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RESUME

Crataeva adansoniDC de la famille des Capparidaceae est une plante
médicinale utilisée par les tradithérapeutes auolqmpur le traitement
d’abces, de plaies, d’infections bactériennes ethdenatismes ; susceptible
de posséder des propriétés antioxydantes du éaitnaultiples vertus de
réparation que posséde la plante [1-3]. L'étudeatdigités antioxydantes de
Crataeva adansonigst faite par deux tesis vitro, le test au 1,1 Diphényl 2
Pycril Hydrazile (DPPH) et le test du Ferric Reitig Ability of Plasma
(FRAP) ; ces derniers sont appliquées sur lesagxthydro-alcooliques de
feuilles récoltées en fonction de leur age et exction des heures de récolte
dans la journée.

Les résultats obtenus permettent d’affirmer que fslles de Crataeva
adansoniipossedent des propriétés antioxydantes et quaeceires varient
a la fois avec I'age de la feuille récoltée maislégent selon I'heure de
récolte des feuilles. Ainsi les feuilles les plusunes sont les plus
antioxydantes quelque soit I'heure de la récolteesCa midi que sont
relevées les activités antioxydantes les plusesprnotamment chez les
feuilles les plus jeunes ou on retrouve a 12H uckvige de 98,02% a
200pmoll par le test DPPH. Le test FRAP confirme les réssilbbtenus par
le test DPPH.

Mots-clés : Crataeva adansoniiActivités antioxydantes, Ttests DPPH et
FRAP, Feuilles.
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ABSTRACT
Antioxydant activities in vitro of the sheets oCrataeva adansonii

Crataeva adansonibC of the family of Capparidaceae is a medicirlahp
used by the tradithérapeuts in Togo, for the treatnof abscess, wounds,
bacterial infections and rheumatisms; likely to évantioxydant properties
because of the multiple virtues of repair which pient has [1-3]. The study
of the antioxydant activities dfrataeva adansoniis made by twan vitro
tests, the first test which is made with 1,1 DipHéR Pycril Hydrazile
(DPPH) and the second, the Ferric Reducing Abdfti?lama (FRAP); those
tests are applied to the hydro-alcoholics extramtsleaves collected
according to their age and the hours of harvestarcourse of the day.

We can affirm with the results obtained that theeeis of Crataeva
adansoniihave antioxydant properties and they vary atstimae time with
the age of the collected leaves but also accordirige hour of harvest. Thus
the youngest leaves are more antioxydant than ttieroat any time of the
day. It is at midday that are raised the antioxydaativities strongest, in
particular at the youngest leaves where one finils ®#2:00 an activity of
98,02% with 200umot/ by test DPPH. Test FRAP confirms the results
obtained by test DPPH.

Keywords : Crataeva adansoniantioxydant activities, tests DPPH and
FRAP, leaves.

I - INTRODUCTION

Les effets nuisibles du stress oxydatif sur la &dnimaine sont devenus un
grave probleme de santé publique. Les radicauxedibtels que les ions
superoxydes, les peroxydes d’hydrogene et hydroxetid’oxygéne singulet,
sont produits en plus grande quantité que lesxydants lors du stress oxydatif
dans I'organisme et ce déséquilibre est donc @i de dommages cellulaires
et de maladies chroniques [4-7]. Les antioxydasésiles molécules pouvant
protéger l'organisme vivant des dommages causéslgsaradicaux libres,
peuvent prévenir la plupart des affections chroesqeomme la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer, I'artériosclégpka polyarthrite chronique ou
encore les cancers [6,7]. Une des solutions estcatapléter le régime
alimentaire avec des composés antioxydants ; d@ssiformulations a base
d’antioxydants sont considérées depuis les trommieles années comme les
moyens de prévention contre les affections chrasqCe qui intensifie les
recherches sur de nouvelles molécules antioxydamateselles issues de plantes
[7]. Crataeva adansoniD.C. [syn.Crataevareligiosa var. nurvala Hook and
Forst. est une plante médicinale dont les feuiflest trés utilisées dans la
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pharmacopée africaine et indienne [8-10]. Son powamalgésique, bactéricide,
fongicide et sa composition chimique intéressaitelll] ; font la part belle a
une large possibilité d’activités antioxydantes détrees [12, 13]. La possibilité
d’évaluer les propriétés antioxydantes Ceataeva adansonia partir de tests
biologiques a été utilisée car, en ce qui concplae particulierement le Togo, il
est important aujourd’hui, de tirer des enseigndmete la pharmacopée
traditionnelle, en testant les principes actifs plesites médicinales usitées pour
disposer de ressources fiables et performantegtoptéservant la biodiversiteé.

