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Résumé

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude
de molécules antioxydantes d’origine naturelle. Cette étude vise a évaluer
I’activité antioxydante des extraits méthanoliques de différents organes de
Detarium microcarpum : écorces de tronc et de racine, feuilles, fruits et fleurs.
La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteu et I’activité antioxydante par deux méthodes : le piégeage des
radicaux libres du DPPH et la méthode de réduction du fer FRAP (Ferric
reducing antioxidant power). Les teneurs en polyphénols totaux des différents
organes varient de 109,44 a 40,06 mg équivalents acides galliques par gramme
d’extrait (mg EAG/g). La capacité de réduction de fer est remarquable dans
I’extrait des écorces du tronc (171,71 mol EAA/100mg) ; de racine (170,79
mol EAA/100mg) et des feuilles (127,96 mol EAA/100mg). La capacité de
piégeage du DPPH a montré une réduction du radical DPPH avec des
concentrations inhibitrices Clso de 0,225 a 0,75 mg/ml mais restent toujours
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faibles par rapport au Trolox (antioxydant de référence, 0,05mg/ml). L’activité
antioxydante des extraits de Detarium microcarpum mise en évidence dans
cette étude pourrait justifier les usages traditionnels de cette plante afin de
développer de nouveaux composés bioactifs.

Mots-clés : Detarium microcarpum, DPPH, FRAP, activité antioxydante
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Abstract

Many of the current research interest include the study of molecular
antioxidant compounds of natural source. This study aims to evaluate the
antioxidant activities of the methanolic extracts of different parts of Detarium
microcarpum: trunk and root bark, leaves, fruits and flowers. The total
polyphenol content was determined by the Folin-Ciocalteu method and the
antioxidant activity by two methods: the free radical scavenging of the DPPH
and the Ferric reducing antioxidant power (FRAP) method. The total
polyphenol content of plant parts was found to vary from 109.44 to 40.06 mg
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gallic acid equivalents per gram of extract (mg EAG/g). Iron reduction
capacity was found to be highest in the trunk bark (171.71 mole EAA/100mg);
root (170.79 mole EAA/100mg) and leaves (127.96 mole EAA/100mg)
extracts. The DPPH scavenging capacity showed a significant reduction of the
DPPH radical with ICso inhibitory concentrations ranging from 0.225 to 0.75
mg/ml but still remain low compared to that of Trolox as standard antioxydant.
The antioxidant activities of Detarium microcarpum extracts reported in this
study could justify the traditional uses of this plant in order to develop new
bioactive compounds.

Keywords: Detarium microcarpum, DPPH, FRAP, antioxidant activity

Introduction

L’usage de la médecine traditionnelle est trés répandu en Afrique. Les
plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans l'arsenal
thérapeutique de I'humanité. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), environ 65 a 80 % de la population dans les pays en développement,
dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs
soins de santé primaire (OMS, 2002).

Le stress oxydatif est impliqué dans un large spectre de maladies qui
ont un impact énorme sur la santé des populations. Le métabolisme aérobie
chez les mammiféres génere des substances appelées especes réactives de
I’oxygéne (ERO) qui sont impliquées dans des processus physiologiques
(Favier, 2003).

Cependant I’excés de production des ERO peut devenir toxique pour
les composants majeurs de la cellule, les lipides, les protéines et 1’acide
nucléique et par conséquent donné lieu au stress oxydatif (Valko et al., 2006).
Ce dernier est impliqué dans diverses pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires, les cancers, le diabéte etc (Aruoma, 2003). Un antioxydant
est défini comme toute substance capable, a concentration relativement faible,
d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou
empécher I’oxydation de ces substrats (Berger, 2006). De nombreuses études
ont montré que les plantes possedent des propriétés antioxydantes dues en
grande partie a leurs composés phénoliques.

Ils peuvent prévenir la modification oxydative par neutralisation des
radicaux libres, piégeage de ’oxygeéne ou décomposition des peroxydes par
I'intermédiaire de leurs activités antioxydantes (Yemeda et al., 2014).

