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RESUME

Les radicaux libres étant impliqués dans la genése de plusieurs maladies, I’intérét porté a la
recherche d’antioxydants naturels a considérablement augmenté ces derniéres années. L’objectif de
cette étude était d’évaluer ’activité antioxydante des extraits hydro-éthanoliques des feuilles et
écorces de Piliostigma thonningii. La détermination de la teneur en polyphénols a été effectuée par
la méthode de Folin Denis. L’activité antiradicalaire a été¢ évaluée par les tests de réduction du
DPPH (2, 2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) et de I’ABTS (acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique)). Le pouvoir réducteur vis-a-vis de I’ion ferrique a été également évalué. Il ressort de
ces tests que les écorces sont environ deux fois plus riches en polyphénols que les feuilles. Les Clso
des extraits des écorces et des feuilles sur DPPH sont respectivement de 46,8 + 5,77 pg/ml et 138,9
+ 2,03 ug/ml. Concernant le test ABTS les Clso des deux extraits sont 39,3 + 1,00 pg/ml et 109 +
6,25 pg/ml respectivement. Le pouvoir réducteur des écorces est supérieur a celui des feuilles a
toutes les concentrations testées. Donc les écorces présentent une activité antioxydante meilleure
que celle des feuilles de cette plante.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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Evaluation of the antioxidant activity of hydro-ethanolic leaf and bark
extracts of Piliostigma thonningii Schumach

ABSTRACT

Free radicals are involved in the genesis of several diseases, what makes increasing research
for natural antioxidants in recent years. The purpose of this study was to evaluate the antioxidant
activity of the hydro-ethanolic leaf and bark extracts of Piliostigma thonningii. The polyphenol
content was determined with Folin Denis reagent. The antiradical activity was evaluated using
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DPPH (2, 2-dipheny I-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic
acid) reduction tests. The reducing power was also performed using ferric reducing. (FRAP). All
experiments were done in triplicate. From these tests, it appears that the bark is approximately twice
as rich in polyphenols as the leaves.The ICso of the bark and leaf extracts on DPPH are respectively
46.8 £ 5.77 pg/ml and 138.9 £ 2.03 ug/ml. On ABTS test, bark and leaf extracts had exhibited
scavenger activity with respective ICso values 39.3 + 1.00 pg / ml and 109 + 6.25 pg / ml. Reducing
power of bark extract was higher than that of leaf extract at all tested concentrations. Therefore, the
bark exhibits a better antioxidant activity than that of the leaves of this plant.

© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Les radicaux libres seraient a 1’origine
de plusieurs pathologies parmi lesquelles nous
pouvons citer les arthroses, [’asthme, le
cancer, le diabéte, les maladies cardiaques,
I’athérosclérose (Codofer-Franch et al., 2011 ;
Sarr et al., 2015). Selon Pousset (2006),
(fruits,

légumes) riches en antioxydants pourrait jouer

P’utilisation de produits naturels
un réle important dans la prévention de ces
maladies. Par ailleurs, le cout élevé des
prestations de santé et des médicaments ainsi
que les facteurs socio-économiques poussent
une grande partie de la population a utiliser
les plantes médicinales pour se soigner
(Agban et al., 2013). De nos jours, 80% de la
population ont au moins une fois recours a la
phytothérapie (Arbonnier, 2002). Une attitude
qui peut étre également liée a la culture et a la
se Dbasent

civilisation ancestrales, qui

enticrement ou  partiellement sur la
phytothérapie en raison de I’efficacité, de
I’accessibilité et de la disponibilité des plantes
médicinales (Akharalyi et al., 2010).

C’est dans ce contexte que nous nous
intéressons a I’é¢tude de 1’activité antioxydante
des extraits hydro-alcooliques des feuilles et
des de

(Caesalpiniaceae). C’est une espéce retrouvée

écorces Piliostigma  thonningii

dans toutes les savanes soudano-guinéennes
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de I’Afrique intertropicale (Botswana, Mali,
South Africa,

Sudan, Nigeria, Tanzania, Uganda, Zambia).

Kenya, Namibia, Senegal,
Plusieurs composés tels que le piliostigmine,
le stigmastadiénol, quercétaine et la
quercétine ont été isolés a partir de ses feuilles
et écorces (Pousset, 2004 ; Ekoumou, 2003).
Les

d’activités

écorces de la plante sont douées

anti inflammatoire, antalgique,
anthelminthique et antibactérienne (Pousset,

2004).

