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Résumé

L’étude des polysaccharides hydrosolubles des fruits matures Solanumnigrum
(Solanaceae),une plante spontanée a caractére médicinal, récoltée dans la région d’ElOued a
permis d’isoler parmacération deux fractions polysaccharidiques hydrosolubles. Une fraction
(E01) et (E02).L’étude note un rendement massique égale 2,4% pour (EOL) et 4.6 % pour
(E02).L’étude de la composition chimique des extraits bruts, laisse apparaitre des taux d’oses
totaux de25% (EO01) et de 06% de (E02), des oses neutres del 1% (EO1) et03% (E02) .L’activité
antioxydante est évaluée par la méthode de DPPH, dans laquelle I'activité antioxydante indique
queles échantillons obtenus posséde un pourcentage d'inhibition de 67% (E01) et 73,2% (E02)
pour une concentration de 0,1mg/ml. La mesure de TCA de I’activitéanticoagulante, donne 45,5s
pour (EO1)et 41,8 s pour (E02) Ces valeurssont supérieures a celle du contr6lenormal 30 s. Des
effets remarquables des échantillons sont obtenus pour le TP avec des valeurs 14 s de (E01) et
13,25 s de (E02).Par addition, l'activité antiulcéreuse est évalué par l'administration intra
gastrique d'éthanol , I'extrait polysaccharidique SNP aux différentes doses (50 et 75 mg/kg), et le
médicament Omeéprazole 20mg/kg .Au cours de cette étude, deux parameétres ont étéévalués: le
pourcentage de protection et d’ulcération .Les résultats montrent que I'extrait de SNP ont des
pourcentages d'ulcération de 1,15% (50mg/ml) et 0,97 (75mg/ml) et des pourcentages de
protection de 43% pour la dose 50mg/kg et 51% pour la dose 75mg/kg de SNP ,et 60% pour la
dose de 75mg/ml de XP ces résultats sont significative par rapport aux control positif

(Ompérazole) .

Les mots clés : Solanum nigrum, polysaccharides hydrosolubles, activité antiulcéreuse, in vivo.



Abstract

The study of water-soluble polysaccharides from mature fruits Solanum nigrum
(Solanaceae), a spontaneous medicinal plant, collected in the region of El Oued. allowed two
water-soluble polysaccharide fractions to be isolated by maceration. A fraction (EO1) and (E02).
The study notes a mass yield equal to 2.4% for (EO1) and 4.6 % for (E02). The study of the
chemical composition of the crude extracts shows total dose levels of 25% (E01) and 06% (E02),
neutral doses of 11% (EO01) and 03% (EO02). The antioxidant activity is evaluated using the
method of elimination of free radicals (DPPH) in which the antioxidant activity indicates that the
samples obtained have a percentage inhibition of 67% (EO1) and 73.2 % (E02) for a
concentration of 0.1 mg / ml. The TCA measurement of the anticoagulant activity gives 45.5s for
(E01) and 41.8 s for (E02) These values are greater than that of the normal 30 s control.
Remakable effects are obtained for the TP with values of 14 s of (EO1) and 13.25 s of (E02). By
addition, the antiulcer activity is evaluated by the intragastric administration of ethanol, the SNP
polysaccharide extract at different doses (50 and 75 mg / kg) and the drug Omeprazole 20 mg /
kg. During this study, two parameters were evaluated: the percentage of protection and
ulceration. The results show that the SNP extract has ulceration percentages of 1.15% (50mg /
ml) and 0.97 (75mg / ml) and protection pourcentages of 43% for the 50mg / kg dose and 51%
for 75%. Dose of SNP and 60% for the dose of 75mg /ml of XP These results are significant

compared to the positive control.

Key words:Solanum nigrum , water-soluble polysaccharides ,antiulcer activity , in vivo
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Introduction

Depuis des milliers d’années, ’lhomme utilise les plantes trouvees dans la nature, pour traiter
et soigner des maladies (SANAGO , 2006). Les plantes médicinales constituent un groupe de
plantes ayant une grande importance socio-économique. Elles contiennent de composants actifs
utilisés dans le traitement de diverses maladies ,ces composants actifs les plus importants les
alcaloides, les glucosides ,les polysaccharides, et les huiles essentielles(SEREME et al., 2008) .

Nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires doués
d’activités  biologiques telles que les polyphénol les alcaloides, les terpenes,
....etc(BOUDJOUREF,2011), des métabolites primaires aussi peuvent jouer le réle de principes
actifs notamment dans le cas de polysaccharides végétaux qui sont largement utilisés en
pharmacopée traditionnelle (BRIDIEUX ,2007 ; WARRAND ,2004 ) .

La famille des solanacées comporte un grand nombre d’espéces, dont la découverte a été
progressive, la classification des solanacées est effectuée selon leur morphologie ,en particulier
leurs structure de la fleur ,de la graine et de I’embryon. Le genre solanum est trés vaste (environ
1000 especes) et largement distribué dans le monde .il y a cependant une forte concentration

d’espéces en Amérique du sud et Ameérique central.

Le présent travail s’oriente vers 1’¢tude des polysaccharide hydrosolubles de fruit de
Solanum nigrum qui est plante spontanée a caractére médicinal récoltée dans la région d’El —
Oued (Sahara septentrional Algérien). Le but de cette étude est 1’évaluation des activités
antioxydantes, anticoagulantes, et anti ulcéreuse des polysaccharides hydrosolubles des fruits de

Solanum nigrum.

La présenteétude est structurée en deux parties , le premier partie qui concerne la partie
bibliographique , aborde toutes les notions théoriques, sur I’estomac , sur les polysaccharides et
leur activités biologiques, et les caractéristiques de la famille et de la plante investie, dans le
deuxiéme partie, 1’étude expérimental sera décrite ,dont matériels et méthodes utilisées, et
consacrées a I’illustration de tous les résultats obtenus suivis par une discussion appropriée .En

fin une conclusion générale suivie par des perspectives achevent le présent travail.
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Chapitre | Généralité sur les polysaccharides

Ce partie présente quelques généralités sur les polysaccharides et leur activités biologiques,

généralité sur I'estomac et leur role et genéralité sue le planta Solanum nigrum .
I. Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides, également nommés glycanes, sont des polymeéres naturels, non
toxiques, biocompatibles et biodégradables, condensés et composés de longues chaines des
unités monosaccharidiques. Leur hydrolyse compléte est fait par [’utilisation des acides ou des
enzymes spécifiques .ils peuvent étre linéaires (cellulose), substitués (galactomannanes),ou
ramifiés (gomme arabique), qu’ils peuvent posséder différents degrés de ramification, c'est-a-
dire peu branchés, avec des ramifications régulierement ou irrégulierement espacées, courtes ou
longues .(DONATO et al., 2015).

En raison de leur composition en unités monosaccharidique , les polysaccharides peuvent étre
classés en homopolymeres (c'est-a-dire formés des mémes répétitions de monosaccharides,
comme le glycogene, l'amidon, la cellulose, le pullulant, la pectine, etc... ou des
hétéropolymeres (c'est-a-dire formés de différentes unités de monosaccharides, comme le
chitosan , I'néparine, I'acide hyaluronique , le sulfate de chondroitine, le sulfate de kératan, le
sulfate d’heparan et le sulfate de dermatan) (YUEFAI , 2019).

Les polysaccharides constituent I'une des familles de biopolymeéres les plus abondantes et les
plus diverses. Leur structures primaires sont varient en composition, séquence, poids
moléculaire, configuration anomérique, position de liaison et densité de charge. Une variabilité
supplémentaire provient de la sensibilité de leurs structures d'ordre supérieur aux changements

environnementaux, tels que la force ionique et le degré d'hydratation.

La présence des groupements non sucré dans leur structures tels que les sulfates ou certains
acides organiques augmente leur complexité structurale. Dans ces polymeres, les
monosaccharides sont liés par des liaisons glycosidiques entre 1’hydroxyle du carbone
anomérique d’un ose et de n’importe hydroxyles d’un autre ose. Les liaisons glycosidiques qui
unissent les monosaccharides peuvent avoir des configurations o ou . En termes de
nomenclature les polysaccharides sont nhommés par le monosaccharide majoritaire suivi du
suffixe « ane » comme dans le cas des glucanes (glucose) ou des xylanes (xylose). Si plusieurs
monosaccharides différents sont présents dans la structure de ces macromolécules on associe le
second voir le troisieme monosaccharide (en termes de représentation) avec la méme

nomenclature (ex des galactomannanes ou des glucuronoarabinoxylanes) (ZONG et al., 2012).
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Les polysaccharides présentes en abondance dans le corps humain, les animaux, les plantes, les
micro-organismes et les organismes marins tels que les algue et ils jouent un réle important dans
le systétme immunitaire, la croissance et le développement, la coagulation du sang, la

fécondation, la prévention de la pathogenése et l'efficacite thérapeutique (NDIDI ,2018).

Ces polymeres ont été perfectionnés a partir de nombreuses caractéristiques de la nature,
notamment le stockage de I'énergie (amidon et glycogene), le support structurel des plantes
(cellulose), l'adhésion interphase dans les parois cellulaires des plantes (hémicellulose), les
composants des parois cellulaires des plantes et les lamelles moyennes (pectine), des réles
structurels dans I’assemblages d'aggrécan et des composants extracellulaires (acide
hyaluronique), le soutien structurel chez les arthropodes (chitine), les constituants des parois
cellulaires (alginate), les constituants extracellulaires anioniques des parois cellulaires (gomme

gellan) et les composants de I'enveloppe des graines (enveloppe de psyllium).

Les polysaccharides sont facilement obtenus a partir de sources naturelles, donc ils sont des
candidats idéaux pour l'administration des médicaments et les applications biomédicales, et en
raison de leur poids moléculaire €levé, ils s'accumulent dans l'organisme, se dégradent en unités

plus petites et subissent finalement une clairance rénale rapide (ROBERTA ,2018 ).
I.1. Source des polysaccharides
I.1.1. Polysaccharides végetaux

A I'heure actuelle, les polysaccharides extraits de sources végétales sont largement
utilisés a diverses fins industrielles en raison de leur biodégradabilité, de leur durabilité, de leur
charge de traitement plus faible et de leur plus grande abondance dans la nature. Divers
polysaccharides végétaux comprennent des ensembles structurellement différents de
biomatériaux macromoléculaires polysaccharidiques avec une gamme plus large de
caractéristiques physico-chimiques. Actuellement, la recherche de nouvelles sources de
polysaccharides végétaux ont été continuellement avancées en termes de variété et de propriétés
(PAL et al., 2170) . Certains polysaccharides végétaux importants et leurs sources sont

mentionnés dans le tableau 01.
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Tableau 01 : quelques polysaccharides d'origine végétal et leurs sources.

Source
polysaccharides
Nom botanique Famille References
. e Acacia : (NAYAK et
Gum Arabica Arabica e Leguminosae al.,2012)
e Cyamom
Guar gum psistetrag e Leguminosae (KRISIHSI(')D(‘)HAH
anolobus etal, )
X . e Sterculia . (NAYAK et
Sterculia (karaya) gum urens e Sterculiaceae al.,2016)
Locust bean gum y g;ﬁﬁ;l e Fabaceae
Tamarind gum ¢ I;T;ggd e Leguminosae | (NAYAK,2017)
e Hibiscus
Okra gum esculentu e Malvaceae (SINHA ,2015)
S
Gum cordia * (():k())lzghi e Boraginaceae | (AHUJA ,2010)
e Solanumt
Potato starch uberosum e Solanaceae MALAKAR etal.,
L 2017)
e Aloe
Aloe mucilage barbaden o Liliaceae (JANI ,2007)
sis

1.1.2. Polysaccharides animaux

Les polysaccharides d'origine animale jouent un rdle impératif au fur et a mesure de leur
composition tissulaire démontre un effet biomédical significatif. La matrice extracellulaire dans
les tissus animaux constituée d'un réseau interconnecté d'hétéropolysaccharides et de protéines
fibreuses est remplie d'une substance gélatineuse qui soutient I'adhésion cellulaire ainsi que la
croissance cellulaire. Cela facilite également les voies poreuses pour la diffusion de l'oxygene et
des nutriments vers les cellules individuelles (ANGEKIS et al., 2010). Par exemple, divers
hétéropolysaccharides sont bien connus sous le nhom de glycosaminoglycanes, appartenant a un
groupe de polymeres linéaires comprenant des unités répétitives de disaccharide . Différents
glycosaminoglycanes comprennent l'acide hyaluronique, le chondroitine sulfate, I'néparine et le
héparanesulfate , le kératine sulfate, le dermatane sulfate, etc. . Outre les glycosaminoglycanes,

la chitine et le chitosane (c'est-a-dire le dérivé désacétylé de la chitine) appartiennent également
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aux polysaccharides animaux, qui sont largement exploités dans différentes utilisations

biomédicales, y compris I'administration de médicaments, I'ingénierie tissulaire, la cicatrisation

des plaies. Certains polysaccharides animaux importants et leurs sources sont énumerés dans le

tableau 02 .

