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Résumé :

Les derniéres décennies sont marquées par I’intérét particulier porté a la mise en valeur des plantes a intérét
médicinale comme source de substances bioactives naturelles. De ce fait, de nombreuses études
s’intéressent, de plus en plus, aux effets thérapeutiques des antioxydants d’origine naturelle. Dans ce
contexte, nous nous sommes intéressés a I’étude du pouvoir antioxydant des composés phénoliques, y
compris les flavonoides, extraits d’une plante médicinale (Ecballium elaterium L.). La plante a présenté des
teneurs moyennes en polyphénols et en flavonoides. Nous avons identifié deux composés dans la fraction
butanolique a savoir ; la rutine et ’acide para-coumarique par chromatographie sur couche mince.
L’estimation du pouvoir antioxydant des fractions organique a été évaluée par trois méthodes : la réduction
du fer, le piégeage du radical libre DPPH et le piégeage du peroxyde d’hydrogene. Les résultats obtenus ont
montré que les polyphénols (y compris les flavonoides) présentent une activité antioxydante moyenne par
rapport aux témoins utilisés.

Mots clés : Ecballium elaterium ; activité antioxydante ; fractions organiques ; polyphénols ; flavonoides.

Abstract:

The last decades are marked by the special interest in the development of medicinal plants at interest as a
source of bioactive natural. As a result, many studies focus, increasingly, the therapeutic effects of natural
antioxidants. In this context, we are interested in the study of antioxidant phenolic compounds, including
flavonoids, capacity of a medicinal plant extracts (Ecballium elaterium L.). The plant has presented mean
levels of polyphenols and flavonoids. We have identified two compounds in butanolic fraction ; rutin and
para-coumaric acid by thin layer chromatography (TLC) method. Estimation of antioxidant activity of
organic fractions was assessed by three methods: the reduction of iron, the DPPH free radical scavenging and
hydrogen peroxide scavenging. The results showed that the polyphenols (including flavonoids) exhibit
average antioxidant activity compared with reference antioxidants.

Key words: Ecballium elaterium ; antioxidant activity; organic fractions ; polyphenols ; flavonoids.


mailto:imadelhaci@yahoo.fr

Substances Naturelles et Innovations Thérapeutigues | 2016

|. Introduction :

Du fait de leurs abondances dans la nature et de
leurs utilisations par les populations indigénes
pour se soigner, certaines plantes se sont
imposées dans le monde médicinal. Cependant,
la médecine traditionnelle réunit I'ensemble des
connaissances, compétences et pratiques basées
sur les théories, croyances et expériences
auxquelles différentes cultures ont recours pour
entretenir la santé ainsi que pour prévenir,
diagnostiquer, soulager ou soigner des maladies
physiques et mentales (OMS, 2009). Ces
dernieres années, le recours a la médecine
traditionnelle s’est répandu partout dans le monde et
a gagné en popularité, non seulement les populations
des pays en développement y ont acces, mais aussi
ceux des pays ou la biomédecine occupe une
grande place dans les systémes de santé. Les
substances naturelles issues des végétaux ont des
intéréts multiples mis a profit dans plusieurs
industries  (en  alimentation,  cosmétologie,
dermopharmacie ). Parmi  ces composés, les
métabolites secondaires qui se sont surtout
illustrés dans le domaine thérapeutique.
Occupant une place prépondé rante dans le groupe
des polyphénols, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. Ces
composés sont reconnus pour leurs nombreuses
activités biologiques, telles que les activités
antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses
(Anderson et Markham, 2006). Ces activités sont
attribuées en partie, a la capacité de ces composés

naturels a piéger les radicaux libres. Ces
nombreuses propriétés relatives a la santé,
largement décrites dans des études

épidémiologiques, sont principalement basées sur
leurs activités antioxydantes (Dugas et al., 2000). Les
Travaux récents visent & isoler de nouvelles

substances a partir des plantes et & trouver d’autres
voies d’applications dans différents Ecballium

elaterium (L.), connue sous le nom vernaculaire
«Concombre d’ane ».

