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GLOSSAIRE

Analgésique : anti-douleur
Soporifique : somnifere
Contorsion abdominale : étirement de I'animal asles torsions du corps ; traduction d’'une

douleur abdominale.

Convulsions cloniques : alternance des contracteinelachements des muscles, répétée a

courts intervalles.

Exophtalmie : grande ouverture des paupieres ouulptcance des yeux, donnant
'impression d’'une sortie des yeux de l'orbite.

Piloérection : hérissement des poils.

Neurotoxine : toxine a effet sur le systeme nerveux

Cardiotoxique : toxique sur le tissu cardiaque.
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes font depuis toujours I'objet de divasages par les étres humains. On
distingue, entre autres :

- les plantes vivrieres ;

- les plantes médicinales ;

- les plantes utilisées dans I'ornementation ou eofdrosion ;

- les plantes a propriétés toxigues utilisées comaisops de péche large et comme

poisons d’épreuve ;

- les plantes a usage cosmétique,...

Depuis l'antiquité, plusieurs plantes sont utiliséeaditionnellement pour résoudre les
problémes de santé. Cette tradition a été retengest épanouie chez certains pays comme
La Chine, I'Indonésie, I'Afrique et Madagascar.

Madagascar peut se réjouir de sa richesse en ressofloristiquey... especes dont
80% endémiques). Plusieurs plantes médicinales avladg, terrestres ou marines,
endémiques ou non, sont connues et utilisées.

Mais l'utilisation des plantes évolue avec la tembgie actuelle. Ceci est prouvé par le
développement des laboratoires de recherche tasI'gIMRA, THOMEOPHARMA, le
RIRA. De méme, les pays développés sont attirédegaressources floristiques endémiques
des pays tropicaux pour les utiliser comme leurSeres premiéres pharmaceutiques.

Empiriquement, le décocté ou linfusion de la paségétative sont les plus utilisées,
surtout dans la médecine orientale. En effet, lesnfaux extraient des substances actives des
plantes et ils arrivent méme a les transformer emprimés, poudres, sirops, liquides
d’'inhalation (par exemple pour soigner le rhrumkgimaux de téte),...

Par contre, les Occidentaux sont depuis longtem@s avancés du point de vue
technologique et ils ont pu fabriquer des prodaiés raffinés et de haute qualité. Par
exemple :

- ils ont fabrigué a partir des extraits des plardes produits en poudre ou des

gélules, des comprimés dragéifiés, des solutiomalilas, injectables, ophtalmiques,

nasales, ainsi que des suppositoires,... Les dodieges sont tres précises ;



ilIs ont mis au point des sérums (découverts par RO1893) ou anti-venin ou

antidote a partir de venins, ou de toxines provewkamimaux, de plantes et de
microorganismes. Le sérum est fabriqué a partirsdng coagulé d’'un animal
(cheval) préalablement vacciné. Il offre I'immunipéssive et est utilisé dans le
traitement curatif d’'un malade.

lIs ont fabriqué des vaccins a partir des toxingmaées des microorganismes.

lIs ont découvert les antibiotiques a partir detaies microorganismes tel que

Penicillum nautatunidécouvert par Flemming, 1928).

Donc, des étres vivants produisent aussi des texiuel faut atténuer ou tuer ou

transformer aprés extraction pour soigner a dessdt®s fines et précises, en éliminant

leurs propriétés toxiques afin qu’elles devienradgg antitoxines et antipoisons appropriés

contre un microorganisme pathogene déterminé;a-dse :

contre I'organisme producteur lui-méme, si on rei@mdohr le semblable (cas de
I’'hnoméopathie). C’est par exemple a partir du vequron fabrique le sérum anti-
venin ; aussi on fabrique le vaccin BCG a partis tacilles de Koch atténués. En
effet, c’est a partir de la toxine elle-méme oumierobe lui-méme qu’on prépare
I'antidote ;

contre d’autres microorganismes, si on remédidegpaontraire (cas de l'allopathie).

Ainsi par exemple, on utilise un antibiotiqgue centin germe pathogene.

A c6té de la technologie moderne, le « Raokandriagaay » est aussi célébre dans la

médecine traditionnelle malagasy a base des plgniagilise les « tapakazo ».

Par ailleurs, RABESA ZAFERA (1986) a recensé daos bvre « Pharmacopée

hY

malagasy » les plantes malgaches a effet bénéfigilens quelques plantes ayant des

propriétés thérapeutiques ou a activités biologigusonnues selon les enquétes

ethnobotaniques et la pharmacopée malagasy :

le Sakatavilotra olernonia pectoraleBaker : le décocté de la plante administre
par voie orale est utilisé contre le paludisme ;

le Tandrokosy oWwPentopetia androsaemifoliecne : le décocté de la tige et de
quelques feuilles, administré par voie orale, ddis@ pour guérir la goutte ; le
décocté associé au fanazava est utilisé contyplals ;

’Anapatsa mena ouAmaranthus spinosusle decocté des tiges et feuilles,

administré par voie orale est utilisé contre lastipation ;



- I'Harongana owHarungana madagascariensise décocte des feuilles pilées séches
ou fraiches en emplétre sur la plaie de la gapi@it ; leur infusion est administrée
contre le désordre intestinal et la diarrhée banddegomme gutte sécrétée par la
plante (dintikarongana) sert a soigner la galeigea dermatoses ;
- le Hofika ouDioscorea bulbiferaguérit les blessures et les plaies en utilisant la
poudre des bulbilles aériennes séchées et rap&&ERBY, 1971) ;
- le romba ouOcimum gratissimumle décocté des feuilles, administré par voieeoral
est utilisé comme anti-diarrhéique et anti-vom{lBERNET, 1957).
Donc, la plante crue ou aprés cuisson sert a glésirmaladies a lintérieur de
I'organisme ou méme a la surface de la peau.

Les principes actifs de la plante sont trés divetsls existent soit sous forme de latex
(Euphorbiaceae), soit sous forme tanin, soit sound d’essence (huile essentielle), soit de
forme de résines ou de substances urticaires (opdugsent directement des réactions

allergiques en les touchant.

Des plantes d'utilisation médicinale ou celles tépa toxiques trouvées dans les
ouvrages scientifigues possédent des effets secesdadésirables et leur toxicité n’est
déclarée qu’en nombre restreint.

Tout cela implique la nécessité d'une étude apmdito des plantes a réputation
médicinale, pour pouvoir utiliser une plante saisgjue. Ceci exige une étude chimique,
biologique et toxicologique dans les laboratoiresatherche, I'évaluation de la toxicité et les
propriétés biologiques des principes actifs darss déférentes parties des plantes (tiges,
feuilles, racine). Les plantes produisent des sulosts toxiques ou toxines qui sont des
principes actifs se trouvant soit dans les feuillst dans les tiges, soit dans les racines

(bulbe), soit dans les fruits ou graines.

La majorité de leur population a recours a la théuéique a base de plantes en utilisant
les traditions propres a chaque pays et a chagimnréAinsi, les gens utilisent :
- des plantes anti-diarrhéiques ou anti-tussives [@suenfants ;
- des plantes purgatives ou anti-douleur abdominalar pes femmes (zozoro ou
JuncusuneJuncacée ; vilindrano alussiaea repensineDenotheroicég ;
- des plantes stimulantes et fortifiantes pour learmes ;

- des plantes contre les maladies vénériennes poadldtes.



Empiriquement, ils prennent des « tambavy », gkrbeht sans savoir la dose précise,

et ils se soignent naturellement sans tenir contige effets indésirables, et ils ont la

possibilité d’étre guéris. Les gens pratiquent oméelicine traditionnelle propre a leur pays et

a leur région en buvant des extraits sous forme& Z@mbavy » ou tisanes, ou en se lavant

avec le bouilli, la décoction, ou l'infusion d’ongade la plante.

Afin de pouvoir utiliser une plante sana risquéailt :

évaluer sa toxicité en déterminant les doses quuretantes

déterminer les propriétés chimiques et biologigdes principes actifs des extraits
de cette plante.

Le laboratoire de Biochimie appliquée aux scienoedicales, notre structure
d’accueil travaille depuis longtemps sur de plante®dicinales, A titre
d’illustration :

Pachytrophe dimepate une MORACEAE (KANIZA, 2007)ntdde décodé de
feuilles est utilisé pour soigner la blennorragieee maux d’estomac.

Pittosporum  senacia une PITTOSPORACEAE (RAZAFINT3MA,
2006)employée pour soigner les piqlres d’'araignéasneuse.

Phyllarthron madagascariense une BIGNONIACEAE (IBRM¥, 2003) pour traiter
plaies syphilitiques et les condylmes.

Chassalia bojeriana une rubbiaceae (RANDRIAMAMPINK| 2008= pour traiter des
maladies du foiee et aussi le traitemetn de latgout

Dilobeia thouarsii une PROTEACEAE( ANDRIAMASINORQ009) utilisée pour traiter la
maladie diarréique.

Acrydocarpus excelcus une MALPIGHIACEAE (ABDOULLAHRO009) la plante est
utilisée pour soigner la diphtérie, les diarrhékss femmes utilisent le décocté pour leur
hygiéne intime

Psidium guayava (MYRTCEAE) dont les feuilles etkxsorces de laracine contiennent
d’abondantes subtances tanniques. Les feuillesusitistes en décoction pour combattre la
diarrhée et s’avere également trés efficace en dmasstomatite(inflammation de la
mugueuse) et de pharyngite (PAMPLONA ROGHR99)

Une des préoccupations du laboratoire est d’étuldietoxicité de ces plantes
utilisées empiriquement.Pour notre part, nous remmmes utilisées d’'une plante
dont I'une des utilisations traditionnelles estti@itement des diarrhées (voir plus
bas) parce que la diérrhé est la premiere maladiéappe Madagascar. Il s’agit de

Psorospermum androsaemifolim



Notre matériel d’étude est la plante médicirdé@rospermum androsaemifolium

Cette plante a réputation médicinale qui sert grewi les désordres intestinaux et la
diarrhée ; cette derniére provoque chaque annéauxrélevé de mortalité infantile. En effet,
vu l'insuffisance des infrastructures sanitairesisdée monde en voie de développement,
surtout dans les pays tropicaux tels que Amérigtied, les pays Afro-asiatiques y compris
Madagascar, la maladie diarrhéique en dehors diérehhgprovoque une importante mortalité
infantile.

Psorospermum androsaemifoliuest répandue dans notre ile ou elle est endénaigque
on peut la cueillir facilement.

Cette plante posséderait un principe a propriétémamobienne contre l'agent
diarrhéique qui s’est répandu facilement faute u'@mtable et a cause de la pollution
aguatique ou terrestre. Les ruraux utilisent cpléate pour guérir leurs enfants sans tenir
compte des inconvénients des effets indésirables.

