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RESUME

Les substances naturelles issues de la biomasse des végétaux ont des intéréts multiples
mis a profit dans la biotechnologie tant dans I’industrie médicamenteuse, alimentaire,
cosmétique que pharmaceutique surtout illustrés en thérapie. C’est le cas notamment
plantes sahariennes, y compris Solanum nigrum en développe dans la région d'El Oued Souf
(sud-est de [1'Algéric), qui font I’objet de notre ¢étude, largement utilisés en
thérapeutique contre certaines maladies comme les maladies vasculaires, les inflammation et
les stress oxydant .Dans ce contexte, le présent travail porte sur une étude phytochimique et
I'effet antioxydant de l'extrait de la plante.

Les résultats ont montré que le taux de rendement était estimé a 12.14%. Comme les
résultats l'ont montré qu'il existait une proportion directe entre la teneur quantitative
en phénol, en flavonoides et en tanins, ou les valeurs étaient données (171.82 =*
13.42.mg EAG/g EXS, 70.44+ 0.13 mg EQ/g EXS, 94.788+ 0.52 mg EAG/g EXS)

successivement.

Les analyses complémentaires ont permis de mettre en évidence les capacités antioxydantes
de cet extrait selon les méthodes de DPPH, CAT et Test Hémolyse. Ou la capacité d'inhibition
(IC50=47.19 + 0.58 pg/ml), les résultats du test CAT ont été enregistrés (41,62 + 1,73 mg
EAG /1g EXS), en ce qui concerne le Test hémolyse les résultats ont montré que I'extrait était

caractérisé par un taux de dégradation de 20,15%.

D'apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que I'extrait de Solanum nigrum présentent de
tres bonne propriété antioxydante qui pourrait nous permettre de les recommander dans la
biotechnologie et il peut étre considéré comme une source de substances biologiques et

médicamenteuses ou comme un antioxydant.

Mots clés : Solanum nigrum, phytochimique, activité antioxydant, DPPH, CAT.



Abstract

Natural substances derived from plant biomass have multiple interests put to good use in
biotechnology both in the drug, the food, cosmetic and pharmaceutical industries,especially
illustrated in therapy. This is particularly the case of Saharan plants, including Solanum
nigrum developed in the region of EI-Oued Souf (southeastern Algeria), which are the subject
of our study, widely used in Therapeutic against certain diseases such as vascular diseases,
inflammation and oxidative stress. In this context, the present work relates to a phytochemical

study and the antioxidant effect of the extract of the plant.

The results showed that the rate of return was estimated at 12.14%. As the results showed,
there was a direct proportion between the quantitative content of phenol, flavonoids and
tannins, where values were given (171.82 £ 13.42.mg EAG / g EXS, 70.44 £+ 0.13 mgEQ /g
EXS, 94.788 £ 0.52 mg EAG / g EXS) successively. The complementary analyzes made it
possible to highlight the antioxidant capacities of this extract according to the methods of
DPPH, CAT and Test Hemolysis. Where the inhibitory capacity (IC50 = 47.19 + 0.58 ug /
ml), the results of the CAT test were recorded (41.62 + 1.73 mg EAG / 1g EXS), with regard
to the Hemolysis Test the results were showed that the extract was characterized by a
degradation rate of 20.15%.

From the results obtained, we can say that Solanum nigrum extract has a very good
antioxidant property that could allow us to recommend them in biotechnology and it
can be considered as a source of biological and pharmaceutical substances or as an

antioxidant.

Key words: Solanum nigrum, phytochemical, antioxidant activity, DPPH, CAT.
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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'nomme, depuis des
siécles, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base: nourriture,
abris, vétements ,mais également ses besoins médicaux (Gurib-Fakim, 2006). Les plantes
possedent des vertus thérapeutiques, leurs utilisations pour le traitement de plusieurs maladies
chez les étres vivantes et en particulier I’homme sont trés anciennes et traditionnelles
(Svoboda,2000). L’utilisation des plantes en thérapeutique connait actuellement un regain
d’intérét aupres du public. Il est possible d’utiliser les plantes telles quelles ou leurs formes

extractives(Marc et al., 2001).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments,
elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).
Dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'accés a la médecine
moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins
de santé primaire. Et malgré les remarquables progres en chimie organique de synthése du
vingtieme siécle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent
directement ou indirectement leurs origines des plantes (Newman et al., 2000 ; Calixto,
2005).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja

environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes (Chaabi, 2008).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols
végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme anti-inflammatoires, inhibiteurs

enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires (Bahorun, 1997).

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec 1’dge car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes
augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Aref et Heded, 2014). Parmi les
activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années l'attention s'est portée sur

I'activité antioxydante en raison du rdle qu'elle joue dans la prévention des maladies

.
N
—



Introduction

chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, 'hypertension, et la

maladie d'alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013).

En Algérie, les plantes médicinales forment un groupe relativement important mais
avec un nombre modeste d’espéces étudiées pour une ou plusieurs activités biologiques ou
d’un point de vue phytochimique. Parmi les nombreuses plantes médicinales encore non
étudiées qui peuplent la riche flore algérienne, réservoir inestimable de molécules bioactives,
nous avons sélectionné une espece végétale du Genre Solanum nigurm L. Appartenant a la

famille des Solinaceae pour une étude phytochimique et biologique.

Les buts de notre travail a été entrepris afin de réalises d'une études phytochimique,
ainsi que d’évaluer les activités antioxydante in vitro des extraits méthanoliques de la partie

aérienne de Solanum nigurm L. se trouve dans la région d'Oued Souf.
Cette étude comporte deux parties:

> La premiére partie est consacré a une synthese bibliographique, qui constitué
de trois chapitre I'un sur les métabolismes secondaires et la présentation de la
plante étudiée (Solanum nigrum L. de Famille: Solanaceae). l'autre sur
systéeme oxydant, stress oxydant et systéme antioxydant.

» La deuxieme partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux
chapitres, lI'un sur les matériels et les méthodes de travail; Le deuxiéme

chapitre regroupe 1’ensemble des résultats qui seront suivis d’une discussion.

Enfin, nous avons terminés notre travail par une conclusion qu'est un ensemble de

réflexions achéve ce travail.
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Rappels
vibliographiques



Rappels bibliographiques Chapitre I: Les métabolites secondaires

LES METABOLITES SECONDAIRES

I. Généralités sur les métabolites secondaires

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acide nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucide) (Merghem, 2009), qui
participent a la structure de la cellule végétale ainsi qu' a son fonctionnement de
base(Hopkins, 2003).

Ces métabolites sont aussi définis comme des molécules qui se trouvent dans toutes
les cellules végétales et nécessaire a leur croissance et a leur developpement (Raven et al.,
2000).

Par opposition les métabolite secondaires ne sont pas issus directement lors de la
photosynthése mais sont synthétisé a partir des métabolisme primaire et résultent des
réactions chimiques ultérieures (Croteau et al., 2000; Raven et al., 2000).

1.1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
par les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). Ce sont caractérisés généralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone
total, si on exclue la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg, 2012). Aussi n’exercent

pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante (Guignard, 1996).

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht
Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les
plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la vie
des plantes. Telles que la communication intercellulaire, la défense, la régulation des cycles
catalytiques(Guillaume,2008).

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans I'organisme de la plante. Dont plus de 200.000 structures ont été
définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits
en faible quantité. Ces molécules marquent de maniere originale, une espéce, une famille ou

un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.
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1.2. Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes selon leurs voies

de biosynthese :

e les composés aromatiques ou polyphénols(acides phénoliques, flavonoides,

banthocyanidines, tanins) et les quinones.
o les terpénoides et leurs dérivés .
e les alcaloides (Bourgaud et al., 2001).

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent

une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Krief, 2003; Haven et al., 2000).
Il. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, caractérise par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel
il est directement lié au moins a un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction tels que: éther, ester, hétéroside...... etc. (Bruneton, 2009;lugasi et al., 2003). lls
sont présents dans toutes les parties des veégétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois), et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la maturation
des fruits (Nathalie et Jean-Paul., 2006).

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu
du regne végétale plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (Martin &
Andriantsitohaina, 2002), allant de molécules simples a des composés hautement complexes
(Urquiaga, 2000).

Leur accumulation dans les plantes, varie quantitativement et qualitativement non
seulement dans les différentes parties de la plante, mais aussi d’une espéce végétale a 1’autre.
On peut distinguer les différentes classes de polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure du squelette de base (Figure 01)
(Harborne, 2000).
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Figure N°1: Structure chimique des composés phénolique(groupe phénol) (Manallah, 2012)

Les composés phénoliques jouent un role essentiel dans la structure et la protection
des plantes (Naczk et Shahidi, 2003). lls offrent egalement, pour la santé humaine, une
protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif, comme les cancers et les

maladies cardiovasculaires et neurodégenératives (Sun L et al., 2011).
11.1.Biosynthése des polyphénols
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :
» La voie de I’acide shikimique :

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par
les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1
formant les tanins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les
flavonoides et tanins condensés (Haslam, 1994 ; Dewick, 1995). Aussi, il est intéressant de
préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette voie métabolique. En effet, ces
deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre 1’acide shikimique et 1’acide

cinnamique.
» Voie de I’acétate

La voie de I’acétate conduit a I’origine des poly B-coesters (polyacétates) de longueur
variable, menant par cyclisation des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8
anthraquinones ou les naphtoquinones (Bruneton, 1999 ; Naczk et Shahidi F., 2004). De
plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies (du shikimate et de l'acétate) (Figure 02) dans I’¢élaboration de composés d’origine

mixte, comme les flavonoides (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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| GLUCIDES Lipides

Acides gras

C Voie des Pentoses P ( Glycolyse )
1 l (  B-oxydation )

Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate

ACIDE . e .
GALLIQUE Acide shikimique Tcer}l CoA
NH; — =— NH
/ \ ’ Malonyl CoA
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TANINS 3 Malonyl CoA

HYDROLYSABLES NH,-\ //—— NH,
yelisation
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\l Polyéthylcétone
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ANTHOCYANES

1

TANINS CONDENSES

Figure N° 02 : Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (Akroum, 2011)
11.2.Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée sur la structure, le nombre de noyaux
aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (Boros et al., 2010). On peut

distinguer deux grands groupes:

-Les non flavonoides dont les principaux composés sont: les acides phénoliques, les

stilbénes, les lignanes, les coumarines et les xanthones.

