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Résumé

Objectif : La présente étude avait pour objectif la mise en évidence de la capacité
antioxydante et de la teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles et de racines
de Jatropha chevalieri.

Méthodologie : L’activité antioxydante des extraits bruts et de leurs fractions a été
évaluée par des méthodes de piégeage du 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle (DPPH) et
de I’acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) a I’aide de la
spectrophotométrie moléculaire. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par
la méthode universelle Folin-Ciocalteu.

Résultats : Les concentrations des extraits et fractions permettant d’obtenir un
pourcentage d’inhibition de 50% (Clsg) sont comprises entre (0,115+0,002) et
(1,516+0,065) mg/mL pour le piégeage du DPPH. Elles sont comprises entre
(7,740£0,895) et (72,020+11,028) x10° mg/mL pour le piégeage de I’ABTS. L’acide
ascorbique, utilisé comme témoin, a présenté des Clso de (0,0140+0,0002) et de
(0,920+0,017) x10°® mg/mL, respectivement pour le DPPH et ’ABTS. Les teneurs en
polyphénols totaux sont comprises entre (42,67+6,51) et (147,67+21,08) mg EAT/g
d’extrait pour les feuilles. Pour les racines, elles varient de (22,33+12,10) a
(36,33£10,78) mg EAT/g d’extrait suivant la nature de I’extrait.

Conclusion : Ces résultats décrivent une forte activité antioxydante des extraits de
feuilles et de racines de Jatropha chevalieri.

Mots clés : Jatropha chevalieri, activité antioxydante, Teneur en polyphénols,
Spectrométrie UV-visible

Evaluation of antioxidant activity and quantification of
total polyphenols from extracts from leaves and roots of
Jatropha chevalieri (Euphorbiaceae)

Abstract

Objective: The objective of this study was to demonstrate the antioxidant capacity
and the total polyphenols content of extracts of leaves and roots from Jatropha
chevalieri.

Methodology: The antioxidant activity of the crude extracts and their fractions were
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evaluated by scavenging methods 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) and 2,2'-
azino-bis-  (3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS) using molecular
spectrophotometry. The content of total polyphenols was determined by the universal
Folin-Ciocalteu method.

Results: The concentrations of the extracts and fractions allowing to obtain a
percentage inhibition of 50% (ICsg) are between (0.115+0.002) mg/mL and
(1.516+0.065) mg/mL with DPPH. They are between (7.740+£0.895) and
(72.020+11.028) x10-* mg/mL with ABTS. Ascorbic acid, used as a control, showed
ICso of (0.0140 + 0.0002) and (0.920+ 0.017) x10-° mg/mL, respectively for DPPH
and ABTS. The total polyphenols content is between (42.67£6.51) and
(147.67+£21.08) mg EAT/g of extract for the leaves. For the roots, it varies from
(22.33+12.10) to (36.33+£10.78) mg EAT/g of extract depending on the nature of the
extract.

Conclusion: These results describe a strong antioxidant activity of the
extracts of leaves and roots of Jatropha chevalieri.

Keywords: Jatropha chevalieri, antioxidant activity, Polyphenol content, UV-visible
spectrometry

Introduction

De nombreuses pathologies telles que I’obésité, le diabéte de type 2,
I’athérosclérose, le cancer, les maladies infectieuses bactériennes et
virales ou le vieillissement peuvent augmenter la production des
radicaux libres (1-4). Cette surproduction est parfois I’ceuvre du stress
oxydant résultant d’un déséquilibre entre la production d'espéces
réactives de I'oxygene (ERO) et les capacités de défense antioxydante
de l'organisme. Les especes réactives de l'oxygéne (ERO) sont a
l'origine de modifications irréversibles de lipides, de protéines et
d'acides nucléiques (5). Pour rétablir 1’équilibre entre la production
d’espéces réactives de I'oxygene (ERO) et les capacités de défense de
I’organisme, les praticiens de la médecine moderne et traditionnelle
font appel a des remédes antioxydants qui sont de plus en plus présents.
Toutefois, 1’activité¢ antiradicalaire d’un composé est associée a sa
capacité a empécher ou a retarder au maximum 1’oxydation.

Les polyphénols par conséquent, dont les principales sources sont les
especes végétales, contribuent a la régulation du stress oxydatif (6, 7).
IIs sont aussi bénefiques pour la régulation de la restriction calorifique,
de [l'inflammation, de l'autophagie, du métabolisme, du rythme
circadien, de la fonction musculaire squelettique, de_la biogenése des
mitochondries et du dysfonctionnement endothélial (6). Les produits
naturels issus de plantes medicinales ont joué un role trés important
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dans les soins de santé et la prévention des maladies. Ils ont d’ailleurs
conduit a la conception et a la production de nombreux produits
pharmaceutiques.