Le présent travail a pour but d’extraire et de fiperriles principes actifs présents dans
les feuilles dPsorospermum androsaemifolivehaussi d’étudier les propriétés chimiques et
biologiques des extraits obtenus. Il comprend dgaxrdes parties :

- la premiére partie intitulée Etude chimique qui pomie I'extraction, la purification et
la caractérisation physico-chimique des principas;

- la seconde partie ou Etude biologique qui rappartégs résultats des tests
toxicologiques des principes actifs des extraits

Il est & noter que les matériels et méthodes sentionnés dans chaque partie et qu’une
introduction générale précéde les deux partiesngEahe conclusion générale et perspectives

terminent le travalil.
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1. INTRODUCTION

- L’étude chimique des principes actifs de cette telam été établie sur les points
suivants :

- extraction des principes actifs a I'aide de$édé#ntes techniques a partir de la poudre
des feuilles séches ;

- mise au point d'un procédé de purification petardt d’obtenir un extrait
suffisamment purifié ;

- caractérisation physico-chimique des substanoeisiies et détermination de leur

nature chimique.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. MATERIELS

2.1.1. Le matériel végétal

2.1.1.1. Classification de la plante

La classification du matériel végétal est la suigan
Régne : VEGETAL

Embranchement : SPERMAPHYTES
Sous-embranchement : ANGIOSPERMES
Classe : DICOTYLEDONES

Famille : HYPERICACEAE

Genre ‘Psorospermum

Espece androsaemifoliunBaker

Nom vernaculaire : Harongampanihy
2.1.1.2. Identification de la plante

La plante a été identifiée au laboratoire du PataBique Tsimbazaza ou elle porte la
référence d’herbier H01013- D1528 D1529, établieREERRIER (1951).



2.1.1.3. Description botanique

La description du genré®’sorospermum androsaemifoliuest donnée en Annexe |

Les figures 1 et 2i- dessous montrent un rameau fleuri et des gsaile notre plante.

Figure 1 : Feuilles et inflorescences &sorospermum androsaemifolium

Figure 2 : Graines dd°>sorospermum androsaemifolium



2.1.1.4. Date et lieu de récolte

La plante a été récoltée au stade vegétatif dareglan Atsimo Antsinanana, district

de Farafangana, dans la forét de Mahabo et Manoatbamois de mars 2009.
2.1.1.5. Distribution géographique

PsorospermurandrosaemifoliunBaker se trouve d’aprés PERRIER et coll. (1951) :

- a l'ouest: nord de I'lle Thiry, montagnes auxvieons de la baie de Lanivato
(Nord) ; Ampasimentera, bassin moyen de Bemarivoin® ; Ankarafantsika, Marolaka
(Menabe) ;

- au centre: Ambatondrazaka, entre Betsitra etlak®s; Manankazo, sur le
Tampoketsa au nord d'Ankazobe; vallée de Mandrakaét d’Analamazaotra ;
Ankazomanga Vakinankaratra, ouest d’Antsirabe, md%sakoany (sud).

- Actuellement, la plante est trouvée dans leétfodenses et humides de l'est de I'lle,
le long de la c6te est vers la cote sud : ell@dasalisée dans la forét de Périnet et Mandraka,
Moramanga, et Toamasina en continuant vers Manakafaposa, Vohiparara, Farafangana,
Ihosy, Vangaindrano, Fianarantsoa, a Ambositras darforét de Ranomafana ; elle pousse
dans la province de Toliary plus précisément ad@guwro. Leslifférents types présentians

ces régions sont présentés sur la figure 9 de B&an
2.1.1.6. Préparation et conservation du matérielagétal

Les feuilles constituent le matériel d’étude. Lesilfes fraichement récoltées sont
séchées au laboratoire a la température ambiagneapt un mois environ. Elles sont ensuite
broyées a I'aide d’'un mixer BLENDER (Robot coupe &00), puis la poudre est tamisée. La
poudre fine obtenue est alors conservée dans uteedvoplastique a la température ambiante.

Elle constitue notre matériel de départ.

2.1.2. Produits chimigues

La plupart des produits chimiques utilisés au cal@sette étude sont de qualité pour
analyse et de marque MERCK et PROLABO.
Les supports chromatographiques utilisés sont degues a support en plastique

MERCK 60Fs,4, €paisseur de la couche 0,2 mm.



2.2. METHODES

2.2.1. Méthode d’extraction des principes toxigues

Nous avons utilisé des méthodes d’extraction sdigiede.

Le principe est basé sur l'affinité des produitégents dans le matériel végétal vis-a-
vis d’un solvant donné. Si les produits sont pekgirils se font extraire dans un solvant
polaire ; s’ils sont moins polaires, ils sont ei&rgar un solvant peu polaire (HARBONE,
1983).

2.2.1.1. Extraction a froid

La poudre végétale est mise en suspension darmviens d’extraction (eau distillée
ou mélange hydroéthanolique 75%), suivant le rappdo (p/v), (10 ml de solvant pour 1 g
de poudre).

Le mélange est soumis a une agitation magnétignelgoe 3 h a la température
ambiante, puis laissé maceérer une nuit a +4° Gnaeérat est de nouveau agité pendant 1 h
avant d’étre filtré sur quatre épaisseurs de gawe pliminer le marc. Le filtrat obtenu est
centrifugé a 12 000 tours/min pendant 30 min @#ad’'une centrifugeuse BREMSE (modele
T52).

Le culot est écarté et le surnageant recueilli.ilagisse d’extraction agueuse ou
d’extraction hydroéthanolique, le volume final dursageant est réduit jusqu’a rapport 1/1 ou
(p/v) (1 ml de solvant pour 1 g de matériel de d@ppar évaporation sous pression réduite
au moyen d'un évaporateur rotatif ROTAVAPOR (modétd10) (voir méthode de
concentration au paragraphe 2.2.3, p. 3).

Le précipité pouvant éventuellement apparaitre&kasiné par centrifugation a 12 000
tours/min au moyen d’'une centrifugeuse JOUAN (medel12).

2..2.1.2. Extraction a chaud

La poudre végétale est mélangée avec le solvaxtrdiion (eau distillée ou mélange
hydroéthanolique 75 %) dans le rapport 1/10 (p/v).

L’extraction est effectuée par chauffage a reflux sne plaque chauffante et sous
agitation magnétique a la température d’ébulliionsolvant d’extraction, c'est-a-dire 100°C
pour I'eau distillée et +65°C pour le mélange hydhanolique (GAUTIER et MIOCQUE,
1968).



Elle dure trois heures a partir de I'apparitional@remiére goutte de condensation.

Le décocté est laissé refroidir a la températurbiamte. Ensuite, il est laissé macérer
pendant une nuit a + 4°C. La suite de la maniputagéist identique a celle de I'extraction a
froid.

2.2.2. Méthodes de purification

2.2.2.1. Traitement par la chaleur
2.2.2.1.1. Principe

C'est une meéthode de fractionnement basée sucokgulation de certaines
macromolécules telles que les protéines, les acidelgiques les polysaccharides sous I'effet

de la chaleur.
2.2.2.1.2. Mode opératoire

L’extrait a traiter est chauffé au bain-marie blant a 96°C pendant 30 min. Le
précipité formé est éliminé par centrifugation fréngeuse BREMSE, TH52) a 12 000 trs /

min pendant 15 min Le surnageant est concentré.
2.2.2.2. Fractionnement par le n-butanol

2.2.2.2.1. Principe
(MAHUZIER et HAMON, 1986 ; KAMOUN, 1987)

La technique est fondée sur la distribution d’uuto entre deux solvants non

miscibles, I'eau et le n-butanol, en fonction desskubilité dans chacun d’eux.
2.2.2.2.2. Mode opératoire

Dans une ampoule a décanter sont introduits unm®lde I'extrait a traiter et le
méme volume de n-butanol. Aprés agitation énergitpienélange est laissé au repos dans
'ampoule débouchée jusqu’a la décantation totale deux liquides, donnant deux phases
nettes : la phase supérieure organique et la phé&geure aqueuse. Les deux phases sont
alors récupérées et leur volume est mesuré. L'tipérast répétée deux fois en remplacant le
n-butanol.

Les trois phases organiques sont réunies, débéesassu solvant organique par
évaporation aprés ajout d'un grand volume d’eais pancentrées pour avoir le rapport 1/1
(p/v).

La phase aqueuse est débarrassée du n-butanoielgsal évaporation.
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2.2.2.3. Fractionnement par I'acétate d'éthyle
2.2.2.2.1. Principe

(KAMOUN, 1977)

Il s’agit d'une méthode de séparation basée sutrdasfert d’'un ou plusieurs
constituants d’'une premiéere phase liquide (phasewsg) vers une seconde phase liquide

extractive (phase organique)
2.2.2.2.2-Mode opératoire

L'extrait & traiter et l'acétate d’éthyle sont nmiggs volume a volume dans une
ampoule & décanter. Apres une forte agitation mbnda mélange, 'ensemble est laissé au
repos jusqu’a décantation de deux phases distindfese part la phase supérieure organique
et d'autre part la phase inférieure aqueuse. Lagloaganique est recueillie tandis que la
phase aqueuse est soumise a deux autres traiteichamtigues au premier.

Les trois phases organiques sont rassemblées gqungs ajout d’'un grand volume
d’eau distillée, elles sont concentrées jusqu’dume de I'extrait initial.

La phase aqueuse est aussi débarrassée de I'atéthtde résiduel par évaporation.
2.2.2.4. Dialyse

2.2.2.4.1. Principe
(MAHUZIER et HAMON, 1986 ; KAMOUN, 1977)

C’est une méthode de fractionnement des substamcisction de leur taille, c’est-a-
dire selon la capacité des molécules de traversemmembrane hémiperméable suivant leur
poids moléculaire. La membrane poreuse, cylindrigppelée sac a dialyse ou boudin a
dialyse se comporte comme un tamis moléculaire ossgre un seuil de filtration bien
déterminé. L'effet tamis explique la perméabilitéeaataines molécules et 'imperméabilité a
d’autres suivant leur taille. Elle sépare donc pesites molécules de grosses molécules en
induisant deux phénomeénes :

- l'osmose : qui est le mouvement d’eau du milieurieins concentré (liquide de
contre-dialyse) vers le milieu plus concentré (@t dialyser) ;

- la diffusion : les solutés traversent les poresladenembrane vers le liquide de
contre-dialyse. Ainsi, la diffusion des grosseséuales est lente, voire méme nulle.
Par contre celle des petites molécules se faihdelgradient de concentration.

