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Résumeé

Dans le dessein de valoriser les principes exblaestideSecuridaca longipedunculata des fins thérapeutiques, nous avons quantifié
et évalué la capacité antioxydante des saponkiestes de ses racines. Il ressort de ce traviavestigation que les teneurs en saponines
triterpénes et stéroides sont respectivement d# 6878 18g/100g MS. Ainsi, I'analyse phytochimique quantitata révélé que les
racines de la plante contiennent essentiellemensalgonines triterpénes. L'évaluation de la caparitioxydante par les méthodes ORAC
et FRAP a montré que les saponines des racineS. dengipedunculatasont anti-oxydantes par transfert d’hydrogene 'ékectron,
respectivement.

Mots-clés :Securidaca longipedunculatguantification des saponines, activité antioxyda®RAC, FRAP

Abstract

In order to enhance the extractable principleSexduridaca longipedunculatar therapeutic purposes, we quantified and evetuthe
antioxidant capacity of saponins extracted fronraists. It emerges from this investigative worktttiee contents of triterpenic saponins
and steroids are respectively 68.40 and 78 10-80g/DM. Thus, the quantitative phytochemical anialysvealed that the roots of the
plant contain mainly triterpene saponins. The eatidim of the antioxidant capacity by ORAC and FRABthmds has shown that the

saponins from the roots &f longipedunculatare antioxidant by transfer of hydrogen and etectespectively.

Keywords:Securidaca longipedunculataaponins quantification, antioxidant activity, 8& FRAP

1. Introduction :

Les saponines constituent un vaste groupe
d’hétérosides, largement distribués chez les mante
supérieures. Leur propriété tensio-active les rliste
d’autres glycosides naturels [1]. En raison dedaabilité
structurale des aglycones, les saponines présedemnt
propriétés biologiques diverses. Elles trouvent de
nombreuses applications dans l'industrie pharmapeyt
alimentaire et cosmétique en raison de leurs pétiwi
moussante, émulsifiante, tensio-active, et en ndpp@c
leurs effets hypoglycémique, antioxydant, anti-enc

anti-cholinestérasique, etc. [2, 3]. Plusieurs f@anmiches
en saponines ont une application pratique dansérdiits
domaines. Ce sont entre autreQuillaja saponaria
Molina (Rosaceae), Yucca schidigera(Agavaceae),
Camellia sinensis(Theaceae) [4, 5],Panax ginseng
(Araliaceae) [6, 7]. L'espéce végétale, répandusasmane
africaine tropicale que nous avons choisie pourenot
étude esBecuridaca longipedunculafatteignant 4 -5 m
de haut) [8]. C'est une plante a fleurs de la feamiles
Polygalaceae. Elle est connue pour ses nombredixers
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usages en médecine traditionnelle africaine [9-12].
L’espéce ivoirienne est riche en saponines aveadioe

de mousse de 5000 [13]. Selon les nombreuses ersdw
informations en notre possession, les racines d& ce
plante trouvent usage dans le traitement tradigbuies
troubles mentaux en Cote d’lvoire. Pour une meideu
compréhension de ses effets pharmacologiques qui

2. Méthodologie

La plante a été authentifiée par Dr. Malan D. Fois¢
ethnobotaniste (Université Nangui Abrogoua), et les
racines ont été récoltées en juin 2015 a Dabakdle u
centre de la Cote d’lvoire dans la région de lalédéatdu
Bandama, 8°2M48 nord, 4°2543" ouest). Aprés
nettoyage avec une brosse, les racines ont éteédams
sécher sous climatisation permanent ‘f18pendant 2
semaines, ensuite broyées avec un broyeur éleetpiqur
obtenir les poudres qui ont été soumises aux tests.

2.1.Tests phytochimiques

Les teneurs en saponines triterpénes (ST) et d&&oi
(SS) ont été déterminées respectivement selomaeaux
décrits dans la littérature [14, 15]. Les standartilssés
ont été I'escine (pour ST) et la diosgénine po8)(%es
longueurs d’'onde maximale d’absorption de I'es¢2il
nm) et de la diosgénine (475 nm) ont été mesurées a
un spectrophotometre UV-visible (HP 8453, 191-1100
nm) par balayage de la longueur d’'onde de 191 & 110
nm. Tous les tests ont été répétés 3 fois.