Il - MATERIEL ET METHODES
[I-1. Matériel végétal

Les feuilles deCrataeva adansoniisont authentifiées par le laboratoire de
Botanique et Ecologie Végétale de I'Université denkoau Togo.

Les échantillons sont collectés tout au long de daison seche.
L’échantillonnage s’est fait selon deux critérestidcts ; I'age des feuilles sur le
pied-mere (feuille nouvelle; feuille jeune et féaiimature) et le moment de la
récolte des échantillons dans une journée c'egeaad/ heures, 12 heures et 17
heures. L'identification systématique des ageslatesde feuilles a récolter s’est
basée sur un modele confectionné par la mesure rmeyede la distance
séparant la base de la feuille de I'apex mais asssiles différences manifestes
de pigmentation des feuilles liée a I'age.

11-2. Méthodes
I1-2-1. Extraction

Les parametres age des feuilles et moment de eédek feuilles d€rataeva
adansoniiconduisent a la formation de neuf lots distintes feuilles de chaque
lot sont soigneusement lavées puis mises a sédlaérldore a 25°C pendant 72
heures. Elles sont ensuite broyées et pesées.déd@mpudre sont prélevés de
chaque lot et sont macérées dans 5@0dinn mélange éthanol et eau (a raison de
5g de matiére pour 50nmdu mélange) durant 72 heures. L'extrait alcoolidae
chaque échantillon prélevé est filtré apres leh@@res et ensuite évaporé. On
obtient alors les extraits bruts alcooliques. Bléation des propriétés
antioxydantes des feuilles est effectuée sur lesiexbruts alcooliques obtenus.

[I-2-2. Evaluation de I'activité antioxydante pael test 1, 1 Diphényl 2
Pycril Hydrazile (DPPH) in vitro.

L’activité antioxydante des extraits de feuilles @eataeva adansoniest
mesurée a partir de la diminution de I'absorbareéadsolution méthanoique
de DPPH [14]. A partir de chaque solution mérexula@t de 100mg/L, une
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gamme de dilution d’extraits bruts est préparée.sbltion de DPPH est
préparée a une concentration de 100 pmol/L damsé&lbanol. Le mélange
réactionnel est fait avec 1,500 mL de la solutien@PPH et 250 pL de
chacune des dilutions d’extraits. Aprés 10 minut@&scubation, la densité
optique est mesurée a une longueur d'onde de 51Fengraphique de la
variation du pourcentage d’inhibition en fonctide la concentration a
permis de déterminer la concentration correspondam0% d’inhibition
(IC50).

[I-2-3. Evaluation de I'activité antioxydante paeltest Ferric Reducing
Abitity of Plasma (FRAP) in vitro.

Le Ferric Reducing Abitity of Plasma (FRAP) utisin mélange de trois
solutions : 25 rh de tampon acétate de concentration 300mmol/L, Sial2

de solution de Complexe tripyridyltriazine ferre{BPTZ-F€*) et de 2,5 mL

de chlorure de fer a 20 mmol/L [15]. Le mélangecti®anel est constitué de
1500t du réactif de FRAP, de 150uL d’eau distillée ebfaiL d’extrait de
Crataeva adansoni{1000ppm). Le temps d’incubation est de 5Sminutes a
'obscurité. L’activité antioxydante des extrait® deuilles deCrataeva
adansoniiest mesurée a partir de la diminution de I'absacbadu complexe
tripyridyltriazine ferreux (TPTZ-F&) & 593nm.

