Les spectrophotométres équipés de monochromateurs

utilisent des détecteurs monocanaux pour collecter les données.

En revanche, les polychromateurs sont utilisés dans les spectrophotométres a
détecteurs multiples. Le polychromateur est positionné derriere I'échantillon, ce qui permet a
I'échantillon de recevoir tout le rayonnement UV-visible. Contrairement aux
monochromateurs, les polychromateurs ne comportent pas de piéces mobiles, ce qui garantit
une grande reproductibilité des mesures. Cependant, ils ont une plage spectrale plus limitée et
une résolution moindre. Dans ce cas, les spectrophotométres utilisent des détecteurs
multicanaux, et le signal est collecté via un microprocesseur a la sortie de chacun des
détecteurs [30].

111.6.2. Etude par chromatographie

La chromatographie est une méthode de séparation des composants d'un melange en
se basant sur des différences d'affinité entre les substances a analyser et deux phases

distinctes, dont une phase stationnaire (ou fixe) et une phase mobile [31].
111.6.2.1. Principe

La chromatographie est un procédé qui vise a séparer les différentes molécules
présentes dans un mélange en fonction de leur vitesse de migration. Ce processus repose sur
I'interaction des molécules avec deux phases distinctes : une phase stationnaire et une phase

mobile.

La phase stationnaire est un support fixe sur lequel les molécules du mélange se fixent
temporairement, c'est-a-dire qu'elles sont adsorbées. La phase mobile, quant a elle, est un
liquide (dans le cas de la chromatographie liquide) ou un gaz (dans la chromatographie en
phase gazeuse) qui transporte les molécules a travers la phase stationnaire. Lorsque le
mélange est introduit dans le systéme de chromatographie, les molécules interagissent
difféeremment avec la phase stationnaire en fonction de leurs caractéristiques chimiques.
Certaines molécules adhérent plus fortement a la phase stationnaire que d'autres. Cela crée

une distribution inégale des composants du mélange entre les deux phases.

Ensuite, I'éluant, qui est un solvant ou un gaz, est introduit pour désorber les molécules

de la phase stationnaire. Les molécules se détachent de la phase stationnaire et se déplacent
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avec l'éluant. En raison de leurs différences d'interaction avec la phase stationnaire, les
molécules se déplacent a des vitesses différentes dans la phase mobile. Cette différence de
vitesse entraine la séparation des constituants du mélange. Au fur et a mesure que les
molécules se déplacent a travers le systeme chromatographique, elles sont détectées et
enregistrées, ce qui permet de les identifier et de quantifier. Les différents constituants du
mélange sont ainsi récupérés séparément dans plusieurs fractions, ce qui permet une analyse
précise de leur composition. La chromatographie est une technique puissante et polyvalente
largement utilisée en chimie analytique, en biochimie, et dans de nombreux autres domaines

scientifiques [32].
111.6.2.2. La chromatographie liquide haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une technique qui
exploite les interactions des solutés avec deux phases, I'une mobile et l'autre stationnaire, sous
haute pression. Les solutés sont sépares en fonction de divers parametres tels que leur affinité
pour I'éluant, leur polarité ou leur charge électrique. Une fois séparés, les solutés sont

identifiés et quantifiés a l'aide d'un détecteur couplé a la colonne chromatographique [32].

Le fonctionnement de la HPLC est le suivant : a un moment donné, le mélange a
séparer est injecté a I'entrée de la colonne chromatographique et est transporté par la phase
mobile. Les différents constituants du mélange sont recueillis et identifiés en fonction de leur
vitesse d'adsorption (liaison a la phase stationnaire) et de leur vitesse de désorption (libération
de la phase stationnaire). Le résultat de la chromatographie est un tracé caractéristique des
constituants (appelé pic) en fonction de leur temps de rétention a la sortie de la colonne
chromatographique, ce qui crée un chromatogramme. Ce chromatogramme offre une
représentation visuelle des différentes molécules présentes dans le mélange, ce qui permet une

identification précise des composants et une quantification de leurs concentrations [32].

111.6.2.3 La chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de masse (GC-
MS)

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode permettant de diviser les
molécules d'un mélange. Cette technique est adaptée aux composés qui peuvent étre vaporisés
sans subir de décomposition. Le mélange des solutés a analyser est converti en une phase
gazeuse a l'intérieur d'une colonne grace a un injecteur chauffé a une température adaptée a la

volatilité de I'échantillon. Ensuite, ce mélange est déplacé au sein de la colonne par un gaz
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vecteur. A lintérieur de cette colonne se trouve une substance active appelée phase
stationnaire, qui peut étre soit liquide soit solide. Le gaz vecteur est chimiquement inerte vis-
a-vis des solutés et de la phase stationnaire. Les différentes molécules se séparent en fonction
de leur vitesse d'adhérence a la phase stationnaire et de leur vitesse de libération, sortant ainsi
de la colonne les unes apreés les autres. Le temps de rétention de chaque molécule dépend de
son degré d'interaction avec la phase stationnaire. En fin de parcours, un détecteur, tel qu'un
spectrométre de masse dans ce contexte, identifie et mesure les caractéristiques de chaque
constituant du meélange [33].

I11.7. Activité biologique des composés phénoliques

I11.7.1. Activité antioxydante

L'oxygéne produit au niveau des mitochondries génére des espéces réactives de
l'oxygene (ERO) qui peuvent étre toxiques pour I'ensemble de la cellule. Dans ce contexte, les
polyphénols exercent leur activité antioxydante en piegeant directement les ERO, que ce soit
en phase aqueuse ou en phase organique. De plus, ces polyphénols peuvent agir de deux
autres manieres : premierement, en inhibant les enzymes pro-oxydantes et en chelatant les
ions meétalliques, et deuxiemement, en protégeant les systemes biologiques de défense
antioxydante. L'efficacité antioxydante des polyphénols dépend de leur structure, notamment
de la position des groupes hydroxyles sur les noyaux aromatiques et de la capacité des

composes aromatiques a soutenir la délocalisation des électrons [34].

Les polyphénols sont réputés pour leur capacité a protéger la peau contre les effets
nocifs du stress photo-oxydant provoqué par l'exposition aux rayons solaires. C'est pourquoi
on les trouve fréquemment parmi les ingrédients de nombreuses préparations cosmetiques
destinées a traiter le vieillissement cellulaire et a protéger la peau contre les dommages causes
par le soleil [35,36].

111.7.1. Activité antimicrobienne

Des recherches récentes ont révélé que les polyphénols démontrent une activité

antibactérienne significative [37].

Les polyphénols présentent une activité antibactérienne grace a deux mécanismes

d'action distincts :
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> Inhibition de la synthése d'acide nucléique : Les polyphénols interferent avec le
processus de synthese de l'acide nucléique (ADN et ARN) au sein des bactéries. Ils
peuvent perturber la réplication de I'ADN bactérien, entravant ainsi la croissance et la
multiplication des bactéries. En agissant sur l'acide nucléique, les polyphénols alterent la
capacité des bactéries a se reproduire et a survivre [38].

» Endommagement des membranes cellulaires : Les polyphénols peuvent également
provoquer des dommages au niveau des membranes cellulaires des bactéries. lls
perturbent la structure de ces membranes, ce qui entraine une fuite de composants
essentiels, comme les ions et les protéines, a l'extérieur de la cellule bactérienne. Cette
altération de la membrane cellulaire peut causer une perte de l'intégrité cellulaire et,

finalement, la mort de la bactérie.

En combinant ces deux mécanismes, les polyphénols exercent une action
antibactérienne efficace. Ils sont capables de cibler plusieurs aspects vitaux de la bactérie, ce
qui réduit sa capacité a survivre et a se propager. Cette découverte renforce l'intérét des
polyphénols dans le développement de nouvelles stratégies de lutte contre les infections

bactériennes [39].
111.8. Conclusions

Les composes phénoliques représentent un groupe de composés naturels aux
propriétés remarquables. Leur extraction, caractérisation et activité biologique ont suscité un
vif intérét dans le domaine de la recherche scientifique. Ces composés sont extraits a partir
d'une variété de sources, notamment des plantes, des fruits, des légumes, et méme des déchets
industriels. Leur caractérisation implique des techniques analytiques avancées permettant de

déterminer leur structure et leur concentration.

L'activité biologique des composes phénoliques est diverse et impacte positivement la
santé humaine. Leurs propriétés antioxydantes en font des agents de choix pour la protection
contre le stress oxydatif et le vieillissement cellulaire. De plus, leur action antibactérienne
contribue a la lutte contre les infections bactériennes, et leur potentiel anticancéreux est lI'objet
de nombreuses recherches. Les composés phénoliques continuent d'étre étudiés et exploités
pour leurs bienfaits potentiels pour la santé. Leur r6le dans la prévention des maladies, la
cosmétique, l'alimentation et d'autres domaines est prometteur, et la recherche se poursuit

pour mieux comprendre leurs mécanismes d'action et leur potentiel thérapeutique.
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1.1. Introduction

Notre recherche s'est déroulée au sein de deux institutions de renom, le laboratoire de
recherche de bioconversion génie microbiologique et sécurité sanitaire (LBGMSS) de
I'Université de Mascara Mustapha Stambouli en Algérie, ainsi que le laboratoire de chimie
organique de la faculté des sciences et de la technologie de I'Université Castilla-la Mancha
(UCLM) en Espagne. Notre étude s'est principalement concentrée sur l'optimisation des
conditions ultrasoniques pour I'extraction des composés phénoliques issus des graines de
nigelle, plus précisément Nigella sativa. L. Ce travail impliquait également une analyse
approfondie des caractéristiques physico-chimiques des extraits obtenus, ainsi que I'évaluation
de leur activité biologique. Au cours de cette recherche, nous avons exploré de nombreuses
facettes de ces précieux composes phénoliques, mettant en lumiere leur potentiel et leur

pertinence dans divers domaines.

1.2. Matériel utilisé

1.2.1. Matériel végétal

Les specimens végétaux employés dans cette recherche sont issus des graines de la
nigelle (Nigella sativa. L). Ces graines ont été collectées en mars 2022 dans la forét
"Chouachi,"” située dans la commune de Sidi Ali, & environ 60 kilometres du chef-lieu de la
wilaya de Mostaganem (figures 1.01 et 1.02). L’identification de ces graines a été réalisée par

un botaniste de I’'université de Mascara Mustapha Stambouli.
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Figure 1. 01 : Carte géographique montrant la zone de collecte [1]
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Figure 1. 02 : la forét « Chouachi » et les graines de Nigella sativa [2]

1.2.2. Broyage du matériel vegétal

Les graines ont été réduites en poudre fine a l'aide d'un broyeur Pulverisette 14
(FRITSCH, Idar-Oberstein, Allemagne) (Annexe 1) et par la suite, la poudre obtenue a été
dégraissée a temperature ambiante a l'aide d’hexane. Cette poudre a ensuite €té soigneusement
conservée dans un récipient en verre ambre, correctement séchée, et hermétiqguement scelléee
pour la protéger de I'exposition a la lumiere du soleil. Elle a été stockeée dans des conditions

de réfrigération a 4 °C en vue d'utilisations ultérieures (figure 1.03).

Figure 1. 03 : Les graines de Nigella Sativa.L broyées par le Pulverisette 14 (FRITSCH, Idar-
Oberstein, Allemagne)

1.2.3. Produits chimiques et réactifs

Tous les produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude étaient de qualité

analytique. Les produits chimiques, y compris le radical 2,20-diphényl-1-picrylhydrazyle
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(DPPH¥), I'éthanol absolu (99,9 %, v/v) et le carbonate de sodium (Na2COs), ont été achetés
auprés de Merck (Darmstadt, Allemagne). L'eau, I'éthanol et I'acétonitrile de qualité LCMS
ont été fournis par Sigma - Aldrich (Steinheim, Allemagne), tandis que l'acide
trifluoroacétique (TFA) a été obtenu chez Merck (Darmstadt, Allemagne). Les composés
catéchine, myricétine et quercitrine ont été fournis par HWI ANALYTIK GMBH, tandis que
quercétine, épicatéchine, acide sinapique, acide caféique et acide gallique ont été achetés chez
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La rutine a été acquise aupres de PhytoLab GmbH &
Co (Vestenbergsgreuth, Allemagne).

1.3. Méthodologie

Ce travail d’optimisation est basé sur le plan expérimental suivant comme il est indiqué dans

la figure 1. 04.

Identification des problémes
Détermination des variables dépendentes
( composés phénolique totaux - DPPH )

N/

Détermination des variables indépendentes
( température- temps- concentration du solvant)

/

La décision des niveaux des facteurs
(25,50 et 75 °C; 15,30 et 45 min; 30,60 et 90% )

Séléction du design approprié
(Design Box;Behnken BBD)

Effectuer des expériences dans le laboratoire
Evaluation des modéles mathématiques
(test ANOVA pour Vérifier I'aptitude des modéles)

AV

Optimisation des modéles

V4

Validation des modéles

Figure I. 04 : Diagramme général de la procédure expérimentale
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1.3.1. Méthode d’optimisation

1.3.1.1. Plan d'expériences

Le plan d'expériences (connu sous le nom de design of experiments ou DOE en anglais)
est une approche méthodique et préétablie visant a établir des liens entre divers paramétres

qui influent sur une variable donnée [3].

Cette méthodologie implique la manipulation simultanée de plusieurs paramétres a
différents niveaux au sein d'une méme expérience. Elle est couramment utilisée pour analyser
des situations complexes ou de multiples facteurs exercent une influence. Plut6t que de tester
chaque facteur de maniére isolée, un plan d'expériences modifie plusieurs paramétres
simultanément, réduisant ainsi le nombre d'essais nécessaires tout en permettant l'exploration

des interactions entre ces facteurs [4].

Cette approche fait appel a des matrices de tests, qui peuvent prendre la forme de
tableaux factoriels complets (testant toutes les combinaisons possibles) ou de tableaux
fractionnaires (explorant une sélection spécifique de configurations factorielles pour

minimiser le nombre de tests requis) [5].

1.3.1.2. La méthodologie de surface de réponse (RSM)

La méthodologie de surface de réponse (RSM) est une approche expérimentale qui
impligue la manipulation de multiples facteurs a divers niveaux au sein d'une méme
expérience. Elle est fréequemment employée pour étudier des problemes complexes

caractériseés par l'interaction de plusieurs facteurs d'influence [6].

Cette méthodologie repose sur l'utilisation de tableaux de tests spécialement congus
pour évaluer les interactions et les réponses quadratiques entre ces facteurs. En somme, le
RSM est une configuration de plan d'expériences permettant une analyse approfondie des
relations complexes entre des variables en manipulant simultanément divers paramétres

expérimentaux [7].

1.3.1.3. Design Box-Behnken (BBD)

Le design Box-Behnken (BBD) est une configuration de tests expérimentaux

spéecialement concue pour la méthodologie de surface de réponse (RSM - Response Surface
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Methodology) [8]. Il permet d'explorer les relations entre plusieurs facteurs (variables
indépendantes) et une réponse (variable dépendante) en utilisant un nombre minimal

d'expériences [9].

Le BBD est caractérisé par la répartition des niveaux des facteurs le long des arétes
d'un cube, avec des points centraux pour évaluer l'effet des interactions. Cette méthodologie
vise & modeliser et optimiser les processus complexes en identifiant la meilleure combinaison
de facteurs pour maximiser ou minimiser une réponse donnée. En somme, le BBD est un outil
essentiel en statistique et en recherche expérimentale pour I'exploration et lI'optimisation des

réponses dans un espace multivarié (figure 1. 05) [10].

<<
= 7 =

Facto

Factor A o.-1.-1

Figure 1. 05 : Image graphique du Design Box-Behnken [11]

1.3.1.4. Modéle mathématique postulé

Le modele mathématique utilisé dans le cadre du plan de Box-Behnken pour trois
facteurs est un modéle du second degré qui établit une relation entre la réponse et les facteurs

de la maniére suivante (Equation I. 01) [12] :

3 3 3
Y=p+> X, +> a X+ e, XX, Equation L. 01
i=1 i=]

i#j=1

Ou:

Y : représente la réponse ou la grandeur d'intérét, qui est mesurée avec une précision définie

au cours de I'expérimentation.
Xi, X]j : représentent respectivement les niveaux des variables indépendantes.

ai, aii, aij : sont les coefficients du modéle mathématique adopté a priori. lls ne sont pas

connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.
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|.4. Optimisation des parameétres d’extraction des composés phénoliques

Plusieurs facteurs exercent une influence sur le processus d'extraction des composés
phénoliques, parmi lesquels on peut citer la méthode d'extraction, le choix du solvant, la durée
de I'extraction, la température d'extraction, le rapport entre le solvant et le solide, et d'autres
encore [13].

Dans le cadre de notre étude, nous avons établi des parametres spécifiques pour
l'optimisation de I'extraction des composes phénoliques, comme il est indiqué dans le Tableau
I. 01. En utilisant le design de Box-Behnken que nous avons selectionné, un total de 16 essais
ont été conduits, dont trois essais réalisés au point central (0, 0, 0), qui servent a évaluer

I'erreur expérimentale, comme il est présenté dans le Tableau I. 02.

Tableau 1. 01 : Niveaux de conception expérimentale pour divers parametres.

Symboles Variable indépendante Niveaux
0
X1 Concentration d’éthanol (%) 30 60 90
X2 Température d’extraction (°c) 25 50 75
X3 Temps d’extraction (min) 15 30 45
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Tableau 1. 02 : La matrice du design Box — Behnken (BBD).

1 60
2 30
3 60
4 60
5 30
6 90
7 30
8 60
9 60
10 60
11 60
12 60
13 90
14 90
15 30
16 90

25
25
75
50
50
25
50
50
75
50
50
25
75
50
75
50

45
30
15
30
45
30
15
30
45
30
30
15
30
45
30
15

Cette étape consiste a déterminer les meilleures conditions d’extraction des composés

phénoliques contenus dans les graines de Nigella sativa par l'utilisation de deux méthodes

d'extraction qui sont I’extraction conventionnelle et non-conventionnelle (Ultrasons).

1.4.1. Extraction « non-conventionnelle » assistée par ultrason (EAU)

Les ultrasons, qui se situent dans la plage de fréquence de 20 a 100 kHz lorsqu'ils sont

utilisés pour extraire des composés bioactifs, sont des ondes mécaniques vibratoires [15]. lls

exercent des effets mécaniques qui favorisent la pénétration accrue du solvant a l'intérieur des

matériaux cellulaires. De plus, ils améliorent le transfert de masse [16].

L'utilisation des ultrasons dans le processus d'extraction peut également perturber les

parois cellulaires, facilitant ainsi la libération de leur contenu. En conséquence, on considére



Chapitre | Matériels et méthodes

que l'efficacité de la rupture cellulaire et du transfert de masse constitue deux des principaux

facteurs contribuant a I'efficacité globale de I'extraction lorsque les ultrasons sont utilisés [17].
1.4.1.1. Mode opératoire

Pour extraire les composés phénoliques des graines de Nigella Sativa.L, un total de 5 g
d'échantillon a été mélangé avec 200 ml de solution (éthanol/eau) a différentes concentrations
(30, 60 et 90 %, v/v). Les extractions ont été effectuées en utilisant un bain a ultrasons
(modéle UP200S, Hielscher, Berlin, Allemagne) (Annexe 1) partiellement rempli d'eau

distillée (environ 3,0 dm®) comme il est illustré dans la figure 1. 06.

Les procédures dextraction ont été menées a trois températures ultrasonores
différentes (25, 50 et 75 °C) pendant des durées de 15, 30 et 45 minutes, avec une puissance
continue de 110 W et une fréquence de 40 kHz. Ensuite, les extraits ont été filtrés a

température ambiante en utilisant du papier filtre Whatman n° 01.

La solution filtrée a été récupérée et évaporée a l'aide d'un évaporateur rotatif pendant
30 minutes a 40 °C. Les échantillons restants ont été soumis a un processus de lyophilisation a
une température de -80°C pendant 24 heures (Annexe I), puis conservés a 4°C en vue

d'expériences ultérieures comme il est indiqué dans les figures 1.06 et 1.07.

