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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité, I’homme utilise les plantes pour lutter contre diverses maladies qui
guettent sans cesse sa vie. De nos jours, une large couche de la population mondiale,
notamment celle des pays en voie de développement, utilise les plantes médicinales du fait de
son incapacité a accéder, voire bénéficier des vertus de la médecine moderne (Haba, 2008).

Ces plantes médicinales occupent désormais une position primordiale dans le domaine
de la recherche de nouveaux médicaments. En fait, leurs propriétés thérapeutiques du a la
présence de centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les
métabolites secondaires (Boudjouref, 2011). Ces métabolites possédent une trés large activité
biologique est principalement doués de propriétes antioxydants et leurs capacités a prévenir et
inhiber les dommages oxydatifs cellulaires résultant des effets des radicaux libres dans

I’organisme (Ojeil et al., 2010).

En Algérie les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps. Cette tradition
s’inspire des expériences des populations ainsi que de la médecine arabe classique (Bennouna
et Dehimi, 2021). Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve
I’Euphorbia bupleuroides, ce dernier est largement distribué surtout dans les régions arides et
semi arides, sont utilisée traditionnellement parce qu’elles renferment plusieurs molécules

douées d’activités thérapeutiques.

L’objectif de notre travail, est la détermination du rendement des différents extraits de
la partie aérienne de la plante «Euphorbia bupleuroides», estimation de la teneur en
polyphénols totaux, flavonoide totaux et tanins condensés, et I’évaluation de I’activité

antioxydante des différents extraits de cette plante par trois méthodes.

Le présent travail est scindés en deux parties ; nous aborderons dans une premiere partie
une étude bibliographique qui évoquera la présentation de la plante étudiée, notions sur les

métabolites secondaires et notions sur le stress oxydant.

La deuxiéme partie de notre mémoire a été consacrée aux  matériel et les

méthodologies de travail, les résultats obtenus suivie des discussions, et enfin la conclusion.
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Chapitre 1 Présentation de la plante Euphorbia bupleuroides

Ce chapitre décrit les informations sur ’espéce végétale étudiée (Euphorbia.....), En
commengant par la famille des Euphorbiaceae y compris le genre Euphorbia,classification, et
I’éspéce Euphorbia bupleuroides, les constituantes chimiques, les usages traditionnelles, et
enfin la toxicité de cette plante étudie.

1. 1. La famille des Euphorbiaceae

La famille Euphorbiaceae est une famille de plantes dicotylédones comprenant environ
10000 especes réparties en pres de 300 genres (Aichour, 2015), Parmi ces genres Euphorbia,
le Croton et Phyllanthus se distinguent en regroupant prés de la moitié des especes la famille
Euphorbiaceae (Spichiger et al., 2000 ; Walter et al., 2002). Elle est considérée comme 1’une
des familles les plus vastes et les plus cosmopolites que compte-le sous embranchement des
Angiospermes (Webster, 1987).

Cette famille est connue par une hétérogeneité morphologique, comprenant a la fois de
petites herbes annules ou vivaces jusqu’a de grands arbres, des lianes, des arbustes aphylles et
parfois méme des espéeces cactiformes adaptées a la vie désertique (Frohne et al., 2009). Les
Euphorbiaceae se trouvent partout, sauf dans les régions antarctiques et les sommets des
hautes montagnes (Bruneton, 1996). De plus, sont des végetaux CAM qui vivent
principalement en régions arides et semi- arides ou sont épiphytes en région tropicale et

subtropicale (Mayer et al., 2004).
1.2. Le genre Euphorbia

Le genre Euphorbia est le genre le plus représentatif de la famille des Euphorbiaceae
(Haba, 2008), et le plus diversifié des groupes de plantes a fleurs, se caractérise par des
inflorescences particulieres nommées cyathe (Benabdelazize, 2015), comprend de 2000

especes (Tanvee et al., 2013), ou 1600 especes (Ouanissa, 2014).

Les plantes du genre Euphorbia sont bien représentées au Sahara septentrional et en
Europe. En Algérie, on peut rencontrer principalement les especes suivantes (tab. 1) (Quezel
et Santa, 1962 ; Ozenda, 1991) :



Chapitre 1 Présentation de la plante Euphorbia bupleuroides

Tableau 1. Espéces de genre Euphorbia en Algerie (Quezel et Santa, 1962 ; Ozanda, 1991).

Especes

Especes

E. calyptrata Cosson et DR

E. helioscopia L.

E. chamaesyce L. E. nicaensis All.
E. cornuta Pers. E. peplus L.
E. dracunculoides Lam. ssp. flamandi (Batt) E.pithyusa L.

E. dracunculoides Lam. ssp. glebulosa (Cosson
et DR.)

E. publescens Vahl.

E. dracunculoides Lam. ssp. inconspicua (Ball.)

E. sanguinea Hochst. et steud.

E. echinus Hook fil. et Coss.

E. sunguinea Hochst. Et Steud.

E. guyoniana Boiss. et Reut

E. terrciana L

E. granulata Forsk.

1.3. L’espéce Eurhorbia bupleuroids

1.3.1. Descriptions botanique

Est une espéce endémique a 1’ Algérie (Ozenda, 1991), localisée sur les montagnes de la

région des Aures, elle est herbacée a feuilles simples avec des fleurs unisexuées, lancéolées

ou lanceolées-linéaires et inflorescence complexe (cayathes) disposées en ombelles feuillées

et graines ornées de bandelettes longitudinales peu saillantes (Yousfi, 2001).

Figure 1. La plante Euphorbia bupleuroides (photo personnelle).
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1.3.2. Classification

\ v

Famille / Euphorbiacea

Sous famille Euphorbiode

/‘ )

Tribu / Euphorbieae

/[ Euphorbiinae

Euphorbia ]

Sous tribu

Euphorbia ]

/[ bupleuroides

Figure 2. Classification botanique d'Euphorbia bupleuroides (Aichour, 2015).

1.3.3. Composants chimiques

Les investigations phytochimiques réalisees sur les différentes especes du genre
Euphorbia ont indiqués la présence des nombreux composants tels que: les alcaloides,
flavonoides, composant cyanogénique, 1’acide ellagique, saponine et terpénes. En effet, de
nombreuses études menees sur ce genre ont révélés la présence de triterpéne, des diterpénes

macrocycliques, des stéroides et des composés aromatiques. ( Chihi et al., 2009).

Le produit le plus important du genre Euphorbia est le latex blanchatre connu sous le
nom d’euphorbe. Le latex c’est un mélange des composants chimique et des organites

cellulaire son composant principale est le polyterpéne.
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1.3.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Euphorbia bupleuroides est une plante médicinale utilisée par la population locale en
médecine traditionnelle pour extirper les épines et les verrues. La décoction des racines de
cette plante est employée comme anti-inflammatoire (Bellakhdar, 1997).

De nombreux chercheurs ont montrés que les epeces d’euphorbia possedent également
des propriétés cicatrisantes, antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires,
antihelminthiques, hémostatiques, purgatifs et contraceptifs, et leur activité antitumorale a été
principalement attribuable a la présence de produits dérivés de groupe diterpéniques (Chihi et
al., 2009).

1.3.5. Toxicité

Touts les Euphorbes sont toxiques. Elles contiennent des saponosides hémolitique,

irritantes fortement purgatives et émétique (Paume, 2009).