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Le matériel végétal a été constitué de
feuilles et d’écorces de Piliostigma thonningii
récoltées en décembre 2016 au niveau du
carré botanique de Sambandé, un village situé
au Centre du Sénégal. La plante a été
identifiée au Laboratoire de Pharmacognosie
et Botanique de la Facult¢ de Médecine de
Pharmacie et d’Odontologie de 1’Université
Cheikh Anta Diop de Dakar. Les parties de
plantes récoltées ont été lavées puis séchées a
la température ambiante dans une salle aérée
dudit laboratoire pendant trois semaines avant

d’étre réduites en poudre.
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Extraction

L’extraction a été faite par décoction
sous reflux de 50 g de poudre dans 500 ml
d’un mélange hydro-éthanolique (20V/80V
respectivement) pendant 30 mn dans le but
d’extraire au maximum les composés polaires
tels que les polyphénols.

Apres filtration sur papier Whatman
No.l1, les filtrats obtenus ont été¢ évaporés a
I’aide d’un évaporateur rotatif a 60 °C. Les
résidus de ce filtrat ont été séchés a 1’étuve
pendant 48 h a 45 °C pour obtenir les extraits

SECS.

Criblage Phytochimique

La présence des principaux groupes
chimiques dans les extraits a été recherchée en
utilisant les tests décrits par Bassene (2012) :
flavonoides (test de Shibata), tanins (réaction

de Stiasny suivie de celle du chlorure

ferrique), caroténoides (réaction de Carr-
Price), anthracénosides (réaction  de
Borntraéger), alcaloides (Réactif  de
Dragendorff’), stérols (réaction de
Liebermann-Buchard), hétérosides

cardiotoniques (réactions de Baljet, Kedde et
Raymond-Marthoud) et saponosides (indice
de mousse).

Teneur en polyphénols

Les teneurs en polyphénols des extraits
sont déterminées par la méthode de Folin-
Denis (Elgailani et Ishak, 2014). Dans 1 ml de
la solution de chaque extrait, est ajouté¢ 1 ml
du réactif de Folin-Denis, puis 3 mn aprées 1
ml de carbonate de sodium a 25%. Apres 2
heures d’incubation, les échantillons sont
a 4000

minutes. Les absorbances ont été ensuite lues

centrifugés tours/mn pendant 4

au spectrophotométre a 670 nm. Trois essais
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ont été effectués pour chaque concentration de
produit testé.

Une courbe d’étalonnage établie a
partir d’une série de dilution d’acide tannique
(0,005-0,01-0,015-0,02-0,025-0,03-0,035-0,04
mg/ml) a été traitée de la méme maniére que
les extraits. Les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide tannique par
gramme d’extrait sec (mg EAT/g).

Activité antioxydante
Test DPPH

La de
antiradicalaire par le test de DPPH a été

détermination Iactivité
effectuée en utilisant la méthode décrite par
Molyneux (2003) légérement modifiée. Une
solution éthanolique de DPPH" a été préparée
en dissolvant 4 mg de ce produit dans 100 ml
d'éthanol. Ensuite, a 50 pl d’extrait a une
concentration donnée sont ajoutés 950 ul de la
solution DPPH. Les extraits ainsi que la
référence (acide ascorbique) sont testés a
différentes concentrations (250 - 125 - 62,5 -
31,25 15,62 7,81

absorbances ont été mesurées a 517 nm apreés

pg/ml) ; puis les

30 minutes d’incubation a 1’obscurité. Trois
effectués
concentration de produit testé.

essais ont été pour chaque
L'activité antioxydante liée a l'effet de
piégeage du radical DPPH" est exprimée en
pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la
formule suivante :
PI = 100(Ao-A1)/Ag
Ay . absorbance DPPH  A;. absorbance
échantillon
La CIso (concentration de I'échantillon
nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux
libres) a été obtenue en utilisant le logiciel

Statgraphics Plus 5.0.
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Test ABTS
L’activit¢ antiradicalaire a été
également évaluée par le test de décoloration
du radical cation ABTS™ selon la technique
utilisée par Khan et al. (2012). L’ABTS a été
dissous dans Il’eau distillée a une
concentration de 7 nM. La solution du radical
cation ABTS™ a été obtenue en incubant
pendant 12 & 16 h & Dobscurit¢é et a la
température ambiante un mélange a volumes
égaux de la solution mére d’ABTS avec une
solution de persulfate de potassium a 2,45 nM.
La solution ABTS+

I’éthanol jusqu’a une absorbance de 0,700 +

a été diluée avec de

0,02 a 734 nm avant 1’utilisation.
1,5 ml de la
d’ABTS™ a été mélangé avec 50 pl d’extrait

Ensuite, solution
ou de la référence (acide ascorbique) a
différentes concentrations (250 - 125 - 62,5 -
31,25 - 15,62 - 7,81 pg/ml). Les absorbances
sont mesurées & 734 nm apres une incubation
de10 minutes a I’obscurité et a la température
ambiante. Trois essais ont été effectués pour
chaque concentration de produit testé et les
résultats exprimés en Pourcentage d’Inhibition
(PI) et en Clso comme précédemment décrits
pour le test DPPH.