Le peu de travaux effectués sur cette plante, que
¢a soit pour ’activité antioxydante ou 1’étude des
composés phénoliques y compris les flavonoides,
nous a encouragé a étudier le pouvoir antioxydant
de ces composés afin d’enrichir les connaissances
sur les activités biologiques de cette plante.
Ecballium elaterium (L.) (Cucurbitacées) est une

plante médicinale sauvage trouvée abondamment
dans le Sud-Ouest de I’Europe et en Afrique du
Nord en terrains caillouteux, dans les décombres
et sur des talus (Greige-Gerges et al., 2007). La
plante est connue comme herbe officinale d'une
longue tradition et d'une grande variété
d'utilisations en bassin méditerranéen. Elle est
employée souvent dans I'hydropisie (cedéme),
particulierement 'eedéme pulmonaire et aussi en
tant que révulsif dans les affections cérébrales
(Felter et Lloyd, 2008). La racine est fortement
purgative. Le contenu de son fruit se révele
violemment diurétique. Il renferme un glucoside
spécifique qui se dédouble englucose et en
élatérine. Les effets bénéfiques du jus frais ont
été rapportés  comprenant I'analgésique,
l'antipyrétique et I’anti-inflammatoire (Agil et
al..,1995 ; Khatib et al., 1993). Le jus brut
frais est employé fréqguemment dans le traitement de
la sinusite (Kloutsos et al., 2001) et de l'ictere par
des aspirations nasales (Eray et al., 1999). Un grand
nombre d'activités biologiques de cette espece
ont été attribués aux cucurbitacines et a leurs
dérivés glycosylés tels que l'activité
antiproliférative sur diverses variétés de cellules
cancéreuses (Blaskovich et al., 2003; Sun et al.,
2005). Mais ses plus intéressantes potentialités
relevent peut étre de son comportement antiviral
(Boullard, 2001). Parmi les travaux effectués sur
cette espéce, les travaux de Rao et

Lavie (1974), sur I’identification des composés
phénoliques ont permis de dévoiler la présence de
cing  composés  phénoliques  qui sont:
I’hydroquinone, 4-hydroxy acetophenone,
4hydroxy-3-methoxy acetophenone, 2-nitroquinol et
la 4-hydroxyphenyl- lignane.

En 2007, Tannin-Spitz et al. ont étudié le
pouvoir antioxydant des cucurbitacines isolés
d’Ecballium elaterium par 1’étude du piégeage du
2.2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)
(ABTS™), pour en conclure que les cucurbitacines
ne présentent pas une activité antioxydante
considérable.

1. Matériel et Méthodes

1. Récolte de la plante

La plante (Ecballium elaterium), a été récoltée de
la région de Bouhanek, wilaya de Tlemcen, le
mois de décembre 2007.
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Le matériel végétal ainsi récolté, est ensuite séché a
I’abri de I’humidité et de la lumiére du soleil. Une fois
séchée, la matiére végétale a été réduite en poudre a
I’aide d’un mortier, puis soumise a I’extraction.

2. Extraction et fractionnement des composés
phénoliques

Nous avons utilis¢ pour [D’extraction des
composésphénoliques et des flavonoides la méthode
décrite par Bekkara et al., 1998.
2.1. Préparation de P’extrait brut méthanolique
La matiére végétale, séche et broyée, est mise
en contact avec le mélange méthanol/eau (70:30)
(v/v). La préparation est portée sous reflux pendant
3h. Apres refroidissement a température ambiante,
I’extrait méthanolique est filtré puis évaporé
sous pression réduite a sec (T°= 60°C) par un
évaporateur rotatif (Bichi Rotavapor R-200). Le
résidu sec est repris par quelques millilitres de
méthanol et conservé a +4°C. Ce dernier étant I’extrait
brut méthanolique.

2.2.Fractionnement:

Les solvants que nous avons employés pour le partage
liquide-liquide sont : ’acétate d’éthyle et le n-butanol.
Les conditions opératoires sont les suivantes:

[l Les résidus secs obtenus apres évaporation du
filtrat méthanolique de chaque partie étudié (feuille et
tige), sont partagés entre 20 mL d’acétate d’éthyle et le
méme volume d’eau distillée dans une ampoule a
décanter. Aprés agitation et décantation des deux
phases, la phase d’acétate d’éthyle est récupérée et la
phase agueuse est a nouveau partagée avec 20 mL
d’acétate d’éthyle. La phase d’acétate d’éthyle est
récupérée, additionnée a la précédente et séchée par un
évaporateur rotatif sous pression réduite a 60 °C. Le
résidu sec est repris par quelques millilitres de
méthanol et conservé & +4°C. Cette fraction est la
phase d’acétate d’éthyle.