Figure 1. 06 : Montage utilise pour ’extraction des polyphénols par les ultrasons

1.4.1.2. Principe de fonctionnement

Pendant le processus de sonication, les ondes sonores induisent des vibrations
mécaniques dans le solide, le liquide ou le gaz, créant des cycles de compression et de

raréfaction dans le milieu de propagation de I'onde ultrasonore.



Chapitre | Matériels et méthodes

Ces cycles répétitifs donnent naissance a des bulles de cavitation qui se dilatent

pendant les phases de raréfaction et se contractent lors des phases de compression [18].

La répétition de ces cycles aboutit a I'implosion des bulles de cavitation, libérant ainsi
une quantité significative d'énergie. Les mécanismes d'extraction par ultrasons mettent en jeu

deux phénomenes physiques clés :

» Certaines molécules peuvent franchir la paroi cellulaire par simple diffusion.
> La destruction des parois cellulaires permet le lessivage du contenu des cellules, facilitant

ainsi la récupération de I'ensemble des composés phénoliques [19,20].

1.4.1.3. Effet de la concentration du solvant sur I'extraction des composés phénoliques

En explorant différents mélanges d'éthanol et d'eau (30%, 60%, et 90%) avec le
solvant optimal, nous avons évalué l'effet du pourcentage de solvant sur [lactivité

antioxydante et la teneur totale en composes phénoliques.

La concentration optimale du solvant a été déterminée en sélectionnant celle qui
présentait la plus haute activité antioxydante et la plus grande quantité de composes

phénoliques totaux [21].

1.4.1.4. Effet du temps d’extraction sur I'extraction des composés phénoliques

La durée de I'extraction a été modifiée, couvrant des périodes de 15, 30 et 45 minutes.

Les etapes d'extraction ont été réalisées conformément a la méthode précédemment décrite.

Le temps optimal d'extraction a été sélectionné en se basant sur la plus haute valeur

d'activité antioxydante et la quantité maximale de composés phénoliques totaux [22].

1.4.1.5. Effet de la température d'extraction sur I'extraction des composés phénolique

L'extraction a été réalisée a différentes températures, a savoir 25, 50 et 75°C. La
température optimale d'extraction a été déterminée en se basant sur la plus grande valeur

d'activité antioxydante et la plus grande quantité de composés phénoligues totaux [23].
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Broyage des graines
de N. sativa

Agitation 10 min

Extraction par
ultrasons (UAE)

Lyophilisation

Extraits de
Nigella Sativa

Figure 1.07 : Schéma représentant les étapes de préparation des extraits de N. sativa
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1.4.2. Extraction « conventionnelle » par décoction

La méthode d'extraction conventionnelle a été suivie selon le protocole suivant : 5 g de
I'échantillon ont été introduits dans une fiole conique et mélangés avec 200 mL d'une solution
d'éthanol a 50 % (v/v). Ensuite, le mélange a été agité pendant 2 heures a une température de

50 °C (Figure 1.08), suivi d'une filtration a travers un papier filtre de type Whatman n°1.

La solution filtrée a été recueillie, puis soumise a un processus d'évaporation en
utilisant un évaporateur rotatif. Enfin, le résidu a été lyophilisé a une température de -80 °C,
et conserve a 4 °C en vue d'analyses ultérieures [14].

Figure 1.08 : Extraction conventionnelle par « décoction »

1.5. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse obtenue par extraction
et la masse totale du matériel végétal traité. Il est calculé a ’aide de la formule suivante
(Equation 1.02) [20] :

Rendement d’extraction (%) = % * 100 Equation 1.02
Ou:
ME : Masse d’extrait (g).

MS : Masse de la matiére végétale seche (g).
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1.6. Détermination de la concentration en composés phénoliques totaux
(TPC)

1.6.1. Principe

La quantité totale de polyphénols a été mesurée en utilisant la méthode
spectrophotométrique de Singleton et Ross, qui repose sur la réaction colorimétrique avec le
réactif de Folin-Ciocalteu. Cette méthode permet de déterminer la concentration globale des
groupes hydroxyles présents dans I'extrait [24]. La solution absorbe & une longueur d'onde de
756 nm. Par conséquent, pour mesurer les polyphénols totaux, I'absorbance de la solution en

cours d'analyse est comparée a celle d'un étalon, qui est I'acide gallique [25].
1.6.2. Mode opératoire

Les composés phénoliques totaux ont été quantifiés en utilisant la méthode du test de
Folin-Ciocalteu. Pour chaque échantillon, 1 ml de I'échantillon, contenant une solution
standard d'acide gallique a une concentration de 1,0 mg/ml, a été mélangé avec 0,5 ml du
réactif Folin-Ciocalteu, puis laissé a température ambiante pendant 3 minutes.

Ensuite, une solution de Na,CO3 a une concentration de 7,5 % (p/v) a été préparée,
chauffée pendant 1 minute a 95 °C, et refroidie a température ambiante. Par la suite, 1,0 ml de

cette solution de Na,COs a 7,5 % a été ajouté a chaque échantillon (Figure 1. 09).

Aprés une incubation d'une heure a température ambiante dans un endroit sombre,
I'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a une longueur d'onde de 760 nm a l'aide
d'un spectrométre UV-Vis (V-750 spectrophotomeétre, Jasco, Tsukuba, Japon) (Annexe I).
L'acide galliqgue (exprimé en mg) a été utilisé comme étalon pour établir la courbe
d'étalonnage (Figure I. 10). La teneur en composés phénoliques totaux (TPC) des extraits a été
exprimée en mg d'équivalents d'acide gallique (GAE) par gramme d'échantillon en poids sec
(mg EAG/g) [26].

Figure 1.09 : Dosage des polyphénols totaux des graines de N. sativa
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Figure 1.10 : Solution du standard d’acide gallique a différentes concentrations

1.6.3. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Cette courbe est établie en utilisant ’acide gallique comme référence et les résultats

sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/ g

MS). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,992 comme

il est représenté dans la figure I. 11.
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Figure I. 11 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
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|.7. Evaluation de P’activité antioxydante par le test DPPHe (2,2-diphenyle-
1-picrylhydrazyle)

Dans le cadre de cette étude, I'évaluation de I'activité antioxydante a été réalisée en
utilisant la méthode chimique du piégeage du radical libre DPPH. Il existe différentes

méthodes pour évaluer cette activité, et nous avons opté pour celle-ci.
1.7.1. Principe

Nous avons évalué l'activité anti-radicalaire en utilisant le radical libre DPPH*, qui a
été l'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation entre la structure et

I'activité antioxydante [27].

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable qui posséde un
électron non apparié sur un atome de l'azote. Cette particularité empéche sa polymeérisation, le
maintenant sous forme de monomere relativement stable a température ambiante. Cette
caractéristique se traduit par une couleur violette foncée bien reconnaissable dans la solution
de DPPH*. En présence d'antioxydants, le DPPH* subit une réduction, ce qui fait disparaitre
cette couleur violette au profit d'une teinte jaune pale propre au groupe pécryl (figure 1.12)
[28].

L'intensité de cette couleur jaune est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a libérer des protons. La réaction de délocalisation est
suivie en mesurant I'absorbance a une longueur d'onde de 517 nm a l'aide de la

spectrophotométrie [29].

O.N N—N + A-H = O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure I. 12 : Mécanisme d’action du DPPH* [29]
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1.7.2. Mode opératoire

L'activité de piégeage des radicaux DPPH a été évaluée de la maniére suivante : En
résume, 2 mL d'une solution méthanolique de 0,25 mmol/L de DPPH* ont été mélangés avec
1 mL d'extrait de graines de cumin noir, agités vigoureusement, puis laissés a température

ambiante (25 °C) dans un endroit obscur pendant 30 minutes (Figure I. 13).

Un échantillon témoin a été préparé sans l'ajout d'extraits, et les mélanges
d'échantillons ainsi que le témoin ont été analysés pour déterminer leur absorbance a 517 nm

a l'aide d'un spectrophotometre V-750 (Jasco, Tsukuba, Japon) [30].

Pour calculer le pourcentage de DPPH* que les extraits de graines de cumin noir ont

neutralisé, nous avons utilisé I'équation 1.03.

e A 1-Aextrai .
% Inhibition = 25222 « 109 Equation 1.03

Acontrol

Avec :
A control : €St I'absorbance de la solution méthanolique DPPH*.

A Extrait : €St I'absorbance des extraits mesurés [31].

oy
A et
g e

- =

) - ol
. . - . . v’ %
.‘..' v g . .’ “r -
. - ¢
v

Figure 1.13 : Différentes concentrations d’extrait de N. sativa pour le test du DPPH*



Chapitre | Matériels et méthodes

1.8. Méthodes d’analyse physico-chimiques

1.8.1. Analyse par chromatographie

La chromatographie est une technique de séparation physique des éléments d'un
melange, exploitant les distinctions dans les préférences des substances a analyser envers
deux phases distinctes : une phase fixe, également appelée phase stationnaire, et une phase
mobile [32].

1.8.2. Principe

La chromatographie sépare les molécules d'un mélange en fonction de leurs vitesses
de déplacement. Les molécules se fixent a la phase stationnaire et sont ensuite libérées par un
solvant, créant une répartition des composants avec des vitesses de transfert variables. Les
constituants sont récupérés individuellement en fractions. Notre eétude utilise Ila
chromatographie liquide haute performance (HPLC) [33].

1.8.3. La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) utilise deux phases, mobile
et stationnaire, sous haute pression pour séparer les solutés. La séparation dépend de facteurs
tels que l'affinité des solutés pour I'éluant, leur polarité et leur charge électrique. Apres la
séparation, les solutés sont detectés et quantifiés via un détecteur connecté a la colonne
chromatographique. En résumé, le melange a séparer est injecté dans la colonne, transporté
par la phase mobile, et les composants sont identifiés en fonction de leurs taux d'adsorption et
de désorption. Le résultat est un chromatogramme représentant chaque composant en fonction
de son temps de rétention [34].

1.8.4. Appareillage

L'HPLC (chromatographie liquide a haute performance) est composée des éléments

suivants [33] :

> La colonne : Habituellement, cette composante est un tube en acier d'une longueur de 5 a
15 c¢cm et d'un diamétre de 5 mm, contenant une phase stationnaire. Plusieurs types de
phases stationnaires sont disponibles, dont :

e Lessilices non greffées.
e Les silices greffées avec des groupes polaires, nécessitant un éluant apolaire, ce

qui correspond a la chromatographie en phase normale.
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e Les silices greffées avec des groupes apolaires (chaines carbonées linéaires de
différentes longueurs), nécessitant un éluant polaire, créant ainsi la
chromatographie en phase inverse.

> Injecteur : 1l comprend une vanne haute pression, appelée vanne Rhéodyne, et une boucle
d'échantillonnage d'une capacité de 10 a 50 pl. Une fois remplie, cette boucle permet
d'injecter I'échantillon & I'entrée de la colonne sans perte de pression.
» Lapompe : Elle a pour r6le d'introduire la phase mobile dans I'appareil & un débit constant
et a haute pression.
> Détecteur : Plusieurs types de détecteurs sont disponibles, notamment :
e Les détecteurs a absorption dans I'UV-Visible.
o Les réfractométres différentiels.

e Les détecteurs électrochimiques.
1.8.5. Détermination du profil phénolique

La méthode analytique actuelle a été validée en fonction de la linéarité, de la limite de
détection, de la limite de quantification et de la précision en termes de reproductibilité

(validation intrajournaliére) et (validation interjournaliere).

Pour le dosage intrajournalier, six analyses HPLC successives des solutions standard
ont été realisées le méme jour, tandis que dans le cas de la validation interjournaliére,

I'analyse a été realisée sur cing jours consécutifs.

Au moins cing concentrations différentes ont été préparées pour chaque analyte. Les
limites de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ), utilisées pour évaluer la
sensibilité de la méthode, ont été calculées en fonction de I'écart type de la réponse et de la

pente d'étalonnage correspondant [35]. Les limites de détection ont été exprimées comme suit

(1) LD = 3,3 /Pente

(2) LQ =10 /Pente
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1.8.6. Mode opératoire de ’analyse HPLC-UV

Pour I'analyse chromatographique, 8 mg des échantillons lyophilisés ont été dissous
dans 1 ml d'éthanol. Les solutions finales ont €té filtrées a travers des filtres seringues en
PTFE de 0,45 m de taille de pores (filtres a seringues LLG SPHEROS, Mechenheim,
Allemagne) et analysées via le systeme HPLC-UV [36].

L'existence polyphénoliques de neuf composés a été réalisée a l'aide d'un systéme
HPLC de Shimadzu (Kyoto, Japon), équipé d'une pompe (LC-10AD), d'un détecteur PDA
(SPD-M20A), d'un passeur d'échantillons (SIL-20AHT) et d'un compartiment colonne du
thermostat (CTO-10ASVP). Le détecteur PDA a été réglé a 280 nm pour la détermination de
tous les analytes. Pour la séparation chromatographique, une colonne Venusil XBP C18 (150

4,6 mm, 5 m) et une pré-colonne composée du méme matériau ont été utilisées.

La phase mobile A était constituée d'eau Milli Q tandis que la phase mobile B était de
I'ACN avec 0,02 % de TFA. La methode fonctionnait avec un débit de 1,0 mL/min, alors que
les injections étaient de 20 L. Les conditions initiales de I'élution en gradient étaient de 80 %
A pendant les cing premiéres minutes, suivies d'une diminution progressive a 60 % A jusqu'a
8 min, apres, il y a eu une nouvelle diminution a 50 % A jusqu'a 12 min, et enfin une

augmentation a 60 % jusqu'a 17 min.

Le rapport des phases mobiles a été réinitialisé a la composition d'origine a 21 min, ou

il est resté constant jusqu'a 25 min.
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1.9. Evaluation de D’activité antibactérienne de D’extrait éthanolique de

Nigella sativa

1.9.1. Généralités

Les microbes, ou micro-organismes, constituent une catégorie d'organismes de taille
microscopique. Leur observation nécessite I'utilisation d'un microscope en raison de leur taille
extrémement réduite.

Ces entités jouent un réle crucial dans divers aspects de la vie, tels que le cycle
géochimique, la fertilité des sols, la production alimentaire, la fabrication de composants
pharmaceutiques et industriels, tout en étant impliqués dans des maladies potentielles chez les
plantes, les animaux et les contaminations alimentaires [37].

En ce qui concerne le traitement des infections bactériennes, il repose principalement
sur l'utilisation d'antibiotiques. La prescription excessive, parfois inappropriée, de ces
médicaments peut entrainer la selection de souches multirésistantes.

C'est pourquoi il est impératif d'orienter les recherches vers la découverte de
nouvelles approches, qui offrent une source d'inspiration pour le développement de nouveaux

médicaments a base de plantes [38].

1.9.2. Culture des bactéries :

Pour cultiver des bactéries, on utilise freqguemment des milieux complexes contenant
des extraits ou des hydrolysats enzymatiques de viandes, se présentant soit sous forme liquide
(bouillons) ou solide [39]. L'agar, un extrait d'algues, est ajouté pour solidifier les milieux,
fondant a haute température et se solidifiant en dessous de 40°C [40].

Dans les milieux liquides, les bactéries se dispersent librement, donnant une turbidité
homogéne. En milieu solide, a faible densité bactérienne, chaque bactérie peut se reproduire
pour former des amas visibles a I'ceil nu, appelés colonies. Une densité ¢levée peut conduire a
la formation d'une nappe continue. Les milieux solides facilitent le comptage des bactéries

viables dans un échantillon. [41].
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1.9.3. Les souches testées
Les souches testées dans cette étude sont représentées dans le tableau I. 03

Tableau 1.03 : Généralités sur les souches utilisées

Gram - - Le tube digestif - Septicémie méningite du

Escherichia coli nourrisson, de plaies opératoires
et gastroentérites.
- Douleurs abdominales et des

diarrhées sanglantes.

Staphylococcus  Gram + - Les fosses - Infection hospitaliére.
aureus nasales - Responsable des abces, des
- La gorge plaies, des septicémies, de

- Le tube digestif = pneumonie et de I’intoxication

alimentaire.

1.9.4. Notion du bactériostatique et du bactéricide

Lorsque l'antibiotique limite seulement la croissance des bactéries, on évoque l'effet
bactériostatique. En revanche, si l'antibiotique conduit a la mort des bactéries, on parle alors
de l'effet bactéricide [42].

1.9.4.1. L’effet bactériostatique
C'est une réaction bactérienne au cours de laquelle il n'y a pas de destruction directe
des bactéries, mais plutdt une entrave a leur croissance. Cette croissance reprend dés que la

substance disparait [43].

1.9.4.2. L’effet bactéricide
Cest un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux
concentrations d‘antibiotique utilisées in vivo ou in vitro, s‘il persiste moins de 0.01% de

survivants apres 18 h de culture [43].
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1.9.5. Activité antimicrobienne des extraits

Les extraits de plantes démontrent une notable activité antimicrobienne,
principalement attribuée a la présence de polyphénols. Il est supposé que la nature et le
nombre de groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont liés a leur toxicité relative
envers les micro-organismes [44].

Le mécanisme sous-jacent des effets antimicrobiens des polyphénols est
vraisemblablement d'une grande complexité. Plusieurs hypotheses ont été avancées,
notamment, l'inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique résultant de l'insertion
des polyphénols au sein des phospholipides membranaires, ainsi la perturbation de la synthese
de l'acide nucléique et aussi la capture des substrats essentiels a la croissance microbienne
[45].

1.9.6. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode d’aromatogramme
L'aromatogramme est une méthode qui vise a évaluer l'activité antibactérienne des
huiles essentielles et des extraits de plantes. Il est semblable a lI'antibiogramme, une méthode
utilisée pour tester la sensibilité des bactéries aux antibiotiques.
Dans un aromatogramme, un disque ou un support est impregné d'une huile essentielle
ou d'un extrait de plante, puis placé sur une gélose contenant des bactéries. On mesure ensuite
la zone d'inhibition de la croissance bactérienne autour du disque, ce qui permet d'évaluer

I'efficacité de I'huile essentielle ou de I'extrait contre les bactéries testées [46].

1.9.6.1. Principe

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion d'un composé ayant des propriétés
antibactériennes au sein d'un milieu solide contenu dans une bofte de Pétri. Aprés un temps de
contact défini entre le produit et le micro-organisme cible, l'activité antibactérienne est
évaluée en mesurant la taille de la zone d'inhibition, qui est directement liée au diamétre de

cette zone [46].

1.9.6.2. Mode opératoire
Pour évaluer I’activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique (R4) obtenu dans les
conditions optimales des gaines de Nigella Sativa, nous avons utilisé la méthode

d’aromatogramme, c¢’est une méthode de diffusion (disques et puits) sur milieu gélosé.
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1.9.6.3. Préparation de I’inoculum

A partir d'une culture bactérienne récente de 18 heures, on crée des suspensions
troubles en prélevant 3 & 4 colonies bien isolées et identiques, que l'on transféere dans un
bouillon nutritif (Figure 1. 14), suivi d'une agitation au vortex.

Ensuite, on effectue une premiére mesure de la concentration de la suspension en
utilisant un spectrophotometre pour évaluer la transmittance.

Cette derniére devrait idéalement se situer entre 22% et 32% pour les bactéries, a une
longueur d'onde de 620 nm. Ces valeurs, lorsqu'elles se trouvent dans les plages mentionnées
ci-dessus, correspondent a une concentration optimale allant de 0,08 a 0,1 a 620 nm, soit
environ 108 UFC/ml.

Si l'une des valeurs obtenues lors de la premiére lecture ne se situe pas dans cette
plage, on l'ajuste en ajoutant soit du bouillon nutritif s'il s'agit d'une valeur inférieure a la
limite minimale, soit des colonies s'il s'agit d'une valeur dépassant la limite maximale.

On répéte la mesure de la transmittance a chaque ajustement de la suspension jusqu'a
ce qu'elle atteigne les valeurs souhaitées. Il est essentiel d'utiliser I'inoculum dans les 15
minutes suivant sa préparation [47].

Figure 1 .14 : Préparation de I’inoculum bactérien pour I’aromatogramme

1.9.6.4. Ensemencement

Aprés avoir inséré un écouvillon stérile dans l'inoculum ajusté au niveau de l'opacité
standard du témoin, éliminez I'excés de bouillon en exercant une légere pression sur les parois
du tube.
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Procédez a I'ensemencement de la gélose, puis passez I'écouvillon deux fois sur toute
la surface, en faisant pivoter la boite deux fois de 90 degrés pour garantir une répartition
uniforme de l'inoculum. Attendez que les boites sechent pendant 10 minutes avant de placer
les disques (Figure 1.15) [47].

