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RESUME

Les jeunes feuilles non encore ouvertes de Piliostigma thonningii sont expressément utilisées par des
tradipraticiens de Céte d’Ivoire pour la prise en charge de diverses pathologies. La présente étude visait a
déterminer les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés d’extraits et de fractions de
ces jeunes feuilles non encore ouvertes. Leurs métabolites secondaires ont été extraits par macération dans un
mélange éthanol-eau (70/30 : v/v) avec un rendement de 36%. Le fractionnement successif de 1’extrait
hydroalcoolique obtenu par I’hexane, le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle, 1’éthanol et I’eau a donné des
rendements variant de 5,55 a 33,33%. Le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés
a donné des teneurs variant entre 0,23 + 0,05 et 146,67 + 4,25 mg EAG/g d’extrait sec, entre 5,33 + 0,62 et 112,11
+ 0,83 mg EQ/g d’extrait sec et entre 23,33 + 0,94 et 38,33 + 0,47 mg EAT/g d’extrait sec respectivement. De
facon générale, I’extrait hydroalcoolique et la fraction a I’acétate d’éthyle sont les plus riches en métabolites
secondaires, en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés.
© 2021 International Formulae Group. All rights reserved.
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Determination of the contents of total polyphenols, total flavonoids and
tannins in young, unopened leaves of Piliostigma thonningii (Caesalpiniaceae)

ABSTRACT

The young, unopened leaves of Piliostigma thonningii are specifically used by traditional practitioners
in Cote d'lvoire for the treatment of various pathologies. The present study aimed to determine the contents of
total polyphenols, flavonoids and condensed tannins of extracts and fractions of these young, unopened leaves.
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Their secondary metabolites were extracted by maceration in an ethanol-water mixture (70/30: v / v) with a yield
of 36%. The successive fractionation of the hydroalcoholic extract obtained by hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, ethanol and water gave yields varying from 5.55 to 33.33%. The determination of total polyphenols, total
flavonoids and condensed tannins gave contents varying between 0.23 £ 0.05 and 146.67 £ 4.25 mg EAG / g of
dry extract, between 5.33 £ 0.62 and 112.11 + 0.83 mg EQ / g of dry extract and between 23.33 + 0.94 et 38.33
+ 0.47 mg EAT/g of dry extract respectively. In general, the hydroalcoholic extract and the ethyl acetate fraction
are the richest in secondary metabolites, polyphenols, flavonoids and condensed tannins.

© 2021 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Les populations du monde et
particuliérement celles de 1’Afrique sont de
plus en plus confrontées a la résurgence de
certaines maladies telles que les maladies
cardiovasculaires, le cancer et le diabete
(Aseervatham et al., 2013). Face a cette
situation, de nombreux travaux sont réalisés en
vue de trouver de nouvelles sources de
biomolécules dans les plantes médicinales
(Soro et al., 2012 ; Liu et al., 2017). En effet,
ces plantes servent de remeédes contre les
maladies (Goly et al., 2015 ; Coulibaly et al.,
2019) et sont utilisées en thérapie par environ
80% de la population des pays en
développement (OMS, 2003). Ainsi, les
propriétés biologiques des extraits de plantes
fait 1’objet de plusieurs travaux
scientifiques (Golly et al., 2015 ; Coulibaly et
al., 2020).

Piliostigma thonningii est une plante de
la famille des Caesalpiniaceae utilisée dans la
pharmacopée pour ses nombreuses propriétés
biologiques. Ses feuilles fraiches sont utilisées
dans le traitement des ulcéres (Ukwuani et al.,
2012) et de la malaria (Madara et al., 2010).
Elles possedent des propriétés anti-
inflammatoires, antibactériennes  (Pousset,
2006), antifongiques (Agban et al., 2013) et
antioxydantes (Dieng et al., 2017). Les jeunes
feuilles non encore ouvertes de Piliostigma
thonningii, contrairement aux jeunes feuilles
déja ouvertes, sont expressément utilisées par
des tradipraticiens de Cote d’Ivoire pour la
prise en charge de diverses pathologies. Les
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propriétés biologiques des plantes sont
généralement attribuées a leurs teneurs en
composés phénoliques, particuliérement aux
flavonoides et aux tanins (Santos-Sanchez et
al., 2014 ; Pavunetal., 2018). La détermination
de ces teneurs dans les extraits de plantes
apparait donc comme un indicateur de leurs
activités biologiques.

