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RESUME

L objectif de cette étude est de contribuer a la valorisation des plantes tinctoriales
d’Afrique Centrale. Une caractérisation phytochimique est réalisée sur trois espéces
végetales présumées tinctoriales. Grewia coriacea Mast (Malvaceae), Harungana
madagascariensis Lam ex Poir. (Hypericaceae), Annickia chlorantha Oliv. (Annonaceae) ont
été sélectionnées au regard de leur utilisation traditionnelle comme colorant. Les extractions
classiques ont été réalisées. Les familles chimiques responsables des propriétés tinctoriales
ont été mises en évidence au moyen de la chromatographie couche mince et puis quantifiées
par des méthodes usuelles. L activité antioxydante a été aussi évaluée sur les extraits de ces
trois especes.

Mots-clés: plantes tinctoriales, Grewia coriacea, Annickia chlorantha, Harungana madagas-
cariensis, caractérisation phytochimique, dosage, activité antioxydante

ABSTRACT

The aim of this study is to contribute to the valorization of the tinctorial plants of
Central Africa. A chemical characterization was conducted on three vegetable species
presumed tinctorial. Grewia coriacea Mast (Malvaceae), Harungana madagascariensis Lam
ex Poir. (Hypericaceae), Annickia chlorantha Oliv. (Annonaceae) were selected because of
their traditional use as colouring agents. The classical extractions were done by means of
TLC, and quantified by usual methods. The antioxidant activity for the three species has also
been assessed.

Keywords: tinctorial plants, Grewia coriacea, Annickia chlorantha, Harungana madagas-
cariensis, chemical characterization, quantified, antioxidant activity
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INTRODUCTION

En Afrique centrale, les plantes tinctoriales, produisant des colorants naturels ont été
recensées et certaines ont été identifiées. Si en Europe les propriétés tinctoriales de certains
végétaux ont pu étre exploitées de maniere tres précoce (Bocquet & Berretrot, 1989), en
Afrique en général et en Afrique Centrale en particulier, les études sur les propriétés
tinctoriales de certains végétaux semblent latentes malgré les travaux de Jansen et Cardon
(2005). La plupart des espéces indigénes utilisées en teinture se développent spontanément
dans la végétation rurale et leur présence est anodine. C’est ainsi que de nombreuses espéces
ont pu étre exploitées traditionnellement pour la teinture. En effet, les colorants naturels sont
connus pour leur usage dans la coloration des aliments, de cuirs aussi bien que des fibres
naturelles. L utilisation des colorants naturels est aussi antique que la civilisation humaine et
pendant longtemps ils ont été extraits des minerais, des plantes et des animaux.

L’utilisation des espéces tinctoriales par des populations pour des raisons culturelles
et d’efficacité intrinséque justifie de plus en plus le besoin de leur valorisation. Certaines
plantes sont utilisées traditionnellement comme colorants a cause de leur aspect, de la teinture
qu’elles laissent au toucher, par héritage ancestral, pour des besoins d’esthétique.

Peu de travaux sont disponibles dans la littérature sur les propriétés colorantes de
plantes tinctoriales issues de la flore d’Afrique Centrale. On a donc procédé a une
caractérisation analytique de trois plantes tinctoriales sélectionnées : Grewia coriacea Mast,
Harungana madagascariensis Lam ex Poir., Annickia chlorantha Oliv., pour les
remarquables qualités tinctoriales qu’elles présentent pour les populations (Nsimundelé,
2004 ; Nyegue, 2011) pour leur fréquence d’utilisation, leur répartition géographique a
I’échelle régionale et pour leur facilité d’approvisionnement.

Les informations recues des herboristes et des artisans teinturiers aussi de la
littérature (Osabohien & Ukponwan, 2002) indiquent que I'écorce jaune du tronc de Annickia
chlorantha fournit un excellent colorant utilisé dans la teinture des tissus, des peaux et nattes
dans certaines régions, plus particulierement au Cameroun, au Congo, au Gabon et en RDC
(Walker et Sillans, 1995). L’extrait rouge sang des fruits de Grewia coriacea est souvent
associé avec de I’argile (Kaolin) pour décorer en rouge de nombreuses parures au cours des
cérémonies traditionnelles de mariage. L’écorce du tronc de Harungana madagascariensis
fournit une gomme jaune qui est utilisée comme colorant. En Ouganda, Harungana
madagascariensis est une source potentielle pour le colorant textile (Wanyama et al., 2011).
Au Cameroun, le colorant obtenu a partir de la décoction de I’écorce sert a teindre les tissus et
les nattes.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