Figure 1.15 : Boites de pétrie ensemencées

1.9.6.5. Dépot des disques

En utilisant une pince stérile, les disques portant diverses concentrations d'extrait ont
été placés délicatement a la surface des boites de Petri déja ensemencées avec les souches a
tester. Les disques ont été positionnés en exercant une légére pression pour assurer une bonne
adhérence a la gélose comme il est indiquée dans la figure I. 16 [47].

Il est important de veiller a ce que les disques soient positionnés a une distance
minimale de 15 mm du bord de la boite, de maniére a éviter tout chevauchement des zones
d'inhibition [48].
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Figure 1.16 : Principe de la méthode de diffusion par disque

1.9.6.6. Les différentes concentrations d’extrait utilisées

v
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Figure 1.17: Différentes concentrations d’extrait €éthanolique de Nigella Sativa

La gélose de Mueller Hinton stérile est coulée dans des boites de pétri a raison de 15

ml par boite, puis laissées refroidir. L’inoculum bactérien, ajusté a 0.5 Mc Farland qui

correspond a une concentration de 108 UFC/ml, puis on fait une dilution de 10° UFC/ml. La
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charge microbienne est frottee sur la totalité de la surface du Mueller Hinton de haut en bas en
stries serrees.

A T’aide d’une pince stérile, les disques imprégnés avec les différentes concentrations
de I’extrait éthanolique de Nigella Sativa, ont été déposés a la surface des boites de pétri

ensemencées par les souches a tester.

1.9.6.7. Incubation et lecture

Les boites sont ensuite scellées et laissées a température ambiante pendant une période
de 30 minutes, aprés elles sont transférées dans une étuve réglée a une température de 37°C,
ou elles restent incubées pendant 24 heures.

Pour évaluer les résultats, la lecture se fait en mesurant le diamétre de la zone
d'inhibition autour de chaque disque en millimétres (Tableau 1.04). Les données sont
exprimées en fonction de ces mesures, et des symboles sont utilisés pour indiquer la

sensibilité des souches [49].

Tableau 1.04 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition.

Sensibilité Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-) Diamétre < 8mm

Sensible (+) Diamétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diametre > 20 mm

1.9.7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
1.9.7.1. Principe

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la concentration la
plus faible d'un agent antimicrobien capable d'arréter de maniére visible la croissance d'un
micro-organisme apres une période de 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour les
levures.

Son objectif est d'évaluer le degré de sensibilité des pathogénes a I'égard des agents

antimicrobiens, notamment les huiles essentielles et les extraits en cours de test. Pour
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déterminer cette CMI, la méthode des dilutions est employée sur des milieux spécifiques, a
savoir le MH pour les bactéries et le SAB pour les levures [50].

1.9.7.2. Mode opératoire
1.9.7.3. Préparation des précultures

Les souches a évaluer ont été suspendues dans du bouillon nutritif puis placées en
incubation a 37°C pour vérifier leur vitalité. Aprés une période de 24 heures, de petites
gouttes de la suspension ont été déposées sur la gélose nutritive et ont été incubées a 37°C
pendant 18 a 24 heures supplémentaires [50].

1.9.7.4. Préparation de I’inoculum

Apres l'incubation, les colonies clairement distinctes sont transférées dans un bouillon
nutritif jusqu'a atteindre une densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a une longueur d'onde
de 600 nm, ce qui équivaut approximativement a 108 unités formant des colonies (UFC) par
millilitre. Cette opération permet d'obtenir deux concentrations bactériennes distinctes [47].

Figure 1.18 : Préparation de I’inoculum bactérien pour la CMI

1.9.7.5. Préparations de I’extrait a tester
Une solution-mére de concentration de 300 mg/mL & partir de I’extrait éthanolique
brut, a été préparé dans un solvant DMSO pure et stérile, pour en faciliter la solubilisation,

puis stérilisés a 1’autoclave durant 15 mn a 121°C (figure I. 19).
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Figure 1.19 : Extrait éthanolique de Nigella Sativa

1.9.7.6. Détermination de la CMI par la méthode de microdilution

Le test de microdilution dans des microplaques a 96 puits, a été utilisé pour déterminer
les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI), afin de déduire le pouvoir antibactérien de
I’extrait des graines de Nigella Sativa.L Cinquante microlitres de milieu Mueller Hinton Broth
(MHB) ont été déposés dans tous les puits de la microplaque. 50 pL de la solution mere
d’extrait, a été déposés dans le ler puits. Aprés mélange, 50ul du mélange ont été prélevés et
dilués dans le puits suivant et ainsi de suite de sorte a obtenir une gamme de concentration de
notre extrait allant de 150 mg/mL a 0,073 mg/mL. Ensuite 50 pL de la suspension bactérienne
ont été ajoutés dans chaque puits (Figure 1.20).

Les microplaques couvertes avec du papier para film et placées a I’étuve a 37 °C pour
étre incubées pendant 18 heures. La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche bactérienne
donnée est la plus petite des concentrations qui ne montre aucune croissance visible de la

bactérie a I’ceil nue [51].

Figure 1.20 : Evaluation du pouvoir antibactérien avec une microplaque a 96 puits
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1.10. Conclusion

Notre recherche a débuté par une méthodologie rigoureuse pour extraire les composes
phénoliques des graines de Nigella sativa. Les graines ont été broyées pour obtenir une
poudre fine, puis soumises a un processus d'extraction par ultrasons. Cette méthode
d'extraction a été optimisée en variant des parametres tels que la température, le temps
d'extraction, et la concentration du solvant utilisé. Les conditions optimales ont été
déterminées pour maximiser le rendement d'extraction de ces composés phénoliques précieux.

Une fois les extraits obtenus, des analyses physico-chimiques approfondies ont été
menées pour caractériser les composés phénoliques. Cela comprenait I'évaluation de la teneur
totale en polyphénols et la mesure de l'activité antioxydante a l'aide de différentes méthodes,
ainsi une analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été effectuée
pour identifier et quantifier les composés phénoliques spécifiques présents dans les extraits de
graines de Nigella sativa. Cela a permis d'obtenir une compréhension détaillée de la
composition chimique des extraits et de relier les composés phénoliques aux activités
biologiques observées.

Enfin, pour évaluer l'activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique des graines de N.
sativa, des tests ont éte réalisés contre un éventail de micro-organismes pathogeénes,
notamment des bactéries de gram+ et de gram-. Les essais de sensibilité ont permis de
déterminer l'inhibition de la croissance bactérienne et la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) pour les bactéries testées.

L'ensemble de ces étapes a contribué a une meilleure compréhension des propriétés
des composés phénoliques extraits des graines de Nigella sativa, a la fois en termes de leur
potentiel antioxydant et de leurs propriétés antimicrobiennes. Ces informations sont
essentielles pour explorer les applications potentielles de cet extrait dans des domaines variés,

tels que la médecine, la nutrition, ou encore la cosmétique.
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Chapitre |1 Résultats et discussions

I11.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous explorons la famille des polyphénols, qui a suscité un intérét
considérable dans la recherche scientifique en raison de ses molécules naturelles a activité
biologique élevée. Nous mettons en lumiere les resultats de notre étude portant sur
l'optimisation de I'extraction des composés phénoliques, ainsi que la composition chimique
des graines de Nigella Sativa. Pour ce faire, nous avons réalisé une analyse qualitative et
quantitative a l'aide de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC). En outre,

nous examinons également l'activité biologique de ces composés.
I1.2. Détermination du Rendement d’extraction

Les rendements d'extraction ont été déterminés en rapportant la quantité extraite par

rapport au poids total de la poudre végétale. Ces rendements sont illustrés dans la figure 11.01.

RENDEMENT D'EXTRACTION

R16 R1

R15  1842% 17,2%

R14 18%

R13 12,72%
14,02%

R12 R4
17,58 33,9%
R11 R5
33,1 14,8%

R6
22,7%
17,68%
R9 R8
20,4% 33,04%

Figure 11.01 : Le rendement d’extraction des différents extraits de Nigella sativa L

Les résultats obtenus pour les 16 extraits, montrent que le meilleur rendement est
observé pour I’extrait R4, R8, R10 et R11, suivi par le R3, R6 et R9. Le plus faible rendement
a été obtenu pour ’extrait R5, R13 et R14.
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11.2.1. Influence du solvant sur le rendement d’extraction

Dans les études antérieures, divers solvants ont €té utilisés pour extraire les composés
phénoliques, souvent en combinaison avec de l'eau a des proportions variées [1,2]. En régle
générale, les composés phénoliques présents dans les plantes sont de nature polaire et sont
donc habituellement extraits a l'aide de solvants polaires [3].

Les polyphénols sont connus pour leur grande diversité, ce qui les rend pratiquement
impossibles a extraire ou a fractionner de maniére uniforme a l'aide d'une seule méthode [4].
Le choix du solvant pour extraire les composés phénoliques des matieres végétales dépend de
la nature de ces composés. En général, les solvants organiques sont les plus couramment

utilisés pour l'extraction des divers constituants des plantes [5].

L'utilisation de combinaisons de solvants, tels que I'éthanol melangé avec de l'eau,
améliore I'efficacité de I'extraction des composés phénoliques [6,7]. Un taux déthanol de
60% a presenté une efficacité maximale, conduisant a des niveaux élevés du rendement
d’extraction. Les conditions optimales de I’effet de la concentration du solvant est présenté

dans le tableau 11.01.

Dans cette etude, I'éthanol est un solvant de polarité croissante couramment utilisé. 11
présente l'avantage d'étre plus facilement évaporé en cas d’une éventuelle concentration de
I'extrait sous vide [8]. Le choix du solvant, en I'occurrence I'éthanol, joue un réle crucial car
différents solvants ont des affinités différentes avec les composés phénoliques. L'éthanol est
un solvant de polarité intermédiaire, ce qui peut favoriser la solubilité d'une gamme de
composés phénoligues. Cependant, la solubilité varie d'un composé a l'autre, ce qui peut

influencer le rendement global de I'extraction [9].
11.2.2. Influence des ultrasons sur le rendement d’extraction

La différence du rendement lors de l'extraction par ultrasons avec de I'éthanol peut
s'expliquer par plusieurs facteurs complexes. Tout d'abord, l'utilisation des ultrasons génere
des ondes mécaniques a haute fréquence qui induisent des vibrations dans le solide ou le
liquide, ce qui favorise la pénétration du solvant dans les matériaux cellulaires de la plante.
Ces vibrations mécaniques peuvent perturber les parois cellulaires, facilitant la libération des
composés phénoliques qui étaient piégés a l'intérieur. En conséquence, le transfert de masse

est amélioré, ce qui peut entrainer un meilleur rendement d'extraction.
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11.2.3. Influence de la température sur le rendement d’extraction

La temperature d'extraction joue un role crucial. Une augmentation de la température
peut augmenter la solubilité des composés phénoliques, les rendant plus faciles a extraire.
Cependant, il est essentiel de trouver un équilibre, car des températures excessivement élevées

pourraient dégrader certains composés phénoliques sensibles a la chaleur.

A 50 °C, de nombreux solvants ont une capacité de dissolution optimale, ce qui
favorise la solubilité des composés cibles. Cela peut conduire a un meilleur transfert des
composés de la matrice d'origine vers le solvant. Ainsi pour une température modérée 50 °C
la viscosité du solvant peut étre suffisamment basse pour permettre une meilleure pénétration

dans la matiere végeétale, améliorant le rendement d'extraction [8].
11.2.4. Influence du temps sur le rendement de I’extraction

Le temps d'extraction est un autre paramétre important. Une durée d'extraction plus
longue permet aux ultrasons de travailler sur une plus grande période, offrant ainsi plus de
temps pour que les composés phénoliques se libérent des cellules végétales. Cela peut étre
particulierement bénéfique pour les composés qui sont plus fortement retenus dans les tissus

cellulaires.

Dans de nombreux cas, le processus d'extraction atteint un point de saturation au-dela
duquel l'augmentation du temps n'entraine pas une amélioration significative du rendement.
Un temps d'extraction de 30 minutes peut étre suffisant pour atteindre cette saturation, surtout
si les composés sont rapidement solubles. Certains composés peuvent nécessiter un certain
temps pour étre libérés de la matrice végétale. Le temps d'extraction de 30 minutes peut étre
optimal pour assurer une libération efficace de ces composés sans prolonger excessivement le

processus.

En résume, la différence du rendement lors de I'extraction par ultrasons avec de
I'éthanol résulte d'une combinaison de facteurs, notamment les effets mécaniques des
ultrasons, la température, la durée d'extraction, le solvant et la distribution inégale des

composeés phénoliques dans la plante [10].
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Tableau 11.01 : Les conditions du rendement d’extraction.

Les Rendement
conditions d’extraction
d’extraction (%)
Concentration Temps Température
d’éthanol d’extraction  d’extraction
(%) (min) (°C)
60 30 50 33,9%

11.3. Ajustement de la variance du modele et analyse statistique

L'efficacité globale de I'extraction assistée par ultrasons (UAE) dépend de divers
facteurs expérimentaux, tels que la température d'extraction, la durée et la concentration

d'éthanol.

Les résultats de 16 essais expérimentaux menés selon le plan de Box-Behnken sont
répertoriés dans le tableau 11.02, fournissant les valeurs mesurées pour les deux parametres de
réponse, a savoir les composes phénoliques totaux (TPC) et I'activité de piégeage des radicaux

libres DPPH (Y1 et Y2) pour chaque essai.
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Tableau 11.02 : Matrice de conception de Box — Behnken avec variables codées et valeurs

mesurées.
Facteurs Réponses
X1 (%) X2 (°C) X3 (min) Y1 (mg GAE/g)
1 60 25 45 28.4 65.1
2 30 25 30 25.7 44.8
3 60 75 15 21.8 35.5
4 60 50 30 35.1 70.5
5 30 50 45 24.3 39.4
6 90 25 30 24.5 445
7 30 50 15 24.3 36.8
8 60 50 30 35.6 68
9 60 75 45 21.1 44.5
10 60 50 30 35.2 69.1
11 60 50 30 35.1 69
12 60 25 15 22.2 415
13 90 75 30 19.2 454
14 90 50 45 22.6 64
15 30 75 30 20.4 35
16 90 50 15 19.3 38.8

Il est communément admis que certaines variables, notamment la température de
sonication, le temps et la concentration d'éthanol, exercent une influence significative sur la
quantité totale de composés phénoliques récupérés ainsi que sur l'activité antioxydante de la

matiére végétale.

Les valeurs mesurées pour les composés phénoliques totaux (TPC) et l'activité de
piégeage des radicaux libres DPPH des graines de cumin noir varient respectivement de 19,2
a 35,6 mg d'équivalent d'acide gallique (GAE) par gramme et de 35 a 70,5 %. Ces fluctuations
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soulignent clairement I'impact significatif des conditions d'extraction sur les rendements de
ces parametres. Ces résultats mettent également en évidence la grande sensibilité de la
récupération des composés phénoliques aux conditions d'extraction, mettant ainsi en évidence
la nécessité d'optimiser les paramétres de I'extraction par solvants pour obtenir une activité
maximale de piégeage des radicaux libres DPPH et des composés phénoliques totaux a partir
des graines de Nigella Sativa [11]. De plus, le tableau 11.03 présente les résultats de I'analyse

de la variance (ANOVA), l'adéquation du modeéle et les coefficients de régression.

Tableau 11.03 : Analyse de la variance du modele de régression pour le TPC et le DPPH*

TPC DPPH
Coefficient Estimate  F-Value p-Value Coefficient Estimate  F-Value p-Value
35.25 87.37 <0.0001 69.15 23.84 0.0005
-1.14 15.01 0.0082 4.59 12.75 0.0118
-2.29 60.71 0.0002 -4.44 11.93 0.0136
1.10 14.04 0.0095 7.55 34.53 0.0011
0.0000 0.0000 1.0000 2.67 2.17 0.1914
0.8250 3.95 0.0941 5.65 9.67 0.0209
-1.72 17.26 0.0060 -3.65 4.03 0.0913
X -6.78 266.25  <0.0001 -14.31 62.04 0.0002
X2 -6.02 21057  <0.0001 -12.41 46.66 0.0005
X3 -5.85 19851  <0.0001 -10.09 30.82 0.0014
- 23.34 0.0140 - 24.00 0.0134
0.9924 0.9728
0.9811 0.9320
3.20 7.16
24.71 13.37
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Divers indicateurs statistiques ont été utilisés pour évaluer I'adéquation du modéle, y
compris le coefficient de corrélation (R?), adj-R? et le coefficient de variation (CV). Les
valeurs de coefficient de corrélation (R?) de l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH et
(TPC) étaient de 0,992 et 0,972, respectivement.

La valeur R? a été utilisée pour juger de l'adéquation du modéle. Les modéles
développés qui incluaient a la fois l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH et (TPC)

avaient une valeur de p de 0,0001, ce qui signifie qu'ils étaient significatifs.

Les parcelles de diagnostic, figure I1. 02 et figure Il. 03 sont utilisées pour étudier la

satisfaction du modele et la relation entre les valeurs prédites et expérimentales.

Predicted ws. Actual

Predicted

Auctuaal

Figure 11. 02 : Diagnostic des valeurs prédites et réelles pour le TPC
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Figure 11. 03 : Diagnostic des valeurs prédites et réelles pour le DPPH

Il ressort de la figure 11. 02 et la figure Il. 03 que les points de données sont trés
proches de la ligne droite avec un degré élevé de similitude. Une forte corrélation entre les
données prédites et expérimentales reflete l'applicabilité et la précision du RSM pour
l'optimisation du processus d'extraction. De plus, les valeurs adj-R2 (0,9811-0,9320)

montrent que le modéle est significatif.

D'autre part, les faibles valeurs de (CV) 3,2 a 7,16 % indiquent que les valeurs sont
tres précises et fiables. Dans la plupart des cas, il est nécessaire de vérifier que le modele

ajusté donne une approche suffisante du systéme réel.

Les résultats ont démontré que les modeles utilisés dans cette recherche étaient adaptés
et que les résultats de I'expérience étaient fiables et exacts pour la prédiction et I'optimisation
des paramétres d’extraction assistée par ultrasons afin d'obtenir une activité de piégeage des
radicaux libres DPPH et (TPC) plus élevée [12].
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11.4. Etude de IPoptimisation d'extraction des composés phénoliques

La méthode choisie pour évaluer la quantité de composés phénoliques dans les extraits
de graines de Nigella sativa est le test des polyphénols totaux. Cette détermination a été
réalisée en utilisant un spectrophotometre UV-Visible a double faisceau de type V-750 (Jasco,

Tsukuba, Japon).

En employant la méthode a double faisceau, I'absorbance due au blanc est éliminée,
permettant ainsi d'obtenir directement la densité optique de I'échantillon. Pour assurer la
fiabilité des résultats, chaque dosage des composés phénoliques a été répété trois fois, et la

moyenne des densités optiques mesurées a été calculée pour chaque composé phénolique.

P —
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Figure 11.04 : Résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits de N. sativa

11.4.1. Analyse de la surface de réponse des polyphénols totaux (TPC)

Les polyphénols, en tant qu'antioxydants puissants, offrent une protection contre les
dommages dus au stress oxydatif [13]. Leur utilisation s'étend au-dela de la simple
modulation de ce stress, et ils sont intégrés dans des compléments nutritionnels, des additifs
alimentaires fonctionnels et des produits pharmaceutiques visant a prévenir diverses maladies
chroniques, notamment les maladies cardiovasculaires, le diabete de type 2 et certains cancers
[14].

Il est important de noter que la méthode d'extraction et les conditions d'extraction

jouent un réle essentiel dans l'obtention des composés extractibles ainsi que dans leurs
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activités biologiques associées [15]. Les figures II. 05, 11. 06 et Il. 07 illustrent comment la

température d'extraction, le temps d'extraction et la concentration du solvant influent sur le

rendement des polyphénols totaux (tableau 11.03).

