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Résumé 

L'objectif de ce travail est porté sur une étude phytochimique de différents extraits 

préparés à partir du fruit entier de Cirrullus colocynthis: extrait aqueux, eau-méthanol, 

acétate d'éthyle et n-butanol, ainsi que l'évaluation de l'activité antiradicalaire de ces extraits 

sur le DPPH. 

Le dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux dans ces extraits nous a permis de 

constater que l'extrait aqueux et l'extrait eau méthanol présentent le taux le plus élevé en 

polyphénol, 235.66 jtg.Eq acide gallique/100 g de matière végétale et 232.83 .tg.Eq acide 

gallique/100 g de matière végétale respectivement. Alors que les extraits n-butanol et acétate 

d'éthyle, présentent le taux le plus élevé en flavonoïde 142.750 tg.Eq catéchine/100 g de 

matière végétale, 74.97 mg.Eq catéchine/100 g de matière végétale. 

Concernant l'activité antiradicalaire des différents extraits préparer à la concentration 

30 mg/ml, réduisent respectivement 80.39%, 83.16%, 97.78% et 92.78% du DPPH après 30 

min d'incubation, ces valeurs sont comparées avec ceux de l'acide ascorbique qui à une 

concentration de 0.3 mg/ml peut réduire 91.76% du DPPH. 

Cette activité antiradicalaire est fortement liée à la richesse de la coloquinte en 

polyphénols et en flavonoïdes. De même cette activité confère aux extraits de la coloquinte 

une activité antioxydante intéressante qui peut être exploité contre le stress oxydatif. 

Mots clés : Citrullus colocynthis - polyphénols - activité antiradicalaire - DPPI-1 
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Introduction 

Par définition les plantes médicinales sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs 

bénéfiques. En d'autres termes, les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner 

ou soulager diverse maladies [Konsole, 20091. Selon OMS plus de 80%de la population 

mondiales ont recourt à la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problèmes de santé 

[OMS, 20001. L'échec des traitements pharmaceutiques conventionnels surtout dans le cas 

des maladies chroniques (hypertension, cancer, diabète.....) [Iserin et ai, 20011 et la forte 

incidence des effets secondaires des médicaments de synthèse, qui selon l'OMS sont la cause 

de 60% des maladies actuelles ainsi que l'inaccessibilité des soins modernes, font qu'une 

large tranche de la population mondiale dépendent de la médecine naturelle pour se soigner 

[Eddouks et ai, 20071. 

L'art de l'utilisation des plantes est la phytothérapie, c'est-à-dire la consommation ou 

l'utilisation par voie externe de produits préparés à partir de plantes sans passer par une étape 

de sélection des molécules; donc on ne consomme pas que le principe actif mais tout ce que 

contient la plante [Bruneton,1999].Les différents types de la phytothérapie sont: 

l'aromathérapie, c'est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes ou les huiles 

essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces 

huiles sont des produits complexes à utiliser souvent à travers la peau. La gemmothérapie, se 

fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les bourgeons 

et les radicelles. L'herboristerie, correspond à la méthode de phytothérapie la plus classique et 

la plus ancienne, elle se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la plante entière, 

ou une partie (écorce, fruits, fleurs), la préparation repose sur des méthodes simples, le plus 

souvent à base d'eau : décoction, infusion ou macération. L'homéopathie, a recours aux 

plantes d'une façon prépondérante, mais non exclusive; les trois quarts des souches sont 

d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale. La phytothérapie 

pharmaceutique, utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont 

dilués dans l'alcool éthylique ou un autre solvant, ces extraits sont dosés en quantités 

suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide, ils sont présentés sous forme de sirop, de 

gouttes, de gélules, de lyophilisats.. . [Zeghad, 2009]. 

En outre les plantes ont les particularités de présenter un important métabolisme 

secondaire. Ils synthétisent un grand nombre de substances chimiques appelés métabolites 

secondaires qui trouvent leur origine dans les produits du métabolisme primaire [Krief, 

20031. Ces métabolites secondaires qui sont être définis comme des molécules indirectement 
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Introduction 

essentielles à la survie des plantes [sylvain sutour 2011], par opposition aux métabolites 

primaires (lipides, protéines, et glucides) qui entrent dans le fonctionnement vital de la 

cellule, et qui alimentent les grandes voies du métabolisme central [Hadj Salem, 2009].Les 

métabolites secondaires sont des phytoalexines c'est-à-dire des molécules biologiquement 

actives impliquées dans la défense contre les insectes, les herbivores, et les radiations UV, 

comme ils ont aussi un rôle important dans l'interaction de la plante avec son environnement 

IKhenaka, 20111. 

Actuellement 	plus de 100000 métabolites secondaires ont été identifié, ils 

appartiennent à trois classes principales qui sont les terpènes (un groupe de lipides), les 

composés phénoliques (dérivés de glucides), et les alcaloïdes (dérivés d'acides aminées) [Ben 

Amor, 20081. 

Les composés phénoliques sont appelés aussi des polyphénols, constituent une famille 

de molécules très largement rependues dans le règne végétal, sont des molécules aromatiques, 

qui forment l'une des principales classes de métabolites secondaires [Bors et al 1990].fls 

participent à la défense des plantes contre les agressions environnementales où ils peuvent 

être localisés dans divers organes (racines, tiges ...), 80%sont essentiellement localisés dans 

les tissus épidermiques de la plante. Ce sont des phytoconstituants, généralement des 

pigments, responsables desteintes automnales des feuilles, des fleurs et des fruits (jaune, 

orange, rouge....). Ils sont associés à de nombreux processus physiologiques : croissance 

cellulaire, différenciation, organogenèse [Akroum, 2006].De nos jour plus de 8000 structures 

ont été identifiés [Urquiagaet al, 20001, ils sont caractérisés dans leur structure par la 

présence d'un noyau aromatique portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, ils peuvent 

être regroupés en de nombreuses classes suivant la complexité du squelette de base (noyau 

C6), le degré de modification de ce squelette (oxydation, hydroxylation), et enfin suivant les 

molécules auxquelles ils sont associés (glucides, lipides, protéines, autre métabolites 

secondaire) [l3ènard 2009].Ce pendant on peut les regroupés en trois grandes classes de la 

masse moléculaire la plus faible à la plus élevée les acides phénoliques, les fiavonoïdes et les 

tanins[Bravo L. 19981. 

Les composés aromatiques naturels sont issus de deux grandes voies de la biosynthèse, 

la voie la plus courante est appelée : voie shikimate, cette voie débute par la condensation du 

phosphoénolpyruvate qui provient de la glycolyse avecl'erythrose-4-phosphate, qui est 

produit par la voie des pentoses phosphates au cours d'une succession de réactions, le glucide 
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qui en résulte à 7atomes de carbones, subit une cyclisation puis une réduction qui forme du 

shikimate d'où la dénomination de la voie, puis par désamination de trois acides aminés 

essentiels tryptophane, phénylalanine et tyrosine de ces derniers, il en résulte les acides 

cinnamiques et leurs dérivés [Buchanan et ai 20001. L'autre voie, part de l'acètate et conduit 

à des po1y-3-cétoester, des polycétates qui engendrent par cyclisation des composés 

polycycliques : chromanes, isocoumarines, xanthones, quinone. . . .[Martin et ai, 20021. 

En effet les polyphénols ont des propriétés bénéfiques pour la santé comme 

prévention et le traitement de certains cancers [Terra et ai, 20071, traitements des maladies 

inflammatoires [Yang et ai, 20081, cardiovasculaires [Cazorolli et ai, 20081, 

neurodégénératives [Bonfihi et ai, 20081, certains d'entre eux sont utilisés comme additifs 

pour les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique [Burta et ai, 20081. Parmi 

les formes les plus simples des phénols on distingue : les phénols simple, l'acide a-hydroxy 

benzoïque, l'acide hydroxycinnamique dont l'acide cafeïque et l'acide férulique limiteraient 

le cancer des poumons chez les souris tandis que l'acides gallique empêcherait le cancer 

oesophagien cher les rats [Hale, 20031. 

La plus grandes catégorie des composés phénoliques est celles des flavonoïdes, au 

sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux [Akroum, 20061. Où ils 

intervient comme agent de protection contre des organismes pathogènes [Chebil, 20061, On 

les trouve d'une manière très générale, dans toutes les plantes vasculaires, localisés dans 

divers organes: racine, tige, feuilles, fleurs, et fruits [Nkhili,2009].Actuellement plus de 6400 

flavonoïdes ont été identifiés [Harborne, 20001, ils possèdent tous une structure commune de 

type 2-phénylbenzopyrane, selon les détails structuraux les flavonoïdes pouvant être 

regroupés en plus de 6 classes induisant une nomenclature complexe [Macheix et ai, 20051 

flavones, flavonols, flavonones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les biflavonoïdes, les 

flavanediols, les chalcones, les aurones, et les anthocyanes [Akroum, 20111. Ces composés 

existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme hétéroside, c'est à- dire liée à des oses et 

autres substances [Heller et Forkmann 19931. 

Les flavonoïdes ont des propriétés physico-chimiques et biologiques diverses en 

l'occurrence la solubilité, l'absorption de lalumière UV et visible [Chebil, 20061,ainsi que la 

coloration des plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange[Gravot,2009]. Ils affectent 

également la santé humaine et animale en raison de leur rôle d'inhibiteurs enzymatiques sur 

l'histidine décarboxylase, lélastase, et hyaluronidase ce qui permettrait de conserver 
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l'intégrité de la substance fondamentale; ils inhibent aussi d'une manière non spécifique la 

catéchol-o-méthyltransferase, ce qui augmenterait la quantité de la catécholamine disponible 

et donc provoquerait une élévation de la résistance vasculaire. En plus, les flavonoïdes 

inhibent la phosphodiestérasece qui pourrait expliquer leur activité anti-agrégante 

plaquettaire; aussi, ils inhibent l'aldose réductase qui est impliquée dans la pathogénie du 

cataracte [Bruneton, 1999].De plus les flavonoïdes sont également très intéressants du point 

de vue médical car ils sont associés à de nombreuses activités biologiques, anti-

inflammatoire, antihépatotoxique, antitumorale, antihypertensive, antitbrombique, 

antibactérienne, antivirale, antiallergique, antioxydantes [Diabate, 2006]. Un apport élevé en 

flavonoïdes peut diminuer la mortalité de maladie coronarienne et réduit les risques de cette 

maladie de 38% chez les femmes ménopausées. Les flavonoïdes peuvent présenter un effet 

antiprolifératif sur plusieurs variétés de cellules néoplasiques humaines tel que la leucémie 

lymphoïde et myéloïde, les cellules cancéreuses ovariennes et gastriques [Bruneton, 19991. 

Les isoflavones sont spécifiques des fabacées, leur structure mime les stéroïdes d'où leur 

emplois dans le traitement de la ménopause [Guignard, 20051. 

Pour ce qui est des tanins, des polyphénols naturels d'origine, connus par leur capacité 

à précipiter les alcaloïdes et les protéines ; sont solubles dans l'eau (polaire) et insolubles dans 

les solvants organiques (apolaires), avec un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da 

[Bouhadjera, 20051. Ces métabolites secondaires, très répandus dans le règne végétal, sont 

présent dans le bois, l'écorce, les feuilles et les fruits des plantes supérieures [Khenaka, 

20111, et dans une variété de nourriture qui comprend les céréales, orge, abricot secs, fèves, 

pois, bananes, dates, raisins, pèches, prunes, framboises et boisson comme le thé [Gravot, 

2009]. 

Les tanins peuvent, selon leurs caractéristiques structurales, être divisés en deux 

catégories; les tanins hydrolysables constitués par une molécules de sucre, glucose le plus 

souvent, estérifiés par l'acide gallique ou un de ses dérivés (acide éllagique ou valonique), ils 

sont facilement hydrolysable par voie chimique ou enzymatique [Sarni-Manchadoet 

a/,20061 ; et les tanins condensés sont appelés aussi catéchiques, proanthocyanides, se sont 

des produits de la polymérisation de flavones et ne sont hydrolysables que dans les conditions 

fortement acides à cause de leur degré de polymérisation [Garcia-Gonzalez et ai, 20081. 
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Les tanins ont la particularité de piéger les radicaux libres, ils limitent le stress 

oxydatif [Bergoin, 20051, leur capacité antioxydante due à leur noyau phénol. Ils sont 

caractérisés par l'inhibition de la peroxydation des LDL [Bodaset ai, 2008], à ces propriétés 

s'ajoutent d'autre activités antitumorale, antimutagéne, antivirale ou encore anti-

inflammatoire [Buddleet ai, 20101, de plus les tanins peuvent également réduire la pression 

artérielle, diminuer l'hypertriglycéridémie et moduler les immunoréponse et la nécrose. 

Plusieurs rapports suggèrent que la consommation du thé réduit la carie dentaire chez les êtres 

humains à cause de sa haute teneur en tanins [kandra et ai, 20041. Les tanins peuvent 

chimiquement contribuer à la défense ainsi que la diminution des dommages aux plantes 

causés par, les insectes, les mammifères, herbivores, en particulier pour les plantes qui se 

développent dans les zones difficiles. Par leurs propriétés astringentes, les tanins provoquant 

une sensation de sécheresse au niveau de la muqueuse buccale, cette action provient d'une 

dénaturation de glycoprotéines de secrétions salivaires, et d'une hyposalorrhée liée à une 

réponse des glandes salivaires [Kandra et ai, 20041. Ce phénomène d'astringence induit une 

réponse des glandes salivaires qui synthétisent d'avantages de protéines salivaires riches en 

proline, constituant un important système de défense contre la toxicité des tanins [Ozawa et 

ai, 19871. La réduction de la digestibilité des aliments, s'expliquerait par l'action des tanins 

sur les enzymes, soit en réduisant leur solubilité par la formation de complexe : tanin-

protéines enzymatiques, soit par inhibition de leur activité par blocage de leur site actif 

[Salunkh et ai, 19821. 

