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Résumé

L analyse par HPLC de I'extrait purifié des gousses d’Acacia nilotica révéle que le tanin majoritaire de
I'espece est le tanin gallique. Le dosage montre que la gousse fraiche de I'espéce contient 32,3 % et la
gousse séche 18.9 % de tanins

Mots-clés : Acacia nilotica, tanins, analyses chimiques.

Colorimetric assay and HPLC identification of majority tannin of
Acacia nilotica pods

Abstract

HPLC analysis of the purified extract from pods of Acacia nilotica reveals that the majority of tannin of
the species is gallic tannin. The assay shows that the fresh pod contains 32, 5% and dry pod 18. 9% of tannins.

Keywords: Acacia nilotica, tanins, chemical analysis.

Introduction

Les tanins végétaux sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau et ayant des poids molé-
culaires compris entre 500 et 3000. IIs sont utilisés pour préparer le cuir et donnent les réactions
classiques des phénols (SWAIN et BATE-SMITH, 1962 ; BRUNETON, 1997). En outre, ils ont
certaines propri€tés spéciales telles que I'aptitude a la précipitation des alcaloides, de la gélatine
et des autres protéines.

Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes :

— les tanins hydrolysables, constitués par une molécule glucidique sur laquelle est estérifiée de
I"acide gallique ou un de ces dérivés (acide éllagique, acide m-digallique) d’oii le nom de pyro-
galliques et d’éllagitanins qu’on leur donne quelquefois. Ils sont facilement hydrolysés par
voie chimique ou enzymatique. Les tanins galliques et ellagiques sont caractéristiques des
angiospermes dicotylédones (BRUNETON, 1997 : MUELLER-HARVEY, 2001).
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Schéma 1. Molécules de base des tanins hydrolysables.
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Schéma 2. Exemples de structures de tanins hydrolysables.

— les tanins condensés ou proanthocyanidols résultent de la polymérisation de molécules €lé-
mentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavane ol-4, flavane diol =3.4). Ils sont désignés aussi
sous le nom de tanins « catéchiques », (GRAYER et al., 1992 ; BRUNETON, 1997).

i oen oL Flavane ol-4 Flavane diol- 3.4
Schéma 3. Molécules de base des tanins condensés.
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Schéma 4. Exemple de structure de tanin condensé.

Les plantes a tanins présentent un intérét pour :

— I"artisanat et I’industrie de tannage ou elles servent a tanner les peaux et a protéger les métaux
enfouis dans le sol contre les bactéries (activités inhibitrices de 1’attaque des bactéries) ;

— le laboratoire ou elles sont utilisées pour préparer la résine synthétique et pour fabriquer les
encres ;

— les médecines traditionnelle et moderne ot les plantes a tanins entrent dans la composition
de beaucoup de recettes de pharmacopée et la préparation de médicaments modernes
(EROMOSELE et al., 1991 ; NEUVONEN et HAUKIOIJA, 1991 ; LAVERGNE et al., 1989 ;
KERHARO et ADAM, 1974 : GIFFARD., 1974). Les vertus thérapeutiques des plantes tanni-
feres seraient liées & leurs métabolites, notamment aux tanins contenus dans leurs organes
(feuille, fruit, fleur, écorces), (NEUVONEN et HAUKIOJA, 1991 ; BRYANT et al., 1993;
LAVERGNE et VERA, 1989 ; Mc MILLIAN et al., 1982 ; PRICE et al., 1980) ; les tanins
conférent aux plantes des vertus antimicrobiennes antiparasitaires et pestifuges (BRYANT et
al., 1993 ; NEUVONEN et HAUKIOIJA, 1991 ; LAVERGNE et VERA, 1989 ; HAHN er al.,
1983 ; BUTLER et al., 1982 ; HASLAM , 1981 ; PRICE er al., 1980 ; ROONEY et al., 1982 ;
LARWENCE et ABADA, 1991) ;