[I-2-4. Analyses statistiques

Les données sont analysées avec le logiciel Statistersion 6.0, 1998
(StatSoft Inc., Tulsa, USA). Les différences sigaifives sont révélées apres
une analyse de variances (ANOVA) univariées. Lesdaent des moyennes
en groupes homogenes par ordre croissant estiugifseton le test de Tukey.
Les différences sont considérées significatives & B%. Les moyennes
affectées de la méme lettre ne sont pas signifieaent différentes.

Il - RESULTATS

[1I-1. Influence de I'dge des feuilles sur les actités antioxydantes.
[lI-1-1. Test DPPH in vitro.

En ce qui concerne les résultats obtenus, I'utibgadu test DPPH a permis
de démontrer que les extraits hydro-alcooliquesods les types de feuilles
deCrataeva adansoniinontrent un réel pouvoir antioxydant qui augmesmte
corrélation avec la concentration des extrdtigyre 1). Les résultats de ce
test, montrent également que I'age des feuille; ampact certain sur la
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production des antioxydants. Quel que soit le nmdrde récolte, les extraits
de feuilles, montrent un pouvoir antioxydant qumatiiue nettement avec
I'age (Figure 1). Pour les feuilles récoltées le matin, a une eotration de
200 umolL, I'extrait des feuilles nouvelles a un pouvoir iarydant de
76,88%, tandis que les extraits de feuilles jeueesnatures, a la méme
concentration, ont un pouvoir antioxydant significament inférieur soit
respectivement, 56,74% et 63,34% respectivemiéigufe 2). Lorsque la
récolte est effectuée a midi, toujours a une canagon de 200 pumol/
I'extrait de feuilles nouvelles a un pouvoir anidant extrémement
important de 98,02% pratiquement le double désaighydro-alcooliques
de feuilles jeunes de 53,68% et matures de 508.dxtraits de feuilles
récoltées a 17h donnent des résultats similaicésxtrait de feuilles nouvelles a
un pouvoir antioxydant plus important que le doutiéecelui de I'extrait des
feuilles jeunes soit 80% contre 35% a une conceotrde 200pumol/ (<0,001).
Ce pouvoir, a la méme concentration, est plus daetais plus élevé que celui
de I'extrait de feuilles matures soit 80% contrédl@igure 2).

L’'analyse statistique des pourcentages d’inhibitidas extrais hydro-
alcooliques réveéle que I'age a bien un impact sardctivités antioxydantes
des feuilles deCrataeva adansoniiLes difféerences statistiques, entre les
pouvoirs antioxydants en fonction de I'age deslliesii nouvelles, jeunes et
matures, sont significatives au seuil de 1%.. Legilless de Crataeva
adansoniiont montré des propriétés antioxydantes en étcoitelation avec
I'age des feuillesLes plus jeunes feuilles dénommeées ici feuillesveties
ont un pouvoir antioxydant tres important qui waiduer au fur et a mesure
que les feuilles croissent et se développent.
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Figure 1: Comparaison des pourcentages d’inhibition des lesidles 3 ages
récoltées a 12RN : feuilles nouvelles, FJ : feuilles jeunes, FM :
feuilles matures. 12 : 12heures
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Figure 2 : Test DPPH : Activités antioxydantes des feuilleCdetaeva
adansonii

I1I-1-2. Test FRAP in vitro.

Les extraits des feuilles nouvelles enregistresitplels fortes concentrations
équivalentes, traduisant un pouvoir antioxydantvéldrigure 3). Les
concentrations équivalentes en ¥ealiminuent significativement lorsque les
extraits proviennent des feuilles de plus en plses, confirmant ainsi les
résultats obtenus avec le test DPPH, les extraitéedilles nouvelles sont
plus antioxydantes que ceux des feuilles jeunezgx de feuilles matures
(signification inférieure au seuil de 0,001).