Le latex de plantes du genre Euphorbia provoque des rougeurs sur la peau, des
érythemes ou des phlycténes. Egalement trés irritant pour les yeux, il entraine par simple
contact, méme furtif, des larmoiements intenses. A des doses plus élevées, interviennent des
lIésions graves de D’eeil pouvant aller jusqu’a la cécité. Les troubles de la vue sont
accompagnées souvent de toux, de rhinite avec écoulement nasal, de laryngite et de brdlure
des levres. Une fois absorbé, le latex entraine des symptomes plus ou moins séveres de gastro-

entérite et d’inflammation des muqueuses du tube digestif (Bellakhdar, 1997).
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Chapitre 2 Notion sur les métabolites secondaires

2.1. Métabolismes secondaires

Les métabolismes secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutage et al., 2002). Ces
molécules jouent un réle dans 1’adaptation des plantes a leur environnement (Bourgaud et al.,
2001 ; Krief, 2003). lls sont divises principalement en trois grandes familles: les composés
phénolique, les alcaloides, les terpénes (Macheix et al, 2005 ; Bendif, 2017).

2.1.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement distribué
dans le royaume des végétaux (Bruneton, 2015). Ce groupe joue un role important dans les
qualités sensorielles et nutritionnelles (Manchado et Cheynier, 2006). lls offrent également
pour la santé humaine, une protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif,

comme les cancers et les maladies cardiovasculaires (Sun et al., 2011).
2.1.1.1. La structure chimique

Les composés phénoliques forment un tres grand ensemble de substance qu’il est
difficile de définir (Bruneton, 2008), de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de
classes chimiques (Hennebelle et al., 2004), caractérisés par la présence d’au moins un noyau
benzénique a 6 carbone dans leur structure auquel est directement li€ au moins un group
hydroxyle (fig. 3), libre ou engagé dans une autre fonction tel que: éther, ester,
hétéroside....etc (Bruneton, 1999).

OH

Figure 3. Structure de base des polyphénols (Vermerris et Nicholson, 2006 ;
Ghnimi, 2015).

2.1.1.2. Classification
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Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes
moléculaires (Tab. 2), mais ils peuvent réparties en deux grands groupes, les flavonoides et
les non-flavonoides (Chira et al., 2008), qui se différencient par la complexité du squelette de
base, par le degré de modifications de se squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, ..), et
par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autre molécules (glucide, lipide...)

(Manchado et Cheynier, 2006).

Tableau 2. Principales classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2006 ; Harborne &
Williams, 2000 ; Boubekri, 2014).

Classes Exemples Origines (exemples)
Squelettes
carbonés
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
C6-C1 Acide hydroxybenzoiques | p-hydroxybenzoiques Epices, fraise
C6-C3 Acide Acide caféique Pomme de terre
hydroxycinnamiques
Coumarine Scopolétine Pomme, Citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resveératol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine, cyanidin Fruits, légumes
Isoflavonoides Daidzéine Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3) n Lignine Bois, noyau de fruits
(C6-C3-C6) n Tanins condensés Raisin rouge

Des ces classes, les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins sont considére

comme les principaux composes phénoliques alimentaires (King et Young, 1999).
a. Acides phénoliques

Un acide phénolique est un composé organique qui comprend au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011). Ces acides sont classés en deux

sous- catégories (fig. 4) :

v Les acides hydroxbenzoiques : dérivent de 1’acide benzoique et ont une structure

générale de base de type (C6-C1) (Brianceau, 2015), ces acides sont trés communs,
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aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside (Bruneton,
1993 ; Bruneton , 2015).

v' Les acides hydroxcinnamiques : ils ont une structure de base de type (C6-C3) dérivés
de celle de I’acide cinnamique (Brianceau, 2015), existent souvent sous forme

combinée avec des molécules organiques (Bruneton, 2015).

) O

X OH
a)  OH (B)

Figure 4. Structure générale de l'acide benzoique (A) et de l'acide cinnamique (B)
(Bruneton, 1993 ; Wichtl et Anton, 2009 ; Collin et Crouzet, 2011).

b. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques (Belyagoubi, 2011),
les plus abondant dans le nos régime et les plus nombreux (plus 5000 molécules isolées)
(Reinli et Block, 1996 ; Scalbert et Willamson, 2000), ils sont considéeres comme des
pigments quasiment universels des végetaux (Ghestem et al., 2001), Presque toujours
hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits, et parfois des
feuilles (Medica et al., 2004).

Les flavonoides sont des composeés de faible poids moléculaires qui consistent en 15
atomes carboniques, disposes sous la configuration : C6-C3-C6 comme le montre la (fig. 5)
(Balasundram., 2006).



Chapitre 2 Notion sur les métabolites secondaires

Figure 5. Structure de base des flavonoides (Collin et Creast, 2011).

c. Tanins

Ce sont des composés phénoliques de masse moléculaire compris entre 500 et 3000
Da, qui représentent a coté des réactions classiques des phénols, la propriéte de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autre protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). On trouve presque
dans toutes les parties de la plantes, (Khanbabae et Ree, 2001). D’aprés leur structure et leurs

propriétés deux types de tanins sont distingués :

v' Tanins hydrolysables: ce sont des esters D-glucose et de ’acide gallique ou des ses
dérivés, en particulier I’acide ellagique (Ghidouche et al., 2008 ; Nkhili, 2009 ).

v' Tanins condensés: ou les proanthocyanidines : sont des polyméres de flavane
(catéchine) reliées par des liaisons entre les carbones C4-C8 et C4-C6 (Valgimigli et
al., 1995 ; Manach et al., 2004).

2.1.2. Terpénes

Les terpénoides sont des métabolites secondaires résultant de la condensation d’unités
isopréniques a 5 atomes de carbone (Manitto, 1981 ; Dey et Harborne, 1991 ; Bruneton,
1999). lls représentent la catégorie la plus large (plus de 40000 composés) des produits
naturels retrouvés presque chez toutes les plantes (Turtola, 2005 ; Aharoni et al., 2005 ;

Bhatla, 2018), et dans toutes les parties de la plante (Hegnauer, 1973).
2.1.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d’origine végétale, qui
présentent une structure complexe hétérocyclique, a caractere alcalin (Badiaga, 2011). lls
trouvent dans les plantes sous forme libre ou sous forme de sels de certaines acides végétaux

(Benslama, 2016), ou combinée a tanins (Roux et Catier, 2007).
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Chapitre 3 Stress oxydatif et radicaux libres

3.1. Stress oxydatif
3.1.1. Notion de stress oxydatif

Le stress oxydant est définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et les pro-oxydants (Meda et al., 2013; Bendif, 2017), et par
conséquent une perturbation des métabolismes ou la cellule ne contréle plus la présence
excessive de radicaux libres (Favier, 2003 ; Borg et Reeber, 2008 ; Syed, 2015).

3.1.2. Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés (Favier, 2003 ; Jacques et André, 2004), cette molécule est trés instable peuvent
attaquée les composants cellulaires (protéine, lipide, ADN...), pour capturer I’électron

nécessaire a la stabilité (Martinez-Cayuela, 1955 ; Mohammedi, 2013).
3.1.3. Maladies liées aux stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant. Ces maladies apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les défenses

antioxydants et augmente la production mitochondriale de radicaux (Sohal et al., 2002).

Il est un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles tel le
diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires
(Montagnier et al., 1998 ; Favier, 2003), et aussi la cause initiale de plusieurs maladies :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,

cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré (Favier, 2006).
3.2. Antioxydants

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénomeéne d’oxydation
(Shimizu et al., 2004). Ces substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages

causés par les radicaux libres dans 1’organisme (Vansant, 2004).
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Chapitre 4 Matériel et Méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein des laboratoires pédagogiques de
notre département (El-Hadjeb), Université Mohamed Khider Biskra.