TFC (mg GAEM)
r
o

A
8 Termpaoratume 0o() 80 A Ethamol concontration %)

25 3

Figure 1. 05 : Diagramme 3D de surface de réponse montrant I'effet de la température
d'extraction et de la concentration du solvant sur les polyphénols totaux

TPC (mg GALNY

Figure 11. 06 : Diagramme 3D de surface de réponse montrant I'effet du temps d'extraction et
de la concentration du solvant sur les polyphénols totaux
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Figure 11. 07 : Diagramme 3D de surface de réponse montrant I'effet du temps d'extraction et
de la température d’extraction sur les polyphénols totaux

11.4.2. Influence des variables d’extraction sur les polyphénols totaux

Les composés phénoliques exercent leur action antioxydante en chélatant les ions
métalliques et en fournissant des atomes d'hydrogéne ou des électrons pour neutraliser les
radicaux libres. Cette capacité contribue a prévenir l'oxydation des produits alimentaires,

notamment des huiles et des acides gras [16].

Les valeurs des données expérimentales ainsi que I'évaluation de I'impact des facteurs

indépendants sur le (TPC) de I'extrait de Nigella Sativa sont présentées dans le tableau 11.02.

Les résultats de l'analyse de la variance (ANOVA) ont indiqué que le modéle était
adéquat pour évaluer le (TPC), avec un coefficient de détermination (R?) de 0,9924 tableau
11.03 [17]. Les niveaux de (TPC) déterminés expérimentalement dans les graines de Nigella
Sativa variaient de 19,2 mg GAE/g a 35,6 mg GAE/qg.

Les circonstances aux (EAU) de 60 % (concentration d'éthanol), 50 °C (température)
et 30 min (durée) ont entrainé le (TPC) le plus élevé (35,6 mg GAE/g). Le (TPC) trouvé dans
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les graines du cumin noir était supérieur a celles observées chez les especes de solanum
suivantes : Solanum ferrugineum (31,41 mg GAE/g), S. melongena (16,97 mg GAE/g) et S.
betaceum (24,74 mg GAE/g) [18]. Cependant, il était inférieur a celui de Gandhi et al [19],
valeur rapportée de 280 mg GAE/g dans l'extrait de S. torvum Swartz. Cela peut étre causé
par des variances régionales, la méthode d'extraction et les conditions utilisées.

L'équation polynomiale de second ordre suivante a été créée pour examiner I'impact de

la variable indépendante sur I'extraction des (TPC) (équation 2.01).

Ytpc=+ 35.25- 1.14X; - 2.29X52 + 1.10X3- 1.72X2X3 -
6.78X1% - 6.02X2? - 5.85X3? Equation 11.01

Selon le tableau I1. 03, la concentration d'éthanol (X1), la température d'extraction (Xz)
et le temps d'extraction (Xs) ont tous eu des effets significatifs sur la teneur phénolique totale
des graines du cumin noir (p < 0,05, p < 0,01 et p < 0,01, respectivement).

De plus, les impacts du quadratique (X1 2, X2 ? et X3 2) et l'interaction entre le temps
d'extraction et la température (X2Xs3) ont eu un impact significatif (p < 0,05) sur 'UAE du
(TPC) des extraits de cumin noir.

De plus, le rendement d'extraction de TPC a partir des graines du cumin noir n'a pas
été affecté par les interactions entre la concentration d'éthanol et le temps et la concentration
d'éthanol et la température (p > 0,05).

Comme le montre la figure 11. 05, Il. 06, le (TPC) s'ameliore lorsque la concentration
en éthanol augmente de 30 a 60 %. En revanche, lorsque la concentration en éthanol
augmente a 90%, le TPC diminue réguliérement jusqu'a moins de 27 mg/g. Selon Gullon et al
[20], ces effets résultent de la polarité du solvant ayant un impact sur I'extraction des
phénoliques.

Ces auteurs ont également montré que le (TPC) de l'extrait de feuilles d'Eucalyptus
globulus était affecté par une tendance similaire. De plus, lors de l'utilisation de I'extraction
assistée par ultrasons, la concentration d'éthanol a eu un double impact similaire sur le (TPC)

isolé de Zizyphus lotus tunisien fruits [21].
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11.4.2.1. Effet du temps d’extraction sur les composés phénoliques totaux

La figure I1. 05, Il. 07, montre que le temps de sonication a le plus d'impact sur la
récupération de TPC. Le temps d'extraction a été ajusté de 15 a 45 min pour démontrer
comment il affectait I'efficacité du TPC.

Le TPC a augmenté lorsque le temps d'extraction a été porté a 30 min. Cependant, des
temps plus longs impliquaient une diminution du TPC. Dans une étude similaire, Irakli et al
[22] ont observé une augmentation du (TPC) dans les 30 premiéres minutes d'extraction par
UAE puis une forte diminution du (TPC).

Le temps de sonication est divisé en deux étapes principales lorsque les métabolites
secondaires sont extraits par les (EAU). La plupart des métabolites récupérés se produisent au
cours de la « phase de lavage » initiale (20 a 30 min). Vient ensuite la « phase d'extraction
lente » qui dure 60 a 100 min, lorsque les metabolites sont transportés par un processus de
diffusion de la matrice vers le solvant [23].

Cette division en deux étapes de I'extraction pourrait expliquer les resultats obtenus,
considérant que le processus de diffusion peut nuire au rendement d'extraction lorsque la

plupart des composés phénoliques sont déja extraits [24].

11.4.2.2. Effet de la température sur les composés phénoliques totaux

De plus, l'un des éléments clés aux (EAU) est la température de sonication. En
général, une élévation de cette variable est corrélée a des augmentations des rendements
d'extraction des composes phénoliques. Cela est d0 a la rupture des liaisons matricielles, a
l'augmentation du transfert de masse, de la solubilité chimique et de la vitesse de diffusion du
solvant tout en diminuant la viscosité et la tension du solvant [25]. La température de
sonication variait de 25 & 75 °C.

Les figures. 11. 05, Il. 07, ont montré que le rendement de I'extraction des composés
phénoliques des graines de cumin noir augmentait nettement de 40 a 50 ° C. Le rendement en
(TPC) le plus élevé (35,6 GAE/g dm) a été obtenu a 50°C, cette température étant choisie
comme valeur optimale.

Du fait que les molécules de solvant se déplacent plus rapidement et facilement a des
températures plus élevées, I'extraction des composés phénoliques augmente a mesure que la

température d'extraction augmente [26]. Cependant, les composants sensibles a la chaleur
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seront endommagés si le la température d'extraction est trop élevée [27]. Cela pourrait
expliquer pourquoi la teneur en (TPC) a chuté a des températures supérieures a 50 °C.

11.4.2.3. Effet de la concentration du solvant sur les composés phénoliques totaux

Les résultats de cette étude ont révélé que la concentration du solvant avait un effet
significatif sur le rendement des composés phénoliques. En particulier, une concentration de
60 % d'éthanol a montré des performances optimales, aboutissant a des niveaux élevés de
composés phénoliques totaux (TPC) extraits des graines de Nigella sativa.

Cela pourrait s'expliquer par I'augmentation de la solubilité des composés phénoliques
dans le solvant a cette concentration, favorisant ainsi leur libération et leur capture pendant le
processus d'extraction [27].

L'effet de la concentration du solvant sur I'extraction des composés phenoliques a été
cohérent avec les objectifs d'optimisation, visant a maximiser les (TPC). Les résultats ont
démontré que la concentration du solvant était un paramétre critique a prendre en compte dans
le processus d'EAU pour obtenir des extraits riches en composés phénoliques.

Il convient de noter que, bien que la concentration optimale du solvant a été
déterminée a 60 % d'éthanol, d'autres parametres, tels que la temperature, le temps
d'extraction et la puissance ultrasonique, ont également joué un réle essentiel dans
I'optimisation du processus.

Ces résultats mettent en lumiere I'importance de prendre en considération I'ensemble
des paramétres d'extraction pour maximiser le rendement des composés phénoliques extraits

des graines de Nigella sativa par EAU [26,27].
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Figure I1. 08 : Effet des facteurs d'extraction (A : concentration d'éthanol ;

B : température ; C : temps d'extraction) sur les polyphénols totaux

11.4.3. Validation du modele des polyphénols totaux

Les conditions optimales déduites du modele étaient les suivantes : une durée
d'extraction de 32,5 minutes, une température d'extraction de 44,6 °C et une concentration de
solvant de 59,1 %. Selon ces parametres, le modele a prédit une teneur maximale de 36,1 mg
GAE/qg.

Pour confirmer et valider la prédiction du modele mathématique, une nouvelle
expérience a éeté réalisée dans les mémes conditions optimales, obtenant ainsi une valeur

mesurée de 35,6 mg GAE/qg.

Tableau I1. 04 : Conditions optimales, valeur prédite et expérimentale de TPC

Les conditions Polyphénols
optimales totaux (mg GAE/qQ)
Concentration Temps Température Expérimental Prédite
d’éthanol (%) d’extraction d’extraction
(min) (°C)
59.1 325 44.6 35.6 36.1
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Cela indique que le modele est bien adapté pour extraire les polyphénols totaux des
graines de Nigella Sativa dans des conditions optimales et que le modéle est bien congu pour
prédire I'état d'extraction optimal.

11.5. Etude de I’optimisation de I’activité antioxydante

Diverses méthodes sont disponibles pour évaluer l'activité antioxydante in vitro en
mesurant la capacité de piégeage des radicaux libres, notamment les radicaux peroxydes
(ROO-) [28]. Parmi ces méthodes, on peut citer 'ORAC (Capacité d'absorption des radicaux
oxygeéne), le TRAP (Parametre antioxydant total de piégeage des radicaux), le FRAP (Pouvoir
antioxydant réducteur ferrique) qui implique les ions ferriques [29]. Cependant, pour
I'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de Nigella Sativa.L, dans le cadre de cette
étude, la méthode du DPPH- (2,20-diphényl-1-picrylhydrazyle) a été retenue.

Figure 11.09 : Résultats de I’activité antioxydante des extraits de N. sativa

11.5.1. Analyse de la surface de réponse du piégeage du radical DPPH

Les molécules antioxydantes sont définies par leur aptitude a entraver ou a ralentir
l'oxydation, un processus chimique qui implique la perte d'électrons. Cette capacité est
cruciale pour la protection des cellules contre les dommages causés par les especes réactives
de l'oxygene (ROS), qui sont des radicaux libres [30].

Les figures 11.10, 11.11 et 11.12, montrent I'effet de la température d'extraction, temps
d'extraction et de la concentration du solvant sur le piégeage du radical libre DPPH (tableau
11.03).
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Figure 11.10 : Diagramme 3D de surface de réponse montrant I'effet de la température
d'extraction et de la concentration du solvant sur le piégeage du radical DPPH
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Figure 11.11 : Diagramme 3D de surface de réponse montrant I'effet du temps d'extraction et
de la concentration du solvant sur le piégeage du radical DPPH
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Figure 11.12 : Diagramme 3D de surface de réponse montrant I'effet du temps d'extraction et
de la température sur le piégeage du radical DPPH

11.5.2. Influence des variables d’extraction sur I'activité de piégeage des radicaux DPPH

Selon Madhujith et Shahidi [31], les composés phénoliques produits a partir de
sources végétales sont largement utilisés et importants en raison de leur capacité a servir
d'agents réducteurs, de piégeurs de radicaux libres et de chélateurs d'ions metalliques pour

réduire et controler le stress oxydatif.

La technique la plus courante pour I'évaluation de lactivité antioxydante dans les
plantes est le dosage de l'activité de piégeage des radicaux DPPH. Pour cette raison, l'activité
de piégeage des radicaux DPPH a été utilisée pour examiner le potentiel antioxydant des
graines du cumin noir dégraissees. Comme on peut le voir dans le tableau Il. 02, les extraits

du cumin noir rapportent une activité antioxydante comprise entre 35 et 70,5 %.

Le pourcentage le plus élevé d'activité de piégeage des radicaux DPPH (70,5%) a €té
présenté dans l'extrait (R4) (tableau 11.02), dans les conditions de concentration d'éthanol de

60%, de température de 50 °C et d’une durée de 30 min de sonication.

De plus, l'analyse de régression par ANOVA a révélé que le modele choisi était trés
significatif puisque la valeur p était <0,0001 (tableau 11.03). De plus, les coefficients du
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modele ont montré que tous les facteurs linéaires avaient un impact substantiel (p < 0,01 et p
< 0,001) sur le résultat.

L'équation polynomiale suivante « équation 11.02 » démontre la relation entre les

facteurs de processus et l'activité antioxydante des composés extraits :

YpppH = +69.15 + 12.75 X1 + 11.93 Xz + 34.53 X3 + 9.67 X1 X3

Equation 11.02
+4.03 X5X3 + 62.04 X412 + 46.66 X% +30.82 X3?

Ou, YoeeH represente la capacité de l'extrait des graines du cumin noir a piéger les
radicaux DPPH, et X1, Xz et Xsreprésentent la concentration d'éthanol (%), la température (C)

et le temps (min), respectivement.

Des parcelles de surface de réponse tridimensionnelle ont également été crées pour
analyser les relations entre les données expérimentales des variables étudiées et I'activité de

piégeage des radicaux libres DPPH.

Les reésultats ont démontré que les variables du processus d'extraction affectaient de

maniéere significative l'activité de piégeage des radicaux DPPH figure 11.10, 11.11, et 11.12.

Méme si l'interaction entre la concentration d'éthanol et la température (X1Xz2) n'a eu
aucun effet sur l'activité de piégeage des radicaux DPPH, il a été prouvé que les interactions
entre la concentration d'éthanol et le temps (X1X3) et entre la température et le temps (X2Xs)

avaient un impact significatif figure 11.11, 11.12.

Comme on peut le voir sur la figure 11.13, la teneur en activité antioxydante de la
résultante des extraits a augmenté significativement dans trois cas : lorsque la concentration
en éthanol approche 60 %, lorsque la durée d'extraction est prolongée de 15 a 30 min, et

lorsque la température est portée de 30 a 50 °C.
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11.5.2.1. Effet des ultrasons sur I'activité de piégeage des radicaux DPPH

Selon Fadimu et al [32], le procede (UAE) favorise la dissolution des composés
phénoliques a mesure que la concentration en éthanol augmente. Dans les combinaisons d'eau
et d'éthanol, I'eau agit comme un agent gonflant, tandis que I'éthanol rompt les liens entre les
solutés et la matrice cellulaire [33].

11.5.2.2. Effet de la concentration du solvant sur I'activité de piégeage des radicaux
DPPH

L'augmentation de la concentration en éthanol conduirait & I'extraction de plus de
composés bioactifs a forte activité antioxydante. Cependant, méme si une concentration
d'éthanol de 60 % était la valeur optimale, l'activité de piégeage des radicaux DPPH a été
rapidement abaissée a la valeur minimale de 35 % lorsque la concentration en éthanol a

augmenteé a 90 %.

Ce phénomeéne peut étre causé par la faible solubilité des composés phénoliques dans
I'éthanol, puisqu'il semble qu'une plus grande concentration de ce solvant n'est pas appropriée
pour extraire des antioxydants plus puissants en raison de leur polarité. Les mémes résultats
ont également été observés dans une étude de Prasad et al [34], car les concentrations

d'éthanol dépassaient 68 %.
11.5.2.3. Effet de la température sur I'activité de piégeage des radicaux DPPH

Les études précédemment rapportées par Sahin et Samli et Tomsik et al [33,35],
lorsque la température dépasse 60 °C, l'activité de piégeage des radicaux DPPH diminue.
Cette réduction est une conséquence possible de la décomposition de certains composés

phénoliques thermosensibles dans la matrice.

De plus, selon le temps de sonication, les résultats du (TPC) étaient alignés sur
l'activité de piégeage des radicaux DPPH, avec une valeur maximale a 30 min, puis

diminuaient a un temps supérieur (45 min).

Ces conditions sont attendues car des températures de sonication plus élevées et des
temps de sonication plus longs que les niveaux optimaux peuvent décomposer les composés

phénoliques sensibles [36].
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De plus, le dosage de l'activité de piégeage des radicaux DPPH a donné des résultats

remarquablement comparables a ceux trouvés dans les études de recherche précédentes [36].

Etonnamment, la valeur de l'activité de piégeage des radicaux DPPH du cumin noir
était significativement plus proche de celle de I'extrait d'épillets de palmier dattier (87,2%). Il
a été obtenu dans des conditions optimales des (EAU) de 40,8 °C, 21,6 min et une

concentration d'éthanol-eau de 50,0 %.
11.5.2.4. Effet du temps sur I'activité de piégeage des radicaux DPPH

Les résultats de I'étude ont montré que le temps d'extraction avait un impact
significatif sur l'activité antioxydante des extraits. Plus précisément, I'extraction pendant 30
minutes a conduit a la meilleure activité antioxydante, comparée aux extractions de 15

minutes et 45 minutes.

Cette observation suggere que l'activité antioxydante des extraits de Nigella sativa
atteint son maximum a une durée d'extraction de 30 minutes [36]. Il est possible que
I'extraction prolongée (45 minutes) ait entrainé une perte d'activité antioxydante due a la
dégradation des composés phénoliques ou a d'autres facteurs indesirables. En revanche, une
extraction plus courte (15 minutes) pourrait ne pas avoir suffisamment extrait les composés

phénoliques responsables de I'activité antioxydante maximale.

Dans une autre étude, menée par Bouafia et al [37], les paramétres suivants de 38,9
min, 54,7 C et un rapport de 45,2 mL/0,5 g ont donneé la capacité antioxydante la plus élevée
pour le modéle UAE (42,17 mg AAE/g dm).

En résumé, les résultats indiquent que le temps d'extraction optimal pour maximiser
l'activité antioxydante des graines de Nigella sativa par ultrasons est de 30 minutes. Cette
découverte est importante pour l'optimisation du processus d'extraction, visant a obtenir des
extraits riches en composés phénoliques aux propriétés antioxydantes bénéfiques pour la

santé.
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Figure 11. 13 : Effet des facteurs d'extraction (A : concentration d'éthanol ;
B : température ; C : temps d'extraction) sur le DPPH

11.5.3. Validation du modéle de DPPH

Les conditions idéales, déterminées a l'aide du modeéle, se sont avérées étre les
suivantes : un temps d'extraction de 32,5 minutes, une température d'extraction de 44,6 °C et
une concentration de solvant de 59,1 %. Selon les prévisions du modeéle, ces parametres
devaient conduire & un rendement maximal de 69,2 %. Pour confirmer la validité du modele
mathématique prédit, une nouvelle série d'expériences a été menée dans ces mémes conditions

optimales, et le résultat obtenu s'est élevé a 70,5 %.

Tableau I1. 05 : Conditions optimales, valeur prédite et expérimentale de DPPH

Les conditions

optimales
Concentration Temps Température Expérimental Prédite
d’éthanol d’extraction d’extraction
(%) (min) (°C)
59.1 325 44.6 70.5 69.2
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Cela indique que le modéle est bien adapté pour le piégeage du radical DPPH des
graines du cumin noir dans des conditions optimales et que le modéle est bien congu pour

prédire I'état d'extraction optimal.

11.6. Analyse des conditions d’extraction conventionnelle

Tableau I1. 06 : Conditions optimales d’extraction conventionnelle de (TPC) et le DPPH.

Les conditions TPC
optimales (mg GAE/qQ)
Concentration ~ Temps  Température
d’éthanol d’extraction d’extraction
(%) (min) (°C)
50 120 50 20.9 51.1

Les graines de Nigella Sativa.L ont affiché des valeurs de 20,9 mg GAE/g pour les
composés phénoliques totaux (TPC) et de 51,1 % pour l'activité de piégeage des radicaux
libres DPPH.

Ces résultats suggérent que les conditions d'extraction n'ont pas eu un impact
significatif sur les rendements de ces parametres.

Cependant, il est important de noter que les composés phénoliques extraits restent
sensibles aux conditions de [I'extraction conventionnelle. Cela souligne la nécessité de
rechercher l'optimisation des parametres, tels que la composition du solvant et la durée de
I'extraction, pour maximiser a la fois l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH et le
contenu en composés phénoliques totaux (TPC) des graines de Nigella Sativa [38].

L'extraction des composés phénoliques a partir des plantes est un processus complexe
influencé par plusieurs facteurs, dont la nature chimique des composés, la méthode
d'extraction choisie, la durée de I'extraction, les conditions de stockage, et la présence de

substances interférentes.

