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ABSTRACT: In order to enhance the medicinal plants of our region and in terms of their impact on health by their profusion
substances with antioxidant and radical-scavenging properties, a quantitative comparative study of total phenols and
flavonoids, anthocyanidins and flavonoid aglycones as well as scavenger effect the DPPH*® seeds of two plants used in breast
cancer treatment in Benin was performed.

The results, it appears that Garcinia kola is rich in phenolic compounds Cucumeropsis edulis. The ethanol extract of Garcinia
kola manifest a higher radical scavenging activity than ethanolic and aqueous extracts. Overall, there is a correlation between
anti-radical powers and phenolic contents phytoconstituents (polyphenols, flavonoids, anthocyanins, tannins) extracts of the
plants studied.
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RESUME: Dans le but de valoriser les plantes médicinales de notre terroir et au regard de leur impact sur la santé par leur
profusion en substances a vertus antioxydante et antiradicalaire, une étude comparative quantitative des phénols et
flavonoides totaux, des anthocyanidines et des aglycones flavoniques ainsi que de I'effet scavenger vis-a-vis du DPPHe des
graines de deux plantes employées dans le traitement du cancer de sein au Bénin a été réalisée.

Des résultats obtenus, il ressort que Garcinia kola est plus riche en composés phénoliques que Cucumeropsis edulis. L’ extrait
éthanolique de Garcinia kola manifeste une activité antiradicalaire plus importante que les extraits hydroéthanolique et
aqueux. Tous les extraits de Cucumeropsis eudulis ont une activité antiradicalaire moins importante par rapport aux
standards utilisés dans la présente étude. Dans I'ensemble, il existe une corrélation entre les pouvoirs anti radicalaire et les
teneurs en phytoconstituants phénoliques (polyphénols, flavonoides, anthocyanes, tanins) des extraits des plantes étudiées.

MoOTs-CLES: Plantes médicinales, phénols totaux, étude quantitative, DPPH®
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1 INTRODUCTION

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd'hui encore une majorité de la
population mondiale, plus particulierement des pays en voie de développement, se soigne uniquement a base de plantes. De
I'aspirine au taxol, I'industrie pharmaceutique moderne elle-méme s'appuis encore dans une large mesure sur la diversité des
métabolites secondaires des végétaux afin de trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologique inédites [1].

L'investigation des plantes met en exergue le potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances ou de
nouveaux "lead compounds". Chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers de métabolites
secondaires [2]. Cette source semble inépuisable puisque seule une infirme partie des 400000 espéces végétales connues a
été étudiée sur les plans phytochimique et pharmacologique [1]. Au Bénin, plus de 3000 espéces dont 15% endémiques [3] et
auxquelles la population fait recours en médecine traditionnelle. Les systématiques portant sur des plantes médicinales
issues de sa flore ont été entreprises. Les objectifs fixés sont l'inventaire ainsi que I'évaluation chimique et pharmacologique
des plantes médicinales béninoise, dans le double but de valoriser et de rationaliser leurs usages traditionnels et d'isoler des
composés d'intérét thérapeutique potentiel.

Le présent travail qui cadre bien avec les multiples thématiques dans nos laboratoires sur la valorisation des ressources
naturelles et de synthese des substances biologiquement actives, se veut une contribution a I'étude phytochimique et
biologique de plantes médicinales de la flore Béninoise. Il se propose de quantifier les teneurs en composés phénoliques et
d’évaluer le pouvoir antioxydant de Garcinia kola (Guttifereae) et de Cucumeropsis edulis (cucurbitacéea).

2 MATERIEL ET METHODES
2.1  COLLECT ET TRAITEMENT DU MATERIELS VEGETAL
Les graines de Garcinia kola et de Cucumeropsis edulis ont été récoltées respectivement le 31/12/2012 a Porto-Novo

(Bénin) et le 22/10/2013 a Kétou (Bénin). Un spécimen de chaque échantillon est disponible a I’herbier National du Bénin.

Les différentes graines ont été séchées au laboratoire sur des paillasses a la température ambiante. Elles ont été
préalablement concassées manuellement avant d’étre séchés. Toutes les graines ont été pulvérisées dans un broyeur
mécanique de marque Resch type SM20000SI/1430 pour obtenir des poudres.

