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Résumé: Ce travail a été entrepris dans le but de sraligkr la récolte de la matieére premiére constifpée les
écorces de racines d@anthoxylum zanthoxyloidesn vue de la production d’'un phytomédicament-drépanocytaire
pédiatrique. Les échantillons ont été récoltés daps (07) localités différentes a 'Ouest du BogFaso : une récolte
en saison seche et une autre en saison pluviearse e but de déterminer le site et la saison ®piecipes actifs sont
les plus abondants. Les parametres investiguéétéra couleur des poudres, les propriétés orgphgles, la perte a
la dessiccation, les rendements par extractionsesso/es, I'empreinte digitale par la chromatogie®ur couche
mince et la teneur en acide vanillique pris comraeegur chimique, par dosage densitométrique.

Les résultats obtenus montrent une homogénéité fuwouleur, les propriétés organoleptiques, latepér la
dessiccation et I'empreinte digitale par CCM. Tdeie les rendements par extractions successives ebsage
densitométrique ont révélé de différences sigrifiea selon le site de récolte et la saison. Laueren acide vanillique
la plus élevée est de 1,59% tandis que la plusefédimeur est de 0,40% par rapport a la matiénmipre séche.

Mots clés: DrépanocytosgZanthoxylum zanthoxyloides; écorces de racinesidgtedisation

Standardization of bark root powder of Zanthoxylum zanthoxyloide$or the

production of pediatric phytomedecine against Sicld Cell Disease

Abstract: This work was undertaken to standardize the catleadf the raw material which consists of bark robt
Zanthoxylum zanthoxyloidef®r the production of a pediatric anti-sicklelaibease phytomedicine. The samples were
collected in seven (07) different sites in the wasbf Burkina Faso: one collection during dry seaand another one
during rainy season, in order to determine the @itd season where the active principles are mastdamt. The
investigated parameters were the color of the pesydbe organoleptic properties, the loss on drythg extractive
value of successive extractions, the fingerprinThin Layer Chromatography and the vanillic acigitemt used as the
chemical marker, by densitometric quantification.

The results show homogeneity for color, organoteptbperties, loss on drying and TLC fingerprintiktpwever, the
extractive value of successive extractions and deesitometric quantification revealed significanffedences
according to the site and harvest season. The s$tiglmmtent of vanillic acid is 1.59%, while the lest content is
0.40%, relative to the dried raw material.

Keywords Zanthoxylum zanthoxyloides; bark root; standaadiian; Sickle Cell Disease

" Auteur de toute correspondance; Tel: (+226)70998H8-inail: ouedraclaude@yahoo.fr

J.C.W. Ouédraogo et al 24



J. Soc. Ouest-Afr. Chim. (2015) 040 ; 24- 30

1. Introduction 2. Matériel et méthodes

La drépanocytose est une maladie génétiqu%'l' Matériel vegetal

caractérisée par la présence de I'hnémoglobine S (Hb | e matériel végétal est constitué par lesaEm