La présente etude visait & déterminer les
teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides
et en tanins condensés d’extraits et de fractions
de jeunes feuilles non encore ouvertes de
Piliostigma thonningii acclimaté en Céte
d’Ivoire. I n’existe, & notre connaissance,
aucune étude réalisée sur les jeunes feuilles non
ouvertes de cette plante.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les jeunes feuilles non encore ouvertes
de Piliostigma thonningii ont été récoltées
avant le lever du soleil en mai 2018 a Bouaké
(6047°18.762” Nord et 5015°25.9992” Ouest)
au centre de la Cote d’Ivoire et identifiées par
monsieur Amani N’Guessan, botaniste a
I’Institut  National Polytechnique  Félix
HOUPHOUET-BOIGNY (INP-HB) de
Yamoussoukro. Les feuilles ont été séchées a
I’ombre a la température ambiante du
laboratoire (26 a 30 °C) pendant 14 jours puis
broyées. Les poudres obtenues ont été tamisées
a l’aide d’un tamis de 0,5 mm de maille et
conservées dans des bocaux colorés a 4 °C, a
I’abri de la lumiére et de ’humidité jusqu’a
leur utilisation ultérieure.
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Procédure d’extraction et de
fractionnement du matériel végétal

Le matériel végétal a été extrait dans un
mélange éthanol/eau (70/30) selon la méthode
décrite par Kassi et al. (2014). Aprés
extraction, une masse de 25 g de I’extrait
hydroalcoolique a été dissoute dans 250 mL
d’eau a 60 °C et fractionnée successivement
avec 2 X 250 mL d’hexane, de dichlorométhane
et d’acétate d’éthyle.
résultante a été évaporée pour éliminer 1’eau et
séchée a I’étuve a 50 °C pendant 4 h. Le résidu
résultant a été repris avec 2 x 250 mL
d’éthanol. Le résidu non soluble dans 1’alcool,
qui constitue la fraction aqueuse, a été séché a
I’étuve a 50 °C. Les différentes phases
organiques obtenues ont été séparément
séchées sur sulfate de sodium anhydre. Aprés
filtration et élimination des solvants sous
pression réduite, les fractions a I1’hexane
(FHE), au dichlorométhane (FDM), a I’acétate
d’éthyle (FAE), a I’éthanol (FET) obtenues ont
été conservées pour une utilisation ultérieure.
Le rendement (R) de ’extrait est déterminé par

La phase aqueuse

le ratio de la masse de 1’extrait hydroalcoolique
sec (m) par la masse de poudre utilisée (MT) :
R (%) = m x 100 / MT. Les rendements des
fractions sont déterminés selon la méme
formule.

Dosages des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été
réalisé selon la méthode décrite par Wood et al.
(2002). A un volume de 30 pL d’extrait ou de
fraction ont été ajoutés 2,5 mL de réactif de
Folin-Ciocalteu dilué au 1/10% Le mélange
obtenu a été¢ maintenu pendant 2 min a
I’obscurité a la température ambiante (27 = 3
°C) puis 2 mL de solution de carbonate de
sodium a 75 g/L y ont été ajoutés. La solution
obtenue a été ensuite incubée a 50 °C pendant
15 min. La lecture de 1’absorbance a été
réalisée au spectrophotometre UV-visible a une
longueur d’onde de 760 nm contre un blanc
constitué de 5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu
dilué au 1/10° et de 4 mL de la solution de
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carbonate de sodiuma 75 g/L. L’acide gallique
a été utilisé comme standard de référence pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage et
pour la quantification des teneurs en
polyphénols totaux exprimées en mg
d’équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg EAG/g d’extrait). Les essais ont
été réalisés en triplé pour chaque échantillon.