2.2  METHODES
2.2.1  SCREENING PHYTOCHIMIQUE DES POUDRES DES GRAINES
La détermination des grands groupes chimique a été faite par des réactions de caractérisation en tube comme décrite
dans la littérature :
Alcaloides

Les alcaloides ont été identifies par le test de Meyer et confirmes par le test de Bouchardat [4].

Polyphénols: La détermination des composés appartenant au groupe des polyphénols a été faite par la réaction au chlorure
ferrique [5].

Flavonoides: I'identification des flavonoides a été réalisée par le test a la cyanidine [6].
Tanins: lIs ont été mis en exergue par le test de Stiasny [7]

Saponosides: Les saponosides ont été déterminés par le test de mousse; degré de dilution d’un décocté aqueux donnant une
mousse persistante apres agitation [5 et 8].

Anthraquinones : ils ont été identifies par le test de Borntrager [8], [9]
Stérols et terpénes: Les stérols et les terpénes ont été mis en évidence par le test de Liebermann-Burchard [10].
Mucilages: L'obtention d’un précipite floconneux d’un décocté dans I’ether éthylique indique la présence des mucilages [11].

Coumarines: Les coumarines ont été mises en évidence par la fluorescence a I’'UV a 365nm [7].
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Composés volatils: Les composes volatils ont été identifies par la méthode d’hydrodistillation a I'aide d’un extracteur de type
Clevenger [12], [13].

2.2.2 PREPARATION DES EXTRAITS

La technique utilisée est celle de la macération. 50 g de poudre de chaque échantillon ont été introduits dans un flacon de
500 ml contenant 250 ml de solvant d’extraction (Ethanol, eau ou éthanol-eau 50/50). Le flacon est bouché et laissé sous
agitation continue pendant 72 heures. Apres filtration, les extraits ont été évaporés a sec a 60°C a I'aide d’un rotavapor de
type Heidolph.

2.2.3 DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUE

Polyphénols totaux : Les teneurs en composés phénoliques totaux ont été évaluées suivant la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu [14] et [15]. Le réactif de Folin utilisé est constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique et
phosphomolybdique qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene
[16]. Labsorbance a été mesurée au spectrophotometre (JENWAY 50/60 Hz) a 765 nm. L’acide gallique a été utilisé comme
référence et la teneur en polyphénols totaux dans I'extrait a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g de matiére
séche.

Flavonoides totaux : La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) [17 et 18] a été utilisée pour quantifier les flavonoides
dans les extraits.

Dosage des tanins condensés : Le dosage des tanins condensés dans les extraits a été effectué par la méthode a la vanilline
sulfurique [19], [20].

Dosage des anthocyanidines et aglycones flavoniques

Les teneurs en anthocyanidines et en aglycones flavoniques ont été déterminées selon la procédure décrite par Lebreton
[21].

2.24 ACTIVITE ANTIRADICALAIRE

La capacité de piégeage du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) a été évaluée [22]. Les résultats sont exprimés
en pourcentage en utilisant la formule suivante: I= [(Ab-Ae)/Ab]x100; I: Pourcentage d’inhibition; Ab: Absorbance du controéle
négatif; Ae: Absorbance de I'échantillon.

3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1 CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Les études phytochimiques ont permis de mettre en évidence la richesse des graines en composés polyphénoliques (les
flavonoides, les tanins, les anthocyanes), en composés réducteurs, et en saponosides (tableau 1). Les deux graines
contiennent en commun des tanins catéchiques, des flavonoides des anthocyanes, des leucoanthocyanes, des composés
réducteurs et des saponosides. Les composés tels que les stérols et stéroides ont été absents dans les graines de
cucumeropsis edulis alors que les coumarines ont été absentes dans les graines de Garcinia kola (tableau 1). Les flavonoides,
les tanins, les alcaloides présents dans les graines de Garcinia kola ont été reportés dans la littérature [23], [24] pour I'espéce
acclimatée du Nigéria mais absents dans les échantillons du Cameroun [25]. Aussi les saponosides, les anthraquinones, et les
O-hétérosides a génines réduites présents et abondants dans les graines de Garcinia kola étudié sont absents dans celui du
Nigéria [24]. Par contre les composés tels que : les alcaloides, anthraquindnes, flavonoides, saponosides, tanins, terpénes et
stéroides, et les composés réducteurs ont été identifiés dans I'écorce, les racines et dans le mésocarpe de Garcinia [26], [27].
Les lignanes et les lignines ont été identifiés dans les graines de Cucumeropsis edulis [28]. La variation de métabolites
secondaires remarquée au niveau de nos échantillons par rapport aux travaux antérieurs pourrait étre liée a la période de
récolte, a la nature du sol ou aux facteurs climatiques [29], [30].