— I"agriculture pour la sélection des espéces ou des variétés résistantes. Les tanins empéchent
aussi la pré-germination des graines (HARRIS et BURNS, 1973; BULLARD et ELIAS, 1980).
Il faut noter que le développement de produits chimiques ces cinquante derniéres années a
considérablement diminué le marché des tanins végétaux.
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Les tanins végétaux ont joué un rdle important dans le commerce international jusqu’a a la fin
du 19 siecle. Les progrés en chimie a partir de cette période ont permis de synthétiser et de pro-
duire & I’échelle industrielle des produits chimiques alternatifs, si bien que le commerce des
tanins naturels a connu une chute vertigineuse. On a noté ainsi une baisse de 1"intérét des scien-
tifiques pour les tanins végétaux. Mais avec prise de conscience croissante de la dégradation de
I’environnement, de la toxicité des tanins synthétiques et de I’épuisement progressif des matieres
fossiles dont ils sont extraits, on observe un regain d’intérét pour les tanins végétaux surtout par
le fait qu’ils sont moins polluants et moins toxiques (PROTA, 2005). Une exploitation commer-
ciale des tanins végétaux permettrait une revalorisation des plantes tanniferes au Burkina Faso ol
I’artisanat et I'industrie de tannage sont prometteurs. Cela limiterait les sorties des devises pour
I’achat des tanins synthétiques et constituerait une source de revenus pour les populations rurales
impliquées dans I'activité ; ce qui contribuerait a réduire la pauvreté en milieu rural. D’oti la nécessi-
té d’avoir des informations scientifiques de base sur la concentration et la nature chimique des
tanins des espéces tanniféres locales.

Matériel et méthodes
Matériel d’étude

Matériel végétal

L’ étude a porté sur les gousses de Acacia nilotica (Fabaceae-Mimosoideae) récoltées en janvier
2007 & Ouagadougou (Burkina Faso).

Acacia nilotica (L) Willd. ex Del. ; HUTCHINSON et DALZIEL (1958)

Synonymie : Mimosa scorpioides L., Mimosa arabica Lam., Acacia arabica Willd., Acacia
adansonii Guill et Perot., Acacia adstringens (Schumach. et Thonn.) Roberty, Acacia scor-
pioides var. adstringens Bak.

Noms locaux : Pegnenga (Mooré€) ; Bagana Yiri (Jula) ; Gaudi (Frangais)

Réactifs chimiques et solvants

Les standards utilisés pour I’analyse sont des tanins hydrolysables : acides tannique, Merck - 773
et acide gallique, Fluka Chemika - 48630. Les solvants sont de grade analytique pour HPLC.
Le choix des tanins hydrolysables comme standards se justifie par le fait que ce type de tanins
est caractéristique des Angiospermes Dicotylédones, (BRUNETON, 1997). Ce qui est confirmé
par les travaux de BUTLER (1982) qui montrent que les monocotylédones tel que le sorgho
contiennent majoritairement les tanins condensés (ou proanthocyanidols) et trés peu de tanins
hydrolysables.

Méthodes d’études

Préparation des échantillons

Débarrasser I'échantillon de toutes les impuretés qui I'accompagnent par lavage a l'eau de robi-
net et ringage a 'eau distillée avant de procéder comme suit : '
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— broyer finement l'organe dans un moulin & café ;

— lyophiliser le broyat jusqu'a I'obtention d'un poids constant ;

— délipider la poudre végétale ainsi obtenue au chloroforme sur Biichner dans les proportions
7 ml de chloroforme pour 1 g de poudre végétale ;

— lyophiliser & nouveau cette poudre délipidée jusqu'au départ total du chloroforme (pendant
5 heures environ);

— peser précisément 1g de poudre et I'introduire dans un flacon ;