2.1.1. Quantification des saponines triterpenes

3,6 g de poudre ont été chauffés dans 94 ml de MeOH
(70%) pendant 1 h. A une quantité de [Iextrait
méthanolique prélevée (10 ml) ont été additionr@snl
de HCI (0,1 M). Les ST ont été extraites par 3 xrdl0
d'un mélange n-g¢4-OH : CHCE (1: 2,5). Le solvant
d’extraction a été éliminé sous vide a l'aide d'un
évaporateur rotatif (rotavapor Blchi type EL-13hfre
60-65 °C. Le résidu obtenu, a été lavé par 2 x 5 ml
d'éther. Aprés filtration, il a été séché a la téngure
ambiante sous une hotte, et solubilisé a chaud 2&msl
d’acide acétique glacial (AcOH). La solution a étésuite
diluée 25 fois. A une quantité de la solution préke (1
ml), 2 ml de CoG (2 g/l) et 2 ml de LBO, ont été
additionnés. Le mélange a été chauffé au bain-marie
pendant 1 h. Les absorbances ont été mesurées @281
par spectrophotométrie contre un blanc préparé s
mémes conditions (mélange de 1 ml d’AcOH, 2 ml de

justifieraient son usage en pratigque médicale
traditionnelle, et dans le but d'apporter notre tpar
contributive a sa valorisation, la présente étude s
consacre aux saponines des racines d&
longipedunculata de Cbte d’lvoire, a travers leur
caractérisation, leur quantification et leur évéhra
antioxydante.

CoCl et de 2 ml de kBQy). La quantification a été faite

en fonction de la courbe d'étalonnage de [l'escine
(0,0267 - 0,133 mg/ml) en présence de la solutien d
CoCl. La teneur en ST ((pa été exprimée en équivalent
escine par 100 gramme de matiére séche (g EE /100 g
MS) suivant I'équation (1) :
Qi=VixCxd/m 1)
Vi volume d’extrait (m) ; €: concentration de I'extrait
(mg/ml) ; d : dilution ; m: masse de la matiere séche (g)

2.1.2.Quantification des saponines stéroides

La poudre reprise dans le MeOH (2 mg/ml) et filtrée
avant utilisation, a constitué l'analyte. 250 phrd
solution de vanilline (8 %, m/v) dans de I'EtOH albs
ont été ajoutés a 250 de I'analyte. A ce mélange, 2,5 ml
de HSO, (72 %, v/v) ont été additionnés. L'ensemble a
été incubé au bain-marie a 60° C pendant 10 miig pu
refroidi dans un bain de glace pendant 5 min.
L'absorbance a été lue a 475 nm et comparée adela
diosgénine (10 - 40 pg/ml) dans les mémmsditions que
'analyte a partir de la courbe d'étalonnage. Lieetg en
SS (Q) a été exprimée en équivalent diosgénine par 100
gramme de matiére séche (g ED /100g MS) suivant
I'équation (2) :
Q=VoxG/mp (2
V.. volume de lanalyte (ml); £ concentration de
I'extrait (ug /ml); my, : masse de la matiére seche (g).

2.2.Test anti-oxydant

Les échantillons utilisés pour I'évaluation de tiaité
antioxydante ont été I'extrait brut des saponir@slés
hétérosides (SB) et celui des sapogénines tot&€y, (
obtenu par hydrolyse de SB. L'acide ascorbiqueiwihe
C) a été employé comme antioxydant standard positif
Tous les tests ont été réalisés en triplicata.

2.2.1.Préparation des extraits
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2.2.1.1. Extraction des saponines
totales hétérosides

Les SB ont été extraites selon Loatzal.[16]. 20 g
de poudre dans 100 ml de MeOH (80 %), ont été édmuf
a reflux dans un chauffe-ballon pendant 90 min.&&pr
filtration et concentration sous pression réduitecaun
évaporateur rotatif (rotavapor Bichi type EL-1313,
fraction aqueuse a été traitée par I'éther de [@é¢dox 30
ml), puis reprise par le mélangeBuOH: H,O (2: 1; 30
ml). Aprés élimination du solvant sous pressionuited
I'extrait SB a été récupéré et séché a l'étuve aG0
pendant 24 h.

2.2.1.2. Extraction des sapogénines

0,57 g de SB a été dissout dans 10 ml de HCI (0,1 M
Aprés traitement de la solution par 3 x 40 ml d'un
mélange n-gH;OH : CHCE (1 : 2,5), puis élimination du
solvant sous pression réduite avec un évaporabéatifra
60-65 °C jusqu’a siccité, le résidu sec de SG akténu.

