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- INTRODUCTION

Madagascar est un des pays naturellement richgdaates meédicinales. Cette
richesse florale abrite environ 200 familles avactaux d’endémicité spécifique élevé
avoisinant les 80% (1). Cette flore caractéristiqu®cure aux malgaches leurs
matériaux de construction, leurs sources d’alinterizet de remeédes constituant ainsi
la pharmacie de la nature facilement accessible lpeaucoup d’entre eux. La médecine
traditionnelle tient une grande place pour la m#ode la population malgache en
termes de soin de santé primaire(2). Son coltedstiviement faible et son efficacité
n'est plus a démontrer. De plus, le co(t relativenédevé des médicaments de synthese
fait de cette médecine traditionnelle le soin deté&ale premier recours. Depuis une
décennie, on constate un regain d’intérét poureckttme de thérapie. Les plantes
médicinales sont la source potentielle de moléchiekgiguement actives utilisables
en thérapeutique; et on estime que 25 % des méditanmis sur le marché sont
d’origine naturelle (3) (4). L'OMS encourage towes Ipays a allier cette utilisation
traditionnelle des plantes médicinales a la médeomderne. Le code de la santé
malgache datant de 1962 et toujours en vigueurnéeojt pas l'utilisation des plantes
dans le systeme de santé national. Mais la situatituelle tend vers la reconnaissance
de cette thérapie. Actuellement, le Ministére de Santé Publigue malgache
recommande lui-méme d’allier l'utilisation de la gshhacopée traditionnelle aux
médicaments occidentaux. Trois commissions ontnétés en place afin d’assurer cette
complémentarité: la commission législation, la cdssion phytomédicament et la
commission pharmacopée (5,6). C’est ainsi quedanfare version de la Pharmacopée
Malagasy sous le nom de «Vers une Pharmacopée d&atag vu le jour. Ce premier
volume comporte une vingtaine de monographies aletgg médicinales de Madagascar
parmi lesquelles figure celle dgphloia theiformisune plante trés consommée par les
ménages malgaches qui l'utilisent sous forme dmésappelée communément « dite »
Cette plante entre dans la formulation de nombrepséparations a base de plantes
commercialisées comme le Fanazava®, produit faériqupar I'IMRA. Son
identification, surtout quand elle se présente $otme de poudre, ne figure pas dans le
premier volume de la Pharmacopée Malagasy. C'ast pette raison que nous avons

choisi Aphloia theiformis comme objet de ce travail intitulé «Contribution a



I'établissement de la monographie Alphloia theiformis. développement et validation
de méthode d’identification». De par sa complexitjlisation de plantes comme
moyens thérapeutique incite a la prudence et dokmnd connaissance de la plante.
Beaucoup de littératures scientifiques rapportesg dccidents toxicologiques faisant
suite a l'utilisation de la plante. Ces accidertstsdus a la mauvaise utilisation de la
plante, & des problémes de surdosage, a la maundéesification de la plante (7).

L’identification de la plante est un des critéresoaisidérer et a mettre en ceuvre
pour assurer la qualité de la plante médicinatbeetes produits dérivés.

Pour le cas déphloia theiformisobjet de cette étude, la caractérisation de son
principe actif, la mangiferine (ou aphloiol), dales feuilles ne suffit pas a garantir
I'identification. En effet, la mangiferine est peéde dans d’autres plantes telles que
Mangifera indica, certaines especes de caféier (Bar conséquent, deux plantes
contenant le méme principe actif, la mangiferingt, &¢é examinées dans cette étude :
Aphloia theiformis(Flacourtiaceae) éWangifera indica(Anacardiaceae). Si les deux
plantes sont faciles a identifier par leurs carast@hénotypiques, sous forme de poudre
et faute d'outils de vérification, il serait diffie de les distinguer, surtout si on ne
considére que la présence de la mangiferine.

Cette étude s’inscrit dans le cadre de I'assurgnedité des plantes médicinales et
de leurs produits dérivés en tant que produitsaieés Pour le cas des deux plantes
étudiées, des préparations médicamenteuses exssield marché : Fanazava® a base
deA. theiformis Vimang® a base dd. indica Cette étude est donc destinée a prévenir
une éventuelle falsification quand le produit séspnte sous forme de poudre et c’est
pour cette raison que la poudre des feuilleMdagifera indicaest étudiée en paralléle
avec celle deAphloia theiformis La garantie de la qualité des phytomédicaments
commence par le soin de la qualité des matierewmipres. Par ailleurs, une étude de
toxicité utilisant le test hémolytique a été faiteque la plante contient de saponines.