Différents solvants, tels que I'éthanol, l'acétone, le propanol, l'acétate d'éthyle, et

méme l'eau, sont couramment utilisés pour cette tache [39].

L'utilisation d'une méthode d'extraction a température ambiante présente l'avantage

d'extraire un maximum de composés tout en minimisant le risque de dénaturation ou de
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modification de ces composés. En comparaison avec d'autres méthodes qui utilisent des
températures élevées, l'extraction a température ambiante permet de préserver l'intégrité des

composés phénoliques [40].

I1.7. Conditions optimisées et comparaison avec la technique

conventionnelle

A partir de la base des données expérimentales et prédites, les conditions optimales
d’extraction assistée par ultrason (EAU) étaient comme suit : concentration d'éthanol de
59,1 %, une température d'extraction de 44,6 C et une durée d'extraction de 32,5 min. Dans
ces conditions, les activités de piégeage des radicaux libres DPPH et (TPC) ont été 70,5 % et
35,6 (mg GAE/qg), respectivement.

En comparaison avec la méthode conventionnelle, les activités de piégeage des
radicaux libres DPPH et (TPC) dans les conditions optimales des (EAU) ont augmenté
d'environ 51,1 % et 20,9 (mg GAE/Q) [62], respectivement tableau 11.07.

Le résultat a révélé que l'utilisation de (EAU) a un effet bénéfique sur I'extraction des
composés bioactifs des graines de Nigella sativa, puisqu'il est supérieur a celui obtenu par les
techniques conventionnelles [41].

Ces résultats s'expliquent principalement par la capacité de I'extraction par ultrasons a
favoriser le transfert de masse et a accélérer la procédure d'extraction, améliorant ainsi

I'extraction des composes bioactifs.

De plus, les (EAU) offraient un processus d'extraction plus rapide, plus productif et a
basse température pour la récupération des composes phénoliques des graines de cumin noir

dégraissées.

Tableau 11.07 : Comparaison des conditions d'extraction, TPC et DPPH de chaque technique.

Méthodes Concentration Température Temps TPC DPPH
d’éthanol (%) (°C) (min)  (mg GAE/q) (%)
Non- 59,1 44,6 32,5 35,6 70,5
conventionnelle
Conventionnelle 50 50 120 20,9 51,1
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11.8. Analyse chromatographique des composés phénoliques par HPLC

11.8.1. Chromatogramme des étalons

Les figures Il. 14 et 1l. 15 montrent les profils des chromatogrammes des melange
d’étalons utilisés pour les deux extraits testés obtenus par extraction conventionnelle et non-

conventionnelle.

Ces analyses sont enregistrées a longueur d’onde 280 nm. Le mélange est composé
d’une solution qui contient six étalons : Acide gallique, catéchine, épicatéchine, acide

caféique, rutine et quercétine.

L’identification puis la quantification des composés phénoliques présents dans les
extraits testés sont faites par comparaison de leurs temps de rétention et des surfaces des pics

obtenus avec ceux des étalons.
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Figure 11.14 : Profil du chromatogramme du mélange des étalons pour I’extraction
conventionnelle
(1) Acide gallique, (2) catéchine, (3) épicatéchine, (4) acide caféique, (5) rutine,

(6) quercétine
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Figure 11.15 : Profil du chromatogramme du mélange des étalons pour I’extraction assistée
par ultrasons
(1) Acide gallique, (2) catéchine, (3) épicatéchine, (4) acide caféique, (5) rutine,

(6) quercétine

Le tableau Il. 08 résume le temps de rétention, coefficient de corrélation, les équations
de regression, limites de détection et de quantification et la répétabilité et la reproductibilité
(n=3).
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Tableau 11.08 : Le temps de rétention, coefficient de corrélation, limites de détection et de
quantification et les équations de régression (n=3)

Composés Rt + SD Equation linéaire R? LOQ Intraday  Interday
(_g/mL) RSDarea% RSDarea%

Gallic Acid 2.52+0.00 Y =84073550x + 1060 0.998 0.3 0.9 1.00 0.92
Catechin 3.34+0.02 Y =13269933x-2012 0.999 0.3 0.9 0.95 2.53
Epicatechin  3.83+0.03 Y =16600346x + 2404 0.998 0.3 0.8 1.04 1.47
Caffeic 454+0.05 Y =55118151x+8713 0.997 0.3 1.0 0.47 1.96
Acid

Rutin 5.54+0.07 Y =23176073x-1269 0.998 0.9 2.8 0.55 1.80
Sinapic 7.99+0.06 Y =239382578x +2882 0.997 04 11 0.33 1.92
Acid

Quercitrin  11.49+0.08 Y =12295377x-1169 0.999 0.1 0.3 0.42 1.84
Myricetin 13.12+0.03 Y =25427092x + 2679 0.998 0.3 0.9 0.90 2.68
Quercetin 14.67 £0.04 Y =3406370x + 42715 0.998 0.3 0.9 0.32 1.67

11.8.2. Identification et quantification des composés phénoliques

Concernant nos résultats, les équations de régression obtenues ont révélé une relation
linéaire entre la surface du pic de chaque composé polyphénoliques et leur concentration,
avec des coefficients de corrélation correspondants supérieurs a 0,995. Dans l'intervalle, les
valeurs RSD% des dosages intra et interjournaliére étaient respectivement comprises entre
0,32 et 1,04 et 0,92 et 2,68. Les limites de détection et de quantification se situaient
respectivement entre 0,1 et 0,9 et 0,3 et 2,8 g/mL, comme illustré dans le tableau I1. 08.

L'analyse HPLC-UV actuelle a examiné l'existence possible de neuf polyphénols

majeurs aux extraits conventionnel et non-conventionnel du cumin noir. Tous les résultats des
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polyphénols détectés sont exprimés en concentration moyenne (mg/g d'extrait sec) écart type
tableau I1. 09.

Selon nos découvertes, six polyphénols étaient présents dans I'extrait conventionnel,

Résultats et discussions

mais seulement quatre étaient au-dessus de la limite de quantification. Les concentrations de
catéchine, d'épicatéchine, d'acide caféique et de rutine dans I'extrait étaient respectivement de
0,18, 1,88, 0,17 et 0,96 mg/g.

En revanche, dans le cas de I’extrait non conventionnel, la quantification était possible
pour cing composés, tandis que l'acide gallique était également inférieur a la LOQ. De plus,
les teneurs en catéchine, épicatéchine, rutine et quercetin étaient respectivement de 0,27, 2,37,
1,21 mg/g et 0,15 mg/g.

Cependant, la concentration d'acide caféique dans I'extrait conventionnel présentait le
méme niveau que I'échantillon de I’extrait non-conventionnel (0,17 mg/g), comme indiqué a
la figure 11. 14, I1. 15 et tableau I1. 09

Tableau 11.09 : Concentration des composés phénoliques détectés dans les graines de Nigella
Sativa.L

Composé phénolique

Technique conventionnelle  Technique non-conventionnelle (mg/g)

(mg/g)
‘GallicAcid ~ NQ  NQ
Catechin 0.18 + 0.00 0.27 £ 0.00
Epicatechin 1.88 +0.00 2.37 +0.02
Caffeic Acid 0.17 +0.00 0.17 +0.00
Rutin 0.96 + 0.00 1.21+0.01
Sinapic Acid ND ND
Quercitrin ND ND
Myricetin ND ND
Quercetin NQ 0.15+0.00

ND : non détecté.

NQ : non quantifié
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11.8.3. Analyse du profil phénolique

Contrairement a une étude publiée précédemment [42] sur la caractérisation des acides
phénoliques et des flavonoides extraits du cumin noir, la quantification était possible pour six
composés. L'acide protocatéchuique, I'acide caféique, l'acide ellagique, l'acide férulique, la
quercétine, le kaempférol et I'acide gallique ont tous été mesurés a 0,13, 0,50, 0,15, 0,37 et
0,15 mg/g, respectivement.

Dans une autre étude, par Saleha. H et al [43], I'analyse HPLC des graines du cumin
noir a révélé la présence d'acide chlorogénique, d'acide caféique, de kaempférol et de
thymoquinone a des concentrations de 5,5, 4,09, 6,02 et 5,13 g/g, respectivement.

De plus, notre preuve que des substances telles que la rutine, l'acide gallique et l'acide
caféique sont présents dans les graines du cumin noir, s’alignent également sur les résultats
d'une enquéte menée par Muzolf et al [44].

Ainsi, une étude plus récente menee en 2020 par Feng et al [45], a l'aide d'un systéeme
LC-ESI-QTOF/MS a identifié et quantifié sept composés bioactifs, dont le kaempferol-3-
glucoside, la diosmine, la quercétine, le kaempférol, I'acide protocatéchuique, l'acide p-
hydroxybenzoique et I'acide chlorogénique, a des concentrations de 0,39, 0,21, 1,83, 9,8, 1,39,
22,86 et 0,02 mg/g, respectivement.

Des études antérieures ont indiqué que l'acide gallique, l'acide cafeique, la quercétine
et le kaempferol sont les composés les plus répandus dans les graines de Nigella Sativa.

D'aprés nos résultats, la concentration en acide caféique était de 0,17 mg/g dans les
deux extraits secs. L'acide gallique a été présenté dans les deux extraits a des concentrations
tres faibles, inférieures a la limite de quantification, tandis que la quercétine a été trouvée dans
I’extrait non-conventionnel seulement et le kaempférol n'a pas été détecté. L'épicatéchine était

le principal composé phénolique dans les deux extraits.
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11.9. Evaluation de activité antibactérienne de ’extrait de N. sativa

L’activité antibactérienne de [I’extrait éthanolique obtenu a été évaluée
qualitativement a l'aide de la méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode des disques et
méthode des puits). Cette approche a permis de mettre en évidence leur capacité a inhiber la
croissance des souches bactériennes utilisées « Escherichia coli et staphylococcus aureus »,
qui proviennent de la collection du laboratoire de recherche de bioconversion génie
microbiologique et sécurité sanitaire (LBGMSS) de I'Université Mustapha Stambouli de
Mascara. Le diméthylsulfoxyde (DMSO) a été utilisé comme témoin négatif dans I'étude.
Ainsi, afin de définir le caractére bactériostatique de I’extrait des graines de N. Sativa, la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminé vis-a-vis les deux souches par la

méthode de microdilution [46].

11.9.1. Evaluation du pouvoir antimicrobien de I’extrait de N. Sativa par

I’aromatogramme

La détermination de l‘activité antimicrobienne de I’extrait de la plante étudiée est
effectuée par la méthode des disques et des puits (aromatogrammes). L’évaluation de
’activité antimicrobienne a été effectuée vis-a-vis les deux souches « Escherichia coli et
Staphylococcus aureus ». L’activité inhibitrice de ’extrait a été étudiée dans une large gamme

de concentrations allant de 25 a 200 mg/mL.

Les résultats obtenus sont exprimés en diameétres des zones d‘inhibition (mm) qui
permet une estimation du caractere de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne
Vis-a-Vvis des extraits testés.

Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés par un pied a coulisse en mm. Les
résultats sont obtenus aprés 24h d’incubation a 37 °C. Les résultats de cette partie sont
regroupés dans le Tableau 11.10, figure 11. 16 et 11. 17.

La sensibilité d'un extrait a été classée par le diamétre des halos d'inhibition : non
sensible (-) pour les diamétres de moins de 8mm ; sensible (+) pour des diameétres de 8 a
14mm ; tres sensible (++) pour des diametres de 15 a 19mm et extrémement sensible (+++)
pour les diamétres de plus de 20 mm [47]. Le tableau 11.10 montre I’effet antibactérien avec

les diameétres d’inhibition des extraits de la plante étudiée.
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Tableau 11.10 : Diamétre d’inhibition de I’extrait sur les souches bactérienne testée

200 8 -
150 6 -
100 : -
50 - -
25 = =

Figure 11.16 : Pouvoir antimicrobien de I’extrait éthanolique de N. sativa vis-a-vis
« Escherichia coli » par la méthode des puits

Figure 11.17 : pouvoir antimicrobien de I’extrait éthanolique de N. sativa vis-a-vis
« Staphylococcus aureus » par la méthode de disques
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Les résultats de ’activité antibactérienne par la méthode de diffusion montrent une
résistance remarquable des souches testées. Nos extraits sont en majorité non sensible
(diamétre de la zone d’inhibition moins de 8mm). Les résultats présentés dans le Tableau
[1.09 montrent que I’extraits éthanolique (R4) posséde une activités antibactériennes faible

contre les deux souches bactériennes mises en expérimentation.

La faible activité de cet extrait peut étre expliquée par la faible capacité de se diffuser
de maniére uniforme a travers I'agar [48]. En effet, la souche a gram négatif Escherichia coli
révéle un diamétre d’inhibition de 8 mm pour une concentration de 200 mg/mL. On peut
expliquer ces résultats par la teneur et la nature des composés phénoliques répartis de maniere
différentielle dans les extraits naturels ainsi selon les solvants utilisés [49]. Plusieurs études
antérieures portant sur I’activité antibactérienne des extraits de plantes ont confirmé que les
bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux extraits végétaux, tandis que les Grams
négatifs sont moins sensibles [50] mais concernant notre test, cette activité n’était pas
clairement visible.

La grande résistance des bactéries Gram négatif est liée en partie a la complexité de
leur paroi cellulaire qui contient une double membrane. Celle des bactéries Gram positif est
relativement simple [51].

Les bactéries gram-négatives sont plus résistantes aux composes phenoliques. Ceci est
probablement lié a la présence d'une membrane externe lipophile contenant des niveaux
élevés de phospholipides. Ce site rend la paroi cellulaire imperméable a plusieurs
macromolécules et restreint la diffusion des composés hydrophobes a travers son enveloppe
lipopolysaccharidique.

La résistance élevée des bactéries Gram-négatives aux composés phénoliques peut
également étre associée a la présence d'enzymes dans I'espace périplasmatique, qui peuvent
endommager les molécules introduites de I'extérieur. Par conséquent, la différence structurelle
des bactéries joue un r6le important dans leur sensibilité [51,52].

A la lumiére de ces résultats, on peut déduire que Dactivité antibactérienne des
extraits est variable d’une étude a une autre, rendant la comparaison des résultats difficile.
Ceci peut étre justifié par I’influence de plusieurs paramétres tel que 1a méthode utilisée pour
I’évaluation de I’activité antibactérienne ou la charge du disque [52,53]. En plus, du fait de la
variabilité des quantités et des profils des composants phénoliques, il est probable que
I’activité antibactérienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites

d’action au niveau cellulaire [54].
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11.9.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de microdilution
L’interaction d’une bactéric et d’un extrait selon le temps d’exposition et la
concentration de I’extrait se traduit soit par une inhibition ou un ralentissement de la
croissance (bactériostase), soit par une destruction de la bactérie (bactéricidie).
L’activité inhibitrice de I’extrait a été testée dans une large gamme de concentrations

allant de 0.07 a 150 mg/mL.

La concentration minimale inhibitrice ou CMI définie en milieu liquide, qui explore la
bactériostase, correspond a la plus faible concentration d’extrait (habituellement exprimée en
mg/L) inhibant toute croissance bactérienne visible macroscopiquement. Cette CMI peut
également étre déterminée en milieu solide [55].

Les résultats de D’extrait éthanolique de N. Sativa vis-a-vis les deux souches
microbienne testées E. coli et S. aureus sont représentés ci-dessous dans la figure 11.18, 11.19.

D’apres les résultats obtenus (figure I1.18), I'extrait éthanolique de N. sativa posséde
une activité bactéricide spécifique contre Escherichia coli. Pour les concentrations inférieures
a 18.75 mg/ml, ’extrait n’a aucune activité sur la croissance de Escherichia coli. Pour la
concentration 37.5 mg/ml, l'activité bactéricide est diminuée pendant les deux premieres
heures d’incubation et I’extrait a empéché la croissance de la souche microbienne par rapport
au témoin (T). Alors que la concentration 75 mg/ml, est la plus faible concentration
bactéricide (CMB) contre Escherichia coli. Pendant 72 heures d’incubation. Les résultats ont
révélé I’effet trés remarquable de la concentration 150mg/ml contre Escherichia coli pendant
la durée testee.

Contrairement a Escherichia coli, la figure 11.19, représente la résistance remarquable
de S. aureus a I’extrait éthanolique. Ceci peut étre expliqué par la multirésistance de la souche
testée. L’activité antimicrobienne peut étre di a des variations dans la composition de la paroi
cellulaire des bactéries, qui peut affecter la perméabilité aux composés de I'extrait. Une CMI
plus basse indique une meilleure efficacité antimicrobienne.

Les mécanismes de l'action antibactérienne des polyphénols peuvent étre multiples et
dépendent probablement de chague micro-organisme (sensibilité des souches testées).
Plusieurs études ont attribué I'effet inhibiteur des extraits de plantes contre les pathogenes
bactériens a leur composition phénolique [56].

Les polyphénols peuvent provoquer des changements morphologiques dans les
cellules bactériennes et endommager les parois cellulaires des bactéries, y compris la

membrane interne et la membrane externe, ce qui entraine la fuite de composants
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intracellulaires. Des modifications de la forme des cellules, des formes irréguliéres, des rides
a la surface des bactéries et la formation d'agrégats cellulaires peuvent étre observés [57].

Le site d'activité antibactérienne des composés phénoliques est strictement lié a leur
structure chimique, y compris la position et le nombre de groupes hydroxyle ou méthoxyle,
ainsi qu'a la présence de groupes galloyle dans la structure chimique de la catéchine [58].

En plus, ’activité antimicrobienne est dépendante des caractéres physico-chimiques

des composés phytobiotiques et des souches employées [59,60].
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Figure 11.18 : Effet de I’extrait éthanolique N. sativa sur la cinétique de croissance de E. coli
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Figure 11.19 : Effet de I’extrait éthanolique N. sativa sur la cinétique de croissance de S.

aureus

125



Chapitre |1 Résultats et discussions

11.9. Conclusion

Notre étude a révélé que le temps d'extraction, la température et la concentration du
solvant exercent un impact substantiel sur les teneurs en composés phénoliques en extraits de

Nigella sativa, ainsi que sur leurs propriétés antioxydantes.

Les quantités maximales de composés phénoliques totaux (TPC) et les activités de
piégeage des radicaux (DPPH) atteignent respectivement 35,6 mg GAE/g et 70,5 %. En outre,
le processus d'optimisation de I'extraction assistée par ultrasons (EAU) démontre une forte
influence de la température de sonication, la durée et la concentration d'éthanol sur les teneurs
en composés phénoliques présents dans les extraits de Nigella sativa, ainsi que sur leurs
propriétés antioxydantes, avec des conditions optimales de 44,68 °C, 32,51 minutes et 59,18

% respectivement.

Les valeurs élevées de R2 indiquent que les résultats expérimentaux concordent
étroitement avec les valeurs prédites, démontrant ainsi I'efficacité des modeles pour prédire

des résultats optimaux.

De plus, l'analyse du profil phénolique par HPLC-UV révele la présence de six
polyphénols dans l'extrait conventionnel, dont seulement quatre dépassent la limite de
quantification (LOQ), a savoir la catéchine (0,18 mg/g), I'épicatéchine (1,88 mg/g), l'acide
caféique (0,17 mg/g) et la rutine (0,96 mg/g). L'extrait obtenu par extraction non-
conventionnel (EAU) et dans les conditions optimales, la quantification était possible pour
cing composes, tandis que I'acide gallique était également inférieur a la LOQ. Les teneurs en
catéchine, épicatéchine, rutine et quercetin étaient respectivement de 0,27, 2,37, 1,21 mg/g et
0,15 mg/g, ainsi qu’il présente des teneurs totales en composés phénoliques et une activité de
piégeage des radicaux DPPH supérieures a celles de I'extrait conventionnel. Dans I'ensemble,
il est établi que certains des polyphénols présents dans cette matrice posseédent une capacité

antioxydante significative.

En ce qui concerne l'activité antimicrobienne, on a noté que I'extrait éthanolique des
graines de Nigella sativa présente une activité antimicrobienne faible contre les deux souches
Escherichia coli et S. aureus. Cet extrait posséde un effet bactéricide avec une CMB de (75
mg/ml) contre Escherichia coli, tandis que I’effet de cet extrait n’était pas clairement visible

contre S. aureus.
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En conclusion, cette étude met en évidence l'efficacité de I'extraction assistée par
ultrasons pour extraire les composés phénoliques des graines de Nigella sativa. Elle suggere
que les graines de Nigella sativa peuvent constituer une source potentielle de produits
chimiques bioactifs et de composés phénoliques.