S) dans les globules rouges. C'est la premiergje racines d€anthoxylum zanthoxyloidescoltées
hémoglobinopathie au monde et I'Afrique est ledans I'Ouest du Burkina Faso sur 7 sites différents
continent le pIUS tOUCHé 2]. Elle est classée parmi Les sites appartiennent tous a des écosystémes
les maladies prioritaires dans plusieurs payserrestres qui différent les uns des autres par leu
d’Afrique dont le Burkina Faso, ou 37,66% de lacaractére écologique. Le matériel végétal a été
population était porteuse d’hémoglobinose endentifié par Dr Moussa TRAORE, botaniste et
19823]. Les médicaments conventionnels étant IQesponsable de I'Antenne Régionale des Semences
plus souvent inaccessibles financiérement par Uggrestieres de I'Ouest (ARSF) basée a Bobo-
grand nombre de malades, les recettejoulasso (Burkina Faso). Les récoltes ont été
médicamenteuses des pharmacopées traditionnell@gectuées sur 2 périodes différentes, & savoir en
sont l'alternative pour soulager ou prévenir lesjyin 2013 (saison pluvieuse) pour la premiére
douleurs atroces caractérisant 'anémie falciformergcolte et en Décembre 2013 (saison séche) pour la
Les écorces de racines deZanthoxylum deuxieme récolte. Les échantillons prélevés ont été
zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sgchés a I'ombre & la température ambiante. Ils ont
(Rutaceae) [Syn.Fagara zanthoxyloidesLam.  ensuite été pulvérisés a I'aide d’un broyeur a Eme
(Rutaceae)] sont utilisées traditionnellement @ntr e marqueGladiator Est 1931 Type BN1 Mach
les crises drépanocytairés’ et connues pour leurs 40461 1083 Par la suite, les poudres ont été
propriétés antifalcémiant®s Un phytomédicament tamisées a l'aide d'un appareil de tyRetsch 5657
anti drépanocytaire (FACA a été développé & HAAN W. GERMANYtomportant une série de 7
partir des écorces de racines danthoxylum tamis superposés, dont les mailles varient de 0,9 a
zanthoxyloides en association avec celles deg1 mm. Pour que chaque drogue pulvérisée
Calotropis proceraAit. R.B.r. (Asclepiadaceae) présente une surface de contact uniforme avec les
apres plusieurs études pharmacologiques &fplvants extracteurs, les poudres des tamis déemail

. H [4, 7, 8, 9, 10, 11] : N sz 7 .
toxicologiques » Mmals ceé (05 a0,1 mmont été rassemblées pour la suite des

phytomédicament n'est destiné qu'aux adultesgnalyses.
Pourtant, des études ont montré que prés de 80%
d’enfants atteints par la drépanocytose meuren?.2. Méthodes de I'étude

avant leur cinquiéme anniversaire s'ils ne sont pas . . . L
Les parameétres qui ont été investigués pour la

médicalement suivis? *3, ard _ A )
Il est & noter que I'un des grands challenges four standardlsatlo_n sont : les caracterlsthue_s ph_95|qu
et organoleptiques, la perte a la dessiccation, les

médecine traditionnelle est le contréle de qualité, ¢ - X
lefficacité et I'efficience de ces recettes. Ainmiut ~ €MPreintes digitales par la chromatographie sur

le processus de production d'un phytomédicamentPuche mince (CCM) et le dosage densitometrique.

doit étre standardisé, pour garantir son efficagité
son innocuité* *°

La produ,cnon dAe metab\ohtes secondalfes par leEes paramétres physiques et organoleptiques
plantes d’'une méme espece est influencée par d'Ve&/alués sont * la couleur. 'odeur et la saveur
facteurs environnementaux, notamment la texture ' ' '

du sol, la pluviométrie, de méme que les conditions2 2 2 Perte a la dessiccation

de récoltes et de conditionneméfit De ce fait, ~°°

I'absence de traceur chimique aura un impacUne prise d'essai de poudre de 1 g a été mise dans
négatif sur la qualité des matieres premiéres &t deun verre de montre et séchée dans une étuve a 105

2.2.1. Examen physique et organoleptique

phytomédicaments qui en découleront. °C pendant 2 h. Aprés refroidissement la prise
En vue de la production d'un FACA sirop d'essai étuvée est pesée et la masse obtenue est
standardisé, il etait nécessaire de standardisgiotée. L’étuvage est répété jusqu’a obtentione’un
d’abord les recoltes des deux matieres premiéreg;iasse constante. Le taux d’humidité est calculé a
végétales entrant dans sa fabrication. I'aide de la formule:

Dans le présent travail qui constitue une
premiére partie, nous nous sommes intéressés aux Po-P
écorces de racines danthoxylum zanthoxyloides THR = P x 100