En effet, les composés polyphénoliques sont des substances reconnues pour leur propriété antioxydante. Les tanins ont
un pouvoir de fixation aux protéines avec une tendance a I'imperméabilité des couches externes et la protection des couches
sous-jacentes ; leurs effets antiseptiques et leurs propriétés de renouvellement des tissus pourraient expliquer I'utilisation
traditionnelle des graines de Garcinia kola dans le traitement des plaies, des abcés [31]. Les saponosides, avec un indice de
mousse de 134,45 pour les graines de Garcinia kola et 110,11 pour les graines de Cucumeropsis edulis sont des substances
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comme les tanins et peuvent étre responsables de I'activité antibactérienne [32]. La présence des leucoanthocyanes pourrait
justifier en partie I'action diurétique [33] des plantes étudiées. La présence de coumarines peut conférer a la plante de
Cucumeropsis edulis des propriétés anticoagulantes. Les triterpénes permettent de lutter contre les inflammations et les
holosides pourraient avoir des effets hémostatiques, ce qui justifie |'utilisation traditionnelle des plantes dans le traitement
des plaies, des blessures, des anémies et des bronchites [34].

Tableau 1. Résultats des réactions de caractérisation

Meétabolites secondaires Résultats

Garcinia kola Cucumeropsis edulis
Phénols + +

Hétérosides cyanogénétiques
Coumarines

Anthracénosides libres

Anthracénosides combinés C-hétérosides
Antracénosides combinés O-hétérosides
Flavonoides

Alcaloides

Saponosides

Tanins

Tanins cathéchiques

Tanins galliques

Composés réducteurs

Oses et holosides

Stérols et triterpenes

Stéroides

Leucoanthocyanes

Anthocyanes

Protéines +
(+) = réaction franchement positive ; (-) = réaction négative.

+

|||+ |||+

+ ||+ |+ |+ |+

+ |+ |+ [+

+ |+ |+

3.2 RENDEMENT D’EXTRACTIONS

Le rendement, I'aspect et la couleur des extraits obtenus a partir des graines de Garcinia kola et de Cucumeropsis edulis
sont reportés dans les tableaux 2 et 3. Les extraits éthanoliques et hydréthanoliques ont donné les plus forts rendements
d'extraction au niveau des graines de Garcinia kola alors que les extraits aqueux et hydroéthanolique ont donné les plus
forts rendements dans les graines de Cucumeropsis edulis. L'éthanol et le binaire éthanol-eau ont favorisé I’extraction des
métabolites au niveau des graines de Garcinia kola alors que le solvant eau extrait mieux les métabolites secondaires au
niveau des graines de Cucumeropsis edulis comparé aux deux solvants éthanol et éthanol-eau.

Tableau 2. Rendement, aspect et couleur des extraits obtenus a partir de la poudre des graines de Garcinia kola
Extraits Rendement (%) Couleur Aspect
Aqueux 8,8 marron Amorphe
Hydroéthanolique 21,20 marron Amorphe
Ethanolique 30 Marron foncé Amorphe

Tableau 3. Rendement, aspect et couleur des extraits obtenus a partir de la poudre des graines de Cucumeropsis edulis
Extraits Rendement(%) Couleur Aspect
Aqueux 14,00 Blanc Patteux collant
Hydroéthanolique 10,40 Blanc Collant
Ethanolique 10 Blanc Collant
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3.3 QUANTIFICATION DES POLYPHENOLS TOTAUX, DES FLAVONOIDES TOTAUX, DES TANINS CONDENSES, DES ANTHOCYANIDINES ET DES
AGLYCONES FLAVONIQUES DES LES EXTRAITS BRUTS DE GARCINIA KOLA ET DE CUCUMEROPSIS EDULIS

Les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait, ayant réagi avec le réactif de Folin Ciocalteu et comparées a la
solution étalon en équivalence d’acide gallique et les résultats de |'analyse colorimétrique des polyphénols totaux,
flavonoides totaux et tanins condensés, aglycones et des anthocyanidines sont résumés dans le tableau 4 et sont représentés
sur les histogrammes des figures 1 a 5.