Tableau 02 : quelques polysaccharides d'origine animal et leurs sources.

polysaccharides

Source

Chitin et chitosan

Chitine et chitosan (dérivé désacétylé de la chitine) extraits des arthropodes

; existe généralement sous forme de poudres,
Granules ou feuilles.(RAY 2018).

Le chondroitine
sulfate

Le chondroitine sulfate (un mucopolysaccharide) est présent dans les
ligaments, les cartilages, les tendons, etc. (MOTASHAMIANA 2018).

Acide hyaluronique

L'acide hyaluronique (un polysaccharide non sulfaté) est le
composant de la matrice extracellulaire. Dans le corps humain, l'acide
hyaluronique est présent dans la plupart des tissus conjonctifs.
(PAPAKONSTANTINOU 2012)

Héparine sulfate

L'héparine est biosynthétisée et est stockée dans les mastocytes . (CASU
2015).

Héparan Sulfate

Héparane (un protéoglycane) est généralement présent a la surface des
cellules et dans la matrice extracelluaire. (CASU 2015).

Dermatan sulfate

Le dermatan sulfate (un glycosaminoglycane) est présent surtout dans la
peau, les vaisseaux sanguins, les valves cardiaques et les tendons .
(TROWDRIDGE 2002).

kératine Sulfate

Le sulfate de kératine (un glycosaminoglycane sulfaté) est surtout présent
dans le cartilage, la cornée et les os . (FUNDERBURGH 2000).

1.1.3. Polysaccharides microbiens

Une énorme quantité de polysaccharides est produite par les micro-organismes en présence d'une

ressource supplémentaire en carbone. Certains des polysaccharides fonctionnent comme des

substances de stockage et sont excrétes par les cellules.

Les polysaccharides obtenus a partir les micro-organismes peuvent étre de caractere neutre (par

exemple, dextrane) ou acide (par exemple, gomme gellane), aussi ces polysaccharides sont

récemment explorés et exploités pour diversité applications biomédicales. Les sources microbiennes,
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par rapport aux sources végétales et aux sources d'algues, a I'échelle commerciale, sont favorisées
pour la production économique et durable de polysaccharides car ils obtenus des rendements rapides
et élevés dans un environnement de fermentation entiérement contrélé (BHATIA ,2016 ). Certains

polysaccharides microbiens importants et leurs sources sont énumérés dans le tableau 03 .

Tableau 03 :quelques polysaccharides d'origine microbiens et leurs sources (MOZAMMIL et
al., 2006).

polysaccharides Source

Dextrans Produitents par Leuconostocmesenteroides, Streptococcus mutans,
Acetobacter sp (ANIRUDHAN, 2016).

Gomme de xanthane | Produite par la bactérie Xanthomonascampestris (SHILEDAR

2014).
Gomme gellane Produite par la bactérie Pseudomonas elodea (NAYAK, 2014).
Pullulan produit par Aureobasidiumpullulans.
Curdlan E’é%%m; 022;. des bactéries non pathogénes Agrobacteriumbiovar
Scléroglucane Obtenu par la fermentation de Sclerotiumrolfsii (HAN, 2015).
Emulsan Produit par Acinetobactercalcoaceticus (RUBINOVITZ, 1982).

. . Produit par les bactéries Pseudomonas aeruginosa et Azotobacter
Alginate bacterien | \inelandii HASNAIN , 2018).

1.1.3. Polysaccharides d'algues

Les algues marines sont tres riches en polysaccharides, par exemple en
glycosaminoglycanes (comme l'agar-agar, les alginates, etc.). Une grande attention a déja été
portée a l'extraction et a la caractérisation des polysaccharides d'algues marines en raison de
leurs divers avantages pour la santé. Pour cette raison, ces polysaccharides naturels (algues
polysaccharides) ont déja suscité un intérét croissant pour l'utilisation dans diverses applications
biomédicales. lls sont souvent intimement associés a diverses activités pharmacologiques telles
que les activités anticoagulantes, antioxydantes, antitumorales et immunomodulatrices
(MOZAMMIL et al., 2006).

1.2. Activités biologique de polysaccharides

1.2.1. Activité antidiabétique
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Le diabete sucré est devenu l'une des maladies chroniques qui menacent sérieusement la
santé humaine avec une morbidité et une mortalité élevées apres les maladies cardiovasculaires
et le cancer. Le diabéte est un trouble métabolique chronique du systéme endocrinien, qui se
caractérise par une hyperglycémie persistante associée a des anomalies du métabolisme des
glucides, des lipides et des protéines et qui entraine des complications chroniques (BISHT et
al.,2013). Le diabéte peut étre classé comme le diabéte sucré de type 1, le diabéte sucré de type 2
et le diabéte gestationnel, dans lequel le diabéte sucré de type 2 représente plus de 95 % avec
I'incidence la plus élevée dans le diabéte (APOSTOLODIS et al.,2011). Au cours des dernieres
décennies, une grande variété de macromolécules actives issues de produits naturels a attiré une
grande attention en raison de leurs fonctions biologiques polyvalentes et de leurs efficacités
remarquables sur diverses maladies chroniques. Des études ont montré que les polysaccharides
ont une variéte dactivités biologiques et pharmacologiques telles que des effets
immunomodulateurs, antitumoraux et hypoglycemiques (YUE et al.,2017). Il est clair que les
polysaccharides extraits de ressources naturelles, comme les plantes supérieures, les
champignons et les algues, ont tous un potentiel significatif d'application dans le traitement de la
diabete sucré et representent une source riche pour la découverte et le developpement futurs de
nouveaux composés de valeur medicale. En tant que principales fractions actives de diverses
plantes médicinales antidiabétiques, les polysaccharides ont attiré Iattention de divers
chercheurs. TANG et al.,(2017) sont rapporté que I'Astragalus polysaccharide peut améliorer les
métabolismes du glucose et des lipides par I' augmentant la sécrétion d'insuline grace a l'effet
protecteur sur les cellules béta des fTlots pancréatiques. Le polysaccharide de
Rehmanniaglutinosa(Orobanchaceae)pourrait étre un traitement potentiel pour le diabéte de type
1, car il peut améliorer efficacement I'hyperglycémie, I'hyperlipémie, I'inflammation vasculaire
et le stress oxydatif chez les souris diabétiques induites par lestreptozotocine (ZHOU et al.,
2015). Aussi les polysaccharides de G. lucidum(Ganodermataceae) ont été signalés comme des
polysaccharides ayant une activité hypoglycémique par l'augmentant les niveaux d'insuline
plasmatique et la diminuanition les niveaux de sucre plasmatique chez les souris (MA et al.,
2015). Les polysaccharides obtenus a partir de Talinumtriangulare (Talinaceae) possédent un
effet hypoglycémique significatif chez les souris Kunming males diabétiques de type 2 induites

par la streptozotocine (YUE et al.,2018).
1.2.2. Activité anticoagulante

L'activité anticoagulante a été largement étudiée, On a les héparines non fractionnées et

de bas poids moléculaire sont des polysaccharides sulfatés utilisés comme anticoagulants, mais
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malheureusement, elles ont des effets secondaires comme les hémorragieset la
thrombocytopénie. YUE et al.,(2018) a été prouvé que les polysaccharides, spécialement les
polysaccharides sulfatés, ont de nombreuses activités biologiques telles que des activités anti-
tumorales, antioxydantes et anticoagulantes. Les polysaccharides obtenus a partir de différentes
sources algues, champignons et végétaux , par exemple, pectine, pourrait étre considérés comme

des agents anticoagulants potentiels (AIMAN et al., 2021).
1.2.3. Activité anti-inflammatoire

Les polysaccharides naturels ont été largement utilisés dans les nanomatériaux pour contréler
les pathologies inflammatoires, et ont été testés expérimentalement pour leurs activités anti-
inflammatoires (MUHAMAD et al., 2019) . L'effet anti-inflammatoire des polysaccharides
pourrait par lun de ces mécanismes, par exemple, lactivité anti-inflammatoire des
polysaccharides est principalement due a I'inhibition de I'expression du facteur chimiotactique et
du facteur d'adhérence, ainsi qu'aux l'activités d'enzymes clés dans le processus d’inflammation
(CHEN et al., 2016) . D'autres polysaccharides ont un effet inhibiteur sur les mediateurs liés a
I'inflammation, tels que les cytokines (IL-1b, IL-6, TNF-a) et NO (monoxyde d'azote), et ont

diminué linfiltration des cellules inflammatoires (AIMAN et al., 2021).
1.2.4. Activite antioxydante

Les especes réactives de l'oxygéne (ROS), qui sont principalement composées d'anions
superoxyde, de peroxyde d'hydrogéne et de radicaux hydroxyles, sont générées lorsque les
cellules produisent I'énergie en réduisant I'oxygéne moléculaire en eau .De faibles niveaux de
ROS sont essentiels dans de nombreux processus biochimiques, comme la messagerie
intracellulaire dans la différenciation des cellules, la progression cellulaire ou l'arrét de
I'apoptose, tandis que des niveaux excessivement élevés de ROS peuvent causer des dommages
au corps humain, elles attaquent différentes macromolécules telles que les lipides membranaires,
les protéines et I'ADN, entrainant de nombreux troubles de santé tels que le cancer, le diabéte
sucré, les maladies neurodégénératives et infammatoires avec de graves lésions tissulaires. Les
agents antioxydants sont d'un grand avantage a cet égard car ils peuvent bloquer ou réduire I'effet
de ces agents dangereux et améliorer la santé humaine . Les antioxydants issus de ressources
scientifques présentent de nombreux inconvénients tels que leur cancérogenese et les lésions
hépatiques; pour ces raisons, un substitut naturel alternatif sera d'un grand avantage. Les
polysaccharides dérivés de plantes sont des candidats prometteurs car ils présentent de fortes

activités antioxydantes, qui pourraient protéger le corps humain contre les radicaux libres et
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diminuer les complications de nombreuses maladies . D0 compte tenu de son importance
biologique, les propriétés chimiques des polysaccharides végétaux ont été largement étudiées
pour leur large éventail d'applications, telles que les activités antitumorales, immunostimulantes
et antioxydantes. Beaucoup de ces polysaccharides naturels, tels que Hyriopsiscumingii
(Unionidae), ont été évalués pour leur capacité antioxydante contre différents types des radicaux
libres. Un autre exemple, les polysaccharides dérivés de la plante médicinale traditionnelle
chinoise Astragalus (Fabaceae), qui a montré une puissante activité antioxydante et antitumorale.
Différents types de polysaccharides ont été utilisés a cet effet, notamment les les polysaccharides
des végétaux, par exemple l'arabinogalactane, le galactomannane et les polysaccharides
pectiques (YUE et al.,2006).




Chapitre IT
Généralité sur [estomac

|




Chapitre 11 Généralité sur Pestom

ac

I1.- Anatomie et role de I'estomac
Il .1 Anatomie

L’estomac est une dilatation en forme de J du tube digestif intermédiaire entre
I’cesophage et le duodénum (GAOUZI., 2015). Il Situe dans la loge sous-phrénique gauche,
elle a une taille variable selon la réplétion, moyennement 25 cm de long et 12 cm de large. Il
est subdivisé en quatre régions ; débute par le cardia qui met en communication 1’cesophage,
un partie supérieure appelé fundus ou le grosse tubérosité GT (I’angle formé par 1’cesophage
et le fundus est I’angle de Hisou nommé également incisure cardiale), corps de ’estomac, et
se termine par le pylorique avec la premiére portion du duodénum , figure 01 (EMEST et al.,
1979,COLLINS., 2013, GAQUZI., 2015, ZEIYOUBEget al., 2016).
e L’estomac est subdivisé en quatre régions comme suivant
a) Le cardia est la zone dans la partie supérieure de I’estomac, prés de I’cesophage. C’est
par lorifice du cardia qui la nourriture arrive dans 1’estomac. A son niveau se trouve
le musclesphincter cardial qui empéche le reflux gastrique vers I’cesophage (MARIEB,
2008).

b) Le fendus est la région au-dessus du cardia en forme doéme, dont les aliments sont
stocké temporairement (SHEWOOD, 2015).

c) Le corps est la zone principale de 1’organe, a ce niveau qu’a lieu la décomposition des

aliments (CZINN,2006).

d) Le pylore est le dernier partie de I’estomac qui fait la jonction avec I’intestin gréle, en

forme d’entonnoir, elle est fermée par le muscle sphincter pylorique qui controle la

vidange du contenu de 1’estomac dans I’intestin gréle (CZINN, 2006).
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Figure 01 Anatomie interne et externe de I’estomac (FRANK et NETTER, 2007).

11 .2. Histologie de I’estomac

La paroi interne de I’estomac est constituée de quatre tuniques (de I’intérieur vers 1’extérieur):

la muqueuse, la sous muqueuse, la musculeuse et la séreuse.