L’étude est menée sur les organes de trois espéces végétales de familles
ethnobotaniques différentes. Les fruits de Grewia coriacea ont été récoltés dans une forét du
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village Mbandaka (Imvouba) & 137 Km sur la nationale 2 (au nord de Brazzaville) en juin
2011. Les écorces du tronc de Harungana madagascariensis ont été récoltées a Owando dans
le département de la Cuvette au nord du Congo en novembre 2011 et les écorces du tronc
d’Annickia chlorantha ont été récoltées dans le Kouilou a Conkouati au sud du Congo en aofit
2011. Les espéces ont été identifiées in situ avec ’aide d’un botaniste et un échantillon de
chaque espéce a été déposé a I’herbier du Centre d’étude et de recherche végétale (CERVE).

Extraction du colorant

L’extraction du colorant a nécessité au préalable le traitement du matériel végétal.
Les fruits de Grewia coriacea cueillis & maturité ont été lavés et gardés au frigo a - 5°C.
Quelques jours aprés les fruits sont décongelés et séchés a I’étuve a 35°C. Les écorces de
Harungana madagascariensis et d’Annickia chlorantha ont été séchées a ’abri du soleil, a la
température du laboratoire. Elles sont séchées a I’étuve a 35°C puis broyées a 1’aide d’un
broyeur électrique type Retsch®.

Apres un prétraitement adéquat le produit végétal peut étre utilisé comme matiere
premiére pour 1’extraction du colorant et des composés tinctoriaux. Les colorants ont été

extraits par une méthode classique de macération mise en valeur par le CRITT Horticole a
I’échelle pilote.

Le Tableau 1 reporte les conditions et paramétres d’extraction.

TABLEAU 1

Parametres et Conditions d’Extraction

Plante Harungana madagascariensis Enantia chlorantha (écorces) Grewia coriacea (fruits)
(écorces)
Extraction Eau Eau/EtOH Eau Eau/EtOH Eau Eau/EtOH
Masse plante 2479 2479 1579 1579 5429 5429
seche
Solvant 3,7 kg Eau : 2,10 kg 2,37 kg Eau : 1,34 kg 2,71 kg Eau : 2,31 kg
EtOH : 2,34 kg EtOH : 1,49 kg EtOH : 2,57 kg
Température Ebullition 5 60°C Ebullition 5 60°C 40°C 40°C
min, puis min, puis
laissé laissé refroidir
refroidir en en agitant
agitant
Durée 2h 2h 2h 2h 2h 2h
d’extraction
Filtration Toile + Toile + coton Toile + coton Toile + coton Toile + coton Toile + coton
coton
Concentration | Evaporateur Evaporateur Evaporateur Evaporateur Evaporateur Evaporateur
rotatif rotatif rotatif rotatif rotatif rotatif
Séchage Etuve 50°C Etuve 50°C Etuve 50°C Etuve 50°C Etuve 50°C Etuve 50°C
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Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique au moyen de la chromatographie en couche mince
(CCM) a été réalisé selon les techniques analytiques décrites dans la littérature (Bouquet,
1969; Georgievskii et al., 1990; Wagner & Bladt, 1996; Chaaib, 2004; Békro et al., 2007;
Mamyrbékova-Békro et al., 2008).

Dosage des familles d’intérét

La quantité des polyphénols totaux a été déterminée selon la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteux (Singleton & Rossi, 1965) avec quelques légeéres
modifications. La quantit¢é de composés phénoliques totaux a été déterminée par 1’étalon
réalisé avec différentes concentrations d’acide gallique dont la relation est:

y = 0,0021x + 0,0 382 avec une corrélation R? = 0,9945.

La quantification des flavonoides totaux est menée en utilisant le trichlorure
d'aluminium (AICI;) selon la méthode de Ayoola et al. (2008). La quantité de flavonoides
totaux a été déterminée par 1’étalon réalisé avec différentes concentrations de quercetine dont
la relation obtenue a partir de la courbe d’étalonnage s’écrit:

y = 0,0093x + 0,0187 avec une corrélation R? = 0,9702.

Les anthocyanes sont dosées chimiquement selon la méthode soustractive qui met
en ceuvre la réaction avec le bisulfite de sodium (Jurd, 1964; Ribéreau-Gayon & Stonestreet,
1965). La concentration en anthocyanes est calculée par rapport a une droite étalon
préalablement établie avec la malvine3- chlorite. La relation obtenue & partir de la courbe
d’étalonnage s*éerit : y= 0,0034x — 0,0086 avec une corrélation R? = 0,9973. La quantification
des alcaloides dans les extraits colorants est déterminée selon la méthode gravimétrique.