I11-2. Influence de I'heure de la récolte des feulks sur les activités
antioxydantes.

I1I-2-1. Test DPPH in vitro.

Les extraits de feuilles nouvelles ont des pouvairgoxydants élevés quand
elles sont récoltées a 12h, a 200umol/L, le rappett significativement
différent au seuil de 1%entre le pouvoir antioxydant d’extraits de feuilles
récoltées a 12h, plus de 95% et celui d’extraitfedéles récoltées a 07h et a
17h Figure 3). Les pouvoirs antioxydants des extraits de fesilhouvelles
récoltées a 07h ou a 17h sont statistiquement algmits Figure 2). Les
extraits de feuilles jeunes ont montré que les poavantioxydants obtenus
sont assez élevés mais restent les mémes queloguke snoment de la
récolte (7h, 12h ou 17hlrigure 2).

En ce qui concerne les extraits de feuilles matuitesont des pouvoirs
antioxydants moyens mais équivalents quand lefidsigont récoltées a 07h
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ou a 12h comme c’est le cas pour les feuilles jgucependant contrairement
a ces dernieres, les feuilles matures récoltééshedres ont le plus bas taux
de production d’antioxydants. L’extrait de feusllenatures cueillies a 17h
donne par contre un pouvoir antioxydant 30 a 4006 [fhible que celui de
I'extrait des feuilles récoltées le matin ou a mi@n prenant les résultats
obtenus dans leur globalité, on observe que I'hdarka récolte des feuilles a
également un impact indéniable sur l'activité axjaante des feuilles de
Crataeva adansoniiLe pouvoir antioxydant des feuilles nouvelles adéj
important en début de journée a 07h puisqu’il @B8d% augmente dans la
matinée jusqu’a midi ou il est maximal (pres de%)0 entre midi et 17h, le
pouvoir antioxydant des feuilles nouvelles va neiaint décroitre pour
retrouver le taux qu’il avait en début de journke. a donc au cours des 10
heures d’expérimentation, une fluctuation en hawtsen baisse de 20%
(Figure 2). Les feuilles jeunes et les feuilles matureseantébut de journée
un pouvoir antioxydant trés proche de la moyennee Upaisse non
significative va le faire devenir moyen aprés 5rhsuc'est-a-dire en milieu
de matinée. L'effet du moment de récolte va éigeificatif a 17h ou les
pouvoirs antioxydants des feuilles matures vonttehde pres de 60% par
rapport a ceux du matin et du midi. En effet, langmr antioxydant des
extraits de feuilles permet de remarquer de fac@nificative, une
augmentation du pouvoir antioxydant lorsque le®ltés sont effectuées a
12h particulierement sauf en ce qui concerne pdidiement les feuilles
jeunes dont la production ne varie pas tout au lo®gy 10 heures
d’expérimentation.

En conclusion, les heures les plus chaudes deuimge constituent des
sources de stimulation des feuilles@ataeva adansoniet notamment, des
feuilles nouvelles dont les extraits contiennerd dlécules antioxydantes
actives et abondantes, responsables de l'inadivate la DPPH. Au début
de leur spécialisation, les feuilles nouvellesCtataeva adansonigont trés
réactives, ce qui expliquerait les forts pouvoinsiaxydants enregistrés. Au
fur et & mesure de leur différenciation et de kpécialisation, la production
d’antioxydants devient moyenne avec une chute &trég a la fin de la
journée. L'analyse des résultats nous permet delwen que l'extrait de
feuilles nouvelles cueillies a 12h est significativent le plus antioxydant au
seuil de 1%o.

Kplolali Y. S. AHAMA et al.