Une autre classe des polyphénols, les coumarines tirent leur nom de «coumarou »qui 

est le nom vernaculaire de fève tinka d'où fut isolée en 1820 la coumarine; en 1996 au moins 

1300coumarines ont été identifiées [Bouhadjera, 2005]. Les coumarines sont des dérivés de 

benzo-a-pyrane, que l'on peut considérer en première approximation, comme étant des 

lactones de l'acide 2-hydroxy-Z-cinnamique, elles sont les plus répandues dans le règne 

végétal, et possèdent des substitutions en C7 par un hydroxyle, qui peut être méthylées 

[Bruneton, 1999]. 

En général les coumarines sont classées en quatre catégories comme suit : les 

coumarines simples, dont l'élément structural subi soit une hydroxylation, une aikoxylationou 

une alkylation. Les furano-coumarines, les éléments de cette famille consiste un hétérocycle 

pentagonale qui est le furane attaché au noyau coumarinique; les pyrano-coumarines, les 

composés de ce groupe sont analogues à ceux de groupe précèdent(les furano-coumarines), 
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seulement les substances de cette catégorie consiste un hétérocycle hexagonale qui est le 

pyrane attaché au noyau coumarinique; et enfin les coumarines substituées dans le noyau de 

pyrane [Moudir, 20041. 

Certaines familles d'angiospermes, élaborent des structures très variées, fabacée, 

astéracée, surtout apiacée et rutacée chez les quels sont rencontrées les molécules les plus 

complexes [Gravot, 20091. Les coumarines libres sont solubles dans les alcools, et dans les 

solvants organiques alors que les formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans 

l'eau. Ces molécules ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la nature et la 

position des substituants, profondément modifié en milieu alcalin [Bruneton, 19991. De plus, 

les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de 

capter les radicaux hydroxyles, ils ont une activité, anti-inflammatoire et antivirale. Vue leur 

toxicité très élevée, l'étude sur les animaux ne peuvent être extrapolées sur les êtres humains, 

ce qui a limité l'intérêt pharmacologique des drogues à coumarines [Igor, 20021. 

En ce qui concerne les terpènes, ils appartiennent à la grande famille des isoprénoïdes. 

Les plantes synthétisent plus de 22000 dérivés isopréniques qui possèdent des structures, sont 

généralement lipophiles, issues dès la condensation de 5 atomes de carbones de types isoprène 

[Wink, 2003].Une classification des terpènes a été établie selon le nombre d'unité n 

pentacarbonés C5 isopréniquesont peu distinguer; pour n = 2 : les monoterpènes (Cl 0),n = 3: 

les sesquiterpènes (C15), n = 4 : les diterpènes (C20),n = 5: les sesterpènes (C25),n = 6 : les 

triterpènes (C30),et pour n = 8 : les tétraterpènes (C40) et les polyterpènes.[Soldermann, 

2002]. 

Les polyterpènes, qui les constituent à la fois des molécules de faible poids 

moléculaire, et volatiles, sont les composants principaux des huiles essentielles et des 

molécules hautement polymérisées comme le caoutchouc [Gravot, 20091. Il existe deux voies 

de biosynthèse conduisant à ces unités de base isoprènes : la première voie est celle du 

mévalonate, elle débute par la condensation de trois unités Acétyl-COA, passe par un 

composé en C6 (le mévalonate) et débouche sur l'IPP (isoprényle pyrophosphate) [Gravot, 

20091. La seconde voie est celle du méthylérythritole-phosphate (MEP) nommée voie 

indépendante du mévalonate, qui est spécifique des végétaux et se déroule dans les plastes, 

elle débute par la condensation d'une unité pyruvate avec le glycéraldéhyde -3-phosphate et 

conduit au MEP, qui est un composé intermédiaire à cinque atomes de carbones, puis 

plusieurs étapes vont conduire à la synthèse de l'IPP [Belloum, 20071. 
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Les monoterpènes, constituent la plus simple classe de la série des terpènes, ils sont 

issus du couplage de deux unités isopréniques, sont des molécules à 10 atomes de carbone 

dérivant du GPP (GéranylDiphosphate) ils existent sous la forme d'hydrocarbures simple, 

d'aldéhydes, d'alcools, et d'acides. Ce sont des composés aromatiques qui constituent, les 

essences florales, les huiles essentielles et les résines [Kaufmman et ai, 19991. 

Lessesquiterpènes sont des molécules à 15atomes de carbones constituées de trois unités 

isoprèniques et dérivant du FPP (FarnésylDiphosphate). Les propriétés sensorielles de ces 

molécules leur confèrent un grand intérêt commercial dans les industries agroalimentaires et 

cosmétologiques puisqu'elles composent les arômes et les parfums. Parmi les diterpénes qui 

sont des molécules à 20 atomes de carbones, synthétisées à partir du GGPP 

(GéranylGéranyldiphosphate), on trouve la queue phytol des chlorophylles A et B et des 

résidus tocophyrole (vit k), ils présentent des activités anti hypertensives, anti-inflammatoires, 

antitumorales; ils sont utilisés dans la chimiothérapie des cancers de l'utérus, du sein et de 

certains cancer du poumon, ils inhibent la dépolymérisation du tubuline au cours de la 

division cellulaire [Oswald, 20061. 

Concernant les glycosides ou les hétérosides, sont des substances organiques 

complexes qui résultent de la combinaison avec l'élimination d'eau de l'hydroxyle réducteur 

d'un ose avec une substance non glucidique: l'aglycone ou génine, ils constituent les 

principes actifs de plusieurs drogues végétales, l'origine biosynthétique de ces génines est très 

hétérogènes (composés phénoliques, monoterpénes, triterpénes..., quatre classes des 

hétérosides ont été identifiées, les hétérosides cyanogènes, les glucosinolates, les saponosides 

et les hétérosides cardiotoniques[Gravot, 20091. 

Les saponosides ce sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, très répandus dans 

le règne végétal [Abdel-Aalet ai, 19931. Selon la nature de leurs génines, on distingue deux 

groupes de saponosides, stéroïdiques et triterpéniques. Lorsque la génine est substituée par 

une seule chaîne osidique, les saponosides sont dits monodesmosidiques et lorsque la génine 

est substituée par deux chaînes osidiques, on parle de saponosides bidesmosidiques. Les 

différents hydroxyles de ces molécules, que ce soit au niveau de la génine ou de la partie 

osidique, peuvent aussi être estérifiés par des acides organiques [Bruneton, 19991. La 

structure chimique des génines stéroïdiques est similaire à celle de nombreuseshormones 

humaines. De nombreuses plantes qui en contiennent ont un effet sur l'activitéhormonale, 

l'igname sauvage (Dioscoreavillosa) contient des saponines stéroïdiques à partir desquelles, 

est synthétisée la pilule contraceptive [Iserin, 20011. 
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Cette classe des métabolites secondaires estde nature amphiphile possédant un 

ensemble de propriétés physico-chimiques qui nous facilitent leur caractérisation, 

éventuellement le pouvoir aphrogène. Ils se trouvent sous forme amorphe, solubles dans l'eau 

et les solvants organiques polaires, et pratiquement insolubles dans les solvants organiques 

apolaires, connus depuis très longtemps pour leur propriété tensioactive ou encore leur 

capacité hémolytique; cette propriété lytique a conduit à la mise en place de test hémolytique 

permettant la détection de saponines dans les drogues ou les extraits de plantes. Le pouvoir 

hémolytique dépend de la nature de la génine et du nombre des unités osidiques, les 

saponosides monodesmosides sont généralement plus hémolytiques que les bidesmosides 

[Sparget ai, 2004]. 

Les saponosides possèdent des propriétés anti-inflammatoires et anti-oedémateuses. Ils 

sont particulièrement toxiques pour les poissons et autres animaux aquatiques. Actuellement, 

certaines molécules isolées à partir des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle, 

possèdent des propriétés anti-bactérienne et antifongique. Les saponosides triterpéniques à 

structures très complexes, isolés des écorces de Albizia julibrissin sont de puissant anti-

tumoraux [Zheng et ai, 20061, certains saponosides comme oleifolioside A, et B, 

cyclocanthoside E et astragaloside II, isolés tous de Astragalusolejfolius, possèdent une 

activité contre la leishmaniose. Certaines plantes sont encore utilisées en dermocosmétique, 

l'extrait de Centellaasialica, est aujourd'hui commercialisé sous le nom de madécassol pour 

les propriétés cicatrisantes des saponosides qu'il renferme [Ozipeket ai, 20051. 

Concernant les alcaloïdesce sont des substances naturelles et organiques provenant 

essentiellement des plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure 

chimique, avec un degré variable de caractère basique. Depuis l'identification du premier 

alcaloïde à savoir la morphine à partir de l'opium en 1806 [Harborne et ai, 19951, plus de dix 

mille alcaloïdes ont été isolés des plantes [Hesse, 2002]. Ce sont des composés relativement 

stables stockés dans les plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques, la 

plupart du temps à partir des acides aminés tels que la lysine, l'ornithine, la tyrosine et le 

tryptophane [Dewick, 20011, Quelques structures sont relativement simples, tandis que 

d'autres sont tout à fait complexes [Bhatet ai, 20051. Les alcaloïdes sont principalement 

extraits des plantes fleurissantes, mais on les trouve également chez quelques animaux comme 

les fourmis, les grenouilles et les coccinelles [Mann, 19941. 
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Les alcaloïdes peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon 

l'espèce de la plante, ils s'accumulent dans les tissus périphériques, assises externes des 

écorces, des racines, des feuilles ou des fruits [Mann, 19941. Chez les végétaux, les alcaloïdes 

se trouvent se forme soluble, de sels, ou celle d'une combinaison avec les tanins LGravot, 

20091. Plus de 600 alcaloïdes ont été analysés pour leur propriétés biologique; ils peuvent 

exercer divers fonction, au niveau du système nerveux central, qu'ils soient dépresseurs 

(morphines, ou la scopolamine), ou bien stimulateurs (caféine, strychnine) [Robert et 

Win k,1999J.Certains entre eux ont des propriétés anesthésiques (cocaïne), antifibrillantes 

(quinidine), antitumorales, antipaludiques (quinine), antimicrobiennes, antihypertensives... 

[Bhat et ai, 2005 ; Bruneton, 19991. 

Sur plus de 500 000 espèces végétales poussant sur terre, dont une moitié seulement 

est répertoriées. Parmi elles, 22 000 plantes médicinales, issues de la médecine traditionnelle 

du monde, recensées par l'OMS font l'objet de plusieurs études pharmacologiques. L'activité 

antioxydante semble être l'activité la plus étudiée. Pour le traitement de stress oxydatif qui 

surviendra lorsqu'il y aura un déséquilibre dans la balance prooxydants/antioxydants en 

faveur des ERO (espèces réactives de l'oxygène) LHalliwellet al, 20041 

Au cours de ce processus, les espèces réactives de l'oxygène (ROS) libérées par 

l'organisme humain par des diverses attaques sont éliminées ou piégées ; les dommages 

causés sont réparés. Les molécules douées de telles propriétés sont les antioxydants dont le 

rôle dépasse de loin celui d'un simple piégeur ou de suppresseur de radicaux libres. Les 

radicaux libres sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) qui possèdent un ou 

plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe [Halliwellet aI, 20041, il existe deux 

sources différentes de ces radicaux libres, sources endogènes : les réactions enzymatiques, 

dont plusieurs d'entre elles sont considérées comme source principale des ROS ex ; 
NADPH 

oxydase, lipoxygénase, xanthine oxydase (enzyme du foie), et la sources exogènes : les ROS 

sont également générées sous l'effet de stress environnementaux comme la pollution, la 

consommation d'alcool ou de médicaments (leurs structures peuvent jouer le rôle d'accepteur 

et donneurs d'électron), l'exposition prolongée au soleil, l'effort intense et prolongé et le 

tabagisme ; ainsi que les facteurs interagissant lors des inflammations. Toutes ces situations 

provoquent une surproduction des ROS dans l'organisme. Ces espèces constituent l'ensemble 

des dérivés des radicaux de l'oxygène. Il existe plusieurs formes de ces espèces dont les plus 

importantes sont les suivantes: l'anion superoxyde (O2); le radical hydroxyle 0H; 
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L'oxygène singulet 02  et le radical péroxyle ROO [Madi, 20101. Les molécules qui 

contrôlent la production des radicaux libres et protègent contre les effets toxiques de 

l'oxygène sont désignées par le terme antioxydants qui peuvent être des composés 

enzymatiques (la glutathion peroxydase), des vitamines (A, C, E), oligo-éléments (le 

sélénium) et des protéines (la ferritine) [Joël et ai, 2002]. Du point de vue biologique, les 

antioxydants sont définis comme étant toute substance qui peut retarder ou empêcher 

l'oxydation des substances biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les 

radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs [Mohammedi, 20061. Ils agissent à faible 

concentration par rapport à celle du substrat oxydable, en retardant ou en inhibant 

significativement l'oxydation de ce substrat [Abuja et ai, 20011. Un composé est considéré 

antioxydant in vivo, lorsqu'il requière les propriétés suivantes : il doit réagir avec les 

métabolites réactifs de l'oxygène qui sont biologiquement toxiques, le produit de la réaction 

de l'antioxydant avec l'oxydant ne doit pas être plus toxique pour l'organisme que le 

métabolite éliminé, l'antioxydant potentiel doit être présent dans l'organisme en 

concentration suffisante, et à la demi-vie de l'antioxydant doit être suffisamment longue pour 

réagir avec l'oxydant [Ursini , 1999 ; Durackova , 20081. Les antioxydants peuvent jouer 

leur rôle à différents niveaux du processus oxydatif en neutralisant les radicaux initiateurs; 

liant les ions métalliques; neutralisant les radicaux peroxyles; et en éliminant les 

biomolécules endommagées par oxydation, ainsi que d'autres types de réactions [Baskin, et 

ai 19941. Les systèmes antioxydants sont de deux types, soit des molécules qui captent 

rapidement les ROS (antioxydants proprement dits), soit des systèmes enzymatiques 

catalysant la conversion des molécules prooxydantes [Salvayre, et ai, 20051. Selon leurs 

structures variées, et la taille de leurs molécules antioxydantes, ils peuvent être classés en 

composés à poids moléculaires élevé (H.M.W) comme les enzymes antioxydantes (SOD, 

CAT, GPx, ...), ou bien les antioxydants non enzymatiques (transferrine, albumine), et en 

composés à faible poids moléculaire (L.M.W) incluant : la vitamine C, le glutathion, l'acide 

urique, et les antioxydants lipophiles comme la vitamine E et le coenzyme Q (Tableau n°1). 