Parmi des nombreuses plantes de la riche flore africaine, figure le
Detarium microcarpum Guill. & Perr. 1l est employé en médecine
traditionnelle pour le traitement de nombreuses maladies et fait partie de
plusieurs pharmacopées locales en Afrique de I’Ouest.
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Le décocté des écorces de tronc est employé, en boisson pour guérir
la diarrhée simple ou sanguinolente. Il serait antihémorroidique et
antiblennorragique (Adama, 1997) ; antimicrobien (Kouyaté et Van Damme,
2002 ; Loubaki et al., 1991) ; anti-cedémateux (IKhiri et llagouma, 1995). Le
macéré des racines est utilisé contre les maux de ventre et les diarrhées
dysentériques. Le décocté des racines exhalerait un parfum agréable; le
liquide ainsi obtenu, s'emploie en boisson contre la syphilis (Koyaté., 2005).
Les racines présentent des propriétés antidiabétiques (Okolo et al., 2012) et
antifongiques (Adamu et al., 2014).

Le décocté des feuilles de Detarium microcarpum est utilisé pour
soigner les maux de ventre, la carie dentaire, les complications
d’accouchement (Kouyaté, 2015). Elles présentent des propriétés anti-
diarrhéiques et anti-asthéniques (Okolo et al., 2012), antimicrobiennes (Ebi
et al., 2011) et larvicides (Adebote et al.,2006).

Les fruits jouent un réle important au niveau nutritionnel selon
plusieurs travaux effectués sur leur composition nutritionnelle et
thérapeutique (Cavin et al., 2006 ; Felix et al., 2010 ; Rouamba et al., 2017).

Des travaux antérieurs réalisés sur différents organes de D.
microcarpum ont montré qu’ils contenaient en majorité des composés
phénoliques ayant un fort potentiel antioxydant corroborant leurs usages
traditionnels (Hama et al., 2018). Les polyphénols suscitent depuis une
dizaine d’année un intérét croissant de la part des nutritionistes, des
industriels de I’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons
principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi
leur implication probable dans la prévention des diverses pathologies
associées au stress oxydant (Mamta et al., 2013). A notre connaissance,
aucune étude n’a été réalisée sur le potentiel antioxydant de Detarium
microcarpum, d’ou l’objectif de cette étude qui est d’évaluer Dactivité
antioxydante des extraits méthanoliques de Detarium microcarpum.

Matériel et méthodes
Matériel végétal et extraction

Les organes (feuilles, fruits, fleurs et écorces du tronc et de racine) du
Detarium microcarpum ont été fraichement récoltés au mois de mars 2017
dans la région de Dosso (Niger). lls ont été identifiés au Département de
Biologie (Facult¢ des Sciences et Techniques de I’Universit¢é Abdou
Moumouni). Le matériel végétal a été séché a ’air libre a 1’abri du soleil et a
la température ambiante, puis réduit en poudre.

30 g de poudre végétale de chaque organe de Detarium microcarpum
ont été macérés dans 300 mL (x2) de méthanol. Apres une extraction continue
a la macération pendant 24h a la température ambiante sous agitation
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magnétique, le macerat est filtre et le méthanol a été éliminé par évaporation.
au rotavapor.
& A

Les feuilles L’écorce du tronc Les fruits Les fleurs

Figure 1: Les différents organes du Detarium microcarpum

Dosage spectrophotométrique des polyphénols totaux
Les teneurs totales en composés phénoliques des extraits
méthanoliques de différents organes de Detarium microcarpum ont été
estimées en utilisant le réactif de Folin Ciocalteau (Siddiqui et al., 2017). A
I’extrait méthanolique de concentration 1 g/L de chaque organe de Detarium
microcarpum, on additionne 5 mL de réactif Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 4
mL de solution de carbonate de Sodium (75 g/L). Le mélange est agité et
incubé a l’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes et
I’absorbance a été mesuree a 760 nm en utilisant un spectrophotometre UV
(thermo scientific, evolution 300). La courbe d'étalonnage a été tracée en
utilisant 1mL de solution d'acide gallique de concentrations : 0, 20, 40, 60 et
80 mg/L. Les résultats sont exprimés en mg equivalent acide gallique/g
d’extrait (mg EAG/g) en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide
gallique. L'absorbance a été mesurée pour déterminer les teneurs en
polyphénols totaux en utilisant ’Equation (1) :
c=49xv
m
(1)
C étant la teneur en polyphénols totaux exprimée en mg équivalent acide
gallique/g d‘extrait, C1 la concentration d'acide gallique établie a partir de la
courbe d'étalonnage en mg/L, V le volume d'extrait en L et m le poids de

I'extrait de plante en g.

