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RESUME

La présente étude s'inscrit dans le cadre de &altioin des HE des plantes aromatiques de notre-sous
région en tant que molécules bioactives possédeprbpriétés antioxydantes. Dans ce contextbjelif
spécifique de ce travail est la recherche de laposition chimique des extraits de trois plantadimatées au
Togo :Vetiveria zizanioidesAeollanthus pubescenst Xylopia aethiopiceet I'identification des échantillons
qui ont des propriétés antioxydantes remarquablgsVAN qui est le laboratoire des extraits végétaix
ardmes naturels nous a servi de cadre. Deux méitsmie appliquées pour mesurer le pouvoir antioxydha
s’agit du test de réduction de la 2,2-diphényl idrilnydrazyle (DPPH) en utilisant la quercétinentoe
référence et du test de réduction de I'ion ferrée&’ connu sous le nom de test « Ferric-Reducing Ardimxi
Power » (FRAP). Les propriétés antioxydantes deoht été mesurées et mises en évidence par Harohe
de l'intensité colorante (I§g) qui représente la quantité de produit nécesgaite faire diminuer la coloration
de la solution de réactif (DPPH) de moitié, soit66t la détermination de I'équivalent erfFdes solutions
testées. Les constituants chimiques des HE sopnhtifiés par la chromatographie en phase gazese,
comparaison de leur temps de rétention, avec cesxpdoduits de référence publiés dans la littégatur
L'extraction, par entrainement a la vapeur d'eaunt#ieres végétales (racines et parties aérienrs)
Vetiveria zizanioideg§Poaceae) récolté a Zévé (Sud-Togopedillanthus pubescerfkamiaceae) récolté au
centre du Togo, deXylopia aethiopica Annonaceag acheté a Tsévié (Sud-Togo), donne de différents
rendements en huiles essentielles. L'HBadmum basilicurrest achetée en France. Les résultats obtenus,
montrent que I'huile essentieltBO. basilicum présente un pouvoir antioxydant supérieur, inddpmment
de la méthode utilisée, soit une intensité col@aits,) égale & 266 ppm et I'équivalent en*Fde 1318
pumol.LL. Il existerait une corrélation entre la capacitéicxydante des HE et leurs teneurs en composés
phénoliques.
© 2014 International Formulae Group. All rights mrged.
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INTRODUCTION de ce substrat ». On savait depuis que

Un antioxydant est « toute substance beaucoup d’antioxydants de synthese
qui, présente a faible concentration comparée généralement utilisés se sont avérés
a celle du substrat oxydable, retarde ou responsables deffets indésirables et
prévient de maniere significative I'oxydation  cancérigénes (Corinne, 2013 ; Héléne, 2008).
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L'innocuité des produits chimiques, utilisés en
médecine et en industries agroalimentaire,
cosmétique et pharmaceutique, constitue une
grande préoccupation pour les chercheurs.
Des études ont montré que certaines huiles
essentielles ont des capacités antioxydantes
remarquables contenant parfois une source
naturelle de molécules bioactives (Djéridane
et al., 2010; Benhammadou, 2011). La
littérature mentionne beaucoup de méthodes
conventionnelles  d'étude du  pouvoir
antioxydant, telles que les tests Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC),
Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP),
Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAC) et le test a la 2,2-diphényl -1-
picrilhydrazyle (DPPH). Des analyses GC/MS
et des mesures de la densité optique des
solutions d’échantillons testés nous ont permis
de déterminer la composition chimique et le
potentiel antioxydant des huiles essentielles
extraites de trois plantes aromatiques de la
flore togolaise, et par comparaison d'une HE
achetée en France. Nous avons utilisé les
tests a la DPPH et au FRAP pour la
détermination du pouvoir antioxydant.