3 g de colorant sont agités avec 25 ml d’acide sulfurique & 10 % et 5 ml d’eau
distillée. Le mélange est filtré et alcalinisé avec de I’ammoniaque jusqu’a I’obtention d’un pH
8-9, puis on fait une extraction liquide-liquide avec 50 mL de chloroforme. Le filtrat est séché
sur du sulfate de sodium anhydre puis filtré. La phase organique chloroformique est évaporée
a sec. Le produit brut obtenu a une masse M’. Le pourcentage d’alcaloide est donné par la
relation :

A % = [(M-M")/M] x 100
avec M: masse de la prise d’essai qui correspond a 3 g de colorant.

Evaluation de P’activité anti oxydante

Le test de réduction du DPPH a été utilisé pour évaluer I’activité antioxydante des
extraits.

L’évaluation de I’activité antioxydante est réalisée comme suit:
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A 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (100uM), on ajoute 0,1 ml de
I’extrait de la plante. Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiére a la
température ambiante pendant 20 min. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un
témoin composé de 1 ml de solution de DPPH et de 0,1 mL de méthanol.

La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
opératoires. La décroissance de I’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le
pourcentage d’inhibition (%IP) est calculé selon la formule suivante:

%IP = [(Ato — Atzo)/Atg X 100]
avec : Aty: absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydant) aprés 20 min.
At,g: absorbance des extraits aprés 20 min.
RESULTATS ET DISCUSSION

Rendement des extractions

Les rendements d’extraction de différents matériels végétaux étudiés sont reportés
dans le Tableau 2.

TABLEAU 2

Rendement d’Extraction de Différents Matériels VVégétaux

Rendement (%)
Extraits Enantia chlorantha Grewia coriacea Harungana
madagascariensis
Agueux 7,32 16,56 14,09
H,O/EtOH 11,96 20,84 25,24

Chaque essai a été répété deux fois et chaque valeur reportée dans ce Tableau en est
la moyenne. De ces résultats on constate que le mélange hydro-alcoolique donne les meilleurs
rendements d’extraction par rapport a I’eau toute seule.

L’objectif de cette étude est aussi de développer ou de mettre au point une méthode
d’extraction qui permet d’obtenir I’extrait le plus riche possible en principes tinctoriaux. Il
s’avére, d’aprés ce travail, que le mélange hydro-alcoolique donne le meilleur résultat.

Cependant, la quantité d’extraits colorants dépend essentiellement: de I’origine de la
plante, la variété, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la
localisation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité
de la plante et la durée de conservation.
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Criblage phytochimique

Les CCM ont été effectuées sur les extraits hydro-alcooliques. Pour cela une partie
des extraits a été solubilisée dans du méthanol pur et déposée sur plaques de CCM (silicagel
60F254 — Merck sur support d’aluminium d’épaisseur 0.5 mm) et révélée avec les réactifs
appropriés a chaque classe de composés. La Figure 1 représente respectivement les
chromatogrammes montrant la séparation des colorants.

Profil chromatographique  Profil chromatographique Profil chromatographique

de Pextrait colorant de I’extrait colorant de de I’extrait colorant hydro-
hydro-alcoolique Annickia Harungana alcoolique Grewia coriacea
chlorantha observé sous madagascariensis observé observeé sous UV/254.
UV/366 apres révélation sous UV/254 aprés
avec le réactif de révélation avec le KOH
Dragendorff. alcoolique.

Figurel. Profil chromatographique des extraits colorants hydro-alcooliques.

Les résultats du criblage phytochimique par CCM sont indiqués dans le Tableau 3.
Les taches orange, jaune, bleu, rose, verte, pourpre observées sur les chromatogrammes dans
le visible et sous UV/366 nm peuvent correspondre a différentes classes des métabolites
secondaires.

La présence des flavonoides a été confirmée par le réactif de Neu qui les fait
apparaitre dans le visible sous forme de tache jaune et marron. Sous observation UV/366 nm,
ces couleurs s’intensifient et se diversifient. Les flavonoides forment avec le réactif de Neu
des complexes bien colorés dans le visible ou sous UV (Georgievskii et al., 1990). Par
analogie des données bibliographiques (Wagner & Bladt, 1996 ; Mamyrbékova-Békro et al.,
2008). Avec les résultats obtenus, on déduit que les spots révélés peuvent correspondre aux
flavonoides.
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TABLEAU 3