La teneur en composés phénoliques est exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme de matiére
seche (mgEAG/gMS); celle des flavonoides totaux et tanins condensés en milligrammes équivalent a la catéchine par gramme
de matiere seche (mgEC/gMS). Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures + déviation standard.

La quantité de composés phénoliques totaux aurait varié considérablement a travers les divers extraits et s'est étendu de
0,73 a 1,61 mg d’acide gallique équivalent /g de matiére séche. La quantité de flavonoides totaux aurait varié de 17,41
(Cucumeropsis edulis) a 32,36(Garcinia kola) et celle des tanins de 4,74 a 29,11 (Garcinia kola) mg de catéchine équivalent / g
de matiere seche selon les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait, comparées a la solution étalon en
équivalent de catéchine. Parmi les plantes, celle de Garcinia kola contenaient la teneur en polyphénols totaux la plus élevée
dans tous les extraits; elle est 2 fois plus grande que celle des graines de Cucumeropsis edulis qui renfermeraient la plus basse
teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux. Dans les trois extraits, Garcinia kola renfermerait a la fois la teneur en
composés phénoliques et en flavonoides totaux la plus élevée. Pour ce qui concerne les graines de Cucumeropsis, la teneur la
plus élevée en composés phénoliques et en flavonoides totaux ont été trouvés dans |’extrait aqueux suivie de celle de
I'extrait éthanolique. La plus faible quantité de flavonoides a été trouvée dans I’extrait éthanolique.

Si I'on compare nos résultats avec ceux obtenus avec les dattes considérées comme riches en composés phénoliques
(5660 pg/g) [35] et ceux des pépins de raisin (7500 a 40400 ug /g) [36], I'on peut dire que presque tous nos échantillons
notamment le Garcinia kola sont particulierement tres riches en substances phénoliques. Les phénols totaux sont des
métabolites secondaires synthétisés par les plantes pendant leur développement mais aussi comme réponse aux conditions
de stress telles que les infections, blessures, radiation UV [37]. Vu I'action bénéfique de ces derniers sur la santé [38] et leur
teneur notable dans ces plantes justifieraient leurs nombreux usages traditionnels, notamment dans le traitement du cancer
[34] et singulierement celui du sein [39]. L'espece la plus riche en flavonoides est le Garcinia kola. Cette profusion
considérable en flavonoides dans les graines de cette plante serait responsable de leurs propriétés analgésiques,
antifongiques, antimicrobiennes, hémostatiques, aphrodisiaques et astringentes; et justifierait ces utilisations dans le
traitement du cancer du sein [40], [41]. Aussi, pouvons-nous faire remarquer que les flavonoides sont présents presque
partout dans les plantes et peuvent étre reconnus comme pigments responsables des propriétés thérapeutiques de celles-ci
[42].

Par ailleurs, la plus grande quantité des tanins condensés a été trouvé dans les graines de Cucumeropsis edulis dans tous
les extraits respectivement I'extrait éthanolique, suivie de I’extrait hydroéthanolique.

Les teneurs en aglycones flavoniques ont varié de 0,199 * 0,004 a 0,015 + 0,0005mg/g (Figure 4). Les graines de Garcinia
kola contiennent la plus forte teneur (0,199 mg/g) en aglycones flavoniques. On note que les graines de Cucumeropsis edulis
en sont également riches. Ce qui est en concordance avec les résultats du criblage phytochimique des extraits des graines
rapportés dans nos travaux. De la méme maniere les graines de Garcina kola ont enregistré la plus forte teneur en
anthocyanidines (1,065mg/g). La présence des anthocyanes a été prédite, non seulement par le criblage phytochimique que
nous avons réalisé mais également par la couleur brune des extraits éthanoliques issus de la dite espéce. Par ailleurs, nous
notons que le Cucumeropsis edulis a montré la plus faible teneur en anthocyanidines (0,067 mg/g) (Figure 5). En effet, selon
la littérature, les anthocyanes possedent aussi une propriété antitumorale [43]. Les flavonoides contenus dans les graines de
Cucumeropsis edulis seraient majoritairement des aglycones flavoniques, expliquant ainsi la coloration jaune de leurs
extraits. On note par ailleurs, que la coloration rouge-orangé des extraits éthanolique de Garcinia kola serait liée a la
présence d’anthocyanes représentant la majorité des flavonoides qu’ils renferment.
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Tableau 4. Résultats de quantification spectrophotométrique
Extraits