La Muqueuse est la tunique la plus important de I’estomac sont présente sous I’aspect d’une
membrane rose ou blanche suivant 1’état de repose ou d’activité de 1’organe .Elle contient
deux zones de sécrétion de limites imprécises ,acide au niveau de la portion supérieur ( fundus

+corps ) et alcaline au niveau de la portion inférieur qui sécréte la gastrine (MARIEB, 1999).

La sous Muqueuse est constituée d’un tissue conjonctif lache et siege de différentes glandes
tubulaires qui atteignent la tunique musculaire, cette couche celluleuse est un véritable

carrefour vasculaire lymphatique et nerveux (HAMMOUDI, 2010).

La Musculeuse est formée de 4 couches de dehors en dedans a la suivant, la longitudinale, la
couche arciforme, la couche circulaire et la couche oblique. L’ensemble de cette musculature
explique le role de I’estomac dans le broyage et 1’évacuation des aliments et les crampes
musculaire ressenties a la faim, figure 02 (WAUGH et GRANT, 2011).
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La séreuse c’est la couche la plus externe, responsable a la protection et glissement de

I’organe (HAMMOUDI, 2010).
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Figure 03. Histologie de la muqueuse gastrigue (MARIEB et HOEHN, 2010).
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11.3. Physiologie de sécrétion gastrique

Le principal réle de l'estomac est de transformer les aliments a I'état de chyme semi-

liquide afin de les rendre absorbés par l'intestin. L'agent de cette transformation est le suc

gastrique qui est un liquide incolore limpide inodore et acide (pH compris entre 1,5 et 2,5),

produit particulierement par une fonction exocrine des glandes fundus et du corps gastrique
sous la dépendance de prise d’aliment (SHERWOOD, 2015).

est

La muqueuse gastrique est constituée par un épithélium de recouvrement, dont la surface

parsemée de nombreuses cryptes, qui se plongent jusqu’aux glandes gastriques, ces

glandes se différent selon leur localisation au sein de 1’estomac (MARIEB, 1999).

b)

d)

e Les glandes fundiques sont composées de quatre types de cellules differentes

(MARIEB, 2014)

Les cellules principales sont petites, polyédriques et prédominent au milieu et au fond
des glandes, elles produisent le pepsinogéne (DANIEL2004).

Les cellules pariétales, appelées aussi cellules bordantes ou oxyntiques, sont situées dans
la région apicale des glandes, responsables de la sécrétion de 1’acide chlorhydrique
(HCL) et le facteur intrinséque (petite glycoprotéine indispensable a I’absorption de la
vitamine B12) ( DANIEL 2004).

Les cellules & mucus, ces cellules sont situées essentiellement au niveau du collet des
glandes et dans leurs régions plus basales, elles produisent le mucus et le bicarbonate
(GRAY 1995).

Les cellules endocrinessont peu nombreuses et elles secrétent la somatostatine (GRAY
1995).

e) Les glandes pyloriqueont une forme tubulaire contournée, elles sont
essentiellement constituées par des cellules a mucus qui forment un revétement
continu de mucus et par des cellules endocrines, les cellules G qui secrétent la
gastrine et les cellules D qui sécrétent la somatostatine (LACOUR et BELON,
2015).
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Figure 04.- Anatomie de Muqueuse gastrique .
11.4. Mécanisme de secrétion acide

Les cellules pariétales sont responsables de la sécrétion d’acide chlorhydrique, par une
enzyme spécifique appelée pompe a protons ou H+/K+ ATPase, exprimée sur la face luminale
des canalicules (ADER et al., 2003 ; KORWIN et al., 2004).La sécrétion acide commence
par I’insertion des canalicules dans la membrane luminale des cellules pariétales, 1’ouverture
des canaux Cl-, K+ (pompe CL+/K+) et le transport d’un H+ provenant de l'eau qui traverse
passivement I'épithélium en réponse aux gradients osmotiques crées par les transports actifs
de H+et CI- (BADO et SOBHANI, 2011).

L’augmentation de la concentration de K+ active la pompe qui permet de sécréter les
protons. Ces derniers proviennent de la dissociation de HCOs- formé a partir du COz et de
H20 sous I’action de I’anhydrase carbonique (DIVE, 1990).

Au fur et 2 mesure que les ions d’hydrogenes sont pompés vers I’extérieure (la lumiere
stomacale), les ions bicarbonates HCO-3 sont éliminés dans le sang en échange d’ions Cl-au
polebaso latérale de la cellule (Figure 5) (SILBERNAGL et DESPOPOULOS, 2008)
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Figure 05 Mécanisme de la sécrétion acide par la cellule pariétale et le
fonctionnement de I’ ATPase (SILBERNAGL et DESPOPOULOS, 2008).

I1.5. -Régulation de sécreétion gastrique

Bien que l’acidité de I’estomac via la sécrétion d’ions H+ soit indispensable a la
digestion du bol alimentaire, il existe un rétrocontréle afin de diminuer leur sécrétion et ainsi

préserver la muqueuse gastrique. En effet, une acidité trop importante peut étre a I’origine de

différentes pathologies (PEARSON et HUTTON, 1998).

Différents acteurs interviennent dans la régulation de la sécrétion gastrique.
On retrouve :

Le systéme nerveux central avec notamment 1’hypothalamus et le nerf vague X Le plexus

nerveux de 1’estomac.

a) Les hormones de 1’estomac (gastrine, somatostatine, histamine).

b) Les hormones du duodénum (cholécystokinine, VIP, GIP, sécrétine).

Il existe donc 2 types de régulations : une régulation nerveuse et une régulation paracrine

médié par les hormones.

e Stimulation de la sécrétion acide
a) L’histamine est produite par les histaminocytes ou cellules ECL. Elle agit par voie

paracrine, en se fixant sur les récepteurs a histamine(H2). Les cellules pariétales, ce qui
provoque une augmentation deadenosyl mono-phosphate cyclique intracellulaire (AMP;) et

une sécrétion de HCL (ADER et al., 2003).
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b) La gastrine est produite par les cellules G, elle agit par voie endocrine sur les cellules
pariétales en induisant la sécrétion gastrique de pepsine, et sur les histaminocytes en stimulant
la libération de 1’histamine. Les récepteurs a gastrine sont couplés a une protéine G qui active
la phospholipase C et aboutit a une augmentation de Ca2+ (LACOUR et BELON, 2015).

c) L’acétylcholine cette hormone et sécrétée a partir de la stimulation du nerf vague. Elle
influence d’une maniére directe sur les cellules pariétales (récepteurs M3) et d’une maniére
indirecte en stimulant les histaminocytes et les cellules a gastrine (LACOUR et BELON,
2015).

e Les inhibiteurs de la sécrétion acide des cellules pariétales sont des somatostatines,
lasécrétine et les prostaglandines.

a) La somatostatine elle est élaboré par les cellules D, qui agit par voie paracrin et inhibe la
sécretion gastrique de toutes les substances. (ADEREet al., 2003).

b) La sécrétine, cette hormone digestive est libérée par la muqueuse duodénale, agit par voie
endocrine en inhibant la sécrétion et la motilité gastriqgue (ADERet al.,2003).

c) Les prostaglandines (PGS) qui agit par voie paracrine, ils sont retrouvées dans la
bicarbonate, et en inhibant la sécrétion acide (LACOUR et BELON, 2015).

Nerf vague

Gastrine produite par les cellules G Sécrétine

Figure 06 Régulation la sécrétion gastrique (LACOUR et BELON, 2015).
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11.6 Mécanisme de défense de La barriere muqueuse

Cette barriére est constituée de I’association du film de mucus et de la sécrétion de
bicarbonates. Le mucus qui est un gel insoluble et adhérent a I’épithélium superficiel, il
intervient en empéchant le passage des enzymes protéolytiques et la diffusion des ions H+ de
la lumiere dans la muqueuse gastrique, ainsi que dans la sécrétion des bicarbonates, il permet
de maintenir la quasi-neutralité a la superficie des cellules. Les cellules épithéliales
superficielles maintiennent I’intégralité du revétement en Sse renouvelant continuellement
chaque 3 a 4 jours, autant que les prostaglandines exercent un rdle cytoprotecteur en stimulant
la sécrétion de mucus gastrique et de bicarbonates par le biais de récepteurs spécifiques,
participant au maintien du flux sanguin muqueux et en conservant 1’intégrité de la barriére

muqueuse gastrique et 1’adaptation des cellules épithéliales en réponse aux agents agressifs
(KEITA, 2004; DINE et al.,2008).
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Figure 07. Eléments de la barriere mugueuse gastrique (A :mucus, B bicarbonates, C :
jonctions sériées, D : cellules épithéliales, E : espace sous épithélial, F : flux
sanguin).(HANSEN et al., 2011).

11.7. Pathologie gastrique

Comme tout autre organe, 1’estomac est sujet a plusieurs pathologies, telles que les gastrites,
reflux bilieux duodéno-gastrique sans retentissement muqueux évident et ulcére gastrique
(IBARA et al., 1993).

e Notre ¢étude s’intéresse a la maladie ulcéreuse gastroduodénale

]
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11.7.1. - Ulceres Gastriques
11.7.1.1.- Définition

Ulcere de I’estomac (également appelé ulcére gastrigue UG), est une plaie ouverte,
caractérisée par une perte macroscopique de substance d’un épithélium cutané ou d’une
mugqueuse, atteignant en profondeur la musculeuse d’une part, et d’autre part par une réaction
inflammatoire profonde et qui a pour particularité de ne pas avoir tendance a cicatriser
spontanément, il est a différencier des érosions et abrasions (muqueuse) et ulcérations (sous —
muqueuse) qui sont plus superficielles et n’atteignent donc pas la musculeuse et ne laissent
pas de cicatrice en guérissant Il s’agit d’une affection chronique qui évalue par poussé,

symptomatiques ou non, elle est aussi récidivante (ZEITOUN et al., 2014).
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Figure 08.-Représentation 1’ulcére gastrique (LABAYLE et al.,2001)
11.7.1.2.- Physiopathologie

L’ulcére résulte d’un déséquilibre de la sécrétion d’acide dans I’estomac : soit la
production est trop importante, soit les rétrocontroles sont inefficaces. L’acidité va donc
attaquer la muqueuse et ’endommager. L’ulcére peut aussi étre induit par une bactérie mais
globalement la physiopathologie reste la méme. Comme on I’a dit précédemment, certaines
sécrétions sont potentiellement agressives ; c’est le cas de 1’acide chlorhydrique et de la
pepsine, produits respectivement par les cellules pariétales et les cellules principales. 1l existe
tout de méme des mécanismes protecteurs : la production de mucus et de bicarbonates qui
sont basiques et permettent de remonter le pH ainsi que les prostaglandines qui ont un effet
activateur sur les cellules a mucus et inhibiteur de la production de HCI, mais il peuvent se

révéler inefficaces dans certains cas. La base du traitement des ulcéres est les inhibiteurs des
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pompes a protons, qui vont permettre la diminution de la sécrétion d’acide et donc la

remontée du pH plus haut (CEDIM 2005).
» Facteur favorisant ’apparition de I’ulcére

a) L’aspirine et les AINS ils diminuent la concentration en prostaglandines par effet anti
COX1. La production de mucus est diminuée alors que celle de HCL augmente
(LAMARQUE, 2008).

b) Infection bactérienne par Helicobacterpylori (Responsables a 80% des cancers de
I’estomac), cette bactérie s’ancre aux cellules épithéliales gastriques via des adhésives et est a
lorigine de la production d’uréase. Pour rechercher cette bactérie, on dose I'urée dans
I’estomac normalement, il n’y en a pas donc si on en trouve alors cela traduit sa présence.
C’est un examen non invasif qui permet d’éviter de faire une fibroscopiec (BOUARIOUAet
al., 2007).

c) Tabac augmente la sécrétion de HCI par des mécanismes inconnus (GOODWINet al.,
2009).

d) Hypergastrinémie tumorale (syndrome de Zollinger Ellison), c’est une maladie assez
rare du sujet agé. La surproduction de gastrine entraine une activation importante des cellules
pariétales augmentant la concentration en HCI (GOODWIN et al.,2009).

e) Stress a longtemps été incriminé comme étant le facteur principal du déclenchement voire
méme la cause d'un ulcere, Les personnes qui souffrent d’ulcére gastrique voient souvent les

douleurs augmenter lorsqu’elles vivent une période particulierement stressante (LOU, 2006).
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Chapitre 111 Solanum nigrum
I11. Solanum nigrum L

I11.1. Famille des Solanaceae

La famille des Solanaceae est répartie dans le monde entier et comprend plus de 2000
espéces. Parmi elles, on trouve des légumes et des fruits économiquement importants comme
la pomme de terre, la tomate, l'aubergine et le poivre, mais aussi le tabac, la belladone, la
stramonium et la jusquiame noire. La plupart d'entre eux sont toxiques, au moins pour certains
organes ou stades de développement. Mais leur contenu en glycoalcaloides, glycoprotéines et
polysaccharides est également responsable de leur importante valeur médicale.