Plusieurs parametres influencent la vitesse deagass’une substance a travers la

membrane :
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- le diametre des pores de la membrane ;

- la différence de concentration entre les deux caotimpents ;
- le temps de contact ;

- latempérature ;

- le pH.
2.2.2.4.2. Mode opératoire

Le boudin a dialyse est un cylindre en cellopha®&l( Sep de 33mm de large ; son
seuil de filtration est de 6000 a 8000 Da).

a.) Préparation de la membrane de dialyse

La membrane de dialyse présente une couche piotedormée de glycérine, de
métaux lourds et de composés sulfureux qu'il faidafablement éliminer par cuisson dans
I'eau distillée bouillante pendant 15 min. Cetté&i@gtion est répétée trois fois en renouvelant
a chaque fois I'eau distillée.

La membrane ainsi préparée est laissée réfroidm gempérature ambiante puis
conservée a +4°C dans la derniere eau bouillie grgnguelques jours. Il est nécessaire de

rincer la membrane a I'eau distillée avant chaguisation.
b) Déroulement de la dialyse

Le boudin a dialyse est rempli au tiers d’extraitraiter, laissant ainsi un espace
suffisant pour les échanges ; ceci permet d’éVigetatement du boudin par augmentation du
volume de I'extrait a dialyser. Le boudin est n@uses deux extrémités apres avoir éliminé
l'air. Il est immergé entierement dans I'eau digél (liquide de contre-dialyse) de volume
€égal a 100 fois celui de l'extrait a dialyser. Pawiter la formation d'un gradient de
concentration de molécules diffusibles autour dudim, I'ensemble est soumis a une légere
agitation magnétique. D’autre part, le liquide dentce-dialyse doit étre renouvelé
fregquemment afin d’accélérer les échanges (trassdio 48 heures).

A la fin de l'opération, le dialysat (liquide a Xerieur du boudin) et I'adialysat

(liquide a 'intérieur du boudin) sont concentraésqu’au rapport 1/1 (p/v).
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2.2.3. Méthode de concentration

Toutes les opérations de réduction de volume deaitsxet d’évaporation de solvants
sont réalisées a +55°C au moyen d’'un évaporateatifrROTAVAPOR (modele R110). La
pression est réduite a I'aide d’'une pompe a vids. éxtraits obtenus sont :

- soit ramenés a leur volume initial ;

- soit évaporeés a sec.

La concentration initiale des extraits (rappod, I3/v) a étudier peut étre calculée a
partir de la relation ci-apres :

Poids du résidu d’évaporation a seg)(m
Concentration (mg/ml) = -------=-m-emmmm oo
Volume de I'extrait de départ (ml)

2.2.4. Calcul de rendement

L’extrait obtenu a I'extraction ou a chaque étapepdrification est évaporé a sec. Le
ballon vide est taré sur la balance de précisig&xR[BORIUS) avant I'évaporation, ensuite le
ballon contenant le résidu sec est aussi pesé @otenir le poids du résidu sec. Cette
opération est effectuée aprées chaque étape deofmaeiment. Le rendement est calculé a

I'aide de la formule suivante :

oiés du résidu d’évaporation a sec (g)
Rendement (%) = ---------m--mmmm oo oo X100
Poids du matériel végétal de départ ()

2.2.5. Méthode d’analyse

2.2.5.1. Chromatographie sur couche mince

2.2.5.1.1. Principe
(BOREL et RANDOUX, 1987 ; AUDIGIE et al., 1989 ; MAUZIER et HAMON,
1990)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est wedaté d’'analyse basé sur les
mécanismes physico-chimiques d’adsorption et déager La vitesse de migration des
substances sur un support chromatographique quirestdsorbant, dépend de leur affinité
pour la phase liquide mobile d’'une part et desdsrd’adsorption dues au support d’autre
part.
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2.2.5.1.2. Mode opératoire
a) Préparation de la plaque

Les extraits a analyser sont déposés a l'aide dapillaire sur une plague découpée
aux dimensions voulues. lls se présentent sousefatentraits fins horizontaux de 7 mm
espacés de 6 mm, situés a 1,3 cm de deux borddatét a 1,5 cm du bord inférieur de la

plaque. Les dépbts sont séchés a I'aide d’'un seahuain.
b) Développement du chromatogramme

La plaque préparée est introduite dans une cuvar@tographique (DESAGA) dont
'atmosphére a été préalablement saturée par lpsuva du solvant : le systeme Butanol
/Acide acétique /Eau distillée ou BAE 60 /20 /20p(p). La saturation est obtenue par
application de papier filtre imprégné du solvantngigration contre les parois internes de la
cuve. Le développement se poursuit jusqu’au moroare front du solvant arrive a 0,5 cm
du bord supérieur de la plague. A ce stade, ellestigge de la cuve puis séchée a l'aide d’un

séchoir a main.
c) Révélation du chromatogramme

Les molécules qui ont migré sur la plague sontlé&gde deux fagons :

- par exposition de la plague aux rayonnementsawutitets (UV), de longueurs
d’'ondes caractéristiques : 254 nm et 366 nm. ludstances sont visibles sous forme de
taches fluorescentes ;

- a l'aide d'une réaction colorée par pulvérisatthnréactif a la vanilline sulfuriqgue
sur la plague. Les substances apparaissent some fdes taches colorées. Ce révélateur
universel permet de révéler les composés carbogast aleux atomes de carbone au

minimum. La composition du réactif a la vanillindfarique est donnée en ANNEXE II.

2.2.5.2. Criblage phytochimique
(DALTON, 1979 ; BRUNETON J., 1987 ; HARBONE J., 1983

La détection des principales familles chimiquedasiesoit directement a partir de la
poudre végétale, soit a partir du résidu d’évapomad sec de I'extrait a analyser. Les tests
sont réalisés sur différents extraits préparés réir pge ces matériels selon les méthodes

décrites ci-dessous.
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2.2.5.2.1. Préparation des extraits a tester

a) Extrait aqueux

Un gramme de poudre végétale ou de résidu d’évapora sec de I'extrait a tester est
dissous dans 10 ml d'eau distillée. Le mélange obstuffé jusqu’a I'ébullition. Aprés
refroidissement, le décocté est filtré et le filtwatenu constitue I'extrait aqueux.

b) Extrait hydroéthanolique

Un gramme de poudre végétale ou de résidu d’évhpora sec de I'extrait a tester est
mélangé a 10 ml de mélange hydroéthanolique 75%m({7&éthanol absolu + 25 ml d’eau
distillée). Aprés une macération d’'une nuit, le angle est filtré sous pression légere, et le

filtrat recueilli correspond a I'extrait hydroéthaigue.

c) Extrait acide

Un gramme de poudre végétale ou de résidu d’évlpora sec d’extrait a tester est
mélangé a 10 ml de HCI. Le mélange est placé pertlanin au bain-marie bouillant, puis
laissé macérer une nuit. Le liquide recueilli apfiigation du macérat constitue I'extrait

acide.

d) Extrait chloroformique

Un gramme de poudre végétale ou de résidu d’évapora sec d’extrait a tester est
délayé dans 10 ml de chloroforme. Le mélange obéshlaissé macérer une nuit, puis filtré
sur du coton hydrophile pour obtenir I'extrait atformique.

e) Extrait méthanolique

Un gramme de poudre végétale ou de résidu d’évapora sec est délayé dans 10 ml
de méthanol. Le mélange est laissé macérer uneanti®°C, puis filtré. Le filtrat obtenu

constitue I'extrait méthanolique.

2.2.5.2.2. Méthodes de détection des familles chies

a) Détection des alcaloides

Elle nécessite 4 tubes a essai contenant chacuindlextrait acide. Le premier tube
sert de témoin tandis que les trois autres sohsagipour les tests, respectivement a l'aide
des réactifs de MAYER, de WAGNER et de DRAGENDORHER. composition de ces

réactifs est donnée en Annexe llI
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*Test de MAYER :

Dans le tube n°2, 4 a 5 gouttes de réactif de MAYSBRt ajoutées. L’apparition d’'un

précipité blanc ou d’une floculation indique laggéce d’'alcaloides dans I'extrait a analyser.
*Test de WAGNER :

Dans le tube n°3, I'apparition d’'un précipité blame d’'une floculation aprés ajout de
4 gouttes de réactif de WAGNER indique la présatakealoides dans I'extrait.

*Test de DRAGENDORFF :

Dans le tube n°4 sont ajoutées 4 gouttes de réetdRAGENDORFF. La présence

d’alcaloides se traduit par I'apparition d’'un pp@® dans ce tube.

b) Détection de flavonoldes (test de WILSTATER

Leur détection est effectuée sur I'extrait hydraétblique. Le déroulement du test est
le suivant :

- dans le premier tube, 2 ml d’extrait hydroéthana sont ajoutées dans 4 gouttes
d’acide chlorhydrique (HCI) 12N et 2 tournures dagmesium. Aprés 10 min, I'apparition
d’'une couleur rouge marque la présence de flavpoeke d’une couleur rouge pourpre celle
de flavonols. Si une couleur rouge a rouge violgmearait, le milieu contient des flavonones.

- dans le deuxieme tube, le mélange précédent (Raxirait additionnés de 4 gouttes
de HCI 12N et de 2 tournures de magnésium) esedmgalt préparé, mais cette fois-ci, il est
ajouté de 0,5 ml d’eau distillée et de 0,5 ml ddalcdsoamylique. Aprés 10 min de pause, si la
coloration de la phase supérieure est :

- rouge, on est en présence de flavones ;

- pourpre, on est en présence de flavonols.

c) Détection des leucoanthocyanes (test de BATH-BMI

Du HCI 12N, de volume 0,5 ml, est versé le longlaeparoi d’'un tube a essai
contenant 2 ml d’extrait aqueux. Le tout est chaaffi bain-marie a 96°C pendant 30 min.
L’apparition d'une coloration rouge apres refrogdiment indique la présence de

leucoanthocyanes.
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d) Détection des tanins et polyphénols

L’extrait aqueux (2ml) est utilisé pour la déteantides tanins et polyphénols. Il est
distribué dans quatre tubes a essai. Le premiedseiémoin tandis que les trois autres sont
utilisés pour les tests.

Test a la gélatine :

Dans le deuxieme tube, 4 gouttes de gélatine apl¥h gont additionnées dans 0,5 mi
d’extrait aqueux. L'apparition d’'un précipité blaiémoigne de la présence de tanins

condenseés de type catéchique.
Test a la gélatine salée :

Dans le troisieme tube contenant 0,5 ml d’extrgileux sont ajoutées 4 gouttes de
gélatine salée 10 % (10 g de NaCl dans 100 ml Eeige agueuse a 1%). La formation d’'un
précipité blanc montre la présence de tanins hysables de type pyrogallique.