2.2.2. Test de capacité d'absorption des radicaux
oxygénés (Oxygen Radical Absorbance Capacity) :
ORAC

Les méthodes tirées de la littérature ont étésasis
pour ce test [17-19]. 150 ul de fluorescéine, 25¢
chaque échantillon dilué avec 10 mM de tampon
phosphate de sodium et de potassium (pH=7,4) @nt ét
introduits dans chaque puits de la plaque. Les
microplaques ont été scellées a 37 °C, et apremibb
d’incubation, 25 pl d’AAPH (2,2'-azobis-2-aminopeoe
dihydrochloride) (240 mM) y ont ajoutés. L'absorbaxe
la fluorescence a été immédiatement Ilue
spectrofluriométrie a 485 nm d’excitation et a 53
d'émission toutes les 60 s pendant 30 min. Pazaliéht,
les absorbances du Trolox (antioxydant de référence
utilisé comme standard, 25 ul) de concentrationgant
de 3,125 a 100 uM et du tampon phosphate (pris @mm
témoin blanc, 25 pl) ont été mesurées dans les séme
conditions que les échantillons analysés. Chaque
concentration d’échantillon a généré une courbéticjne
différente. Ainsi, I'aire sous la courbe (AUC) deague
échantillon reflétant les cinétigues de réaction été
calculées suivant la formule :

par

AUC =1 + §i/fg + foffg + f3ffg + ... + hoffg + fao/fo

ou fyest la fluorescence initiale lue a 0 min etaf
fluorescence lue au temps i.

Le calcul de l'effet protecteur a dérivé de I'intétjon
de l'aire sous la courbe entre I'échantillon etblanc
(AUC nette = AUC échantillon - AUC blanc). Les
résultats ont été rapportés en équivalent Trolox et
exprimés en micromole Trolox par 100 grammes de
matiere seche yM TE /100 g MS), en utilisant la
formule :

AAO ORAC (activité antioxydante ORAC)=

AUCg¢chantition=AUChianc x
AUCTr010x—AUChianc

MTrol0x

Méchantillon
ou M est la concentration molaire (mol/l)

2.2.3. Test de réduction du fer (Ferric ion Reducing
Antioxidant Power) : FRAP

Le pouvoir réducteur a été évalué selon effectuée
selon la méthode préconisée par Benzie et Straing€t
al. [20, 21]. Le réactif réducteur est composé de 3
solutions : tampon acétate de sodium (300 mM,
pH=3,6), TPTZ [2,4,6-Tri-(2-pyridyl)-s-triazine) L0 mM
dans 40 mM de HCI), Fe€l20 mM) dans un rapport
volumique 10: 1: 1. Au réactif fraichement pné&p&3
ml) et préalablement chauffé a 37 °C au bain-marie
pendant 15 min, ont été additionnés 100 ul de whaq
extrait (SB, SG) a 2,5mg/ml. Le Trolox a été géli
comme anti-oxydant de référence. L'absorbance du
complexe (TPTZ-F¥) a été lue & 593 nm aprés 4 min par
spectrophotométrie UV-visible (HP 8453, 191-1100).nm
Les absorbances du Trolox a différentes conceatrsti
(0,187; 0,375; 0,75 ; 1,5 mM) mesurées dans lesa@aém
conditions que les extraits, ont permis de traaerdurbe
d’étalonnage. Les résultats ont été exprimés enomicle
Trolox par 100 grammes de matiere séche (ug TEg/100
MS).

3. Résultats et discussion

3.1. Teneurs en saponines triterpénes et stéroides

La principale méthode actuelle de détermination
quantitative des ST est la spectrophotométrie deduits
colorés en interaction avec ,$0, Les spectres
d'absorption de ces composés présentent un maximum
caractéristique. Toutefois, cette méthode présante
inconvénient important. En effet, .80, oxyde les