4.1. Matériel
4.1.1. Matériel végétal

La plante Euphorbia bupleuroides est récoltée durant le mois de mars 2023 dans la
wilaya de Khenchla (Nord-Est Algérie), Nous avons utilisé la partie aérienne (feuilles, tiges)
de la plante, Aprés la récolté, I’échantillon a été séché a I’étuve a température 35°C pendant 7

jours, puis broyées a 1’aide d’un mortier (annexe 1).

4.2. Méthodes
4.2.1. Extraction

Parmi les différentes étapes que constituent I’analyse et 1’identification des molécules
bioactives, 1’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérét des sites
actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu‘elle détermine 1a nature et la quantité des

molécules extraites (Michel et al., 2011).

Le protocole extractif est effectué selon la méthode El-Sayed et al. (2013), avec une

adaptation de quelques modifications, comportant les étapes suivantes :
4.2.1.1. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique

L’extrait brut est obtenu par macération de 90 g de poudre d’Euphorbia bupleuroides
(les feuilles et les tiges combinée) dans 500 ml de MeOH-H-O (70/30 V/V), sous I’agitation
quelgue minute a température ambiante et a ’abri de la lumiére. Aprés 24h le mélange a été
filtré par I’appareil de filtration a pression, le filtrat est conservé a 4°C. Les résidus obtenus
sont repris pour une deuxiéme et troisiéme fois d’extraction avec des différents volumes d’un

méme meélange méthanol-eau (MeOH-H-0), pour augmenter le rendement d’extrait.

Aprés la filtration, les trois filtrats sont combinés puis concentrés et récupéres par

I’évaporation du solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C.
4.2.1.2. Extraction par des solvants organiques a polarité croissante

Pour localiser la fraction antioxydante la plus active, le fractionnement de I’extrait brut
a été mené en utilisant successivement quatre solvants organiques a polarité croissante (Ether

de pétrole, Chloroforme, Acétate d’éthyle et 1-butanol).
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Dans une ampoule a décanter 1’extrait brute déja dissout dans I’eau distillée (100 ml) a
¢été mélangé avec 1’éther de pétrole (30 ml), aprés décantation I’éther de pétrole a été récupéré,
la décantation est répété le minimum deux fois par le méme solvant jusqu’a ce que sa couleur

devienne transparente.

Avec la méme fagon la phase aqueuse est soumise aux fractionnements par le
chloroforme, acétate d’éthyle et le 1-butanol, avec les mémes volumes, a la fin on obtient
quatre fractions et la phase aqueuse a été définie comme la cinquieme fraction, les cing
extraits sont évaporées a 1’aide d’un évaporateur rotatif et ensuit séchées dans 1’étuve a 40

C®, puis pesés pour calculer le rendement.

12



Chapitre 4

Matériel et Méthodes

-macération dans le MeOH-H-O a 70%

-Agitation, filtré apres 24 h

90 g de matériel vegétal

v

(Extrait bruD

A 4 el '
Phase aqueuse i : Eau distille |
L e - - 1
4 ' E Fractionnement avec éther de pétrole, 3 fois
Phase organique Phase aqueuse | __________________._ .
]
1 ' Fractionnement avec '
' chloroforme, 3 fois :
‘ ‘ N e e e el !
Phase organique Phase aqueuse | _ ___ _ _ _ _ ________________
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]
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séchage a 40°C
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_______ v 4 | butanol, 3 fois
_____ Phase organique Phase aqueuse

Figure 6. Protocol d'extraction (El-Sayed et al., 2013).

13



Chapitre 4 Matériel et Méthodes

4.2.1.3. Rendement d’extraction

a. Rendement de I’extrait brut

Le rendement de I’extrait brut (hydro-méthanolique) est défini comme étant le rapport
entre la masse de I’extrait sec obtenue aprés évaporation et la masse initiale du matériel

végétal utilisé, et ce rendement est exprimé en pourcentage (Boubekri, 2014).

Le pourcentage de I’extrait a été déterminé par la formule suivante :

[ R (%)= (Me / Mv) x 100 J

R (%) : Rendement exprimé en %.

Me : Masse en gramme du résidu sec évaporeé.

Myv : Masse en gramme du matériel végétal a traité.
b. Rendement de fractionnement

Le rendement de fractions est calculé par rapport aux poids de I’extrait brut :

[ R (%) = (Mf/ Meb) x 100 ]

RF (%) : Rendement de fraction en %.
Mf : La masse de fraction apres évaporation du solvant en g.
Meb : La masse d’extrait brut en g.

4.2.2. Dosage des polyphénols totaux (PPT)
4.2.2.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode Singleton et Rossi (1965).

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3:PWi2040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPMo:2040) de coloration jaune. Il est réduit, lors de
I’oxydation des phénols en mélange d’oxyde bleue de tungstene (WsO2s) et de molybdene
(MOs0O23). L’intensité de la couleur bleue est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents dans I’extrait (Boizot et Charentier, 2006).
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4.2.2.2. Réactifs et extraits utilisés

- Un polyphénol témoin : en générale I'utilisation de I’acide gallique comme un témoin pour

réalisation la gamme d’étalonnage en milieu aqueux.

- Réactif de Folin-Ciocalteu a 10 % : 10 ml du réactif Folin Ciocalteu on a ajouté 90 ml d’eau
distillée.

- Carbonate de sodium (Na.COs) a 7.5 % : 7.5 g de carbonate de sodium a été dissous dans
100 ml d’eau distillée.

- Les extraits : Les extraits organiques ont été dissous dans le méthanol absolu alors que

’extrait aqueux et I’extrait brut a été dissous dans 1’eau distillé.
4.2.2.3. Mode opératoire

Une gamme de 10 concentrations d’acide gallique allant de 10 a 170 pg/ml a été

préparee a partir d’une solution mere de 200 pug/ml de concentration.

Dans une série des tubes a essaies 0.2 ml pour chaque extrait est mélangé avec 1 ml de
réactif de Folin Ciocalteu a 10%. Le mélange est agité et laissé pendant 4 mn au repos, ensuit
un volume de 0.8 ml d’une solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 7.5%. Les tubes sont
conserveés a 1’obscurité, a température ambiante pendant 2h. L’absorbance est mesurée a 765
nm a I’aide d’un spectrophotometre contre un blanc dans lequel I’extrait est remplacé par le

méthanol. Le test est réalisé en triplicata.
4.2.2.4. Expression des résultats

Les concentrations des teneurs en composés phénoliques totaux ont été déterminées en

se référant a la courbe d’étalonnage a différentes concentrations d’acide gallique.

Les résultats ont été exprimés en microgramme d’équivalent acide gallique par

milligramme d’extrait sec (ug EAG / mg ES).

4.2.3. Dosage des flavonoides (FVT)
4.2.3.1. Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par Djeridane et al. (2006). La coloration jaunatre donnée dans cette méthode est due
a la formation d’un complexe entre le trichlorure d’aluminium et les atomes d’oxygeéne

présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).

15



Chapitre 4 Matériel et Méthodes

4.2.3.2. Réactifs et extraits utilisés

- Un flavonoide témoin : La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe
d’étalonnage réalisée en utilisant la quercitine comme un flavonoide standard a été préparé a

partir d’une solution mére de 200 pg/ml de concentration.
- Trichlorure d’aluminium (AICl:) & 2 % : 2 g dissous dans 100 ml de méthanol absolu.

- les extraits organiques ont été dissous dans le méthanol absolu alors que I’extrait aqueux et

I’extrait brut a été dissous dans de ’eau distillée.
4.2.3.3. Mode opératoire

500 ul de chaque extrait est mélangé avec 500 ul de Trichlorure d’aluminium (AICls) a
2%, apres 15 min d’incubation a I’obscurité a la température ambiante, on fait la lecture a 430
nm I’aide d’un spectrophotomeétre contre un blanc qui contient 500 ul méthanol, 500 ul AlCls.
Le test est réalisé en triplicata.