[1 La phase aqueuse issue de l’extraction avec
I’acétate d’éthyle est, quant a elle, partagée avec
20 mL du n-butanol. L’opération est répétée deux
fois et la phase n-butanol est séchée au rotavapor a
60°C. Le résidu sec est repris par quelques
millilitres de méthanol et conservé a +4°C. Cette
fraction est la phase butanolique.

La figure n°01, représente le protocole général
d’extraction des polyphénols et des flavonoides, ainsi
que les différents dosages et méthodes utilisées pour
I’étude du pouvoir antioxydant des différentes fractions
obtenues.

3. Dosage des
polyphénols

polyphénols: Le dosage des

est réalisé par la méthode décrite par Vermerius et
Nicholson, (2006). 0.1 mL de I'extrait brut
méthanolique de chaque partie (feuille et tige) est
mélangé avec 2 mL d’une solution de carbonate de
sodium a 2% fraichement préparée, le tout est agité
par un vortex. Aprés 5 min, 100 pL du réactif de
Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange,
le tout est laissé pendant 30 min a la
température ambiante et la lecture est effectuée
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre
(Perkin Elmer, Lambda 800 Spectrophotometer) a
700 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires
en utilisant I’acide gallique comme contrle
positif. Les résultats sont exprimés en mg
équivalent acide gallique par gramme de la matiére
végétale seche (mg GAE/Q).

4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la
méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast, 2007.
500 uL de l'extrait brut méthanolique de chaque
partie (feuille et tige) sont mélangés avec 2 mL
d’eau distillée, suivis de 150 pL d’une solution de
nitrite de sodium (NaNO,) a 15%. Apreés 6 min,
150 pL de chlorure d’aluminium (AICl;, 6H,0) a
10% sont ajoutés au mélange, le tout est laissé
pendant 6 min. Ensuite, 2 mL d’hydroxyde de
sodium a 4% sont ajoutés aux tubes et le
volume final est complété immédiatement a 5
mL. Aprés 15 min, la lecture est faite a4 510 nm
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle
dans les mémes conditions opératoires en utilisant
la catéchine comme contr6le positif. Les résultats
sont exprimés en mg équivalent catéchine par
gramme de la matiére végétale séche (mg CEQ/g).

5. Identification des composés phénolique par
chromatographie sur couche mince

Nous avons utilisé des plaques de chromatographie
sur couche mince de taille 20x20 cm pour la
séparation des fractions acétate d’éthyle et n-butanol.
Nous avons utilisé¢ un systéme (1) d’élution sur
une plaque de CCM/ cellulose: (Onyilagha et al.,
2003).

Systéemel: Butanol/Acide acétique/ H,O (4:1:5)
Nous avons utilisé un systéme (2) d’élution sur
une plaque de CCM/ gel de polyamide DC6:
Systeme 2 : Butanol/ Acide acétique/H,0 (4:1:5)
(Markham, 1982).

Aprés développement du chromatogramme, les
plaques sont séchées a température ambiante, puis
examinées par les rayons ultraviolets a 365 nm.
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6. Etude de I’activité antioxydante

6.1. Réduction du Fer: FRAP (Ferric reducing
antioxidant power)
Le protocole expérimental suivi est celui de Karagozler
et al, 2008. 1 mL des différentes fractions
(acétated’éthyle et n-butanol) a différentes
concentrations (concentrations initiales: 0.1mg/mL,
0.25mg/mL et 0.75mg/mL), estmélangé avec 2.5 mL
d’une solution tampon phosphate 0.2M (pH 6.6) et
2.5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)g & 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20
min, puis refroidi a la température ambiante.
2.5 mLd’acide trichlor-acétique a 10% sont
ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. 2.5 mL du
surnageant sont ajoutés a 2.5 mL d’eau distillée et
500 pL d’une solution de chlorure du fer (FeCls,
6H,0) a 0.1% sont ajoutés au mélange. La lecture
des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm.
L’acide ascorbique est utilisé comme contréle positif
dans cette expérience, aux mémes concentrations
choisies et dans les mémes conditions
expérimentales.