160 Rev. Ivoir. Sci. Technol., 16 (2010) 153 — 164

~ y=0,3828x+0,3253
——F N7
~l—YFEN12

WFN17

Lineaire (SFN 7}

Pourcentage d'inhibition {%)

Linéaire (9UFN12}

Lincaire (%FN17}

Cancentration en pmal/€

Figure 3 : Test DPPH Comparaison des pourcentages d’inhibition des
feuilles nouvelles en fonction dumeat de récolte dans la journée
FN : feuilles nouvelles. 7 : 07 heures, 12 : 12reeul7 : 17 heures

I11-2-2. Test FRAP in vitro.

Le pouvoir antioxydant des extraits de feuillesraagte lorsque le moment
de la récolte est dans les heures les plus chagelele journée a 12h
particulierement. Les extraits de feuilles nouxseheontrent une forte activité
antioxydante lorsqu’elles sont cueillies a 12h. &fet, la concentration
équivalente en F& de I'extrait de feuilles nouvelles cueillies a 12ist la
plus forte Figure 4). La grande réactivité des feuilles nouvelles &euau
stress qu’'est la lumiere intense, conféere a I'éxtde ces feuilles, un
important pouvoir antioxydant, la réduction du cdeme réactif est donc trés
importante.

Le méme comportement est observé pour les extlaiteuilles jeunes et
matures. Ces extraits indiquent des concentratigotgs fortes quand les
feuilles sont cueillies a 12hFigure 4). Il faut noter cependant qu’une
analyse des concentrations équivalentes des extdat feuilles jeunes,
montre que le facteur « moment de récolte »n’infpas sur le pouvoir
antioxydant de ces dernieres. En effet, qu’ellesrgaecueillies a 07, a 12 ou a
17h, le pouvoir antioxydant de ces extraits restanEme, leur différence
n'étant pas significative. En ce qui concerne lesilles matures, les
conclusions sont les mémes, il n'y a pas de diffégee du pouvoir
antioxydant de ces extraits dans la journée. Léemcmoment de récolte
influe essentiellement sur les feuilles nouveltes derniéres enregistrent un
fort pouvoir antioxydant tout au long des 10 heuetsont un pouvoir
maximal a 12h.
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Figure 4: Test FRAP : Concentrations équivalentes traduisapouvoir
antioxydant des extraits de fesile Crataeva adansonii
FN : feuilles nouvelles, FJ : féesl jeunes, FM : feuilles matures.
7 : 07 heures, 12 : 12 heures, 17 heures

IV - DISCUSSION

Les plantes médicinales usitées dans les pharmesop@ditionnelles

possedent en général des propriétés antioxydab®2(]. Nos travaux ont
permis de préciser dans le casGlataeva adansoniique ce sont les feuilles
les plus jeunes, précisément celles qui se trouvéapex des tiges feuillées
qui ont le plus fort pouvoir antioxydant. La pla, tout comme tout étre
vivant, consomme beaucoup d’énergie au cours dedéwaloppement, les
feuilles, en particulier qui sont le siege des tiéas chloroplastiques,
enregistrent une forte consommation d’oxygéne edyisent donc par
conséquent des radicaux libres. Dans le souci, rdééger les cellules
foliaires des radicaux libres, le jeune végétaldpibdes anti-radicalaires,
notamment des antioxydants, ce qui explique I'ingooze de ces molécules
pour les jeunes pousses [21, 22]. Des travaux t&¢28] montrent que les
pouvoirs antioxydants varient selon le stade ddssamce foliaire chez
certaines especes de caféier, les extraits brligsdés des tres jeunes feuilles
de ces espéeces contiennent 3 fois plus d’antioxgdgue les extraits de
feuilles matures. Les tres jeunes feuilles @eataeva adansoniisont,

seulement 9 a 7 fois moins antioxydant que la aiigre; molécule de
référence et elles sont deux a six fois plus agptlartes que les feuilles
matures. Les activités antioxydantes constatéesdiees a une production
des métabolites secondaires par la plante, 'aaathgmique des feuilles de
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Crataeva adansoniiconfirment I'existence de propriétés antioxydantes
révélées par les tests DPPH et FRAP utilisés dasstmavaux [24]. Des
travaux récents confirment également diiataeva religiosaproduit des
triterpénoides comme le triacétate de phragmatifeelepéol [20], ce dernier
étant connu pour avoir des propriétés antioxydap&sune activation des
enzymes antioxydantes [25]. Des molécules a fadriel antioxydant telle
que la rutine, la quercétine, lisoquercétinées flavonoides ont également
été isolées des feuilles et leur présence icifigist nos résultats [24, 26].