Les teneurs en polyphénols totaux de
I’extrait hydroalcoolique et des fractions ont
été déterminées a partir de la courbe
d’étalonnage Y = 1,129 X + 0,0544 avec R? =
0,9967 tracée en utilisant l'acide gallique
comme standard.

Dosages des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a été
déterminée selon la méthode décrite par
Marinova et al. (2005). Des volumes de 0,75
mL de solution de nitrite de sodium & 5% (m/v)
et de 0,75 mL de solution de chlorure
d’aluminium a 10% (m/v) ont été ajoutés a 2,5
mL de solution d’extrait ou de fraction a 1/500
(m/V). Aprés 5 min d’incubation, le mélange a
été mis en contact avec 5 mL d’une solution de
soude a 1 M. Le volume obtenu a été ajusté a
25 mL puis agité  vigoureusement.
L’absorbance a €té mesurée a une longueur
d’onde de 510 nm contre un blanc constitué de
0,75 mL de solution de nitrate de sodium a 5%
(m/v), de 0,75 mL de solution de chlorure
d’aluminium a 10% (m/v) et de 5 mL de
solution de soude a 1 M. La quercétine a été
utilisée comme standard de référence pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage et
pour la quantification des teneurs en
flavonoides totaux exprimées en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ/g d’extrait). Les essais ont été
réalisés en triplé pour chaque échantillon.

Les teneurs en flavonoides de ’extrait
hydroalcoolique et des fractions ont été
déterminées a partir de la courbe d’étalonnage
Y= 0,6455X - 0,0079 avec R? = 0,9983 tracée
en utilisant la quercétine comme standard.
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Dosage des tanins condensés

La teneur en tanins condensés a été
déterminée selon la méthode décrite par
Julkunen-Titto (1985). Une quantité de 50 mL
de chaque fraction de Dextrait
hydroalcoolique a été ajoutée a 1500 pL de la
solution & 4% de vanilline dans le méthanol. Le
mélange résultant est vigoureusement agité et
un volume de 750 pL d’acide chlorhydrique
concentré y a été additionné. Le mélange
obtenu est laissé au repos pour réagir a
température ambiante pendant 20 min.
L’absorbance a été mesurée a une longueur
d’onde de 550 nm contre un blanc constitué de
la solution a 4% de vanilline dans le méthanol.
Les essais ont été realisés en triplé pour chaque
échantillon. Une solution mére d’acide tanique
a été utilisée comme standard de référence pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage et
pour la quantification des teneurs en tanins
condensés  exprimés en  milligramme
équivalent d’acide tanique par gramme de la
matiere séche (mg EAT/g de la matiére séche).
Les essais ont été realisés en triplé pour chaque
échantillon.

Les teneurs en tanins condensés de
I’extrait hydroalcoolique et des fractions ont
été déterminées a partir de la courbe
d’étalonnage Y = 0,1165X + 0,00003 avec R?
= 0,9996 tracée en utilisant la solution mere
d’acide tanique comme standard.

ou

RESULTATS
Rendements de D’extraction et des
fractionnements

Les rendements de I’extrait

hydroalcoolique et des différentes fractions
sont présentés dans la Figure 1. Il ressort de
cette figure que le rendement de I’extrait
hydroalcoolique (EHA) des jeunes feuilles non
encore ouvertes de Piliostigma thonningii est
de 36%. Par ailleurs, les rendements des
fractions varient de 5,55% pour la fraction
éthanolique (FET) a 33,33% pour la fraction a
d’¢éthyle (FAE). Les

I’acétate meilleurs
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rendements sont obtenus pour les fractions a
’acétate d’éthyle (FAE) et au dichlorométhane
(FDM) avec des valeurs de 33,33 et 27,77%
respectivement.

Teneurs en polyphénols totaux

Les résultats obtenus sont présentés
dans la Figure 2. Les teneurs en polyphénols
totaux varient entre 0,23 + 0,04 et 146,67 +
4,24 mg EAG/g d’extrait sec respectivement
pour la fraction aqueuse et [D’extrait
hydroalcoolique. Les teneurs en polyphénols
des fractions ¢thanolique, a I’hexane et au
dichlorométhane sont faibles avec des valeurs
respectives de 1,83 +0,12; 1,67 £ 0,04 et 1,17
+ 0,04 mg EAG/g d’extrait sec.