MATERIEL ET METHODES
Obtention du matériel

Les racines d&etiveria zizanioideset
les feuilles dAeollanthus  pubescens
récoltées a l'intérieur du paykes fruits secs
de Xylopia aethiopicaachetés sur le marché
togolais en décembre 2009, sont lavés et
séchés a I'ombre au laboratoire pendant 20
jours. Les échantillons d’huiles essentielles
(H.E), a partir de ce matériel végétal, ont été
extraits par entrainement a la vapeur d'eau
(Kokouvi, 2009). La pureté de ces HE a été
confirmée par la mesure de leurs indices de
réfraction a l'aide d’'un réfractométre et leurs
constituants chimiques sont identifiés par la
chromatographie en phase gazeuse, par
comparaison de leur temps de rétention, avec
ceux des produits de référence publiés dans la
littérature.
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Préparation des réactifs et des huiles
essentielles a tester : échantillonnage

Pour préparer le réactif du test FRAP, il
faut mélanger trois solutions : le tampon acide
pH 3,5 (50 ml), la solution du 2,4,6-
tripyridyl-s-triazine (TPTZ) (5 ml) et la
solution de chlorure de fer Il (5 ml). Le
protocole suivant est utilisé: pour le tampon
acide (pH = 3,5), Il faut dissoudre 0,310 g de
CH;COONa, 3HO dans une fiole de 100 ml,
ajouter ensuite 1,6 ml d’acide acétique pur et
compléter avec de I'eau distillée jusqu’au trait
de jauge. La Solution de TPTZ est préparée en
dissolvant 156 mg de ce composé dans 50 ml
de HCI a 40 mmol/L.Pour la solution de
chlorure de fer 1ll (20 mmol/L), nous avons
dissous 27 mg de FefBH,O dans une fiole
de 50 ml et complété a l'eau distillée. La
solution de sulfate de fer Il pour le test
FRAP, est préparée en dissolvant 27 mg de
FeSQ, 7H,0O dans 50 ml de méthanol. La
solution de concentration molaire C = 2000
umol.I"* obtenue est diluée de maniére & avoir
plusieurs  solutions de  concentrations
différentes de sulfate de fer Il. Le réactif
DPPH est une solution de la 2,2-diphényl -1-
picrilhydrazyle dans du méthanol, de
concentration 100 micromoles par litre. Afin
d’éviter la dégradation des produits avant leur
utilisation, les (HE) ainsi que les réactifs
DPPH et FRAP sont gardés au réfrigérateur a
4 °C. Avant leur utilisation, ils sont sortis et
laissés au laboratoire, a la température
ambiante et a I'abri de la lumiére. A 20 mg de
chaque échantillon d'HE, on ajoute du
méthanol pur dans une fiole jaugée de 20 ml
de maniére & obtenir une concentration de
1000 mg.L* (1000 ppm). A partir de cette
solution-mére, des dilutions sont faites, a
l'aide de pipettes automatiques Eppendorf
type Genex-Alpha.

Analyse de I'huile essentielle

Un appareil de chromatographie en
phase gazeuse de type HP 5890, équipé d'un
détecteur, d'un injecteur, d'une colonne
apolaire et polaire alternativement, nous a
permis de faire I'analyse de I'HE. La flamme
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du détecteur est entretenue par un mélange
Hydrogene / Air a des débits de 30 et 300
mL/min respectivement. L'analyse au GC/MS
est réalisé sur un équipement Agilent 5973
muni d’une colonne apolaire HP1 (MS 60m x
0,25mm x 0,25um) a une température initiale
de 60 °C en isotherme pendant 10 min, puis a
une température finale de 300 °C pendant 20
min, le gradient étant de 2 °C/min. Le débit
du gaz vecteur (hélium) est de 1mL/min. Le
détecteur du spectrométre de masse est de
type HED/EM (High energy dynode/electron
multiplier 0-3000V) avec une énergie de
70eV; les autres parametres restant
identiques.