6.2. Piégeage du radical libre DPPH" (2,2diphényle-
1-picrylhydrazyl)

Le protocole expérimental suivi pour étudier 1’activité
du piégeage du radical libre DPPH’, est celui de EI-
Haci et al. (2009). 50 uL de chaque solution
méthanolique des différentes fractions (acétate d’éthyle
et n-butanol) a différentes concentrations, sont ajoutés
a 1950 uL d’une solution méthanolique de DPPH" a
6.34x10™° M. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce
dernier est préparé, en mélangeant 50 puL du méthanol
avec 1950 pL d’une solution méthanolique de DPPH" a
la méme concentration utilisée. Apres incubation a
I’obscurité pendant 30 min, la lecture des absorbances
est effectuée a 515 nm et les pourcentages d’inhibitions
sont calculés par la formule suivante :
1% = [(Ac - A1) / Ac] x 100

AC : Absorbance du contrdle ;
AT : Absorbance du test effectué.

Les ICsy (concentration inhibitrice de 50%) sont
déterminées a partir des équations des régressions
linéaires pour chaque fraction.

6.3. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H,O,
scavenging activity) Pour étudier Dactivité du
piégeage du H,O,, nous avons utilisé la méthode
décrite par Ruch et al. (1989) et Bozin et al.
(2008). 3.4 mL de I'extrait brut méthanolique de
chaque partie

(tige et feuille) a une seule  concentration
(0.1ug/mL) préparés dans une solution tampon
phosphate a 0.1 M (pH 7.4) sont mélangés avec
600 pL d’une solution de peroxyde d'hydrogéne a
43 mM (préparée dans le méme tampon phosphate).
La réaction des échantillons avec le peroxyde
d’hydrogéne est suivie a [’aide d’un
spectrophotométre a 230 nm pendant 40 a 10 min
d’intervalle. Dans les mémes conditions opératoires,
le BHA (butylhydroxyanisole), & la méme
concentration choisie, est utilis¢é comme contrdle
positif. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’inhibition selon la formule suivante :

% du piégeage du H,0, = [(Ac - A7) [ Ac] x 100

Ac : Absorbance du contrble
ATt " Absorbance du test.

I11. Résultats et discussion

1. Rendements en extraits secs

Les résultats obtenus, montrent que la plante
étudiée présente des rendements en extrait sec plus
ou moins élevés avec une prédominance du
rendement obtenu dans la partie feuille par rapport a
la partie tige (19.5% et 17,8%, respectivement).

Nous pouvons dire que le protocole expérimental
utilisé pour I’extraction des composés phénoliques
est satisfaisant et fiable, puisqu’il a donné des
rendements assez elevés pour les différentes parties
de la plante. Ceci peut étre expliqué par le fait
que le protocole respecte les paramétres qui
régissent les extractions solide-liquide concernant
polyphénols qui sont:
l’augmentation de la température et le temps
de contact du matériel végétal avec le
solvant d’extraction, ainsi que la diminution de la
taille des particules afin d’augmenter le coefficient

I’extraction des

de diffusion du solvant (Bruneton, 2005).
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Fig.02. Teneurs en polyphénols d’Ecballium elaterium
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2. Teneurs en polyphénols et en flavonoides
1. Polyphénols

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent
acide gallique par gramme de la matiere végétale seche
(mg GAE/g), en utilisant 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de ’acide
gallique. Nous avons remarqué des teneurs variées en
polyphénols, a savoir 48,22 + 7.5 mg GAE/g et 10,71 +
1.35 mg GAE/g, pour les feuilles et les tiges,

respectivement (fig. 02).

Ew- §
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Fig.03. Teneurs en flavonoides d’Ecballium elaterium

2. Les flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode
colorimétrique au chlorure d’aluminium (AIClg). Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent
catéchine par gramme de la matiére végétale séche
(mg CEQ/g) en utilisant I’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de la catéchine. Nous
avons remarqué des teneurs variées en flavonoides, a
savoir 45,43 + 6.38 mg CEQ/g et 545 + 1.29 mg
CEQ/g, pour les feuilles et les tiges, respectivement
(fig. 03).

Nous avons utilisé dans notre travail deux systémes
d’élution sur deux différents adsorbants pour séparer
les fractions acétate d’éthyle et n-butanol de chaque
partie étudiée (fig. 04).
Le premier systeme :

Par le biais de ce systéeme, nous avons pu mettre en
évidence dans la phase acétate d’éthyle la présence
d’un seul composé pour la partie tige, alors que
lapartie feuille n’a révélé aucun composé. La phase
n-butanol a révélé sept composés pour la partie feuille
et cing composés pour la partie tige (Tableau ).