127



Chapitre |1 Résultats et discussions

Références bibliographiques

[1] Naczk, M. & Shahidi, F. (2004). Extraction and analysis of phenolics in food. Journal of
Chromatography A, 1054: pp 95-111.

[2] Hismath, 1., Wan Aida, M. & Ho, C.W., (2011). Optimization of extraction conditions for
phenolic compounds from neem, Azadirachta indica) leaves. International Food Research
Journal, 18(3): pp 931-939.

[3] Wissam, Z., Bashour Ghada, B., Wassim, A. & Warid, K. (2012). Effective extraction of
polyphenols and proanthocyanidins from pomegranate’s peel. International Journal of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 4(3): pp 675 - 682.

[4] Ribéreau-Gayon, P. (1968). Les composés phénoliques des végétaux. Ed: DUNOD, Paris,
pp 173 - 201.

[5] Velickovic, D. T., Milenovic, D. M., Ristic, M. S. & Veljkovic, V. B. (2006). Kinetics of
ultrasonic extraction of extractive substances from garden (Salvia officinalis L.) and glutinous
(Salvia glutinosa L.) sage. Ultrasonic Sonochemistry, 13: pp 150 - 156.

[6] Koji¢, A., Planini¢, M., Tomas, S., Joki¢, S., Muji¢, 1., Bili¢, M. & Veli¢, D. (2011).
Effect of Extraction Conditions on the Extractability of Phenolic Compounds from
Lyophilised Fig Fruits (Ficus Carica L.). Polish Journal of Food and Nutrition Sciences,
61(3): pp 195-199.

[7] Tabart, J., Kevers, C., Sipel, A., Pincemail, J., Defraigne, J. O. & Dommes, J. (2007).
Optimisation of extraction of phenolics and antioxidants from black currant leaves and buds
and stability during storage. Journal of Food Chemistry, 105 : pp 1268-1275.

[8] KHENFER, S., & MEDJOUEL, M. (2016). Optimisation des conditions d’extraction des
composeés phénoliques d'une plante médicinale de la région sud du Sahara Algérien (Doctoral
dissertation, UNIVERSITE KASDI MERBAH OUARGLA).

[9] Adila, B., Ammimour, A., & BOUTAOUI, N. E. (2022). Optimisation de 1’extraction des
composés phénoliques dune espéce de la famille Fabacée et ¢évaluation
pharmacologique (Doctoral dissertation, Université de jijel).

[10] BENKADDOUR, M. (2019). Optimisation des conditions d’extraction des composes
phénoliques chez Thapsia garganica L (Doctoral dissertation).

[11] Hossain, M.B. ; Brunton, N.P. ; Patras, A. ; Tiwari, B. ; O’Donnell, C.P. ; Martin-Diana,
A.B. ; Barry-Ryan, C. (2012). Optimization of Ultrasound Assisted Extraction of Antioxidant
Compounds from Marjoram (Origanum majorana L.) Using Response Surface Methodology.
Ultrason. Sonochem., 19, 582-590.

128



Chapitre |1 Résultats et discussions

[12] Hadidi, M.; Motamedzadegan, A.; Jelyani, A.Z.; Khashadeh, S. (2021).
Nanoencapsulation of Hyssop Essential Oil in Chitosan-Pea Protein Isolate Nano-Complex.
LWT, 144, 111254.

[13] Chouana, T., Pierre, G., Vial, C., Gardarin, C., Wadouachi, A., Cailleu, D., ... & Delattre,
C. (2017). Structural Characterization and Rheological Properties of a Galactomannan from
Astragalus Gombo Bunge Seeds Harvested In Algerian Sahara. Carbohydrate Polymers, 175,
387-394.

[14] Vega, A. J. D., Hector, R. E., Jose, L. G. J,, Paola, H. C., Rall, A. S., & Enrique, O. V.
C. (2017). Effect of Solvents and Extraction Methods on Total Anthocyanins, Phenolic
Compounds and Antioxidant Capacity of Renealmia Alpinia (Rotth.) Maas Peel. Czech
Journal of Food Sciences, 35(5), 456-465.

[15] Pandey, A., Belwal, T., Sekar, K. C., Bhatt, I. D., & Rawal, R. S. (2018). Optimization of
Ultrasonic-Assisted Extraction (Uae) Of Phenolics and Antioxidant Compounds from
Rhizomes of Rheum Moorcroftianum Using Response Surface Methodology (Rsm).
Industrial Crops and Products, 119, 218-225.

[16] Yancheshmeh, B.S.; Panahi, Y.; Allahdad, Z.; Abdolshahi, A.; Zamani, Z. (2022).
Optimization of Ultrasound-Assisted Extraction of Bioactive Compounds from Achillea
Kellalensis Using Response Surface Methodology. J. Appl. Res. Med. Aromat. Plants, 28,
100355.

[17] Badwaik, L.S.; Prasad, K.; Deka, S.C. (2012). Optimization of Extraction Conditions by
Response Surface Methodology for Preparing Partially Defatted Peanut. Int. Food Res. J., 19,
341-346.

[18] Rohilla, S.; Mahanta, C.L. (2021). Optimization of Extraction Conditions for Ultrasound-
Assisted Extraction of Phenolic Compounds from Tamarillo Fruit (Solanum Betaceum) Using
Response Surface Methodology. J. Food Meas. Charact., 15, 1763-1773.

[19] Gandhi, G.R.; Ignacimuthu, S.; Paulraj, M.G. (2011). Solanum TorvumSwartz Fruit
Containing Phenolic Compounds Shows Antidiabetic and Antioxidant Effects in
Streptozotocin Induced Diabetic Rats. Food Chem. Toxicol., 49, 2725-2733.

[20] Gullon, B.; Gullon, P.; Lu-Chau, T.A.; Moreira, M.T.; Lema, J.M.; Eibes, G. (2017).
Optimization of Solvent Extraction of Antioxidants from Eucalyptus Globulus Leaves by
Response Surface Methodology: Characterization and Assessment of Their Bioactive
Properties. Ind. Crops Prod., 108, 649-659.

129



Chapitre |1 Résultats et discussions

[21] Hammi, K.M.; Jdey, A.; Abdelly, C.; Majdoub, H.; Ksouri, R. (2015). Optimization of
Ultrasound-Assisted Extraction of Antioxidant Compounds from Tunisian Zizyphus Lotus
Fruits Using Response Surface Methodology. Food Chem., 184, 80—89.

[22] Irakli, M.; Chatzopoulou, P.; Ekateriniadou, L. (2018). Optimization of Ultrasound-
Assisted Extraction of Phenolic Compounds: Oleuropein, Phenolic Acids, Phenolic Alcohols
and Flavonoids from Olive Leaves and Evaluation of Its Antioxidant Activities. Ind. Crops
Prod., 124, 382-388.

[23] Medina-Torres, N.; Ayora-Talavera, T.; Espinosa-Andrews, H.; Sanchez-Contreras, A.;
Pacheco, N. (2017). Ultrasound Assisted Extraction for the Recovery of Phenolic Compounds
from Vegetable Sources. Agronomy, 7, 47.

[24] Brahmi, F.; Blando, F.; Sellami, R.;Mehdi, S.; de Bellis, L.; Negro, C.; Haddadi-
Guemghar, H.;Madani, K.;Makhlouf-Boulekbache, L. (2022). Optimization of the Conditions
for Ultrasound-Assisted Extraction of Phenolic Compounds from Opuntia Ficus-Indica [L.]
Mill. Flowers and Comparison with Conventional Procedures. Ind. Crops Prod., 184, 114977.

[25] Katsampa, P.; Valsamedou, E.; Grigorakis, S.; Makris, D.P. (2015). A Green Ultrasound-
Assisted Extraction Process for the Recovery of Antioxidant Polyphenols and Pigments from
Onion SolidWastes Using Box-Behnken Experimental Design and Kinetics. Ind. Crops Prod.,
77, 535-543.

[26] Casagrande, M.; Zanela, J.; Wagner, A.; Busso, C.; Wouk, J.; lurckevicz, G.; Montanher,
P.F.; Yamashita, F.; Malfatti, C.R.M. (2018). Influence of Time, Temperature and Solvent on
the Extraction of Bioactive Compounds of Baccharis Dracunculifolia: In Vitro Antioxidant
Activity, Antimicrobial Potential, and Phenolic Compound Quantification. Ind. Crops Prod.,
125, 207-219.

[27] Chew, Y.L.; Ling Chan, E.W.; Tan, P.L.; Lim, Y.Y.; Stanslas, J.; Goh, J.K. (2011).
Assessment of Phytochemical Content, Polyphenolic Composition, Antioxidant and
Antibacterial Activities of Leguminosae Medicinal Plants in Peninsular Malaysia. BMC
Complement. Altern. Me.d, 11, 12.

[28] Shahwar, D., & Raza, M. A. (2012). Antioxidant Potential Of Phenolic Extracts Of
Mimusops Elengi. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 2(7), 547-550.

[29] Xu, Y. B., Chen, G. L., & Guo, M. Q. (2019). Antioxidant and Anti-Inflammatory
Activities of the Crude Extracts of Moringa Oleifera from Kenya and Their Correlations with
Flavonoids. Antioxidants, 8(8), 296.

130



Chapitre |1 Résultats et discussions

[30] Kholkhal, F. (2014). Etude Phytochimique et Activité Antioxydante des extraits des
composeés phénoliques de Thymus ciliatus ssp coloratus et ssp euciliatus. Thése de Doctorat,
Universite Aboubaker Belkaid, p 111.

[31] Madhujith, T.; Shahidi, F. (2006). Optimization of the Extraction of Antioxidative
Constituents of Six Barley Cultivars and Their Antioxidant Properties. J. Agric. Food Chem.,
54, 8048-8057.

[32] Fadimu, G.J.; Ghafoor, K.; Babiker, E.E.; Al-Juhaimi, F.; Abdulraheem, R.A;
Adenekan, M.K. (2020). Ultrasound-Assisted Process for Optimal Recovery of Phenolic
Compounds fromWatermelon (Citrullus Lanatus) Seed and Peel. J. Food Meas. Charact., 14,
1784-1793.

[33] Sahin, S.; Samli, R. (2013). Optimization of Olive Leaf Extract Obtained by Ultrasound-
Assisted Extraction with Response Surface Methodology. Ultrason. Sonochem., 20, 595-602.
[34] Prasad, K.N.; Hassan, F.A.; Yang, B.; Kong, K.W.; Ramanan, R.N.; Azlan, A.; Ismail,
A. (2011). Response Surface Optimisation for the Extraction of Phenolic Compounds and
Antioxidant Capacities of Underutilised Mangifera Pajang Kosterm. Peels. Food Chem., 128,
1121-1127.

[35] Tomsik, A.; Pavlic, B.; Vladic, J.; Ramic, M.; Brindza, J.; Vidovic, S. (2016).
Optimization of Ultrasound-Assisted Extraction of Bioactive Compounds fromWild Garlic
(Allium Ursinum L.). Ultrason. Sonochem., 29, 502-511.

[36] Almusallam, I.A.; Mohamed Ahmed, I.A.; Babiker, E.E.; al Juhaimi, F.Y.; Fadimu, G.J.;
Osman, M.A.; al Maiman, S.A.; Ghafoor, K.; Algah, H.A.S. (2021). Optimization of
Ultrasound-Assisted Extraction of Bioactive Properties from Date Palm (Phoenix dactylifera
L.) Spikelets Using Response Surface Methodology. LWT, 140, 110816.

[37] Bouafia, M.; Colak, N.; Ayaz, F.A.; Benarfa, A.; Harrat, M.; Gourine, N.; Yousfi, M.
(2021). The Optimization of Ultrasonic-Assisted Extraction of Centaurea Sp. Antioxidative
Phenolic Compounds Using Response Surface Methodology. J. Appl. Res. Med. Aromat.
Plants, 25, 100330

[38] Belfar Chaima, B. K. (2021). Optimisation des conditions d'extraction des polyphénols
totaux d’Asparagus acutifolius en Algérie (Doctoral dissertation).

[39] Dent, M., Dragovi¢-Uzelac, V., Peni¢, M., Bosiljkov, T., & Levaj, B. (2013). The Effect
of Extraction Solvents, Temperature and Time on the Composition and Mass Fraction of
Polyphenols in Dalmatian Wild Sage (Salvia Officinalis L.) Extracts. Food Technology and
Biotechnology, 51(1), 84-91.

131



Chapitre |1 Résultats et discussions

[40] Mohammadpour, H., Sadrameli, S. M., Eslami, F., & Asoodeh, A. (2019). Optimization
of Ultrasound-Assisted Extraction of Moringa Peregrina Oil with Response Surface
Methodology and Comparison with Soxhlet Method. Industrial Crops and Products, 131, 106-
116.

[41] Bouaoudia-Madi, N.; Boulekbache-Makhlouf, L.; Madani, K.; Silva, A.M.S.; Dairi, S.;
Oukhmanou-Bensidhoum, S.; Cardoso, S.M. (2019). Optimization of Ultrasound-Assisted
Extraction of Polyphenols from Myrtus Communis L. Pericarp. Antioxidants, 8, 205.

[42] Ani, V.; Varadaraj, M.C.; Naidu, K.A. Antioxidant and Antibacterial Activities of
Polyphenolic Compounds from Bitter Cumin (Cuminum nigrum L.). Eur. Food Res. Technol.
2006, 224, 109-115.

[43] Hameed, S.; Imran, A.; Nisa, M.U.; Arshad, M.S.; Saeed, F.; Arshad, M.U.; Asif Khan,
M. (2019). Characterization of Extracted Phenolics from Black Cumin (Nigella sativa Linn),
Coriander Seed (Coriandrum sativum L.), and Fenugreek Seed (Trigonella Foenum-
Graecum). Int. J. Food Prop., 22, 714-726.

[44] Muzolf-Panek, M.; Stuper-Szablewska, K. (2021). Comprehensive Study on the
Antioxidant Capacity and Phenolic Profiles of Black Seed and Other Spices and Herbs: Effect
of Solvent and Time of Extraction. J. Food Meas. Charact., 15, 4561-4574.

[45] Feng, Y.; Dunshea, F.R.; Suleria, H.A.R. (2020). LC-ESI-QTOF/MS Characterization of
Bioactive Compounds from Black Spices and Their Potential Antioxidant Activities. J. Food
Sci. Technol., 57, 4671-4687.

[46] Ponce, A., et al., (2003). Antimicrobial activity of essential oils on the native microflora
of organic Swiss chard. LWT-Food Science and Technology. 367, 679- 684.

[47] Farhad Sharafati Chaleshtori, (2018). Chemical Composition, Antioxidant and
Antibacterial Activity of Bunium persicum, Eucalyptus globulus, and Rose Water on
Multidrug-Resistant Listeria Species,25 Journal of evidence-Based integrative Medicine.

[48] Rauha, J.P., Remes, S., Heinonen, M., Hopia, A., Kdhkonen, M., Kujala, T., Pihlaja, K et
al. (2000). Antimicrobial effects of Finnish plant extracts containing flavonoids and other
phenolic compounds. International Journal of Food Microbiology, 56(1), 3-12.

[49] Bakasso, S. (2009). Etudes phytochimiques et potentialités biologiques de cing espéces
d'indigofera (fabaceae) utilisees en médecine traditionnelle au Burkina Faso (Thése de
Doctorat), Université d’Ouagadougou.

[50] Ben Hsouna, A., Alayed, A.S & Abdallah, E.M. (2012). Evaluation of antimicrobial
activities of crude methanolic extract of pods of Ceratonia siliqua L against some pathogens

and spoilage bacteria. African Journal of Microbiology Research, 6(14), 3480-3484.

132



Chapitre |1 Résultats et discussions

[51] Burt, S.A. (2004). Essential oils: their antibacterial properties and potential applications
in foods. International Journal of Food Microbiology, 94(3), 223-253.

[52] Brantner, A., Males, Z., Pepeljnjak, S & Antolic, A. (1996). Antimicrobial activity of
Paliurus spinachristi Mill (Christ's thorn). Journal of Ethnopharmacology, 52(2), 119-122.
[53] Falleh, H., Ksouri, R., Chaieb, K., Karray-Bouraoui, N., Trabelsi, N., Boulaaba, M &
Abdelly, C. (2008). Phenolic composition of Cynara cardunculus L. organs, and their
biological activities. Comptes Rendus Biologies, 331(5), 372-379.

[54] Erbil, N., Duzguner, V., Durmuskahya, C & Alan, Y. (2015). Antimicrobial and
Antioxidant Effects of Some Turkish Fodder Plants Belongs to Fabaceae Family (Vicia
villosa, Trifolium ochroleucum and Onobrychis altissima). Oriental journal of chemistry,
31(1), 53-58.

[55] Rodriguez, N., Amils, R., Jiménez-Ballesta, R., Rufo, L., & de la Fuente, V. (2007).
Heavy metal content in Erica andevalensis: an endemic plant from the extreme acidic
environment of Tinto River and its soils. Arid Land Research and Management, 21(1), 51-65.
[56] Panda, S. K., Das, R., Leyssen, P., Neyts, J., & Luyten, W. (2018). Assessing medicinal
plants traditionally used in the Chirang Reserve Forest, Northeast India for antimicrobial
activity. Journal of ethnopharmacology, 225, 220-233.

[57] Efenberger-Szmechtyk, M., Nowak, A., & Czyzowska, A. (2021). Plant extracts rich in
polyphenols: Antibacterial agents and natural preservatives for meat and meat products.
Critical reviews in food science and nutrition, 61(1), 149-178.

[58] Sari, M., Biondi, D. M., Kaabeche, M., Mandalari, G., D'Arrigo, M., Bisignano, G., ... &
Ruberto, G. (2006). Chemical composition, antimicrobial and antioxidant activities of the
essential oil of several populations of Algerian Origanum glandulosum Desf. Flavour and
fragrance journal, 21(6), 890-898.

[59] Fettah, A. (2019). Etude phytochimique et évaluation de [lactivité biologique
(antioxydante-antibactérienne) des extraits de la plante Teucrium polium L. sous espéce
Thymoides de la région Beni Souik, Biskra (Doctoral dissertation, UNIVERSITE
MOHAMED KHIDER BISKRA).

[60] Bouharb, H. A. Y. A. T. E., El Badaoui, K. H. A. L. I. D., Zair, T. 0. U. R. L. Y. A,,
Chakir, S., & Alaoui, T. (2014). Sélection de quelques plantes médicinales du Zerhoun
(Maroc centrale) pour I’activité antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa. Journal of
Applied Biosciences, 78, 6685-6693.

133



Conclusion
Géneérale




Conclusion générale

Conclusion générale

Actuellement, l'intérét croissant pour [l'utilisation des plantes médicinales en
phytothérapie decoule de divers facteurs qui suscitent un vif intérét dans la recherche
biomédicale. Cette tendance s'explique d'une part par le fait que les plantes médicinales
offrent une source inépuisable de substances naturelles bioactives et de composés benéfiques.
Dautre part, elle est motivée par la quéte d'une approche thérapeutique plus douce, dépourvue

d'effets secondaires indésirables.

Dans ce contexte, I'étape cruciale de I'extraction des composés phénoliques émerge
comme un aspect clé de la valorisation de ces principes actifs. Le succes de cette extraction
repose sur le choix judicieux de la méthode et des parameétres, visant a préserver les propriétés
biologiques des composeés extraits.

Les antioxydants naturels revétent une importance significative dans les industries
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires, ou ils sont recherchés comme alternatives
préférées aux antioxydants synthétiques. Parmi les sources végeétales, Nigella sativa. L se

distingue comme une ressource largement riche en antioxydants.