4.2.3.4. Expression des résultats

La concentration des teneurs des flavonoides a éte determiné a partir d'une courbe
d'étalonnage réalise par un standard étalon la quercitine a différentes concentrations (20 a 200
pg/ml), dans les mémes conditions que I’échantillon, et exprimée en microgramme

d’équivalent de quercitine par milligramme d’extrait sec (ug EQ / mg ES).

4.2.4. Dosage des tanins condensés (TC)
4.2.4.1. Principe

Le dosage des tanins condenses a été réalise par la méthode de la vanilline décrite par
Amirouche et al. (2020).

La vanilline réagit avec les flavan3-ols libres et les unités terminales des
proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont I’intensité est proportionnelle aux taux
de flavanols présents dans le milicu et qui présente un maximum d’absorption a 500 nm de

longueur d’onde (Daas Amiour, 2009).
4.2.4.2. Réactifs et extraits utilisés

- Solution mere de standard: 200 pg/ml de la catéchine pour la réalisation de la gamme

d’étalonnage en milieu aqueux.
- Vanilline a 1 % : 1g de la vanilline on a ajouté 100 ml de méthanol absolu.

- Acide sulfurique a 10 %: 10 ml du acide sulfurique on a ajouté 90 ml de méthanol absolu.
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- les extraits organiques ont été dissous dans le méthanol absolu alors que I’extrait aqueux et

I’extrait brut dans 1’eau distillée.
4.2.4.3. Mode opératoire

Un volume de 250 ul pour chaque extrait est introduits dans des tubes a essai, mélanger
avec 625 ul de vanilline (1 %) et 625 ul de acide sulfurique (10 %).Les tubes sont conservés a
I’obscurité, a température ambiante pendant 15 min. L’absorbance est mesurée a 500 nm

contre un blanc dans lequel I’extrait est remplacé par le méthanol absolu.
4.2.4.4. Expression des résultats

La concentration des tanins condensée a été déterminé a partir d'une courbe
d'étalonnage réalise par un standard étalon la catéchine a différentes concentrations (20 a 200
Mg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon, et exprimeée en microgramme

d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait sec (ug EC / g d’extrait sec).
4.2.5. Evaluation de Pactivité antioxydant

Les tests d’activité antioxydants ont été largement développés pour évaluer ’efficacité
de nouveaux composés. De nombreuses méthodologies sont disponibles, permettant d’évaluer
les différents aspects physico-chimiques du potentiel antioxydant dans différentes conditions
(Desmier, 2016).

4.2.5.1. Test anti-radicalaire (test DPPH)
L’activité anti radicalaire est évaluée par la méthode de Molyneux (2004).
a. Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance

caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm (Sanchez-Moreno, 2002).

Le changement de la coloration violette (forme oxydée) du radical 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH") a une coloration jaunatre (forme réduite) en présence de composés
anti-radicalaires mette en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa capacité a

piéger le radical libre (Lahmadi, 2021).
Il est réduit par un donneur de proton H.
DPPH + AH — DPPH-H + A

Ou : AH est un composé capable de céder un H au radical DPPH.
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b. Préparation des solutions
- Solution de DPPH : 4 mg dans 100 ml MeOH.

-Solution d’extrait et de standard (dans le MeOH): préparation des concentrations de 20

a 200 pg / ml partir d’une solution mére de 200 g / ml de concentration.
c. Mode opératoire

Dans l'obscurité, 50 ul des différentes concentrations de chaque extrait ou solution d’un
antioxydant standard BHA, BHT (control positif) sont ajoutés a 950 ul de la solution
méthanolique du DPPH, aprés 30min d’incubation a ’obscurité et a la température ambiante,
I’absorbance est mesuré au spectrophotometre de longueur d’onde 517 nm. Chaque

concentration a été testée en triple pour tous les tests.

-Parallelement, un contr6le négatif est prépare, en melangeant 50 pl de méthanol avec

950ml de la solution méthanolique de DPPH.
d. Expression des résultats

La capacité antioxydant de nos echantillons est exprimée en pourcentage d’inhibition

du radicale DPPH a I’aide de la formule suivante :

Pl % = (A contrble — A échantillon) x100/A controle

Pl % : Pourcentage d’inhibition de I’activité anti-radicalaire.
A controle : Absorbance du contrdle négatif.
A échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

Calcule de 'IC50 : c’est la concentration d’extrait ou de standard qui inhibe 50 % du

radical libre.
4.2.5.2. La méthode de pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur a été déterminé par la méthode de FRAP (Ferric reducing

antioxydant power) décrite par Benzie et Strain (1996).
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a. Principe

Cette technique est développée pour mesuré la capacité des extraits testés a réduire le
fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). En effet, le Fe3+ participe a la formation du radical
hydroxyle (Hubert, 2006 ).

L’augmentation de I’absorbance indique 1’élévation du pouvoir réducteur des extraits

testés (Benzie et Strain, 1996 ; Abddou, 2015).
b. Préparation des solutions
- Tampon phosphate a 0.2M pH 6.6.
-Ferrocyanure de potassium (K3Fe) a 1 %.
-Acide trichloracétique (TCA) a 10 %.
-Chlorure ferrique (FeClI3) a 0.1 %.

- Solution d’extrait et de standard (dans le MeOH): préparation des concentrations de 20

a 200 pg /ml & partir d’une solution mére de 200 pug/ml de concentration.
c. Mode opératoire

225 ul des différentes concentrations de chaque extrait ou de standard(quercitine, BHA,
I’acide ascorbique) a été mélangés avec 225 ul de tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et 225
pl de K3Fe, agiter par le vortex et puis le melange a été incubé a l'obscurité pendant 20
minutes dans un bain-marie a une température de 50°C, ajouter immédiatement de 225 ul
TCA puis centrifugés pendant 10 min a 700 TPM / min. 375 ul de H20O distillée ont été
mélangeés a 375 pl de surnageant, puis 75 pl de FeCI3 a été ajouté. La lecture de ’absorbance
du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc dans la quel I’extrait est remplacé par

le méthanol.
d. Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune est de tracer les graphes
des absorbances obtenues en fonctions des différentes concentrations utilisées pour les
différentes fractions d’extrait étudié. L’augmentation de I’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées. Les résultats sont aussi calculés en
Mg EAA / mg ES par extrapolation sur la courbe d’étalonnages de I’acide ascorbique

(Absorbances en fonction de la concentration).
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4.2.5.3. La méthode de I’activité antioxydant totale (TAC)

L’activité antioxydante totale a été effectuée par une méthode adaptée par Prieto et al.
(1999).

a. Principe

Cette méthode est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) en molybdéne Mo (V)
en présence des composés antioxydants et donc la formation d’un complexe vert de

Phosphate/ Mo (V) a pH acide (Sahu et Laloo, 2011).
b. Préparation des solutions
- Mélanger 3,3 ml d’acide sulfurique avec 96,7 ml H20 distill¢.