J.C.W. Ouédraogo et al 25



J. Soc. Ouest-Afr. Chim. (2015) 040 ; 24- 30

THR = Taux d’humidité résiduel (perte a la desdicrd isolés dont les structures comportent [Iacide
Po = masse initiale de la poudre végétale vanillique ® 9. Le dosage a été effectué a l'aide
P = masse finale de la poudre vegetale apres @uvag  d'une courbe d'étalonnage établie avec I'acide
_ vanillique dans du méthanol (0,5 mg/mL). Les

2.2.3. Rendement d'extraction. extraits méthanoliques ont été solubilisés dans du

. ., . méthanol a la concentration de 10 mg/mL gil0

Deux (2) g de poudre de chaque echantilloi®a € 5ot geposés sur des plaques HPTLC de gel de
extrait avec du n-hexane (50 mL) par macérationjice 60Fs, 20x10 cm, avec support en verre. Le

pendant 30 min, suivie d’'une sonication pendant _3Q:hromatogramme est par la suite développé dans

min. Le mélange est ensuite flltre“a:ca_lde de PBPI yne cuve en verreCamag dont lintérieur est
wattman. Le marc est une nouvelle fois eXtra'tavepréalablement saturé pendant 30 min avec le

50 mL d’hexane par sonication pendant 30 min puigysieme de solvant Toluéne - Formiate d'éthyle -

filtre. Les deux extraits sont réunis et évaporés@  acige formique (4:3:1). Aprés le développement du

a Ial_de d'un évaporateur rota',uf pour donner deschromatogramme, les absorbances des spots
extraits secs. Le marc issu de I'extraction avet-le correspondants a ceux de I'acide vanillique sont

hexane est séche et extrait successivement avec fllbs et rapportées a la courbe d'étalonnage pour
chloroforme et du méethanol selon la memeygterminer la concentration en acide vanilliquesdan
proceédure que l'extraction au n-hexane. Les estraitpayirait considéré

secs obtenus sont pesés avec une balance de

précision et les rendements d’extractions évalués. 2.3. Analyses statistiques

2.2.4. Empreinte digitale par la chromatographie Toutes les données ont été exprimées en

sur couche mince moyenne + écart a la moyenne. Le logiciel de test

statistiquePRISM 5a été employé pour déterminer

L'empreinte digitale a et etablie avec desyeq gifférences significatives entre les valeurs
extraits obtenus en mélangeant 5 g de poudre d@gvennes des taux d'acide vanillique. Les groupes

chaque echantillon a 75 mL de methanol, suivign™ gt6 considérés significativement  différents
d'une sonication pendant 30 min. Les extraits Sonfangp< 0,05

ensuite filtrés sur du coton et séchés a l'aidend’'u

évaporateur rotatif. Chaque échantillon a été3 Ragyltats et discussion

solubilisé dans du méthanol a la concentrationGde 1 . .

mg/mL et 10uL ont été déposés sur une plaque3-1- Examen physique et organoleptique

aluminium a gel de silice 6%%4 a l'aide d'un . ,
Les poudres des écorces de racines de

systéme de dépdt automatique. L'intérieur de lazanthoxylum zanthoxyloidembtenues aprés le
cuve conventionnelle en verr€gmag, contenant broyage et tamisage sont trés fines, de couleur

la phase mobile souhaitée a été saturé pendant ?’&hne d’odeur faible et de saveur piquant.
min. La plague chromatographiquest ensuite

plongée dans la cuve, suivi du développement du

chromatogramme sur un parcours de 8 cm. L&.2. Perte a la dessiccation

plague a par la suite été visualisée en utilisant u

systemeCamag TLC Visualizerconnecté a un PC Les résultats de la perte a la dessiccatisGiR(T

muni du logicieWInCATS des poudres sont représentés sur la figure 1. Cette
figure indique que les pertes a la dessiccation des
2.2.5. Dosage densitométrique diverses poudres varient entre 9,1 et 5%. Ces

valeurs étant inférieures a 10, I'on peut dire pse
L’'acide vanillique utilisé pour la quantifiteh a  poudres sont séches et peuvent étre conservees sur