Ce travail a pour but de développer et de validee méthode d’analyse
qualitative d’identification dé\. theiformisen tant que matiere premiére. Les résultats
obtenus pourront étoffer la monographie de la plattserviront au contrdle de routine
des matieres premiéres et de leurs produits dérivés

La premiere partie de ce travail expose les géité€salsur la médecine

traditionnelle, les plantes et la méthode d’idecdtion. Cette partie est suivie de la



présentation des matériels et méthodes utilisésnnént ensuite les résultats et les
discussions. La conclusion et les perspectivesitenont le manuscrit. Les références

bibliographiques et webographiques sont mentionadagin de I'ouvrage.



[I- GENERALITES

I1.1. Définitions

» Médecine traditionnelle et tradithérapeutes(6,9)

Selon 'OMS, la médecine traditionnelle «se rappoaux pratigue, méthode,
savoir, et croyance en matiére de santé qui imelilpsage a des fins médicales des
plantes, des parties d’animaux et des minérauxthdeapies spirituelles, des techniques
et des exercices manuels séparément ou en asso@atir soigner ou diagnostiquer ou
prévenir des maladies ou préserver la santé ».

Dans les pays industrialisées, elle se définie iainemme médecine
« complémentaire » ou «alternative » ou «non entignnelle » ou encore
« parallele ».

Un tradithérapeute ou tradipraticien est celuiexgrce une pratique meédicinale non

conventionnelle, reposant sur des approches péssabmme traditionnelles

» Pharmacopée(5)

Elle définit notamment les criteres de pureté destigres premiéres ou des
préparations entrant dans la fabrication des médioés a usage humaine ou
vétérinaire, et les méthodes d’analyses a utifiseir en assurer leur controle.
L’ensemble des critéres d’informations nécessaermettant d’assurer une qualité est

regroupé et publié sous forme de monographie.

» Pharmacopée traditionnelle(5)
C’est le recensement des connaissances ethnonedmal les plantes a partir des
enquétes aupres des populations ou des tradipragicElle peut concerner une région,

telle la Pharmacopée de 'Alaotra, une ethnie, cenanPharmacopée des Masikoro.

» Monographie d’'usage(5)
La monographie d’'usage se définit comme étant rahege bibliographique des
données ethnomédicales, botaniques, chimiquesigleaftogiques, cliniques publiées

d’une plante donnée d’une pharmacopée traditioanell



» Plantes médicinaleg10)
Elle se définie comme une plante ou partie de datpl utilisée en I'état, soit le

plus souvent sous forme desséchée soit a I'éiat fra

[1.2. La chromatographie (11) (12)

La chromatographie est une méthode physique deratiépa basée sur les
différences d'affinités des substances a analyséegard de deux phases, l'une
stationnaire ou fixe, l'autre mobile. Les constiisade I'échantillon a analyser sont
entrainés a travers la phase stationnaire parule dlune phase mobile gazeuse ou
liquide, et les séparations résultent de la difféecentre les vitesses de propagation des
diverses substances. En chromatographie :

- la phase stationnaire est une phase qui resteaep pbit dans une colonne
soit sur une surface plane. Elle peut étre soidee€¢, alumine...) ou liquide.
- La phase mobile est une phase qui se déplace sar toavers la phase
stationnaire en entrainant I'analyte avec elle.
On peut classer les méthodes chromatographiquas sel
. La nature des deux phases
- Phase mobile: gaz ou liquide
- Phase stationnaire : solide pulvérisé ou liquideahilisé sur un support
solide
. Le procédé d'immobilisation de la phase chromatpgique
- Sur colonne
- Sur papier
- Sur couche mince
. Les modalités de migration de la phase mobile
- Par développement
- Par élution
. La polarité relative des deux phases
- Chromatographie en phase mobile
- Chromatographie en phase inversée
. Le phénomene chromatographique