-Les flavonoides dont on caractérise principalement : les flavones, flavanones, flavonols,

isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols.
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11.2.1. les composés phénoliques non flavonoides

» Les acides phénoliques simple

Les acides phenoliques constituent un groupe important de composés organiques
naturels avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possédent des propriétés non,
seulement antioxydantes, mais également des propriétés antivirales et antibactériennes.
L'activité anti-oxydante phénolique est généralement combinée avec des groupes hydroxyles

trouvés dans leurs molécules (Cazes, 2005).1ls sont divisés en deux classes:

Les dérivés de I’acides hydroxybenzoiques (Tableau N° 01) : sont composés d’un

noyau benzénique et présentent une structure en C6-C1 (Chira, 2008).

Tableau N° 01 : Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2005).

R1 =R2 =R3=R4=H acide benzoique (non phénolique)
22 I R1=R2=R4=H, R3=0OH acide p-hydroxybenzoique
0 R1=R4=H, R2=R3=0H acide protocatéchinique
R3 R1=H, R2=R3=R4=0H acide gallique
OH R1=H, R2=R4=0CH3, R3=0OH acide syringique
e R1=0H, R2=R3=R4=H acide salicylique
R1=R4=0H, R2=R3=H acide gentisique

Les dérivés de I’acide hydroxycinnamiques (Tableau 02): représentent une classe
tres importante dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique. Les
molécules de base de la série hydroxycinnamique 1’acide p-coumarique (et ses isomeres, les
acides o- et m-coumariques), I’acide caférique, I’acide férulique et son dérivé 5-hydroxyle, et

enfin I’acide sinapique (Macheix et al., 2005).

Tableau N° 02 : Dérivés de 1’acide hydroxy cinnamiques (Macheix et al., 2005)

R1=R2=R3=H acide cinnalique (non phénolique)
oH R1=RH, R2=0OH acide p-cinnamique
Rwo R1=R2=OH, R3 =H acide caféique
" R, R1=OCH3, R2=0OH, R3=H | acide férulique
R1=R3=0CH3, R2=0OH acide sinapique
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> Les coumarines

Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques constituées de neuf
atomes de carbone caractérisées par le noyau 2H-1- benzopyrane-2-one (Mpondo et al.,
2015). Les coumarines dérivent des acides hydroxy cinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale. les coumarines ont fréquement un réle écologique ou biologique (Macheix et
al., 2005) (Tableau 03).

Tableau N°03: Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 R8 Acide phénoliques
H OH H Umbelliférol

R6 5 4

A OH OH H Aescultol

OCH3 OH H Scopolétol
0

A7 O "ocH3 OH OH Fraxétol
8 H OH OH Daphrétol

11.2.2. les composes phenoliques flavonoides

> Les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, <gaune»» en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes

végétaux (Havsteen, 2002).

Ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et

fruits. Et jouent un réle important dans la protection des plantes (Bruneton, 1993).

Flavonoide, est un terme générique pour des composes basés sur un squelette a 15
atomes de carbone (Macheix,2005), constitué de deux cycles aromatiques(A)et(B) qui sont
relies entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (Figure N°02)
(Bruneton, 1999).

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6
(Macheix., 2005), en formant une structure de type diphényle propane dont des groupements
hydroyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette
molécule(Narayana, 2001;Malesev et Kuntic, 2007).

10
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Figure N°03: Structure chimique générale des flavonoides (Chanvallon et al., 1994).

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes : flavones, flavanols, flavonols,
isoflavones, flavanones et anthocyanes (Figure04). Les propriétés chimiques de ces composés
varient suivant leur classe, mais également en fonction de leur degré d’hydroxylation, de leur
degré de méthoxylation, de leur degré de glycosylation et du degré de polymérisation autour

de la structure commune C6-C3-C6 (Jessica, 2010).

flavanone R3' flavone

flavanonol . flavonol R3'

flavan 3-ol

Figure04: Différentes classes de flavonoides (Nkhili, 2009).

> Tanins

Ce sont des métabolites secondaires phénoliques capables de se lier aux protéines en
solution et de précipiter .Leur poids moléculaire est compris entre 5000 et3000 Daltons, les
tanins sont tres repandu dans le régne végétal , Ils existent dans divers organes: I'écorce, les

feuilles, les fruits, les racines et les graines. (Khanbabaea et Ree, 2001).

{ 4\
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Chez les végétaux supérieurs, On distingue deux groupes de tanins différents par leur
structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les tanins

condensés (Bruneton, 1999).
1. Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils sont facilement
hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase) en ose (généralement le glucose) et en

acides phénols(Figure N°5) (Khanbabaea et Ree, 2001). Selon la nature de 1’acide phénol

on distingue :

1.1. Tanins galliques ou gallo-tanins : par hydrolyse ils libérent 1’ose et
I’acide gallique (Bruneton, 1999).

1.2. Tanins ellagiques ou ellagi-tanins : par hydrolyse, ils libérent 1’ose,
I’acide HHDP (acide hexahydroxy diphénique) et différents dérivés (acide ellagique et
acide chébulique) (Paris M et Hurabielle, 1981).

oH
HO " i O
>
O '.t::'o liﬂ
o
- JJ"D \l_»:._.‘i~ o~ I D4
HO I ] < el O- -.o N . O_n ; S -
CIJH i O “R_\ o
| ___.':.'
HO" J~ - L S ._.-) ﬂ -
- no' OM

Figure N°5: Structure de base Tanins hydrolysable (Paris M et Hurabielle, 1981).

2. Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polyméres (Khanbabaea et Ree, 2001), ce sont des
tanins non hydrolysables (Dits catéchiques et proanthocyaniques), ils sont plus complexes que
les tanins galliques, ils possedent une squelette phényl-2-chromane de flavonoides (Figure

N°06 )(Zimmer et Cordesse, 1996).

Il est admis aujourd’hui que ces tanins sont constitués par le mélange de produits de
polymerisation oxydative de catéchines(flavan-3-ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4-

dioles), on peut les qualifier encore de tanins flavaniques (Richter, 1993).

S
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Figure N°06 : Structure de base Tanins condensés (Pariset Hurabielle, 1981).

Tableau N°04: : les principales classes de composes phénoliques(Vermerris et Nicholson,

2006)
Structure Classe

C6 Phénols simples
C6-C1 Acide phénolique et composante liée
C6-C2 Acetophenone et acide phenylacetique
C6-C3 Acide cinnamique et aldehyde cinnamyle et alcool Cinnamyle
C6-C3 Coumarine,isocoumarine et chromone
C15 Chalcones,aurones,dyhdrochalcones
C15 Flavanes
C15 Flavones
C15 Flavnones
C15 Flavnonoles
C15 Anthocyanidines
C15 Anthocyanines
C30 Biflavonyls
C6-C1-C6,C6-C2-C6 Benzophenones, Xanthones,Stilbenes
C6,C10,C14 Quinones
C18 Betacyanines

Lignans ,neolignans

Dimers ou oligomers

Lignin

Polymers

Tanins

Oligomers ou polymers

Phlobophenes

Polymers

13
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I11.les terpénoides

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte( Malecky, 2008).résultant de la combinaison de plusieurs unités d'isoprénes (C5H8)
et ont formule de base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire(C5H8)n (Figure 07)(Nait
Achour, 2012).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide,
lactone,.... etc.) (Malecky, 2008).

Les terpénoides ont des activités biologiques et pharmacologiques variées : anti-
inflamatoire, antivirus, analgésiques, antibactériennes et antifongiques (bisoli et al., 2008;
Bruneton, 2009).

CH,

_C

Hoo S
2
|
H

Figure N°07: Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglla et al., 2007).
IV. Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végetale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Figure
N°08 )(Donatien K., 2009).

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement, ainsi que dans la défense contre les prédateurs
et les pathogenes (Judd et al., 2002). Ils peuvent étre utile dans la prévention contre plusieurs

maladies (cancer, maladies circulatoires, les infections viral...) (Namdeo, 2007).

14
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o CH3 o H o CH3
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Figure N°08 : Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).
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PRESENTATION DU PLANTE ETUDIEE

I. Le Plante Etudiée (Solanum nigrum L.)
I.1. Description Botanique
1.1.1. Famille des Solanaceae

Les solanacées sont des familles de plantes les plus importantes et ont de nombreuses
ressources importance , ou ils sont généralement répartis partout dans le monde, en particulier
dans les zones humides ( Coelho et al., 2017). sa plus grande concentration de diversité se
trouve en Sud Amérique et on pense que la famille est originaire d’ici (Samuels,2015).