été obtenu d8IGMA-ALDRICH (Fluka Analytical) une longue période sans le développement de
Le dosage densitométrique a été réalisé a l'aidenoisissures ou de levuré8. De maniere générale,
d'un densitométre Shimadzu CS-930 Dual- I'on constate que les pertes a la dessiccatiorade |
Wavelength TLC scanneen fixant la longueur premiere récolte (Juin) sont plus élevées que celle
d’'onde a 267 nm. La quantification de l'acide de la deuxieme récolte (Décembre). Cela peut
vanillique a porté sur les extraits méthanoliquess’expliquer par le fait que les premieres pluiedade
obtenus lors de I'extraction successive avec lesaison des pluies du mois de juin ont rendu les
solvants de polarité croissante. En effet, c’estsda racines plus riches en eau.
ces extraits que se trouvent les principes actifs

J.C.W. Ouédraogo et al 26
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3.3. Rendement d’extraction bas rendement est celui au chloroforme de Fr2
(1,24%). Le rendement élevé des extraits
Les extractions successives des poudresiéthanoliques est certainement di a I'abondance de
végétales avec I'hexane, le chloroforme et lecomposés polaires dans ces extraits. En effet, la
méthanol ont donné des extraits huileux de couleulittérature rapporte quanthoxylum zanthoxyloides
jaune que nous avons récupérés dans des piluliecentient de nombreux métabolites secondaires, a
ouverts pendant 24 h dans une étuve ventilée afimpavoir des acides phénols (dérivés de Iacide
d'éliminer les traces de solvant. Les rendementsanillique), des flavonoides, des alcaloides, des
d’extractions sont représentés en histogrammeasur koumarines, des lignanes, des glucosides, des
figure 2. stérols et triterpénes, des acides gras, des tateas
Cette figure montre que le rendement decomposés réducteufs'®®
I'extraction au méthanol est le plus élevé dans tou
les échantillons. Il est suivi de celui a 'hexaste 3.4. Empreinte digitale par la chromatographie
enfin de celui au chloroforme. Les échantillons Ts1sur couche mince
et Tml font exception ; dans ces échantillons de la  Pour I'établissement de I'empreinte digitdée
premiere récolte, le rendement d'extraction ausysteme de solvant utilisé est: Toluene - formiate
chloroforme est le plus élevé, suivi de celui aud’éthyle - acide formique (4:3:1).
méthanol. Le rendement d’extraction le plus élevéd_es résultats obtenus sont représentés sur laefigjur
est celui au méthanol de Nm2 (20,66%) et le plus et dans le tableau 1.

10

(}|I‘I|IIIIIIII

N N
<& &‘-’ é@ é@ &é\ % % Q« Q{l’ Q)‘\/ an/ ,\\

THR (%)
@ ®

N

N

Figure 1: Histogramme des pertes a la dessiccation )
(Ts, Ng, Tm, Nm, Fr, Br et Ti représente les diff&yaites de récoltes ; 1°irécolte ; 2: 2™ récolte
25,
204

15]

1

Il Rdt Hex (%)
B Rdt CHCI3 (%)
I I I II I I B Rdt MeOH (%)
U ekl 0l s

1 & F @ FEE LS

=)

Rendement d'extraction (%)
q

Figure 2 : histogramme des rendements d’extractionZatghoxylum zanthoxyloides
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fluorescente. La tache de Rf 0,17 est également
intense et présente une fluorescence jaune. Cas deu
taches sont assez homogénes dans tous les
échantillons mais leur intensité est faible dars le
échantillons Nm1 et Ngl. Selon les données de la
littérature, les résultats obtenus par la CCM petve
étre utilisés pour les analyses de routines des
poudres de Zanthoxylum Zanthoxyloiddsrs des
futures récoltes pour vérifier leur qualit® 2 22