Au sein du genre Solanum, la section Solanum (souvent appelée complexe
Solanumnigrum) est la plus diversifiée. Les plantes de cette section sont connues comme des
mauvaises herbes en horticulture et en agriculture, concurrencant les cultures principales pour
I'humidité, les nutriments et la lumiere. Mais dans les pays en développement d'Afrique,
d'Asie et d/Amérique du Sud, elles sont également utilisées comme d'importants légumes-
feuilles comestibles. Au Kenya, les fruits des plantes sauvages et des variétés cultivées de la
morelle noire sont utilisés pour la nutrition (LEXA et al., 2006).

111.2.- Espece Solanum nigrum L .( Nom commun : Morelle noire)
111.2.1 Anatomie et Morphologie

Solanumnigrumest une mauvaise herbe dicotylédone de la famille des Solanacées.
C'est une plante herbacée annuelle de 30 a 100 cm de haut, pubescente a poils simples.

Tableau 04.-Caracteéristiques morphologiques de différentes parties de Solanum
nigrum

L

Organes Caracteristiques morphologiques Illustrations

Les fruits sont petits, globuleux, de 8 a
10 mm de diametre. Les fruits sont des
baies sphériques de 8 a 10 mm de
diametre, de maturité de ponte verte et

Les fruits . n . . ;
jaune verdatre a noire. Les fruits sont

toxiques, ils ne sont donc pas plus riches
en toxine lorsqu'ils sont dégradés

jusqu'a maturité. Leur teneur en
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alcaloides varie selon la localisation de
la plante ou elle pousse et selon la
saison (ATANU et al., 2011) .

Les feuilles

Sont opposées, a membres entiers,
ovales et en forme de losange

sont légerement dentées.

les bases sont cunéiformes, 4-10 et 3-7
cm de large pubescent, entier ou
grossiérement denté.

le I'apex est obtus (ATANUEet al., 2011)

Les fleurs

Sont parfois blanches veinées de
pourpre, avec une corolle plate.

ils sont regroupés par 3 ou 5 le long de
la tige.

Avec un pédicelle court et cinq pétales
largement répandus (FOUZIA. 2019) .

Les inflorescences

Sont extra- ombelles axillaires, le calice
en forme de coupe, la corolle est
blanche, les lobes ovales-oblongs,
pubescents abaxialement, ciliés
diffusion.

Les filaments mesurent 1 a 1,5 mm de
long; les anthéres

font 2,5- 3,5 mm de long (RAJANI et
al., 2012) .
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Sont souvent anguleuses, a pubescence
Les tiges clairsemée (ATANUet al., 2011) .

111.2.2. Ecologie

111.2.2.1 Stress hydrique

Les especes de S. nigrum sont intolérantes au stress hydrique. Une pluviometrie annuelle
de 500-1200 mm est nécessaire pour une croissance optimale. lls poussent sur une large
gamme de types de sols, un sol fertile léger (sableux), moyen (limoneux) et lourd (argile) , en
particulier ceux riches en azote et en phosphore et nécessitent un sol acide-neutre ou alcalin
bien drainé (pH de 6,0 a4 6,5) (POTAWALE et al., 2008) .
111.2.2.2. Température

les températures optimales pour la croissance de ces plantes se situent entre 20 et 30 ° C
(POTAWALE et al., 2008) .
111.2.2.3. Humidité

une teneur en humidité des graines de 35 a 40% pour étre facteur contributif nécessaire
pour une germination optimale(POTAWALE et al., 2008) .

111.2.2.4. Sols contaminés

S. nigrumest considéré comme une plante potentielle pour la restauration des sols

contaminés au Cd. Dans une expérience post-culture, il accumulerait du Cd jusqu'a 103,8 et
124,6 mg / kg de poids corporel respectivement dans la tige et les feuilles, sans symptomes
phototoxiques et réduction de la croissance. Cependant, S. nigrum a le potentiel de purifier les
sols contaminés au Cd, par la haute tolérancede S.nigrum au cadmium (POTAWALE et al.,
2008) .

111.2.2.5.Ravageurs et maladies

les pucerons noirs peuvent entrainer une réduction de la récolte, ils peuvent également
infester l'intérieur des feuilles, ce qui empéche le recourbement des feuilles. Les altises
attaquent également les plantes, ce qui entraine des dommages importants, de plus

Zonocerusvariegatus induit de gros dommages a la paroi du fruit. S. nigrumest attaquée par
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des virus transmis par les aleurodes qui induisant un jaunissement des feuilles. Les maladies

fongiques ne semblent pas un gros probléeme pour cette espéce (ALBOUCH et al., 2008) .
111.2.3. Phytochimie de Solanumnigrum

Solanumnigrum contient les substances, telles que I'alcaloide total, l'alcaloide stéroide, les
saponines stéroidiennes et la glycoprotéine, présentant une activité antitumorale. 11 contient
aussi des flavonoides, des tanins, des saponines, des glycosides, des protéines, des glucides,
des coumarines et des phytostérols. Les petits fruits non mdrs de Solanum nigrum contiennent
des glycoalcaloides et leur consommation est mortelle a I'individu tout comme les animaux
domestiques qui incorporent de la solamargine , solasonine , solanine , o et p-solamagrine,
solasodine, solanidine (IQRA ,2020). Solanine se trouve dans toutes les parties des plantes, le
niveau augmentant au fur et a mesure que la plante se développe, cependant, il est clairement
modifié par le type de sol et I'atmosphére. Les graines de Solanum nigrumont une teneur
élevée en lipides. Leur teneur en proteines et leurs éléments minéraux (Mg étant prédominant)
sont considérables et I'huile de Solanum nigrumest une source importante d'acide linoléique
(JABAREet al., 2008).

111.2.4. Etudes antérieurs sur les activités biologiques de Solanum nigrum
111.2.4.1. Activité antibactérienne

KARSHA et LAXMI(2010) ont rapporté que 1’activité antibactérien de la morelle noir
(SolanumnigrumL.inn.) avec une réference particuliére a son mode d'action sur les bactéries et
a trouvé qu'une excellente inhibition sur la croissance des bactéries Gram positives comme
Staphylococcus aureus, suivi de Bacillus cereuset Streptococcus faecalis. Parmi les bactéries
Gram négatives Pseudomonas aeruginosaétait plus sensible suivie de Salmonella typhi et
Escherichia coli.Les bactéries Gram positives sont plus sensibles aux extraits aqueux de
Solanumnigrum en raison de leur action antibactérienne.qu’ilsapparaient étre par la perte de
contrble sur la perméabilité de la membrane cellulaire. L’extrait aqueux par décoction de
morelle noir a montreé la plus forte activité antibactérienne comparable a la décoction aqueuse
de Laurusnobilis(Lauraceae) et Pimpinellaanisum(Apiaceae) (PAULKUMARet al., 2014).
Dans une étude précédente, l'activité antibactérienne de Solanumnigrum contre les bactéries
pathogénes humaines duea la présence d'alcaloides, de tanins, de flavonoides ...ect(ARUN et
VINAY , 2017).

111.2.4.2. Activité anticonvulsivante

Les crises sont définies comme des modifications du comportement en raison de

désordres, synchrones et rythmiques déclenchement de populations de neurones cérébraux.
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Les médicaments n'ont pas montré une efficacité suffisante dans leur capacité a guérir les

crises; en plus il yade nombreux effets secondaires tels que la déficience de la systeme
nerveux centrale(SNC), anémie aplasique, voire la mort. Les plantes médicinales telles que
Ficus sycomorus (Moraceae), Sclero caryabirrea (Anacardiaceae) ,Annonadiver sifolia
(Annonaceae ), S. nigrum et bien d'autres utilises dans la médecine traditionnelle est avérée
anticonvulsivante propriétés des modeles animaux et peut étre une source de nouveaux
médicaments antiépileptiques..L’extrait aqueux des feuilles de S. nigrum ont fourni une
protection contre les saisies chez le rat et une importante dose dépendante protection chez le
poulet (RAMYA et al., 2011) .

111.2.4.3. Activité antivirale

Extraits méthanoliques et chloroformiques des graines deSolanum  nigrum ont présenté
37% et plus de 50%inhibition du virus de I'népatite C respectivement a non concentration
toxique. Plus loin ,I'extrait de chloroforme a diminué I'expressionou fonction de la protéase
NS3 du virus de I'hépatite C dans unedose-dépendante et la GAPDH (glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase) est restée constante (LIM 2013).

111.2.3.4. Activité anti-nociceptif, antipyrétique et anticancéreuse

Une étude antérieur a éte réalisée pour évaluer leantinociceptif, et antipyrétique effets
de l'extrait chloroformique de feuilles de Solanum nigrum en utilisant divers modeles
animaux. Les études ont demontré que I'extrait liposoluble de feuilles de S. nigrum possédait
des propriétés antinociceptives, et antipyrétiques et ont confirmé les allégations
traditionnelles. Cette étude est basée sur Solanum nigruma été traditionnellement utilisé
comme agent a base de plantes dans la médecine traditionnelle pour divers cancers en
Corée(KUMAR et al., 2012). Solanum nigrum a été utilisé dans la médecine traditionnelle
pour traiter différents cancers (LI et al., 2007). Solanum  nigrumest utilisé dans la médecine
traditionnelle chinoise depuis des siécles en raison de ses effets diurétiques et antipyrétigques.
Uneétude a examiné l'effet des polysaccharides bruts isolés de Solanum  nigrumsur la
croissance tumorale, cela a entrainé une nécrose massive dans les tissus tumoraux et une
régulation positive de Bax et une régulation négative de Bcl-2 et du géne p53 mutant
expression, qui a déclenché l'apoptose dans les cellules tumorales. Ces résultats ont démontré
que le SNL-P est un potentiel agent antitumoral (KUMAR et al., 2012).

111.2.4.5. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est un trouble causé par la libération de leucocytes et de divers autres
médiateurs complexes tels que les prostaglandines, les histamines, la bradykinine, le facteur

d'activation des plaquettes et I'IL-1 a partir des tissus et des cellules migrantes. Divers
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médicaments et extraits dérivés du raisin, du curcuma, de la menthe, du clou de girofle, de

I'eucalyptus, de la lavande et bien d'autres ont été utilisés pour améliorer l'inflammation. Le S.
nigrum est  utilise dans le systéme médicinal traditionnel indien pour traiter les
inflammations, les cedémes et les mastites. La méthode la plus largement utilisée pour étudier
les effets anti-inflammatoires chez les animaux consiste a induire un cedéme local dans les
rats en injectant un agent irritant tel que le carraghénane. L'extrait méthanolique de Solanum
nigruma montré un bon effet anti-inflammatoire & une dose-dépendant sur l'eedéme induit
dans le modele de rat (SONKAMNLE et al., 2012).

111.2.4.6. Activité antioxydante

Solanum  nigrum posséde une activité antioxydante qui pourrait étre due a la présence
de la piperinede flavonoides et de composés phénoliques .Solanum  nigrum a été trouvé
pour prévenir le stress oxydatif en inhibant la peroxydation des lipides, la lipoxygénase
humaine et en arrétant les radicaux libres hydroxyle et superoxyde, diminuer la carcinogenese
pulmonaire dans des études animales (CHELAE et al., 2015). Les propriétés d'amélioration
de la mémoire et antioxydantes de I'extrait méthanolique de solanum nigrum ont été étudiées
dans le modele de la maladie d'Alzheimer chez les rats(MAHADY et al., 2012). L'activité
antioxydante a été évaluée en mesurant les activités de la glutathion peroxydase, de la
catalase, de la superoxyde dismutase et en mesurant le contenu total de glutathion reduit, le
malondialdéhyde et les niveaux de protéine carbonyle dans ’hippocampe. L'administration de
I'extrait méthanolique de Solanum nigruma amélioré de maniére significative les
performances de la mémoire et a montré un potentiel antioxydant. Ces études suggérent que
I'extrait méthanolique de Solanm  nigrum améliore la détérioration de la mémoire spatiale
induite par la béta-amyloide en réduisant le stress oxydatif dans I'nippocampe des rats (ARUN
et VINAY , 2017).
111.2.3.7. Autres activités

e Antiulcéreuse, cytoprotective et hyperlipidémie
L’activité antiulcéreuse est prouvé par le traitement des rats avec I'extrait méthanolique
Solanum  nigrum diminué l'indice d'ulcére significativement chez les rats atteints d'ulceres
induits par l'aspirine, le stress indométacine ,ligature pylorique et éthanol, respectivement,
avec une puissance égale ou supérieure a Oméprazole (LIM 2013).
Aussi I'extrait a I'éthanol de plante entiére a été testé in vitro pour sa cytoprotection
contre la toxicité induite par la gentamycine dans les cellules Véro. L'incubation des cellules

Véro avec la concentration différente d'extraits alcooliques séchés de Solanumnigrum a
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protégé de maniére significative les cellules de I'effet de la gentamycine de maniéere dose-
dépendante (POTAWALE et al., 2008).
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Dans ce chapitre, il est traité le principe adopté, les matériaux utilisés, la méthode d’étude des
extraits bruts des polysaccharides hydrosolubles et leurs activités biologiques.
I.1.Principe adopté

Le présent travail est une contribution a I'étude les activités biologiques des
polysaccharides issus d'une plante a caractére médicinal ; Solanum nigrumde la famille des
Solanaceae récoltée au Sahara Algérien région de GemmarL'étude porte sur I'extraction des
polysaccharides hydrosoluble issus de fruit de Solanum nigrum, ainsi, le plus important vise a
I"étude des propriétés biologiques dont les activités: antioxydant ,anticoagulant et anti ulcéreuse
des extraits bruts polysaccharidiques de Solanum nigrum L.