Une autre catégorie d'antioxydants, ce sont les antioxydants naturels qui incluent les 

flavonoïdes (catéchine et quercétine) ou autres phénols (l'acide ferrulique) ou les composés 

polyphénoliques. Ils sont requis par l'organisme à travers l'alimentation comme constituants 

naturels des fruits et des végétaux en exerçant une activité antioxydante significative. En 

situation physiologique, ces systèmes antioxydants ont la capacité de réguler parfaitement la 

production des ERO [Ursini, 19991. 
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Tableau n° 1: Propriétés antioxydantes de certains composés à faibles poids moléculaires. 
IBoumaza, 20091 

Antioxydant Activité antioxydante 

Vitamine E Prévention de, l'oxydation des LDL, l'athérosclérose et d'autres 
maladies cardiovasculaires. 

Vitamine C Recyclage de la vitamine E et le glutathion 

Acide lipoïque Inhibiteur de la glycooxydation, prévention de la lipodystrophie et la 
neuropathie mendiée par les ROS. 

Acide urique Puissan piégeur des radicaux: 02°,  'OH, R02° 

Sélénium Nécessaire à l'activité de nombreuses séléno enzymes antioxydantes 
GPx, TRX... 

Co enzyme Q Puissant piégeur des radicaux superoxyle, et inhibiteur de la 
peroxydation lipidique. 

Glutathion Capture des espèces radicalaires. 

Zinc Prévention des effets toxiques dus aux radicaux libres, et maintien de la 
SOD qui est un piégeur capital des ions superoxydes. 

Bilirubine 
Protection des acides gras libres et de l'albumine contre l'attaque 
radicalaire. 

13-carotènes 
Contrôlent efficacement la génération de radicaux libres notamment en 
captant l'oxygène singulet. 

Les sources d'antioxydants sont, les médicaments, l'alimentation et les plantes, en 

source alimentaire, certaines substances ingérées sont utilisées par l'organisme comme 

antioxydants. Ce sont principalement : la vitamine C, la vitamine E, le sélénium et le 13 

carotène. La vitamine C ou acide ascorbique un puissant réducteur, il joue un rôle important 

dans la régénération de la vitamine E, elle est présente dans les légumes, les choux, le 

poivron, et les agrumes [Colette, 20031. La vitamine E ou tocophérol, prévient la 

peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles, elle est 

présente dans les huiles végétales, les noix, les amandes, les graines, le lait, les oeufs et les 

légumes à feuilles vertes [Ahamet, 2003].Le sélénium, est l'oligo-élément le plus «à la 

mode» pour ses propriétés antioxydantes avérées, ses effets bénéfiques sur l'organisme ne 

sont connus que depuis un quart de siècle, il neutralise les métaux toxiques (plomb,mercure), 

avec une action préventive sur certains types de cancers [Ahamet, 20031. Le 13-carotène, 
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outre l'activité pro vitaminique A, possède la capacité de capter l'oxygène singulet. Il est 

présent dans les légumes verts, les épinards, la salade, les carottes, l'abricot, le melon, la 

papaye et d'autres fruits jaunes [Ahamet, 2003]. 

Les plantes médicinales constituant une autre source d'antioxydants d'origine 

végétales. L'activité antioxydante des flavonoïdes peut prendre plusieurs formes dans la 

régulation du stress oxydatif, vis-à-vis les effets délétères des radicaux libres. Ces composants 

peuvent intervenir en captant directement les radicaux libres, en inhibant les enzymes 

responsables de la génération des ROS, ou en captant les cations métalliques. Des études 

récentes ont montré que les flavonoïdes sont capables de piéger de nombreuses espèces 

oxydatives comme l'anion superoxyde (02), le radical hydroxyle (OH), le radical peroxyl 

(R00) ou encore l'oxygène singulet (102)  [Girotti-Chanu , 20061. Leur intérêt comme 

antioxydants se manifeste également dans le domaine de la protection contre le stress 

photooxydant cutané induit par l'exposition aux rayons solaires. Cependant, les flavonoïdes 

peuvent avoir des effets prooxydants sur les protéines et sur la péroxydation des lipides, et 

l'ADN [Aouissa, 20021. De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux, tels que le cuivre 

et fer qui, à l'état libre, peuvent être à l'origine de la production de radicaux libres 

[Puppol992 ; Van Acker et ai, 19951. Les flavonoydes sont de puissants inhibiteurs de 

l'oxydation des LDL, décrits comme responsables d'auto-oxydation et de la génération de 

ROS, comme le peroxyde d'hydrogène [Laughton et al. 1989 ; Yen et ai, 19971. 

Concernent les tanins ont de grandes capacités antioxydantes dues à leurs noyaux 

phénols [Peronny, 2005].Elles ont la particularité d'inhiber la peroxydation des lipides, en 

agissant comme donneur de proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le 

mécanisme d'auto oxydation [Perret, 20011. Les tanins hydrolysables et condensés sont 15 à 

30 fois plus efficaces que les phénols simples [Peronny, 20051. De même, il a été démontré in 

vitro que les tanins sont plus actifs que les vitamines. Des études faites montrent que les 

procyanidines Bi et B3 sont des antioxydants pour l'acide linoléique, et ils ont une activité 

antioxydante supérieure à celle de l'acide ascorbique et l'a-tocophérol. Dans une autre étude 

faite sur la propriété du piégeage radicalaire, il a été remarqué que les procyanidines 

dimériques peuvent emprisonner 8 radicaux pyroxyles alors que l'acide ascorbique 

emprisonne un seul radical, et l'a tocophérol emprisonne deux radicaux. Selon Bruneton, 

1999, les tanins hydrolysables sont des piégeurs de radicaux libres et de l'ion superoxyde. Ils 

inhibent également l'autooxydation de l'acide ascorbique; et la peroxydation lipidique des 
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mitochondries du foie et des microsomes. Ces tanins sont de très forts capteurs des radicaux 

libres, ils sont donneurs de protons aux radicaux lipidiques produits lors de la peroxydation 

d'où la formation des radicaux tanniques plus stables [Aouissa, 20021. 

De plus les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides 

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions 

structurales requises pour l'activité antiperoxydante des coumarines sont similaires à celles 

signalées pour les flavonoïdes. 

Ces dernières années, de nombreuses recherches ont attiré l'attention sur le rôle des 

antioxydants présents dans les plantes et leur implication dans la prévention de certaines 

maladies telles que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives ou encore certains 

types de cancer. Parmi les plantes à activité antioxydantes nous pouvons citer, 

Ocimumgratissimum, Mangferaindica  L (Anacardiaceae), Entadaabyssinica (Mimosaceae), 

Lawsoniainermis L. (Lythraceae)..... [Soulet et ai, 20011 

La méthode d'étude la plus utilisée dans ce domaine est l'activité antiradicalaire des 

extraits de plantes en utilisant fréquemment le test de réduction d'un radical libre le DPPH, le 

tableau n° 2 résume l'activité antiradicalaire in vitro de quelque plantes médicinales 
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Tableau 2 : Effet anti radicalaire contre le DPPH de quelque plantes médicinales 

Partie 
Effet 

I Plantes 
utilisée 

Extrait préparé antiradicalaireSur la Références 
réduction du DPPH 

Desmodiumgangeticum( Aériennes 
Hydro-alcoolique 

ic5o  = 2 mg/rnl . 
E G ovind r 
ajanet ai, Leguminaceae) (v,v) [10 mg/ml] 
20031 

Ocimumgratissimum Méthanolique25ø [Afolabil 

(Labiatae) 
Feuilles 

p.g/ml 
réduction de85% 

ai, 20071 

Entadaabyssinica Ecorce Hexanique 1G 50  = 36 ig/m1 
[Gerald et 

 
(Mimosaceae) al, 2011] 

Lawsoniainermis L. Feuilles 
Méthanolique40 

réduction de68% 
[Farrukh 

(Lythraeeae) mg/ml et ai, 20061 

Mangferaindica L. Feuilles 
Méthanolique40 

réduction de 78% 
[Farrukh 

 
(Anacardiaceae) mg/ml et al, 20061 

Punicagranatum L. Méthanolique4ø 
réduction de 76% 

[Farrukh 

(Punicaceae) Ecorce mg/ml et ai, 20061 

Trigonellafoenum- 
Feuilles 

Méthanolique40 
réduction de 57% 

[Farrukh 
graecum nig/rnl et ai, 2006] 
L. (Leguminosae)  

Acoruscalamus 
Feuillesrac 

Méthanolique 1c 50  = 20ig/rnlIC50 = [Ashadevie 

(Araceae) inc 20.8 ig/rn1 tal, 20121 

Conocarpus erectus L Fruits n-butanolique 	IC 50  = 4 .tg /ml 
[El-Sayed 

 
(Combretaceae) et ai, 20121 

En Algérie, plusieurs études sont relancées dans le cadre de l'évaluation de l'activité 

biologique de quelques plantes médicinales de la région, dont l'activité antioxydante occupe 

une place primordiale. Parmi ces plantes Zygophyllum cornutumcoss [Boumaza, 2009], 

Ranunculus repens L [Kebieche, 20091, NigellasativaL [Meziti, 2009], Thymus vulgaris, 

-- 	Rosmarinu sofficinalis [Zeghad, 20091. 

Citrullus colocynthis ou la coloquinte est largement employée en médecine 

traditionnelle par la population des diabétique, dont les graines sont couramment utilisées 

pour le traitement du diabète de type 2 dans les pays méditerranéens [Bruneton, 19961. La 

coloquinte a été classée parmi les plantes antidiabétiques les plus étudiées dans les recherches 

scientifiques entrel990 et 2000 au Maroc [Bnouham et ai, 2006]. 
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Introduction 

Ciirullus colocynthis (L.), est une plante appartenant à la famille des cucurbitacées, elle 

possède plusieurs noms vernaculaires: Handal, Hdejj, Hantal en arabe et Tabarka, Tefersite 

en berbère; coloquinte, Chicotin, en français; Colocynth et bitter cucumber, bitter apple, 

biter ground en anglais [Carter, 1997 ; Meradchiali, 1973 ;Sincich, 20021. 

Citrullus colocynthis est une plante rampante ou migrante, annuelle ou vivace herbacée, 

à tiges angulaires, rude, ramifiés rugueuses. Les feuilles sont larges de 5 à 10cm de longueur, 

rugueuses et découpé en 3 à 7 lobes [Yaniv et ai, 19991 ; les fleurs de couleur jaunes 

verdâtres monoïque à sexes, solitaire. Chaque plante produit 15 a 30 fruits sphériques appelés, 

gourdes, globuleux, d'un diamètre de 7 à 10em de diamètre, de couleur verte, deviennent 

complètement jaunes à maturité. Les fruits sont remplis d'une pulpe spongieuse de couleur 

jaune orangé très amère à cause de son contenu riche en colocynthine et colocynthéine. Les 

graines sont ovoïdes et aplaties, comestible et petites (6 cm de longueur) lisse et brunâtre à 

maturation et possédant un gout amère [Ducke, 1983, Yaniv et ai, 19991. 

La coloquinte, originaire des sols arides, est très fréquente dans les régions tropicales 

humides ou modérément sèches, elle est peu présente dans les zones tempérées [Buneton, 

19931. Elle occupe une région très vaste qui s'étend du nord-africain à l'Inde, prolongeant 

même à l'extérieur de la zone endémique de la plante, et en Europe. 