1. Phase acétate d’éthyle, Feuille
2. Phase n-butanol, Feuille

3. Phase acétate d’éthyle, Tige
4. Phase n-butanol, Tige

1 2 3 4 1 2 3 4

1 :Systtmel ; 2:Systeme?2

Fig. 04. Photos des plaques CCM prises
apres révélation a la lumiere UV (365 nm)
pour les phases acétate d’éthyle et n-
butanol d’Ecballium elaterium,

Le deuxiéme systeme :

Par le biais de ce systéme, nous avons pu mettre
en évidence dans la phase acétate d’éthyle un
seul composé dans les deux parties étudiées. La
phase n-butanol a révélé la présence de trois (3)
composés dans les deux parties feuille et tige
(Tableau II). Pour mieux séparer les composés
contenus dans les
fractions chromatographie sur couche mince, un
choix préalable des adsorbants et des systemes
d’¢élution, est fait a partir d’une étude
bibliographique  appropriée. D’aprées  Wall
(2005). Le support de gel de polyamide est un
adsorbant spécifique pour la séparation des
flavonoides, avec le systéme d’¢lution BAW
(Butanol/Acide Acétique/ Eau) (4:1:5), qui donne
dans la plus part des séparations un
rendement et des résultats satisfaisants.
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Tableau | : Résultats de la chromatographie sur couche mince sur cellulose

Phase Couleurs des Suggestion des Phase Couleurs Suggestion des
R acétate spots (UV a classes butanol des spots classes
€5 | d’éthyle 365 nm) de flavonoides (UV a 365 de flavonoides
g2 Ry (Markham, 1982) Ry nm) (Markham,
1982)
- - - 0.42 Jaune Flavonol
0.49 Jaune Flavonol
® 0.51 Violet Flavone
= 0.55 Jaune Flavonol
i 0.60 Jaune Flavonol
0.67 Violet Flavone
0.84 Violet Flavone
0.79 Violet Flavone 0.36 Violet Flavone
0.51 Violet Flavone
S 0.56 Violet Flavone
= 0.65 Violet Flavone
0.72 Violet Flavone
Tableau I1: Résultats de la chromatographie sur couche mince sur gel de polyamide DC 6
Phase Couleurs Suggestion des Phase Couleur Suggestion des
@ % | acétate des spots classes butanol | des spots classes
% T8 | d’éthyle | (UVa 365 de flavonoides (UV a de flavonoides
&3 R¢ nm) (Markham, 1982) R¢ 365 nm) (Markham, 1982)
0.69 Mauve Anthocyanidine 0.56 Mauve Anthocyanidine 3-
2 3-glycoside 0.67 Violet glycoside
3 0.71 Jaune Flavone
Flavonol
0.67 Mauve Anthocyanidine 0.67 Mauve Anthocyanidine 3-
3-glycoside 0.75 Violet glycoside
S 0.80 Mauve Flavone
|_
Anthocyanidine 3-
glycoside
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Choix des systémes d’élution et des adsorbants:
L’adsorbant a base de cellulose est un support
spécifique pour les acides aminés et leurs dérivés
et aussi pour les hydrates de carbone (Wall, 2005),
et non spécifique aux flavonoides. L’introduction
de ce type d’adsorbant dans la séparation des
flavonoides est récente. L’étude faite par Onyilagha et
al. (2003), a révélé une bonne séparation de certains
types de flavonoides sur ce type de support avec le
systeme d’élution BAW (Butanol / Acide Acétique /
Eau) (4:1:5).

Essai d’identification des composés par CCM :

Pour I’essai d’identification des composés par CCM,
nous avons utilisé six témoins, sur les deux systemes
d’élution. Les résultats obtenus sont rapportés dans les
tableaux I11.

Grace a cette approche, nous avons pu mettre en
évidence dans la fraction n-butanol deux composés, la
rutine par le biais du premier systéme,
et l’acide para- coumarique par le biais du
deuxieme systéme.

Ces résultats peuvent étre confirmés par
Iutilisation d’autres méthodes chromatographiques

plus performantes et d’avantages de témoins.