I.2.Matériel d’étude

Le matériel d’étude regroupe les appareillages de laboratoire, les solvants et les produits
Chimiques, en plus du matériel biologique.
1.2.1. Matériel biologique

Le matériel biologique regroupe lyophilisat de 1’extrait polysaccharidique de solanum
nigrum , récoltée dans la région de Sahara Algérien de wilaya d’El —Oued , des rats malles de

type Wistar albinos et sang humain.

1.L"espéce végétale : Solanum nigrum
1.1 Position systématique

D’prés JANI et al., (2012),La classification taxonomique de Solanum nigrum est:
> Regne : Plantae

» Sous Régne :Trachiobiontae

» Embranchement :Spermatophyta

» Sous Embranchement : Angiospermae
» Classe :Magnoliopsida (Dicotylédoneae)
» Ordre :Solanales

» Famille :Solanaceae

» Genre :Solanum

» Espéce :Solanum nigrum L.

j



Chapitre | Matériel et méthodes

1.2. Distribution et habitat

Solanum nigrum est largement distribuée dans divers habitats dans le monde, des régions
tropicales aux régions tempérées et du niveau de la mer a des altitudes supérieures a 3500 m
(ALBOUCHI et al., 2008).11 sont trouvé dans quelques pays d'Afrique et d'Indonésie et sont
largement utilisées comme source de légumes et de fruits (Mohamed et al., 2006). Solanum
nigrum est une espece a prédominance eurasienne (EDMONDS et al., 1997 ) .On les trouve
généralement dans des habitats perturbés, tels que les bords de routes, souvent sur des terres
arables en particulier aux abords des champs cultivés et des plantations, en les haies, sur les
déblais de chemin de fer, les quais et les décharges, dans les zones autour des batiments et des
maisons, sous les arbres, sur la forét et les marges des prairies, comme des mauvaises herbes du
jardin, sur les plages de galets, les berges et dans les ravines. L'espéce colonise principalement
environnements, ne se produisant que dans les zones de faible pluviométrie lorsque les terres
sont irriguées. Cette plante pousse bien dans les sols fertiles, en particulier ceux riches en azote
ou en phosphore (POTAWALE et al.,2008) .

1.3. Utilisations traditionnelles

S. nigrum a été largement utilisé traditionnellement pour traiter diverses affections telles
que la douleur, I'inflammation et la fiévre, les baies et les feuilles sont principalement utilisées a

des fins médicinales, en plus des autres parties de la plante entiere (AYESHA et al., 2010).

Tableau 05 :Utilisation de différent partie de Solanum nigrum

Partie Utilisation

Sont utilisées comme cataplasme pour les
articulations rhumatismales (maladie articulations
gonflent et deviennent douloureuses), les maladies
Les feuilles de la peau, utilisées dans le traitement
antituberculeux . Les feuilles sont également
utilisées dans I'hydropisie, les nausées et troubles
nerveux (SARAVANAN etal., 2011) .

Les fruits mdrs au godt sucré sont utilisés comme
) ) aliments crus et faire de la confiture et utilisé
Le jus des fruits o . )
comme antidiarrhéique, ophtalmique, hydrophobe,

et pour [I'hydropisie, les maladies cardiaques,

E



Chapitre |

Matériel et méthodes

diurétique (RAINER et al., 2020) .

Sont utiles en ophtalmopathie, rhinopathie et

Les racines o

hépatite (RAINER et al., 2020) .

Sont utiles en cas de vertige, dans les
Les graines inflammations et les maladies de la peau

(RAINER et al., 2020) .

La plante entiére

Utilisée comme antiseptique, anti-inflammatoire,
cardiotonique,  digestif,  diurétique, laxatif,
gonflement, toux, asthme .La plante est également
efficace pour guérir la cardiopathie, la lepre, les
hémorroides,  néphropathie,  ophtalmopathie,
hydropisie et débilité générale. La décoction de la
plante déprime le systeme nerveux centrale et les
réflexes du moelle épiniére ( YERUKALI et al.,
2017) .

1.2.1. 6.- Récolte et séchage de Solanum nigrum

Les Solanum nigrum sont récoltées dans la région de Guemar en hiver 2021. Les plantes apres la

récolte sont transportees au laboratoire pour analyse dans des sacs. Pour le séchage des plantes

seulement les fruits mature set sont séchées dans I'étuve a température 60 °C pendant deux jours.

Figure 09 photo original de plante entier spontané dans la région de Guemar (photo original).
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1.3 Extraction des polysaccharides hydrosolubles

Trente (30) grammes de poudre sont prétraités 05 fois par 1’éther de pétrole pour éliminer
les lipides pendant 24 heures & température ambiante avec une agitation constante et douce. Les
résidus sont séchés apres filtration a l'abri de la lumiére et & température ambiante. Les résidus
séches sont macérés dans 1’eau distillée pendant 2 heures & 90°C et sous agitation constante.
L’extraction est répétée trois fois. Apres une centrifugation a 4000 rpm pendant 15mn , les
surnageant sont réunis et concentrés. Les polysaccharides de 1’extrait concentré, sont précipités a
I’aide de 3 volumes d’isopropanol (95%) et d’éthanol(99%) pendant 24 heures a 4°C. Aprés une
centrifugation & 4000rpm pendant 15mn, le culot est récupéré puis lavé trois fois par ’acétone
I’extrait aprés lavage par I’acétone et séchage a température 60°C pendant 48 heures représente
I’extrait brut de polysaccharides hydrosoluble (MEHELLOU et al. ,2017) . Voir la figurel.

e Calcul du rendement
Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec
obtenu et la masse du matériel vegetal traité. Ce rendement est calculé selon (YOUMBAI et
al.,2015) .par la formule :

Poids des polysaccharides bruts sec (g) x 100

Rendement (%) =
Poids de la poudre sec de la plante (g)

E



Chapitre | Matériel et méthodes

[ Matiere véaétal de 30 a en poudre }

!

[ Traitement par 05 volume d’éther de pétrole }

l Elimination des lipides
{ Macération par I’eau distillé & 90°C } 24 h pendant 5 jour
{ Centrifugation 3900 rpm pendant 15 min } 03 fois a 90

A 02 h
[ |
{ Surnagent } [ Culot }

l 04°C

{ Précipitation par I’éthanol ]

l, 241

{ Centrifugation 3900 rpm pendant 15 min ]

\
[ \

{ Su:'nagent ] [ Culot }

{ Lavage par I’acétone 04 fois ]

|

[ Extrait brut des polysaccharides }

hydrosoluble

Figure 10. Schéma général des différentes étapes d’extraction des polysaccharides
hydrosolubles.

1.4 . Composition des extraits bruts de polysaccharides hydrosolubles

La composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles concerne le dosage des oses

totaux, neutres, les polyphénols totaux, et les protéines.

E



Chapitre | Matériel et méthodes

1.4.1. Dosages des oses totaux

Pour déterminer la concentration des oses totaux dans les extraits bruts, la quantification se
fait selon la méthode de DUBOIS (1956).
e Principe

Le dosage des monosaccharides constitutifs des polysaccharides nécessite la rupture de
toutes les liaisons glycosidiques par hydrolyse acide (I’acide sulfurique). L’analyse repose sur
des techniques colorimétriques, dont le principe est basé sur la condensation par estérification
d’un chromogene (Phénol) avec les produits de déshydratation des pentoses, hexoses et acides
uroniques. En milieu acide fort et a chaud, ces oses se déshydratent respectivement en des
dérivés du furfural, 5- hydroxy-méthyl-furfural et de I’acide 5formylfuroique. Les chromophores
ainsi formés de couleur jaune-orange absorbent dans le domaine du visible proportionnellement
avec la concentration des sucres présents (STEVE,2005).Une gamme étalon de glucose est
réalisée avec des concentrations comprises entre 0,1 et 1 g/l.
Réactif

La solution de réactif de phénol a 5% est préparée par I’ajout de 100ml d’eau distillée a5g de
phénol. La solution mere d’étalon est préparée par I’ajout de 0,1g de glucose dans 100mld’eau
distillée.
e Mode opératoire

Dans des tubes en verres placer un mélange de 200ul d’échantillon et 200ul de phénol 5%.
Apres homogénéisation, 1ml d’acide sulfurique H2SO4 (96%), est rapidement introduit dans le
milieu réactionnel. Les tubes sont ensuite incubés a 100°C pendant 5 mn, puis ils sont laisses30
mn a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 492 nm
(BRUDIEUX, 2007; RUIZ, 2005; GENESTIE, 2006).

1.4.2 Dosage des 0ses neutres :

Le dosage des oses neutres et réalisé par la méthode de (MONSIGNY et al. 1988).
e Principe

Le dosage des oses neutres se repose sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par
action a chaud d'un acide concentré comme l'acide sulfurique (DUBOIS et al., 1956), en
présence d'un composé aromatique tel que le résorcinol (1,3-dihydroxybenzéne). Ces dérivés
furfuriques se condensent et donnent des composés de couleur orangée (MONSIGNY et
al.,1988).
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e Mode opératoire

Dans des tubes en verres et a l'aide d'une micropipette, 200 pL de I’échantillon sont
mélangés avec 200 UL de résorcinol et 1ml d'acide sulfurique (98%). Les tubes sont agités et mis
pour chauffer a 90°C dans un bain Marie pendant 30mn et ensuite placés dans un bain de glace
pendant 30mn & l'obscurité. L'absorbance est mesurée & 480nm (MONSIGNY et al.,1988).
1.4.3 Dosage des protéines (Bradford, 1976)

La teneur en protéines dans les extraits bruts des polysaccharides hydrosolubles est déterminée
par la méthode de (BRADFORD1976).
e Protocole
Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford (1976), ou le bleu de Coomassie forme
avec les protéines un complexe coloré présentant un maximum d'absorption a 595 nm. La
coloration tres sensible peut étre effectuée trés rapidement et reste stable pendant 30 min, le
Sérum Albumine Bovine (SAB) est utilise comme standard.
e Reéactif de Bleu de Coomassie

A 50mg de Bleu de Coomassie sont ajoutés 25ml d’éthanol (99%), puis agités pendant
2h,apres filtration sur papier Whatman N°1, 50ml d’acide phosphorique 96% sont ajoutés. Le
réactifest dilu¢ jusqu’a 500ml par I’eau distillé. Le réactif est stocké a I'obscurité et a la
températur eambiante. La solution mére d’étalon est préparée par I’ajout de 0,01g de SAB a
100ml d’eau distillée.
e Mode opératoire

Dans des tubes en verre, propre et sec il est additionné un volume 400ul de solution a doser,
puis 2ml de réactif de Coomassie. Le melange est homogénéisé pendant 30 secondes. Apres 2
mn de réaction, l'absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d'onde 595nm. La
coloration est stable pendant une heure (BRADFORD, 1976).

1.4.4.- Dosage des composes phénoliques totaux

Le dosage des composés phénoliques est une méthode d’analyse quantitative réalisée en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteau selon le protocole adapté de SINGLETON et al., (1999).
e Principe

Ce dosage repose sur la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocaltau. Ce réactif est
constitu¢ d’un mélange d’acide phosphomolybdique. Lorsqu’il y a une oxydation des phénols, ce
réactif est réduit en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la

couleur est proportionnelle au taux des composés phénoliques oxydés. Cette coloration est
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mesurée au spectrophotometre en utilisant I'acide galligue comme étalon (GHAZTI
ET ;SAHROUI , 2005).
e Matériels et réactifs

Reéactif de Folin-Ciocalteu ,Solution aqueuse de carbonate de sodium a 20%, Acide gallique ,
Eau distillé .
e Mode opératoire
A 40uL de I’extrait, sont mélangés a 1160ulLd’eau distillé et 200uL du réactif Folin. Le milieu
est ensuite mélangé et incubé 03 min a température ambiante avant d’y ajouter 600uL d’une
solution de carbonate de sodium a 20 % . le mélange incube ensuite 2h a 1’obscurité avant de lire
I’absorbance a 750nm .Une gamme d’étalonnage qui consiste a lire les absorbances des
différentes concentrations d'acide gallique a été préparée comme standard.
1.4.5.- Analyse spectroscopique par Infrarouge (IR-TF)

e Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une spectroscopie
d’absorption qui permet I’identification des groupements moléculaires d’un échantillon. Les
liaisons chimiques absorbent le rayonnement infrarouge (IR) a des longueurs d’ondes spécifiques
dépendant de leur nature et de leur conformation. Les informations données par le spectre
permettent I’identification et le dosage des différents constituants. Cette fenétre spectrale de I’IR
se décompose en trois domaines : le proche, le moyen et le lointain IR. La plage spectrale, qui
s’étend de 4000 cm-1 a 400 cm-1, est la plus adaptée a I’analyse d’échantillons biologiques
organiques comme les polysaccharides. En effet, ce domaine, correspondant aux transitions
moléculaires de type vibration et rotation, contient la quasi-totalité des signatures spectrales des
molécules du vivant (KEIRSSE 2003 ; BOUTALAB 2007). Différents modules permettent
d’accéder aux spectres de vibration en transformant au minimum les échantillons. La réflexion
totale atténuée (ATR) permet I’analyse d’une fine couche d’échantillon.
e Matériels et réactifs

Echantillons (poudre) a analyser, Instrument IRTF.