La présente étude porte sur I’espéce végétale Jatropha chevalieri. Il
s’agit d’un arbuste peu ramifi¢ atteignant 1 metre de haut. Il est
rencontré en Mauritanie, au Sénégal, au Mali et au Niger. Jatropha
chevalieri se développe sur les sols sableux (8). Il appartient au genre
Jatropha et a la famille des Euphorbiacées. Il est utilisé en médecine
traditionnelle pour traiter les dermatoses, la lepre, les abcés, les
problemes prostatiques, les aménorrhées, mais aussi pour des vertus
hémostatiques (9-13). Sabandar et al. (11) rapportent que des travaux
scientifiques sur le plan de la phytochimie, ont abouti a I’isolement de
plus de 150 composés (dont des alcaloides, des peptides cycliques, des
terpénes, des flavonoides, des lignanes, des coumarines, des glycosides
et des acides gras) issus du genre Jatropha. Cependant, seuls les
chevalierines A, B, et C ont été isolés de Jatropha chevalieri, leurs
activités antipaludiques ont été examinées (14). Jatropha chevalieri n'a
pas été soumis a de nombreuses recherches chimiques ou
pharmacologiques, malgré ses usages divers en phytothérapie. Cette
étude avait pour objectif la mise en évidence de la capacité antioxydante
et de lateneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles et de racines
de Jatropha chevalieri.

I. Matériel et méthodes
1.1 Matériel
Matériel végétal

Le matériel végétal était constitué des feuilles et des racines de Jatropha
chevalieri. Il a été récolté au début du mois d’Aolt a Mbadiar Ndiaye
(commune de Gueoul de coordonnées géographiques 15°28'53.6"N
16°20'39.8"W) dans la région de Louga (au Sénégal). Le matériel a été
identifié au Laboratoire de Pharmacognosie et Botanique de la Faculté
de Médecine, de Pharmacie et d’Odontologie de 1’Université Cheikh
Anta Diop de Dakar. Un herbier (code : IFAN ; numéro : 62909) a éte
déposé a I’herbarium de I’Institut Fondamental d’ Afrique Noire (IFAN,
UCAD). Le séchage a ¢té effectué a la température ambiante, a I’ombre,
dans une salle aérée. Apres séchage, les feuilles et les racines ont été
pulvérisées séparément a I’aide d’un mortier, puis broyées a I’aide d’un
moulin électrique (Retsch KG, West-Germany).
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Réactifs et solvants utilisées

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle (DPPH), I’acide 2,2’-azino-bis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS), le réactif de Folin-
Ciocalteu, le persulfate de potassium et 1’acétate d’éthyle ont été fournis
par Sigma-Aldrich (France). L acide ascorbique, 1’acide tannique et le
butanol provenaient respectivement de ’UCB Pharma (Belgique),
Merck (Allemagne) et Prolabo (Suisse). L’éthanol 95° de qualité
analytique provient de la société Valdafrique (Sénégal).

Appareil de mesure des absorbances

Les mesures des absorbances ont été effectuées en utilisant un
spectrophotométre UV/Vis Thermo scientific™ Evolution 300.

1.2 Méthode d’extraction
Extraction brute

Une quantité de 100 g de chaque poudre a été macérée dans 1L de
solvant éthanol 95°-eau (1:1, v :v) pendant trois Jours. Les homogénats
obtenus ont été filtrés successivement sur coton hydrophile, puis sur
papier filtre Whatman. Les filtrats sont ensuite concentrés a sec al’aide
d’un évaporateur rotatif pour obtenir les extraits bruts.

Extraction liquide-liquide

Une prise d’essai de 3g de chaque extrait brut, dissoute dans de 1’eau
pure, a ét¢ extraite a trois reprises avec de 1’acétate d’éthyle. Les phases
acetatiques rassemblées ont été évaporées pour constituer la fraction
acétate d’éthyle. La phase aqueuse résiduelle a été extraite a nouveau
avec du butanol a trois reprises. La phase aqueuse résiduelle, ainsi que
la phase butanolique ont été évaporées séparément afin d’obtenir une
fraction butanolique et une fraction aqueuse.

1.3 Mesure de I’activité antioxydante

Les méthodes utilisées pour mesurer 1’activité antioxydante par
I’inhibition du 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle (DPPH) et de I’acide
2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) sont
celles décrites par Sarr et al. (15). Les mesures ont été effectuées pour
une gamme de concentration de chacun des extraits.