Des études phytochimiques des différents parties de la coloquinte, racine, tige, graines 

et feuilles, par des méthodes d'analyse chimiques, a révélé la présence des différentes familles 

des métabolites secondaires ; les alcaloïdes, tous les organes de la plante, sont riche en 

alcaloïdes, deux alcaloïdes; C10H15NO3 et C 1 6H24N07  sont présents dans tous les organes de 

la plante, alors qu'un troisième alcaloïde C20H32N0 est présent au niveau des graines, pulpes, 

feuilles et racines [Afifi et al ,19731. Six flavonoïdes ont été isolés à partir des différentes 

organes de la coloquinte, dont trois au niveau de la feuille : 8-c-p-hydroxybenzoyl-iso-

vitexine, 6-c-p-hydroxyl- vitexine et 8-c-p-hydroxybenzoyl-iso-vitexine-4-o-glucoside et trois 

autres au niveau du fruit : 3-méthoxy-iso-orientine, iso-orientine et iso-vitexine. [Delazar et 

ai, 2006, Maatooq et ai, 1997]. Les triterpènes tétracycliques ont été isolés à partir du fruit de 

la plante et sont 2-o-f3-D- glucopyranos curcurbitacins I, J, K et L [Seger et ai, 20051. De 

nombreux glycosides ont été identifiés à partir des différentes parties de la coloquinte; l'a-

élatrine qui est présente dans les graines, les tiges, feuilles, respectivement de l'ordre de 

0,18%, 0,17%, 0,15%. [Darwish et ai, 19741. Et un autre composés colocynthine (C56H34032) 

responsable de l'amertume de la pulpe [Duke, 20021, le j3-cistostérol-D-glucoside qui est 
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reconnu essentiellement par son effet antidiabétique, alors que les curcubitacines A et B sont 

responsables de l'activité anticancéreuse et insectifuge.plus de 20 acides aminés, libres ou non 

protéiques; dont le 3-pyrasol- 1 -yalanine (C61190 2N3) acide aminé non conventionnel, présent 

en quantité importante (7%), ces acides aminés stimulent in vitro la sécrétion de l'insuline 

dans les îlots de Langerhans, cet effet est contribué à l'effet synergique de quelques acides 

aminés notamment la leucine et l'isoleucine INmila et ai, 20001. 

Selon la bibliographie, la coloquinte a fait l'objet de plusieurs études scientifiques, 

comme le pouvoir antioxydant (free radical scavenging). Certaines études ont déterminé 

l'activité anti radicalaire des extraits de cette plante contre le DPPH. Le tableau ci-dessous 

résume ces travaux. 

Tableau n°3: Pourcentages de réduction du DPPH par certains extraits de la coloquinte 

Partie utilisée Extrait préparé Effet anti radicalaire contre le Références DPPH 

Feuilles 
Ethanol 

réduction de 82% [Thirunavukkara 

10 mg/mi su et al, 20101 

N- butanol 
Fruits réduction de 40% [Saleh et ai, 20071 

0.1 mg/MI 

Méthanol LKumar et ai, 
Fruits réduction de 88% 20081 2500 j.tg/ml 

Composés isolées: 

• Isoscoparin 1050  = 70 ltWml [Deiazar et ai, 
Fruits • Isovitexin 10 50  = 0.5tg/MI 20061 

• isoorientin 3'-0 
methyi ether 1050  = 3 ktg /ml 

Méthanol 1050  = 505 	/ml [Asghar et al 
Tiges 

Acétate d'éthyle IC 50 = 215 	g/ml 20111  

Dans le laboratoire Antibiotiques Antifongiques: Physico-chimie, synthèse, et Activités 

biologiques, les travaux réalisés par Djedidi et Sahi (2008) et Boutchiche(2011) ont révélé 
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que certains extraits de graines de la coloquinte à forte concentration présentent un effet 

antiradicalaire sur le DPPH (tableau 04). 

Tableau n° 4: Pourcentages de réduction du DPPH par les extraits de la coloquinte 

Les extraits 
des graines 

Concentrations des extraits (ig/ml) 

75 250 500 750 1000 1500 2000 

extrait aqueux 1.42 31.83 52.39 80.84 60.56 67.6 74.46 

acétate d'éthyle 26.37 61.45 81.84 91.89 82.04 86.22 88.73 

eau-méthanol 6.00 61.47 81.16 88.86 61.97 64.5 66.19 

Suivant les résultats publiés des études antérieures concernant l'activité antioxydante de 

différents extraits de la coloquinte, nous envisageons au cours de cette étude tester l'activité 

antiradicalaire des extraits de fruit de la coloquinte: Citrullus colocynthisen utilisant un 

radical libre le DPPH. Au cours de ce travail, on réalise: 

Une préparation des extraits à partir du fruit de la coloquinte. 

Une analyse phytochimique des extraits préparés en vérifiant la présence ou l'absence 

de polyphénol, flavonoïde, saponoside, tanin, les sucres réducteurs. 

Un dosage de polyphénols et de flavonoïdes totaux dans chaque extrait. 

. Une étude antiradicalaire, en tastant l'effet des extraits de la coloquinte sur la réduction 

du radical libre le DPPH. 

17 
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Matériels et méthodes 

1- Extraction 

1-1 Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude et le fruit entier de la coloquinte 

(Citrullus colocynthis), récolté en mois de Novembre 2011 dans la région d'Ain Sefra wilaya 

de Naâma. Au laboratoire, les fruits sont séchés à l'air libre pendant quelques semaines. 

Figure n°1 : Fruit de Citrullus colocynthis 

1-2 Dégraissage du matériel végétal: 

Afin de déterminer le taux de lipides dans le fruit entier de la coloquinte nous avons 

procéder à un dégraissage du matériel végétal (fruits concassé) en utilisant le soxhlet pendant 

3 heures en présence d'éther de pétrole (figure n° 2). 

Entrée d'eau 

Réfrigérant 

Ballon rodé 

Sortie d'eau 

soxhiet 

Cartouche 

Chauffe ballon 

Figure n°2 : Montage de dispositif du dégraissage des fruits de Cittrullus colocynthis. 
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1-3 Préparation de l'extrait aqueux (AQ) 

Suivant le mode de préparation traditionnelle de l'extrait aqueux de la coloquinte, l'extrait aqueux est 

préparé comme suit: 

• 30g de fruits entiers (épicarpe, graine, écorce) sont mises en infusion dans de l'eau 

distillée (300 mL) pendant 1 heure à 50°C 

• L'ensemble est porté à ébullition sous reflux avec agitation pendant 15 min 

(figure n° 3); 

. La solution obtenue est filtrée; 

• Evaporation à sec du filtrat; 

Récupération du produit 

Réfrigérant 

Entrée d'eau 

Sortie d'eau 

Erlen rodé 
(échantillon+solvant) 	 Plaque chauffante 

- 	 et agitatrice 

Figure n°3: Montage de dispositif pour extraction sous reflux à chaud. 

1-4 Préparation de l'extrait eau-méthanol (ENI) 

• Extraction deux fois sous reflux et à chaud, pendant 3 heures, de 30 g de fruits entiers 

en présence de 200 ml de mélange eau / méthanol (20 / 80) (figure n 03); 

• Filtration de la solution; 

• Evaporation à sec du filtrat par le rotavapor (figure n°4); 

• Récupération du produit sur les parois du ballon d'évaporation. 
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Réfrigérant 

Ballon de récupération 
du solvant 

Ballon rodé 
(échantillon+solvant) 

Bain marie 

Figure n° 4 : Montage de dispositif de rotavapor. 

1-5 Préparation de l'extrait acétate d'éthyle (AE) 

Cet extrait est récupéré à partir de l'extrait eau-méthanol (EM) après extraction et 

concentration au rotavapor, c'est-à-dire on élimine le méthanol et on récupère la phase 

aqueuse, cette dernière est traitée par une extraction liquide-liquide en utilisant: 

V' Hexane (VI V) pour éliminer le maximum de graisses restantes et des 

pigments (chlorophylle); 

V' Récupération de la phase aqueuse et extraction par acétate d'éthyle (VI V) 2 fois 

(figure n° 5) ; 

V' Evaporation à sec de phases organique d'acétate d'éthyle à 70°C (figure 4) ; 

s" Le produit est récupéré sur les parois du ballon d'évaporation. 

Ampoule à décanter 

Phase aqueuse à 
extraire 

Statif 

Phase organique 
d'acétate d'éthyle 

Figure n05 : Montage de dispositif d'extraction liquide- liquide. 
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1-6 Préparation de l'extrait n-butanol (n-B) 

La préparation de cet extrait se fait de la même manière que celle de l'extrait acétate 

d'éthyle seulement, après traitement par l'acétate d'éthyle, la phase aqueuse récupérée sera 

traitée avec le n-butanol (extraction 2 fois VI V), suivie par une distillation (figure n° 6) ; Le 

produit est récupéré sous forme de culot après centrifugation à 3000 tr pendant 10 min. 

Réfrigérant 
4 -Colonne de distillation 

Erlen de récupération 
du solvant 

Ballon rodé 

Statif 	 N"M 	Chauffe ballon 

Figure n° 6 : Montage de dispositif de la distillation 
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Matériel végétal, 30g (fruits de la 
coloquinte concassés) 

Eau / MeOH (20/80) 

Extraction à chaud sous reflux à 250°/3h 

Filtration 

Solution eau-méthanol 

Extraction 
liquide-liquide 
	

Evaporation à sec 

Phase organique 

Hexane (V/V) 	I 	 Extrait eau-méthanol 
Evaporation à sec 
	

(EM) 
Phase aqueuse 
Extraction 
liquide-liquide 

4. 
Acétate d'éthyle 

f Extrait héxanique f 
Phase organique 

Evaporation à sec 

Phase aqueuse 
Extraction 
	

I Extrait Acétate d'éthyle (AE) I 
liquide-liquide 

Phase organique 
n-butanol 

Evaporation à sec 

Extrait n-butanol (n-if) 

Phase aqueuse 

Figure n°7: Schéma explicatif pour préparation des extraits organiques à partir du fruit de la 
coloquinte. 
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2-Tests phytochimiques 

Un criblage phytochimique est réalisé dans les extraits préparés, afin de mettre en 

évidence la présence ou l'absence de certains composés chimiques. 

$ Les flavonoïdes 

Traiter 5 ml de chaque extrait (aqueux, eau-méthanol, acétate d'éthyle et n-butanol) avec 

quelques gouttes d'HCI concentré, ajouter quelques milligrammes de tournures de 

magnésium. La présence des flavomoïdes est confirmée par l'apparition d'une couleur rouge 

ou orange 

Les tanins 

A 2 ml de chaque extrait, on ajoute 2 à 3 gouttes de la solution de FeCl3 à 1%. Après 

quelques minutes d'incubation, un test positif est révélé par l'apparition d'une couleur bleu ou 

verte foncée. 

4 Les saponosides réaction de Libermann-Burchard 

A 5 ml de chaque extrait (aqueux, eau-méthanol, acétate d'éthyle et n-butanol), on ajoute 

5 ml d'anhydride acétique et plus de 20 gouttes d'H2SO 4  concentré. Les stéroïdes donnent 

avec cette réaction une coloration violacée virant au vert ou une couleur rouge-marron de la 

couche d'interface indique la présence de saponosides triterpèniques. 

Les terpenoïdes 

Traiter 5 ml de chaque extrait avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d' H2SO4 concentrée, la 

présence de terpenoïdes est révélée par l'apparition de deux phases et une couleur marron en 

interphase. 

• Les coumarines 

Solubiliser quelques milligrammes de chaque extrait préparé dans 2m1 d'eau chaude, la 

solution obtenue est divisée en deux parties égales dont: 

-La première représente le témoin 

-La deuxième est traitée avec 0.5 ml de NH40H à 10%. 

L'examen est réalisé sous la lumière ultraviolette et l'apparition d'une fluorescence 

intense révèle la présence de coumarines. 
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• Les quinones libres 

A un volume de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH à 1%. L'apparition 

d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres. 

• Les alcaloïdes 

Trois réactifs sont utilisés : réactif de Mayer, réactif de Wagner et réactif de Dragendroff 

qui sont préparés comme suit: 

> Réactif de Mayer: dissoudre 1.358 g d'HgC12 dans 60 ml d'eau distillée puis 5g de 

KI dans 10 ml d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total à 

lOOml 

> Réactif de Wagner: dans 75 ml d'eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de 1 21e 

volume obtenu est ajusté à 100 ml avec l'eau distillée. 

A 0.2 ml de chaque extrait (aqueux, eau-méthanol, acétate d'éthyle et n-butanol), on 

ajoute 5 ml d'HCl à 1%, incubation au bain marie, on divise chaque extrait en trois parties 

puis on ajoute au premier le réactif de Mayer, au second le réactif de Wagner. La formation 

d'un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloïdes 

• Les anthraguinones 

A 10 ml de chaque extrait, on ajoute 5 ml de NH 40H à 10% et on agite. L'apparition de 

couleur violette indique un test positif 

• Les sucres réducteurs 

On ajoute à 5 ml de chaque extrait chauffé au bain marie, lml de liqueur Fehling. Un test 

positif est indiqué par l'apparition d'un précipité de couleur rouge brique. 

• Les amines 

On applique sur papier filtre une goutte de chaque extrait, après séchage à 80°c (à 

l'étuve), le papier est pulvérisé avec une solution de la ninhydrine. Le papier est séché à 

l'étuve (110°c) pendant 5 min. La présence des amines est observée sous forme d'une tache 

violette. 
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3- Dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux 

3-1 Préparation des extraits pour le dosage 

> L'extrait aqueux est préparé dans l'eau distillée à une concentration de 10 mg/ml. 