4. Etude de I’activité antioxydante

4.1. Réduction du Fer: FRAP (Ferric
reducing antioxidant power) :

La puissance de réduction est ['un des
mécanismes antioxydants (Karagozler et al., 2008).
La présence des réductants dans un milieu donné
cause la réduction du complexe Fe*" ferricyanide a la
forme Fe*. En effet, la formation de Fe**
peut étre suivie par spectrophotométrie en
mesurant la densité de la couleur bleu du complexe
ferreux du milieu réactionnel a 700 nm. Une
augmentation de [D’absorbance signifie une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés (Ozturk et al., 2007).
La figure 05 montre la puissance de réduction du
fer des fractions acétate d’éthyle et n-butanol
d’Ecballium elaterium. Nous remarquons, sur les
graphes de la figure 05, que la phase acétate
d’éthyle de la partie feuille d’Ecballium
elaterium a présenté le plus d’activité pour réduire le

fer par rapport aux autres fractions, mais
nettement  inférieure a celle de [1’acide
ascorbique, reflétée par les densités optiques

obtenues a différentes concentrations de celui-ci.
Nous remarquons aussi, que la partie tige a présenté
une trés faible activité pour les deux fractions
étudiées pour réduire le fer, observée par des valeurs
de densités optiques (DO) qui ne dépassent pas 0.5,
alors que le témoin positif fourni une DO égale a 3 a
la méme concentration (3mg/mL).

Tableau Ill: Résultats de la chromatographie sur couche mince des témoins utilisés sur gel de cellulose

BAW (4:1:5)
CCM des témoins utilisés sur gel | CCM des témoins utilisés sur
de cellulose BAW (4:1:5) gel de polyamide DC 6
Témoins BAW (4:1:5)
R Révélation sous R Révélation sous
f UV 365 nm ! UV 365 nm
A. galligue — A. phénol 0.64 Violet 0.29 Violet
A. p-coumarique — A. phénolique 0.94 Bleu pale 0.65 Violet
Pyrocatéchol — Phénol 0.91 Violet 0.64 Violet
Catéchine — Flavonol 0.70 Violet 0.23 Bleu
Quercétine — Flavonol 0.72 Vert fluorescent 0.16 Vert-jaunatre
Rutine — Flavonol 0.55 Marron 0.67 Jaune
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Nous avons remarqué une augmentation de la réduction
du fer avec I’augmentation des concentrations utilisées.
En revanche, nous avons constaté une proportionnalité
linéaire directe, ce qui signifie une faible activité
réductrice des deux fractions comparée a celle de
I’acide ascorbique, qui présente une allure de graphe
différente, son activité augmente pour un faible
changement de concentration.

2D Graph 9
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Fig. 05. Pouvoir réducteur des fractions acétate
d’éthyle et n-butanol d’Ecballium elaterium
testées par la méthode FRAP

Diuscussion

La capacité réductrice d’un composé peut servir
comme un indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (Yang et al., 2008). Beaucoup
de publications ont indiqué qu’il y a une corrélation
directe entre les activités antioxydantes et la puissance
de réduction des composants de quelques plantes
(Yildirim et al., 2001). Les résultats obtenus, pour un
extrait végétal qui posséde une grande activité,
suggérent que ce dernier a un pouvoir remarquable
pour donner des électrons aux radicaux libres réactifs,
les convertissant en espéces non-réactives plus stable et
terminant, ainsi, la réaction en chaine des radicaux
libres.

4.2. Piégeage du radical libre DPPH" (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl)

Le radical DPPH" est 1’un des substrats les plus utilisés

généralement pour 1’évaluation rapide et directe
de Iactivité antioxydante en raison de sa
stabilité en forme radicale et la simplicité de
I’analyse (Bozin et al., 2008).

La figure 06 montre les pourcentages d’inhibition
du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour la fraction
acétate d’éthyle des deux parties étudiées d’Ecballium
slaterium.

_a phase acétate d’éthyle de la partie feuille a
nontré une activité élevée de piégeage du radical
JPPH’, ceci est démontré par 1’allure du graphe
Jui trace une courbe exponentielle avec la
srésence d’une phase stationnaire, qui définit la
‘éduction presque compléete du DPPH™ en sa
‘orme non radicalaire. En ce qui concerne la
)artie tige, nous constatons que cette fraction
V’a pas présenté une activité vis-a-vis du
adical DPPH’, puisque a une concentration de
l6.66 mg/mL, nous avons trouvé un pourcentage
Pinhibition égale a 3793 % <+ 0.67.
_a figure 07 montre les pourcentages d’inhibition
Ju radical libre DPPH en fonction des
lifférentes concentrations utilisées pour la fraction
1-butanol des deux parties étudiées d’Ecballium
slaterium.