Dans la physiologie de la plante, la lumiere a plage importante car elle
est un des facteurs environnementaux qui agit seofement comme source
d’énergie par son intensité et sa durée pour lat@lanais aussi comme une
source externe de stimulation influencant la ceoiss, le développement et
également la synthése de substances bioactives (2@laeva adansonii
réagit, elle aussi, selon l'intensité lumineusee; qui se traduit dans les
variations du pouvoir antioxydant enregistré aursaile la journée. En effet,
plus lintensité lumineuse du soleil dans la jowmst forte, plus le pouvoir
antioxydant de feuilles est important. Il ya dont flux de production de
substances a propriétés antioxydantes dans la feuile lorsque lintensité
lumineuse est maximale. Les travaux de Zhou eti§&8] montrent que le
taux d’anthocyanes dans le fruit daccinium macrocarpon Aiprésente des
valeurs variant selon que les fruits sont prisu@ nu exposés a la lumiére
naturelle ou encore éclairés par des rayons aterou@u rouge lointain.

La capacité que détiennent les feuillesQlataeva adansoniest due a la
présence de polyphénols dont la biosynthése esndépte de la lumiére. En
effet, la voie de I'acide shikimique (mode prindige la formation du noyau
aromatique des composés phénoliques) utilise copmneipal enzyme, la
phénylalanine ammonia-lyase (PAL). Cet enzyme mtésehez les plantes
supérieures, désamine la phénylalanine en dcahs cinnamique, molécule
précurseure de la majorité des composés aromatiquesont doués de
propriétés antioxydantes. La synthése de cet enzygnest activée par un
phytochrome [29, 30]. C’est aussi le cas de lacdred synthase (CHS) et de
I'anthocyanine synthase (AS) qui sont les enzyniés-ge la biosynthése des
flavonoides et des anthocyanes, dont les expressiont régulées par les
facteurs environnementaux que sont la lumiére étrigérature [28]. Si la
lumiére est source de stimulation pour la plantls, est aussi source de
stress ; elle doit donc face aux rayons lumineexpr®téger de la radiation
solaire ultraviolette. Cette protection se réalisns les parties aériennes
essentiellement par la biosynthese de differemsposés dont les composeés
phénoliques qui sont d’excellents antioxydants. sAinertains composés
aromatiques jouent le role de filtre UV, tels qes lflavonoides, ce qui
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explique également une augmentation du pouvoirogydiant d’extraits
végétaux a des heures chaudes de la journée taatluise accumulation des
composeés phénoliques [31, 32].

V - CONCLUSION

Les testsin vitro DPPH et FRAP nous ont permis de confirmer les
remarquables potentialités en terme d’antioxydalgs feuilles d'un petit
arbre que l'on retrouve de facon familiere dans fesmulations des
tradithérapeutes locaux au Togo. Toutes les patteset arbre sont utilisées
en général et bien qu'ayant été démontré aillezgs,propriétés se devaient
d’étre confirmées pour des arbres poussant en Udridpans le cas des
activités antioxydantes des feuilles, le résuléaplus original concerne la
production importante de molécules antioxydantedealles les plus jeunes
tout au long de la journée. Le test FRAP nous rangede confirmer et
d’affiner les résultats obtenus avec le test DPRes deux tests nous
permettent d’affirmer la présence d’'une activitdéiatydante importante et
avérée dans les feuilles @eataeva adansonii cette activité est fonctiode
I'age des feuilles et du moment de la récolte loimg s’adresse aux feuilles
les plus jeunes appelées ici feuilles nouvelles.
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