-Ajouter 335,9 mg sodium monobasique et 494,3 mg molybdate d’ammonium

tetrahydrate.
c. Mode opératoire

100 pl d'extrait ou standard a éte ajouté a 1 ml de solution de réactif. Suivi par une
incubation de 90 min a 95°C au bain-marie, aprés un refroidissement, I'absorbance a été
mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 100 pul du MeOH et 1 ml de la solution de

réactif, il est incubé dans les mémes conditions que I’échantillon.
d. Expression des résultats

La courbe d’¢talonnage est effectuée par les différentes concentrations de I’acide
ascorbique. L’activité antioxydant est exprimée en nombre d’équivalent d’acide ascorbique

par milligramme d’extrait. (ug EAA / mg d’extrait) (Prieto et al., 1999).
4.3. Etude statistique

Les résultats ont été présentés par la moyenne suivie de I’écart-type pour chaque cas.
L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel statistigue SPSS sur les valeurs obtenues
(annex 3). Les tests de correélations ont été effectues pour déterminer la relation entre la teneur
en composes phénoliques, flavonoides, tanins condensés des extraits d’E.bupleuroides ssp et

leurs activités antioxydantes.
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5.1. Rendement d’extraction

5.1.1. Rendement d’extrait hydro-méthanolique

Le rendement obtenu aprés extraction de la partie aérienne d’Euphorbia bupleuroides

par le MeOH-H-O est représenté dans la figure 7.
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Figure 7. Histogramme de rendement d'extrait hydro-méthanolique d'E. bupleuroides.

Les taux d’extraction hydro-méthanolique de la plante E. bupleuroides ont donné un
rendement de 22.82 %.

Selon l'étude de Pracheta et al. (2011), il montre que le rendement de 1’espéce
Euphorbia neriifolia est égale a 20 %, et dans 1’étude de Allou Isidore et al. (2018) sur
Alchornea cordifolia (la méme famille) est égale a 23.2 %, ces résultats est tres proches a
notre résultat (fig. 6). Selon la méme étude de Allou Isidore et al. (2018), ou le rendement de
Ricinus communis Linn (la méme famille) est 32.36 %, est supérieur aux rendements obtenue

de notre travail.
5.1.2. Rendement de fractionnement

Le rendement de fractionnement d’E. bupleuroides obtenu par différents solvants est

représenté dans la figure 8.
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Figure 8. Histogrammes du rendement du fractionnement de I'extrait hydro-métyhanolique
d'Euphorbia bupleroides.

D’aprés les résultats obtenus qui sont résumés dans I’histogramme (fig. 8), nous
remarquons que I’extrait aqueuse représente I’extrait le plus important avec un rendement de

82.03 %, et I’extrait éther de pétrol représente le plus faible rendement 0.05 %.

La variation de rendement au sien de la méme espece par rapport au solvant est due a la
solubilite différenctielle des composants chimiques dans les differents solvants (Teugwa et
al., 2013).

D’une autre part, L’utilisation des solvants a polarité différentes permet de séparer les
composes de plantes selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction, et donc
permet de séparer ses flavonoides selon leur degré de glycosylation (flavonoides aglycones,
mono, di et triglycosylés) (Khalkhal, 2014).

Allou Isidore et al. (2018) qui ont travaillé sur les especes Alchornea cordifolia et
Ricinus communis Linn (la méme famille), le rendement de I’extrait aqueuse sont
approximativement égaux 27.06 % et 27.16 % respectivement, ce résultat est inférieur au

résultat que nous avons obtenu (82.03 %).

Et le résultat de Waseem et al. (2017) qui ont travaillé sur les feuilles séche de I’espéce
Euphorbia hirta, qui montre que le rendement de 1’extrait chloroforme est égale a 4.72 %, ce

résultat est supérieur de notre résultat obtenue.
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L’efficacité de I’extraction des composés bioactifs des plantes est influencée par
plusieurs facteurs, telle que ’espéce végétal, la richesse de chaque espéce en métabolite, le
stade de croissance, les influences environnementales (climat et sol ...), et le patrimoine
génétique (Bruneton, 1999), la période et le lieu de la récolte, la durée et les conditions de
stockage, le temps de I’extraction (Santos et al., 2012), la méthode d’extraction (Touabia et
al., 2014).

En outre la variation de la concentration du solvant (mélange a différentes proportions
avec l'eau distillée) et de polarité du solvant utilise modifie le rendement d'extraction (Spigno
et De Faveri, 2007).

5.2. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de différentes fractions a été
déterminée par la méthode de Singleton et Rossi (1965).

La courbe d’étalonnage a été tracé en utilisant I’acide gallique comme standard ( 10 a
170 pg/ml), et leurs absorbances ont été enregistrés & 765 nm. Les reésultats obtenue sont

montrés dans la figure 9.
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Figure 9. Droite d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Le taux de polyphénols totaux dans les différents extraits sont déterminé a partir de
I’équation de régression linéaire de la gamme d’étalonnage d’acide gallique : y = 0.008x +

0.018 sachant que le coefficient de détermination est R2 = 0.994 (fig. 9), les résultats sont

23



Chapitre 5 Résultats et discussions

exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug
EAG / mg ES) (fig. 10).
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Figure 10. Teneur en polyphénols totaux des différents extraits pg EAG / mg ES.

D’aprés les résultats obtenus dans 1’histogramme (fig.10), La teneur en composés
phénoliques des différentes extraits varie de (119.75 £ 0.3 a 632.83 + 9.7 ug EAG/mg ES),
nous remarquons que I’extrait d’acétate d’éthyle est le plus riche en polyphénols totaux par sa
teneur de (632.83 + 9.7 ug EAG / mg ES), suivi par I’extrait de 1-butanol (503 2.5 ug
EAG/mg ES), puis I’extrait brut avec une teneur (315.33 £ 1.0 ug EAG / mg ES) tandis que
les I’extraits de chloroforme et aqueuse contient une teneur (223.33 + 0.4 et 202.25 + 6.5 g
EAG / mg ES), respectivement. En fin la faible teneur correspondant I’extrait d’éther de
pétrole (119.75 + 0.3 ug EAG / mg ES).

Selon les résultats de Lahmadi (2021) qui travaillé sur 1’espece Euphorbia granulata,
I’extrait d’acétat d’éthyle contient une teneur (56.55 = 2.83 ug EAG / mg ES) est largement
inférieur a notre teneur, dans la méme étude 1’extrait brut posséde une teneur (316.22 + 6.29
Hg EAG/mg ES) plus proche que notre résultat, et dans I’extrait aqueuse on trouve un résultat
(283.78 £ 4.71 ug EAG / mg ES), ce résultat est supérieur a notre résultat pour le méme
extrait (202.25 + 6.5 ug EAG / mg ES).

Dans une autre étude réalisee par Ghout et al. (2018) sur I’espece E. dendroides L,
I’extrait d’acétat d’éthyle donne une teneur (929.51 £ 20.1 mg EAG / g ES), ce résultat est
haute & notre résultat pour le méme extrait, sachant que, le teneur de I’extrait butanolique

(164.25 + 16.40 mg EAG / g ES) est largement inférieur a notre teneur pour le méme extrait.
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La solubilité des composes phénoliques dépond de leur nature chimique dans la plante,
qui varié de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurelle est
responsable de la grande variabilité des propriétés physicochimique influengant I’extraction
des polyphénols (Mahmoudi et al.,2013).

Malgré la sensibilité et la simpisité de la méthode Folin, elle n’est pas spécifique des
polyphénols. En effet le réactif peut réagire avec des potéines, des sucre réducteur et des

composés soufrés (Singleton et Ross, 1999).

La teneur des composées phénoliques varie considérablement selon ’espece végétale, la
partie de la plante utilisées (tiges, racines, feuilles et fruit), la richesse en métabolite
secondaire et du type de solvant utilisé pour I’extraction (Teugw et al., 2013), et les
conditions climatique hostiles (la températeur élevee, expression soliare,séchersses, salinité)
qui stimulent la biosynthése des métabolite secondaires, les pratique culturalles, les conditions
de la récolté et de stokage (Falleh et al., 2008).