Teneurs en flavonoides totaux

Les résultats obtenus sont présentés
dans la Figure 3. Les teneurs en flavonoides
varient entre 5,33 + 0,62 et 112,11 + 0,83 mg
EQ/g d’extrait sec respectivement pour les
fractions au dichlorométhane et a 1’acétate
d’éthyle. La teneur de la fraction a I’acétate
d’éthyle est plus élevée que celle de 1’extrait
hydroalcoolique (68,33 + 0,94 mg EQ/mg
d’extrait sec) alors que les fractions
éthanolique et aqueuse ont des teneurs
respectives de 22,00 £ 1,08 et 16,67 = 0,94 mg

EQ/g d’extrait sec.

Teneurs en tanins condensés

Les résultats obtenus sont présentés
dans la Figure 4. Les teneurs en tanins
condensés varient entre 23,33 + 0,94 et 38,33 +
0,47 mg EAT/g d’extrait sec respectivement
pour la fraction éthanolique et [I’extrait
hydroalcoolique. La teneur la plus élevée au
niveau des fractions est celle de la fraction a
I’acétate d’éthyle avec 36,67 = 0,47 mg EAT/g
des fractions au
dichlorométhane et a 1’hexane qui ont
respectivement des teneurs de 27,67 £ 1,24 et
24,67 + 1,24 mg EAT/g d’extrait sec.

d’extrait sec, suivie
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Figure 1 : Rendements de I’extrait hydroalcoolique et des fractions des jeunes feuilles non encore
ouvertes de Piliostigma thonningii de Céte d’Ivoire.
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Figure 2 : Teneurs en polyphénols totaux de ’extrait hydroalcoolique et des fractions des jeunes
feuilles non encore ouvertes de Piliostigma thonningii de Cote d’Ivoire.
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Figure 3 : Teneurs en flavonoides de 1’extrait hydroalcoolique et des fractions des jeunes feuilles non
encore ouvertes de Piliostigma thonningii de Céte d’Ivoire.

45

24,67

(ng EAT/mg d’extrait sec)
(6] o

o

TENEUR EN TANINS CONDENSES
(S2]

27,67

40 38,33
35
30
25
2
1
1
0
EHA

FHE

FDM

3|7
FEA FET FAQ

EXTRAITS ET FRACTIONS

Figure 4 : Teneurs en tanins condensés de 1’extrait hydroalcoolique et des fractions des jeunes feuilles
non encore ouvertes de Piliostigma thonningii de Cote d’Ivoire.

DISCUSSION

Les meilleurs rendements, obtenus pour
les fractions a 1’acétate d’éthyle (FAE) et au
dichlorométhane (FDM) avec des valeurs de
33,33 et 27,77% respectivement, suggérent une
plus grande présence de métabolites
secondaires moyennement polaires dans
I’extrait hydroalcoolique des jeunes feuilles
non ouvertes de Piliostigma thonningii. Les
fractions éthanolique (FET) et aqueuse (FAQ)
ont les plus faibles rendements certainement di
a I’épuisement de 1’extrait hydroalcoolique par
les solvants précédents. Nos rendements des
fractions au dichlorométhane, a 1’éthanol et a
’eau sont supérieurs a ceux obtenus par Agban
et al. (2013) et qui sont de 0,30 ; 2,80 et 2,40%
respectivement  pour les extraits au
dichlorométhane, a 1’éthanol et a 1’eau des
feuilles de cette plante acclimatée au Togo.