Test au chlorure ferrique :

Le contenu du dernier tube recoit 4 gouttes derahdoferrique 10% en solution dans
le méthanol. L'apparition d’'une coloration bleu#r&ie ou vert noiratre indique la présence

des composeés phénoliques.

e) Détection des stéroides et triterpénes

Trois tubes a essai dont le premier sert de témegoivent chacun 1 ml d’extrait

chloroformique.
Test de LIEBERMANN-BUCHARD

Trois gouttes d’anhydride acétique sont ajoutéass daxtrait du deuxieme tube.
Aprés une légére agitation, 2 gouttes d’acide saifie (H:SO,) 4N sont coulées le long du
tube.

Au bout d’'une heure, si la coloration de la phaggéseure est verte ou bleu-vert, des
stéroides sont présents, tandis que l'apparitiam dinneau pourpre a rouge violacé a
l'interface indique la présence de triterpénes. desx phénomeénes peuvent étre observés

simultanément.
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Test de SALKOWSKI :

Dans le dernier tube, la présence de stérols irgsatest mise en évidence par la
formation d’un anneau rouge ou d’une colorationgede la phase inférieure aprés addition
de SO, 12 N et 3 gouttes d’anhydride acétique dans laixtr

f) Détection des desoxyoses : Test de KELLER-KILIAN

A 1ml d’extrait aqueux dans un tube sont ajoutésceassivement 1ml de chlorure
ferrigue a 10% et 1 ml d’acide acétique glacial.

Apres une légere agitation, 0,5 ml dgSi, 12 N est coulé le long de la paroi du tube
incliné a 45°.

La formation d’'un anneau pourpre a l'interface téva présence de désoxyoses.

q) Détection des irridoides

L’extrait aqueux 1 ml est ajouté de 0,5 ml de HEN1 Le tout est chauffé au bain-
marie bouillant pendant 30 min.

L’apparition d’'une précipité ou d’une coloratiorebk ou vert fonceé révele la présence
d’irridoides.

h) Détection des anthraguinones :Test de BORNSTRAGE

L’extrait agueux de volume 1 ml est délayé dand Berbenzene. L’ensemble est mis
dans une ampoule a décanter, puis agité énergiouierprés séparation nette de deux
phases, la phase benzénique supérieure est raxuplilis elle est additionnée de 1 ml
d’ammoniaque 25%.

Aprés une forte agitation manuelle, le changementalleur de la phase alcaline au
rouge prouve la présence d’anthraquinones dansdiex

i) Détection des saponines (Test de mousse)

Un volume de 1 ml d’extrait aqueux est agité érprgiment pendant 30 s. La présence
de saponines se traduit par la formation d’'une m®ae 3 cm de hauteur, persistant pendant
30 min.
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3.- RESULTATS

Toutes les expériences se sont déroulées a lpétaimre ambiante étant donné la

stabilité des principes actifs.

3.1- EXTRACTION

Diverses techniques d’extraction a froid et a chadidide de différents solvants (eau
et mélange hydroéthanolique 75% ou éthanol abdadc) ont été effectuées a partir de la
poudre de feuilles séches. L'objectif est de démemla méthode d’extraction la plus
performante et d’obtenir un extrait facile a maigpu

Pour chaque extraction, 50 g de poudre de felsbes utilisés.

Quant au volume des extraits aprés extractionstilréduit a 50 ml, pour obtenir le
rapport 1/1 (p/v).

La toxicité des difféerents extraits est appréciégécg a des tests sur souris (voir

méthode au paragraphe I, p. 46).

3.1.1. Extraction a froid

3.1.1.1. Extraction aqueuse

Le solvant utilisé est I'eau distillée. L’'extraatioaqueuse a froid est décrite au
paragraphe 2.2.1.1 (p. 10).

Un extrait brut toxique, limpide, fluide, de coutenarron et de pH = 5,34 est obtenu.
3.1.1.2. Extraction hydroéthanolique

Le solvant utilisé est le mélange hydroéthanoligbek. Les opérations sont décrites
au paragraphe 2.2.1.1 (p. 9). Un extrait brut togjdimpide, de couleur marron et de pH =5,3

est obtenu.

3.1.2- Extraction a chaud

3.1.2.1. Extraction aqueuse

Le solvant utilisé est I'eau distillée. Le mélangg soumis a un chauffage a reflux
sous agitation magnétique, en appliquant la méthléddate au paragraphe 2.2.1.2 (p. 10). Un

extrait brut trouble a été obtenu.

Les caractéristiques des extraits obtenus sontéssidans le tableau 1.
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Tableau 1: Caractéristiques des extraits bruts obtenus

) _ Extraction
_ Extraction Extraction i _
Types d’extraction o . hydroéthanolique
aqueuse a froid aqueuse a chaud o
75% a froid
Aspect limpide limpide limpide
Consistance fluide fluide fluide
Godt amer amer amer
Couleur marron marron clair orange
Rendement 13,78% 13,09% 13,71%
pH 5,34 5,30 5,31

Les différents extraits bruts sont tous toxiquesrga souris. Néanmoins, la méthode
d’extraction aqueuse a froid a été adoptée posuil@ de la manipulation, car elle donne le
meilleur rendement et I'extrait brut (EB) montre taeilleure activité sur les différents

germes-tests (8 3.2.4, ...).
3.2- PURIFICATION

L'extrait brut a été purifié a l'aide de technégureposant essentiellement sur les
différences des propriétés physico-chimiques teajles le poids moléculaire ou la solubilité
des principes actifs.

3.2.1. Méhodes adoptées dans le protocole de purétion

3.2.1.1 Traitement par la chaleur

L’extrait brut est chauffé au bain-marie a 96°C geemt 30 min (voir méthode
paragraphe 2.2.2.1.2, p. 10). Le culot abondantsguiorme est écarté par centrifugation a
12 000 trs/min pendant 15 min. Le surnageant obtEnwouleur marron clair qui s’avere

toxique sur souris constitue I'extrait E1.
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3.2.2.2 Fractionnement par I'acétate d’éthyle

L’extrait E1 est traité trois fois par I'acétateétliyle selon la méthode décrite au
paragraphe 2.2.2.2.2. (p. 11). Apres décantatina, phase aqueuse et une phase organique
sont obtenues, et chaque phase est recueillieésépat :

- la fraction aqueuse appelée FA, limpide, fluide,couleur marron clair sans odeur
spécifique, est toxique sur souris ;

- la fraction organique appelée FO, de couleur omarlimpide, fluide, sans odeur
caractéristique, est également toxique sur souris.

Les principes actifs se sont donc partagés entresleleux fractions (voir tableau
21, p. 48), mais seule la fraction FA a subi I'étapsuivante car elle s’est avérée a la fois

toxique et la plusactive sur les microorganismes.
3.2.3.3 Dialyse

La fraction aqueuse FA est dialysée contre de l@iatillée selon la méthode décrite
au paragraphe 2.2.2.4.1 (p. 12). Le dialysat (iguh I'extérieur du boudin) et I'adialysat
(liquide a l'intérieur du boudin) sont concentres :

- 'adialysat est de couleur marron clair, limpidlejde, toxique sur les souris testées.
Il constitue I'extrait E2.

- le dialysat est de couleur marron, limpide, feyichon toxique sur les souris mais

actif sur les microorganismes. Il constitue I'ektEB (voir tableau 22, p. 47).

3.2.2 Méthode non adoptées dans le protocole de [figation

3.2.2.1 Fractionnement par le n-butanol

Le fractionnement par le n-butanol est une méthuate adoptée dans le procédeé de
purification. Le fractionnement de E1 (10 ml) abutanol (voir paragraphe 2.2.2.2.1, p. 11)
aboutit a deux extraits :

- la phase organique de couleur marron clair estjt@ sur les souris testées ;

- la phase aqueuse de couleur marron est toxiquiessouris testées, elle est moins
toxique que la phase organique.

Cette méthode s’est avérée performante mais el@as été retenue dans le protocole
définitif pour des raisons d’économie de solvanbuBl avons adopté a sa place le
fractionnement par I'acétate d’éthyle décrit plasit

Le procédé de purification adopté est réesumé siigilae 3 (p. 23)
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3.2.1. Rendement de purification

A partir de la poudre de feuilles pesant 509, Ed¢ d’évaporation de I'extrait E2
pése 0,0906 g et celui de I'extrait E3 0,295 g.shites rendements en toxines calculés selon
la formule donnée au paragraphe 2.2.4 (p. 12),respectivement de 0.18% et 0,59%.
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Figure 3: Schéma récapitulatif de I'extraction et de laifozation
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3.3- ETUDE DE L'HOMOGENEITE DES EXTRAITS

L’évolution de ’lhomogénéité des extraits au codes étapes de fractionnement a été
appréciée par CCM dans le systeme BAE (60/20/20)qp

Le chromatogramme est révélé par observation sds 254 nm puis 366 nm. A
cette derniére longueur d'ondes, des taches floentss ont été observées. Des bandes
apparaissent pour les extraits EB, E1, FA et E2 a@gpectivement 5, 4, 2 et 1 bandes.

Une révélation par le réactif a la vanilline suifue est ensuite pratiquée. L'EB
présente cinq bandes majeures révélables par ciif etd’'E1 en présente quatre, alors que la
fraction agueuse FA n’en comporte que deux etr&txE2 une seule.

Le fractionnement par 'acétate d’éthyle a élimitedix bandes, et apres la dialyse, E2
ne possede plus qu’une bande.

Ainsi, la purification a permis d’éliminer trois bdes majeures contaminantes.

EB El FA E2
B/A/E (60/20/20), révélation sous UV 254 nm
Figure 4: Chromatogramme montrant I'évolution de I'homogéhédes divers

extraits.
EB : extrait brut

E1l : extrait issu du traitement par la chaleur

24



FA : fraction aqueuse de I'acétate d’éthyle

E2 : adialysat obtenu par dialyse de FA

3.3.2. Caractérisation chimique

3.3.2.1- Propriétés physico-chimiques

Le procédé de purification nous a permis de dédagegropriétés physico-chimiques
des molécules actives présentes dans les feudlestie plante. Celles-ci sont :

- thermostables car elles résistent au chauffagg#6®@ et a des opérations de
congélation et decongélation répétées ;

- solubles dans les solvants polaires tels que kgdéthanol ;

- solubles dans les solvants peu polaires telsl@oétate d’éthyle, le n-butanol ;

- capables de traverser la membrane de dialyseudle6®00-8000 Da ;

- de godt amer et de couleur marron.
3.3.2.2- Nature chimique

Les résultats du criblage phytochimique de l'extkaut et I'extrait purifié E2 sont
récapitulés dans le tableau 3, (p. 27). Celui-chim®la nature des principes et permet de
comparer les composeés présents dans ces 2 extraits.