Les résultats de la présente étude montrent clairement que le temps d'extraction, la
température et la concentration du solvant ont un impact significatif sur les teneurs en
composés phénoliques, présents dans les extraits de Nigella sativa, ainsi que sur leurs
propriétés antioxydantes. La quantité la plus élevée de composés phénoliques totaux (TPC) et
les activités de piégeage des radicaux (DPPH) étaient de 35,6 mg GAE/g et 70,5 %,
respectivement. En outre, le processus d'optimisation de 'EAU démontre une forte influence
de la température de sonication, le temps et la concentration d'éthanol sur le rendement des
composés phénoliques, avec des conditions optimales de 44,68 °C, 32,51 min et 59,18 %,
respectivement. Les valeurs de R? indiquent que les valeurs obtenues expérimentalement sont
tres proche aux valeurs predites, et également suggéré que les modeles étaient tres efficaces

pour prédire les résultats optimaux.

Concernant 1’activité antimicrobienne, 1’extrait éthanolique des gaines de Nigella
Sativa n’a montré aucun effet antimicrobien contre les souches testées. Cet extrait possede un
effet bactéricide avec une CMB de (75 mg/ml) contre Escherichia coli, tandis que I’effet de

cet extrait n’était pas clairement visible contre S. aureus.
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En outre, selon le profil phénoliqgue HPLC-UV, six polyphénols ont été trouvés dans
I'extrait conventionnel, mais seuls quatre d'entre eux étaient supérieurs a la LOQ, a savoir la
catéchine (0,18 mg/qg), I'épicatéchine (1,88 mg/qg), l'acide caféique (0,17 mg/g) et la rutine
(0,96 mg/g). L'extrait obtenu par extraction non-conventionnel (EAU) et dans les conditions
optimales, la quantification était possible pour cing composes, tandis que l'acide gallique était
également inférieur a la LOQ. Les teneurs en catéchine, épicatéchine, rutine, acide caféique et
quercetin étaient respectivement de 0,27, 2,37, 1,21, 0,17 mg/g et 0,15 mg/g. Ce dernier
présentait une teneur phénolique totale et une activité de piégeage du radical DPPH plus
élevées que l'extrait obtenu par la technique conventionnelle. Dans I'ensemble, il a été établi
que certains polyphénols inclus dans cette matrice avaient une capacité antioxydante
significative.

Enfin, ces résultats indiquent que 1’extraction assistée par ultrasons a montré son
efficacité pour I’extraction des composés phénoliques, ainsi les graines de Nigella sativa
peuvent étre une source potentielle de produits chimiques bioactifs et de composants

phénoliques.

L'étude approfondie de cette plante offre des perspectives prometteuses pour la

découverte et l'utilisation de composés bénéfiques dans divers domaines d'application.
Plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans la continuité des travaux entameés :

v' Elargir le cadre de I’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques
par l'utilisation d'autres méthodes d'extraction avec I'étude de 1’effet des autres parametres
comme : la taille des particules, le rapport solide /liquide.

v' Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests
biologiques : anti tumorale, anti cancéreux, anti inflammatoire, anti diabétique, anti
coagulant et autres.

v' Identification des principes actifs responsables de ces activités pharmacologiques, avec la

détermination des conditions optimales pour I'extraction de ces principes actifs.
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I.1. Les appareils utilisés

Pulverisette 14 FRITSCH (ldar-Oberstein, Allemagne)

Caractéristiques de performance

Puissant régime de 22 000 tr/min. pour un débit d'échantillon particulierement rapide
Vitesse d'impact du rotor extrémement élevée (111 m/s = 399,6 km/h)

Taille initiale maximum des matériaux a broyer < 15 mm, quantité de débit del5 I/h et

plus
]

Granulométrie finale jusqu'a dso < 40 pum, tamis annulaires
0,08 — 6 mm

Multifonctionnel avec son rotor a impact et son rotor de
coupe en un seul et méme appareil

Les echantillons difficiles a broyer ou sensibles a la
température peuvent étre fragilisés par I'ajout de d'azote
liquide et ensuite broyeé

Systeme « Intelligence Safety Control » garantit un travail
en toute sécurité

Broyage par lot ou continu gréce au cyclone FRITSCH

Refroidissement efficace de la chambre de broyage grace a
un débit dair trées élevé

Nettoyage simplissime grace au Clean Design

Filtre a poussiére amovible pour un nettoyage facile

Ultrasons UP200S (Hielscher, Berlin, Allemagne)

Caracteéristiques de performance

Volume de I'échantillon 0,1 - 1000 ml

Performance 200 watts

Fréquence 40 kHz

Amplitude 20-100 %

Opération pulsée 0-100 %

Connexion au réseau 230V, 50-60 Hz

Poids de I'équipement 2,3 kg g
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Lyophilisateur Telestar (Berlin, Allemagne)

Caractéristiques de performance

» Température du condenseur : -55 °C ou -85 °C

* Une capacité en glace jusqu'a 6 kg /24 heures
 Condenseur en inox 316L pour une bonne résistance
chimique

* Une lyophilisation en manifolds, en chambre ou sur
plateaux

* Des capacités et des accessoires variés pour des
configurations les plus diverses et variées

* Ecran tactile pour le réglage et 1'affichage des

paramétres

Spectrophotomeétre UV-Visible V-750 (Jasco, Tsukuba, Japon)

Caracteristiques de performance

Double faisceau

190-900 nm

Bandes passantes variables
Tres hautes Absorbances
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Abstract: An ultrasound-assisted method was used for the extraction of phenolics from defatted black
cumin seeds (Nigella sativa L.), and the effects of several extraction factors on the total phenolic content
and DPPH radical scavenging activity were investigated. To improve the extraction efficiency of
phenolics from black cumin seed by ultrasonic-assisted extraction, the optimal extraction conditions
were determined as follows: ethanol concentration of 59.1%, extraction temperature of 44.6 °C and
extraction time of 32.5 min. Under these conditions, the total phenolic content and DPPH radical
scavenging activity increased by about 70% and 38%, respectively, compared with conventional
extraction. Furthermore, a complementary quantitative analysis of individual phenolic compounds
was carried out using the HPLC-UV technique. The phenolic composition revealed high amounts of
epicatechin (1.88-2.37 mg/g) and rutin (0.96-1.21 mg/g) in the black cumin seed extracts. Ultrasonic-
assisted extraction can be a useful extraction method for the recovery of polyphenols from defatted
black cumin seeds.

Keywords: phenolic compounds; antioxidant; optimization; ultrasonic; extraction techniques;
black cumin

1. Introduction

Black cumin (Nigella sativa L.), an herbaceous plant member of the Ranunculaceae
family, is one of the most popular medicinal herbs in the north of Africa, with wild
populations distributed in Asia, Southern Europe, Northern Africa, and the Mediterranean
area. Black cumin seeds have a long history in pharmacotherapy as a medicinal herb used
in traditional remedies to treat a broad variety of diseases, including diabetes, different
airway disorders, paralysis, digestive tract issues, inflammation, and hypertension [1].
These medicinal properties of black cumin seeds are directly connected with their high
content of phenolic compounds, which act as antioxidants and display an extremely anti-
inflammatory capacity [2]. Oilseeds are important sources of lipid, commonly processed
for the extraction of edible oils, producing large quantities of bioactive compound-rich
meal [3]. Thus, defatted black cumin seeds (black cumin seed meal) could be an interesting
source of this type of compound.

One of the key indicators for several progressive pathological illnesses, such as neu-
rological problems and endocrine sickness, is oxidative stress, which is characterized by
a rise in free radical levels [4]. The therapeutic efficacy of medicinal herbs acting as scav-
engers of free radicals has recently gained more attention. Studies conducted both in vivo

Biomolecules 2022, 12, 1311. https:/ /doi.org/10.3390/biom12091311

https://www.mdpi.com/journal /biomolecules


https://doi.org/10.3390/biom12091311
https://doi.org/10.3390/biom12091311
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/biomolecules
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-4215-8872
https://orcid.org/0000-0003-2688-8477
https://orcid.org/0000-0003-1940-6345
https://orcid.org/0000-0002-5096-7506
https://orcid.org/0000-0002-7444-0266
https://doi.org/10.3390/biom12091311
https://www.mdpi.com/journal/biomolecules
https://www.mdpi.com/article/10.3390/biom12091311?type=check_update&version=2

Biomolecules 2022, 12, 1311

2 of 14

and in vitro on black cumin seed extracts have shown that they have strong antioxidant
properties [5]. Similarly, an indicator of the remarkable bioactive capacity of black cumin
seeds could be found in their traditional consumption for the treatment of a diverse range
of illnesses [6]. Thus, black cumin extracts may be a possible source of innovative antioxi-
dant and anti-inflammatory phenolic compounds, safer than current medications, which
frequently, after prolonged use, cause serious negative consequences such as gastric ulcers,
bone marrow depression, and water and salt retention [7].

Recently, studies focused on identifying different fruit, vegetables, and plants as
new sources of bioactive components have increased considerably since these natural
products have a broad variety of health benefits for humans [8,9]. Such components
are usually obtained through a lengthy and expensive process that includes extraction,
isolation, and identification, frequently leading to the heat breakdown of certain bioactive
components [10]. Natural phenolic compounds have tremendous potential for prevention,
preservation, and therapy, which has led to a surge in interest regarding their appropriate
extraction method [11]. Techniques used for both conventional and non-conventional
bioactive component extraction have been distinguished. Traditional or conventional
extraction methods present some important drawbacks, including higher extraction time
and more solvent use [12]; non-conventional techniques, such as microwave-assisted or
ultrasound-assisted extraction, have proved to be not only more sustainable but also more
effective alternatives [13,14].

Ultrasound-assisted extraction is one of the most safe, rapid, and efficient non-
conventional extraction methods. In many cases, ultrasound irradiation minimizes the
destruction of thermosensitive chemicals, also using less solvent, taking less time, and
producing greater extraction yields [15]. Ultrasound treatment implies the breakage of
cell walls through the bursting of bubbles created by sonic cavitation, improving mass
transference of the cellular content to the solvent and thus increasing the extraction yield
of bioactive compounds [13]. Ultrasound-assisted extraction is also frequently used in the
food industry since it is a safe and green way to speed up chemical processes [16].

Response Surface Methodology (RSM) is commonly used to optimize extraction pro-
cesses. Although the traditional approach requires excessive time and yields insufficient
information, RSM is a quick alternative that offers sufficient data for a wide variety of
independent variables, also considering the interaction between these factors [17,18]. In
this regard, RSM is defined as a collection of statistical and mathematical tools used to
model and analyze problems whose responses are influenced by different variables. The
primary benefit of this tool is the use of only a small number of statistically significant
experiments to evaluate numerous factors and their interactions, saving time and providing
a large amount of data [19,20].

To the best of our knowledge, the current study represents the first attempt to optimize
the ultrasound-assisted extraction of phenolic compounds from defatted black cumin seeds,
seeking to maximize total phenolic compounds (TPC) and antioxidant activity (DPPH
method). For this purpose, RSM was selected to conduct the optimization process, employ-
ing the following three-level independent factors: temperature (25, 50, and 75 °C), time (15,
30, and 45 min) and ethanol concentration (30, 60, and 90%). The results achieved were also
compared with those obtained by the conventional method. Finally, the extracts recovered
in both optimal and conventional conditions were analyzed by the High-Performance
Liquid Chromatography-Diode Array Detector (HPLC-DAD) to identify and quantify the
different phenolic compounds.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Reagents

All chemicals and reagents used in this study were analytical grade. The chemicals
such as 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPHe), absolute ethanol (99.9%, v/v)
and sodium carbonate (Na,CO3) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). LC-
MS grade water, ethanol and acetonitrile were obtained from Sigma—Aldrich (Steinheim,
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Germany), while trifluoroacetic acid (TFA) bought from Merck (Darmstadt, Germany). Cate-
chin, myricetin, and quercitrin were provided by HWI ANALYTIK GMBH, while quercetin,
epicatechin, sinapic acid, caffeic acid and gallic acid were acquired from Sigma—Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Rutin was purchased from PhytoLab GmbH & Co (Vestenbergsgreuth,
Germany). Black cumin (Nigella sativa L.) seeds were obtained from a local market in
Mascara City (Mascara, Algeria) in March 2022.

2.2. Extraction of Phenolic Compounds from Black Cumin
2.2.1. Ultrasound-Assisted Extraction

Seeds were ground using a Pulverisette 14 mill (FRITSCH, Idar-Oberstein, Germany)
to obtain a fine powder. Then, the obtained power was defatted with hexane at room
temperature (ratio of 1:20 w/v). The powder was kept in a clean, dried, well-sealed
amber glass container to protect it from sunlight and stored in the refrigerator at 4 °C for
further use.

A total of 5 g of the sample was combined with 200 mL of ethanol/water solution at
different concentrations (30, 60, and 90%, v/v) to extract the phenolic components from the
black cumin seeds. The samples were extracted using an ultrasonic bath (model UP200S,
Hielscher, Berlin, Germany) that was partially filled with distilled water (about 3.0 dm?).
The extraction procedures were carried out using three different ultrasonic temperatures
of 25, 50, and 75 °C, for 15, 30, and 45 min, with a continuous power of 110 W and a
frequency of 40 kHz. Then, the extracts were filtered with Whatman No. 1 filter paper
at room temperature. The filtered solution was recovered and evaporated using a rotary
evaporator for 30 min at 40 °C. The remaining samples were freeze-dried at —80 °C for
24 h and kept at 4 °C for further experiments. The sample redissolved in the solvent after
evaporation to obtain 2 mg/mL of each extract.

2.2.2. Conventional Extraction

The conventional extraction method followed the procedure described by Bouaoudia-
Madi et al. [21] with some minor modifications. Briefly, 5 g of sample was placed in a
conical flask and mixed with 200 mL of 50% (v/v) ethanol solution. Then, the mixture was
stirred for 2 h at 50 °C, filtered employing Whatman No. 1 filter paper and finally stored at
4 °C for further analysis.

2.3. Determination of DPPH Radical Scavenging Activity

DPPH radical scavenging activity was measured according to the method of Li, Du,
Jin, and Du [10]. Briefly, 2 mL of 0.25 mmol/L DPPHe methanolic solution was mixed with
1 mL of black cumin seed extract, vortexed, and left at room temperature (25 °C) in a dark
place for 30 min. The control was made without extracts, and both the sample mixtures
and the control were measured for absorbance at 517 nm (V-750 spectrophotometer, Jasco,
Tsukuba, Japan). The following equation was used to calculate the percentage of DPPHe
that black cumin seed extracts were able to scavenge.

. . o (Acontrol - Asample)
DPPH radical scavening activity (%) =

x 100
Acontrol

where Ao is the absorbance of DPPHe methanolic solution and Aggpypye is the absorbance
of DPPHe solution mixed with the sample extract.

2.4. Determination of Total Phenolic Content (TPC)

The TPC of the samples was assessed using the Folin—Ciocalteu assay based on the
Zakaria et al. method [19] with some modifications. A total of 1 mL of sample containing
1.0 mg/mL of a standard gallic acid solution was mixed with 0.5 mL of the Folin-Ciocalteu
reagent for every extract, and the mixture was left at room temperature for 3 min. The
NayCOs3 solution was prepared at a concentration of 7.5% (w/v) then heated for 1 min at
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95 °C and cooled at room temperature. Next, 1.0 mL of 7.5% NapyCO;3; was added to the
sample or gallic acid solution. After 1 h of incubation at room temperature in a dark place,
the absorbance of the sample was determined at 760 nm using a UV-Vis spectrometer (V-750
spectrophotometer, Jasco, Tsukuba, Japan). Gallic Acid (mg) was used as a standard to
plot the calibration curve. TPC of the extracts was expressed as mg gallic acid equivalents
(GAE) per gram of sample in dry weight (mg/g).

2.5. Determination of Phenolic Profile
2.5.1. Method Validation

The current analytical method was validated according to linearity, limit of detection,
limit of quantification and precision in terms of reproducibility (intraday validation) and
repeatability (interday validation). For intraday assay, six successive HPLC analyses of
standard solutions were performed on the same day, while in the case of interday validation,
the analysis was conducted on five consecutive days. At least five different concentrations
were prepared for each analyte and the construction of calibration curves. The linear ranges
for each analyte are represented in Table 1. The limits of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ), used to assess the sensitivity of the method, were calculated based on
the standard deviation of the response (o) and the slope of the corresponding calibration
curve [22]. The detection limits were expressed as:

(1) LOD=3.30/Slope
(2) LOQ=100/Slope

Table 1. Box-Behnken design matrix with coded variables and measured values.

Factors Responses
Run X7: Ethanol X3: Temperature X3. Time Yq: TPC Y,: DPPH

Concentration (%) (@) (min) (mg GAE/g) (%)
1 60 25 45 28.4 65.1
2 30 25 30 25.7 44.8
3 60 75 15 21.8 35.5
4 60 50 30 35.1 70.5
5 30 50 45 24.3 39.4
6 90 25 30 24.5 445
7 30 50 15 24.3 36.8
8 60 50 30 35.6 68
9 60 75 45 211 445
10 60 50 30 352 69.1
11 60 50 30 35.1 69
12 60 25 15 222 415
13 90 75 30 19.2 454
14 90 50 45 22.6 64
15 30 75 30 20.4 35
16 90 50 15 19.3 38.8

2.5.2. HPLC-UV Analysis

For the chromatographic analysis, 8 mg of the freeze-dried samples were dissolved
in 1 mL of ethanol (HPLC-MS grade). The final solutions were filtered through 0.45 pm
pore size PTFE syringe filters (LLG-Syringe filters SPHEROS, Mechenheim, Germany)
and analyzed via the HPLC-UV system. HPLC-UV analysis was performed according
to a previously reported method [23]. The polyphenolic existence of nine compounds
was performed using an HPLC system from Shimadzu (Kyoto, Japan), equipped with
a pump (LC-10AD), a PDA detector (SPD-M20A), an autosampler (SIL-20AHT) and a
thermostat column compartment (CTO-10ASVP). The PDA detector was set at 280 nm for
the determination of all analytes. For the chromatographic separation, a Venusil XBP C18
column (150 x 4.6 mm, 5 m) and pre-column composed of the same material were used.
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Mobile phase A consisted of Milli Q water while mobile phase B was ACN with 0.02% TFA.
The method operated with a flow rate of 1.0 mL/min, while the injections were 20 uL. The
initial conditions of the gradient elution were 80% A for the first five min, followed by a
stepwise decrease to 60% A until 8 min, after which there was a further decrease to 50% A
until 12 min, and finally an increase to 60% until 17 min. The ratio of mobile phases was
reset to the original composition at 21 min, where it remained constant until 25 min.

2.6. Response Surface Methodology (RSM)

The Box-Behnken design (BBD)-based response surface technique was applied to
optimize the UAE parameters for the extraction of bioactive components from black cumin
seeds. A total of 16 research experiments were carried out in the BBD. The ethanol con-
centration (X) (30, 60, and 90%), sonication temperature (X;) (25, 50, and 75 °C), and
sonication time (X3) (15, 30, and 45 min) were the independent variables. The responses
included the TPC and DPPH radical scavenging capacity. Table 1 displays the whole design
matrix of UAE extraction variables and responses together with their corresponding levels
and coded components. A second-order polynomial model was used to fit the responses of
triplicate measurements of TPC and DPPH radical scavenging activity as follows:

Y = Bo + B1Xy + BoXy + B3Xz + B11Xq + P2aXy + PazXz + P12X1 Xy + B13X1Xo + 23X X3

where Xj, X3, and X3 represent the independent variables ethanol concentration, sonication
temperature, and sonication time, respectively, and Y represents the expected responses
(TPC and DPPH radical scavenging activity) from the black cumin extracts. A constant
is represented by f3¢; the linear regression coefficients are 31, f», and f33; the interaction
terms are 312, 13, and (33; and the quadratic coefficients are 311, 322, and B33. To visualize
the relationships between the values of each independent variable and the responses,
three-dimensional (3D) charts were made by using the polynomial equations.

3. Results and Discussion
3.1. Model Fitting and Statistical Analysis

The total efficiency of the UAE is determined by different experimental factors, includ-
ing extraction temperature, time, and ethanol concentration. The results of 16 experimental
runs using the Box-Behnken design are presented in Table 1, which contains the measured
values for both responses (Y] and Y;) for each trial. It is well recognized that certain
variables, such as the sonication temperature, time, and ethanol concentration, have a
substantial influence on the recovery of total phenolic content and antioxidant activity from
plant materials. The TPC and DPPH radical scavenging activity values for black cumin
seed were 19.2-35.6 mg GAE/g and 35-70.5%, respectively. This strongly suggests that
the extraction conditions have a significant impact on the yield of these parameters. These
results also indicate a substantial sensitivity of the recovery of phenolic antioxidants to
the extraction conditions, thus highlighting the necessity to optimize UAE parameters to
obtain maximal TPC and DPPH radical scavenging activity from black cumin seed [24].