~ extraire les tanins a I'acétone 80 %. On introduit 20 ml d'acétone 80 % dans le flacon conte-
nant la poudre lyophilisée, aprés agitation durant 1 heure, filtré si le résidu est encore coloré,
procéder a une deuxiéme extraction et ainsi de suite jusqu'a obtention d'un résidu blanchétre ;

— mettre le filtrat dans une ampoule a décanter ;
— ajouter environ 20 ml d'éther de pétrole ;

— agiter le mélange et le laisser reposer. Deux phases apparaissent: la phase inférieure acétonique
contient les tanins et la phase supérieure éthérée contient les autres pigments (Chlorophylle a,
b ; Xanthophylle) ;

— poursuivre le lavage a I'éther de pétrole jusqu'a l'obtention d'une phase éthérée incolore :

— recueillir la phase acétonique et la conserver au réfrigérateur pour dosage ultérieur. Cette der-
niere opération se justifie par le fait qu’en plus des tanins, 'acétone extrait un certain nombre de
composés tels que les caroténes, les xanthophylles, les chlorophylles a et b. Ces derniers influen-
ceraient les résultats de la colorimétrie. C'est pourquoi la séparation des tanins par lavage a I’éther
est adoptée (COFFE, 1979 ; CASSAGNES et KLEIBER, 1985 ; AYYAT et al., 1988).

Purification et séparation des tanins

La séparation des tanins est précédée par leur extraction et leur purification. Ainsi, aprés la pré-
paration de I’échantillon et I'extraction des tanins comme indiqué précédemment, la procédure
de purification adoptée est celle de STRUMEYER et MALIN (1975). Elle consiste pour
I"essentiel a évaporer I'acétone sous vide avec I’aide d’un évaporateur rotatif & 30°C et
lyophiliser la fraction aqueuse contenant les tanins. L’échantillon sec est ensuite dissout dans une
solution aqueuse de méthanol 80 % contenant 0,1% d’acide ascorbique (SMA). Le Sephadex
LH-20 est ensuite également préparé avec une solution SMA. Le filtrat de la solution contenant
I"échantillon est additionné au Sephadex LH-20. L’ensemble est agité pendant 5 mn environ
avant d’étre transvasé sur une colonne de verre. Le Sephadex LH-20 est par la suite lavé lente-
ment avec une solution SMA par gravité sans utiliser le vide. La procédure élimine les compo-
sés autres que les tanins. Les tanins restent fixés sur le Séphadex LH-20 et lui donnent une cou-
leur brune. Les tanins sont ensuite élués avec I’acétone diluée 2 50 % contenant de 1’acide
ascorbique (Img/ml). L'acétone est évaporée sous vide & 30 °C et aprés la solution aqueuse
contenant les tanins est lyophilisée dans un ballon de poids connu.

L'échantillon contenant I'acide ascorbique est dissout dans du méthanol aqueux 80 % et
additionnée au Séphadex LH-20 préparé avec une solution de méthanol aqueux 80 % (environ
300ml pour 25 g de gel). Les tanins sont adsorbés sur le gel et I’acide ascorbique est éliminé par
lavage. Les tanins adsorbés sont élués avec de 1’acétone aqueuse 50%. L éluit débarrassée de
I"acide ascorbique sera utilisée pour I’analyse HPLC.
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Chromatographie sur papier

La séparation des tanins hydrolysables a ¢été faite par chromatographie sur papier & deux dimen-
sions en utilisant le couple de solvants, acide acétique / butanol (7/93). La révélation est faite par
le nitrate d’argent ammoniacal et/ou le mélange chlorure-ferricyanure de potassium. L'acide tan-
nique et ’acide gallique sont utilisés comme produits de référence.

Chromatographie Liquide Haute Performance

La méthode d’analyse par HPLC adoptée est celle ' INOUE et HAGERMAN (1988), (HARIN-
DER et al. (1994) qui consiste & utiliser les tanins isolés et purifiés comme suit :

— hydrolyser 4 mg de la poudre de tanins obtenue avec 1.5ml d’acide sulfurique concentré
— filtrer et injecter ;

_ identifier le pic de I'acide gallique par la comparaison des temps de rétention avec le pic de
I’acide gallique standard.