5.3. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

La quantification de la teneur en flavonoides totaux des différentes extraits est estimée

par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICls) Djeridane et al. (2006)

La courbe d’étalonnage a été trace en utilisant la quercétine comme standard ( 20 a 200
pa/ml), et leurs absorbances ont été enregistrés a 430 nm. Les résultats obtenue sont montrés

dans la figure 11.
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Figure 11. Droit d'étalonnage de quercitine pour le dosage des flavonoides totaux.
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La concentration des flavonoides totaux dans les extraits est déterminé a partir de
I’équation de régression linéaire de la gamme d’étalonnage de quercitine : y = 0.007x + 0.346
sachant que le coefficient de détermination est Rz = 0.997 (fig. 11), les résultats sont
exprimés en microgramme d’équivalent quercitine par un milligramme d’extrait sec (ng EQ /

mg d’extrait sec) (fig. 12).
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Figure 12. Teneurs en flavonoides totaux des différents extraits.

Les résultats dans la figure précédente on montré que la teneure des flavonoides totaux
la plus grande été obtenue pour I’extrait d’acétate d’éthyle avec une teneur (400.38 £ 2.70 ug
EQ/mg ES), suivi par I’extrait butanolique et chloroforme avec (259.24 + 6.04 et 122.10 *
9.08 ug EQ/mg ES), respectivement, ensuite 1’extrait brut et ’extrait aqueux sont moins riche
en flavonoide (24.57 + 3.09 et 14.38 + 0.08 ug EQ/mg ES) et la plus base teneur a été
enregistré chez ’extrait éther de pétrole (7.76 £ 0.08 ug EQ/mg ES).

L’étude de Ghout et al. (2018) a montré que la teneur des flavonoides totaux d’extrait
acétat d’éthyle et d’éxtrait butanolique d’Euphorbia dendroides L sont (26.04 + 0.32 et 12.16
+ 0.2 ug EQ/mg ES) respectivement, ces résultats sont largement inférieur par apport a notre

résultats pour les méme extraits.

Dans une autre menue par étude d’Ashal et al. (2016) sur I’espéce Euphorbia hirta
Linn, ils note que la teneur en flavonoides (32.29 + 6.30 et 26.37 + 0.37 pug EQ/mg ES) est

supérieur a notre teneur pour les extraits brut et aqueux, respectivement.
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La concentration des flavonoides totaux des extraits de la plante est liée a solubilité qui
dépend non seulement de la polarité du solvant d’extraction mais aussi de nombre et de la
position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et de la glycosylation
(lloki-Assanga et al., 2015).

La variabilité entre les études est due au plusieurs facteurs: les conditions de séchage,
d’extraction en terme de méthode, temps, températeur, granilométrie, solvant, nombre
d’étapes d’extraction, I’expression des résultats ( peut étre utilisée autre type de standard pour

le dosage) et I’état de la provenance géographique (Luthria, 2008).
5.4. Dosage des tanins condensés (TC)

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la vanilline décrite par
Amirouche et al. (2020).

Nous avons calculé la teneur en tanins condensés des différentes extraits en utilisant la
catéchine ( 20 a 160 pg/ml) comme standard obtenue a partir de I’équation linéaire (y = 0.001
x +0.002; R? = 0,994) présenté dans la figure 13.

0.2

0.18 y = 0.0012x + 0.0025 ‘//9

0.14

0.12
0.1 /‘

0.08

0.06 s

0.04 pog

0.02

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Concentration en pg/ml

Absorbonce a 500 nm

Figure 13. Droit d'étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condenses.

La quantité des tanins condensés a été rapportée en microgramme d’équivalent de

catéchine par milligramme d’extrait sec (ug EC / mg ES) (fig. 14).
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Figure 14. Teneur en tanins condensés des différents extraits.

A partir de T’histogramme (fig. 14) montrent que 1’extrait chloroforme présente une
quantité importante des tanins condensés (69.33 + 7.02 ug EC / mg ES), ensuit 1’extrait brut
et ’extrait aqueux renferme (35.33 + 3.06 et 32.67 + 7.57 ug EC / mg ES), respectivement,
par ailleurs les deux extraits d’éther de pétrole et 1-butanol avec des teneur tres proches
(28.67 £ 6.43 et 26.67 + 7.02 ug EC / mg ES), respectivement, finalement 1’extrait d’acétate
d’éthyle avec une faible teneur (12 £ 5.29 ug EC / mg ES).

5.5. Evaluation de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante de la partie aérienne d’E. bupleuroides est principalement due

aux composés actifs présents dans celles-ci.
5.5.1. Test de DPPH

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte
durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses
concentrations, a cet effet, il a été employé pour le criblage des activités anti - radicalaires des

extraits végétaux (Prieto et al., 1999).

Les courbes du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de concentration des
extraits d’E. bupleuroides, BHA, BHT sont illustrées dans les figures 15, 16, 17,

respectivement.
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Figure 15. Pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction de la concentration des extraits

butanol, acétate d'éthyle et chloroforme.
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Figure 16. Pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction de la concentration des extraits

éther de pétrole, aqueux et extrait brut.
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Figure 17. Pourcentage d'inhibition du radicale libre DPPH en fonction de la concentration de
BHA et BHT.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la

concentration soit pour les standards ou pour les extraits testées.

Les résultats obtenus dans la (fig. 15) qui montre que I’activité antioxydante de 1’extrait
butanoliqgue mentionné une activité de piégeage du DPPH nettement proche a pourcentage
d’inhibition d’extrait acétate d’éthyle, son pourcentage d’inhibition est 89.04 % et 83.29 %
respectivement, a une concentration finale de 200 pug/ml (fig. 15), et plus importante que celle
des antioxydantes des standards (BHA a 77.64 % et BHT a 57.04 %) (fig. 17).

L’extrait chloroforme montrent que le pourcentage d’inhibition de DPPH est 60.35 %,
ce pourcentage est plus important que le pourcentage de BHT (57.04 %) et moins que BHA
(77.64 %). Tandis que les extraits éther de pétrole, aqueux et brute possedes des valeurs plus
basse (50.32 %, 47.83 %, 31.77 %), respectivement (fig. 16). Toujours a la méme

concentration.

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée a partir des 1Cso, c’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH™. Plus la valeur d’ICso est
petite, plus ’activité antioxydante de ’extrait testé est grande (Mansouri et al., 2005). Les

calculs des ICso sont indiqués sur la figure 18.
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Figure 18. ICso des extraits et des standards du test de piégeage du radicale DPPH.

Tous les extraits et les standards ont un pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis du DPPH (fig.
18). On remarque que ICso des extraits varie de (104.09 + 0.002 & 319.81 + 0.001 pg/ml),
tandis que I’extrait butanolique présente une meilleure activité anti-radicalaire (ICso €gale
104.09 + 0.002 pg/ml), suivie par ’acétate d’éthyle (ICso égale 111.89 + 0.001 pg/ml). Le
ICso des deux extraits précédent sont supérieur a celle des standards BHA et BHT (122.89 +
0.21 et 167.62 £ 0.17 pg/ml), respectivement. Puis I’extrait chloroformique posseéde une ICso
(162.94 £ 0.001 pg/ml) plus puissant que I’'ICso de BHT. Ensuit les extraits éther de pétrole,
aqueux et brute possede une pouvoir anti-radicalaire le plus faible avec une ICs (192.7
0.004, 211.71 £ 0.002 et 319.81 + 0.001 pg/ml), respectivement.

Nos résultats de I’activité anti-radicalaire des extraits sont inférieurs a celui mentionnés
dans le travail d’Asha et al. ( 2016) sur les feuilles d’E. hirta linn qui a trouvé une valeur
d’ICso égale (4.34 + 0.040 et 7.07 £ 0.06 pg/ml) pour les extraits brute et aqueux,

respectivement.