Test FRAP (Ferric Reducing antioxidant
Power)

Le pouvoir réducteur des extraits est
déterminé par la méthode de FRAP (Basséne,
2012). 0,4 ml
différentes concentrations est mélangé avec 1
ml de tampon phosphate (0,2 M; pH=6,6) et 1
ml  d’hexacyanoferrate  de  potassium
[K3Fe(CN)g] a 1%. Apres une incubation du
mélange a 50 °C pendant 30 minutes, 1 ml

Ainsi, d’échantillon a

d’acide trichloracétique 10 % y était ajouté,
a 3000

tours/mn pendant 10 minutes. Ensuite, 1 ml du

puis les tubes sont centrifugés
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surnageant de chaque tube est mélangé avec
0,2 ml d’une solution de FeClsa 0,1% et laissé
au repos a l’abri de la lumiére pendant 30
minutes avant de mesurer les absorbances a
700 nm. L'activité antioxydante liée au
pouvoir réducteur des extraits est exprimée en
Pouvoir Réducteur (PR) a I’aide de la formule
suivante :

PR = 100(Aa-Ap)/Aa

A, : absorbance de I’extrait Ap:
absorbance du blanc
Analyses statistiques
Les tests de significativit¢ sont

effectués par le test de Fisher en utilisant le
logiciel StatView. Une valeur de p < 0,05 a
été considérée comme étant statistiquement

significative.

RESULTATS

Criblage phytochimique
Le criblage phytochimique a révélé la

présence de flavonoides, de tanins et de

saponosides aussi bien au niveau des feuilles

Les

anthracénosides, les caroténoides, les stérols,

que des écorces. alcaloides, les

les  coumarines, et les  hétérosides
cardiotoniques n’ont pas été retrouvés dans les

deux parties de la plante étudiées.

Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols des écorces
6,16 £0,12 mg EAT/ g d’extrait sec) obtenue a
partir de la courbe d’étalonnage d’acide
tannique (y = 31,262x - 0,0584 avec un R? =
0,9934) a été environ deux fois supérieure a
celle des feuilles (3,12+0,08 mg EAT/g)
comme |’atteste la Figure 1.
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Activité antioxydante
Test DPPH

A toutes les concentrations testées, les
extraits hydo-éthanoliques des feuilles et des
écorces ont inhibé significativement le radical
DPPH' de maniére dose dépendante (p <0,05
versus témoin négatif). L extrait des écorces a
montré une activité supérieure a celui des
feuilles. En effet, 1’extrait des écorces atteint
presque son maximum d’activité a 125 ug/ ml
avec un pourcentage d’inhibition (PI) de
91,11£ 0,59%. Quant a I’extrait des feuilles,
son PI le plus important (75,04 +0,91%) est
observé a la concentration de 250 pg/ ml.
L’acide ascorbique utilis¢é comme référence a
inhibé de 97,71 £+ 0,32% le radical DPPH" a
62,5 pg/ml puis son activité a évolué en
plateau jusqu’a 250 pg/ ml (Figure 2).

Pour mieux comparer les activités des
différents extraits de plante testés, les Clso ont
été déterminées. Ainsi, I’extrait des écorces a
une Clso inférieure a celle des feuilles avec
des valeurs respectives de 46,8 + 5,77 ug/ ml
et 138,9 + 2,03 pg/ ml. L’acide ascorbique a
présenté une Clso égale a 8,5 = 0,25 g/ ml

comme en atteste la Figure 4.

Test ABTS

La Figure 3 montre que le radical
cation ABTS™ a ¢été inhibé de facon
significative a toutes les concentrations

testées, et de maniére dose dépendante par les
extraits de feuilles et d’écorces. Comme pour
le test DPPH, 1’extrait des écorces a montré
une meilleure activité que celui des feuilles. A
la plus faible concentration testée (7,81 pg/
ml), ’extrait des écorces a inhibé de 28,99 =
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2,9% le radical cation ABTS™ contre 9,12 +
1,24 %

250 pg/ ml les extraits des écorces et des

pour celui des feuilles. Tandis qu’a

feuilles ont présenté respectivement des PI de
99,04 £+ 0,08% et 81,09 = 0,57 %. A cette
méme PI de
ascorbique a été évalué a 99,62 + 0,34%.

concentration le I’acide
Concernant les Clso, celles des extraits des
écorces, des feuilles et de 1’acide ascorbique
correspondent respectivement a 39,3 + 1,00 -
109 + 6,25 pg/ ml et 19,7 + 0,62 pg/ ml ng/
ml (voir Figure 4).