La solanacée est une grande famille variée d'arbres, d'arbustes et d'herbes comprenant,
environ 106 genres et 2300 espéces sont actuellement reconnus (Shah et al.,2013;Coelho,
2017).

Les genres les plus importants sont Solanum, qui regroupe a lui seul 1500 especes
(Nyeem et al., 2017).

1.1.2. Espéce Solanum nigrum L.( Nom commun: morelle noire)

Solanum nigrum L. mesure 25-100 cm de hauteur, herbe annuelle érigée, pubescent
avec des poils simples. Les tiges sont souvent angulaires, peu pubescente. Les fruits sont noir
terne, globuleux, 8-10 mm de diamétre. Les feuilles sont ovales, les bases sont cunéiforme, 4-
10 et 3-7 cm de large, pubescent, grossiérement denté, sommet et épuisé. Les inflorescences
sont des ombelles extra axillaires, le calice en forme de coupe, la corolle est blanche, les lobes
ovales-oblongs , en détresse abaxiale , ciliés; diffusion. Les filaments ont une longueur de 1 a
1,5 mm; les antheres sont 2.5- 3,5 mm de long (Figure 09) (Ruby et al.,2012).
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1.1.3. Position systématique
La classification des plantes de la famille des Solanaceae est la suivante (tableau 05).

Tableau 05: Classification scientifique de Solanum nigrum L. ( Saleem et al.,2009; Ruby et

al., 2012)
Régne Végétal
Embranchement Embryophyta
Sous-Embranchement Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Ordre Tubeflorae
Sous- Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Solanum
Espéce Solanum nigrum L.

1.2. Habitat et Distribution géographique

Solanum nigrum L. est une plante herbacée largement répandue dans toute le monde,
qui s'étend des régions tropicales aux régions tempérées; en Europe, en Asie et en Nord
Amérique. et a été introduit en Sud Amérique, en Australie et en Afrique ( Rizzo et al.,
2019).

Ce espéce est largement utilisés que dans quelques pays Afrique et Indonésie comme
légume et source de fruits par la récolte de plantes en croissance spontanément comme
mauvaises herbes dans les champs cultivés ou dans les plantes adventices communautés, sous
les arbres, le long des clétures et des routes, dans des zones, a proximité des batiments et sur
des terrains vagues. lls ont donc constituer une culture volontaire. Certaines communautés
cultivent semi le légume dans les jardins domestiques ou sur des portions de terres fertiles a

proximité les fermes. (Saleem et al., 2009).
1.3. Composition chimique

S. nigrum L. posséde de nombreux composés qui sont responsable des activités
pharmacologiques. Son actif les composants sont des glycoalcaloides, des glycoprotéines et

polysaccharides, composés polyphénoliques tels que acide gallique, catéchine, acide
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protocatéchuique (PCA), acide caféique, épicatéchine, rutine et naringénine (Ruby et al.,
2012).

1.4. Activités biologiques et thérapeutiques de Solanum nigrum L

Solanum nigrum L. est I’un des plus gros et hyper diversité genre de la famille des
solanacées. Son hyper diversité rend non seulement intéressant du point de vue taxonomique

mais aussi pour son utilité pour I'humanité (Shah et al., 2013).

Les racines, les feuilles, les fruits et les fleurs de Solanum nigrum L. Posséde une

valeur vitale important ancien et moderne (Ammaan et al., 2017).

L’utilisation Solanum nigrum L. est mentionnée dans tous les herbicides précoces,
Dioscoride étant 1I’un des premiers a enregistrer leurs propriétés médicinales. S. nigrum L. est
utile en cas de panique en téte, cceur briilant et chaleur de I'estomac. Est utilisé largement pour

le traitement des brilures et les ulceres par les Arabes (Shah et al., 2013).

Plusieurs études scientifiques ont également prouvées 1’efficacité de Solanum nigrum
L. en tant qu’agent antiseptiques, anti-inflammatoires, antidysentériques, antiviral,
antioxydant, antimicrobienne, anti-cancéreux, Activité immunostimulante (Singh,2017;
Ammaan et al., 2017; Nyeem et al., 2017).
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SYSTEME OXYDANT, STRESS OXYDANT ET SYSTEME
ANTIOXYDANT

I. Le Systéeme Oxydant et Stress Oxydant
I.1. Especes réactives de I’oxygeéne

Les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) sont des radicaux libres issus de 1’oxygéne
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les

organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).

Actuellement, on emploie le terme « espéces réactives de 1’oxygeéne » pour désigner
un ensemble plus large de molécules, Il existe trois principales catégories de radicaux libres
(Tableau 06):

> Des dérivés de ’oxygene: (Les espéces oxygénées actives (EOA)) non radicalaires
(sans électrons libres dans leur couche externe) (Bouzid, 2014) comme le peroxyde
d’hydrogéne H,0,, L’oxygeéne singulet 'O, et le nitroperoxyde ONOOH, mais qui
sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Favier, 2003).

» Les especes azotées actives (EAA): comme par exemple I’ion peroxynitrite
(ONOO),le monoxyde d'azote (NO) (Mohamed, 2014).

» Des radicaux oxygénés: caractérisés par un électron non apparié: (I’anion superoxyde
1’0", les radicaux hydroxyles HO«, peroxyle ROO¢, alkoxyle RO+ (Favier, 2003).

Tableau 06:les especes réactive de I'oxygene et de lI'azote (Valko et al., 2007).

Radicaux libres Non Radicaux libres
Superoxyde (O2") L’oxygeéne singulet ‘O,
Radical hydroxyle HO peroxyde d’hydrogene H,0,
monoxyde d'azote (NO") Ozone(03)

Dioxyde d'azote (NO,") Acide hypochloreux (HOCL)
Peroxyle , alkoxyle (ROO", RO") | Peroxynitrite (ONOO )
Peroxyle lipidique (LOO") Peroxide lipidique (LOOH)

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons

non appariés sur la couche électronique la plus externe, ce radical est tres instable il réagit
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rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir
sa stabilité (Favier, 2003). Les sources principales de ces radicaux libres sont représentées

dans le tableau suivant (Tableau 07).

Tableau 07 : principales sources des radicaux libres (endogénes et exogénes) (Delattre et
al.,2005; Pastre, 2005).

Sources des radicaux libres

Endogénes Exogénes

- NADPH oxydase - Toxiques environnementaux

- Chaine respiratoire - Radiations ionisantes

- Radiations UV

- Champ électrique

mitochondriale
- Peroxysomes

- Cytochromes P450 - Xénobiotiques pro-oxydants

- Xanthine oxydase - Cytokines pro-inflammatoires

- Cyclo-oxygénases

- Lipo-oxygénases
1.3. Stress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi

par un nouveau concept, celui du« stress oxydant » (favier, 2003).

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systemes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire. Cette situation peut étre due a une diminution des défenses antioxydants ou a une

augmentation de production des radicaux libres (Orban, 2010).
1.4. Conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions des molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, et des glucides),mais aussi
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003; Gardés-Albert et al., 2003)
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Lumiére LIV oxydases

0 | e— o, — H;O,

Oxvgéne singulet Gxygene erpxyde d ' hvdrogénes

Superoxyde
Arginine Cyeles redox dismutases myéloperoxidase
NADIPH ox
mitochondrie

NO* 0, HOCI

Fe3+
Muonoxyde d'azore Anion superoxyde

ONOO » | OH®
peroxynirite Radicel hivdroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation  Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I"ADN
de kinases

Figure 10: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene

impliqués en biologie (Favier, 2003).
Il. Les systémes antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, 1’organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydantes (Haleng, 2007).

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL (1999) comme « toute substance qui,
en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat ». Ils peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur
localisation cellulaire et leur origine, On distingue deux sources d’antioxydants (Figure 11 )
(Delattre et al., 2005):

» les enzymes antioxydantes directement synthétisées par I’organisme.
» les nutriments antioxydants dont les apports sont nécessaires par 1’alimentation

(Haleng, 2007; Pastre, 2005).
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Cette derniére classe d’antioxydants nous intéresse particulierement puisque nous
verrons s’il est possible de renforcer les défenses de ’organisme en augmentant les apports

exogenes de ces différentes molécules (Pastre, 2005).

1) Les grandes enzymes essentielles

Superoxyde Dismutase (50D), catalase, glutathion peroxydase (GPx)

2) Les molécules piégeuses d'électrons

Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments...

Figure 11 : les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).

11.1.Classification des antioxydants
11.1.1. Antioxydants endogénes
11.1.1.1. Antioxydants enzymatiques
11.1.1.1.1. es Superoxyde dismutases (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene (Figure 12 ) (Haleng

et al.,2007).
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0, +2H SOD > 0:1TH;0,

Figure 12: Dismutation de I'anion superoxyde par la superoxyde dismutase (Menvielle-
Bourg, 2005).

Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2
mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui différent par la localisation chromosomique du géne,
leur contenu métallique, leur structure quaternaire leur et leur localisation cellulaire (Haleng
et al., 2007).

11.1.1.1.2. Catalase

La catalase(CAT) est une enzyme commune a presque tous les organismes vivants, qui
sont exposés a l'oxygene, ou elle catalyse la décomposition du peroxyde d'’hydrogene en eau
et en oxygene (Figurel3) (Chelikani et al., 2004), le peroxyde d'hydrogéne est un sous-
produit nocif de nombreux processus métaboliques normaux: Pour éviter tout dommage, il
faut le transformer rapidement en d'autres substances moins dangereuses (Gaetani G et al.,
1996).