Protocole Les échantillons polysaccharidique sont écrases et traverses par l'appareil.

1.5. Activités biologiques des polysaccharides
1.5.1 Evaluations de I’activité antioxydante in vitro

Pour évaluer l'activité antioxydante de Solanum nigrum, nous avons utilisé la méthode de

piégeage du radical 2,2'-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
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e Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé a propriété
antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est proportionnelle a

la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons figurell .

NO, NO,
AH

. H ; .
NO, N-N  —> NO, N-N  +A

NO, NO,
DPPH- DPPHH

Figure 11. réduction le DPPH par un antioxydant

e Mode opératoire

750ul de chaque solution polysaccharidique a différentes concentrations (0,01; 0,02 ; 0,04 ;
0,06; 0,08 et 0,Img/ml) sont ajoutés a 750ul de la solution du DPPH ou des antioxydants
standards (BHA). Parallelement, un contrle négatif est préparé en mélangeant 570ul d'eau
distille avec 570ul de la solution de DPPH. Le mélange est incubé dans l'obscurité pendant 30
minutes a température ambiante. Ensuite, la lecture de 1’absorbance est lue a 515nm (CRISTINA
et al., 2009 ).Les résultats ont été exprimés en pourcentage de réduction de DPPH (P1%) selon la

formule suivante :

P1% = [ (Abscontrole— Abstest) Abscontrole] x 100
AC : absorbance en absence de I’inhibiteur (controle négatif)
At: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)
e Calcul de la concentration inhibitrice de 50% (1C50)

Les valeurs des concentrations pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du
DPPH (Clsp) ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire. Comme il n’existe
pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les résultats sont souvent

portés par rapport a un antioxydant de référence, comme le BHA ou l'acide ascorbique.
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e L'indice de I'activité antioxydant (AAI)
L'indice de l'activité antioxydant AAI est calculé selon BOUHADDOUDA ( 2016)

Concentration funale de DPPH en (pg/ml)

IC50 (ng/ml)

Les résultats d’AAI sont exprimés comme suit :
AAI < 0.5 — faible activité antioxydant ,2> AAI > 1 — forte activité antioxydant AAl AAI >
0.5 — activité antioxydant modérée , AAI> 2 — tres forte activité antioxydant .

1.5.2. - Activités anticoagulantes des extraits bruts polysaccharidiques

L’activité anticoagulant des extraits polysaccharidiques hydrosoluble a été évaluée in vitro
par des tests de coagulation qui sont le tempe de prothrombine (TP), le tempe de céphaline
activée (TCA) a I’aide d’un coagulométtre sur un pool du plasma. Le sang est prélevé a partir
des volontaires sains (ZHANG et al.,2010).Les différents prélevements sont effectués dans des
tubes citrates(citrate tris-sodique 3.8%) pour 1’évaluation de I’activité anticoagulante et
centrifugé pour obtenir un plasma pauvre en plaquette.

Mesure du temps de céphaline activee (TCA)

90ul de plasma humain normal citraté sont ajoutés alOul de solution polysaccharidique,
puis 100ul de réactif de TCA est ajouté. Le mélange est incubé 5mn a 37°C. Aprés I’ajout
de100ul de CaCl2 (0,025 mol/l), le temps de ceéphaline (kaolin) activée est enregistré
(YUNTAO et al ., 2008).
Mesure du temps de prothrombine (TP)

90ul de plasma sont ajoutés alOul de polysaccharides hydrosolubles et incubés a 37°C
pendant 5mn. La réaction est déclenchée par addition de 200 ul de thromboplastine. Le temps de
coagulation est mesuré. Les résultats de tests sont exprimés en temps de Quick (TQ) en
secondes. Le TQ est converti en taux de prothrombine (%) et en International Normalised
Ratio(INR) correspondant a 1’aide d’un tableau de conversion (SHENZHU et al., 2002).

1.5.3. - Activités antiulcéreuses des extraits bruts polysaccharidiques

e Principe d’étude le test consistait a vérifier Daction protectrice des extraits
polysaccharidique de la plante solanum nigrum contre 1’ulcére provoqué chez les rats par
administration d’un agent ulcérogene qui est 1’éthanol .

e Choix de ’animal

Des rats de type Wistar albinos, de poids varié entre 280 et 300g, ont été utilisées afin de

réaliser une étude in vivopour I’évaluation de Dactivité antiulcéreuse de Il'extrait
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polysaccharidique obtenu par le Solanum nigrum sur l'inhibition de la formation de 1’ulcére
gastrique provoquée par I'éthanol. Ces rats proviennent de I'animalerie de I'Université d’El-Oued
ls ont été mis sous des conditions favorables a leur croissance, de température contrélée a 25°C
et un cycle lumiére/obscurité 12h/12h par jours.
» Etude expérimental

e Etude de Pactivité anti ulcéreuse

Afin de tester I’effet gastro-protecteur de I'extrait polysaccharidique obtenu de Solanum
nigrum(SNP) sur les rats, le protocole de (NERGARDE et al.2005)appliqgué comme un modele
d’ulcération, avec des modifications. Les rats ont été privés de nourriture de 24 a 36 h avant
I’expérience. La répartition des rats a été faite en Six lots de 3rats pour chacun. Les solutions ont
été administrees par voie intra-gastrique avec une sonde de gavage .

Préparation des solutions a administrees

e Préparation des solutions de I’extrait polysaccharidique (SNP)

Des solutions polysaccharidiques de concentration différente ont été prépareées, a partir de
lyophilisat de I’extrait SNP des quantités de 50, et 75mg d’SNP ont éte solubilisées dans un
volume de 02 ml d’eau distillé pour chaque dose.

e Préparation du contréle + (Oméprazole)
Pour préparer la solution du contréle positif (+) une quantité de 20 mg d’Oméprazole, est

dissout dans un volume de 02ml d’eau distillé .

Figure 12.- les différentes solution administrés chez les rats .
> Induction de I’ulcére gastrique par I’éthanol

Les ulcéres ont été induits par gavage intra-gastrique de 1’éthanol a 99% avec une dose de
0,5ml/kg .

= Sacrifice des animaux

Apreés le passage d’une heure a ’administration des différentes solutions préparées, les

rats ont été sacrifiés par la dislocation cervicale sous I’anesthésie au chloroforme. Une dissection
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ventro-médiane est effectuée pour le prélévement des estomacs, en subissant une ouverture selon
la grande courbure et lavés avec de I’eau physiologique froide (NaCl a 0,9%), ainsi que les
observations ont été réalisées a 1’ceil nu et a ’aide d’une loupe binoculaire, puis les estomacs ont

éte conservées dans le formol (10%), dont le but de I’étudier I’histopathologie .

> Evaluation de activité anti-ulcéreuse

L’¢évaluation de I’activité anti-ulcéreuse nécessite des méthodes pour pouvoir calculer le
taux de protection de 'ulcére gastrique par I’extrait de SN. Les photos des estomacs obtenues
ont été enregistrées sur ’ordinateur et analysées a l'aide du logiciel imagelJ qui permet de
mesurer la surface totale de I’estomac et la surface des régions ulcérées (YOUNG et al, 2019),

dont deux parametres ont été obtenue.

% Indice d'ulcération = (surface totales des lésions / surface totale de I’estomac)*100

Le pourcentage de protection ou d’inhibition de ['ulcére pour chaque groupe traité est
calculéselon la formule suivante.

% protection = IU témoin —IU traite *100

IU témoin

IU: Indice d’ulcération

1.6. Analyse statistique

Un test t Student a été effectué, afin de comparer les valeurs des lots traitées par
I’extrait de SNP avec celle obtenue par 1’administration de 1’Oméprazole (contrdle +) ainsi

qu’avec I’éthanol (control -). Avec une valeur de p<0.05était considérée comme significative .
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Chapitre 11 Résultats et discussion

Les principaux résultats obtenus des différents tests biologiques des extraits bruts de
polysaccharides hydrosolubles de Solanum nigrum sont présentés dans ce chapitre.

I1.1.Rendement et caractéristiques des polysaccarides hydrosolubles de solanum nigrum
11.1.1. Caractéristiques de I’extrait polysaccharidique des fruits de solanum nigrum

Le tableau et la figure montre les propriétés des extraits bruts de polysaccharides hydrosolubles
de solanum nigrum :

Tableau 06: Caractéristiqueset rendement des polysaccarides hydrosolubles de Solanum nigrum

Caractéristique

Echantillon 01

Echantillon 02

Aspect Solide Solide
Couleur Gris Brune
Rendement 2,4% 4.6 %

EO1 E02

Figure 13.-Extraits bruts de polysaccharides hydrosolubles de Solanum nigrum

Le tableau 06 et la figure 12 montre que les polysaccharides hydrosolubles pour les deux

échantillon EO1 et E02 ont un aspect solide, et de couleur brune et Gris .
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11.1.2- Le rendement d’extraction des polysaccharides hydrosolubles de Solanum nigrum

L’extrait obtenu apres prétraitement, maceration, précipitation et lavage par I’acétone est
séche, puis pesé pour déterminer le rendement. Ce rendement relatif est calculé par rapport au
poidsdela matiére séche ayant servi a I’extraction. D’apres le résultat noté dans le tableau ( 06), il
apparait que le rendement massique de I’extrait polysaccharidique des fruits de Solanum
nigrumest de 2,4% pour les polysaccharides issus d’éthanol (EO01), et de 4,6 % pour les
polysaccharides issus d’isopropanol E(02) .Le rendement d’E02est deux fois élevé que E02.

Ces valeurs sont inférieures a celles rapportées par MOHAMED et al. (2015) qui ont
obtenu des rendements en polysaccharides brut hydrosolubles 7,53%de Opuntia stricta.
Ainsi, XIA et al.(2012) ont obtenu un rendement des polysaccharides bruts de Solanumnigrum
entiere est 7,53%, par contre le rendement noté est supérieure au rendement signalé par BOUAL
et al. (2015)pour les polysaccharides extraits des feuilles de Plantago notata Lagascaqui est de
2,0 %. WENTAO et al.,( 2009) ont trouvé dans I’étude de plante Pteridium aquilinumun
rendement égal 2,02% qui est proche au résultat d’échantillon issu par éthanol 2,4 %. JIAN et
al., (2010)ont trouvé un rendement égale 4,56% obtenu par Cyclocarya paliurus qui est plus

proche que celle de 1’échantillon issu d’isopropanol 4,6%.

Le rendement d’extraction des polysaccharides hydrosolubles est influencés par plusieurs
facteurs, tels que le temps d’extraction, la température d’extraction et le rapport eau /matériau
(RAN et al.2017). Aussi les caractéristiques physico-chimiques de polysaccharide , les
techniques d'extraction, telles que l'extraction a I'eau chaude , I'extraction assistée par micro-

ondes, l'extraction assistée par ultrasons, I'extraction assistée enzymatique (RAN et al. (2019).
11.1.3 Composition de I’extrait bruit de polysaccharide hydrosoluble

La détermination de la composition de I’extrait polysaccharidique hydrosoluble issu des fruits de
solanum nigrum, est effectuée par des dosages colorimétriques d’oses totaux, d’oses neutres, de

polyphénols totaux et des protéines.

Les figures 14 et 15 représentent la composition de 1’extrait brut de polysaccharide hydrosoluble
pour les deux échantillons obtenus par les fruits de Solanum nigrum. Ces deux échantillons
résultes par deux types d’alcool différents, qu’ilssont 1’éthanol et I’isopropanol, ot nous avons

observé la différence de pourcentage de la composition dans les deux échantillons.
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Figure 14.- Composition de I’extrait brut de polysaccharide hydrosoluble de Solanum nigrum
issu d’éthanol.
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Figure 15.- Composition de D’extrait brut de polysaccharide hydrosoluble de Solanum

nigrum issu d’isopropanol.