Ainsi, 'EB et 'E2 ont tous les deux réagi poséiment aux tests des tanins et
polyphénols, des désoxyoses, des flavonoides etodathocyanes, des stéroides et

triterpénes et des stérols insaturés.
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Tableau 2: Résultats du criblage phytochimique de I'extbaiit (EB) et I'extrait E2

_ o _ Réactions
Famille chimique Tests Observations
EB E2
MAYER Pas de précipité _ _
ALCALOIDES DRAGENDORFF Pas de précipité _ _
WAGNER Pas de précipité _ _
SAPONOSIDES Test de mousse Pas de mousseg _
Gélatine Floculation blanche + +
TANINS ET _ S
Gélatine salée Précipitation blanche  + +
POLYPHENOLS _ o
Chlorure ferrique Précipitation verte + +
. Pas de coloration
ANTHRAQUINONES BORNSTRAGER _ _
rouge
Anneau pourpre a
DESOXYOSES KELLER-KILIANI . + +
l'interface
IRRIDOIDES HCI a chaud Pas de précipité | _
FLAVONOIDES ET WILSTATER Coloration rouge + +
LEUCOANTHOCYANES | BATE-SMITH Coloration rouge + +
STEROIDES LIEBERMANN- Anneau rouge violet N
TRITERPENES BURCHARD a l'interface
Anneau rouge a + +
STEROLS INSATURES | SALKOWSKI _ %
l'interface

- (-): Réaction négative ; (+) : Réaction positive

4-DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

L’étude chimique effectuée précédemment nous aipaiten montrer que les feuilles
dePsorospermum androsaemifoliwmantiennent des principes toxiques.

Différentes méthodes ont été réalisées pour lgaiext@ partir de la poudre de feuilles
seches. La méthode d’extraction a froid a été asopbur la suite des travaux car I'extrait
brut obtenu par cette méthode montre les meillecaesctéristiques : aspect limpide, meilleur

rendement, temps de survie le plus court.
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A partir de l'extrait brut agueux a froid (EB), uprocédé de fractionnement
comprenant dans l'ordre : un traitement par la elmal un fractionnement par l'acétate
d’éthyle, et une dialyse a été établi. Les rendeésen toxines sont de 0,18% pour I'adialysat
(extrait E2) et de 0,59% pour le dialysat (extE#).

Les propriétés physico-chimiques des principegsactontrent qu’ils sont :

- thermostables car ils résistent au chauffage°@ @6 a des opérations de congélation

et décongélation répétées. lls ne sont donc pastdee protéique.

- solubles dans les solvants polaires tels quel l&gd’éthanol et dans les solvants peu
polaires tels que l'acétate d’éthyle et le n-batarEn outre, ils sont en partie capables de
traverser la membrane de dialyse de seuil 6000-8)0mais une autre partie de l'activité
reste dans la membrane. Des recherches plus apgiedomontreront s’il s’agit de principes
différents ou d’'une partition des mémes principes.

Au niveau des extraits E2 et E3, la faible actiaitéimicrobienne (voiau paragraphe
... p...) fait penser a une synergie entre les composésemi® dans I'extrait précédent
(fraction aqueuse de l'acétate d’'éthyle), mais sifsstances actives ont été séparées par la

dialyse.

D’aprés les résultats du criblage phytochimiqus,dgtraits EB et E2 de feuilles de
cette plante contiennentt des molécules qui paemtdtre :

- des flavonoides et des leucoanthocyanes : cerigirres composés sont connus pour
leur propriétés anti-bactériennes (BRUNETON, 1993)

- des stéroides ou triterpénes et des stéroluiresat

- des stérols insatureés;

- des tanins et polyphénols : les phénols sontdésmfectants de premier ordre, ils
détruisent les germes microbiennes de l'air, del&e. Les tanins sont des astringents
toniques. Les phénols sont des poisons mais leigiodm est le sucrate de chaux.

- des désoxyoses ;

Ainsi, les principes actifs de feuilles de notrare pourraient étre des hétérosides
dont la génine serait un flavonoide, un stéroidestarol insaturé ou triterpéne ou encore un
polyphénol.

Les alcaloides n’ont pas été observés dans lesitsxdestés.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE BIOLOGIQUE

I-INTRODUCTION

Dans cette deuxieme partie, I'activité de I'extdaitt (EB) et de I'extrait purifié E2
sur les souris et les germes microbiens a étéiétabl
La toxicité a été observée a l'aide d’'un test g dnimaux a sang chaud : les souris

blanchesMus musculus

L’activité antibactérienne a été testée par la outhde diffusion en gélose et la CMI

des extraits a été déterminée en milieu solidigjeide.

2-MATERIELS ET METHODES

2.1-MATERIELS
2.2.1. Les souris

Des souris blanchedM(s musculusde race Tana Swiss stabilisée depuis plusieurs

années a l'Institut Pasteur de Madagascar (IPM} sitifisées comme représentants des
animaux a sang chaud.

Elles sont élevées a I'animalerie du département.

2.1.2. Les souches bactériennes

Cing souches bactériennes ont été utilisées pautelsts d’activité antibactérienne
(tableau 4 ci-dessous).

Tableau 4 Les souches utilisées

SOUCHE FORME
Vibrio harveyi vibrion
Vibrio fischeri vibrion

Salmonella typhimurium bacille
Escherichia coli bacille
Saphylococcus aureus coque
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2.1.3. Les milieux de culture

2.1.3.1- Les milieux solides

Deux milieux solides ont été utilisés pendant cétigle :

- milieu de MUELLER-HINTON : un milieu solide de mrpue Liofilchem. Il permet
la culture des bactéries telles dtscherichia coli, Salmonella typhymurium, Staphgtmus
aureus ;

- milieu MARINE AGAR : un milieu solide de marqueifBo. Il est utilisé pour
cultiver les bactéries marines hétérotrophes telley/ibrio harveyi, Vibrio fischeri.

Le milieu préparé est stérilisé a l'autoclave a°2pendant 50 min, ensuite coulé
dans de boites de Petri stériles de 90 mm de diamBépaisseur de la gélose doit étre au 1/3
de la hauteur de la boite. Apres séchage a la tatypé ambiante, les boites sont conservées
a +4°C.

2.1.3.2- Les milieux liquides
Les milieux liquides utilisés sont :

- le bouillon nutritif qui sert a la conservatiohla culture des souches. Il permet le
développement et la croissance des bactéries gprésentent pas d’exigence particuliére
commeStaphylococcus aureuSscherichia coliSalmonella typhimurium

- le milieu ZOBELL utilisé pour I'étude de la cremnce bactérienne et des effets de
substances sur les microorganismes. Ce milieu pderagveloppement des bactéries telles

gue les vibrions.

La composition de ces différents milieux est trae@ annexe IV et leur préparation
en annexe VII.

2.1.3.3- Les disques utilisés pour I'antibiogramme

Les disques utilisés sont en papier filtre. lls 6mtm de diameétre et sont fournis par

Biomérieux.
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2.2-METHODES

2.2.1-Estimation de la toxicité sur souris

Généralement, la toxicité d'un extrait est estimgegr administration par voie
intrapéritonéale (IP), d’'un volume égal a 0,3 muip@5 g de souris. Deux lots homogénes
comprenant chacun 3 souris de méme sexe sontéstillses souris du premier lot sont
destinées au test tandis que chaque souris duedeentot servant de témoin recoit 0,3 ml de
sérum physiologique. Les symptémes apparaissanapetiexpérience qui dure au moins 24

h sont tous notés.

2.2.2-Méthodes microbiologique

2.2.2.1-Stérilisation

Afin d’éviter toute contamination :

- les milieux de culture, les disques et les cateemicropipette sont stérilisés a
l'autoclave (WEBECO) a 121°C pendant 30 min ;

- la verrerie et les pinces sont stérilisées auve (JOUAN B 463) a 180°C
pendant 60 a 90 min. ;

- la paillasse de travail ainsi que les mains dmipulateur sont nettoyées
préalablement a 'alcool ;

- les manipulations sont effectuées entre deumrfias de bec de Bunsen.

2.2.2.2-ldentification de la souche bactérienne pda coloration GRAM

2.2.2.2.1Principe

Il est basé sur la propriété tinctoriale de la pdes bactéries. La coloration de GRAM
consiste a faire agir sur les bactéries préalabieriveées sur une lame le colorant Cristal
violet dont I'action est renforcée par le lugolnai traitées toutes les bactéries se colorent en
violet. Dans un deuxieme temps, elles sont décetop@r un solvant, habituellement I'alcool
et/ou I'acétone. Certaines bactéries gardent laratibn violette et sont dites GRAM positif,
et les autres se décolorent, sont appelées GRARkiIhég

La paroi représente le support de certains coastisuantigéniques des bactéries ; la
propriété tinctoriale des germes dépend de cestiteads. Les bactéries GRAM négatif
laissent passer la coloration du colorant cristalev lorsqu'on fait agir I'alcool et/ou
'acétone. Cette sortie de colorant se fait parligisles abondants dans la paroi d'ou la

décoloration des bactéries GRAM négatif.
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2.2.2.2.2Mode opératoire

a) Préparation et fixation des souches bactériennes

Une colonie isolée est prélevée a l'aide d’une alesplatine, puis mise en suspension
dans trois gouttes d’eau distillée. Une gouttealsuspension obtenue est étalée en couche
mince sur une lame propre. Le frottis déposé edtés@ar passages rapides de la lame au

dessus de la flamme d’'un bec Bunsen.
b) Coloration-décoloration-recoloration

La lame avec frottis est ensuite colorée par lest@riviolet pendant une minute et
rincée doucement a 'eau ;

- elle est recouverte d’une solution de lugol perdame minute ;

- la lame est ensuite décolorée par I'alcool/actturant 30 s ;

- aprés rincage a l'eau, la lame est recolorédgaafranine pendant une minute. La
préparation est de nouveau lavée a I'eau puis sémfitée deux feuilles de papier filtre.

Les résultats sont observés au microscope, agfossissement (OLYMPUS CH 20,
objectif & immersion, G x 100) :

- les bactéries GRAM+ apparaissent violettes ;

-les bactéries GRAM- apparaissent roses apresatmoravec la safranine.
2.2.2.3-Test d’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est étudiée a l'aideldeméthode de diffusion en milieu

gélosé ou méthode des disques.
2.2.2.3.1Principe

Le test consiste a déposer des disques imprégngas duantité définie d’antibiotique
a la surface du milieu gélosé préalablement ensedn@vec une suspension de bactéries.

L’antibiotique diffuse au sein de la gélose en wtéautour des disques une zone
circulaire d’inhibition de croissance appelée hdlimhibition ou auréole d’inhibition. Dans
cette zone, les concentrations de l'antibiotiqueniduent du centre de dépdt vers la
périphérie.