> L'extrait eau-méthanol est dissout dans un mélange eau- méthanol (20/80) à une 

concentration de 10 mg/ml. 

Les extraits acétate d'éthyle et n-butanol sont solubilisés dans le méthanol à une 

concentration de 10 mg/ml. 

3-2 Dosage des polyphénols [Vermerius et Nicholson, 2006 ; Boizot et charpentier, 20061 

O Principe 

La quantification de polyphénols totaux est réalisée par une méthode à base de Folin 

Ciocalteu, ce dernier est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW 1 2040) et 

d'acide phosphomolybdique (H3PM0 12040). Lors de l'oxydation de phénols, il est réduit en 

un mélange d'oxyde bleu de tungstène et de molybdène. La coloration produite dont 

l'absorption maximale comprise entre 725 et 760 nm, est proportionnelle à la quantité de 

polyphénols présente dans les extraits végétaux. 

O Mode opératoire (tableau n°5) 

> 0,1 ml d'échantillon de chaque extrait sont mélangés avec 2 ml d'une solution de 

carbonate de sodium à 2%; 

> Agitation des tubes; 

> 1ére incubation pendant 5 minutes à température ambiante; 

> Ajouter 100 .il du réactif Folin Ciocalteu à 0.2 N; 

> 2 	incubation pendant 30 minutes à température ambiante et à l'abri de la lumière; 

> La lecture se fait à 700 nm contre le blanc (tableau n°5); 

Une gamme étalon est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant l'acide gallique comme contrôle positif à différentes concentrations final (2,27 / 4,54 

/ 9,1 / 13,63 / 18,18 / 22,72 / 27,27 .xg/ml). 
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Tableau n°5: Dosage de polyphénols du fruit de la coloquinte 

Concentration de l'acide gallique 50 100 200 300 400 500 600 (tg/ml) 

Volume de l'acide gallique (ml) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

E 
Aqueux 0.1 

Eau-méthanol 0.1 

Acétate d'éthyle 0.1 

n-butanol 0.1 

Blanc avec MeOH 0.1 

NaCO3 (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

1 
ère 

 Incubation pendant 5 min à température ambiante 

FolinCiocalteu(ixl) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

2ème Incubation pendant 30 min à température ambiante et à l'obscurité 

Lecture au spectrophotomètre à 700 nm 

La concentration des polyphénols totaux présents dans nos échantillons, exprimée en 

.tg Eq d'acide gallique/ mg d'extrait est calculée selon la formule suivante: 

[_[Polyphénols] a .f 
I C 

'i a: concentration des polyphénols (j.ig! ml) déterminée à partir de la courbe étalon. 

f: facteur de dilution (x22). 

' C : concentration initial de chaque extrait (10 mg/ml). 

3-3 Dosage de flavonoïdes totaux [Zhishen et al, 19991 in [Ardestani et Yazdanparast, 
2007] 

O Principe 

La quantification du taux de flavonoïde est estimée par la méthode colorimétrique au 

trichlorure d'aluminium (A1C13) et la soude (NaOH). Le trichlorure d'aluminium forme un 

complexe jaune avec les flavonoïdes, et la soude forme un complexe de couleur rose qui 

adsorbe dans le visible à 510 nm. 
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O Mode opératoire (tableau n 16) 

500 p.l de chaque extrait ou de catéchine sont mélangés avec 2 ml d'eau distillée; 

Ajouter 150 tl d'une solution de nitrite de sodium (NaNO2) à 15 %. 

l é" incubation 6 minutes à température ambiante; 

Ajouter 150 pi de chlorure d'aluminium (A1CI3,6F120) à 10%; 

2 incubation 6 minutes à température ambiante; 

Ajouter 2 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) à 4 %; 

' Le volume totale est complété à 5 ml avec l'eau distillée; 

Agiter et incuber pendant 15 minutes; 

La lecture se fait à 510 nm contre le blanc; 

Une gamme étalon est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant la catéchine comme contrôle positif à différentes concentrations finales (5, 10, 20, 30, 

40, 50, 60 tg/m1). 

Tableau n°6: Dosage de flavonoïdes totaux du fruit de la coloquinte 

Concentration de la 50 100 200 300 400 500 600 Catéchine (p.gImI) 

Volume de la Catéchine 
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 (ml) 

Aqueux 0.5 

Eau-méthanol 0.5 

" Acétate d'éthyle 0.5 

- - n-butanol 0.5 

Blanc avec MeOH 0.5 

Eau distillé (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

NaNO 2  (ml) 0,15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 

1ère Incubation pendant 6 min à température ambiante 

AICI 3  (ml) 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 

Incubation pendant 6 min d'incubation à température ambiante 

NaOH(ml) 1 	2 1 	2 1 	2 1 	2 1 	2 1 	2 1 	2 1 	2 1 	2 2 2 2 

Compléter le volume à 5 ml et incubation pendant 15 min 

Lecture au spectrophotomètre à 510 nm 
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La concentration des flavonoïdes présents dans nos échantillons exprimée en p.g Eq de 
catéchine/ mg d'extrait est calculée selon la formule suivante 

[_[Flavonoïdes]= a .f/ C 

' a: concentration des flavonoïdes Q.tg / ml) déterminée à partir de courbe étalon. 

f: facteur de dilution (x  10). 

' b : concentration initial de chaque extrait (1 OmgIml). 

4- Chromatographie sur couche mince 

4-1 Principe de la méthode 

Cette partie de notre travaille nous permettra de procéder à un fractionnement de nos 

extraits, qui sont des extraits brut contenant plusieurs composants, dans ce but nous nous 

somme basés sur la CCM comme technique d'analyse qualitative afin de nous orienter sur la 

composition des extraits de fruit de la coloquinte en utilisant certains étalons comme l'acide 

gallique, myrcétine, catéchine et le quercétine. Les essais de CCM sont réalisés sur les quatre 

extraits : aqueux, eau-méthanol, n-butanol et acétate d'éthyle. 

4-2 Mode opératoire 

4-2-1 Préparation des extraits 

lmg de chaque extrait est solubilisé, dans 3m1 d'eau distillée pour l'extrait aqueux, et 

dans un mélange eau-méthanol (1/2, V/V) pour l'extrait eau-méthanol, alors que l'extrait, 

acétate d'éthyle a été solubilisé dans 1 ml de méthanol et n-butanol (1/2, V/V). 

Les témoins utilisés sont : la myrcétine, la catéchine, l'acide gallique et la quercétine, 

préparés à 0,1% dans le méthanol. 

Pour cette analyse nous avons utilisé des plaques de verre (0,1 mm) en gel de silice 10 xlO 

cm; (G60), fluorescente (fluka); 
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4-2-2 Choix de la phase mobile 

Plusieurs systèmes de solvants, utilisés en bibliographie, ont été employés pour 

mieux séparer les différents composés polyphénoliques éventuellement présents dans nos 

quatre extraits 

1 Eau : Méthanol (20/80), (30/70), (40/60). 

V' n-butanol : Acide acétique : Eau ou BAW, (40/50/10). 

V' Chloroforme : Méthanol : Eau (70/15/0.2), (60/25/0,2), (50/50/0.2), (40/60/0,2), 

V' Chloroforme : Méthanol (40/60), (60/40). 

V' Chloroforme: Méthanol: Acétate d'éthyle: Eau (30/40/30/0.2), (65/30/15/0.2), 

(75/20/5/0.2), (20/60/20/0.2), (20/50/30/0.2), (30/50/20/0.2). 

V' Chloroforme: Méthanol: Acétate d'éthyle: Acide acétique : Eau (60/25/10/5/0.2), 

(60/30/5/5/0.2). 

V' Chloroforme : Méthanol : Acide acétique : Eau (65/30/5/0.2), 

V' Acétate d'éthyle : Acide formique : Eau (8/1/1) 

V' Acétate d'éthyle : chloroforme: Méthanol (80/23,5/20), (60/23.5/40), (65/28.5/50). 

4-3 Révélation 

Après migration du système sur la plaque CCM, on procède à la révélation des 

chromatogrammes sous une lampe UV à 254 nm et à 366 nm. 

L'interprétation qualitative des chromatogrammes s'effectue par la détermination des 

facteurs de rétention Rf, Le rapport frontal calculé selon la formule suivante, 

	

Rf = 
X 
	

Distance parcourue par la substance 

	

Y 	Distance parcourue par le solvant 
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5- Le pouvoir réducteur de Citruilus colocynthis 

5-1 Principe de la méthode 

Pour évaluer l'activité antiradicalaire, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2-

diphényl- 1 -picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par [Sanchez et al, 1998]. Dans ce test 

les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl- 1 -picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un 

composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine; dont l'intensité de la couleur est inversement 

proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le milieu à donner des protons. 

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical azoté stable disponible 

commercialement sous la forme d'un solide. Lorsqu'il est mis en solution dans l'éthanol, le 

radical DPPH est caractérisé par un maximum d'absorbance à 515 nm. Le DPPH réagit avec 

un antioxydant par arrachement d'un hydrogène, il se forme alors la 2,2-diphénylhydrazine 

DPPH2 (figure n 08). Ce produit de la réaction ne possède plus de bande d'absorption autour 

de 515 nm. Ce test consiste donc à suivre la variation de l'absorbance à 515 nm, 

caractéristique du radical DPPH, en présence du composé étudié. 

RHR 

NO2 / 

02N —Ç / N-I1 

NO2 ô 

DPPH 

'mac = 515 nm 

02N—C M-N 

NO2 ~D 
DPPH2 

Figure n°8 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et ai, 1995). 

5-2 Mode opératoire 

y' Préparation du DPPH d'une concentration de 0.025 mg /ml de méthanol, 

V' Préparation de la gamme dans le méthanol de chaque extrait à différentes 

concentrations (1, 2, 4, 6, 1, 20, 30 mg/ml), 

V' A 1950 tl de la solution du DPPH on ajoute 50 tl ml de chaque extrait à différentes 

concentrations (1, 2, 4, 6, 10, 20, 30 mg/ml), 

V' Préparation du tube blanc pour chaque concentration, à 1950 .tl de la solution du 

méthanol on ajoute 50 pi ml de chaque extrait 
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V Préparation du tube contrôl négatif, on mélangeant 50p1 du méthanol avec 1950 jil de 

la solution du DPPH, 

y' Le blanc de l'appareil est le méthanol 2 ml, 

V Incubation 30 min à température ambiante, à l'obscurité, 

Après 30 min,l'absorbance est mesurée à 517 nm, comparée aux standards qui contient 

l'acide ascorbique à différentes concentrations (20, 40 ,60 ,80 .tg/ml) 

Tableau n°7: Mode opératoire pour déterminé l'activité antiradicalaire du fruit de la 
coloquinte 

Concentration de l'acide 
0,01 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.2 0.3 ascorbique (mg/ml) 

Volume de l'acide ascorbique 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 
(ml) 

. Aqueux 0 .05 

Eau-méthanol 
0.05 

. 	 . Acétate d'éthyle 0.05 

n-butanol 0.05 

Control positif o 
MeOH (ml) 

Volume de DPPH (ml) 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 

Incubation pendant 30 min à température ambiante et à l'obscurité 

Lecture au spectrophotomètre à 517 nm 

5-3 Expression des résultats 

5-3-1 Pourcentage de réduction du DPPH 

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures 

obtenues. Pour chaque extrait nous avons déterminé le pourcentage de réduction du DPPH 

selon la formule suivante [Yen et ai, 19941 

(Do contr Omin) - (Do éch 30min) 
DPPH (%) = 	 X 100 

(Do contr Omin) 

DPPH (%) : Pourcentage de réduction ou d'inhibition du DPPH. 
DO cont à t0,: Densité optique du DPPH à tO 
DO éch à t30 	Densité optique 30min après avoir ajouté l'extrait. 
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5-3-2 Détermination IC50 

La valeur 1050 est la concentration du substrat qui assure la réduction de 50% de 

l'activité du DPPH déterminée graphiquement [Samarth et ai, 20081. 

5-3-3 Détermination l'activité antiradicalaire (Scavenging activity) (AAR) 

Les résultats peuvent être aussi exprimés en puissance antiradicalaire [Brandwilliams 
et ai, 19951. 

L'activité antiradicalaire est déterminée, en calculant l'inverse des valeurs des 1050 

IMaisuthisakul et ai, 20071. 

L ARP — 1/1C50 /Icso 

ARP : Puissance anti radicalaire 
1050 : Concentration de l'extrait nécessaire pour réduire à 50% la concentration initiale du radical DPPH. 
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Résultats et interprétation 

1-Extractions 

1-1 Détermination du taux de lipides 

Le dégraissage du fruit de la coloquinte a permis l'élimination de 8.6 % de matière 

grasse. 

1-2 Détermination du rendement des extraits du fruit de la coloquinte 

Après extraction, récupération des extraits sous forme de poudre ou pate, de couleurs 

différentes avec des rendements variables, le tableau n°8 résume les caractéristiques de 

chacun de ces produits. 

Tableau n°8: Quelques caractéristiques des extraits préparés à partir de fruit de la 
coloquinte (Citrullus colocynthis). 