Composés naturels Aqueux Hydroéthanolique | Ethanolique Drogues
Polyphénols ( mg EAG/gMS) 1,3140,06 0,73+0,19 1,61+0,06
Flavonoides (mgEC/gMS) 17,41+0,98 | 8,94+0,73 32,36+0,21
Tanins (mgEC/gMS) 4,74+0,13 4,69+0,32 29,11+0,26 Cucumeropsis edulis
Anthocyanidines (mg/gMS) 0,15+0,01 0,22+0,30 0,34+0,00
Aglyconesflavoniques mg/gMS) 0,12+0,01 0,14+0,00 0,19 £ 0,00
Polyphénols ( mgEAG/gMS) ) 0,82+0,04 1,1610,1 1,20+0,00
Flavonoides (mgEC/gMS) 2,01+0,09 9,16+0,02 11,28+1,09
Tanins (mgEC/gMS 0,89+0,00 | 1,25+0,01 3.8740.01 Garcinia kola
Anthocyanidines (mg/gMS) 0,15+0,00 0,27+0,04 0,56+0,00
Aglyconesflavoniques(mg/gMS) 1,1240,03 1,14+0,07 1,44 + 0,05

1.8
1.6
14
1.2

-

0.8
0.6
04
0.2

0

Teneur en polyphénols totaux (mg/g)

Extriat aqueux

Extrait sémi-
éthanolique

Sl= Cucumeropsis edulis; GK= Garcinia Kola

Fig. 1.

Dosage des polyphénols totaux
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3.4 ACTIVITE ANTIRADICALAIRE DES EXTRAITS BRUTS DES GRAINES DE GARCINIA KOLA ET DE CUCUMEROPSIS EDULIS

L’évaluation de I'activité antiradicalaire par piégeage des radicaux libres a été quantifiée par spectrophotométrie. Le taux
de piégeage de radicaux libres en fonction des concentrations des extraits bruts des graines de Garcinia kola est indiqué par
les courbes de la figure 6.

L’extrait éthanolique des graines de Garcinia kola manifeste la plus grande capacité antiradicalaire due a la présence
notable de composés phénoliques identifiés par criblage phytochimique. Aussi, les extraits hydroéthanoliques montrent-ils
un bon potentiel antiradicalaire; les autres extraits présentent une activité plus ou moins faible dans I'ensemble.
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A partir de ces courbes, I'lC50 de chaque extrait a été déterminée et comparée a celle de trois composés de références
(Tableau 5). L’activité antiradicalaire des extraits éthanolique (IC50=0.17mg/ml) et hydroéthanolique (IC50=0.87mg/ml) est
moins importante que celle de la quercetine (IC50=3ug/ml), du BHA (IC50=4,8ug/ml) et de I'acide gallique (IC50=0,9ug/ml)
utilisés comme standards. Il faut noter que I'extrait éthanolique (IC50=0.17mg/ml) a une activité antiradicalaire la plus
intéressante que les extraits hydroéthanolique et aqueux. Quelle que soit la nature du pouvoir antiradicalaire de nos extraits
végétaux (Figure 6), il est a constater qu’il existe une corrélation entre les pouvoirs antiradicalaires et les teneurs en
phytoconstituants phénoliques (polyphénols, flavonoides, anthocyanes, tanins) comme I'attestent éloguemment certains
travaux [44- 45].

Tous les extraits de Cucumeropsis edulis ont montré une activité faible par rapport aux standards utilisés dans la présente
étude. Autrement dit, le Cucumeropsis edulis a une activité tres lente par rapport aux standards utilisés.
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Fig. 6. Activité antiradicalaire des extraits bruts de Garcinia kola
4 CONCLUSION

La présente étude s’est proposé de réaliser la quantification des composés polyphénoliques et I'évaluation par
spectrophotométrie de I'activité antiradicalaire des extraits des graines utilisées dans le traitement folklorique du cancer de
sein au Bénin. Les résultats obtenus permettent de déduire que I'emploi récurent desdites espéces en tradithérapie du
cancer de sein au Bénin serait le fait de la manifestation de leur activité antiradicalaire, laquelle est tributaire de leur richesse
relative en constituants polyphénoliques.
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