Dans I’étude de Lahmadi (2021), qui enregistré une 1Cso (147.64 £ 8.92 pg/ml) pour
I’extrait acétate d’éthyle d’E. granulata, c'est-a-dire ’activité anti-radicalaire de nos résultat

est supérieure de ce résultat, et dans la méme étude qui enregistré une ICso (15.42 +0 .14
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pg/ml) pour 'extrait aqueux d’E. granulata, donc ’activité anti-radicalaire de nos résultat est

inférieur de résultats de cette étude.
5.5.2. Test de Pouvoir réducteur (FRAP)

Les résultats obtenus lors du test du pouvoir réducteur des différents extraits d’E.
bupleuroides sont montrés dans la figure 19, et celle des standards dans la figure 20.
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Figure 19. Les absorbances de pouvoir réducteur des différents extraits en fonction de la
concentration.
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Figure 20. Les absorbances de pouvoir réducteur des standards en fonction de la

concentration.

Dans notre travail nous avons remarqué dans les figures 19, 20, que le pouvoir réducteur

des différentes extrait et standards augmente en fonction de la concentration.

Pour une meilleure comparaison de pouvoir réducteur entre nos extraits et les standards,

on utilise I’acide ascorbique comme référence avec différentes concentrations (20 a 200 pg /

ml) (fig. 21).
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Figure 21. Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique de pouvoir réducteur.
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Les résultats sont exprimés en ug EAA / mg d’extrait, la comparaison se fait pour la

concentration 100 pg / mg (fig. 22).
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Figure 22. Pouvoir réducteur des différents extraits et des standards.

Les résultats consignés dans la (fig. 22) montrent que L’extrait acétate d’éthyle a
manifesté une fort pouvoir réducteur (735 £+ 0.003 ug EAA / mg ES) qui est meilleur a celui
de BHA et les autres extraits, par contre, qui est plus faible que celle de standard quercitine, et

I’extrait éther de pétrole a une faible pouvoir réducteur (3.75 £ 0.0005 ug EAA / mg ES).

Selon les résultats de Ghout et al. (2018) qui a travaillé sur I’espéce Euphorbia
dendroides L, I’extrait acétate d’éthyle a donné un pouvoire réducteur avec une absorbance
(1.495 nm) enregistré a la concentration 100 pg/ml, ce pouvoir réducteur est supérieur au
pouvoir réducteur que nous avons obtenu pour la méme extrait avec absorbance (0.601 nm),
I’extrait butanolique selon la méme étude a donné un pouvoir réducteur avec une absorbance
(0.301 nm) celle-ci est inférieur a notre résultat pour la méme extrait (0.454 nm) a la méme

concentration.

Dans une autre étude réalisé par Abu Arra ( 2011) sur les feuille E.hirta, I’extrait brute
donné un pouvoire réducteur avec une absorbance (1.750 nm) ¢’est superieure aux pouvoire
réducteur de notre étude sur la méme éspece (0.376 nm), a la méme concentraion (100ug /

ml).
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5.5.3. Test capacité antioxydante total TAC

La capacité antioxydante total obtenus & partir des extraits a été estimée grace a une
courbe d’étalonnage, réalisée avec une substance de référence, ’acide ascorbique a différentes

concentrations (20 a 200 pg/ml)

Les résultats sont exprimés en ug équivalent acide Ascorbiques par mg d’extrait (pg

EAA / mg d’extrait). La courbe d’acide ascorbique est présentée dans la figure 23

0.9 y = 0.0046x + 0.0103 »
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Figure 23. Droit d'étalonnage d'acide ascorbique.

Les résultats obtenus de [I’activité antioxydante totale des différents extraits

d’Euphorbia bupleuroides et de standard sont montré da la figure 24.
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Figure 24. La TAC des d'extraits et le standard utilisée.

Les résultats montrent que L’activité antioxydante totale des extraits varie de (252.92 a
904.58 ug EAA / mg ES). L’extrait acétate d’éthyle posséde (TAC) la plus important avec
(904.58 + 4.02 ug EAA / mg ES), suivi par I’extrait butanolique avec une TAC (839.58 *
2.60 pg EAA/ mg ES), puis les extraits brut et chloroforme qui ont un activité antioxydante
total presque similaire (341.25 + 3.31 et 330 £ 5.00 ug EAA / mg ES), respectivement, et
I’extrait aqueux possede une TAC (280 £ 7.60 ug EAA/ mg ES), tandis que la plus faible
TAC correspond I’extrait éther de pétrole (252.92 £ 1.91 ug EAA / mg ES).

La TAC des différents extraits utilisés reste faible par rapport au standard utilisé qui est
’acide ascorbique qui a donne (1153.33 £ 3.15 ug EAA / mg ES).

D’apres 1’étude de Ashraf (2015) qui on travailé sur Euphorbia royleana, elle utilise
I’acide gallique comme standard, 1’extrait aqueux et I’extrait brute présente une capacité
antioxydante plus faible (3.6 mg et 5.8 EAG / g ES) respectivement. Ces résultats est

inferieure par rapport a notre résultat pour les mémes extraits.

5.6. Analyse statistique

» Afin d’évaluer la contribution des classes phénoliques a I’efficacité antioxydante des
différents extraits, le coefficient de corrélation entre les activités antioxydantes et les
polyphénols, les flavonoides et les tanins condensés d’E. bupleuroides sont présenté
dans le (tab. 3).
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Tableau 3. Cofficient de corrélation linéaire entre les teneurs en polyphénols, flavonoides,
tanins condonseés et I'activité antioxydante d'Euphorbia bupleuroides.

Matrice de corrélation

pol(ug/ | flav(ug/m | Tani(ug/m | DPPH(IC50) | Frap TAC (ug/mg)

mg) 9) 9) (Mg/mg) | (ng/mQ)
Pol (ng/mg) 1,000 ,931 -,551 -,525 ,958 ,963
Flav (ug/mg) ,931 1,000 -,426 -,759 , 791 ,953
Tan (ug/mg) -,551 -,426 1,000 ,202 -,624 -,564
DPPH (IC50)

-,525 -,759 ,202 1,000 -,277 -,702

(Hg/mg)

Frap (ug/mg) ,958 , 791 -,624 -,277 1,000 871
TAC (ug/mag) ,963 ,953 -,564 -,702 ,871 1,000

Pol: Polyphénols; Flav: Flavonoides; Tan: Tanins condensés; DPPH: Test antiradicalaire ;
Frap: Pouvoir réducteur; TAC : Capacité antioxydante totale.
Pour avoir la teneur des polyphénols, flavonoide, tanins condensés est associée ou non

a les activités antioxydantes étudiees, en comparant R avec 0.
Ces variables peuvent étre:

(R> 0) la relation entres les polyphénols, flavonoides, tanins condenses et les activités
antioxydants étudiées est croissante (possitive) c’est a dire plus teneurs de ces composée

augmente, plus I’activité antioxydante augmente.

(R< 0) la relation entres les polyphénols, flavonoides, tanins condenses et les activités
antioxydants étudiées est décroissante (négative) c’est a dire plus teneurs de ces composée

augmente, plus I’activité antioxydante diminue.

Les résultats obtenus dans le (tab. 3) montrent que la présence de la haute corrélation et
croissante entre le pouvoir réducteur des extraits étudiée et leurs teneurs en polyphénols
totaux et en flavonoides totaux (R= 0.958 > 0.791) respectivement. Par contre il y’a une
corrélation décroissante (négative) entre le pouvoir réducteur et les teneurs des extraits en
tanins condensés (R= -0.624). Ce qui explique la forte activité de I’extrait d’acétate d’éthyle
le plus riche en polyphénols totaux et le faible pouvoir réducteur de I’extrait éther de pétrole
malgré sa riche en tanins condensés. Cela indique clairement que les polyphénols sont

responsables du pouvoir réducteur exhiber par les extraits de la plante étudiee.