Caractéristiques Masse (g) Aspect Couleurs 
Rendement Solubilité 

Extrait aqueux 1,7 Poudre Jaune claire 5,7 
Eau 

(AQ) 

Extrait Marron 
eau-méthanol 1.96 Poudre foncé 

6.73 Méthanol —Eau 
(EM)  

Extrait acétate 1.05 Poudre Jaune claire 3.50 Méthanol 
d'éthyle (AE) 

Extrait n-butanol 1.19 Poudre Marron 4.00 
Méthanol-Eau 

(n-B) orangé 
Eau 

Hexane Produit 
Vert claire - - 

(EH) - Hygroscopique 

Selon le tableau n°  8, on remarque que la plus part de nos extraits ont été récupérés 

sous forme de poudre de couleur différente, à l'exception de l'extrait hexanique qui présente 

l'aspect hygroscopique. L'extrait eau-méthanol présente le rendement d'extraction le plus 

élevé, il est de 6.73 %, suivie par l'extrait aqueux 5.7 %, alors que les extraits acétate d'éthyle 

et n-butanol présentent de faible rendement 3.5 % et 4 % respectivement. 

De plus ces extraits présentent une bonne solubilité dans le mélange méthanol-eau et 

dans le méthanol, à l'exception de l'extrait aqueux qui est soluble uniquement dans l'eau. 

JJ 
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2- Les tests phytochimiques 

Les tests phytochimques consistent à détecter les différentes familles de composés 

existantes dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de caractérisation. 

Ces réactions sont basées sur des phénomènes de précipitation ou de coloration par des 

réactifs spécifiques à chaque famille de composé. Les résultats obtenus sont représentés dans 

le tableau n 09. 

Tableau n° 9: Résultats des tests phytochimiques d'extraits de fruit de la coloquinte. 

Les composés Extrait aqueux Extrait Extrait Extrait Extrait 
eau-méthanol acétate d'éthyle n-butanol llexane 

Les flavonoïdes 
+ (Jaune + (Orange clair) + (Orange clair) ++ (Orange) - 

clair)  

Galliques - - - - - 

Cathéchiques - + + ++ - 

Mayer + - - ++ 
ri 

:9 
:2 

Wagner +++ + + +++ - 

triterpéniques  
___________  

++ I - o 
Stéroïdiennes (Interphase - - 	 - 

rouge)  
+++ 

Terpénoïdes +++ + 1 	(Interphase 
marron) 

Coumarines 
++ + 	(Faible +++ + - 

(Fluorescence) fluorescence) (Fluorescence) 

Les quinones libres - ++ (Jaune foncé) ++ + - 

+ (vert 
Les anthraquinones - - fluorescence) - - 

Les sucres réducteurs +++ +++ + + - 

Les amines 
+++ (Violet 1 	++ (Violet - ++ (violet clair)] - 

foncé) clair)  ________________ _______________ 

(+++): Test fortement positif. 	(++): Test positif. 

(+) : Test faiblement positif. 	 (-) 
: Test négatif. 
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Selon les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessus, on constate l'absence totale 

des anthraquinones, saponosides triterpéniques, et les tanins galliques dans les quatre extraits. 

Seul l'extrait héxanique présente un test fortement positif dans la classe de saponosides 

triterpéniques. 

Par contre on note un test positif (++) des tanins catéchiques pour l'extrait n-butanol et 

faiblement positif pour les extraits eau-méthanol (EM) et acétate d'éthyle (AE), avec une 

absence total dans les extraits aqueux, héxanique. Concernent les alcaloïdes on note un test 

positif seulement pour les extraits aqueux et n-butanol. 

Alors que les flavonoïdes sont présents dans tous les extraits, et en forte quantité dans 

l'extrait n-butanol. De plus les saponosides stéroïdiens sont présent seulement dans l'extrait 

aqueux. 

Les quinones libres sont absentes dans l'extrait aqueux et héxanique se trouvent en 

quantité remarquable dans les autres extraits. On note également la présence des coumarines 

dans tous nos extraits, mais en forte quantité dans l'extrait acétate d'éthyle. Les sucres 

réducteurs sont présents en forte quantité dans l'extrait aqueux, eau-méthanol et faiblement 

positif dans les autres extraits (n-butanol, et l'extrait acétate d'éthyle), avec absence totale 

pour l'extrait héxanique 

Les tests phytochimiques révèlent aussi un test fortement positif des amines dans les 

extraits : aqueux, eau-méthanol, et n-butanol, avec une absence totale dans l'extrait acétate 

d'éthyle et héxanique. 

3- Dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux 

Les teneurs en polyphénols totaux des espèces étudiées ont été déterminées en 

utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu, ce dernier forme un complexe rédox avec l'acide 

phosphotungstique (H3 PW 12040) et l'acide phosphomolybdique (H3 PMO 12040) lors de 

l'oxydation des phénols. 

Les résultats du dosage des polyphénols et flavonoïdes totaux dans nos extraits sont 

représentés dans le tableau n°10. Les courbes étalons de l'acide gallique et la catéchine sont 

représentés dans les figures 9, 10 respectivement. 
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y = 0,026x 0,70 	 Tî 	1T1 - - R 2 =0991 
0,60 	----f 	i----- 

::::: :t 
,m 0,30 - 

0,00 -IL 	- 1 	Acide gallique 
mg/ml 

0 	5 	10 	15 	20 	25 

Figure 1109:  Courbe étalon de l'acide gallique. 

• 1  y=0,OlOx 
r ____________ 

R' 	0,994 

E 	0,80 

I.', 	' ,....,• 

0,40  

0,20 
-y --  - 	 ------------ 

0,00  Catéchine 
mg/MI 

0 	 50 100 150 

Figure n°10: Courbe étalon de la catéchine. 
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Tableau n°10 : Résultats du dosage de polyphénols et de flavonoïdes totaux dans les 
extraits de fruit de Citrullus colocynthis. 

Polyphénols flavonoïdes totaux 
Qtg.Eq acide (tg.Eq acide (tg.Eq catéchine/ 

(.tg Eq catéchine/ 
gallique/mg gallique/100g mg d'extrait) 

100 g de matière 
d'extrait) de matière végétale) végétale) 

Aaqueux 41,34 235,66 11,95 68,16 

Eau-méthanol 34,59 232,83 14,68 98,84 

Acétate d'éthyle 30,95 108,34 21,42 74,97 

n-butanol 47,13 188,53 35,68 142,75 

Les résultats du dosage des polyphénols totaux révèlent que l'extrait n-butanol est 

riche en composés phénoliques avec un taux de 47.134 p.g équivalent d'acide gallique par mg 

d'extrait, suivie par l'extrait aqueux 4l,34ig.Eq acide gallique /mg d'extrait, pour l'extrait 

eau-méthanol renferme 34,59tg.Eq acide gallique /mg d'extrait, tendis que l'extrait acétate 

d'éthyle ne contient que 30,95 ig.Eq acide gallique/ mg d'extrait. 

Le dosage de flavonoïdes totaux montre que la teneure la plus élevée est celle de 

l'extrait n-butanol, il renferme 35.68 j.ig.Eq catéchine!mg d'extrait, l'extrait acétate d'éthyle 

contient 21,42 p.g.Eq catéchine/ mg de d'extrait pour l'extrait eau-méthanol 14,68 p.g.Eq 

catéchine/mg d'extrait, alors que l'extrait aqueux contient une faible teneure en flavonoïdes 

11,95 jig.Eq catéchine/mg d'extrait. 

4- chromatographie sur couche mince 

Pour une caractérisation partielle des extraits préparés (aqueux, eau-méthanol, acétate 

d'éthyle, n-butanol), une chromatographie sur couche mince a été réalisée, en utilisant 

plusieurs systèmes éluants de polarité différentes, ainsi que certains standards comme la 

myricétine, la catéchine, l'acide gallique et la quercétine, les résultats obtenus sont illustrés 

dans le tableau n°11. 
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Tableau n° 11: Résultats de quelques analyses chromatographiques (CCM) des 
différents extraits de fruit de la coloquinte à 254 mn. 

Extraits Témoins 

Système (V/V) AQ EM AE n-B Rf 

R  Cat Myr AG QU 

(40/60) 0,95 0,96 0,96 0,96 0,98 0,95 0,71 0,73 

(20/80) 0,92 0,92 0,92 0,91 0,92 0,88 0,82 0,82 

(30/70) 0,94 0,93 0,94 0.94 0,95 0,91 0,74 0,8 

o (60/40) 
0, 93 

0,92 0,94 0,92 0,87 0,76 0,92 0.88 

(40/60) 0,90 0,90 0,90 0,99 0,88 0,80 0,88 0,87 
ç) 

(40/60/0.2) 0,94 0,94 0,94 0,94 0,92 0,75 0,94 0,92 

0,89 0,71 

(60/25/0.2) 
0, 93 

082 
0,96 

0, 77 
0,83 0.66 0,96 0,91 

0,98 0 ,83 
 0,99 

0,96  
o 

(50/50/0.2) 0,94 0,92 0,89 0,92 0,88 0,75 0,92 0,89 

ç) 
0,09 

(70/15/0.1) 0,11 0,17 
0,21 

 0,22 0,22 
0,25 0,09 0,07 0,45 0,30 

0,34 0,26 0,28 
0,31 

 0,32 0,59 
0,40 

0,43 0,70 
0,84 

0,44 
0, 48 

0,48 

(65/30/15/0,2) 
0,49 0,47 

0, 50 
0,55 

0,50 
0,47 0,28 0,73 0,60 

0,55 0,52 
0,61 

0,56 
0,59 

0,79 
0,61 

0,87 
(20/50/30/0,2) 0,93 0,86 0,88 0,95 0,81 0,95 0,93 

(20/60/20/0,2) 0,74 0,92 0,86 0,88 0,90 0,79 0,93 0,93 

(30/40/30/0,2) 0,69 
0,82 

0,77 0,80 0,64 0,94 0,93 
0,95 

(30/50/20/0,2) 0,91 0,89 0,82 0,93 0,94 0,81 0,98 0,96 

(75/20/5/0,2) 
0,45 0,44 

0, 42 
0,53 

0,36 
0,32 0,27 0,60 0,48 

0,55 0,48 
0,73 

0,44 
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0,54 
0,47 0,40 

V 

(60/25/10/5/0,2) 
0,67 
0,71 

0,58 
0,57 
0,63 

0,53 
0,56 0,53 0,55 0,81 0,71 

0,65 
0,72 0,63 

0,74 
0,88 0,70 

0,75 0,64 0,56 
- 0,81 0,80 0,73 0,71 
Q Q (60/30/5/5/0,2) 

0,83 0,88 0,75 0,74 0,69 0,67 0,88 0,78 
Q 0,80 0,80 

0,83 0,88 

(65/3015 /0,2) 0,94 0,94 0,93 0,92 0,93 0,87 0,93 0,92 

Q 

0,42 
0,43 

0,43 
0,38 0,45 

0,46 
Q 

(8/1/1) 0,60 
0,42 0,54 

0,57 0,96 0,93 0,95 0,96 
0,52 0,56 

0,68 
0,64 0,68 

0,73 
0,85 

0,42 0,43 0,43 
- (80/23,5/20) 0,60 0,48 0,48 0,46 0,81 0,78 0,90 0,85 

0,62 0,60 0,60  

0 (60/23,5/40) 0,91 0,90 
0,90 

0,90 
- 

0.92 0,87 0,95 0.92 

0,84 0,84 
0,75 

(65/28,5/50) 0,81 0,84 0.90 0,81 0,93 0,89 
0,89 0,89 

0,87 0,89  
0 ,76 0,69 

 0,78 0,76 
0,80 0,73 0,93 0,92 0,95 0,92 

(40/50/10) 0,81 0,81 
0 ,84 

0,85 0,85 
0,76 

 
0,87 0,81  

Rf: Rapport frontale. 
EtOAc : Acétate d'éthyle 
MeOH : Méthanol 
Cat: Catéchine (Jaune orangé à 254 nm) 
Myr: Myrcétine (Jaune à 254 nm) 
AG Acide gallique (couleur foncé à 254 nm) 
QU : Quercétine (Jaune clair à 254 nm) 

BAW : n-butanol /acide acétique/eau 
CHCI3 : Chloroforme 

CH202 : Acide formique 	CH3COOH : Acide acétique 
AQ : Extrait aqueux 

EM: Extrait eau-méthanol 
AE Extrait acétate d'éthyle 
n-B : Extrait n-butanol 



Résultats et interprétation 

A- Plaque CCM (254 nm) au système acétate d'éthyle/chloroforme/méthanol 
(80/23,5/20). 

B-Plaque CCM (254 nm) au système Chloroforme: Méthanol: Acétate 
d'éthyle: Acide acétique: Eau (60/30/5/5/0.2). 

C-Plaque CCM (254 nm) au système Chloroforme: Méthanol : Acétate 

d'éthyle : Acide acétique : Eau (60/25/10/5/0.2). 

40 



Résultats et interprétation 

D- Plaque CCM (254 nm) au système Chloroforme: Méthanol : Acétate 
d'éthyle : Eau (75/20/5/0.2), 

E- Plaque CCM (254 nm) au système Chloroforme: Méthanol: Acétate 

d'éthyle : Eau (65/30/15/0.2) 

F- Plaque CCM (254 nm) au système Chloroforme : Méthanol : Eau (40/60/0.2) 41 
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G -Plaque CCM (254 nm) au système Chloroforme: Méthanol: Eau (70/15/0.2) 

I- Plaque CCM (254 nm) au système Acétate d'éthyle : Acide formique: Eau 

(8/1/1) 
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J- Plaque CCM (254 nm) au système n-butanol : acide acétique: Eau (40/50/10) 

Figure 11: Séparation des extraits de la coloquinte sur CCM. 