To cite this article: Fatou Diane MichelinBAGUIA-BROUNE, Kohué Christelle ChantalGAMAN-KOUASSI, Janat Akhanovn®AMYRBEKOVA BEKRO,
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composants du mélange réactionnel pour former ifaut
produits colorés qui interferent avec la quantifma des
ST [14]. Actuellement, pour doser les ST, la méthad
I'escine en présence d’'une solution de Gogslt utilisée.
Les ST donnent des complexes avec Galel longueur
d’'onde maximale 281 nm. Ainsi, nous avons consteuit
courbe d'étalonnage de I'escine en fonction desuralde
'absorbance (Al) selon I'expression : Al = 258C1 -
0,009 (R = 0,986) ou C1 est la concentration (mg / ml),
au moyen de laquelle la teneur en ST dans lesesdrn
S. longipedunculat&valuée a 6,84 g EE /100 g MS) soit
6,84 % (Tableau 1). La teneur des SS ayant un groh
en C-3 dans leur structure moléculaire, a été ohénée
par la vanilline sulfurique [15].a diosgénine (standard) a
été utilisée. La teneur en SS a été obtenue pdroite
d’étalonnage A2 = 8,635 x C2 - 0,082°£R0,995), ot A2
est I'absorbance, C2 la concentration (mg / ml)tdrzeur
en SS est de 78 pg ED /100 g MS. (Tableau 1).

Cette quantification a mis en évidence la coextden
des ST et SS dans les racines Slelongipedunculata
toutefois avec la dominance des ST d’environ 87682
Par ailleurs, les résultats obtenus sont en aaoed ceux
rapportés dans la littérature. En effet, les sapmmides
angiospermes dicotylédones sont exclusivement mgén
triterpéne [22-23]. En sus, selon Lacaille-Dubois &
Mitaine-Offer [24], la famille des Polygalaceae éstn
connue pour renfermer les ST dont les teneursuitundt
entre 5 et 10 %, et qui sont généralement des sgjlyes
de la présénégénine [23]. Ce qui laisse a pensengu
éventuelle manifestation de I'effet antioxydant dessnes
de S. longipedunculataserait le fait des ST. C'est
pourquoi, il nous a paru opportun d’évaluer 'aitévanti-
oxydante des extraits enrichis en saponines totales
hétérosides et en sapogénines obtenus des raétaes,
entendu qu’ils sont majoritairement de type triéamg.

Tableau 1
Teneur en saponines dans les racineS.dengipedunculata

Type de saponine Teneur (g/100 g MS)

ST* 6,84
SS** 0,000078

*Saponines stéroides ; **Saponines triterpenes

3.2. Activité anti-oxydante des extraits SB et SG

échantillons SB et SG au moyen de 2 tests ORAC et
FRAP, se déroulant par transfert d'atome d'hydreggn
d’électrons, respectivement.

3.2.1. Protection de I'oxydation de la fluorescéine

La méthode ORAC a été réalisée
spectrofluriométrie. Elle évalue la capacité amxiydante
d’'un échantillon qui inhibe I'oxydation de la fllescéine
par des radicaux peroxyles (ROQgénérés par I'oxydant
thermolabile 2,2’-Azobis(2-méthylpropionamidine)gih
drochloride (AAPH). Ici, la fluorescéine soumise a
'action oxydante de I'AAPH, s’oxyde progressiverhen
par ROO en un produit non fluorescent. Cependant, en
présence d'une substance anti-radicalaire, sa dépa
est ralente et sa fluorescence  s'intensifie
proportionnellement au pouvoir anti-oxydant de
I'échantillon testé. Plus ce dernier est actif &ispla
fluorescence de la sonde se stabilise [25]. L'itiab de
la perte de la fluorescence induite par les éclhamsi
testés de saponines a été calculée en mesurastd@is
chaque courbe en fonction du temps. Chaque couébe a
par la suite normalisée par rapport a celle d'@mbl(sans
anti-oxydant). Les AAO ORAC SB et SG ont été
déterminées a partir de la courbe d'étalonnagerdxr
y =0,0922 x +5,1789, @R 0,9884) & 2,5 mg/m| et
exprimés en UM Trolox équivalent par 100 g de Matié
séche (UM TE/g MS). La figure 1 montre les réssiltat
obtenus.

par
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20000 -
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SE SC Vitamine C

Figure 1 : Profil antioxydant (uM TE/100 g MS) dB,SG et de la
vitamine C par le test ORAC

Il ressort que les SG se sont révélées par une AAO

Les espéces radicalaires impliquées dans le stress ORAC (4300,73 uM TE/100 g MS) plus significativeequ

oxydatif sont nombreuses et réagissent avec des
mécanismes différents, d'ou la nécessité de combine
différents tests pour avoir une indication exaate I
capacité antioxydante de I'échantillon. Notre étuels
axée sur la mesure de I'activité antioxydante (AARp

celle des SB (3700,3 uM TE/100 g MS), ce qui semble
étre la responsabilité des sapogénines. Autrerignia
présence d'un fragment glycone li€ a une sapoggnine
diminue probablement I'effet antioxydant. Cetteeaen
corrobore celle d’autres auteurs qui ont montré Ipse