-a phase butanolique de la partie feuille a montré
Jne activité élevée de piégeage du radical libre
DPPH’, du fait qu’elle a tracé
exponentielle avec présence d’une phase
stationnaire qui définit la réduction presque
totale du DPPH'. Par ailleurs, la partie tige n’a
présenté guére d’activité vis-a-vis du radical
DPPH’, cette derniere a fourni un pourcentage
d’inhibition égale a24.64% =+ 4.72, a une
concentration de 34.44 mg/mL.

une courbe

Les résultats obtenus montrent que 1’activité
antioxydante des différentes fractions étudiées
dépend d’une maniére directe des concentrations
utilisées qui mettent en relation la présence
des composés phénoliques contenus dans les
fractions acétate d’éthyle et n-butanol et ’activité
antioxydante. Pour les deux fractions de la partie
feuille, nous avons obtenu des pourcentages
d’inhibition élevés a différentes concentrations,
ce qui refléte la présence des composés qui peuvent
réduire le radical DPPH'. En revanche, nous avons
observé des pourcentages d’inhibition bas dans
les deux fractions étudiées de la partie tige.
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Calcul des ICs, : Pour chaque fraction étudiée
(acétate d’éthyle et n-butanol), nous avons analysé
une gamme de dilution pour établir la
concentration de chaque fraction nécessaire pour
réduire 50 % du radical libre, autrement appelée
ICs. a partir des équations des régressions linéaires
des graphes tracées, nous avons calculé les ICs, de
chaque fraction pour chaque partie de la plante
étudiée. Les valeurs des ICs, sont données dans le
tableau 7.

La valeur d’ICs, de I’acide ascorbique que nous
avons trouvée (2.97 pg/mL), est proche des
valeurs d’ICs, trouvées par Conforti et al. (2008)
(de I’ordre de 2 pg/mL) et Chew et al. (2008)
(de I’ordre de 3.82ug/mL). Nous remarquons que
I’acide ascorbique présente 1’activité anti-
radicalaire la plus élevée, et nous constatons
que les deux fractions organiques ont présenté
une activité antiradicalaire moyenne avec une
activité remarquable de la fraction butanolique.

Tableau 7 : Valeurs des ICs, trouvées pour les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des deux parties,

feuille et tige, d’Ecballium elaterium

Phase acétate d’éthyle Phase butanolique
I1Cso exprimées en pg/mL [Concentrations finales]
Ecballium Feuille 39.60 14.54
elaterium Tige N.D* N.D*
Acide ascorbique 2.97
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Fig. 06. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations utilisées pour la
fraction acétate d’éthyle pour les deux parties étudiées d’Ecballium elaterium
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Alors que nous n’avons pas pu révéler la moindre
activité dans les fractions organique de la partie tige.
L’interaction des flavonoides avec de nombreux
radicaux a été employée dans plusieurs études afin de
déterminer les éléments majeurs de 1’activité
antioxydante. = cause de leurs faibles potentiels redox,
les flavonoides sont thermodynamiquement capables
de réduire les radicaux libres oxydants comme le
superoxyde, le peroxyle et ’hydroxyle par transfert
d’hydrogéne, rapporté par Fabri et al. (2009). Par
ailleurs, la capacité des flavonoides a piéger les
radicaux libres dépend essentiellement de leur structure
(Sharififar et al., 2009). Il existe quelques flavonoides
qui réagissent rapidement avec le radical DPPH’, cela
peut étre expliqué par la présence des groupes
hydroxyles dans la structure de ces molécules, en
particulier les substitutions 3—OH (Sharififar et al.,
2009).

Dans notre étude, la phase butanolique de la
partie feuille de Echallium elaterium a présenté
une activité antioxydante remarquable mais
qui est moyenne par rapport a celle de ’acide
ascorbique, ceci suggére que cette plante posséde des
composés (rutine et acide para-coumarique
identifiés par CCM) doués d’activité antioxydante.
4.3. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne

(H,0, scavenging activity)

Nous avons étudié 1’activité du piégeage du
peroxyde  d’hydrogéne des  extraits  bruts
méthanoliques des deux parties (feuille et tige) de la
plante, suivant la méthode décrite par Ruch et al.