3.5. Dosage densitométrique
Des études antérieures ont montré que les
principes actifs dans les écorces de racine de
Zanthoxylum Zanthoxyloides contre la
drépanocytose sont des dérives de 'acide vandliqu
% Fort de cela, I'analyse photodensitométrique a
été faite en prenant l'acide vanillique comme

Brl Nml Frl

Figure 3: Empreinte digitale des extraits au méthanol ;
Eluant: Toluene - formiate d’éthyle - acide formequ
(4:3:1); (a): observation= 254 nm ; (b) : observation a

A= 366 nm

Tsl Ngl Tml |Brl Nml Frl Tsl

Ngl Tml

Tableau | : Rapport frontaux (Rf) des taches majeures référence. Sa teneur a été évaluée dans les sxtrait
de 'empreinte digitale et leur coloration méthanoliques obtenus suite a [I'extraction
Rf des taches Couleur Révélation successive avec les solvants de polarité croissante
majeures (Hexane, Chloroforme et Méthanol).
0,02 Brune La courbe de calibration de lacide vanillique
8(1)2 3:32: (Figure 4) obtenue, a pour équation: y = 27783x -
017 Jaunatre 1106,1 (R = 0,9949). Cette courbe a servi au
0,23 Bleue-claire Lampe UV dosage de I'acide vanillique dans les échantilkemns
0,43 Brune a\ =254 les résultats ont été représentés en histogramme
0,49 Brune nm (Figure 5-17.
0,55 Brune P
0,70 Brune
0,86 Jaunétre ome y-27788c 11061 P
0,04 Bleue 3000 - ’ ///
0,13 Jaune sombre 30000 - s
0,17 Jaune fluorescents 25000 - //o/
0,23 Bleue fluorescente| Lampe UV 20000 - P e
0,38 Bleue claire al =366 15000 - s
0,43 Bleue claire nm 10000 - ///o
0,48 Bleue foncée 5000 - e
0,53 Bleue fluorescente 0 ./// . . . . ‘ ‘
0,65 Jaune sombre 5000 ! 02 04 06 08 1 12 14 16
0.78 Jaune fluorescente Figure 4 : courbe d’étalonnage réalisée avec I'acide

A vanillique a diverses concentrations
Le tableau 1 donne les caractéristiques des taches

majeures observées sur les chromatogrammes de la
figure 3. Dix (10) bandes principales ont été
observées sous lumiére ultraviolette aussi biem a | —
longueur d’onde de 254 nm qu'a celle de 366 nm. = .75

Les Rf des bandes observées a 254 nm sont : 0,02 >
0,09; 0,13; 0,17; 0,23; 0,43 ; 0,49 ; 0,55700, f 0.504
0,86. La tache majoritaire (la plus intense) eece g
dont le Rf est 0,55 ; elle est de couleur bruneset 45/ I
homogéne dans les différents échantillons. =
A la longueur d’'onde de 366 nm, les Rf des bandes |
Ts1 Ng1

principales sont: 0,04 ; 0,13; 0,17 ; 0,23; Q,38 Tl Nl Frl BH
0,43; 0,48; 0,53; 0,65; 0,78. A cette longueur mi Nmi Fr '
d’'onde, la tache majoritaire est celle dont le Bf € Figure 5:Teneur en acide vanillique en fonction du

0,78; elle présente une coloration jaur sjte pour la période 1 (n=3, *p<0.05 versus Frl)

1.004

J.C.W. Ouédraogo et al 28
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Figure 6: Teneur en acide vanillique en fonction du site
pour la période 2 (n=3p<0,05 versus Fr2 ; #p<0,05
versus Ts2)
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Figure 7:Teneur en acide vanillique en fonction du site
pour la période 1/2
(n=3, *p<0.05 versus Fr2 ;p«0.05 versus Ts1)

teneur en acide vanillique de Fr2 est considérée
comme la référence (Fig. 7), Br2 et Ti2 présentent
une différence tres significative avec Fr2, suigi d
Tsl et enfin Tml et Ts2. Les autres sites ne
présentent pas de différence significative.