Identification des Groupes Chimiques dans les Extraits par CCM

Espéces Familles Couleur des taches
chimiques Dans le UV/366 nm Rf
identifiées visible
rouge vert fluorescent 0.47
rose vert fluorescent 0.53
Grewia coriacea anthocyanes rose bleu fluorescent 0.56
brun orange 0.69
rose bleu clair 0.75
jaune jaune vert 0.25
jaune clair rose 0.28
flavonoides jaune pale jaune vert 0.47
jaune jaune fluorescent 0.56
Harungana jaune bleu fluorescent 0.78
madagascariensis jaune jaune brun 0.15
Composés jaune rouge 0.25
anthracéniques jaune jaune orangé 0.37
jaune rouge cerise 0.56
pourpre rouge 0.74
jaune bleu fluorescent 0,29
jaune jaune 0,37
Enantia alcaloides jaune mauve 0.43
chlorantha Jaune rouge brun 0.51
rouge orange 0.66
pourpre jaune 0.74
jaune bleu fluorescent 0.93

Selon Wagner et Bladt (1996), les fluorescences jaunes, jaune vertes et bleues
peuvent probablement étre respectivement des flavanols, des flavanones. Les composés
anthracéniques sont présents dans I’extrait de Harungana madagascariensis (coloration
violette, pourpre, jaune sous visible). La détection de ces composés par chromatographie sur
couche mince révélée (avec le KOH méthanolique a 5%) a fait ressortir les taches rouges,
roses et jaunes-verdatres a différents Rf. Ces résultats sont en accord avec les études
phytochimiques menées sur les écorces du tronc de Harungana madagascariensis des especes
du Cameroun, de Madagascar, du Nigéria et d’Australie. Sur ces especes, la présence des
composes anthraceniques et des flavonoides a été mise en évidence (Kouam et al., 2005;
Kouam et al., 2006; Thin et al., 2006; Debray et al., 1971; Buckley et al., 1972; Stout et al.,
1962; Ritchie et al., 1964; linuma et al., 1995; Ndjakou Lenta et al., 2007). Les anthocyanes
se décélent sous forme de taches jaune, mauve, rose et orange rouge. Markham (1992) et
Mohammedi (2006) ont montré que les anthocyanidines-3-glycosides donnent des taches
orange, rouge et mauve. Aucune étude approfondie d’un point de vue phytochimique n’a été
menée sur I’espéce Grewia coriacea. Mais par comparaison avec d’autres especes de la
famille des malvaceae, on peut noter chez Grewia coriacea la présence des anthocyanidines
comme la malvidine. La détection des alcaloides par chromatographie sur couche mince
révélée avec le réactif de Dragendorff a fait ressortir deux taches bien claires dans le visible
(Rf= 0,66, Rf=0,74) et trois taches de coloration moins intense (Rf =0,43, Rf=0,51, Rf=0,93).
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D’aprés les travaux de Harmonniere et al. (1975), Samir et al. (1989) et Oliver-Bever (1983)
plusieurs alcaloides ont été isolés chez 1’espéce Annickia chlorantha. Ces alcaloides souvent
présents dans les plantes sous forme de sels (chlorure, sulfates principalement) peuvent étre
des principes tinctoriaux des colorants jaunes basiques. Il s’agit de la berbérine, de la
jatrorrhizine, de la columbamine et de la palmatine.

De nombreuses études attribuent aux flavonoides, anthocyanes, composés et dérivés
anthracéniques et alcaloides des propriétés tinctoriales (Brouillard, 1993; Brouillard &
Delaporte, 1977; Clifford, 2000; Wilska-Jeszka, 1991; Cardon, 2003). La présence de ces
familles chimiques dans les espéces choisies pour cette étude, peut étre mise a profit pour les
proposer comme des sources potentielles de colorants naturels. Leur utilisation traditionnelle
comme colorants est donc bien fondée.

Dosage des composés d’intérét

Afin de caractériser les extraits colorants un dosage des polyphénols totaux, des
flavonoides, des anthocyanes et des alcaloides a été effectué. La raison principale pour le
choix de ces substances réside dans le fait que les propriétés tinctoriales des plantes leur sont
attribuées. La teneur des polyphénols, des flavonoides totaux et des anthocyanes dans les
extraits a été obtenue a partir des courbes d’étalonnage établies avec les concentrations
précises de ’acide gallique, de la quercetine et de la malvidine-3-chlorite. Les résultats de ces
dosages sont représentés dans le Tableau 4.