- Chromatographie d’adsorption



- Chromatographie de partage
- Chromatographie par échange d’ions

- Chromatographie d’exclusion

» Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Le terme chromatographie vient du mot gkdroma, atossignifiant « couleur ».
Elle repose principalement sur des phénomenesadf#tm. La C.C.M. est un procédé
de microanalyse utilisant une phase stationnaireyse le long de laquelle une phase
mobile entraine a vitesse inégale suivant une titreaéterminée, les substances a
séparer. La phase mobile est un solvant ou un rgélale solvants qui progresse
par capillarité le long d'une phase stationnaiggodée en un film tres adhérent sur une
plague de verre ou sur une feuille d'aluminium eupthstique semi-rigide. Apres
gue I'échantillon ait été déposé sur la phaseostadire, les substances migrent a leur
propre vitesse, derriere le front du solvant.

La vitesse de migration est fonction de l'affinités constituants vis a vis de la
phase liquide mobile et/ou de la phase fixe adhémasupport chromatographique.
La CCM s’effectue de maniere descendante, radial@scendante. Cette derniéere est la
plus utilisée.
Selon leurs affinités pour les deux phases, chaghstance occupe de fagon distinguée
une position appelée référence frontale qui espport entre les distances parcourues,

depuis les points d’applications, par la substatde solvant.

Rf =

u g

d: distance parcourue par la substance
D: distance parcourue par le front du solvant



i <«— Front du solvant

Spot apres révélation

Dépot et ligne de dépot

Figure 1. représentation de la migration d'une CCM

[1.3.Validation d’'une méthode d’identification par CCM (13)

Valider c’est apporter des preuves que la méthstadaptée a ses objectifs. La
validation d’'une méthode d’identification fait partle 'assurance qualité d’un produit
que ce soit un produit fini ou un extrait brut.eedst utilisée dans plusieurs domaines :
pharmaceutique, environnemental, agro-alimentaireédical, industriel et dans le
cadre de la toxicologie.

Le but de la validation d’'une méthode d’identifioat est de démontrer qu’une
procédure d’analyse correspond a l'usage pour legjiecest prévue.

La validation d’'une méthode commence par la préjparale I'échantillon et se
termine par les résultats. Le développement de adéthet sa validation sont
inséparables car une méthode mise au point ne&utitiisée comme méthode de

référence dans les procédures de contrble de @ualit



Lors de la validation d'une méthode d'identificatjoles critéres suivants sont a
étudier (9) :

= Stabilité

= Spécificité /sélectivité

= Fidélité

* Robustesse

» Stabilité

La stabilité du composé a analyser doit étre pbéattaent démontrée pour les
conditions expérimentales étudiées. C'est une éfueddiminaire qui démontre la
capacité des analytes de [I'échantillon a analyser garder leurs propriétés

caractéristiques.

» Spécificité

La spécificité d’'une méthode d’analyse est sa ddpacpermettre |'évaluation
sans equivoque de I'analyte parmi les autres doastis de I'échantillon.

Elle permet d’établir que le signal mesuré dansteslitions opératoires étudiées

provient uniqguement de I'analyte.

> Fidélité

C’est I'étroitesse de l'accord entre une série desumes obtenues a partir de
plusieurs prises d’essai provenant d'un méme étlenthomogene, dans des
conditions prescrites.

Elle peut étre considérée a 3 niveaux:

- Répétabilité

La répétabilité est la fidélité obtenue dans desditmns identigues (méme
analyste, méme équipement, mémes réactifs...) easseans un court intervalle de
temps.

- Fidélité intermédiaire

Elle exprime la fidélité sous des conditions vdeaba lintérieur d’'un méme
laboratoire (analystes différents, mémes eéquipesnemtémes réactifs, conditions

expérimentales identiques).



- Reproductibilité
Elle exprime la fidélité sous des conditions vadeab (analystes différents,
equipements différents, mémes échantillons, canmditexpérimentales identiques). Elle

est réalisée avec des essais inter-laboratoires.

» Robustesse

La robustesse d’une méthode se définit par la dapde la méthode a ne pas étre
affectée par de faibles variations de ses parametbmme cela peut se produire dans
un laboratoire durant I'utilisation prolongée enntdle de routine (température,

humidité relative, cuve utilisée, distance parceypar le solvant,..)