2H,0, » 2H,0T10;

Figure 13: Le peroxyde d'hydrogene est réduit en eau et en dioxygene par la catalase
(Menvielle-Bourg, 2005).

11.1.1.1.3. Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GSH)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de
son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en
I’élimination des peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides
gras polyinsaturés. La GPx est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc

un bon reflet de cette carence (Haleng, 2007).
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1.1.1.1.4. Le systéeme thiorédoxine

Elle intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d’hydrogéne, ainsi que dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Halenget
al.,2007).

0, Arginine
oxygiéne
monoxyde
'imon supernx}de d’azot
superoxyde dismutase Cu?n ﬂ azote
superoxyde dismutase Mn
l-lzDz ONOOH
peroxyde d’hydrogéne peroxinitrite
glutathion peroxyvdase [(gp ||::>' — ,i_
: sélénoprotéine P|Se II
catalase Fo ‘.
thicredoxine peroxydase H;( radical hvdruxj.r[c
_q""""'_'--_
thioredoxine réductase  |Se
ADN oxydés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 14: Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
11.1.1.2. Systemes antioxydants endogéne non enzymatiques

Les principaux systemes antioxydants non enzymatiques présents dans 1’organisme
humain comprennent le glutathion (un tripeptide a pouvoir réducteur), bilirubine (capable de
piéger des radicaux peroxyle et I’oxygéne singulet), les hormones sexuelles (cestrogénes
capables d’inhiber la peroxydation lipidique), I’acide urique (un piégeur puissant de radicaux
*OH, RO2e, d’oxygene singulet et de NO2¢®), le coenzyme Q10 (un puissant inhibiteur de

peroxydation lipidique, en synergie avec la vitamine E)(Delattre et al., 2005 ; Haleng et al.,
2007).

S

24

—~



Rappels bibliographique Chapitre I11: les Stress Oxydatives et les antioxydants

11.1.1.3.  Les systemes antioxydants exogene

L’organisme posseéde une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »
qui sont des composés pour la plupart apportés par 1’alimentation et dont le rdle essentiel est
de neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Notre organisme a aussi besoin d’un apport externe d’antioxydants provenant d’une
alimentation saine et équilibrée, riche en antioxydants, parmi ces molécules antioxydantes
exogenes, on trouve les vitamines C, E et A ainsi que des polyphénols, le glutathion, les
caroténoides. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le

zinc, cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Tato Rocha et al., 1994).
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel
I.1. Matériel végétale

1.1.1. Récolte de la plante

La plante Solanum nigrum L. est récoltée a la mois de Aout dans la région saharienne

Guemar de Oued Souf. L’échantillon est ensuite lavé puis séché a I’air libre et a I’ombre .

Devenue seche, la partie aérienne de la plante est récupérée, stockée dans des bocaux fermés

hermétiquement et placée dans un endroit a I’abri de la lumiére et de la chaleur avant son

utilisation(figure 15).

Séville
o

oMdlaga Sl @,
Gibraltar e

Rabat
LUl

o
Casablanca
slanll 1l

Maroc

o
Agadit

p| Guema

G Uemal’ Doukkar
Algérie o 4
Hassani
Abdelkrim
TAGHZOUT a8 ol
Sl

8%

lie

Figure 15 : Localisation géographique de Guemar (El Oued) (Google maps 2019)
1.1.2. Préparation des extraits bruts méthanoliques

20g de la partie aérienne du plante a subit une macération dans 100 ml de méthanol
99.7% pendant 24 h a température ambiant , aprés filtration, les solutions méthanoliques sont
évaporées a sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif type Heating Bath B-491 a

60°C. Les résidus secs pesés conservent a 4°C(Figure 16) (Parameswari et al., 2012).
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- Calcul des rendements en extraits secs

Nous pouvons déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le

rapport suivant :

R (%) = P1/ P2 x 100

P1 . Poids de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant

P2 : Poids de la matiére végétale utilisée pour 1’extraction (Falleh et al., 2008).

20g / 100ml méthanol 24h

Filtration

Solution méthanoique

Evaporation a sec

Extrait brut

Figure 16 : Protocole d’extraction des extraits bruts
(Harborne,1973)
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Il. Méthodes
11.1. Tests phytochimiques
11.1.1. Tests phytochimiques 1

Dans une erlenemeyer, 10g de matériel végétale est mis en présent de 50 ml de H,SO,
diluée au 1/10 pendant 24 heure. Ensuite, le mélange est filtré et I'extrait aqueux est soumis
aux test présente au figure 17.

1ml de solution + 2-3 -
—  gouttes de réactif de Précipité blanc J
Mayer

|

Solution aqueuse x
1ml de solution + 2-3

—» gouttes de réactif de Précipité brun J
Wagner

E Figurel? : Tests phytochimiques 1(Kanoun, 2011) B

~
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11.1.2. Tests phytochimiques 2

Dans une erlenemeyer, 20g de matériel végétale est mis en présent de 100 ml de
méthanol pendant 24 heure. Ensuite, le mélange est filtré et I'extrait aqueux est soumis aux

test présente au figure 18 .

1ml de solution + 1 . ,
> mlH,0 +2243 coloration vert foncée
gouttes de solution ou bleu-noire

de FeCl; diluée l

Précipité
rouge- brlque

1 ml de solution +20
|, goutte de réactif de
Fehling + chauffage

Solution aqueuse *

5 ml de solution + 1mj Coloration rose J
—

— HCI + 0,5 g de Mg ou rouge

|

Figure 18 : Tests phytochimiques 2 (Kanoun, 2011; Achouak,
2018)
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11.1.3. Tests phytochimiques 3

Dans une erlenemeyer, Maceération de 5g de poudre végétale dans 10 ml d'éther (24h).
Ensuite, le mélange est filtré et I'extrait aqueux est soumis aux test présente au figure 19 .

Au méme facon ,faire une macération dans une erlenemeyer de 20g de poudre
végétale dans 100 ml d'eau distillé (24h) puis est filtré le mélange et soumis aux test présente

au figure 19.

Solution aqueuse + chauffage Résidu + 0,5 ml d’anhydride acétique et
quelque min 0,5 ml de chloroforme + peu d’acide
+ fort agitation sulfurique
cume per5|stance anneau rouge- brunatre
ou violet

e e

l‘ Figure 19 : Tests phytochimiques 3 (Kanoun, 2011) \l
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11.2.Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols
11.2.1. Dosage des polyphénols totaux
11.2.1.1.  Principe

Le dosage des polyphénols se fait avec le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et
Rossi, 1965), qui en milieu alcalin se réduit en oxyde de tungstene et de molybdéne donnant
une couleur bleue en présence de polyphénols.(Slinkard & Singleton, 1977; Singleton et al.,
1999).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3sPW1,040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo01,040). I est
réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungsténe et de
molybdéne (Laraba et al., 2016).

La coloration produite, dont l'absorption maximum a environ 725-760 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot &
Charpentier, 2006).

11.2.1.2. Méthode de dosage

100 pL d’extrait végétal dilué dans le méthanol est mélangé avec 500 pL du réactif de
Folin-Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois. Aprés 5 minutes, 400 yL de carbonate de sodium
(Na,CO3) a concentration de 7,5% sont ajoutés. Les tubes sont agités et conservés durant 30
minutes a la température ambiante. L’absorbance est mesurée a 760 nm contre un blanc a

I’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique comme contrdle positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par

gramme de la matiére végétale séche. (mg GAE/g).Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
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11.2.2. Dosage des flavonoides
11.2.2.1. Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par (Dohou
et al., 2003) avec le trichlorure d'aluminium. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe

jaune avec les flavonoides absorbe dans le visible a 420 nm.

11.2.2.2. Méthode de dosage

500 pl de I’extrait brut méthanoliques sont mélangés avec 500 ul de trichlorure
d’aluminium (AICL3) & 02% (prépare dans le méthanol). Les tubes sont agités et
conservés a la température ambiante et a I'obscurité durant un heure puis 1’absorbance a

été mesurée a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opeératoires en utilisant de la quercetin a différentes concentrations(0-20-30-40-60-
80pg/ml) préparée dans le méthanol comme contréle positif.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de plante étudiée est exprimée en
milligramme (mg) équivalent de la quercetin par gramme de la matiére végeétale séche (mg
EC/g).

11.2.3. Dosage des tanins
11.2.3.1. Principe

Les tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode a la vanilline en
milieu acide (price et al., 1978). Cette méthode est basé sur I'aptitude a réagir avec les
unités vanilline des tanins condensés en présence d'acide (HCI) pour produire un complexe
coloré mesuré a 500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la

premiére unité du polymére (Moumene et al., 2014).

11.2.3.2. Méthode de dosage

Un volume de 50 pl de DPextrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v) puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pul de I’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesuré a 550 nm contre un blanc

(Kanoun, 2011).
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant de la catéchine comme contréle positif.

Les résultats de la plante étudiée sont exprimes en milligramme (mg) équivalent

de I'acide gallique par gramme de la matiére végétale seche (mg EC/g).
11.3.Méthodes de dosage des activités antioxydants in vitro

11.3.1. Le test de piégeage du radical DPPH

11.3.1.1.  Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode la plus utilisés

généralement pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydant (Ferhat et

Mehyach, 2017).