Les polysaccharides  hydrosolubles de  solanumnigrumrenferment25%  d’oses
totaux,11%d’oses neutres, 03% des polyphénols totaux, et 0% des protéines pour 1’échantillon
issu d’éthanol. Par contre 1’échantillon issu d’isopropanol renferme 6 % d’oses totaux,

03%d’oses neutres , 05% des polyphénols totaux, et 1 % des protéines.
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La teneur en oses totaux et oses neutres contenu dans 1’échantillon Olest plus élevé que
I’échantillon 02 (polysaccharides issu par 1’éthanol), au contraire le pourcentage de protéines, et
polyphénols sont élevés dans I’échantillon N°02 (polysaccharides issu par d'isopropanol).Les
oses totaux sont les constituants majeurs des polysaccharides hydrosolubles dans les fruits de

Solanum nigrum.

Les fruits de Opuntia strict sont constitués de27,25% d’oses totaux, et 3.22% de protéine
(MOHAMED et al.,2015).ces valeurs sont supérieurs a celui obtenus dans notre étude. pour une
fraction polysaccharidique des racines de Ephedra alata la composition en protéines est
supérieur que celle trouvé dans les échantillons des fruit de Solanum nigrum dont un taux de
égale 5,68 signalé par (LEILA et al.2015). la composition des échantillons polysaccharidiques
issues des fruits de solanum nigrum est plus inférieur que celui trouvé chez les
polysaccharides issue de Lycium europaeum, dont elle est constituée par des taux d’oses totaux
de 77.59% , et 2.25% de protéines sont signale par (ILHEM et al., 2018 ).

ILHEM et al.(2019) ont trouvé dans I’étude des fruit de Nitraria retusa ,des teneurs en 0ses
totaux , en oses neutres , en protéine, et en polyphénols , 69.14% , 46.01%, 18.67% , et 5.47%
respectivement , ces résultats sont plus supérieur que celle résultats obtenus de solanum nigrum
pour les deux échantillons en exception de polyphénol qui présente un valeur proche de notre

résultat.

La composition chimique des polysaccharides hydrosolubles varient suivant diverses
conditions telles que I’environnement climatique, la localisation, 1’origine géographique et la
période de récolte (SAENZ et al., 2004).Aussi les méthodes d’analyse utilisées(WANG et ZHU,
2019).Aussi le pH et la température des milieux d’extraction influente sur la teneur des protéines
obtenues( MILANI et al.,2007 ; YOUMBAI 2015 ).
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I1.2. Analyse qualitatif des groupements fonctionnels par Infra —-Rouge
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Figure 16 Spectre d’absorption IR des polysaccharides hydrosolubles extrait de fruit Solanum
nigrum (A.- EO1 I'éthanol, et B.- EO2 I'isopropanol ).

L’analyse Infra —Rouge d’un échantillon d’origine végetal .’ Infra —Rouge des polysaccharide
hydrosoluble des fruit de Solanum nigrum L est représentée par la figure 16 ci-dessus .

Les résultat obtenus dans les deux extraits polysaccharidiques révélent la présence d’une large
bande intense entre 3200-3500 cm™ est attribuée a la vibration d’élongation des groupements
hydroxyles (OH) caractéristiques des polysaccharides ainsi qu’a I’absorption de ’eau (ADEL et
al. 2010 ).De faible bandes de vibrations asymeétriques des liaison C-H sont observees entre
2800-3000 cm ™ ((BRAIN —JAISSON et al ,2014). De plus, les signaux observées 21730 et 1241

-1243 cm ™ mettent en évidence la présence de group acétyles issus de résidus pectique comme
indique dans la littérature (BRITO et al ,2004 ).

De méme, les absorptions observées ou 1’alentours des 1500 et 1418 cm ™ sont attribuées aux
groupement carboxylates (- COO")(BRITO et al. ,2004 ).Dans cette zone ,une large bande située
a 1500 cm™ correspond plus spécifiquement a la vibration d’¢longation de la fonction C=O du
groupement carboxylique (COOH) de I’acide galacturonique (BARKA et al ,2013 ).
Généralement, les bandes observées entre 700 cm™et 1200 cm™ sont spécifique aux vibration des

liaison C-O —C et C- O- H des structures polysaccharidiques(SCHMITT et FLEMMING 1998 )
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11.3.-Activités biologiques de I’extrait brut polysaccharidique

11.3.1.-Activité antioxydante

L’activité antioxydante est évaluée par les tests DPPH Réduction du radical 1,1’-diphényl-2-
picrylhydrazyle (DPPH)

Les radicaux libres sont des substances qui ont des électrons non appariés dans leur
structure et se produisent largement dans la nature. En raison de leur instabilité, les radicaux
libres peuvent causer des problemes de santé nocifs induisant des dommages aux cellules et
altérant I'ADN, les protéines et les membranes lipidiques, ce qui peut entrainer plusieurs
maladies telles que le cancer, I’athérosclérose et le vieillissement (HAN et al., 2016).Pour
réduire les dommages causés par 1’oxydation aux humains, de nombreuses recherches sont
consacrées a I’utilisation d’antioxydants (ZHANG et al., 2019). Les antioxydants sont des
substances excréement importantes qui possédent la capacité de protéger le corps contre les
dommages causés par le stress oxydatif induit par les radicaux libre .La mesurer de 1’effet
antioxydant est effectué de maniére spectrale a partir de la spectroscopie UV-visible pour le teste
de piégeage du radical DPPH. La capacité antioxydante de polysaccharides issus des fruits de
solanum nigrum est déterminée et comparée a l’activité de composé anti-radicalaire le BHA
comme référence. En général, I’activité d’élimination des radicaux DPPH des polysaccharides
est due aleurs capacités de donner des électrons ou des hydrogénes. La capacité de balayage peut
étre exprimé par le taux d’inhibition, plus le taux d’inhibition est élevé, plus I’activité
antioxydante est fort (CHEN et al., 2018). Les résultats obtenus pour l'activité antioxydante de

Solanum nigrumsont représentés dans la figure suivant :
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Figure 17. Représentation graphique de pourcentage d’inhibition de radical DPPH pour I’extrait
polysaccharidique et le BHA.
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A partir le représentation graphique on observe que le pourcentage d’inhibition de radical
augmente avec 1’augmentation de la concentration pour les deux échantillons et le BHA.

A partir des équations linéaires, on peut calculer les 1Cso des échantillons en mg/ml qui définit
comme la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical
DPPH , plus le valeur de ICsp est petite , plus I’activité antioxydante est élevée.

Tableau 07.- Les valeurs d’ICsg et AAI d’inhibition des radicaux DPPH

Echantillon(mg/ml) BHA EO1 EO2
1Cso 0.03 0.06 0.04
AAl 3,3 16 25

Les résultats de la figure 15, et le tableau 07 montrent que les polysaccharides issus d’éthanol
(E0L1) ayant une activité antioxydante modérée et inférieur que les polysaccharides issus
d’isopropanol (E02) avec une 1Csy égale 0.06 mg/ml et AAI égale 1,6. Mais I'échantillon 02 et le
BHA ont une activité antioxydante tres forte par un 1Csp égale 0,03 mg/ml et 0,04 mg/ml ,et un

valeur d'AAl égale 3,3 et 2,5 respectivement .

Les polysaccharudes hydrosolubles des racines d' Acanthophyllum bracteatum posséde
une activité antioxydante inferieur que notre plante par un valeur de 1Cs égale 2,6 cette valeur

est supérieur que 1’espéce étudiée. Solanumnigrum. ( KAMBIZ et al. 2011).

ILHEM et al.(2018) ont trouvé par I’étude de D’activité antioxydante des polysaccharides
deLyciumeuropaeum(solanaceae) une valeur d’ICsp égale 1.22 mg/ml , cette valeur est supérieur

que celle des deux échantillons obtenus dans la présente étude.

La différence de résultat de I’activité antioxydante obtenu par ces études est due a la
composition en monosaccharide, a la taille moléculaire, a la structure et a la conformation des
polysaccharides. Ces monosaccharides sont des agents réducteurs car ils peuvent fournir de
I'nydrogene, qui peut se combiner avec des radicaux et former un radical stable pour terminer la
réaction radicalaire (LI et al., 2006).RUIZHAN et al., (2011)ont été rapporté que la cystéine, le
glutathion, l'acide ascorbique, le tocophérol, les composés aromatiques poly hydroxylés et les
amines aromatiques pourraient réduire et décolorer le DPPHpar leur capacité a donner de
I'nydrogene . Ces résultats indiquent que EO1 et EO2 pourrait agir comme un donneur d'électrons

ou d'hydrogéne pour piéger la DPPH.
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En général, I’activité de piégeage radicalaire élevée des extraits polysaccharidiques est
due a la présence d’une teneur élevée de polyphénol (DEWIR et al.,2010) . Ce résultat est
prouvé par l’activité antioxydante élevée des polysaccharides issus d’isopropanol (5%) de

polyphénol par apport les polysaccharides issu d’éthanol (3%) de polyphénol.
11.3.2.- Activité anticoagulant de I’extrait polysaccharidique

L’activité anticoagulante est évaluée par les deux tests de coagulation TP et TCA, les résultats
obtenus sont présentés dans les figures 17, et 18 suivants.

11.3.2.1. Test de céphaline Kaolin (TCA)
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Figure 18.-Temps (seconde) de céphaline activée (TCA) pour Les deux échantillons pour une

concentration de 100pg/10ul

D’apres lesfiguresl6, et 17,qui présentent les résultats de temps de céphaline activée
(TCA).On observe que I'échantillon EO1 et I'échantillon E02 ont un temps supér ieur que le
control normal (absence d’un anticoagulant) par des valeurs 45.5(s), 41.8(s) et 30(s)
respectivement. Ce résultat montre que les polysaccharides issus par les deux échantillons de
Solanum nigrum ayant un effet sur la voie endogene de la coagulation dans le test TCA par
rapport au contréle normal 30(s). Donc le Solanum nigrum ayant un effet anticoagulant par la

prolongation de temps de coagulation et lente le processus de coagulation, cet effet est faible.
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11.3.2.2.- Test de temps de Quick (TQ)
Les résultats de test de temps de Quick sont présentent dans le tableau 07.

Tableau 08.- Résultats de test TP pour ’activité anticoagulante de 1’extrait polysaccharidique

Type de Concentration de
I’échantillon I’échantillon % INR TQ
Control
Normal Opg /10ul 100 1,00 12,5
Extrait
d'isopropanol 10ul 93,3 1,06 13,25
Extrait de
I’éthanol 10ul 87,3 1,12 14

Le tableau 07 présente les valeurs obtenues le test de prothrombine (TP) de I’extrait

polysaccharidique issu d’isopropanol et de 1’éthanol.

Les résultats de temps de Quick (TQ) enregistré pour le test TP est de 12,5(s) pour le contrdle
normal, 13,25(s) pour le polysaccharide issu d’isopropanol et 14(s) pour le polysaccharide issu
d’éthanol.

Les résultats des échantillons sont elevés par rapport aux control normal 12,5(s). Le control
positif I’héparine, selon SHUANG et al.(2019) et BERNADETH et al. (2015) qui enregistrent
un temps de Quick de coagulation 12 (s)et 8 (s) de I’héparine pour la méme concentration de
I’échantillon de la présente étude dont une valeur de 10ug/ul ces résultat montre qui I’héparine
ont une activité anticoagulant tres faibles . A partir de ces résultats on conclus que les extraits
polysaccharidiques des deux échantillons de Solanum nigrum ont une activité anticoagulante

remarquable.
11.3.3 Activité antiulcéreuse
11.3.3.1.- Evaluation de Pactivité anti-ulcéreuse

L’activité gastro-protectrice de I’extrait polysaccharidique SNP a été évaluee par
I’induction d’un modele d’ulcération provoqué expérimentalement in vivo par 1’utilisation de
1’éthanol a 96 %.

» Observation macroscopique
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L’administration intra-gastrique de 1’éthanol a des souris a engendré des lésions gastriques au niveau
de I’estomac correspondant a des ulcérations se manifestant par des rougeurs de la muqueuse et
signe d’hémorragies. D’autre part, les estomacs des souris du groupe témoin et de control positif
traité par ’'Omeprazole (20mg/kg )ne présentent aucune des Iésions décrites précédemment.

En outre, les observations macroscopiques des estomacs des souris des groupes tests prétraités par
I’extrait polysaccharidique de Solanum nigrumet d’un notre plante a différentes concentrations de 50
et 75mg/kgont montré une nette réduction des l€sions gastriques produites par 1’agent ulcérogene, par

rapport au groupe de souris traités par I’éthanol, figure 19 .

Figure 19 Les estomacs A) Estomac du témoin ; (B) Estomac du contréle (-) ; (C) Estomac du

controle (+)
(D), (E), Estomacs traitées par les concentrations 50, 75, mg/kgde SNPet (F) par 75 mg/kg de

XP.
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11.3.3.2.- Evaluation des pourcentages d’ulcération (indice d’ulcération) et de protection

par ’image J

L’estimation des surfaces 1ésées par rapport aux surfaces totales de I’estomac a 1’aide du logiciel
Image J nous a permis d’évaluer I’effet anti-ulcéreuse de [I’extrait polysaccharidique de
Solanumnigrumetcontre les lésions induites par 1’éthanol. Les résultats sont montrés dans le tableau
08.