Le diametre du halo d’inhibition varie en fonctida degré de sensibilité de la bactérie
a I'antibiotique (DUVAL et SOUSSY, 1991 ; FERRON).
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2.2.2.3.2Mode opératoire

a) Préparation de I'inoculum

A partir des tubes de conservation, les différestagches bactériennes sont repiquées
par la méthode des stries sur des boites de Raitemant le milieu adéquat (milieu de
MUELLER-HINTON pour Escherichia coli Salmonella typhimuriumet Staphylococcus
aureus; et milieu MARINE AGAR pourVibrio fischeri et Vibrio harvey). Les boites sont
ensuite incubées a I'étuve a 37°C pendant 24 h scinerichia coli, Staphylococcus aureus
Salmonella typhimuriunet a la température ambiante pendant 48 h pfihnio fischeriet
Vibrio harveyi,afin d’obtenir une culture jeune et des colonsedées.

Une colonie de bactérie prélevée a l'aide d’uneeatérile est homogénéisée dans 10
ml d’eau physiologique (solution de NaCl 0,9%) gu@&ke de maniere a obtenir une densité
optique (DO) égale & 0,125 & 600 nm (DO équivaietf bactéries /ml). La suspension ainsi

obtenue servira d’'inoculum pour 'ensemencementesuboites de Petri.
b) Ensemencement

La surface entiére de la gélose est inondée avmxlilum. L'exces est aspiré a l'aide

d’'une micropipette. Les boites sont ensuite séchdésuve a 37°C pendant 15 min.
c) Dépots des extraits a tester

20 ul de solution a tester sont déposés a l'aideedmicropipette sur les disques pour
antibiogramme. Aprés séchage a I'air libre, legjues sont déposés a la surface de la gélose

dans les boites ensemencées.
d) Incubation

Les boites ensemencées aveescherichia coli Salmonella typhimurium
Staphylococcus aureusont incubées a 37°C pendant 24 h, tandis quescallecVibrio

fischeriet Vibrio harveyisont incubées a la température de laboratoireZ2peéndant 48 h.
e) Lecture des résultats

Les résultats sont lus en mesurant le diametre a®rie d’'inhibition avec une régle

graduée. lls sont exprimés par référence aux noutilesees a I'lPM (tableau 4, p. 33).
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Tableau 4: Normes utilisées pour la lecture des résultats

Diametre du halo (X) Résultats Sensibilité du germe
X <7 mm - Insensible
7mm<X<8mm + Assez sensible

8mm<X<9mm ++ Sensible
X>9 mm +++ Tres sensible

2.2.2.4. Détermination de la CMI

La concentration minimale inhibitrice (CMI) estéus faible concentration d’extrait
antimicrobien capable d’inhiber toute croissancgble aprés un temps d’incubation de 24 h.
La CMI a été déterminée sur le germe le plus sénsib milieu solide et liquide.

Pour le test en milieu solide, la manipulation kstméme que celle pour le test
d’activité antibactérienne (8§ 2.2.3, p. 32).

Pour le test en milieu liquide, la manipulationfi@etue comme suit :

2.2.2.4.1Relancement de la culture bactérienne

A partir des tubes de conservation, la souche hanté®e est repiquée sur le milieu
adéquat par la méthode de stries, puis incubéeldart®nditions voulues afin d’obtenir une

culture jeune et des colonies isolées.

2.2.2.4 2Préparation de l'inoculum

Une colonie isolée du germe a étudier est prélévdaide d'une anse stérile et
homogénéisée dans du milieu liquide. L’homogénatiresibé pendant 24 h a 37°C pour
avoir une pré-culture.

Cette pré-culture est diluée de maniere a obter@rdensité optique initiale de 0,002 a

600 nm. Elle sert d’'inoculum.

2.2.2.4 . 3Préparation de la gamme de concentrations de di¢xtitester

La fraction a tester sous forme de poudre est 85é® dans de I'eau distillée de
facon a avoir une solution-mere de 100 mg/ml.

L’extrait ainsi obtenu est ensuite stérilisé (voiéthode au § 2.2.2.1, p. 3). La gamme
de concentrations est préparée dans des tubeai&Esdes par des dilutions en cascade de la
solution-mére (coefficient de dilution %2) pour avdes concentrations allant de 3,125 mg/mi
a 100 mg/ml.
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2.2.2.4.4mnoculation

L’inoculum (1 ml) est introduit dans une série dke tsibes numérotés de 1 a 6 et le
dernier est le tube « témoin » (T). Dans chaque agb ensuite ajouté 1 ml d’extrait a étudier
de concentrations (différentes allant de 3,125 @ d@/ml). Le tube témoin recoit 1 ml
d’'inoculum puis 1 ml du milieu non contaminé.

La DO finale est de 0,001 dans chaque tube. Lepramiers tubes (1 a 6) appelés
« tubes expérimentaux » et le dernier tube (T) obet«témoin » sont incubés a la

température adéquate dans une bain-marie agité.

2.2.2.4 5Lecture des résultats

Elle est effectuée apreés l'incubation par la mesieréa DO de chaque tube a 600 nm.
La valeur obtenue pour le tube témoin représent@?dl@e survie. Les valeurs
obtenues pour les six autres tubes (« tubes expetaux ») sont par la suite exprimées en

pourcentage de survie par rapport au tube témoin.

La CMI correspond a la plus petite concentration aec une DO corrrespondant a

I'absence de croissance bactérienne.
3-RESULTATS
3.1-EFFETS SUR LES SOURIS

La toxicité de I'extrait brut (EB) et de la fraaticaqueuse (FA) du traitement par
I'acétate d’éthyle a été évaluée en observant leffiess sur souris.

Description des symptomes :

L’administration de I'EB et de la FA a la concetiva 100 mg/ml par voie IP
provoque chez la souris les symptémes suivants :
- juste apres linjection, les souris présentent umement de I'abdomen, des
contorsions abdominales et elles trainent leutepabstérieures ;
- apres 2 min, les souris marchent en contractamiahe et leur queue est tendue ;
- ala dixieme minute, il y a augmentation du rythmregpiratoire qui s’accentue plus
en plus ; des convulsions des pattes postériepaaissent ; les poils se dressent

(piloérection) ; la queue est perpendiculaire apso
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- 20 min apres, de fortes convulsions apparaissers, [ps souris sont paralysées.

Enfin, elles meurent par asphyxie.

Remarques:

- les souris injectées de ces extraits dilués 8 6y 10 fois, présentent les mémes
symptémes que celles injectées des extraits caigse(t00 mg/ml), cependant ces
symptémes sont Iégers et elles reprennent leurrappa normale apres quelques
heures. Elles meurent toutefois aprés un délaiguusoins long selon la dose ;

- les autres extraits obtenus (dialysat et adialygmgvoquent des symptomes

d’intoxication tres légers et les temps de sureigt lus longs.

Exceptions:
- pour la fraction aqueuse (FA) a la concentratiod h@/ml, les souris présentent des
oedemes sur les pattes, elles ne supportent pasikre, leur téte tremble ;
- avec le dialysat et adialysat (100 mg/ml), les isowrinent beaucoup, elles

présentent une exophtalmie et des oedemes suattes.p

Le tableau 5 montre les differences de temps dé@esde la souris apres le test de

toxicité des différents extraits :

Tableau 5 :Récapitulation de temps de survie apres le teBbdeité sur souris

Extraits . .

EB El FA FO Dialysat | Adialysat
(100 mg/ml)
Temps de survie | 30 min a 1h 1h 20min 30min +de24h 1lh

D’aprés ces résultats, c'est I'extrait FA qui estplus toxique sur les souris, compte

tenu du temps de survie.
3.2-IDENTIFICATION DES SOUCHES BACTERIENNES

A l'aide de la coloration de GRAM, les cing souchts bactéries qui ont servi de
germes-tests ont été identifiées et leurs caractérerphologiques sont résumeés dans le

tableau 6 ci-dessous :
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Tableau 6: Caractéres morphologiques des souches bactése&ntndiées

Souche bactérienne GRAM | Morphologie
Staphylococcus aureus + Coque
Escherichia coli - Bacille
Salmonella typhimurium - Bacille
Vibrio harveyi - Vibrion
Vibrio fischeri - Vibrion

3.3- EFFETS DES DIFFERENTS EXTRAITS SUR LES BACTERIES

3.3.1. Effet des extraits bruts

L’activité antibactérienne des différents EB obteawpartir des feuilles/¢ir & , p. )
a ete testée pour déterminer la meilleure méthaaédrection.

Les résultats des tests pour 'EB aqueux a froidles difféerents germes-tests sont
réesumes dans le tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7 : Activité antibactérienne de I'extrait brut aqueukoid (100 mg/ml)

L Diametre des halos o
Souche bactérienne GRAM o Sensibilité
d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus + 13 T+
Salmonella typhimurium - 6 -

Escherichia coli - 13 4+
Vibrio harveyi - 11 T+
Vibrio fischeri - 15 T+

(-) absence d’activité antibactérienne ou inseasibl
(+) germe assez sensible ; (++) germe sensible+)(germe trés sensible

L’activité antibactérienne de 'EB aqueux a chawdngentration 100 mg/ml) est

résumée dans le tableau 8 ci-dessous.
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Tableau 8: Activité antibactérienne de I'extrait brut agueuchaud (100 mg/ml)

o Diamétre des halos .
Souche bactérienne GRAM o Sensibilité
d’inhibition (mm)

Staphylococcus aureus + 9 ++
Salmonella typhimurium - 6 -
Escherichia coli - 9 ++
Vibrio harveyi - 8 +
Vibrio fischeri - 8 +

(-) germe insensible ; (+) germe assez sensibie);derme sensible

L’activité antibactérienne de I'EB hydroéthanoligqé®% (concentration 100 mg/ml) est

résumée dans le tableau 9 suivant.

Tableau 9: Activité antibactérienne de I'extrait brut hyétbanolique 75% (100 mg/ml)

' Diameétre des halos o
Souches bactériennes GRAM o Sensibilité
d’inhibition (mm)

Staphylococcus aureus + 11 +++
Salmonella typhimurium - 6 -

Escherichia coli - 10 +++

Vibrio harveyi - 9 ++

Vibrio fischeri - 9 ++

(-) germe insensible ; (++) germe sensible ; (+geme trés sensible

Conclusions :
L’EB aqueux a froid montre la meilleure activitésad-vis des souches bactériennes
testées. Ainsi I'avons-nous choisi pour la suitd'éede.

Notons queSalmonella typhimuriurast résistante a tous ces EB.

3.3.2. Effets des extraits obtenus apres les étambsfractionnement sur les bactéries

Les différents extraits obtenus au cours des étdpda purification a partir de 'EB
agueux a froid ont été testés sur les germes-tastgésultats sont présentés dans les tableaux
9a13.