Evaluation du pouvoir antioxydant
Test de réduction du radical DPPH

Pour le test a la DPPH, les radicaux
(R’) sont réduits et protonés comme suit :

DPPH' + AH — DPPH-H + A (avec AH : antioxydant)

A cause de sa forte instabilité, le réactif
de DPPH est préparé quotidiennement a la
concentration 98-100 micromoles par litre.
Pour s'assurer de [Il'exactitude de
I'expérimentation, I'absorbance de la solution
est lue apres chaque préparation a l'aide du
spectrophotométre (DMS 300 UV-visible
spectrophotometer), a la longueur d’onde de
517 nm. Une densité optique (DO) lue,
comprise entre 0,9-1,0 atteste que le réactif
n'est pas encore dégradé. Les titres des
solutions testées se situent dans l'intervalle [0-
1000 ppm] alors que la quercétine, la
molécule de référence, est utilisée aux
concentrations inférieures a 40 ppm. Trois
essais sont effectués pour chaque titre donné
et la moyenne des densités optiques est
déterminée. A partir des concentrations des
huiles essentielles, des densités optiques lues
et des pourcentages d'inhibition calculés,
'intensité colorante 1g, est déterminée. kg
représente la quantité de produit nécessaire
pour faire diminuer la coloration de la solution
de réactif (DPPH) de moitié, soit 50%. Pour
un échantillon donné, le pouvoir antioxydant
est supérieur a celui de la référence si son
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intensité colorante est inférieure a celle de la
guercétine.
Test FRAP

Le pouvoir réducteur des HE est
déterminé par cette méthode (Benzie et al.,
1999). C'est la capacité totale en antioxydant
qui est exprimée par cette méthode. A partir
d’une solution mére de Ee(2000umol par
litre), des dilutions sont faites pour le tracé de
la courbe étalon. A 1500L du réactif dans
un tube a essai, on ajoute 150 d'eau
distillée et 50uL de la solution de Fé& Le
mélange est agité au vortex (marque
Heidolph, type REAX 1) et la densité optique
est lue aprés 5 minutes au spectrophotométre.
Une courbe d'étalonnage est ainsi réalisée
comme le montre la Figure 1. Pour les
échantillons a tester, on mélange dans les
mémes proportions que pour le tracé de la
courbe standard, le réactif (15QQ), I'eau
distillée (150uL) et la solution du composé a
tester (50puL) de titre 1000 pumol.L™ . La
densité optique est lue aprés 5 minutes a 593
nm. La capacité « donneur d’électrons » de
I'échantillon est mesurée par le changement
de couleur lié a la formation du complexe
(F¢* TPTZ) et léquivalent en Eé& est
déterminé.

RESULTATS

Le rendement de l'extraction de I'HE
de Vetiveria zizanioides(Poaceae) est de
1,67% par rapport a la matiére seche des
racines. L’huile essentielle deXylopia
aethiopica (Annonaceae) extraite a partir de
fruits secs de la plante, de couleur jaune, a un
rendement de 3,5% par rapport a la matiére
secheAeollanthus pubescem®nne une huile
essentielle jaune-pale de rendement 0,20% a
partir des feuilles fraiches et 0,48% a partir
des feuilles séches. Les composés majoritaires
et leurs pourcentages sont répertoriés dans le
Tableau 1. Ce sont: Thymol (46,72%) pour
'HE d’'Aeollanthus  pubescenskhusimol
(18,68%) pour 'HE deVetiveria zizanioides
Linalol  (53,43%) pour I'HE dDcimum
basilicumet g-pinéne (31,92%) pour I'HE de
Xylopia aethiopicalLe Tableau 2 montre que
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tous les extraits d’'HE présentent des activités sensible de changement sur la densité optique
antioxydantes différentes. de la solution de I'huile essentielle Hglopia
Dans notre étude, il y a deux aethiopica Dans ce cas, la densité optique de
échantillons qui se remarquent par leurs |a solution de I'échantillon & analyser varie
pouvoirs antioxydants indépendamment des trés peu par rapport a celle du blanc constitué
tests utilisés. Il s’agit @cimum basilicurret par la DPPH en solution dans le méthanol. Les
Aeollanthus pubescer(3ableau 2). Pour ces  résultats trouvés montrent que dans le groupe,
deux HE, les DO varient considérablement cette HE a wun pouvoir antioxydant
(0,7 - 0,2) (Figure 2) alors que les densités nggligeable. Pour des échantillons avec un
optiques de certains échantillons ne changent pouvoir remarquable, comme Ocimum
pratiquement pas (de 0,7 a 0,6) (Figure 3) au basilicum les densités optiques sont fortement