Le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables.
Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution(Laraba et al., 2016). En présence d’antioxydants, 1’électron célibataire devient
apparié, ce qui conduit a la décoloration de DPPHe du violet foncé (forme radicalaire
DPPH) au jaune (forme réduite DPPH-H) figure20. Cette décoloration est di a la
capacité d’échantillon de piéger ce radical(Khima et Merabti, 2015) .

oye oye

N N
| + Antioxydant -OH ————— | + Antioxydant-Os
N. NH

NO; NO, NO; NO;

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure20 : Réduction du radical DPPHe (Talbi et al., 2015)
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11.3.1.2. Méthode de dosage

Dans notre étude, ce test a été évalue suivant le protocole appliqué en(El aabid,
2009). Brievement, 800 ul d’une solution méthanolique de DPPH (4%) a été mélangé
avec 200 pl de différentes dilutions des extraits de plante (0-1000 pg/ml). Le mélange
obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiere a la température ambiante pendant 30
minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin composé de 800 ul de

la solution de DPPH et de 200 pl de méthanol.

Le contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard;
I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les
échantillons et pour chaque concentration, le test est répété 3fois. La décroissance de
I’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le % PI (pourcentage d’inhibition) est

calculé suivant la formule ci-dessous :
%P1 = [(Abs contrbdle — Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les
concentrations qui correspondent a 50 % d’inhibition (ICsp); la valeur d’ICsq la plus faible
correspond a I’efficacité de I’extrait la plus élevée. La valeur de 1I’'ICso est exprimée en
pug/ml (Laraba et al.., 2016).

11.3.2. Dosage de la capacité antioxydant totale « test de phosphomolybdate »
11.3.2.1. Principe

La méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium est un test
antioxydantimportant basé sur la réduction de Mo.¢ en Mo.s par un composé antioxydant.
Ceci conduit a la formation d’un complexe de phosphate /Mo.s, de couleur verte, avec

une absorption maximale a 695nm. (Nagavani et al..,2010).

11.3.2.2. Méthode de dosage

L’activité antioxydant des échantillons est évaluée par la méthode utilisant le
phosphomolybdate telle qu’elle est décrite par (Prieto et al., 1999). Un volume de 200
uL d’échantillons a différentes dilutions est mélangé avec 2 ml de la solution contenant
les réactifs (acide sulfurique a 0,6 M, phosphate de sodium a 28 mM et molybdate

d’ammonium a 4 mM). Les tubes a essais ont été incubés dans un bain Marie a 95°C
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pendant 90 minutes. Apres refroidissement des échantillons a température ambiante,

I’absorbance de mélange est mesurée a 695 nm.

Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiére
seéche de I’extrait (mg EAA/g EXS).

11.3.3. Test hémolyse
11.3.3.1. Principe

Le test d’effet hémolytique de la plante étudiée a été réalisé selon la méthode
d’Abirami et al.(2014). Le but de ce test est la mesure de la capacité de l'extrait
méthanolique a retarder ou a inhiber la lyse des globules rouges apres une exposition a
des substances oxydantes et aux radicaux libres, en mesurant la proportion des cellules

sanguines dissous .

11.3.3.2. Méthode de dosage

Le sang est récupéré sur anticoagulant EDTA ensuite le tube est centrifugé a
3000 tr/mn pendant 10 min. 1ml du culot est ajouté a 1ml de H,O puis il est centrifugé a
3000 tr/mn pendant 10 min 2 fois. 40pl de surnagent est ajoute a 2ml d'extrait, et laisser
le mélange 05 min en 37° C aprés ajouter 40ul de solution peroxyde d'hydrogéne H,0,
(30 mmol), 40l de solution FeCls (80 mmol), 20ul solution acide ascorbique (50 mmol
), le mélange place dans un bain marie a température 37°C, aprés incubation 60 min le
mélange est centrifugé a 700 tr/mn pendant 10 min. La longueur d'onde du
spectrophotometre est fixé a 540 nm cette opératoire répété avec différente concentration
d’extrait(100-1000pg/ml).

Pour tracer la courbe d’ ¢étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un
standard a différentes concentrations (40-120ug/ml), dont 1’absorbance a été mesuré dans

les mémes conditions des échantillons.

Les résultats du test d'hémolyse sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la

lyse des globules rouge. La pouvoir d'inhibition a été calculé a partir la relation suivante :

% Hém0|yse = [AbS controle / Abs échantillon ] *100

ADS controle - Absorbance de milieu réactionnelle en absence de l'extrait.

ADS ¢chantilion : Absorbance de milieu réactionnelle en présence de I'extrait (Chouikh, 2018).
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11.3.4. Analyse d'infrarouge (IR)

Dans le but de mesurer les spectres infrarouges des extraits étudiés, la
concentration a été sélectionnée 1mg/ml par I'appareil spectroscopie infrarouge dans
longueur d'onde 650-4000 nm.

La spectroscopie d'infra-rouge permet de déterminer la présence de groupements
fonctionnels dans les molécules organiques, et les structures dans certaines molécules

simples(Venkat Kumar et al., 2017).
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RESULTATS ET DISCUSSION

I. Rendement d'extrait brut méthanolique
Le rendement de I'extraction qui est le rapport entre le poids d’extrait et le poids de
plante séche est donné dans le tableau08.

Tableau08: Rendement d’extraits obtenus

Poids de poudre (g) R% Couleur d'extrait

20g 12.14 Vert foncé

Le taux de rendement estimé dans I'extrait méthanolique par trempage dans le raisin-
loup 12.14% est plus éleve que celui de I'étude de Mahomet, dont le taux de rendement pour

la méme plante a été estimé dans le méme solvant a 10.98%.

La cause de la différence peut étre attribuée a la méthode de collecte, de dilution et de
durée de conservation de 1’échantillon, car les composés de la plante sont influencés par des
facteurs externes tels que la lumiere et la chaleur, qui agissent sur la destruction moléculaire
de certaines matiéres vegétales. Aussi, I'numidité qui conduit au démantelement des

molécules chimiques par les enzymes(2016¢.¢s & 54w b i),
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Il. Tests phytochimiques

Les résultats dans le Tableau 09 présentent les résultats de test phytochimiques du plant
Solanum nigrum

Métabolites ) Presence ou absence
) Observation ]
secondaires dans I' extrait
Phénols coloration bleu-noire ++
Alcaloides Apparition d'un précipité blanc ++
Tanins coloration vert foncée ou bleu-noire ais
Composés , o .
] La formation d’un précipité rouge-brique +
réducteurs
Flavonoides | Apparition d'une coloration rose ou rouge ++
Stérols et La formation anneau rouge-brunatre ou
+
Tri terpénes violet
Saponosides Apparition de mousse ais

(+):Test positif / (++):Test fortement positif

A travers les résultats de tests phytochimiques présentés dans le tableau 09 montrent
que la plante contient une large gamme de produits actifs, basée sur le test de nombreuses
interactions avec des réactifs qualitatifs, entrainant des changements de couleur ou des

précipitations.

Notre étude a montré que la plante S.nigrum contient un grand nombre des composés
secondaires représentés par des Alcaloides , Tanins , flavonoides , Composés réducteurs ,
Stérols et Tri terpénes et Saponosides, c'est ce qu'il a indiqué par (Sridhar et al., 2011;
Khattak et al., 2012; Aduwamai et al., 2018) que I'extrait méthanolique de la méme plante
contient Alcaloides , Tanins , flavonoides , Composés réducteurs , Sterols et Tri terpénes et

Saponosides.
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Ainsi que des résultats de I'extrait d'eau Compatible avec les résultats de
(Mohammed et al., 2009) Ou il a trouvé I'extrait d'eau de la méme plante Nous I'avons étudié

contient le saponines.

Le travail de (Nyeem et al., 2017) a rapporté la présence de méme classes de familles

chimiques retrouvées au niveau de la partie aérienne de cette plante.

De méme les tests phytochimiques réalisés par (Zemali et Ouahrani, 2013) En
Algérie, ont montré également que les feuilles de Solanum nigrum L. Contiennent de

nombreux de métabolite secondaires qui approbation pour notre étude.

Le teste phytochimique réalisé sur la partie aérienne de Solanum nigrum L, a révélé la
présence des alcaloides, les saponosides et des flavonoides, tanins et des phénols en quantités

importante, et les composés réducteurs, stérols et tritérpénes en quantités moins importante.

Une analyse phytochimique qui permet de déterminer qualitativement les composés
non nutritifs mais biologiquement actifs qui conferent la saveur, la couleur et d'autres
caractéristiques a la plante. C'est pour cela les plantes des zones arides produisent plusieurs
types de métabolites secondaires afin de se défendre et pouvoir subsister aux contraintes

imposées par le climat et I'environnement (Rira, 2006).

L'ensemble des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés
pharmacologiques diverses (Ouedraogo, 2001). Ce qui justifier l'utilisation multiple de

Solanum nigrum L. en tradi-thérapeutique.
I11.Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols
I11.1.  Teneur des extraits en polyphénols totaux (PPT)

La guantification en phénols totaux estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu pour
l'extrait méthanolique du plant étudié a partir d’'une gamme étalon établie avec différentes
concentrations d’acide gallique, Le résultat obtenu est exprimé en mg équivalent d’acide
gallique par g de I’extrait sec (mg EAG/g EXS). (I’équation standard de courbe : y = 0.0148
+0.0123 avec un coefficient de corrélation R? = 0,9841) (figure 21).

41

.
—



Résultat et Discussion
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Figure 21: Courbe d’étalonnage d'acide gallique pour dosage des polyphénols totaux..