Le tableau 10 montre I'activité antibactériennd’extrait obtenu apres traitement par

la chaleur (extrait E1, concentration 100 mg/ml).
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Tableau 10 :Activité antibactérienne de I'extrait E1 (100 m¢ym

. Diametre des halos o
Souches bactériennes GRAM o Sensibilité
d’inhibition (mm)

Staphylococcus aureus + 13 F++
Salmonella typhimurium - 6 -

Escherichia coli - 11 44

Vibrio harveyi - 10 4+

Vibrio fischeri - 11 4+

(-) germe insensible ; (+) germe assez sensible ;)(germe tres sensible
Le tableau 11 montre l'activité antibactérienne ldefraction aqueuse (FA) du

traitement par I'acétate d’éthyle (concentratiof big/ml).

Tableau 11: Activité antibactérienne de la fraction aqueus&)((100 mg/ml)

L Diametre des halos o
Souches bactériennes GRAM o Sensibilité
d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus + 15 +++
Salmonella typhimurium - 6 -
Escherichia coli - 14 4+
Vibrio harveyi - 12 +++
Vibrio fischeri - 15 4+

(-) germe insensible ; (++) germe sensible ; (+gefme trés sensible

Le tableau 12 montre Il'activité antibactérienne ldefraction organique (FO) du

traitement par I'acétate d’éthyle (concentratiof hg/ml).
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Tableau 12: Activité antibactérienne de la fraction organige®) (100 mg/ml)

o Diamétre des halos .
Souches bactériennes GRAM o Sensibilité
d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus + 13 ++
Salmonella typhimurium - 6 -
Escherichia coli - 13 ++
Vibrio harveyi - 12 ++
Vibrio fischeri - 14 +++

(-) germe insensible ; (++) germe sensible ; (+gefme trés sensible

Le tableau 13 montre I'activité antibactériennedéalysat (concentration 100 mg/ml).

Tableau 13 Activité antibactérienne du dialysat ou E3 (106 ml)

Diametre des halos

Souches bactériennes GRAM Sensibilité
d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus + 10 +++
Salmonella typhimurium - 6 -
Escherichia coli - 9 ++
Vibrio harveyi - 9 ++
Vibrio fischeri - 10 + ++

(-) germe insensible ; (++) germe sensible ; (+gefme trés sensible

Le tableau 14 montre lactivité antibactérienne laalialysat (concentration 100

mg/ml).

Tableau 14: Activité antibactérienne de I'adialysat ou E2@Iig/ml)

Diametre des halos

Souches bactériennes GRAM Sensibilité
d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus + 10 +++
Salmonella typhimurium - 6 -
Escherichia coli - 9 ++
Vibrio harveyi - 9 ++
Vibrio fischeri - 10 +++
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(-) germe insensible ; (++) germe sensible ; (+geme trés sensible

3.3.3-Récapitulation des activités antibactériennedes différents extraits obtenus

Le tableau 15 récapitule I'activité des différemtstraits obtenus sur les germes

utilisés.

Tableau 15: Récapitulation des activités antibactériennes ddférents extraits

(concentration 100 mg/ml) sur les souches diff@gnt

Staphylococcus o L . L :
Escherichiacoli | Vibrio harveyi Vibrio fischeri
EXTRAITS aureus
Diametre Diameétre Diametre Diameétre
Sensibilité Sensibilité Sensibilité Sensibilité
(mm) (mm) (mm) (mm)
EB aqueux a froid 13 +++ 13 +++ 11 +++ 15 +++
Extrait E1 13 +++ 11 +++ 10 +++ 11 +++
Fraction organique FO 13 +++ 13 +++4 12 +++ 14 ++H+
Fraction aqueuse FA 15 +++ 14 +++4 12 ++i+ 15 +H+
Dialysat (E3) 10 +++ 9 ++ 9 ++ 10 +++
Adialysat (E2) 10 +++ 9 ++ 9 ++ 10 +++

(++) germe sensible ; (+++) germe trés sensible

Ces résultats montrent que :

issus des étapes de la purification ;

fischeri sont les plus sensibles (diamétre des halb8 mm).

La croissance de 4 bactéries sur les 5 testéexfestée par les différents extraits

les bactéries GRAM +Staphylococcus aureus et la bactérieGRAM - Vibrio

La fraction aqueuse (FA) du traitement par I'actdtethyle donne les meilleurs

résultats par rapport a la fraction organique (FOgst pourquoi elle a été choisie pour la
suite de la purification.

En outre, cette fraction FA a été utilisée poudéermination de la CMI, car elle
donne aussi les plus diametres des halos d'inbibids plus élevés.

Les résultats des tests précédents sur les 5 sbacheprésentés sur les figures 5 a 8.
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Figure 5 : Effets des différents extraits sstaphylococcus aureus

1 : EB (extrait brut) 4 : FA (fraction aqueuse)
2. E1 (extrait aprés traitement par 5: A (adialysat E2)
la chaleur) 6 : D (dialysat E3)

3 : FO (fraction organique)

Figure 6 : Effets des différents extraits dhascherichia coli

1 : EB (extrait brut) 4 : FA (fraction aqueuse)
2 : E1 (extrait par traitement par la chaleur) 5: A (adialysat E2)
3 : FO (fraction organique) 6 : D (dialysat E3)
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Figure 7: Effets des différents extraits sdibrio harveyi

1 : EB (extrait brut) 4 : FA (fraction aqueuse)
2 : E1 (extrait par traitement par la chaleur) 5: A (adialysat E2)
3 : FO (fraction organique) 6 : D (dialysat E3)

Figure 8: Effets des différents extraits suibrio fischeri

1 : EB (extrait brut) 4 : FA (fraction aqueuse)
2 : E1 (extrait par traitement par la 5: A (adialysat E2)
chaleur 6 : D (dialysat E3)

3 : FO (fraction organique)
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3.4-DETERMINATION DE LA CMI

La CMI a été déeterminée swuibrio fischeri qui d’apres les tests en milieu solide s’est
montrée la plus sensible aux extrais issus derfigation de 'EB aqueux a froid des feuilles
de Psorospermum androsaemifolium. Les tests ont été effectués en milieu liquideeret

milieu solide (voir méthode au § 3.2.4, p. 34).

3.4.1- CMI en milieu solide

La CMI a été évaluée en milieu solide pour lesatdrEB, E1, FA (fraction aqueuse),
I'adialysat et dialysat (tableaux 16 a 19).

La CMI est la plus faible concentration donnant unhalo d’inhibition de 7 mm.

Tableau 16: Résultats de la détermination de la CMI en mielide de I'extrait brut

agueux a froid

Concentration de 'EB
100 50 25 12,5/ 6,79 3,125
(mg/ml)
Activité + + + + - -
Diametres de halo (mm) 15 13 11 9 7 6

Tableaul7 :Résultats de la détermination de la CMI de I'akf4

Concentration de 'E1
100 50 25 12,5/ 6,75 3,126
(mg/ml)
Activité + + + + - -
Diamétres de halo (mm) 15 12 11 9 7 6

Tableaul8: Résultats de la détermination de la CMI de latfom aqueuse FA

Concentration de la FA

100 50 25 12,5/ 6,75 3,125
(mg/ml)
Activité + + + + - -
Diametres du halo (mm) 15 13 10 8 7 6

Le tableau suivant montre l'activité antibactérieme I'adialysat et du dialysat :
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Tableau 19 :Résultats de la détermination de la CMI de l'agiat E2 et du dialysat

E3
Concentration d’extrait A et
100 50 25 12,5 6,75 3,126
D (mg /ml)
Activité + + + - -
Diametre du halo (mm) 10 10 9 8 6

La fraction aqueuse d’acétate d’éthyle est préférpbur déterminer la CMI, puisque

les résultats obtenus avec les produits de la eélernétape de fractionnement (adialysat-

dialysat) ont été trés faible.

Ces résultats montrent que la CMI sur le milieu satle correspond a la

concentration 12,5 mg/ml pour tous ces extraits

3.4.2—La CMI en milieu liguide

La CMI a été déterminée en milieu liquide selonméthode décrite au paragraphe

3.2.3 (p. 30)Vibrio fischeri germe le plus sensible, a été utilisé. La fractiqueuse FA a été

choisie car elle s’est montrée la plus active.

Le tableau 20 suivant montre les résultats obtenus.

Tableau 20 :Résultats de la détermination de la CMI de la foacaqueuse FA sur

Vibrio fischerien milieu liquide

Tube n° T 1 2 3 4 5
Concentration de FA

0 50 25 12,5 6,75 3,125
(mg/ml)
DO at=0a600nm 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
DO at=24ha600nm 0,018 0,005 0,007 0,009 0,019 0,019

La CMI correspond a la concentration 12,5 mg/ml avec la DO = 0,009 ouyl a

inhibition de la croissance bactérienne
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4- DISCUSSION ET CONCLUSION

Les principes actifs présents dans les feuillesPderospermum androsaemifolium
montrent une activité toxique.

L’extrait brut (EB), I'extrait E1 obtenu par trament par la chaleur, les fractions
agueuse et organigue (FA, FO) du traitement paélae d’éthyle, le dialysat et I'adialysat a
une concentration 100 mg/ml sont tous toxiquedesusouris mais seulement les temps de le
plus court sur les souris testées par rapport atresextraits utilisés, donc elle présente la
plus forte toxicité.

Les principaux symptdmes d’intoxication provoqués yoie IP par I'extrait brut et la
fraction aqueuse chez la souris sont principalef@mgmentation du rythme respiratoire, les
contorsions abdominales, la piloérection, I'exophte, les convulsions. Ces manifestations
suggerent que les principes actifs contenus danexteaits pourraient étre des neurotoxines.

L’accélération du rythme respiratoire pourrait pailleurs traduire un effet

cardiotoxique.