AQ: Extrait aqueux 	 Cat: Catéchine (Jaune orangé à 254 nm) 

EM : Extrait eau-méthanol 	 Myr: Myrcétine (Jaune à 254 nm) 

AE : Extrait acétate d'éthyle 	 AG : Acide gallique (couleur foncé à 254 nm) 

n-B: Extrait n-butanol 	 QU : Quercétine (Jaune clair à 254 nm) 

Après révélation sous lampe UV à 254 nm et comparaison des Rf des différentes taches 

obtenues avec celles des témoins utilisés, on constate que 

Afin de permettre une meilleure séparation des composés phénoliques on a essayé de 

diminuer la polarité de ce solvant; pour cela nous avons choisis les proportions 

chloroforme/méthanol/eau (70/15/0,1) on a obtenu une seule tache dans l'extrait aqueux et 

plusieurs taches dans les extraits eau-méthanol, acétate d'éthyle et n-butanol. Deux taches aux 

Rf 0.09, 0.31 présente dans l'extrait n-butanol peut correspondre à la catéchine, et le 

quercétine, aucun Rf des autres extraits ne correspond aux témoins. Ces extraits sont 

insolubles dans ce système d'où une mauvaise solubilité, et une mauvaise migration des 

extrait dans la ligne de dépôts. De même, le système aux proportions 60/25/0.1, n'a donnée 

aucune tache pour l'extrait aqueux et trois taches pour les extraits eau-méthanol, acétate 

d'éthyle et quatre taches pour l'extrait n-butanol. Une taches aux Rf 0.96 présente dans les 

extraits acétate d'éthyle et n-butanol peut correspondre à l'acide gallique, et la tache au Rf 

0.83 présente dans les extraits: n-butanol et l'acétate d'éthyle peut correspondre à la 

catéchine. 
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Un autre système à base chloroforme/méthanol/ acétate d'éthyle/acide acétique/eau 

(60/25/10/5/0.2) a permis de séparer quatre taches pour l'extrait eau-méthanol, 5 taches au 

niveau de l'extrait acétate d'éthyle et n- butanol, ainsi que 2 taches pour l'extrait aqueux 

(figure 11-C) dont l'une correspond à la qucrcétine, présente également dans les extraits 

acétate d'éthyle, aqueux, et n-butanol. Et deux taches aux Rf 0.55, 0.53 présentent dans les 

extraits n-butanol et eau-méthanol et peut correspondre respectivement à la myrcétine et la 

catéchine. Ces extraits sont solubles dans ce système aucune tache dans la ligne de dépôts. 

Afin de permettre une meilleure séparation des composés phénoliques on a essayé de 

diminuer la polarité de ce solvant; pour cela nous avons choisis les proportions 

(60/25/10/5/0.2)chloroforme/méthanoL' acétate d'éthyle/acide acétique/eau, on a obtenu 2 

taches pour l'extrait aqueux, 5 taches au niveau de l'extrait acétate d'éthyle et n- butanol et 3 

taches pour l'extrait eau-méthanol, dont une correspond à l'acide gallique, est présente aussi 

dans les extraits eau-méthanol et n- butanol. Ce système révèle la présence des acides 

phénoliques (acide gallique) et absence de flavonoïdes aucun Rf des extraits ne correspond 

aux témoins de flavonoïde (la catéchine, la quercétine, et la myrctine). Alors qu'il présent une 

bonne solubilité pour ces extraits (aucune tache dans la ligne de dépôts). 

Avec le système chloroforme/méthanol/ acétate d'éthyle/eau aux proportions 

(65/30/15/0.2) on a obtenu 2 taches pour l'extrait aqueux, 5 taches au niveau de l'extrait 

acétate d'éthyle et 4 taches pour l'extrait n- butanol et eau-méthanol on remarque aussi 

qu'une tache d'un Rf de 0,49 correspondant à le catéchine est présente dans les quatre 

extraits, et une autre tache d'un Rf de 0,60 correspondant à le quercétine est présente dans les 

extraits n- butanol et acétate d'éthyle. La diminution de la polarité aux proportions 

(75/20/5/0.2) a révèle 2 taches pour l'extrait aqueux, acétate d'éthyle et n- butanol et 3 taches 

au niveau d'extrait eau-méthanol, on remarque aussi qu'une tache d'un Rf de 0,48 

correspondant à la quercétine est présente dans l'extrait eau-méthanol. 

Le système acétate d'éthyle/acide formique/eau (8/1/1) a permis la séparation de 2 

taches pour l'extrait aqueux, 4 pour l'extrait eau-méthanol, 6 pour l'extrait acétate d'éthyle, et 

5 taches pour l'extrait n- butanol, aucun Rf des extraits ne correspond aux témoins avec une 

absence total des acides phénoliques et des composés flavonoïques. 
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Un autre système à base d'acétate d'éthyle/chloroforme/méthanol (80/23,5/20) a 

permis de séparer trois taches pour l'extrait eau-méthanol, acétate d'éthyle et l'extrait n-

butanol ainsi que une tache pour l'extrait aqueux, aucun Rf des extraits ne correspond aux 

témoins. 

Ce même système aux proportions (65/28.5/50), on remarque une séparation de 2 

taches au niveau de l'extrait aqueux, acétate d'éthyle et eau-méthanol et 3 taches pour l'extrait 

n-butanol, on remarque aussi qu'une tache d'un Rf de 0,89 correspondant au quercétine 

présente au niveau des quatre extraits. 

Le système n-butanollacide acétique! Eau (BAW) aux proportions (40/50/10) a permis 

la séparation 3 taches au niveau de l'extrait aqueux, et eau-méthanol et 4 taches pour l'extrait 

acétate d'éthyle et n-butanol. Aucun Rf des extraits ne correspond aux témoins. 

5-Le pouvoir réducteur de Citrullus colocynthis 

Les tableaux suivants représentent le pouvoir réducteur de la vitamine C utilisée 

comme contrôle positif (tableau n 0 12) et des extraits de la coloquinte, aqueux, eau-

méthanol et acétate d'éthyle, n-butanol à différentes concentrations (tableau n0 13). 

Tableau n°12: Pourcentages de réduction du DPPH par la vitamine C après 30 min 
d'incubation 

Concentrations de la 0.01 0.04 0.06 0.08 0.1 0.2 0.3 
vitamine C (mg/ml) 

% de réduction du DPPH 5.71 26.55 33.94 42.85 45.88 73.78 91.76 
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Tableau n°13: Pourcentages de réduction du DPPH par les extraits aqueux, eau- méthanol, 
acétate d'éthyle, n-butanol de fruit de la coloquinte 

Les extraits 
Concentrations final des extraits (.tgIml) 

_ 

75 125 250 375 
_______  

500 625 775 

Aqueux 1,23 1,40 23,82 37,83 76,18 82,66 80,39 

Eau- méthanol 17,13 22,85 36,24 47,66 54,00 81,83 86,29 

Acétate d'éthyle 18,80 20,50 28,72 38,38 46,74 72,58 83,16 

n-butanol 4,29 15,59 27,20 47,07 53,97 82,85 92,78 

Le pourcentage de réduction du DPPH augmente avec l'augmentation des 

concentrations de la vitamine C et des extraits après 30 min d'incubation. On remarque qu'il y 

a une différence de résultats entre les trois extraits comparés avec ceux de la vitamine C. 

On Remarque que les quatres extraits, à une concentration de 30 mg/ml, peuvent 

réduire respectivement 92,78 %, 86,29 %, 83,16 % et 80,39 % du DPPH après 30 min 

d'incubation, ces valeurs sont comparées avec ceux de l'acide ascorbique qui à une 

concentration de 0.3 mg/ml peut réduire 91.76% du DPPH. 

Les concentrations des extraits et de l'acide ascorbique qui inhibent 50% du DPPI-I 

déterminés graphiquement (figures n° 12.13.14.15.16) sont mentionnées dans le tableau 

suivant 

Tableau n° 14 : 1050 des extraits aqueux, eau- méthanol, acétate d'éthyle, n-butanol de fruit 
de la coloquinte et de la vitamine C 

Les extraits Vitamine C Aqueux 
Eau- 

méthanol 
Acétate 
d'éthyle  

n-butanol 

1C50(mg/ml) 0.11 7 8 11 7 

Activité 
antiradicalaire 9.09 0.142 0.125 0.090 0.142 

"'C50 
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Figure n0 12 : l'activité antiradicalaire d'acide ascorbique 
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Figure n°13 : l'activité antiradicalaire de l'extrait aqueux 

Figure n0 14 : l'activité antiradicalaire l'extrait eau-méthanol 	Figure n0 15 : L'activité antiradicalaire l'extrait acétate d'éthyle 
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Figure n°16: l'activité antiradicalaire l'extrait n-butanol 
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Les 10 5 0 déterminés graphiquement varient d'un extrait à l'autre, 10 5 0 la plus faible 7 

mg/ml pour l'extrait aqueux et n-butanol suivit par l'extrait eau-méthanol 8 mg/ml. 1050 la 

plus élevée 11 mg/ml pour l'extrait acétate d'éthyle et pour l'acide ascorbique représente 1050 

0.11 mg/ml. En comparant ces résultats avec la vitamine C on constate que l'extrait n-butanol 

et aqueux possèdent le plus fort pouvoir antioxydant car ils présentent 1050 la plus faible (7 

mg/ml). 
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De plus, on suggère que le rendement d'extraction dépend de, la saison de récolte, la 

partie de la plante utilisée, la méthode d'extraction et les caractéristiques physico-chimiques 

des solvants utilisés, notamment leur polarité, il s'en suit que la solubilité des substances 

contenus dans la matière végétale dépend de ces propriétés. 

L'examen phytochimique réalisé sur les quatres extraits nous a révélé l'absence totale 

des anthraquinones, saponosides triterpéniques, et les tanins galliques dans les quatre extraits. 

Seul l'extrait héxanique a révélé la présence de saponosides triterpéniques. De plus les 

saponosides stéroïdienne sont présent seulement dans l'extrait aqueux. 

Par contre la présence des tanins catéchiques pour l'extrait n-butanol extraits eau - 

méthanol (EM) et acétate d'éthyle (AE), avec une absence total dans les extraits aqueux, 

héxanique. Concernent les alcaloïdes seulement pour Les extraits aqueux, n-butanol. 

Alors que les flavonoïdes, coumarines sont présents dans tous les extraits. Les 

quinones libres sont absentes dans l'extrait aqueux et héxanique mais se trouvent en quantité 

remarquable dans les autres extraits. Les sucres réducteurs sont présents dans l'extrait aqueux, 

eau-méthanol et les autres extraits (n-butanol, et l'extrait acétate d'éthyle), avec absence 

totale pour l'extrait héxanique. Les tests phytochimiques révèlent aussi un test fortement 

positif des amines dans les extraits aqueux, eau-méthanol, et n-butanol, et une absence totale 

dans l'extrait acétate d'éthyle et héxanique. 

Certains tests réalisés sur l'extrait aqueux sont confirmés par l'étude de Sediki (2009) 

et Benmehdi (2000) ont révélé la présence des d'alcaloïdes, stéroïdes et flavonoïdes. Par 

ailleurs, nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par Bentabet (2010) qui a constaté la 

présence des tanins catéchiques, flavonoïdes et des coumarines, et l'absence des alcaloïdes, 

saponosides, sucres réducteurs et anthraquinones dans les extraits et n-butanol des graines de 

la coloquinte 

Cependant on assiste à quelques différences entre nos résultats et ceux obtenus 

par Djedidi et Sahi (2009) qui ont révélé la présence des tannins, et saponosides 

dans chaque extrait, avec une présence d'alcaloïdes seulement dans l'extrait aqueux. 

Les amines sont présentes dans l'extrait aqueux et l'extrait eau/méthanol alors que 

les terpenoides sont positifs seulement dans l'extrait eau-méthanol; la présence des 

coumarines est notée dans l'extrait acétate d'éthyle. 
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Le fruit de la coloquinte renferme également des terpènes, Serger et al (2005), ont isolé 

quatre tritérpénes tétracycliques: 2-o-n D glucopyranosylcucurbitacine I, J, K et L, à partir 

de fruit de la coloquinte 

De plus deux alcaloïdes sont déterminés dans tous les organes de la 

plante (C 10H 15NO3) et (C161124NO3), le troisième (C 20H36N0 6) est présent au niveau 

des graines, pulpes, feuilles et racine [Affifi et ai, 19731. 

De même Maatooq et al (1997) selon une analyse chimique d'extrait eau-méthanol du 

fruit de la coloquinte (RMN, SM) ont identifié six flavonoïdes: 3'méthoxy-iso-orientine, 

isoorientine, 8-C-p-hydroxybenzenoil-isovitexine, 6-C-p- hydroxybenzoylvitexine et 8-C-p 

hydroxylbenzoyl isovitexine 4-0-glycoside. Delazar et al (2006), ont isolé et identifié trois 

flavonoides glycosylés à partir du fruit de la coloquinte. Nos résultats des amylases 

chromatographiques ont révèle la présence de flavonoïdes identifiés comme la catéchine, 

quercétine, myrcétine et des acides phénoliques comme l'acide gallique, ce résultat a été 

confirmé par les résultats obtenues par Benhabib (2011) qui démontrée la présence dans ces 

extraits de quercétine, myrcétine, catéchine, et l'acide gallique. 