A la concentration utilisée (0.1pug/mL), nous
remarquons que le BHA exerce un effet puissant
de I’ordre de 90.65 %.

En ce qui concerne les extraits testés, 1’extrait brut
des feuilles exerce un effet de I’ordre de 39.50%,
suivi par I’extrait brut des tiges avec un pourcentage de
15.43%.

Le peroxyde d'’hydrogéne en lui-méme n'est pas tres
réactif, mais il est parfois toxiques pour la cellule parce
qu’il est a ’origine des radicaux hydroxyles présents
dans les cellules. Par conséquent, le retrait de H,O, est
trés important pour la défense antioxydante dans la
cellule (Halliwell, 1991). Les polyphénols ont été
démontrés pour avoir une action protectrice chez les
mammiféres et les cellules bactériennes contre la
cytotoxicité induite par le peroxyde d'hydrogéne, avec
notamment des composés phénoliques de type
flavonoides, tels que la quercétine, la catéchine, et
d’autres polyphénols comme les esters d'acide gallique
et d’acide caféique (Kumaran et Karunakaran, 2007).
D’aprés nos résultats, nous remarquons qu’Ecballium
elaterium a présenté une activité moyenne par rapport a
I’antioxydant de référence (BHA). Ceci peut étre
expliqué par les teneurs de cette plante en flavonoides
(45,43 mg CEQ/g pour la partie feuille et 5.45 mg
CEQ/g pour la partie tige), et en polyphénols (48,22
mg GAE/qg pour la partie feuille et 10.71 mg GAE/g
pour la partie tige), ce qui implique que 1’extrait brut de
cette plante renferme des polyphénols (hydroquinone,
4hydroxy  acetophenone,  4-hydroxy-3-methoxy
acetophenone, D’aprés nos résultats, nous remarquons
qu’Ecballium elaterium a présenté une activité
moyenne par rapport & I’antioxydant de référence
(BHA). Ceci peut étre expliqué par les teneurs de
cette plante en flavonoides (45,43 mg CEQ/g pour
la partie feuille et 5.45 mg CEQ/g pour la partie
tige, et en polyphénols (48,22 mg GAE/g pour la

Tableau 8 : Pourcentages de piégeage du H,O, des extraits bruts méthanoliques d’Ecballium elaterium

Temps (min)
Echantillons
0 10 20 30 40
Butylhydroxyanisole (BHA) 90,65 75,86 61,98 53,27 45,63
Ecballium elaterium Feuille 39,50 33,36 26,99 05,08 04,25
Ecballium elaterium Tige 15,43 15,13 09,24 07,59 04,04
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partie feuille et 10.71 mg GAE/g pour la partie tige),
ce qui implique que I’extrait brut de cette plante
renferme des polyphénols (hydroquinone, 4-hydroxy
acetophenone, 4-hydroxy-3-methoxy acetophenone,
para-coumarique), et des flavonoides (rutine) qui ont la
capacité de donner des électrons pour favoriser la
conversion du H,O, en H,O (Ruch et al., 1989 ; Shon
et al., 2007).

IV. Conclusion

A la lumiere des résultats obtenus, nous
pouvons conclure que les extraits organigques
des différents parties de la plante étudiée, ont
présenté une activité antioxydante moyenne vis-a-
vis des antioxydants de référence utilisés, et ce par
trois méthodes d’étude du pouvoir antioxydant. Ces
résultats sont a estimer d’un ceil critique, 1’activité
d’un extrait ou d’une fraction étant due a
I’activité intrinséque des composantes actives et
de leur quantité relative, un résultat négatif peut
étre la conséquence de la présence d’une faible
quantit¢ de produits actifs dans 1’extrait que
d’une grande quantité de produits non actifs. Par
conséquent, un screening phytochimique approfondi,
une extraction des différents métabolites
secondaires, une étude de leur pouvoir antioxydant
et d’autre activité biologique, sont recommandés afin
de pouvoir explorer la plante et, peut étre,
comprendre les mécanismes pour lesquelles elle est
utilisée en médecine traditionnelle.
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