Le tableau ci-dessous représente la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait des

feuilles de Solanum nigrum L.

Tableau 10 : Teneur en phénols totaux dans 1’extrait méthanolique de S.nigrum

] ) Teneur en polyphénols totaux (mg
Echantillon dosé
d’acide gallique/g d’extrait)

L’extrait méthanolique des feuilles S.nigrum 171.82 +13.42

D’aprés Le résultat dans ce tableau , Les valeurs de polyphénols de notre étude étaitent
plus élevées par rapport des études par Umaru et al.., (2018);Campisi et al., (2019), dans
I'extrait méthanolique des feuilles de Solanum nigrum ,est estimé d'environ (70.60 + 2.15 mg
EAG/g EXS) ; (92.2+ 4.8 mg EAG/g EXS) respectivement.

Le résultat trouvé dans les travaux de Islam et al., (2018) a montré que la teneur en
polyphénols totaux dans extraction méthanolique de S.nigrum est égale(163.07 mg EAG/g

EXS) ,Ce résultat est proche a notre résultat obtenu.

Les teneurs en polyphénols différent d’auteur a un autre Cela est probablement di a

différents facteurs intrinseque et extrinséque de plante.
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I11.2.  Teneur des extraits en flavonoides totaux (FVT)

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercétine a été utilisée comme étalon. La teneur en flavonoides est exprimée en

milligramme d'équivalent de quercétine par gramme de I’extrait sec (mg EQ/g EXS).

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 22), ayant

I’équation: y= 0.0273x+0.0831 ; R? = 0.9825.

Courpe d'étalon de Quercetin
2.5

y =0.0273x+ 0.0831
R?=0.9825

Absorbance a 420 nm

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20

Concentration de Quercetin en pg/ml

Figure 22: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour dosage des flavonoides totaux.

A partir de la courbe d’étalonnage, le résultat de la teneur en flavonoide de I’extrait est

présenté dans le tableau suivant:

Tableaull: Teneur en flavonoides dans 1’extrait méthanolique du plant S.nigrum.

Echantillon dosé Teneur en flavonoides (mg de Quercétine/g d’extrait)

Extrait méthanolique 70.44+0.13

Selon le résultat dans ce tableau, La valeur en flavonoides de notre étude était
inférieure par rapport des études par Hameed et Akhtar (2018) dans I'extrait méthanolique
méme plant, est estimé d'environ (96.91+ 1.56 EQ/g EXS).
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La teneur en flavonoides totaux indiquée par Umaru et al., (2018) dans extraction
méthanolique de S.nigrum est égale a (43.67+ 1.08 mg EQ/g EXS), cette quantité est moins a

notre résultat obtenu.

Le résultat des flavonoides obtenues par Veerapagu et al., (2018), dans extraction
méthanolique de fruite de plant S.nigrum environ ( 3.61+ 0.07 mg EQ/g EXS),Ce résultat est

inférieur de notre résultat étudié dans I'extraction des feuilles de plant Solanum nigrum L.
I11.3.  Teneur des extraits en tanins

Le dosage des tanins a éeté réalisé selon la méthode de la vanilline en milieu acide dans
d'extrait méthanolique de Solanum nigrum. La quantité en tanins est exprimée en

milligramme d' équivalent d’acide gallique par un gramme de 1’extrait sec (mg EAG/g EXS).

Le taux des tanins d'extrait a été obtenu a partir de la courbe d'étalonnage qui suit une
équation de type: y = 0.0011x+0.0024 sachant que R2 = 0.9622(Figure 23).

Acide Gallique
0.14
0.12 .
0.1 y =0.0011x + 0.0024

R?=0.9622

0.08

0.06

0.04

Absorbance a 500 nm

0.02

0 20 40 60 80 100 120

Concentration de I'acide gallique en pg/ml

Figure 23:Courbe d'étalonnage d'acide gallique pour le dosage des tanins .

Le tableau ci-dessous représente la teneur en tanins dans 1’extrait des feuilles

d’Solanum nigrum.

Tableau 12 : rassemble les taux en tanins dans I'extrait méthanolique étudiés.
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Echantillon dose Teneur en tanins (mg de Acide gallique/g d’extrait)
Extrait méthanolique 94,788+ 0.52

D’apres Le résultat dans le tableau 12, nos extrait méthanolique de la feuille de plant
S.nigrum contient une teneur en tanins plus élevée en comparant aux résultats obtenus par
Umaru et al. (2018) ceux qu'ils sont trouvés la plus faible des tanins de I'extrait d' Solanum
nigrum L. est estimé (1.89+0.22 mg EAG/g EXS).

L’estimation quantitative des polyphénols totaux ,des flavonoides et des tanins dans
I’extrait méthanolique des feuilles d'Solanum nigrum montre qu’il est riche par ces

métabolites.

La mode d'extraction de polyphénols doit permettre Il'extraction complete des
composés d'intérét et doit éviter leur modification chimique(Sun et al., 2005). Les solvants
alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en facilitant
I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires de moyenne et de faible
polarité(Seidel, 2005). Les études précédentes montrent que le méthanol un des solvants les
plus utilisés pour une haute récupération de composés phénoliques(Benbrinis, 2012) et
I’obtention d’une meilleure activité antioxydant(Barros et al., 2010). Ce solvant a été utilisé

dans cette étude pour obtenir les extraits de la partie aérienne (feuilles) de Solanum nigrum L.

Les composés phénoliques comme les acides phénoliques sont considérés comme les
contributeurs majeurs a la capacité anti-oxydante des plantes (Li et al.,2007). C’est la raison
pour laquelle, le dosage des polyphénols totaux de I’extrait de S.nigrum est riche en
polyphénols, avec un taux de ( 171.82 +13.42 mg EAG/g EXS). Par apport d'autre études
(Campisi et al., 2019; Islam et al., 2018; Umaru et al., 2018) des taux respectivement sont
(92.2+ 4.8 ; 163.07 ; 70.60 + 2.15) (mg EAG/g EXS), Ceci différence dans les valeurs des
phénols peut varier sous I’influence de divers facteurs parmi lesquels la variété, la distribution
des métabolites secondaires, le développement de la plante(Park & Cha, 2003), Aussi aux
conditions climatiques (la température élevee, exposition solaire, sécheresse, salinite), qui
stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al.,
2008). En plus I'organe analysé, la région et la date de la récolte, la méthode d'extraction et les

solvants qui sont utilisés (Tirichine, 2010).

En générale, la teneur des polyphénols varie quantitativement d'une plante a autre, cela

peut étre attribué a certain nombre de facteurs intrinséques (génétique) et extrinseques (les
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pratiques culturelles, la période de la récolte et les conditions et la duré de stockage)
(Podsedek, 2007). En plus la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).

Dans notre étude sur I'extrait méthanolique de feuilles de Solanum nigrum a montré
que cet extrait contient une teneur importante en flavonoides qui est estimée a (70,44 + 0.13
mg EQ/g EXS).

Dans des autres études s’accordent avec les résultats qui ont confirmé que le plant S.
nigrum est riche en ces composés phénoliques (Hameed et Akhtar, 2018; Umaru et al.,

2018). Ceci pourrait étre du aux conditions environnementales (Fahmi et al., 2013).

Autre résultat est inverse et a ceux qui sont trouvés par Veerapagu et al. (2018), la
teneur des flavonoides totaux d'extrait des fruites d' solanum nigrum est plus faible par apport
de notre étude par I'environ (3.28mg EAG/g EXS).

La concentration des flavonoides dans I'extrait de la plante dépend de la polarité des
solvants utilisés dans la préparation des extraits (Djeridane et al., 2010; Ghedadba et al.,
2014). C'est pourquoi, Bruneton (2009) et Stankovi¢ (2011) ont signalé que les hétérosides
de flavonoides sont solubles dans les solvants polaires comme le méthanol pur ou les
mélanges méthanol-eau parfois et l'acétonitrile-eau, alors que pour les génines (partie
aglycone des flavonoides) sont solubles dans les solvants apolaires. Cette différence de valeur

en flavonoides est trouvé probablement due a les organes d'extraction.

D'autre part, Les flavonoides sont produits par la plante pour résister au stress de la
chaleur et de I’eau, ces derniers étant responsable de la propagation des radicaux libres OH
(Pincemail et al., 1999).

La teneur en tanins par la méthode de la vanilline résulte dans 1’extrait méthanolique
de Solanum nigrum L. est plus forte (94.788+ 0.52mg EAG/g EXS)en comparant aux
résultats obtenus par Umaru et al. (2018) ceux gu'ils sont trouvés, une valeur plus faible dans
I'extrait de Solanum nigrum L. (1.89+0.22mg EAG/g EXS).

Geéneralement, Les tanins sont un composé important pour les plants par ce qu'ils
jouent un ro6le d'antiseptique et protéger les plantes contre les insectes nuisibles et les
champignons et préserver leur vie, cela explique leur existence de fagcon concentré dans les

feuilles.
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Cette variation peut trouver son interprétation dans la différence de la méthode
d’extraction utilisée, et peut étre lié au climat de la région ou a la méthode utilisée qui ne

donne pas une composition quantitative complete de extrait (Wu et al., 2004).
IVV. Méthodes de dosage des activités antioxydantes in vitro

La mesure du potentiel antioxydant de notre extraits est réalisée par plusieurs essais, y
compris le test de DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle), le test de CAT (Capacité
antioxydant totale), et le test d'hémolyse.