Dosage des tanins

Beaucoup de méthodes pour le dosage des tanins sont connues (MAKKAR, 1990 ; MUERLLER-
HARVEY, 2001). La méthode CEE adaptée aux organes chlorophylliens (SEREME et al., 1993)
a été utilisée : elle consiste & utiliser le citrate d'ammonium ferrique qui forme des complexes
de couleur bleu noir avec les macromolécules de tanins contenus dans la solution acétonique
aqueuse. L'addition d”ammoniaque & ce mélange accentue la formation des phénates, ce qui
intensifie la coloration bleu-noir ; cette derniére est mesurée & son maximum d’absorption &
A = 525 nm au spectrophotométre. On détermine enfin la teneur en tanins de I'échantillon en uti-
lisant une courbe d'étalonnage établie a partir de I'acide tannique (JOURNAL OFFICIEL DE LA
CEE, 1984).

Mode opératoire
Apres l'extraction des tanins, procéder comme suit :

1) prélever 1 ml de la phase acétonique et l'introduire dans un tube 2 essai noté n° 1. Ajouter
successivement 6 ml d'eau distillée et 1 ml de 1a solution d'ammoniaque puis agiter quelques
secondes 2 l'aide de I'agitateur a vortex.

2) prélever 1 ml de la phase acétonique et lintroduire dans un tube a essai noté n° 2. Ajouter
successivement 5 ml d'eau distillée, 1 ml de la solution de citrate d'ammonium de fer. Agiter
pendant quelques secondes 2 l'aide de l'agitateur a vortex puis ajouter 1 ml de la solution
d’ammoniaque et agiter & nouveau pendant quelques secondes 2 1’aide de I'agitateur.

3) transvaser les solutions n° 1 et n° 2 dans les cuves de mesures (lem) et mesurer les absor-
bances. au spectrophotométre & A = 525 nm par rapport 4 l'eau, 10 min apres la fin des opé-
rations 1 et 2. Prendre comme résultats la différence des absorbances.

4) établir la courbe de référence comme suit :

— préparer 6 fioles jaugées de 20 ml et introduire & 'aide d'une pipette respectivement 0.6,1.0.2,
03.04 et 0.5 mg/ml d'acide tannique :
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— introduire & la pipette dans les tubes a essai 1 ml de chacune de ces solutions et y ajouter i la
pipette successivement 5 ml d'eau, 1 ml de solution de citrate d'ammonium de fer (III). Agiter
pendant quelques secondes a l'aide de l'agitateur a vortex;

— transvaser les solutions ainsi obtenues dans des cuves et mesurer aprés 10 min + 1mn les absor-
bances & A =525 nm au spectrophotomeétre par rapport a l'eau ;

— tracer la courbe d'étalonnage en portant en abscisses les concentrations correspondantes, en
mg/ml.

Expression des résultats

Va : volume total de la phase acétonique recueillie.
. C.Va | ¢ concentration en acide tannique (mg/ml) de la solution d’essai lue sur la
o courbe de référence.
10 _ . % i b
Pt: pourcentage en tanins par rapport & la matiére séche.

Résultats et discussion

Les chromatogrammes des figures 1, 2, 3 et 4 ont été obtenus a partir des tanins extraits et
purifiés des gousses d’Acacia nilotica var Adansonii, de I'acide gallique et de 1’acide tannique
selon la technique décrite précédemment.
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Figure 1. Chromatogramme de 1’acide gallique.
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Figure 2. Chromatogramme de I’acide tannique.

1
AT L1

R SN N i, B— iianiasics

' €100 18.00 .

2 b 0
HE: T

T Bee | 10,90 32.99 . 18:00 ..