Table 2 presents the ANOVA results, model adequacy, and regression coefficients.
Additionally, various statistical indicators were used to assess the model adequacy, in-
cluding the coefficient of correlation (R?), adj—Rz, and the coefficient of variation (CV).
The coefficient of correlation (R?) values of TPC and DPPH radical scavenging activity
were 0.992 and 0.972, respectively. R? value was used to judge the model adequacy. The
developed models that included both TPC and DPPH radical scavenging activity had a
p-value of 0.0001, which means that they were significant. Diagnostic plots (Figure 1) are
employed to investigate the model satisfactoriness and the relationship between predicted
and experimental values. It is evident from Figure 1 that the data points lie very closely to
the straight line with a high degree of similarity. A high correlation between the predicted
and experimental data reflects the applicability and accuracy of RSM for optimization of
the extraction process. Furthermore, the adj-R? values (0.9811-0.9320) show the model to
be significant. On the other hand, low values of CV (3.2-7.16%) indicate that the actual
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values are highly precise and reliable [20]. In most cases, it is necessary to verify that the
fitted model gives a sufficient approach to the real system. The findings demonstrated
that the models employed in this research were fitted, and the results of the experiment
were reliable and exact for the prediction and optimization of UAE parameters to achieve a
higher TPC and DPPH radical scavenging activity.

Table 2. Analysis of variance for the regression model of TPC and DPPH.

TPC DPPH
Source Coefficient Estimate F-Value p-Value Coefficient Estimate F-Value p-Value
Model 35.25 87.37 <0.0001 69.15 23.84 0.0005
Xi-Ethanol con. —1.14 15.01 0.0082 4.59 12.75 0.0118
Xp-Temperature —-2.29 60.71 0.0002 —4.44 11.93 0.0136
X3-Time 1.10 14.04 0.0095 7.55 34.53 0.0011
X1X3 0.0000 0.0000 1.0000 2.67 2.17 0.1914
X1X3 0.8250 3.95 0.0941 5.65 9.67 0.0209
XoX3 -1.72 17.26 0.0060 —3.65 4.03 0.0913
X12 —6.78 266.25 <0.0001 —14.31 62.04 0.0002
X,? —6.02 210.57 <0.0001 —1241 46.66 0.0005
X532 —5.85 198.51 <0.0001 —10.09 30.82 0.0014
Lack of Fit - 23.34 0.0140 - 24.00 0.0134
R? 0.9924 0.9728
Adjusted R? 0.9811 0.9320
CV.% 3.20 7.16
Adeq Precision 2471 13.37
Predicted vs. Actual Predicted vs. Actual
40 - 80
35 —f < —
30 — 60 —4
3

(a) (b)

Figure 1. Diagnostic plots of predicted and actual values for TPC (a) and DPPH radical scavenging
activity (b).

3.2. Influence of Process Variables on the TPC

Phenolic compounds can function as antioxidants due to their capacity to chelate
metal ions and donate hydrogen atoms or electrons to stabilize free radicals. This prevents
food products, particularly oils and fatty acids, from oxidizing [19]. The values of the
experimental data along with the evaluation of the impact of independent factors on the
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TPC of black cumin extract are shown in Table 1. The analysis of variance (ANOVA)
findings indicated that the model was adequate for evaluating TPC, with a coefficient of
determination (R?) of 0.9924 (Table 2) [25]. The experimentally determined levels of TPC in
black cumin seed varied from 19.2 mg GAE/g to 35.6 mg GAE/g. The circumstances in the
UAE of 60% (ethanol concentration), 50 °C (temperature), and 30 min (time) resulted in
the highest TPC (35.6 mg GAE/g). The TPC found in black cumin seed was higher than
those observed in the following solanum species: Solanum ferrugineum (31.41 mg GAE/g),
S. melongena (16.97 mg GAE/g), and S. betaceum (24.74 mg GAE/g) [26]. However, it was
lower than the Gandhi et al. [27]-reported value of 280 mg GAE/g in the S. torvum Swartz
extract. This may be caused by regional variances, the extraction method and conditions
used. The following second-order polynomial equation was created to examine the impact
of the independent variable on the extraction of TPC (Equation (1)).

Yope = +35.25 — 1.14X; — 2.29 X, + 1.10X3 — 1.72 Xp X3 — 6.78X4%2 — 6.02X,2 — 5.85X32 (1)

According to Table 2, the ethanol concentration (X;), extraction temperature (X;), and
extraction time (X3) all had a significant effects on the total phenolic content of black cumin
seed (p < 0.05, p <0.01, and p < 0.01, respectively). Moreover, the impacts of the quadratic
functions (X;2, X2 and X32) and the interaction between extraction time and temperature
(X2X3) had a significant (p < 0.05) impact on the UAE of TPC from black cumin extracts.
Furthermore, the extraction yield of TPC from black cumin seed was unaffected by the
interactions between the concentration of ethanol and time and the concentration of ethanol
and temperature (p > 0.05).

As shown in Figure 2a, the TPC improves as the ethanol concentration increases from
30 to 60%. On the other hand, when the ethanol concentration increases to 90%, the TPC
decreases regularly to less than 27 mg/g. According to Gullon et al. [28], these effects
are a result of the polarity of the solvent having an impact on the extraction of phenolics.
These authors also showed that the TPC of the extract from Eucalyptus globulus leaves was
affected by a similar trend. In addition, when using ultrasound-assisted extraction, ethanol
concentration had a similar dual impact on the TPC isolated from Tunisian Zizyphus lotus
fruit [29]. Figure 2a shows that the sonication time has the most impact on the recovery of
TPC. The extraction time was adjusted from 15 to 45 min to demonstrate how it affected
TPC efficiency. The TPC increased when the extraction time was raised to 30 min. However,
longer times implied a decrease in TPC. In a similar study, Irakli et al. [30] observed an
increase in TPC in the first 30 min of extraction by UAE and then a sharp decrease in
TPC. The sonication time is divided into two main stages when secondary metabolites
are extracted by UAE. Most of the retrieved metabolites occur during the initial “washing
stage” (20-30 min). Then comes the “slow extraction phase” which lasts for 60 to 100 min,
when metabolites are transported by a diffusion process from the matrix to the solvent [31].
This two-stage division of the extraction could explain the results obtained, considering that
the diffusion process may adversely affect the extraction yield when most of the phenolic
compounds are already extracted [32]. Additionally, one of the key elements in the UAE
is the sonication temperature. In general, an elevation in this variable is correlated with
increases in phenolic compound extraction yields. This is due to the breaking down of
matrix bonds, increasing mass transfer, chemical solubility, and solvent diffusion velocity
while decreasing solvent viscosity and tension [33]. The sonication temperature was varied
from 25-75 °C. Figure 2a showed that the yield of the extraction of phenolic compounds
from black cumin seeds increased markedly over the temperature range of 40-50 °C. The
highest TPC yield (35.6 GAE/g dm) was obtained at 50 °C, this temperature being picked
as the optimum value. As a result of the solvent molecules moving more quickly and easily
at higher temperatures, the extraction of phenolic compounds increases as the extraction
temperature is raised [34]. However, heat-sensitive components will be damaged if the
extraction temperature is too high [35]. This could explain why TPC content dropped at
temperatures higher than 50 °C.



Biomolecules 2022, 12, 1311

8 of 14

TPC (mg GAE/g)

Perturbation Perturbation

DPPH (%)

| I

-1000 -Q500

| | | | I | I !

0,500 1,000 -1000 -Q500 0.000 0,500 1,000

Deviation from Reference Point (Coded Units) Dewiation from Reference Point (Coded Units)

(a) (b)

Figure 2. Perturbation plots showing the effect of extraction factors (A: ethanol concentration; B:
temperature; C: extraction time) on TPC (a) and DPPH radical scavenging activity (b).

3.3. Influence of Process Variables on the DPPH Radical Scavenging Activity

According to Madhujith and Shahidi [36], phenolic compounds produced from plant
sources are widely used and significant due to their ability to serve as reducing agents, free
radical scavengers, and metal ion chelators to reduce and control oxidative stress. The most
common technique for the evaluation of antioxidant activity in plants is the DPPH radical
scavenging activity assay. For this reason, DPPH radical scavenging activity was used to
examine the antioxidant potential of defatted black cumin seeds. As it can be seen in Table 1,
black cumin extracts report an antioxidant activity of between 35 and 70.5%. The highest
percentage of DPPH radical scavenging activity (70.5%) was presented in extract 4 (Table 1),
in the conditions of 60% ethanol concentration, 50 °C temperature and 30 min of sonication
duration. In addition, regression analysis using ANOVA revealed that the chosen model
was very significant since the p-value was <0.0001 (Table 2). Furthermore, model coefficients
illustrated that all the linear factors had a substantial impact (p < 0.01 and p < 0.001) on the
result. The following polynomial equation (Equation (2)) demonstrates the relationship
between process factors and the antioxidant activity of the extracted compounds:

Ypppu = +69.15 + 12.75X4 + 11.93X; + 34.53X3 + 9.67X; X5 + 4.03X5X5 + 62.04X;2 + 46.66 X572 + 30.82 X352 ()

where Ypppy stands for the black cumin seed extract ability to scavenge DPPH radicals,
and X, Xp, and X3 stands for the ethanol concentration (%), temperature (°C), and time
(min), respectively.

Three-dimensional response surface plots were also created to analyze the relation-
ships between the experimental data of the investigated variables and the DPPH radical
scavenging activity. The results demonstrated that the extraction process variables sig-
nificantly affected the DPPH radical scavenging activity (Figure 3b). Even though the
interaction between ethanol concentration and temperature (X;X») had no effect on DPPH
radical scavenging activity, it was proven that the interactions between ethanol concentra-
tion and time (X;X3) and between temperature and time (X;X3) had a significant impact
(Figure 3b). As it can be seen in Figure 2b, the antioxidant activity content of the resultant
extracts increased significantly in three cases: when the ethanol concentration approaches
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60%, when the extraction period is extended from 15 to 30 min, and when the temperature
is raised from 30 to 50 °C. According to Fadimu et al. [37], the UAE process promotes the
dissolution of phenolic compounds as the ethanol concentration rises. In combinations of
water and ethanol, water works as a swelling agent, whereas ethanol breaks down the links
between solutes and the cellular matrix [38]. As a result, increasing the ethanol concen-
tration would lead to the extraction of more bioactive compounds with high antioxidant
activity. However, even though a 60% ethanol concentration was the optimal value, the
DPPH radical scavenging activity was quickly lowered to the minimal value of 35% as
the ethanol concentration increased to 90%. This phenomenon may be caused by the poor
solubility of phenolic compounds in ethanol, since it appears that a larger concentration of
this solvent is not appropriate for extracting more potent antioxidants due to their polarity.
The same results were also observed in a study by Prasad et al. [39] as ethanol concentra-
tions exceeded 68%. Additionally, as previously studies reported by Sahin and Samli and
Tomsik et al. [38,40], when temperature rises over 60 °C, DPPH radical scavenging activity
is decreasing. This reduction is a possible outcome by the breakdown of some heat-sensitive
phenolic compounds in the matrix. Furthermore, according to the sonication time, TPC
results were in align with DPPH radical scavenging activity, with a maximum value at
30 min, and subsequently decreased at a higher time (45 min). These mild conditions are
expected since higher sonication temperatures and longer sonication times than optimal
levels may decompose sensitive phenolic compounds [11]. Additionally, DPPH radical
scavenging activity assay had results that were remarkably comparable to those found in
previous research studies [11]. Surprisingly, the DPPH radical scavenging activity value
of black cumin was significantly closer to that of date palm spikelets extract (87.2%). It
was obtained at optimal UAE conditions of 40.8 °C, 21.6 min, and 50.0% ethanol-water
concentration. In another study, conducted by Bouafia et al. [41], the following parameters
of 38.9 min, 54.7 °C, and a ratio of 45.2 mL/0.5 g resulted in the highest antioxidant capacity
for UAE model (42.17 mg AAE/g dm).

3.4. Phenolic Compound Profile

Regarding our results, the obtained regression equations revealed a linear relationship
between the peak area of each polyphenolic compound and their concentration, with
corresponding correlation coefficients higher than 0.995. In the meantime, RSD% values
of intra and interday assays, were, respectively, in the ranges of 0.32-1.04 and 0.92-2.68.
The limits of detection and quantification were in the range of 0.1-0.9 and 0.3-2.8 pg/mL,
respectively, as is illustrated in Table 3. The current HPLC-UV analysis examined the
possible existence of nine major polyphenols in the UAE and conventional extracts of black
cumin. All the results of the detected polyphenols are expressed as mean concentration
(mg/g of dry extract) + standard deviation (Table 4). According to our findings, six
polyphenols were present in the UAE sample, but only four were above the limit of
quantification. The concentrations of catechin, epicatechin, caffeic acid, rutin in the UAE
sample were 0.18, 1.88, 0.17 and 0.96 mg/g, respectively. On the other hand, in the case
of conventional extract, quantification was possible for five compounds, while gallic acid
was below LOQ as well. In addition, the catechin, epicatechin, rutin contents were 0.27,
2.37 and 1.21 mg/g, respectively. However, the caffeic acid concentration in conventional
extract exhibited the same level as the UAE sample (0.17 mg/g) as indicated in Figure 4.
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Figure 3. 3D response surface plots showing the interactive effects of process factors on TPC (a) and
DPPH (b).

Table 3. Limits of detection and quantification, regression equations, retention times, repeatability
and reproducibility (n = 3).

. . . 2 LOD LOQ Intraday Interday
Compounds Rt + SD Linear Range Linear Equation R (ug/mL) (ug/mL) RSDpres®%  RSDare,%
Gallic Acid 2.52 +0.00 0.01-0.0001 y = 84073550x + 10609 0.998 0.3 0.9 1.00 0.92
Catechin 3.34 +0.02 0.05-0.0001 y = 13269933x — 2012 0.999 0.3 0.9 0.95 2.53
Epicatechin 3.83 £ 0.03 0.01-0.0001 y = 16600346x + 2404 0.998 0.3 0.8 1.04 1.47
Caffeic Acid 4.54 £ 0.05 0.01-0.0001 y = 55118151x + 8713 0.997 0.3 1.0 0.47 196
Rutin 5.54 +0.07 0.05-0.0001 y = 23176073x — 12698 0.998 0.9 2.8 0.55 1.80
Sinapic Acid 7.99 £ 0.06 0.01-0.0001 y = 39382578x + 2882 0.997 0.4 1.1 0.33 1.92
Quercitrin 11.49 £ 0.08 0.01-0.0001 y = 12295377x — 1169 0.999 0.1 0.3 0.42 1.84
Myricetin 13.12 £ 0.03 0.01-0.0001 y = 25427092x + 2679 0.998 0.3 0.9 0.90 2.68
Quercetin 14.67 £ 0.04 0.01-0.0001 y = 34063703x + 42715 0.998 0.3 0.9 0.32 1.67
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Table 4. Concentration of the detected phenolics in black cumin expressed as mg/g of dry extract
(n=23).

Phenolic Compound Conventional Technique UAE Technique at Optimum

(mg/g) Conditions (mg/g)
Gallic Acid NQ NQ
Catechin 0.18 £ 0.00 0.27 = 0.00
Epicatechin 1.88 4+ 0.00 2.37 £0.02
Caffeic Acid 0.17 £ 0.00 0.17 £ 0.00
Rutin 0.96 £ 0.00 1.21 £0.01
Sinapic Acid ND ND
Quercitrin ND ND
Myricetin ND ND
Quercetin NQ 0.15 £ 0.00
ND: not detected. NQ: not quantified.
Conventional Extraction Optimized Ultrasound Assisted Extraction
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Figure 4. HPLC chromatograms of phenolic compounds for extracts obtained by conventional extrac-
tion and ultrasound-assisted extraction under the optimum conditions. (1) Gallic acid, (2) catechin,
(3) epicatechin, (4) Caffeic Acid, (5) Rutin and (6) Quercetin.

Contrary to a previously published study [42] about the characterization of extracted
phenolic acids and flavonoids from black cumin, quantification was possible for six com-
pounds. Protocatechuic acid, caffeic acid, ellagic acid, ferulic acid, quercetin, kaempferol,
and gallic acid were all measured at 0.13, 0.50, 0.15, 0.37, and 0.15 mg/g, respectively. In
another study, by Saleha. H et al. [43], the HPLC analysis of black cumin seeds revealed
the presence of chlorogenic acid, caffeic acid, kaempferol, and thymoquinone in concentra-
tions of 5.5, 4.09, 6.02 and 5.13 pg/g, respectively. Additionally, our proof that substances
such as rutin, gallic acid, and caffeic acid occur in black seeds also aligns with findings
from a survey by Muzolf et al. [44]. In addition, a more recent study conducted in 2020 by
Feng et al. [45] with the use of an LC-ESI-QTOF/MS system identified and quantified seven
bioactive compounds, including kaempferol-3-glucoside, diosmin, quercetin, kaempferol,
protocatechuic acid, p-hydroxybenzoic acid, and chlorogenic acid, at concentrations of 0.39,
0.21,1.83,9.8, 1.39, 22.86 and 0.02 mg/g, respectively. Previous studies indicated that gallic
acid, caffeic acid, quercetin, and kaempferol are the most prevalent compounds in black
cumin seeds. Based on our results, caffeic acid concentration was 0.17 mg/g in both dry
extracts. Gallic acid was presented in both extracts at very low concentrations, below the
limit of quantification, while quercetin was not found in any of them and kaempferol was
not detected. Epicatechin was the major phenolic compounds in both extracts.
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3.5. Optimized Condition and Comparison with Conventional Technique

Based on the experimental and predicted data, the optimum UAE conditions were of
ethanol concentration of 59.1%, extraction temperature of 44.6 °C and extraction time of
32.5 min. Under these conditions, the TPC and DPPH radical scavenging activities were
35.6 (mg GAE/g) and 70.5%, respectively. In comparison with the conventional method,
the TPC and DPPH radical scavenging activities in the optimal condition of UAE increased
by about 42 and 21%, respectively (Table 5). The result revealed that the use of UAE has
a beneficial effect on the extraction of bioactive compounds from black cumin seed, since
it is greater than that obtained by conventional techniques. These results are primarily
explained by the ability of ultrasonic extraction to promote mass transfer and speed up the
extraction procedure, enhancing the extraction of bioactive compounds [21]. Additionally,
the UAE was a quicker, more productive, and lower-temperature extraction process for
recovering phenolics from defatted black cumin seeds.

Table 5. Comparison in extraction conditions, TPC and DPPH of each technique.

Method Ethanol Temperature Time TPC DPPH IC50 Values for
ethods Concentration (%) (o) (min) (mg GAE/g) (%) DPPH (mg/mL)

UAE-optimized 59.1 44.6 32.5 35.6 70.5 1.14

Conventional 50 50 120 20.9 51.1 1.96

4. Conclusions

The findings of the current study make it abundantly evident that extraction time, tem-
perature, and solvent concentration have a significant impact on the contents of phenolic
compounds present in black cumin defatted extracts, as well as their reported antioxidant
activity. The highest amount of TPC and DPPH radical scavenging activities were 35.6 mg
GAE/g and 70.5%, respectively. Moreover, the UAE optimization process demonstrates a
strong influence of the sonication temperature, time and ethanol concentration with opti-
mum conditions at 44.68 °C, 32.51 min and 59.18%, respectively. Additionally, according
to the HPLC-UV phenolic profile, six polyphenols were found in the conventional extract,
although only four of them were above LOQ, namely catechin (0.18 mg/g), epicatechin
(1.88 mg/g), caffeic acid (0.17 mg/g), and rutin (0.96 mg/g). The extract obtained by UAE
at the optimum conditions had greater total phenolic content and DPPH radical scavenging
activity than that extracted by conventional technique. Overall, it was established that cer-
tain polyphenols included in this matrix had significant antioxidant capacity in accordance
with the screening and characterization of the polyphenolic components that were found.
As a result, it is assumed that black cumin seeds can be a potential source of bioactive
chemicals and phenolic components that contribute to significant antioxidant activity.
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