BAGUIA-BROUNE F.D.M et al. 29

génines ont un pouvoir antioxydant supérieur asleur
équivalents hétérosides [26, 27]. Par ailleurdidere 1
indique que la vitamine C (135800 uM TE/100 g MS) e
30 fois plus anti-oxydante que SB et SG. La comripama
des potentiels antioxydants ORAC des SB et SG avec
ceux rapportés par Everslg8] sur une série de fruits et
de légumes, a montré qu'ils sont significativemphis
élevés que celui de l'avocat (1922 uMTE /100 g), du
pamplemousse (1640 uM TE/100 g), de la laitue
(1423 uM TE/100) et de I'épinard (1513 uM TE/1Q0 g

3.2.2. Pouvoir réducteur du fer

Les antioxydants pour la plupart, sont de bons
réducteurs, par conséquent le pouvoir réducteun d'u
composé peut servir d’indicateur significatif der S9A0
potentielle [29-31].

Le test FRAP a servi & évaluer I'AA@ vitro des SB
et SG en mesurant leur potentiel de réduction dé ére
Fe* [32]. La présence des ions e été évaluée en
mesurant I'augmentation de sa densité par la couleu
bleue dans le milieu réactionnel [20, 33]. L'AAC:(&ité
antioxydante) a été déterminée a l'aide de la @roit
d'étalonnage du Trolox (antioxydant standard) a
différentes concentrations, d'équation de régressio
y = 0,5419 x + 0,1062 @R= 0,9993). Les AAO FRAP des
extraits mesurées a 2,5 mg / ml, et exprimées ed g
MS, montrent que les SB et SG sont capables dereédu
dans une certaine mesure les ion¥ Ea Fé" (Figure 2).

6000 -
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4000 -
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2000 -
1000 -J
0 4
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Figure 2 : Profil antioxydant (uM TE/ g MS) de SBG et de la
vitamine C par le test FRAP

Par ailleurs, le classement AAO ORAC et AAO FRAP
en fonction du type des saponines n'est pas le méme
L'’AAO FRAP a révélé que les SB ont un pouvoir
réducteur plus fort que les SG, ce qui est comtrainx
résultats obtenus du test ORAC (Figure 1). Cette
différence peut étre expliquée par le type de méoam
de réduction. Le mécanisme du test ORAC est ursfiean
d’hydrogéne alors que le test FRAP se fonde sur un

transfert d'électrons [18]. Les SB possédent |a plaute
AAO FRAP (2114uM TE/g MS), comparée aux SG
(1359,2uM TE/g MS) ; et sont par conséquent 1,55 fois
plus actives. Ces valeurs sont supérieures auxungale
AAO FRAP des feuilles séchées de différentes \éside
thé vert (272-1144M/q) [34]. Les valeurs AAOO FRAP
obtenues restent néanmoins inférieures a celle ade |
vitamine C (5393,7M TE/g MS).

4. Conclusion

Le présent travail avait pour but la quantificatibes

saponines triterpenes et stéroides des racines de
Securidaca longipedunculatle Cote d’lvoire et
'évaluation de leur profii antioxydant par
spectrofluriométrie (méthode ORAC) et

spectrophotométrie (méthode FRAP). Les différents

résultats obtenus révelent :

* la coexistence des 2 types de saponines avec tge la
dominance nette des saponines triterpénes dans les
racines ;

« I'activité antioxydante des racines est due auxsea@es
triterpenes ;

* le profil antioxydant quasiment similaire des sdpes
triterpénes  hétérosides et des  sapogénines
correspondantes par la méthode ORAC. En revanche,
les saponines triterpénes hétérosides sont plus ant
oxydantes que les sapogénines correspondantesa par |
méthode FRAP. Au demeurant, les saponines tritexpén
sont anti-oxydantes par transferts d’hydrogéne et
d'électrons ;

e la justification de l'usage en pratique médicale
traditionnelle des racines & longipedunculatdans le
traitement des déclins cognitifs ; ce qui ouvre prege
d’'investigation en cours des propriétés anti-
cholinestérase desdites racines ;

« I'opportunité pour les pays en développement
d’encourager le développement et I'accessibilités de
phytoremédes normalisés pour couvrir les soinsadéés
primaire des populations économiquement fragiles.
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