Test FRAP

L’évaluation du pouvoir réducteur des
extraits a montré également une meilleure
activité de I’extrait des écorces par rapport a
celui des feuilles comme le montre la Figure
5. En effet, I’extrait hydro-éthanolique des
aux concentration de 7,8-15,62-
31,25-62,5-125-250 pg/ ml a donné des
pouvoirs réducteurs respectifs de 44,91+
0,98% - 66,77 + 0,94 - 78,87 = 0,44% - 83,42
+ 0,10 - 86,7 + 1,12% et 88,37 + 2,10%. Aux
des
réducteurs respectifs de 7,2 + 0,92% -27,64 +
2,03% - 37,18 + 0,54% - 62,77 £ 1,63% -
72,72 £ 0,52% - 84,58 + 0,23%

observés pour I’extrait hydro-éthanolique des

écorces,

mémes  concentrations, pouvoirs

ont été

feuilles.
Un fort pouvoir réducteur a été noté avec la
référence avec des valeurs de ’ordre de 26,89
+ 0,74% - 94,14 + 0,29% - 96,26 + 0,19% -
96,62 + 0,03% - 96,81 + 0,08% - 97,09 +
0,32%

concentrations que les extraits.

respectivement pour les mémes
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extrait sec)
o))

Ecorces Feuilles

Figure 1 : Teneurs en polyphénols des écorces et feuilles.

Concentration (ng/ ml)
«=@m==ECORCE ==@=FEUILLE ==O==\Vitc

Figure 2 : Pourcentage d’inhibition radical DPPH" par les extraits des feuilles et écorces ainsi que
de I’acide ascorbique.

Concentration (ng/ ml)

«=@==ECORCE ==@=FEUILLE ==O==Vitc

Figure 3: Pourcentage d’inhibition du cation ABTS™ par les extraits des feuilles et écorces ainsi
que de I’acide ascorbique.
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Figure 4 : Les Clso des extraits et la référence en fonction des méthodes.
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Figure 5 : Pouvoir réducteur des extraits des feuilles et d’écorces ainsi que celui de ’acide
ascorbique.
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DISCUSSION

L’utilisation d’un solvant hydro-
alcoolique a permis d’extraire, a partir des
feuilles et des écorces de P. thonningii, des
composés polaires tels que les polyphénols
qui font partie des principaux composants des
plantes a activité antioxydante (Akanni et al.,
2014 ; Fall et al, 2015; Sarr et al., 2015).
Cette notion de polarité semble étre confirmée
par le criblage phytochimique qui révele la
présence de flavonoides, tanins et saponosides
aussi bien au niveau des feuilles que des
écorces. Ces résultats corroborent ceux décrits
par Yemoa et al. (2008) sur les feuilles de
Piliostigma thonnigii.

Concernant ’activité antioxydante, les
résultats obtenus ont montré que I’extrait
hydro-éthanolique des écorces de P. thoningii
est plus actif que celui des feuilles sur
I’ensemble des 3 tests effectués avec des Clso
plus bas. Par ailleurs, aux mémes
concentrations testées, les PI obtenus par le
test du DPPH sont inférieurs a ceux de la
méthode a I’ABTS. Ceci pourrait s’expliquer
par la présence de substances qui présentent
des bandes d’absorption a la méme longueur
d’onde que le radical DPPH  entrainant ainsi
une augmentation de I’absorbance (Sarr et al.,
2015). Le test FRAP montre un meilleur
pouvoir réducteur de [I’ion ferrique des
écorces par rapport aux feuilles.

Ainsi par ces 3 tests, on constate que
I’activité antioxydante des écorces est plus
forte que celle des feuilles. Ce qui pourrait
s’expliquer par la teneur en polyphénols des
écorces qui est environ deux fois supérieure
par rapport aux feuilles comme précédemment

décrit par Dudonne et al. (2009).

Conclusion

Ce travail montre que ’extrait hydro-
éthanolique des écorces présente une forte
activité antioxydante par rapport aux feuilles.
Une étude ultérieure dans le but d’isoler et
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des
antioxydante pourrait permettre de mieux

identifier molécules a  activité

connaitre la nature des principes actifs.

CONTRIBUTIONS DES AUTEURS

La récolte et I’identification des parties
de plantes utilisées ont été effectuées par MS,
SIMD, KD-B et WD ; SIMD, ADF, MS et AS
ont participé a I’extraction et au dosage des
polyphénols. Les tests d’activité antioxydante
ont été réalisés par SIMD, ADF, AS et MS.
Les résultats obtenus ont ¢été analysés
statistiquement par SIMD et AM. Enfin, la
supervision des travaux et la rédaction de
I’article ont été faites par EB et SIMD.

CONFLIT D’INTERETS
Nous déclarons qu’il n’y a pas de
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