Time w2 B

@

Figure 3. Chromatogramme de Iextrait hydrolysé des gousses de Acacia nilotica
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Figure 4. Chromatogramme de I’extrait hydrolysé + acide gallique.

La chromatographie sur papier 2 deux dimensions de 1'acide tannique qui est le tanin hydroly-
sable le plus commercialement connu, a permis d’identifier 21 % d’acide gallique, 7 % d’acide
m-digallique, 3 % de pentagalloylglucose et 1% d’acide trigallique et un produit non identifié.
Le gallotanin proprement dit qui est le constituant principal de I’acide tannique représente envi-
ron 70 % . L'acide tannique analysé a été extrait des galles de Rhus semialia (Anacardiaceae) et
de Quercus infectoria (Fagaceae) (RIBEREAU-GAYON, 1968 : HAGERMAN et al., 1997).

Le pic 2 (correspondant au temps de rétention 6.72) du chromatogramme (fig. 3) de ’extrait de
I"échantillon hydrolysé correspondrait au pic 2 (temps 6.49) du chromatogramme (fig.1) du stan-
dard de I’acide gallique. La présence de 1’acide gallique dans I’extrait de I’échantillon hydroly-
sé est confirmée par le chromatogramme (fig. 4) obtenu par la co-injection d’acide gallique avec
I’échantillon a analyser. En effet, I’aire de I’acide gallique correspondant au pic 2 (temps 6,54)

augmente significativement.

Le manque de standards n’a pas permis de procéder de méme pour identifier les autres compo-
sés de I"échantillon si bien que leur identification est basée essentiellement sur la comparaison
des pourcentages des composés de 1’acide tannique obtenu dans la littérature.

En observant le chromatogramme de la figure 3 on note 3 pics ayant les proportions d’aires de
5.19 et 76 %. En comparant les proportions des aires de ces pics a la composition précédente de
I"acide tannique obtenue de la littérature, on peut émettre les hypothéses que ces composés cor-
respondraient aux gallotanins (76 %), & 1’acide gallique (19 %) et 5 % pour les autres COmposés
(acide m-digallique, pentagalloylglucose et acide trigallique). Toutefois une confirmation de
cette hypothése nécessitera I'utilisation des standards en co-injection avec les extraits purifiés
des tanins de I'espéce.

Le dosage montre que la gousse fraiche de Acacia nilotica contient 32,5 % et la gousse séche
18.9 % de tanins. Cette espéce est aussi riche en tanins que certaines espéces exotiques telles que
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le Quebracho, Schinopsis lorenizii (bois). les Chitaigniers Castanea sativa et Castanca dentata
(bois et aubier) et le Myrobolan, Terminalia chebula (fruits secs) dont les tanins sont utilisés dans
les industries de tannage. Il en est de méme de Quercus alba dont les tanins du bois sont com-
mercialement exploités mais qui ne contient que 10% d’ellagitanins (vescalagin et castalagin)
(ZHENTIAN ez al., 1999). Les gousses de Acacia nilotica pourraient &tre envisagées également
pour une exploitation commerciale des tanins surtout que cela ne posera pas de probléeme parti-
culier puisque n’endommageant pas la plante.

Conclusion

Les tanins galliques sont les tanins majoritaires des gousses d’Acacia nilotica. Ces gousses
contiendraient ’acide m-digallique, le pentagalloylglucose et I'acide trigallique.

Acacia nilotica a des concentrations en tanins comparables a celles d’especes allochtones
utilisées pour I’exploitation industrielle des tanins. De plus, I’analyse qualitative des tanins réve-
le que I'espece a des tanins de nature chimique comparable 2 celle de ces especes. Acacia
nilotica constituerait donc une source potentielle de matiére premiére pour la production
commerciale des tanins. Une étude de marché de la mise sur pied d’une unité pilote pour unc
exploitation semi-industrielle serait une perspective intéressante.
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