IV.1.  Le test de piégeage du radical DPPH

Le test DPPH en évaluant la quantité de radicaux piégés. Cette méthode est basée sur
la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant qui donne un

hydrogéne ou un électron mesurable a 517 nm.

La capacité antioxydant de l'extrait de plante étudiée a été déterminée et comparée a
I’activité de composé anti-radicalaire d'étalon, lI'acide ascorbique. Les résultats obtenus pour

le test de DPPH, exprimés en terme de concentration inhibitrice de 50% des radicaux (ICs).

Les graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur

en fonction de la concentration d'extrait.

D’aprés les résultats représentés dans la figure 24, il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour le

standard (I’acide ascorbique) ou pour I'extrait de la plante.
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Figure 24 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations utilisées pour I'extraits méthanolique de Solanum nigrum L.
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Figure 25 :Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH des antioxydants de références et de

I'extrait testé

Selon le résultat, nous avons observé que le pourcentage d’inhibition du radical

DPPHe pour l'extrait était inférieur a celui des standards pour toutes les concentrations

S
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utilisées. Pour une concentration de 100 pg/ml I’acide ascorbique a révélé un pourcentage
d’inhibition de DPPH de 94,79%.

Concernant I'extrait de Solanum nigrum on a remarqué la plus faible pourcentage
d’inhibition de DPPH est a concentration de 1 pug/ml, de 18.38 % au contraire le plus élevé
pourcentage a concentration 100 pg/ml, 87.11%. Ces pourcentages correspondent a une
inhibition totale du DPPH reflétée par la décoloration complete du DPPH du violet en jaune
pale.

Nous avons déterminé pour I'extrait de Solanum nigrum, la concentration nécessaire
pour réduire 50% du radical libre DPPH ou ICs,. A partir des équations des régressions

linéaires des graphes. Les valeurs sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 13 : le pouvoir antioxydant (exprimé par 1Cs (en pg /ml)) d'Acide

ascorbique et de Solanum nigrum

Les antioxydants ICsoxEcart type (En pg /ml)
Acide ascorbique 9.17+0.31
Solanum nigrum 47.19 £ 0.58

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 13, I’ICsp obtenu pour 1’acide
ascorbique (9.17 + 0.31 pg/ml), est bien plus inférieur a d'extrait de Solanum nigrum (47.19 +
0.58 pg/ml) ce dernier caractérisé par une activité d'inhibition forte par rapport a I'étude de

Rumana et al. (2018) (ICso = 31.52 mg/ml) donc, une activité antioxydant tres élevé.

Aussi d'apres I'étude de Veerapagu et al. (2018) a étudié la partie fruitiere de Solanum
nigrum ou ils ont atteint (IC50 = 70.73 pg/ml), a travers cette comparaison, on a été observé
gue chacune des parties étudiées de S. nigrum avait une activité antioxydante puissante et était

la plus élevée avec l'extrait de feuille. Alors, que notre extrait reste le meilleur antioxydant.

Nos résultats indiquent que I'extraits méthanolique de Solanum nigrum présente une
bonne activité des piégeages des radicaux libres. Dans une étude similaire sur les extraits
méthanoliques de Solanum nigrum, les auteurs ont signalé un taux d’1Csp= 120.22 pg/mi
(Alam et al., 2012). Ce résultat est relativement faible par rapport a nos résultats.
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DPPH est un radical libre stable et accepte qu'un radical électronique ou hydrogene
deviennent une molécule diamagnétique stable. Les antioxydants contenus dans I'échantillon
récupérent ce radical libre. Cette méthode est largement utilisée pour évaluer la capacité de

piégeage des radicaux libres des antioxydants naturels(Maharana et al., 2010).

Il a été déemontré que antioxydants phytochimiques ont un potentiel puissant pour
neutraliser les radicaux libres(Sharma et al., 2014), telles que 1’acide ascorbique,
flavonoides, les tanins et les polyphénols réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur
capacité a céder I’hydrogene(Laraba et al., 2016) a travers leur groupement hydroxyle (Yeo
Sounta et al., 2014)

D'apres I'étude de Lv et al., (2013), les bonnes activités antioxydantes présentées par
les extraits de plantes sont dues a la présence de composé poly phénolique, ce dernier
contenus dans notre extrait sont probablement responsables de I’activité antioxydant. On
considere que les extraits a teneur élevés en phénoliques et en flavonoides garantissaient une

excellente activité antioxydant (Hameed et Akhtar, 2018).

A travers de nombreux chercheurs ont rapporté une corrélation positive entre l'activité
de piégeage des radicaux libres et le composé phénolique total(Veerapagu et al., 2018), a
I’opposé d’autre études n’ont pas établie cette corrélation, il est bien établi que I’activité
antioxydant est corrélée positivement avec la structure des polyphénols. (Athamena et al.,
2010 ; Mariod et al., 2010).

Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles
présentent 1’activité antioxydant la plus élevée(Heim et al., 2002), et leur position autour des
structures principaux des composés phénoliques et des flavonoides(Zheng et al., 2010).
Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure-

dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).
IV.2.  Dosage de la capacité antioxydant totale (CAT)

La capacité antioxydant totale des extraits étudiés est exprimée en nombre
d’équivalents d’acide gallique a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 0.0047x + 0.0557; R=
0.9908) (figure 26) a partir la méthode de phosphomolybdate. Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g de I’extrait sec (mg EAG/1g EXS).
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Figure26: Courbe d'étalonnage d'acide gallique pour les tests de capacité antioxydant totale
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Figure27 : Histogramme de la capacité antioxydant totale d'extrait de Solanum nigrum testes

D'apres le figure27, I’estimation de la capacité antioxydante total de I'extrait a montré

une valeur importante en fonction de la concentration équivalente pg d'acide gallique.
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On remarque que dans la concentration de 500ug/ml, le pouvoir antioxydant a été
plus éleve (41.62 + 1.73 mg EAG/1g EXS), par rapport a concentration 100ug/ml (2.48 +
0.68 mg EAG/1g EXS a été le plus bas.

Par ailleurs, Hameed et Akhtar, (2018) ont trouvé a travers leurs études que la
capacité antioxydant totale d'extrait méthanolique du fruit Solanum nigrum est 68.6mg EAG/g
EXS en concentration 1mg/ml, une grande différence par rapport a notre extrait. Cette
différence entre les deux extraits dans la capacité antioxydante totale peut étre principalement
due a la richesse la partie aérienne de la plante Solanum nigrum en polyphénols, en particulier
en flavonoides, et également en fonction des structures chimiques des molécules

biologiquement actives (Turkmen et al., 2007).
IV.3.  Test hémolyse

Les globules rouges sont parmis les cellules les plus utilisées dans 1’évaluation de la
capacité antioxydant Parce qu'ils sont considérés comme les principales cibles des radicaux
libres (Alia et Saadoune, 2016), Ou il a été identifié I’effet hémolytique sous forme de

pourcentage d'inhibition Partant de la relation suivante:
% Heémolyse = [ AbS contrsle / ADS echantition ] * 100

On utilise 1’acide ascorbique comme standard ayant 1’équation: Y= -48.999x +

67.867 avec un coefficient de corrélation R°= 0.9923 (figure 28).
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Figure 28: courbe d'étalonnage de I'acide ascorbique
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Figure29: Evaluation de taux d’hémolyse (%) en fonction de concentration d’extrait

méthanolique de Solanum nigrum

Les résultats obtenus, montrent que le pourcentage d’effet hémolytique sont
directement proportionnels a 1’augmentation de la concentration d'extrait. Alors que la

concentration de Solanum nigrum est élevée, le pourcentage d'hémolyse est diminué.

A travers les résultats de la figure29 , le pourcentage d'hémolyse des globules rouge a
été estimée a concentration 1000ug/ml la valeur le plus faible (20.15%), contrairement l'acide

ascorbique (16.865% a concentration 1000ug/ml).

Par conséquent, il existe une différence significative dans la capacité a conserver les

globules rouges entre I'extrait et I'acide ascorbique, qui est utilisée comme référence standard.

Bien que les résultats soient faibles, nous avons pu démontrer que l'extrait avait un
effet antioxydant en inhibant I'oxygéne réactif a partir le test d'hémolyse, il a réalise in vitro,
sur des érythrocytes isolés du sang humain, en présence des différentes concentrations des
extraits méthanolique de Solanum nigrum, en raison de la présence de fortes concentrations
d'acides gras poly insaturés dans la membrane et du transport de l'oxygéne associé aux
molécules d’hémoglobine actives, qui sont des promoteurs puissants d'espéces réactives de
I'oxygene(Chouikh et al., 2018; Ebrahinzadeh et al., 2009).
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Résultat et Discussion

Par conséquent, les valeurs d'activité antioxydante et I'effet hémolytique de I'extrait
peuvent étre renvoyées a la substance, a la qualité et a I'efficacité fonctionnelle des composés
phénoliques, surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles d’inhiber la
formation des radicaux libres (Laamari et Mostefaoui, 2016), grace a leur groupement
hydroxyle (C-OH) fortement réactif. Ceci peut étre attribué au type des flavonoides présent
dans I'extrait, si I"extrait possede des flavonoides lipophile, il est facilement traversé la couche
phospholipidique de la membrane et d'augmenter ainsi le rapport de protection contre les
radicaux libres(Djedeel, 2015). En effet, notre études phytochimiques et d'autre référence ont
mis en évidence la présence de flavonoides dans I'extraits de Solanum nigrum(Aduwamai et
al., 2018; Alam et al., 2012; Veerapagu et al., 2018).