TABLEAU 4

Résultats des Dosages
Les Valeurs Correspondent a la Moyenne de Trois Répétitions (n=3)

Extraits Polyphénols Flavonoides Anthocyanes Alcaloides
totaux (mg EQ/g) (mg/mL)EMVCI quaternaires
(mg EAG/g) (%)

EC-1 5,17 +0,16 0,70 £0,07 33,64 £ 3,42

EC-2 8,45 +0,28 3,80+£0,14 27,36 £2.21

GC-1 14,98 + 1,36 0,43 £ 0,06 12,14+ 0,01

GC-2 15,95+ 0,58 5,20 £ 0,02 15,34 £ 0,04

HM-1 24,38 £ 2,87 6,93 0,28

HM-2 27,43 2,94 9,04+0,31

EC-1: extrait aqueux Annickia chlorantha, EC-2: extrait eau/EtOH Annickia chlorantha
GC-1: extrait aqueux Grewia coriacea, GC-2: extrait eau/EtOH Grewia coriacea

HM-1: extrait aqueux Harungana madagacariensis, HM-2: extrait eau/EtOH Harungana
madagascariensis.

Les résultats du dosage des polyphénols ont montré que les organes des plantes
étudiées contiennent tous des polyphénols. Les teneurs les plus importantes sont observées
dans les écorces de 1’espéce Harungana madagascariensis.
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Les teneurs en flavonoides totaux varient d’une espéce a une autre. Les écorces de
Harungana madagascariensis enregistrent la plus forte teneur. Les écorces d’Annickia
chlorantha et les fruits de Grewia coriacea sont les moins riches en flavonoides totaux en
milieu aqueux. Les teneurs en anthocyanes obtenues et exprimées en mg/ml équivalent de
malvidine-3-chlorite prouvent la richesse de 1’espéce Grewia coriacea en cOmMpOsés
anthocyaniques. La quantité des composés phénoliques et des flavonoides totaux dans les
extraits Annickia chlorantha est largement supérieure a celle de ’extrait aqueux Annickia
chlorantha obtenu dans les travaux de Ayoade et al. (2007). Cependant le pourcentage en
alcaloides est presque approximatif (Ayoade et al., 2007) avec celui de cet extrait. Si I’on
tient compte des teneurs en composés d’intérét d’aprés cette étude, on peut dire que les trois
plantes, Annickia chlorantha, Grewia coriacea et Harungana madagascariensis sont
effectivement des sources potentielles des colorants naturels.

Evaluation de Pactivité anti oxydante

Les résultats de I’activité antioxydante déterminée a 1’aide du test de DPPH sont
résumés dans le Tableau 5.

TABLEAU 5

Résultats de I’Activité Anti-Oxydante

Pourcentage d’inhibition (%IP)

Espéces végétales Extrait aqueux | Extrait eau/EtOH
Annickia chlorantha 20,93 +1,03 27,87 £0,83
Grewia coriacea 28,80 + 3,62 71,80 +3,33
Harungana madagascariensis 71,40+2,11 74,67 +3,72

L’activité antioxydante de ces extraits pourrait étre expliquée par leur richesse en
substances polyphénoliques. De nombreuses études ont déja montré les propriétés
antioxydantes des flavonoides, des anthocyanes et de leucoanthocyanes (Madhavi et al.,
1996).

Les extraits de I’écorce du tronc d’Annickia chlorantha ont montré une activité
antioxydante modérée. L’analyse phytochimique des extraits a mis en en évidence la présence
des polyphénols, des flavonoides et des alcaloides. Cette activité serait donc attribuée a la
présence de ces familles chimiques. L’activité antioxydante des alcaloides a été prouvée dans
les travaux de Perez et al. (2003). La forte concentration d'anthocyanes dans les extraits de
Grewia coriacea apporte une grande contribution a leur capacité antioxydante.

Les extraits de 1’écorce du tronc de Harungana madagascariensis exhibent les plus
grandes valeurs d’activité antioxydante; ceci semble étre en accord avec les résultats de
I’analyse du screening phytochimique. Outre les polyphénols et les flavonoides, 1’activité
antioxydante des composés anthracéniques et de leurs dérivés des écorces du tronc de
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Harungana madagascariensis a été prouvée par d’autres auteurs (Kouam et al., 2005; Lee et
al., 1998).

CONCLUSION

Dans ce travail, on a entrepris une caractérisation analytique et une évaluation des
propriétés tinctoriales de trois plantes utilisées en Afrique Centrale comme source de colorant.
Des extractions classiques ont été réalisées. Les flavonoides, les anthocyanes, les
anthraquinones et les alcaloides (substances naturelles a intérét tinctorial considérable) ont été
mis en évidence par chromatographie sur couche mince et quantifiés par les méthodes
classiques. Ces résultats restent cependant préliminaires et il serait intéressant d’isoler les
molécules qui sous-tendent les propriétés tinctoriales dans les différents extraits et de les
identifier par les méthodes appropriées.
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