cours du test a la DPPcimum basilicuna dépendantes aussi bien de la concentration
linalol est I'échantillon le plus antioxydant que du temps d'incubation et les équivalents
dans le groupe étudié avec uneylCe 266 en Fé" sont élevés. Nous avons utilisé pour

ppm (Figure 2) et un équivalent en’Fele nos calculs les moyennes arithmétiques des

1318 pmol.L™. Méme une durée plus  densités optiques lues pour les trois essais.
importante d'incubation, n’a aucun effet

DO

y = 4,05591.107x + 0,19262
R%=0,99017

0,0

L L L v r 1 T T ' 1 — T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
[Fe™] (umol/L)

Figure 1 : Variation de la densité optique en fonction dedacentration en E&(umol/l). DO sur la
figure représente la densité optique lue. « Y »ésgnte I'équation de la droite et « R » est Idfimbent de corrélation.
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Figure 2 : Variation de la densité optique en fonction de damoentration de 'HEd’Ocimum

basilicum. DO sur la figure représente la densité optique Iienité partie par million est notée ppm. « Yeprésente
I'équation de la droite et « R » est le coeffitida corrélation.
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Figure 3 : Variation de la densité optique en fonction de dmcentration de I'HE deylopia

aethiopicaDO sur la figure représente la densité optique lugunité partie par million est notée ppm. @ Yeprésente
I'équation de la droite et « R » est le coefficidatcorrélation.
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Tableau 1: Composés majoritaires et leurs pourcentages éaréchantillons testés.

Echantillon A. pubescens O. basilicum V. zizanioides X. aethiopica.
Composés majoritaires (%)  Thymol (46,72) Linalol (53,43) khusimol (18,68) B-pinéne (31,92)
Ac.thymol (15,02) Eugénol (17,93) Isovalencénol (8,71) G. D (13,04)
y-terpinene (7,94) 1,8 cinéol (7,88)  B-vétivone (4,92) a-pinéne (10,28)
p-Cyméne (5,42)  Transo-b. (4,06) Nootkatone (4,89) sabinéne (7,88)
a-vétivone (4,58) 1,8-cinéole (4,87)

B-bisabol (2,59)
Elémol (2,44)

A. pubescens Aeollanthus pubescengc. thymol = Acétate de thymaD. basilicum= Ocimum basilicuna linalol, Transxi-b. = Transi-bergamoténe,
V. zizanioides = Vetiveria zizanioide€s, D = Germacréne D.

Tableau 2 : Intensités colorantes et équivalents efi.Fe

Huiles essentielles = Equivalents en F&* (umol. I')
Quercétine 20 -

Ocimum basilicum 266 1318
Aeollanthus pubescens 1467 1098

Vetiveria zizanoides 3590 23

Xylopia aethiopica 9752 15

ICs0, dans le tableau, représente l'intensité coteran
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DISCUSSION