Par contre, I’étude de Chwalek et al., (2004) nous donne une idée de la faiblesse des
résultats précédents, que 1’on peut attribuer a la présence des saponosides parmi les composés
actifs de I'extrait méthanolique de la partie aérienne du Solanum nigrum. Ou il a mentionné
I'une des premiéres activités connues des saponines et leur capacité a lyser les érythrocytes.
Par sa capacité a formé un composé avec une membrane de cholestérol qui ont d’induire la
formation de pores a travers les membranes cellulaires et provoque leur instabilité et leur
perméabilité, entrainant I’hémolyse et la libération de I’hémoglobine dans le plasma(Makkar
et Becker.,1997; Hafiane et Ounnas, 2017).

V. Analyse IR

L |1Q0|
)
\
]
I
]
f

G

L1

Transmittance
60

l%olll40

T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Figure 30 : IR spectre de I'extrait de feuilles de plante de Solanum nigrum
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Résultat et Discussion

La spectroscopie infrarouge a transforme de Fourier (FT-IR) est le meilleur outil pour
identifier les groupes chimiques de différents extraits biologiques (Venkat Kumar et al.,
2017).

Les groupes chimiques de feuilles de Solanum nigrum ont été analysés a 1’aide de la

technologie FT-IR présentée a la figure30.

Les bandes d'environ 3370 cm™ ! représentent les vibrations d'étirement O-H qui est
principalement généré par les glucides, Les bandes comprises entre 3000 et 2800 cm — 1
représentent les vibrations d’étirement C-H d'alcynes qui sont principalement générées par les
lipides (Mukamel ,2000).
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Conclusion

Les plantes médicales occupent un trés grand domaine d’intérét pour les 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, et de méme
temps ils recherchent pour des composants naturelles comme une autre source a I'équivalent

des produits chimiques industrielles.

Entre autre les antioxydants qui se présentent les composantes les plus intéressants et
les plus étudiés, et pour cela notre projet se base sur I'évaluation de ce plant Solanum nigrum
qui vient du nord Sahara Algérienne (la région de Oued Souf ,Guemar), a travers d'étude
phytochimique comme des analyses quantitatif et qualitatif avec I'étude de ['activité

antioxydant.

Ou nous avons commenceé ce travail en préparant I’extrait méthanolique de la
plante récoltée a I’état de maturité et en estimant le taux de rendement ayant donné le

pourcentage le plus élevé par rapport aux références approuvees.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteu a
révélé la présence des quantités importantes en polyphénols dans la plante S.nigrum, ceci est
basé sur le résultat obtenu (171.82 + 13.42.mg EAG/g EXS).

L'analyse quantitative de flavonoide a été réalisée selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICl3), donc on obtient une valeur (70.44+ 0.13 mg EAG/g EXS).

Par ailleurs, Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode de la vanilline en
milieu acide, le résultat obtenu montre que I'extrait méthanolique d'Solanum nigrum L. est
élevé environ (94.788+ 0.52 mg EAG/g EXS).

Le potentiel anti radicalaire a été déterminé par la méthode de DPPH, CAT et test
hémolyse le montre que I'extrait de Solanum nigrum présente des propriétés antioxydantes
remarquables de 1’ordre de(47.19 £+ 0.58 pg/ml, 41.62 + 1.73 mg EAG/1g EXS, 20.15%).
Les capacites antioxydantes révelées in vitro de la partie aerienne de la plante peut étre liée
directement a sa richesse en polyphénols mais également a la structure de ces derniers.
Plusieurs facteurs internes et externes qui contribuent dans les teneurs de substances
bioactives (la solvant, les périodes de récolte, le patrimoine génétique et les methodes

d’extraction de ces substances).
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Conclusion

Globalement, les résultats obtenus dans cette étude permettent de dire que I'extrait de
Solanum nigrum L. contient des molécules trés intéressantes qui peuvent étre considérées
comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées pour des
applications thérapeutiques divers, sachant que les antioxydants contribuent de maniere trés
efficace a la prévention des maladies telles que le cancer(Nyeem et al., 2017), les maladies
cardiovasculaires, réduirent le vieillissement prématuré, elle est principalement causée par les
radicaux libres: elle détruit le collagéne (la protéine présente dans la peau et dans d’autres
parties du corps) et la modifie, ce qui entraine 1’apparition de rides de la peau, et elle peut étre
considéré comme des anti inflammatoires en empéchant [I'oxydation des graisses
(Padmashree et al., 2014) et comme des anti microbiennes. Aussi, elle peut trouver une

application dans I’industrie alimentaire.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité végétale immense, qui reste a
découvrir et une grande partie de cette flore est constituée par des espéces médicinales, qui
demandent d’étre exploitées par les recherches en raison de son efficacité thérapeutique et
pharmacologique, comme perspectives on propose d’identifier clairement les molécules
impliquées dans l'effet antioxydant qui pourront répondre aux différents problémes de la santé

et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales et alimentaires pour
permettre a la population d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins chers et

d’éviter la disparition de certaines especes intéressantes.
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Conclusion

Les plantes médicales occupent un trés grand domaine d’intérét pour les 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 humains ont besoin de rechercher toujours
pour des médicaments fiable mais avec moindre des effets secondaires, et de méme temps ils
recherchent pour des composants naturelles comme un autre source a I'équivalent des produits

chimiques industrielles.

Entre autre les antioxydants quelle se présentent les composants les plus intéressants
et les plus étudier, et pour cela notre projet se base sur I'évaluation de cette plant Solanum
nigrum qui provienne du nord Sahara Algérienne (la région de Oued Souf ,Gummar), a
travers d'étude phytochimique comme des analyses quantitatif et qualitatif avec I'étude de

I'activité antioxydant.

Ou nous avons commencé ce travail en préparant I’extrait méthanolique de la
plante récoltée a I’état de maturité et en estimant le taux de rendement ayant donné le

pourcentage le plus élevé par rapport aux références approuvees.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteu a
révélé la présence des quantités importantes en polyphénols dans la plante S.nigrum, ceci est
basé sur le résultat obtenu (171.82 £ 13.42.mg EAG/g EXS).

L' analyse quantitative de flavonoide a été réalisé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICI3), donc on obtient une valeur (70.44+ 0.13 mg EAG/g EXS).

Par ailleurs, Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode de la vanilline en
milieu acide, le résultat obtenus montrent quel I'extrait méthanolique d'Solanum nigrum L. est
¢élevée I’environ (94.788+ 0.52 mg EAG/g EXS).

Le potentiel anti radicalaire a été déterminé par la méthode de DPPH, CAT et test
hémolyse le montrent que I'extrait de Solanum nigrum présentent des propriétés antioxydantes
remarquables de 1’ordre de(47.19 £+ 0.58 pg/ml, 41.62 + 1.73 mg EAG/1g EXS, 20.15%).
Les capacites antioxydantes révelées in vitro de la partie aerienne de la plante peut étre liée
directement a sa richesse en polyphénols mais également a la structure de ces derniers.
Plusieurs facteurs internes et externes qui contribuent dans les teneurs de substances
bioactives (la solvant, les périodes de récolte, le patrimoine génétique et les méthodes

d’extraction de ces substances).



Globalement, les résultats obtenus dans cette étude permettent de dire que I'extrait de
Solanum nigrum L. contient des molécules trés intéressantes qui peuvent étre considérées
comme des agents antioxydants de premiere classe et peuvent étre employées pour des
applications thérapeutiques divers, sachant que les antioxydants contribuent de maniére trés
efficace a la prévention des maladies telles que le cancer (Nyeem et al., 2017), les maladies
cardiovasculaires, réduire le vieillissement prématuré, elle est principalement causée par les
radicaux libres: elle détruit le collagene (la protéine présente dans la peau et dans d’autres
parties du corps) et la modifie, ce qui entraine 1’apparition de rides de la peau, et elle peut étre
considéré comme des anti inflammatoires en empéchant [l'oxydation des graisses
(Padmashree et al., 2014).et comme des anti microbiennes. Aussi, elle peut trouver une
application dans I’industrie alimentaire.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité végétale immense, qui reste a
découvrir et une grande partie de cette flore est constitué par des especes médicinales, qui
demandent d’étre exploitées par les recherches en raison de son efficacité thérapeutique et
pharmacologique, comme perspectives on propose d’identifier clairement les molécules
impliquées dans l'effet antioxydant qui pourront répondre aux différents problémes de la santé
et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales et alimentaires pour
permettre a la population d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins chers et

d’éviter la disparition de certaines especes intéressantes.
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Annexe |

les Appareils utilisés

Appareils utilisés

Photos originale

Evaporateur rotatif de type Biichi
Rotavapor R-200 (photo originale)

Spectrophotométrie a transmission
moléculaire de type UV- VIS
JUNWAY 7300 (photo originale)

Bain-marie de type MEMMERT




Etuve de type MEMMERT (photo
originale)

Balance analytique(photo originale)

Centrifugeuse (photo originale)




Appareil d' infra- rouge .Agilent
technologies cary 630 FTIR.
(photo originale)

Annexe 11

les résultats des tests phytochimique d'Solanum nigrum L.

Métabolites secondaires

la coloration dans les tubes (photo
originale)

Phénols




Flavonoide

Alcaloides

Saponine




Annexe 111

les résultats de coloration des différents concentration de teste DPPH(photo original)

les résultats de coloration des différent concentration de dosage de flavonoide (photo original)
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