Et il existe une corrélation croissante entre I’activité antioxydante total et les teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides totaux des extraits de notre plante (R= 0.963 > 0.953)

respectivement, mais cette corrélation est négative (décroissant) avec les teneurs des extraits
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en tanins (R=-0.564), Ceci nous permet de déduire que I’activité antioxydante total est due a

la participation des polyphénols et flavonoides.

Les résultats présenté une bonne corrélation négative entre les IC50 (méthode de DPPH)
et les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux des extraits étudiée (R=-0.525 <
-0.791), mais cette relation est faible et positive (croissante) avec les teneurs des extraits en
tanins (R= 0.202). C'est-a-dire plus teneurs de polyphénols et flavonoides augmente, plus
IC50 diminue. Ce qui expliques les extraits butanolique et acétate d’éthyles posseéde les

meilleurs 1C50.

» Le taux d’exactitude de notre expérience et aussi I’exactitude de notre interprétation est 74%,

comme indiqué dans le (tab. 4) :

Tableau 4.Le taux d'exactitude.

Variance totale expliquée

Composante Valeurs propres initiales Extraction Sommes des carrés des facteurs retenus
Total % de la variance | % cumulés Total % de la variance % cumulés
1 4,486 74,769 74,769 4,486 74,769 74,769

Méthode d'extraction : Analyse en composantes principales.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes médicinales ont des propriétés biologiques et
pharmacologiques trés intéressante. Ces plantes trouvent de nombreuses applications dans
divers domaines tel que la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et 1’agriculture. Ce regain
d’intérét vient du fait que ces plantes médicinales sont trés riches en métabolites secondaires.
Ces derniers sont une source non négligeable d’antioxydants naturels. Les antioxydants

jouent un role important dans la prévention de plusieurs pathologies.

Au cours de ce travail, nous avons évalué, d'une part ; le rendement des différents
extraits de la plante Euohorbia bupleuroides, et d'autre part, ’analyse quantitative des
composes phénoliques des différents extraits de ce plante par estimation de la teneur en
polyphénols totaux, flavonoide totaux, tanins condensés et 1’évaluation de Iactivité

antioxydant de cette plante.

L’extraction et le fractionnement de la partie aérienne (feuillets et tiges) d’Euohorbia
bupleuroides a été permet d’obtenir des rendements différents dont le plus élevés est celle
d’extrait aqueux (82.03 %), alors que le plus faible rendement correspond I’extrait éther de
pétrole (0.05 %). En plus les resultats des dosages de polyphénols totaux et flavonoides totaux
révelent que I’extrait acétate d’éthyle est le plus riche en polyphénols (632.83 = 9.7 ug
EAG/mg ES) et en flavonoides (400.38 + 2.70 3 ug EQ/mg ES). Tandis que ’extrait éther de
pétrole est le mois riche en polyphénols totaux et flavonoides totaux avec (119.75 + 0.3 et
7.76 £ 0.08 ug EQ/mg ES) respectivement.

En plus les résultats de dosage de tanins condensés montrent que I’extrait de
chloroforme est le plus riche en tanins avec une teneur (69.33 = 7.02 ug EC / mg ES), et

I’extrait acétate d’éthyle le moins riche en tanins condensés (12 + 5.29 ug EC / mg ES).

Dans les tests de pouvoir réducteur et I’activité antioxydante total que nous avons
utilisés pour 1’évaluation de Dactivité antioxydante des la plante E. bupleuroides, 'extrait
acétate d’éthyle présenté toujours I’activité la plus puissante par apporte les autre extraits,
(735 £ 0.003 pg EAA / mg ES) pour le FRAP, (904.58 ug EAA / mg ES) pour CAT. Tandis
que D’extrait butanolique qui donne la plus grande capacité inhibitrice de radical DPPH™ (ICso
égale 104.09 + 0.002 pg/ml), suivi I’extrait acétate éthyle avec une légere différence (1Cso
égale 111.89 + 0.001 pg/ml), et de ces extraits dépasse celle des standards BHA, BHT.
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D’autre part, ’extrait éther de pétrolé est le plus faible efficacité pour I’activité de

pouvoir réducteur et ’activité antioxydante total.

Les résultats de notre étude permettent de conclure que la partie aérienne (feuillets et
tiges) d’Euohorbia bupleuroides constitué une trés bonne source naturelle des agents
antioxydants qui peut utiliser dans le traitement de stress oxydatifs. Les résultats obtenus dans

cette étude peuvent étre approfondis par d’autre études afin de:

e Evaluer d’autres activités comme : antimicrobiennes, antiviral,......
e Réaliser des tests in vivo pour évaluer certaine activité thérapeutique (activité

antidiabétique, anti-inflammatoire,...
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Annexe 1 : Photos de préparations de la plante

OV

(A) Euphorbia apres la récolte, (B) Les feuillets et Les tiges aprés le séchage, (C) La plante
broyée.

Annexe 2 : les matériels utilisés
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Annex 3 : les tableaux statistiques
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Résumé

Le but de cette étude est I’évaluation de I’activité antioxydant des différents extraits de la partie aérienne
d’Euphorbia bupleuroides. L’extraction et le fractionnement de cette plante par des solvants organiques a
polarité croissante donnent des rendements différents dont le plus élevé a obtenu par 1’extrait aqueux (82.03%).
L extrait acétate d’éthyle contient les valeurs les plus élevés en polyphénols totaux (632.83 + 9.7 ug EAG/mg
ES) et en flavonoides totaux (400.38 + 2.7 ug EQ/mg ES), tandis que I’extrait chloroforme contient la valeur le
plus élevé en tanins condensée (69.33 + 7.02 ug EC / mg ES). Et I’activité antioxydante se fait par 3 test (DPPH,
FRAP, TAC), dont I’extrait acétate d’éthyle a donné 1’activité la plus élevé dans les deux tests FRAP et TAC
(735 £ 0.003 pg EAA / mg ES et 904.58 + 4.02 ug EAA/ mg ES) respectivement, sauf dans le test DPPH qui

montre que I’extrait butanolique présente une meilleure activité anti-radicalaire (ICso égale 104.09 + 0.002

pg/ml).

Mots clé: Euphorbia bupleuroides, activité antioxydante, polyphénols, flavonoides, tanins, DPPH,
FRAP, ABTS, IC50

Abstract

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of different extracts of the aerial part of Euphorbia
bupleuroides. The extraction and fractionation of this plant by organic solvents of increasing polarity gave
different yields, the highest of which was obtained by the aqueous extract (82.03%). The ethyl acetate extract
contained the highest values of total polyphenols (632.83 £ 9.7 ug EAG/mg ES) and total flavonoids (400.38 +
2.7 ug EQ/mg ES), while the chloroform extract contained the highest value of condensed tannins (69.33 + 7.02
Mg EC / mg ES). And antioxidant activity was assessed by 3 tests (DPPH, FRAP, TAC), with ethyl acetate
extract giving the highest activity in both FRAP and TAC tests (735 + 0.003 pg EAA / mg ES and 904. 58 +
4.02 ug EAA/ mg ES) respectively, except in the DPPH test, which shows that the butanolic extract exhibits
better free radical scavenging activity (ICso equals 104.09 + 0.002 pg/ml).The results obtained help us to prevent

diseases caused by free radicals

Keywords : Euphorbia bupleuroides, free radicals, antioxidant activity, polyphenol, flavonoide, DPPH, FRAP,
TAC, IC50.
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