Mesure de activité antioxydante par le test DPPH

Une quantité de 4 mg de poudre de 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle
(DPPH) a été dissoute dans 100 mL d’éthanol et la solution obtenue a
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¢té conservée a I’abri de la lumiére pendant 12 h. Dans chaque tube a
essai contenant 0,8 mL d’une solution hydro-éthanolique (1:1, v :v) de
I’extrait a tester, 3,2 mL de la solution de DPPH ont été rajoutés.
L’acide ascorbique, utilis¢é comme antioxydant de référence, a
également été testé dans les mémes conditions. La lecture de
I’absorbance a été faite au bout de 30 minutes au spectrophotomeétre a
517 nm en utilisant le mélange de solvants Eau-éthanol (1:9, v :v)
comme blanc. Trois mesures de 1’absorbance ont été effectuées pour
chaque concentration testée (n=3).

Mesure de activité antioxydante par le test ABTS

Une quantit¢ de 38,40 mg d’acide 2,2’-azino-bis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) a été préalablement
dissoute dans 10 mL d’eau avant ajout de 6,75 mg de persulfate de
potassium. Le mélange obtenu a été conservé a 1’obscurité et a
température ambiante pendant 12 h avant usage. Il a été par la suite
dilué avec de 1’éthanol afin d’obtenir une absorbance de 1’ordre de 0,7
a 734 nm. L’activité antioxydante a été mesurée en additionnant 2 mL
d’une solution hydro-éthanolique (1:1, v :v) de I’extrait testé a 2 mL de
la solution d’ABTS. Les extraits ont ¢été testés a différentes
concentrations. L’acide ascorbique, utilisé comme antioxydant de
référence, a été testé dans les mémes conditions. La lecture de
I’absorbance a ét¢ faite au bout de 2 minutes au spectrophotometre a
734 nm en utilisant le mélange éthanol-eau (3:1, v :v) comme blanc.
Trois mesures de 1’absorbance ont été effectuées pour chaque
concentration testée (n=3).

Calcul de pourcentage d’inhibition

Le mode de calcul des pourcentages d’inhibition (PI) a été ceux
récemment décrit par Sarr et al. (16). Le pourcentage d’inhibition (PT)
de I’absorbance du radical correspond a :

Pl=[(Ao-A1) x100]/Ao
Ao : absorbance de la solution d’ABTS ou de DPPH pure ;

A1 : absorbance de la solution d’ABTS ou de DPPH apres ajout de
I’extrait testé a une concentration initiale et un temps donné.

Détermination de la Clsg

Les courbes d’évolution de [D’inhibition (en pourcentage) de
I’absorbance du 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle (DPPH) et de I’acide
2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) par les
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extraits ont été tracées par Excel (office 2013). Les opérations de
régression (polynomiale ou linéaire) ayant les coefficients de
corrélation (R?) les plus élevés ont été adoptées pour chaque extrait.
Celles-ci ont permis, a partir de leurs équations de trajectoire de
déterminer les concentrations inhibant de moitié 1’absorbance des
radicaux libres (Clso).

1.4 Dosage des polyphénols totaux

La concentration des extraits en polyphénols totaux est estimée par la
spectrophotométrie d’absorption UV-Visible en utilisant le test de
Folin-Ciocalteu (17). Les différents extraits sont préalablement dissouts
dans de 1’éthanol aqueux (1:1, v :v). On préléve 25 uL de chaque
solution et on l'introduit dans trois tubes. On ajoute a chaque tube 125
uL de réactif de Folin-Ciocalteu et 2 mL d'eau distillée. Apres 5 minutes
de repos, on additionne 375 uL de carbonate de sodium (10 %) et on
maintient le systéme a 37 °C durant 2 heures. On mesure I’absorbance
du contenant de chaque tube a la longueur d'onde A = 760 nm. Le blanc
est constitué de 25 uL d'éthanol, 125 pL de réactif de Folin-ciocalteu,
de 2 mL d'eau distillée et 375 uL de carbonate de sodium (10 %).

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits
sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant l'acide tannique comme standard (R?=0,9957). Les résultats
sont exprimés en mg équivalent en acide tannique (EAT) /g d’extrait.

I1. Résultats
I1.1 Rendements des extractions

Les rendements des extractions brutes sont inscrits dans le Tableau | ci-
dessous.