Pour cela on peut conclure qu'il n'ya pas une grande différence entre les composants 

chimiques des extraits de la graine et le fruits entier mis a part les alcaloïdes, les sucres 

réducteurs et les coumarines qui apparaissent dans tout les extraits de fruits entier et absent 

dans les autres extraits. 

La présence de coumarines peut conférer à la plante des propriétés anticoagulantes et 

anti-inflammatoires. Les holosides peuvent avoir des effets hémostatiques, ce qui justifie leur 

utilisation traditionnelle sur des plaies, des blessures, des anémies et des bronchites 

IBruneton, 19931. 

Après avoir effectuer le screening phytoehimique qualitatif, on s'est intéressé a faire 

le dosage des polyphénols et flavonoïdes totaux dans nos quatres extraits. Les résultats 

obtenus ont démontré la richesse de l'extrait n-butanol en polyphénols et flavonoïdes totaux 

avec un taux de 47.13 tg.Eq acide gallique/mg d'extrait et 35.68 .ig.Eq catéchine/mg 

d'extrait suivie par l'extrait aqueux avec un taux 41.34 ig.Eq acide gallique/mg d'extrait et 

11.95tg.Eq catéchine/mg d'extrait, ces résultats confirment les résultats des tests 

phytochimiques, qui assurent la présence de tanins catéchiques et de flavonoïdes dans ces 

extraits en faible quantité. Pour ce qui est de l'extrait eau-méthanol, nos dosages ont révélé 
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avec un taux 34.59 tg,Eq acide gallique/mg d'extrait et 14.68 p.g.Eq catéchine/mg d'extrait, 

Pour ce qui est de l'extrait acétate d'éthyle, nos dosages ont révélé la présence de 30.95 

p.g.Eq acide gallique/mg d'extrait et 21.42 .tg.Eq catéchine/g d'extrait. Ces résultats et 

d'autres ceux de Benhabib (2011) restent inférieur par apport aux doses obtenus par 

Bentabet (2010) qui a révélé des teneurs de l'ordre de 335 mg.Eq catéchine/g de matière 

sèche et de 134 mg.Eq acide gallique/g de matière sèche. Ce résultat confirme la richesse du 

pulpe de la graine en polyphénols et flavonoïdes, qui sont facilement récupérable dans un 

mélange eau/méthanol. 

L'étude de Djedidi et Sahi (2009) a montré des teneurs plus élevées en polyphénols 

et flavonoïdes totaux dans l'extrait aqueux qui sont de l'ordre de 0,33% Eq d'acide gallique et 

0,25% Eq de kaemophérol, et des valeurs semblables dans l'extrait eau-méthanol , avec un 

taux de 0,40% Eq d'acide gallique et 0,11% Eq de kaemophérol. Ces résultats confirment la 

richesse de la graine de la coloquinte en polyphénols et flavonoïdes par apport à l'épicarpe de 

la graine. 

Les résultats obtenus de Djedidi et Sahi (2009) se rapprochent des résultats 

de Kumar et al (2008) qui ont déterminé 0.74% eq d'acide gallique de et 0.13% eq 

de kaemophérol dans l'extrait méthanolique du fruit de la coloquinte. Ce résultat 

peut être expliqué par la sélectivité du solvant utilisé l'acétate d'éthyle qui 

permet d'extraire le maximum de composés phénoliques [Bruneton, 19991. 

Autre étude effectuée sur les racines de la coloquinte obtenus par Ben hsouna et al 

(2012) ont déterminés 205 mg GAE/g dans l'extrait acétate d'éthyle, suivie par l'extrait 

méthanolique (85 mg GAE / g). Les contenus obtenus dans les extraits hexanique (12 mg 

GAE / g) et aqueux (35 mg GAE / g) sont beaucoup plus petits. Les flavonoïdes totaux varie 

de 20,3 à 48,5 mg QE / g, dans L'extraits acétate d'éthyle et aqueux. 

De ce fait, on constate que les extraits acétate d'éthyle et le mélange eau- méthanol 

restent les meilleur solvants pour assurer une meilleure extraction de composés phénoliques. 

Toute fois il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car 

plusieurs facteurs peuvent influencer sur la répartition qualitative et quantitative des composés 

phénoliques dans nos extraits, essentiellement les facteurs climatiques et environnementaux: 

la zone géographique, sécheresse, sol.. .etc. [Ebrahimi et al ; 20081 ainsi que la période de 

récolte, le stade du développement et la partie de la plante utilisée [Miliauskas et al; 20041, 

de plus, la méthode d'extraction et de quantification. La sélectivité du solvant utilisée peuvent 
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également influencer sur la teneure en polyphénols et en flavonoïdes totaux [Lee et ai; 

2003]. 

Ces dernières années, l'intérêt porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs 

propriétés thérapeutiques a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans 

diverses spécialités ont été développées pour l'extraction, l'identification et la quantification 

de ces composés à partir de plusieurs substances naturelles à savoir, les plantes médicinales et 

les produits agroalimentaires [Marc Fr et ai, 2004.1. 

L'activité antioxydante d'un composé correspond à sa capacité à résister à l'oxydation. 

Les antioxydants les plus connus sont le f3-carotène (provitamine A), l'acide ascorbique 

(vitamine C), le tocopherol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la 

plupart des antioxydants de synthèse ou d'origine naturelle possèdent des groupes 

hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en 

partie, à la capacité de ces composés naturels à piéger les radicaux libres tels que les radicaux 

hydroxyles (0W) et superoxydes (02) [Rice-Evans, et ai, 1995.1 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, l'activité 

antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes R00• par les 

méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping 

Antioxidant Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing 

Antioxidant Parameter); ou les radicaux ABTS• (sel d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH• 

(diphenyl-picrylhydrazyle).[ Sharma 0m et ai, 2009]. 

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH' est recommandé pour 

des composés contenant SH, NI-F et 0ff groupes. Il s'effectue à température ambiante, ceci 

permettant d'éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles. Le 

test est largement utilisé au niveau de l'évolution des extraits hydrophiles en provenance de 

thé vert, des jus de fruits et de raisins, pépins et pulpes, très riches en composés phénoliques. 

[Yi-Zhong Cai et ai 2006.]. 

Pour l'évaluation de l'activité antiradicalaire, deux approches sont appliquées : d'une 

part, la détermination de la réduction relative du radical DPPH' ou la détermination de la 

quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH• [Cristina Popovici et ai, 

2009] 
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Dans la première approche, l'activité est définie par l'indice de la réduction de 

l'activité antiradicalaire en pourcentage % RSA (Radical Scavenger Activity), ou 

l'absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical libre et l'échantillon de 

l'antioxydant. Comme il n'existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d'un 

composé, les résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme 

l'acide ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluenc). 

[Cristina Popovici et ai, 20091. 

L'indice relative % RSA montre seulement la capacité de l'échantillon, a une 

concentration fixée, de réduire ou non les radicaux et dans beaucoup de cas, l'augmentation 

de la concentration de l'antioxydant amène à l'augmentation de ces indices relatifs [Ben 

hsouna et ai 20121. 

Pour s'affranchir de l'influence de la concentration, dans la majorité des études, la 

réactivité est estimée par la concentration effective 1050 (ou l'inverse 1/1050) de 

l'antioxydant, qui correspond a une réduction de 50% de l'activité (de l'absorbance) du 

DPPH• dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus 

élevée que son 1050 est petite. L'indice CE50 montre les concentrations de l'antioxydant qui 

sont nécessaires pour faire décroitre la concentration initiale du DPPH' avec 50%. [Cristina 

Popovici et al, 2009]. 

Concernant l'activité antiradicalaire de nos extraits: aqueux, eau méthanol, acétate 

d'éthyle et n-butanol de fruit de la coloquinte (Citrullus colocynthis) solubilisés dans le 

méthanol, on a constaté que les qutres extraits, à une concentration de 30 mg/ml, peuvent 

réduire respectivement 80.39%, 86.29%, 83.16% et 92.78% du DPPH, après 30 min 

d'incubation, ces valeurs sont comparées avec ceux de l'acide ascorbique qui à une 

concentration de 0.3 mg/ml peut réduire 91.76% du DPPH. 

Les 1050 déterminés graphiquement varient d'un extrait à l'autre: 7 mg/ml 

pour les extraits aqueux et n-butanol, 8 mg/ml et 11 mg/ml pour les extraits eau-

méthanol, acétate d'éthyle, alors que l'acide ascorbique le 1050 est de 0.11 mg/ml. 

Selon ces résultats on constate que les extrait n-butanol et aqueux possèdent le 

pouvoir antioxydant le plus fort par rapport aux autres extraits suivi par l'extrait 

acétate d'éthyle et eau-méthanol. Ces variations de l'activité antioxydante peuvent 

être liées principalement aux taux des polyphénols et flavonoïdes car l'extrait n-

butanol renferme 47.13 pg.Eq acide gallique/mg d'extrait suivie par l'extrait 

aqueux avec un taux 41.34 tg.Eq acide gallique/mg d'extrait par rapport à l'extrait 

54 



Discussion 

eau-méthanol 34.59 tg.Eq acide gallique/mg d'extrait, acétate d'éthyle 30.95 

p.g.Eq acide gallique/mg d'extrait, 

Par ailleurs, nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par Boutchiche (2011) qui a 

démontré qu'à faible dose de l'ordre de 1 à 3 mg/ml aucun effets antioxydant n'a été observer 

pour aucun extraits, par contre à forte concentration 30 mg/ml, ils peuvent réduire 

respectivement 80.84%, 88.86%, 91.89% et 90.58% du DPPH, après 30 min d'incubation. Ces 

valeurs sont comparées avec ceux de l'acide ascorbique qui à une concentration de 6.25 tg/m1 

peut réduire 93.64% du DPPH. Les 1050 déterminés graphiquement varient d'un extrait à 

l'autre, 1050  la plus élevée 469.66 tg/ml pour l'extrait aqueux suivit par l'extrait eau-

méthanol 207.69 .tg/m1 et n-butanol 188.87 p.gIml. 1050 la plus faible 183.77 p.g/ml pour 

l'extrait acétate d'éthyle et pour l'acide ascorbique reprèsent 10 50 1.09 ig/ml. 

D'autres résultats de Djedidi et Sahi (2009) Concernant l'activité 

antioxydante des extraits: acétate d'éthyle, eau-méthanol et aqueux des graines de 

la coloquinte (Citrullus colocynthis) solubilisés dans le méthanol, ont démontré que 

les trois extraits, à une concentration de 2 mg/ml, peuvent réduire respectivement 

88.73%, 66.19% et 74.46% du DPPH, après 30 min d'incubation, ces valeurs sont 

comparées avec ceux de l'acide ascorbique qui à une concentration de 0.04 mg/ml 

peut réduire 89.5% du DPPH. Les 1050 déterminés graphiquement varient d'un 

extrait à l'autre: 0.33mg/ml pour l'extrait acétate d'éthyle, 0.5mgIml pour l'extrait 

eau/méthanol, 0.6 mg/ml pour l'extrait aqueux et 0.015mg/ml pour le contrôle qui 

est l'acide ascorbique. Selon ces résultats on constate que l'extrait acétate d'éthyle 

possède le pouvoir antioxydant le plus fort par rapport aux autres extraits. 

De même Kumar et al (2008), ont démontré qu'une concentration de 2.5 

mg/ml de l'extrait méthanolique de l'épicarpe du fruit de Citrullus colocynthis peut 

réduire 88% du DPPH après 30 min d'incubation. 

De plus Ben hsouna et al (2012) ont déterminé dans les extraits de la racine de 

citrullus colocynthis une puissante activité antiradicalaire pour l'extrait aqueux 1050 

1,85tg / ml, suivie par l'acétate d'éthyle 1050 = 3,80 ig/ml et extrait méthanolique 1050 = 

19,5 .tg / ml, contre l'acide ascorbique 1050 = 3,1 ig I ml. 
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Conclusion 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont révélé que les extraits de fruit de 

citrullus colocynthis présentent un pouvoir réducteur du radical libre DPPH intéressant, dont 

le pourcentage de réduction du DPPH est dose dépendant; plus on augmente la concentration 

de l'extrait plus le pourcentage de réduction est important. Cette activité antiradicalaire est 

probablement liée à la présence de polyphénols et flavonoïdes dans les extraits de la 

coloquinte. Le dosage à révélé la richesse de ces extraits en ces composés essentiellement 

acide gallique, quercétine, myrcétine et catéchine. 

Ce travail est préliminaire, pour cela, il serait intéressant de réaliser d'éventuelles 

études en utilisant des techniques de pointes pour l'identification des structures de nos 

composés tel que : la chromatographie sur colonne, I-IPLC, CPG, spectrométrie de masse. 

De plus pour l'activité antiradicalaire il serait intéressant de tester in vitro d'autres 

méthodes pour l'activité antiradicalaire en utilisant d'autres méthodes, ORAC (Oxygen 

Radical Absorbance Capacity), TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) et 

FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter). Et in vivo pour tester l'activité 

antioxydante des extraits de la coloquinte sur les perturbations de stress oxydatif. 
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