Notre étude a porté sur les échantillons
répertoriés dans le Tableau 1 et les intensités
colorantes avec les équivalents erf'Fdes
échantillons testés figurent dans le Tableau 2.
Nous notons que l'efficacité de réduction du
fer suivant la méthode FRAP est inversement
proportionnelle a la valeur Kgdéterminée par
le test a la DPPH. Le classement est le
suivant : Ocimum basilicum> Aeollanthus
pubescens> Xylopia aethiopica> Vetiveria
zizanioides La concentration 16 la plus
faible est enregistrée po@cimum basilicum
et vaut 266 ppm et la plus élevée 3590 ppm
pour Vetiveria zizanioides Ces résultats
permettent de conclure que I'HEQEimum
basilicum présente une meilleure activité
antioxydante, par rapport aux autres HE
testées, suivie de [I'HE Aeollanthus
pubescensL’HE de Xylopia aethiopicaavec
un pouvoir antioxydant faible, est
prioritairement composée d’hydrocarbures
non aromatiques p¢pinéne 27,68%,0-
pinéne = 9,54%).Aeollanthus pubescena
majoritairement dans sa composition des
composés aromatiques (Thymol (46,72%),
Acétate de thymol (15,02%)) de méme que
'HE d’Ocimum basilicum (Linalol
(53,43%), Eugénol (17,93%)). La présence
des composés antioxydants dans les extraits
d’'HE diminue l'absorbance en fonction du
temps, de 0,7 a 0,2 pour 'HE @&imum
basilicum Cette absorbance ne varie presque
pas pour les solutions d’'HE qui ont un faible
pouvoir antioxydant, de I'ordre de 0,65 pour
'HE de Xylopia aethiopica La courbe
illustrée dans la Figure 2 nous montre que
'HE d’Ocimum basilicumest capable de
neutraliser le radical DPPH en fonction de la
concentration. L'activité d’un antioxydant est
directement liée a la concentration. Il serait
intéressant, dans nos études futures, de trouver
les concentrations qui donneraient un effet
bénéfigue pour nos HE avec une capacité
antioxydante remarquable. Il est courant de
trouver dans la littérature scientifique que les
composés phénoliques possedent une forte
capacité antioxydante. Toutefois, Il est tres
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accepté que ce n'est pas nécessairement la
forte teneur en polyphénols qui confere une
activité antioxydante remarquable (Moure et
al., 2001). C’est pour cela que certains auteurs
calculent le parametre E&£ qui est une
mesure quantitative directe pour Iactivité
antioxydante. Il est défini comme Ila
concentration de I'extrait brut des composés
phénoliques nécessaire pour réduire 50% de la
concentration initiale du DPPH (Benhammou,
2012). Dans notre étude nous pensons plutdt a
une action synergique du thymol (46,72%) et
de l'acétate de thymol (15,02%) dans I'HE
d’'Aeollanthus pubescend'une part et du
linalol (53,43%), de I'eugénol (17,93%) et du
1,8 cinéol (7,88%) dans I'HE @cimum
basilicumd’autre partOn note dans 'HE de
Vetiveria zizanioides I'effet contraire, un
antagonisme des composés majoritaires
(khusimol (18,68%) et Isovalencénol (8,71%))
qui ne permet pas une bonne capacité
antioxydante. La forte teneur en
hydrocarbures,-pinéne = 27,68%x-pinéne

= 9,54%) dans I'HE deXylopia aethiopica
pourrait expliquer son pouvoir antioxydant
insignifiant. Les données du Tableau 2
montrent que tous les échantillons d'HE
étudiés sont moins antioxydants que la
molécule de référence.

Conclusion

Miliauskas et al. (2004) ont montré que
le classement, dans un groupe donné du
pouvoir antioxydant, dépend de la méthode
utilisée. Toutefois, nos résultats ne montrent
pas des comportements distincts par rapport a
la méthode DPPH et au test FRAP pour le
méme échantillon. Les résultats de notre étude
montrent que le classement n’est pas différent
selon la méthode utilisée. On remarque que
toutes les HE étudiées sont moins
antioxydants que la quercétine (Tableau 2) qui
a une IG, dans nos conditions d’expérience,
voisine de 20 ppm indépendamment des
moyens de calcul utilisés (pourcentage
d’inhibition ou densité optique). L'équivalent
en Fé" de la quercétine est trés élevé, ce qui
ne peut étre déterminé a partir de l'intervalle
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considéré de la courbe standard utilisée. Ces
résultats préliminaires nous révelent deux HE,
(Ocimum basilicuma linalol et Aeollanthus
pubescens)testées, possédant une activité
antioxydante remarquable vitro. D’autres
études sont nécessaires pour évaluer le
potentielin vivode ces huiles sur des animaux
(test de toxicité par exemple) avant
d’'envisager la possibilité de leur utilisation
dans [lindustrie agroalimentaire et en
médecine.
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