Tableau I : Rendements des extractions brutes hydro-éthanoliques

Matiéres végétales Rendements (%0)
Feuilles 10,41
Racines 11,46

Les extractions liquide-liquides des extraits bruts ont permis d’obtenir
des extraits aqueux, d’acétate d’éthyle et butanolique aux rendements
inscrits dans le Tableau Il ci-dessous.
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Tableau Il : Rendements des extractions liquide-liquides

Matieres végétales Fractions Rendements (%)
Aqueuse 52,33
Feuilles Acétate d’éthyle 11,33
Butanolique 26,00
_ Aqueuse 61,67
Racines Acétate d’éthyle 6,00
Butanolique 15,00

I1.2 Résultats de 1a mesure de ’activité antioxydante

Les concentrations des extraits et fractions permettant d’obtenir un
pourcentage d’inhibition de 50% (Clsp) sont comprises entre
(0,115+0,002) mg/mL et (1,516+0,065) mg/mL pour le DPPH. Elles sont
comprises entre (7,74+0,895) x10° mg/mL et (72,02+11,028) x103
mg/mL pour ’ABTS. L’acide ascorbique, utilis¢ comme témoin, a
présenté dans les deux cas des Clso plus faibles que celles des extraits et
fractions. Elles sont de (0,0140+0,0002) x10° mg/mL et de
(0,9200+0,0170) x10° mg/mL, respectivement pour le DPPH et I’ABTS.
Le Tableau Ill ci-dessous résume I’ensemble des Clso des extraits et
fractions testes.

Tableau 111 : Concentration des extraits inhibant 50% (Clso) de I’absorbance
des radicaux DPPH et ABTS

Matieres Extraits et Clso
végétales Fractions DPPH ABTS (103
(mg/mL) mg/mL)
Feuillesde J. Fraction Aqueuse 0,525 + 0,006 33,840 + 3,236
chevalieri Fraction Acétate 0,115 + 0,002 9,610 +£ 0,610
d’éthyle
Fraction 0,134 + 0,002 7,740 £ 0,895
Butanolique
Extrait Total 0,195 + 0,003 9,400 + 0,765
Racinesde J. Fraction Aqueuse 1,516 + 0,065 47,650 + 9,493
chevalieri Fraction Acétate 0,782 + 0,049 10,260 + 1,676
d’éthyle
Fraction 1,216 + 0,092 72,020+11,028
Butanolique
Extrait Total 1,318 £ 0,042 35,560 + 1,500

Acide ascorbique

0,0140 + 0,0002 0,920 + 0,017
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11.3 Teneurs en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux ont ét¢ déterminées a 1’aide de la
droite d’étalonnage de 1'acide tannique de la Figure 1 ci-dessous. Son
équation de droite est y=0,0016x+0,132 avec un coefficient de
régression R?=0,9957.

0,35
03 y = 0,0016x + 0,132
’ R? = 0,9957

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

0 20 40 60 80 100 120

CONCENTRATIONS (mg/mL)

ABSORBANCES

Figure 1 : Droite d’étalonnage de l’acide tannique pour la quantification des
polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux sont mentionnées dans le Tableau IV
ci-dessous, en mg équivalent acide tannique par gramme d’extrait sec
(mg EAT/g d’extrait).

Tableau IV : Teneurs en phénols totaux des différents extraits de J. chevalieri

Parties de plante  Extraits et Fractions  Teneurs en phénols totaux
en mg EAT/g d’extrait

Feuilles de J. Fraction Aqueuse

chevalieri . . 42,676,51
Fraction Acétate
d’éthyle 120,33+47,61
Fraction Butanolique
147,67+£21,08
Extrait Total
69,33+2,89
Racines de J. Fraction Aqueuse
chevalieri . _ 29,00£19,70
Fraction Acétate
d’éthyle 36,33+£10,78
Fraction Butanolique
27,67+12,58
Extrait Total
22,33+£12,10
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Les teneurs en polyphénols totaux des extraits de feuilles (Tableau 1V)
sont comprises entre (42,67+6,51) mg EAT/g et (147,67+21,08) mg
EAT/g d’extrait. Pour les racines, elles varient de (22,33+12,10) mg
EAT/g a (36,33£10,78) mg EAT/g d’extrait suivant la nature de
I’ extrait.

I11. Discussion

Les propriétés antioxydantes des extraits des différentes parties de
Jatropha chevalieri ne semblent pas avoir été préalablement étudiées
selon les publications scientifiques disponibles. Mais des travaux sur
d’autres espéces de Jatropha ont révélé une activité antioxydante.
L’extrait méthanolique des feuilles de Jatropha unicostata a présenté
une Clso inférieure a 0,5 mg/mL avec la méthode de DPPH (18). Les
extraits de CHCIz/MeOH (3:2 ; v :v) des feuilles et des racines de
Jatropha gaumeri ont été aussi positifs a la pulvérisation d’une solution
a 0,2% de DPPH aprées ¢€lution des solutions d’extraits sur des plaques
de chromatographie sur couche mince (CCM) (19).