Activité antioxydante in vitro
Test du pouvoir de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant
power) :
Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€é a son pouvoir
antioxydant. Cette technique a été développée pour mesurer la capacité des
extraits a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le complexe KsFe(CN)s en
fer ferreux (Fe?"). Le fer ferrique initialement jaune, se réduit et devient bleu
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ou vert en présence d’un atome d’¢électron. Le changement de la coloration de
jaune a bleu ou vert est proportionnel & I’activité antioxydante.
Fe* + 6  mummmp— Fe?*

Protocole

Le pouvoir réducteur des échantillons a été évalué selon la méthode
spectrophotométrique décrite par Rakiatou (2014). Dans un tube a essali
contenant 0,5 mL de solution d’échantillon (1mg/mL) est ajouté 1,25 mL de
tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) puis 1,25 mL de potassium
hexacyanoferrate [KzFe(CN)s] 1 % dans I’eau. L’ensemble est chauffé a 50°C
au bain-marie pendant 30 minutes. 1,25 mL d’acide trichloroacétique (10 %)
est ensuite ajouté. Trois aliquotes de 0,625 mL sont effectués dans 3 tubes
auxquels est ajouté 0,625 mL d’eau distillée puis 0,125 mL de FeClz 1%
fraichement préparé dans I’eau. Un blanc sans échantillon est préparé dans les
mémes conditions.

La lecture est faite a 700 nm contre une courbe-étalon d’acide
ascorbique. La concentration en composés réducteurs (antioxydants) dans
I’extrait est exprimée en mol Equivalent Acide Ascorbique par cent gramme
d’extraits secs (mol EAA/100g) selon la formule suivante :

C =2 %100

MXci

)
C = concentration en composés réducteurs en mol EAA/100g d’extrait sec
¢ = concentration de I’échantillon lue (mg/mL)
D = facteur de dilution de la solution mere d’extrait
Ci = concentration de la solution mere d’extrait (mg/mL)
M = masse molaire de I’acide ascorbique (176 g/mol)

Test de réduction du radical DPPH
Principe

La méthode de mesure du pouvoir antioxydant par le DPPH (2,2-
Diphényl-picrylhydrazine) repose sur la capacité d’un composé a réduire le
radical DPPH°®. La réduction se traduit par un changement de couleur de la
solution qui vire du violet au jaune en présence d’un composé antiradicalaire.
La réaction est alors quantifiée en mesurant I’absorbance de la solution par
spectrophotométrie a 490 nm. Le changement de la coloration du violet au
jaune est proportionnel au pouvoir antioxydant.
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Figure 2: Réduction du DPPH par un antioxydant

Protocole

La capacité des extraits & réduire les radicaux libres de la DPPH a été
déterminée par la méthode spectrophotométrique décrite par Rakiatou (2014).
Ainsi, 4mg de DPPH ont été dissout dans 100 mL de méthanol et 50 mg de
chaque échantillon dans 10 mL de DMSO (5mg/mL). Une série de dix (10)
dilutions successives a été réalisée sur une microplaque de 96 puits, a partir de
la solution mére (5mg/mL) des échantillons. Une plaque test a eté préparée
selon la méme configuration que la plaque de la gamme de dilution de la
substance a étudier. Le trolox a servi de témoin pour 1’évaluation de I’activité
antioxydante. Aprés 30 minutes d’incubation, I’absorbance est lue a 490 nm
contre un blanc a ’aide d’un spectrophotométre UV-VIS et la concentration
nécessaire pour dégrader 50 % du radical DPPH (Clso) a été déterminée.

Traitement des données
L’analyse des résultats a été réalisee par Microsoft® Office Excel 2010
et Microcal Origin 6.0 Professional pour les graphes.

Résultats et discussion
Teneurs en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux en mg EAG/g d’extrait sec sont
présentées en Figure 3. Ces teneurs varient de 109,44 a 40,06 mg EAG/g
d’extrait sec. Les fortes teneurs en polyphénols sont observées dans les écorces
du tronc (109,44 mg EAG/g) suivis des écorces de racine (106,88 mg EAG/Q)
et des feuilles (105,00 mg EAG/Q).
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Figure 3 : Teneurs en polyphénols totaux des organes de D. microcarpum

Les résultats montrent que les composés polyphénoliques sont
abondants dans les écorces du tronc et de racine et les feuilles. La teneur élevée
en polyphénols est liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants
polaires (Ghedadba et al., 2014). Le métabolite secondaire peut changer
pendant le développement de la plante ; aussi aux conditions climatiques dures
(la température élevee, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent
la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols (Falleh et
al., 2008). En plus de l'organe analysé, la région et la date de la récolte et les
solvants qui sont utilisés (Tirichine, 2010).