Les résultats des tests d’activité de nos diffisrextraits sur 5 bactéries (1 bactérie
GRAM négaitif et 4 bactéries GRAM positif) ont mantjue :
- la croissance de 4 bactéries sur les 5 testéash@ste par les différents extrajts
- Staphylococcus aureust Vibrio fischeri sont les plus sensibles aux différents
extraits (diamétre de halo supérieur ou égal g 10)
- Escherichia coliet Vibrio harveyiprésentent une sensibilité moyenne vis-a-vis des
différents extraits (diametre de halo entre 9 eti) ;
- par contre,Salmonella typhimuriumésiste a tous les extraits, cette bactérie est
insensible aux principes toxiques des feuille®slerospermum androsaemifolium
En outre, la fraction aqueugEA) est la plus active sustaphylococcus aureust
Vibrio fischeri
Il faut aussi noter que l'adialysat et le dialypaésentent une faible activité vis-a-vis
d’Escherichia coliet Vibrio harveyi
La CMI en milieu solide suYibrio fischeriest 12,5 mg/ml pour tous les extraits. De
méme, la CMI en milieu liquide de I'extrait FA a&étvaluée a 12,5 mg/ml.
Ces extraits sont donc moins actifs que I'extraiit b’Acridocarpus excelsugui
montrent une CMI de 8,43 mg/ml sur le méme gernB0@ULLAHI, 2009).
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lIs sont par contre plus actifs que I'extrait bdet Macaranga alnifolia qui montrent
une CMI de 16,06 mg/ml sur le méme germe (DJAZAR0

D’apres le criblage phytochimique, les extraitst@ment des stéroides ou triterpenes
et des stérols insaturés: d'apres la littératueetats terpenes possédent une activité
antimicrobienne et jouent un rdle important dansdédense contre les microorganismes
(BRUNETON, 1987).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les expériences réalisées sur les feuillesPderospermum androsaemifoliuamt

permis de :

mettre en évidence l'activité toxique des extrdis feuilles sur les souris ainsi que

leurs effets antibactériens ;

cerner la nature chimique des principes actifs ;

obtenir des informations qui pourront étre utils@edes fins utiles sur la plante.

Les perspectives de cette étude sont :
- Ilisolement des molécules actives présentes damsfdeilles dePsorospermum
androsaemifolium ;
- l'approfondissement des propriétés antibactérieehés recherche d’autres activités
biologiques ;

- I'étude du mécanisme d’action des principes actifs.
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ANNEXES

ANNEXE | : Description botanique dePsorospermum androsaemifolium

Plante : Arbustede 1 a 5 m dans les lieux découverts, petit arbrgé @10 m dans les foréts, a
feuilles caduques ; jeunes pousses et infloressecmavertes d’'une pubescence ferrugineuse
courte, plus ou moins abondante, feuilles glabresuacomplet développemeriteuilles un
peu généralement noiratres au-dessus ; plus clairesouvent un peu ferrugineuses en
dessous, avec les nervures secondaires saillapé&mte de 5 a 15 mm, assez gréle, limbe
variable de formes et dimensions, ovale, oblondamgéolé, souvent atténué aigu vers les
deux extrémités, parfois plus obtus a la basezagsmd, a face inférieure sans ponctuations
bien visibles en lumiere directe, les points noifss sinus marginaux exceptes, les
ponctuations par contre souvent tres visibles aasparence, en rouge sur les feuilles jeunes,
en noir sur les feuilles adultes, puis, a la fisalyes ou invisibles.
Inflorescence: cymes terminaux, tres variables, pédonculéesesgiles (ramifiées dés la
base) plus ou moins denses ou laches, corymbifoouesmbelliformes. En général, fleurs
nombreuses (20 a 60) ; pédicelles de 2,5 a 6 miongde s’accroissant apres I'anthése ; fleurs
de 5-6 mm de londgsépales souvent obtus de 2,5 mm de long, un peu pubtssanla face
externe, immaculés ou plus souvent orn@étales: ordinairement ornés sur la moitié
supérieure, rarement immacul&amines: en nombre variable, ce nombre peut varier dans
une méme fleur ; antheres toujours dépourvuesatalgs noiresStyle: de 2 a 4 mm de long,
de forme soit brévistyle et longistyle peu nette.
Fruits : baies et résines globuleuses ou un peu turbipéesatres, ponctuées de rouge a
maturité. Baies comestibles, aromatiques recheschidout par les oiseaux.
Localisation : lieux découverts, rocailles ou foréts dense®t$ plus ou moins séches de 0
a 1 200 m daltitude ; floraison et fructificatio septembre- janvier.
Indication thérapeutique : les feuilles sont utilisées pour soigner les pigliou morsures
d’'insectes ou d’autres animaux ; elles sont amirbgiques et utilisées contre les désordres
intestinaux.
Mode d’emploi : on applique les feuilles sur la partie mordudanifusion des feuilles est
souvent administrée contre les désordres intestinau
Références : H01013

D1528/D1529 PERRIER de la BAEH1951)



NOMS VERNACULAIRES DE Psorospermum androsaemifolium
SELON LES GROUPES ETHNIQUES

ETHNIES NOMS VERNACULAIRES
Merina Tsifady, tsifadilahy
Sakalava Aleriky
Betsileo Fanera, fanerana, taimbitsina, hazomafa

Antemoro-antesaka
Sihanaka
Bezanozano

Betsimisaraka

Harongampanihy
Taimbitsy
Taimbintsy

harongampanihy

ka



(b) (d)

Figure 9 : Psorospermum androsaemifolium : échantillons de feuilles cueillis dans quatre
régions différentes : (a) Farafangana ; (b) Ant&ra(c) Périnet ; (d) Mandraka.



ANNEXE Il : Composition du réactif a la vanilline sulfurique

Vanilline 0,59
Acide sulfurique 100 ml
ANNEXE IIl_: Composition des réactifs pour les tests alcaloéd

Réactif de Mayer:

Chlorure de mercure 1,36 g

lodure de potassium 50

Eau distillée qg.s.p. 100 ml
Réactif de Wagner :

lodure de potassium 29

lode 1,27 g

Eau distillée gsp 100 mi

Réactif de Draggendorff: c’est un mélange de volume a volume de la swiufi et

solution B
SOLUTION A ;
Nitrate de bismuth 1,79
Acide tartrique concentré 209
Eau distillée gsp 30 ml
SOLUTION B :
lodure de potassium 19

Eau distillée gsp 40 ml




ANNEXE IV_: Composition des milieux de culture

Milieu de MUELLER-HINTON (Liofilchem) :

Extrait de viande 29
Peptone 17,5 ¢
Amidon 159
Agar 15¢g
Eau distillée 10 ml
pH=7,3a25°C

Milieu MARINE AGAR (Difco)
Peptone 500
Extrait de levure 10g
Citrate de fer 0,19
Chlorure de sodium 1,450
Sulfate disodique 3,244
Sulfate de calcium 1,80 ¢
Chlorure de potassium 0,55¢
Bicarbonate de sodium 0,16 g
Bicarbonate de potassium 0,08|g
Gélose 159
Chlorure de strontium 349
Acide borique 22,09
Silicate de sodium 4049
Fluorure de sodium 2449
Nitrate d’'ammonium 169
Phosphate disodique 8,0¢
Chlorure de magnésium 8,89

pH = 7,6+ 0.2



ANNEXE V : Composition du PBS (Phosphate Buffer Solution)

Chlorure de sodium 7,659

Phosphate disodique 0,72 ¢
Phosphate monosodique 0,21 (g
Eau distillée gsp 1000 mi

ANNEXE VI :

a- Composition de milieu ZOBELL (milieu liquide)

Extrait de levure lg
Peptone 49

Chlorure de sodium 309

Eau distillée gsp 1000 mi

pH = 7,4 avec la soude si nécessaire

b- Composition de bouillon nutritif (milieu liquide)

Peptone 109
Chlorure de sodium 50
Eau distillée 1000 mi

pH=7,4



ANNEXE VII_: Préparation des milieux

Préparation du milieu de MUELLER-HINTON (MH)

- Dissoudre 36 g de milieu déshydraté dans llitrauldistillée
- Chauffer le milieu jusqu’a dissolution entiere sue plaque chauffante toujours en
soumettant a une agitation magnétique

- Autoclaver a 121°C pendant 15 min.
Préparation du milieu MARINE AGAR (MA)

- Peser 55,1 g de milieu déshydraté pour un litraw@istillée
- Mélanger et chauffer sous agitation magnétiqueigonatsur une plaque chauffante

- Mettre a l'autoclave 121°C pendant 15 min.

Apres l'autoclavage, on fait le coulage, chaqueemilMH et MA est coulé dans les
boites de Petri ; sous un volume de 12,5 ml poerhgite, puis laisser quelgques minutes sur
la paillasse avant d’effectuer la pré-culture oltuca. Les milieux non utilisés sont conservés

au réfrigérateur a + 4°C.
Préparation du milieu ZOBELL

Dans 1000 ml d’eau distillée :

- mettre 1 g d’extrait de levure, 4 g de peptong0ley) de NaCl ;

- chauffer sous agitation magnétique sur une pladheiffante jusqu’a obtenir un
meélange homogene (ajuster a pH =7,4) ;

- autoclaver & 121°C pendant 15 min.

Préparation du bouillon nutritif

Dans 1000 ml d’eau distillée :

- mettre 10 g de peptone et 5 g de NaCl

- chauffer sous agitation magnétique sur une pladuaiffante jusqu’a obtenir un
mélange homogene (ajuster a pH = 7,4)

- autoclaver a 121°C pendant 15 min.

Le milieu liquide est conservé dans l'incubateur.
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antibacterial activity against Staphylococcus asy&scherichia coli, Vibrio harveyi and

Vibrio fischeri. Salmonella typhimurium proved imsgive to all extracts.

The MIC of extracts from leaves of Psorospermunr@saemifolium is 12.5 mg / ml
in solid medium for all extracts. This value is g&mne for FA in liquid medium.
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RESUME

Les feuilles dePsorospermum androsaemifoliumne Hypericacée endémique de
Madagascar, contiennent des principes actifs sswdas et des bactéries.

Un extrait brut aqueux de couleur marron, de @oder, obtenu par extraction aqueuse
a froid, a été purifié selon un protocole de paafion comprenant un traitement par la
chaleur, un fractionnement par l'acétate d'éthyleiree dialyse. Les rendements en toxines
sont de 0,18% pour l'adialysat (extrait E2) et ¢&906 pour le dialysat (extrait E3).

Les principes toxiques contenus dans les extraité thermostables, solubles dans
'eau, I'éthanol et dans les solvants peu polaietésque I'acétate d’éthyle et le n-butanol. lls
auraient un poids moléculaire inférieur & 6000-8020 lIs pourraient étre des hétérosides
dont la génine serait un flavonoide, un stéroidestarol insaturé ou triterpéne ou encore un
polyphénol.

Chez la souris, I'extrait brut et la fraction agse du traitement par I'acétate d’éthyle
(FA) (100 mg/ml) injectés par voie intrapéritonéald@rainent des symptéomes suggérant une
atteinte du systeme nerveux central et du systemgovasculaire.

Tous les extraits (100 mg/ml) obtenus au cours élapes de I'extraction et de la
purification exercent une activité antibactériesneStaphylococcus aurepisscherichia coli
Vibrio harveyiet Vibrio fischeri Salmonella typhimuriuns’est montré insensible a tous les
extraits.

La CMI des extraits des feuilles d&sorospermum androsaemifoliuest de 12,5
mg/ml en milieu solide pour tous les extraits. Eataleur est la méme pour FA en milieu

liquide.
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