Si nous observons les résultats d’'un méme site sur
les deux périodes de récolte, c’est dans le site Br
gu’une différence significative est observée efare
premiere et la deuxieme récolte. La deuxieme
récolte a une teneur 2 fois plus élevée que la
premiere.

Parmi tous les sites de récoltes et les périodest, ¢
Br2 et Ti2 qui ont les meilleurs taux en acide
vanillique avec des teneurs respectifs de 1,64861,
par rapport a la matiére premiére séche.

Les teneurs les plus faibles ont été observées,a Ng
Nm et Fr avec des valeurs comprises entre 0,54 et
0,32%.

En somme, les sites de Br et Ti présentent les
meilleurs taux en acide vanillique pour les réslte
du mois de Décembre {Z récolte). Ces sites et
cette période devront étre privilégiés pour les
récoltes des racines danthoxylum zanthoxyloides
en vue de la production du phytomédicament FACA
sirop pédiatrique. Mais si pour des contraintes les
récoltes devront se faire a la premiere périodimYJu
les sites a privilégier sont Tm et Ts et a défaut,
site de Br.

Dans la littérature des études similaires ont été
menées. Une étude a été menée pour déterminer les
variations des concentrations en principes actifs

Les résultats montrent que la teneur en acidgans les parties aériennes Sxifraga rotundifolia

vanillique varie en fonction du site de récoltedet

en fonction de son origine, et également de définir

la période. Pour la premiere période, les analyse stade optimal de récolte en fonction de la teneu

statistiques ont été réalisées en prenant la tesreur

en acides phénylpropénoiques, en flavonols et

acide vanillique de Frl comme reférence. La figureflavones glycosylés. Les auteurs de cette étude ont
5 indique que les sites Tml et Tsl sont les plugrouvé une teneur maximale en myricitrine de 1,3%

riches en acide vanillique avec des taux respectif
de 0,90 et 0,82% de la matiére séche. Ces dewx sit

8e matiére seche lors de la formation des graines
Bar la plante®®. Une autre étude a consisté a

sont suivis de Brl avec un taux de 0,69%. Les sitegvaluer les teneurs en sennosides (principes Jactifs
Ngl et Nml ne présentent pas de différencejy Cassia italica dans différentes parties de la

significative avec Frl.

plante. Elle a trouvé que les folioles et les feur

En ce qui concerne la deuxieme période, c'estde si présentaient des teneurs élevées de 1 et 1,7% de
Fr2 qui a également eté consideré comme site déennosides par rapport & la matiére premiére séche

référence. Les résultats de I'analyse statistidfigg (

de plus, la période la plus propice pour la récolte

6) montrent que Br2 et Ti2 présentent desdes folioles est la pleine floraisdf!. Tous ces
différences tres Slgnlflcatlves avec Fr2 avec de$ésu|tats sont Comparab|es a ceux de la présente

taux respectifs de 1,59 et 1,40%.
présente également une différence significative ave

Le site TsZstude.

Fr2. Quant a Ng2, Tm2 et Nm2, ils ne présenteny. Conclusion

pas de différence significative avec Fr2. Lorscue |

teneur en acide vanillique de Ts2 est prise comme Cette étude a permis de dégager des parametres
référence, seuls Nm2 et Fr2 présentent un@our une standardisation de la récolte de la neatier

difference significative avec celle-ci. Pour

premiere de l'une des plantes entrant dans la

I'ensemble des deux périodes de récoltes, lorsmue composition du FACA sirop pédiatrique. Le dosage

J.C.W. Ouédraogo et al
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densitométrique de la teneur en acide vanillique edivanilloylquinic acids isolated fronfFagara zanthoxyloides
fonction du site et de la période de récolte a prm Lam- (Rutaceae). Phytomedicine (2009) 16, 125-129
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