Tableau 09.- Résultats d’ulcération et d’inhibition calculés par image J

Moyen d’indice FOLS Nien
Tl‘alteme;ut de Dose administré S T destomac Ta’u.x de y Infllcg : protection de
Lot (n=3) lésion d’ulcération " q
PEgigetion Protection
0 0
Lot 1 (témoin) | 2 ml d’eau distillé - - 0 0
0 0
13190.585 0.4%
Lot 2 ( control 0.5 ml/kg " 3 sy,
négatif) d’éthanol RS & LL.2%
22411.722 2%
26302.219 - 100%
X /
Lot ol 2ok 18871373 0 - . 100% 100%
positif) oméprazole
13177.959 - 100%
0.4 % 80%
14456.667
Lot 4 50 mg/kg de SNP 21873.036 60 1.15% 42.5%
19117.822
1.9 % 5%
17543.173 015% 92%
Lot 5 75 mg/kg de SNP 15367.889 53.6 0.97% 51%
21608.911 1.8 % 10%
1%
22072.518 50%
Lot 6
75 mg/kg de XP 19634.624 56.3 0.8% 60 %
0.6%
16669.154 70%

11.4. Etude statistique

Les différences significatives statistiques entre les groupes traités par lesconcentrations
polysaccharidiques, ainsi qu’avec I’éthanol (contrdle -) et I’Oméprazole(controle +), ont été

déterminées par 1’utilisation du test t Student.
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11.4.1. Indice d’ulcérations

Une comparaison entre les moyennes d’indice a été effectué pour les lots traitéspar les extraits
d’SNP et XP, a des concentrations croissantes (50, 75mg/kg) avec le lot du contréle -, avec une
différence significatif (p<0,5) a été révélé , ce qui prouve 1’effet ulcérogéne de I’éthanol Les
descriptives d’indice d’ulcération sont indiquées dans la figure 20 .

% d’ulcération

1,20% %%
1,00% %k
0,80% k%
0,60%
0,40%
0,20%
0,00% -
control(-) . ' . _ /

50mg/kgde
SNP 75mg/kg de
SNP 75mg/kg de XP

Figure 20.- Effet de ’administration orale de 1’éthanol (contrdle -), de I’Oméprazole (contrdle

+),et de I’extrait SNP et XP sur I’induction de 1’ulcére gastrique chez des rats .
** (¢’est —a- dire tres significatif de p <0,01)
11.4.2.- Pourcentages de protection
Une comparaison entre les moyennes de protection a été effectué pour les lots traités

par les extraits de SNP et XP a des concentrations croissantes (50, 75 mg/kg) avec le lot du

contréle - ainsi qu’avec ce du controle +. Les descriptives des pourcentages d’ulcération sont
indiquées dans la figure 21 .
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% de protection

%
100%

90%
80%
70%
60% %k
50% %% *%
40%
30%
20%
10%
0%
control(+) ' ) . )
50mg/kgde S— /
SNP 75mg/kg de )
SNP 75mg/kg de XP

Figure 21.- Effet de I’administration orale de I’extrait SNP et XP , et du control + (Omperazpl)

sur la protection contre 1ulcére gastrique chez les rats

11.5. Etude histopathologique

Afin d’affirmer les observations obtenues dans 1’évaluation macroscopique, une étude
histopathologique a été réalisée sur les estomacs prélevés des rats. Cette étude a permis de

mieux juger I’activité gastro protectrice de 1’extrait SNP. Les résultats sont présentés dans la
figure 22.
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Figure 22.- Photographie Originale des coupes histologiques des estomacs : (A) Témoin, (B)
Contrdle (-), (C) dose 50mg/kg, (D) dmg/kg

L’étude histo-pathologique a montré que les lésions subis les estomacs traités par
l'oméprazole et ’extrait SNP ont été réduites significativement en comparaison avec les estomacs

traités parle controle-.

Des ulcérations de 1’épithélium de revétement ont été observées chez le groupe du contrdle -
;tandis que le groupe traité par ’Oméprazole a montré une protection puissante de lamuqueuse
gastrique en comparaison avec les dommages causés par 1’éthanol. Cependant la protection chez
le lot traité par une dose de 50 mg/kg de I’extrait d’SNP a été inférieur que celles des lots traités
par une dose de 75mg/kg de l'extrait SNP, et XP .
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Conclusion

Les plantes médicinales attirent I’attention des chercheurs, en particulier dans le domaine de
la recherche médicale ou de ce qu’on appelle la médecine alternative. Ce regain d’intérét vient
du fait que les étres humains ont besoin de rechercher toujours pour des médicaments fiables
mais avec moindre des effets secondaires, ils recherchent pour des composants naturelles comme

une autre source a l'équivalent des produits chimiques industrielles

Les extraits polysaccharidiques de fruit de la plante de Solanumnigrum récoltée dans la
région de Oued Souf sont obtenus par macération a chaud dans I’eau distillée, et précipités a
I’aide des deux alcools différents(éthanol /isopropanol), le rendement massique de I’extrait
polysaccharidique des fruits de solanumnigrum est de 2,4 pour les polysaccharides issus
d’Ethanol (EO1), et de 4,6 % pour les polysaccharides issus d’lsopropanol et (E02). Le
rendement d’E02 estplus élevé deux fois plus que EO1.

L’analyse I’extrait polysaccharidique est réalisé¢ par les différent méthodes de dosage
colorimétriques, les résultats obtenus montrent que les extraits de I’espéce Solanum nigrumest
sont constitué de 25%d’0ses totaux (issus d’éthanol), et 6% (issus d’isopropanol) ,il est remarqué
aussi la présence des oses neutres 11% dans I’extrait issupar éthanol, et 3% de ’extrait issu
d’isopropanol, le dosage des protéines par la méthode de BRADFORD montre (0%) dans
I’extrait issu par éthanol, et un taux plus faible dans I’extrait d’isopropanol avec une teneur de
1% . le taux des polyphénols 5% dans les polysaccharides issus d’éthanol, et 3%de polyphénols

dans les polysaccharides issus d’isopropanol.

L’activité anticoagulante par le test de mesure de temps de céphaline activée (TCA) des
extraits bruts de polysaccharides hydrosolubles de I’extrait issu d'éthanol et 41,8s ,et 45,5s pour

I’issus d’isopropanol .

L’activité anti oxydante de test de DPPH, les polysaccharides issus d’éthanol ayant une
activité inférieur que les polysaccharides issu d’isopropanol avec des I1Cs égalent 0.06 mg/ml, et
0.04 mg/ml respectivement .Ces résultats montrent que I’espece étudiée posseéde une activité
anti-oxydantenotable, mais cet effet est moins que cellui de BHA (élément référence) qui est

considérée comme un antioxydant puissant avec un 1Csq égale 0.03 mg/ml.

L'activité antiulcéreuse est évaluée par l'administration intra gastrique d'éthanol, I'extrait
polysaccharidiqgue SNP a différentes doses (50, et 75 mg/kg) et le médicament Oméprazole
20mg/kg. Les résultats montrent que l'extrait de SNP ont des pourcentages d'ulcération de 1,15%

(50mg/ml) et 0,97 (75mg/ml) et des pourcentages de protection de 43% pour la dose 50mg/kg et
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51% pour la dose 75mg de SNP et pour la dose 60% de XP . Ces résultats sont significatives par
rapport aux control positif .
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Annexe 01.

Séchage et Broyage de Solanumnigrum

Le séchage de la plante se fait dans 1’étuve a température 60 pendant 48 heure puis les fruits ont
été broyees pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la préparation des extraits .

N
> *

Séchage a I’étuve a température 60°C

‘ 30 g de broyat sec \

Preparation de la poudre fine de fruits de Solanum nigrum
Anne
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Annexes

La courbe d’étalonnage d’oses totaux et oses neutres, est obtenue a partir une solution de glucose
(0,1 g/l — 1g/l) (DUBOIS, 1956).

Tableau 09.- Préparation de la courbe d’étalonnage d’oses totaux, d’oses neutres.

Concentration | 5, |4, 0.4 0,6 0.8 1 Blanc
(g/)

Gle ~ Solution | 5, |4, 0.4 0.6 0.8 1 0
mere 0,1 (ml)

Eau distillé (ml) | 0,9 | 0,8 0.6 0.4 0,2 0 1

Mode opératoire
e Oses totaux

Dans des tubes en verres placer un mélange de 200ul d’échantillon et 200ul de phénol 5%. Apres
homog¢inisation, 1ml d’acide sulfurique H2SO4 (96%), est rapidement introduit dans le milieu
réactionnel. Les tubes sont ensuite incubés a 100°C pendant 5 mn, puis ils sont laissés 30 mn a
température ambiante et a I'abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 492 nm
(BRUDIEUX, 2007; RUIZ, 2005; GENESTIE, 2006).

0,8

y =7,4521x

0,7 R?=0,9797

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1
0 / T T T T T 1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Figure 23.- Courbe d’étalonnage des oses totaux (glucose)
e Oses neutres

Dans des tubes en verres et a l'aide d'une micropipette,200 pL de 1’échantillon sont mélangés
avec 200 pL de résorcinol et 1ml d'acide sulfurique (96%). Les tubes sont agités et mis pour
chauffer a 90°C dans un bain Marie pendant 30mn et ensuite placés dans un bain de glace
pendant 30mn a l'obscurité. L'absorbance est mesurée a 480nm (MONSIGNY et al., 1988).
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Figure 24.- Courbe d’étalonnage des oses neutres (glucose)
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Annexe 03

La courbe d’étalonnage des protéines par la méthode de BRADFORD (1976), est obtenue a
partir une solution de sérum albumine bovine (SAB) a différentes concentrations de 0.1g/l —
0.01g/l.

Tableau 10.- Préparation de la courbe d’étalonnage des protéines.

Concentration | 1 | g, 05 0.8 1 Blanc
(9/1)
SAB Solution
mere 0,01% (mi) | @1 | 0?2 0.5 0.8 0 0
Eau distillé (ml) | 0,9 | 08 0,5 0,2 1 1

e Mode opératoire

Dans des tubes en verre, propre et sec il est additionné un volume 400ul de solution a doser,
puis 2ml de réactif de Coomassie. Le melange est homogéneéisé pendant 30 secondes. Apres 2
mn de réaction, l'absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d'onde 595nm. La
coloration est stable pendant une heure (BRADFORD, 1976).

0,25
y = 26,489x
2 _

0,2 A R*=0,9832
" /

0,1 /
0,05 *

O / T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Figure 25.-Courbe d’étalonnage des protéines (BSA) la méthode de BRADFORD
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Annexe4

Dosage des composés phénoliques totaux

La courbe d’étalonnage descomposés phénoliques, est obtenue a partir d’acide gallique a
différentes concentrations de 0.1mg/ml — 1mg/ml.

Tableau 11.- Préparation de la courbe d’étalonnage de l'activité antioxydante .

Concentration
(mg/ml) 0,05 0,1 0,25 0,5 0,75 1
Acide 005 | 01 | 025 | 05 | 075 4
gallique(ml)
Eau distillé (ml) | 0,95 0,9 0,75 0,5 0,25 4

e Mode opératoire

A 40uL de I’extrait, sont mélangés a 1160ul.d’eau distillé et 200uL du réactif Folin. Le milieu
est ensuite melangé et incubé 03 min a température ambiante avant d’y ajouter 600uL. d’une
solution de carbonate de sodium a 20 % .le mélange incube ensuite 2h a I’obscurité avant de lire
I’absorbance a 750nm .Une gamme d’étalonnage qui consiste a lire les absorbances des
différentes concentrations d'acide gallique a été préparée comme standard.

2,5
¢ y=22201x
R? = 0,988
2
1,5 4
1 / ‘
0,5
/
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 24.- Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux (acide gallique)
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Annexe 05.

La courbe d’étalonnage de I’activité antioxydante est obtenue a partir d’une solution BHA a
différentes concentrations (0,01 mg/ml a 0,1 mg/ml).

Tableau 12.- Préparation de la courbe d’étalonnage de I’activité antioxydante.

Concentration | 457 | 002 | 004 | 006 | 008 | 01
(mg/mil)

BHA 0,01% (ml) | 02 | 0,4 0.8 1,2 16 2

Eau distillé (ml) | 1,8 | 16 1,2 0.8 0.4 0

e Mode opératoire

570 microlitres de chaque échantillon ou de 1’étalon, sont placés dans des tubes en verre avec
750 ul de réactif DPPH. Le mélange est agité et incubé a 1’obscurité pendant 30 mn.
L’absorbance est lue a 515nm. Une courbe d’étalonnage est préparée a I’aide de BHA(
HADDADet al., 2017). Une gamme étalons est préparée par le BHA a différentes concentrations
allant de 0,01mg/ml a 0,1mg/ml.

0,06

y =-0,7019x+ 0,0699
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0,04

Absorbance
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Concentration

Figure 26.-Courbe d’étalonnage pour le test de DPPH et BHA
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Annexe 06.
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Figure 29.- Les rats sacrifies
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