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre
de facteurs intrinseques (génétique) et extrinséques (les pratiques culturelles,
la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Mounira, 2015). En plus,
la méthode de quantification peut également influencer I’estimation de la
teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).

La variabilité des teneurs en polyphénols est probablement due a la
composition phénolique des extraits, aux conditions biotiques telles que
I’espéce, la plante hote, ’organe ou 1’état physiologique et aux conditions
abiotiques (saison, climat et température) (Mounira, 2015).

166
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Figure 4 : Pouvoir de réduction de Fer des organes de D. microcarpum

Les proprietés reductrices des extraits de D. microcarpum ont été
évaluées en utilisant la méthode de FRAP. Elle est basée sur la capacité des
extraits a réduire le fer ferrique Fe>* en fer ferreux Fe?*. Les résultats obtenus
montrent que tous les extraits des différents organes ont un pouvoir de réduire
le fer et la capacité de réduction est presque identique pour les feuilles, les
écorces du tronc et de racine (Figure 4). La forte activité de I’extrait des
feuilles, des écorces de tronc et de racine serait due & sa forte teneur en
composes polyphénoliques. Ces résultats corroborent les travaux de Yemeda
et al. (2014) qui trouvent que les extraits méthanoliques de tiges et des
rameaux de Phragmanthera capitata sont plus réducteurs que les extraits de
fruits et de fleurs. Ces activités sont corrélées aux teneurs en polyphénols
totaux dans les organes impliqués.

Activité antioxydante par DPPH
Tableau I : Valeurs des Clsg

Extraits Ecorces Ecorces de Feuilles Fruits Fleurs Trolox
de tronc racine
ICso (mg/ml) “ 0,075 0,097 0,142 0,246 0271 0,05

La concentration inhibitrice Clso est inversement proportionnelle a la
capacité antioxydante d'un composé, elle exprime la quantité d'antioxydant
requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la valeur
de la Clsg est petite, plus l'activité antioxydante d'un compose est grande
(Khoudali et al., 2014). Les valeurs de Clso de 1°‘extrait méthanolique de
Detarium microcarpum sont représentées dans le tableau I. L°extrait
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méthanolique de Detarium. microcarpum rend le radical libre stable (2.2
diphenyl-1-picrylhydrazyl) au diphenyl-picrylhydrazine jaune-coloré avec
une Clso de 0,075 mg/mL pour les écorces du tronc et 0,097 mg/mL pour les
écorces de racine montrant une activité antioxydante trés importante mais
restant faibles a celle du trolox qui ramene la stabilité au DPPH avec une Clsg
de 0,050 mg/mL. D aprés ces résultats, le trolox reste 1‘antioxydant le plus
efficace par rapport a 1‘extrait méthanolique des organes de la plante etudiée.

Correlation des teneurs en polyphénols totaux et ’activité antoxydante

(@) (b)

Figure 5 : Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et I’activité antioxydante

Les activités antioxydantes sont corrélées aux teneurs en polyphénols totaux
dans les organes du Detarium microcarpum. L’activité antioxydante attribuée
aux polyphénols s’explique en partie par leur capacité a capturer des radicaux
libres et de complexer des métaux (Bahorun et al., 1996).

Conclusion

La présente étude a permis de mettre en évidence les teneurs en
polyphénols totaux et I’activité antioxydante des extraits méthanoliques de
différents organes de Detarium microcarpum. Selon les résultats obtenus dans
cette étude, la plante est une source potentielle de polyphénols possédants des
propriétés antioxydantes d’origine naturelle qui justifient son utilisation
traditionnelle dans le traitement de nombreuses affections lié au stress
oxydatif. Les extraits méthanoliques des écorces du tronc et de racine ont
presenté les meilleurs teneurs en polyphénols et une trés grande activité de
piégeage des radicaux libres du DPPH et une forte capacité de reduction du
fer. Ces résultats pourraient constituer une base scientifique solide pour la
recherche de nouveaux composés ayant une importante application dans les
industries pharmaceutiques et alimentaires.
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