Dans cette étude, I’activité antioxydante a été évaluée en mesurant
I’inhibition des solutions de DPPH et de I’ABTS avec un
spectrophotometre UV-Vis. Malgré qu’elles soient jugées intéressantes
pour les extraits totaux et fractions non pures, les Clso obtenues restent
supérieures a celles obtenues avec ’antioxydant de référence, 1’acide
ascorbique dont les Clso étaient de (0,014+0,0002) mg/mL et
(0,920+0,017) x10°3 mg/mL, respectivement avec le DPPH et I’ABTS.
Néanmoins, il a été remarqué que ’extrait de feuilles de Jatropha
chevalieri et ses fractions ont inhibé plus fortement 1’absorbance du
DPPH et de ’ABTS (Tableau I11). En effet, les valeurs de leurs Clso
étaient inférieures ou égales a (0,525+0,006) mg/mL et (33,840+3,236)
x10°% mg/mL, vis-a-vis du DPPH et de I’ABTS, respectivement. Ces
valeurs correspondent aux Clso de la fraction aqueuse qui a montré la
plus faible activité. Pour la méthode de DPPH, la fraction acétate
d’éthyle des extraits de feuilles a montré la plus forte inhibition avec
une Clso de (0,115+0,002) mg/mL), suivie de la fraction butanolique
dont la Clso est de (0,134+0,002) mg/mL. Par contre, la plus forte
inhibition de la solution d’ABTS a ¢été obtenue avec la fraction
butanolique de I’extrait de feuilles qui a donné une Clsp de
(7,740+0,894) x10° mg/mL. Une Clsode 9,610+0,610 x10° mg/mL a
été obtenue avec la fraction acétate d’éthyle.
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L’inhibition de la solution de DPPH avec les extraits de racines de
Jatropha chevalieri a suivi la méme évolution qu’avec les extraits de
feuilles selon la nature de I’extrait (extrait total, fraction aqueuse,
fraction acétate d’éthyle ou fraction butanolique). Avec I’ABTS, la
fraction butanolique de I’extrait total des racines a montré la plus grande
valeur de Clso de (72,020+11,028) x10° mg/mL.

La différence de I’activité antioxydante des extraits de feuilles et de
racines pourrait étre engendrée par une teneur en COMpPOSES
antioxydants qui serait plus importante chez les feuilles (16). En effet,
les polyphénols sont beaucoup plus concentrés chez les extraits de
feuilles avec une teneur supérieure a (42,67+6,51) EAT/g que chez les
extraits de racines de Jatropha chevalieri dont la teneur est inférieure a
(36,33+10,78) EAT/g (Tableau 1V). Les polyphénols totaux beaucoup
plus concentrés dans ces derniers sont probablement responsables de
ces plus grandes activités. Cette corrélation est en phase avec les
résultats obtenus par Amamra et al. (20). Chez les feuilles, la quantité
de polyphénols la plus élevée est obtenue avec la fraction butanolique
(147,67+20,08 EAT/g). Ceci correle avec I’inhibition de la solution
d’ABTS. Mais avec les racines, la teneur en polyphénols de la fraction
aqueuse (29,00£17,70 EAT/g) est supérieure a celle de I’extrait total
(22,33+12,10 EAT/g) et de la fraction butanolique (27,67+12,58
EAT/g). Cette composition beaucoup plus concentrée en polyphénols
pourrait étre 1’explication d’une Clso de la fraction butanolique
(72,02+11,02) %10 mg/mL plus élevée que la Clso de la fraction
aqueuse (47,650+9,493 x10°mg/mL), vis-a-vis de ’ABTS.

De facon globale, les résultats de la quantification des polyphénols
totaux sont beaucoup plus corrélés a la capacité antioxydante par le test
ABTS. Cependant, la quantification des polyphénols totaux ne saurait
suffire pour expliquer la différence de I’activité antioxydante des
extraits. En plus de 1’évaluation de la toxicité, des études moléculaires
sur la composition chimique pourraient aider a élucider la nature de
certaines de ces variations.

Conclusion

Cette étude a permis de décrire une forte activité antioxydante des
extraits de feuilles et de racines de Jatropha chevalieri corrélée a la
teneur en polyphénols totaux.

Des études supplémentaires sur cette espéce pourraient garantir une
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utilisation sans risque en phytothérapie. Des essais d’isolement et de
caractérisation sur la plante en cours pourraient aboutir a la découverte
de nouveaux principes actifs et la mise au point de phytomédicaments
ou d’alicaments.
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