Nos rendements des fractions a
I’hexane, a I’acétate d’éthyle et a 1’eau sont
également supérieurs a ceux obtenus par
Ukwuani et al. (2012) et qui sont
respectivement de 4,5; 7,2; 8,4% pour la
plante acclimatée au Nigéria. Toutefois, nos
rendements en extraits aqueux et éthanolique
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sont inférieurs & ceux de Ahomadegbe et al.
(2018) et lbrahim et al. (2019) qui sont
respectivement de 17,11 / 15,5% et 19,29 /
31,3% pour les plantes acclimatées au
Bénin/Nigéria.  Cette  variabilité  des
rendements pourrait étre due a la méthode
d’extraction (directe ou successive), a la nature
de la matiere végeétale (feuilles mature ou
jeune, ouvertes ou non) ou a des facteurs
intrinséques tels que le climat et la nature du
sol. En effet, les études réalisées par Ibrahim et
al. (2019) sur les jeunes feuilles et les feuilles
matures de P. thonningii acclimatée au Nigéria
ont montré que les rendements des extraits
éthanolique et aqueux obtenus avec les jeunes
feuilles étaient plus élevés que ceux obtenus
avec ces mémes extraits pour les feuilles
matures.

La teneur en polyphénols totaux de
notre extrait hydroalcoolique issus des jeunes
feuilles non ouvertes de Piliostigma thonningii
(146,67 + 4,24 mg EAG/g d’extrait sec) est
supérieure a celle de Dieng et al. (2017) qui ont
obtenu 3,12 = 0,08 mg EAT/g d’extrait sec
pour les feuilles matures de P. thonningii
acclimaté au Sénégal. Ces résultats pourraient
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suggérer la plus grande richesse des jeunes
feuilles non encore ouvertes en polyphénols
totaux. Au niveau des fractions, la teneur la
plus élevée est obtenue avec I’acétate d’éthyle
(9,20 + 0,32 mg EAG/g d’extrait sec) suivie
des fractions éthanolique (obtenue apres une
extraction avec des solvants de polarité
croissante) et hexanique qui ont respectivement
des valeurs de 1,83 + 0,12 et 1,67 + 0,04 mg
EAG/g d’extrait sec. Le fractionnement a donc
permis une répartition des polyphénols totaux
dans toutes les fractions en concentrant le plus
grand nombre dans la fraction a I’acétate
d’éthyle,  moyennement  polaire.  Ces
polyphénols pourraient étre donc
majoritairement sous une forme de génines
libres (Muyonga et al., 2014).

La teneur en flavonoides de 1’extrait
hydroalcoolique des jeunes feuilles non encore
ouvertes de Piliostigma thonningii (68,33
0,94 mg EQ/g d’extrait sec) est 34 fois
supérieure a la teneur (2,17 + 0,13 mg EQ/g
d’extrait sec) dans les feuilles matures de P.
thonningii obtenue par Sombie et al. (2018) au
Burkina Faso. Les résultats des teneurs en
flavonoides dans les fractions montrent
qu’elles dépendent de la maturité des feuilles et
de leurs stades d’évolution (feuilles ouvertes
ou non), mais également de la polarité des
solvants utilisés comme rapportés par Hami et
al. (2014). Ces flavonoides pourraient étre
donc majoritairement sous une forme de
génines libres (Muyonga et al., 2014).

La teneur en tanins condensés de
I’extrait hydroalcoolique des jeunes feuilles
non encore ouvertes de Piliostigma thonningii
(38,33 £ 0,47 mg EAT/g d’extrait sec) est
largement supérieure a la teneur (12,62 + 0,02
mg EAT/g d’extrait sec) obtenue par Sombie et
al. (2018) dans les feuilles matures de P.
thonningii acclimaté du Burkina Faso. Ces
résultats montrent que les tanins sont
concentrés dans les jeunes feuilles non encore
ouvertes. La teneur en tanins des fractions est
plus élevée dans les solvants non polaires
laissant suggérer des tanins libres.

Conclusion
L’étude réalisée sur les jeunes feuilles
non encore ouvertes de Piliostigma thonningii
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a permis de mettre en évidence la présence de
plusieurs familles de métabolites secondaires.
La fraction a I’acétate d’éthyle est la plus riche
des fractions avec un rendement en métabolites
secondaires de 33,33%. Les polyphénols
totaux, les flavonoides et les tanins condensés
sont plus abondants dans la fraction a I’acétate
d’éthyle issue de D’extrait hydroalcoolique.
Cette étude montre que les jeunes feuilles non
encore ouvertes sont plus intéressantes que les
feuilles matures ou les jeunes feuilles ouvertes.
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