[1.4. Identification par caractérisation des stomaes(14)

Un stomate est constitué par deux cellules réniésrmes cellules stomatiques et
les cellules annexes dont la disposition est canatijue d’'une espéce. Son role est
d’assurer les échanges gazeux entre la plante retngbeu extérieur. Selon la
pharmacopée européenne, cette caractéristiquenestith complémentaire aux autres
techniques d’identification (chimique) d’'une plante
Selon la Pharmacopée Européenne, on distinguee4 tig stomates :

1-  Type anomocytique (cellules irrégulierel®s stomates se trouvent entourés d’'un
nombre variable de cellules qui ne different enuaecfacon des cellules de I'épiderme
en général.

2- Type anisocytique (cellules inégales) : $emmates sont normalement entourés
par 3 cellules annexes dont 'une est nettemerst pdtite que les autres.

3- Type diacytique (cellules transversalelgs: stomates sont accompagnés par 2
cellules annexes dont les parois communes fonhglearoit avec les cellules de garde
des stomates.

4-  Type paracytique (cellules paralléles)ks: $éomates possedent de chaque cbté une
ou plusieurs cellules annexes paralleles a I'axgitadinal de l'ostiole et des cellules

de garde des stomates.
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&m

Figure 2: différents types de stomates

(Source: Pharmacopée Européenng&’*dition, 2002)

1: type anomocytique
2 : type anisocytique
3: type diacytique

4 : type paracytique
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[1.5.Présentation des plantes
Dans le cadre de cette étude, deux plantes ditfgsemt été utilisées et
comparees pour pouvoir dégager les caracteresainesiet botaniques permettant de
développer la méthode d’identificatioi: theiformis(Flacourtiaceae) &fl. indica

(Anacardiaceae)

lI- 5.1.Aphloia theiformis (15-24)
A. theiformis est communément appelée Dite, Ravimboafotsy, Tsijom
Voafotsy, Fandramana, kirandrambehivavy, Maramanifhiaramanana, Hazondrano,

goyave marron, change écorce.

» Position systématique
A. theiformisappartient a :

Regne Végetal
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae

Ordre Crossosomatales
Famille Flacourtiaceae
Genre Aphloia

Espece theiformis
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Photo 1: Aphloia theiformis

(Source : M. Gilson)

A. theiformispossede 7 synonymes :
- Aphloia madagascariens@los
- Aphloia mauritianaBaker
- Lightfootia theiformisvahl
- Ludia heterophylld.am
- Neumania myrtiflorarh.Dur
- Neumania theiformig¢vahl) A. Rich
- Prockia theiformigVahl) Willd.

» Description botanique
A. theiformisest généralement un arbuste de taille moyenne &l 3n de haut
pouvant atteindre 15 m, a tronc noiratre. Les kesiilsont simples, alternes, ovales,
lancéolées, glabres et odorantes. Les rameaux ategesupportent des fleurs peu
nombreuses, pédonculées, ayant 5 sépales souggalin et sans pétales. Les stipules
sont triangulaires latérales, petites, trés cadsique fruit est une baie blanchétre,
un peu amere, comestible, contenant 5 a 8 graildegjineuses de couleur beige et

assez épaisses par fruit. La floraison et la fiigation ont lieu d’octobre a mai.
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» Répartition géographique
A. theiformisse trouve fréquemment sur la cOte Est de Madagascer
Comores, dans les Mascareignes, aux Seychelles &frigue orientale. Cette plante
est largement répandue dans toutes les foréts sibseides de la grande lle, surtout
dans les régions chaudes, et dans les sous-boferéées ombrophiles. Elle peut aussi
se trouver sur les collines, sur les talus, das$diéts de 0 a 2000 m d’altitude.

» Utilisations traditionnelles

L’infusion théiforme de feuilles séchées est uwiis comme cholagogue,
dépurative, antihématurique et diurétique. Cettaidee propriété est liée a la présence
de mangiferine dans les feuilles. A Madagascar,déoction des feuilles est
traditionnellement utilisée pour combattre plusseunaladies : fievres paludéennes,
blénnorragie, ascite, calcul rénal, rhumatismecaldire, douleur musculaire et
pathologie hépatique. Les feuilles cuites sont iautésées en cataplasme en cas de
fracture ou de luxations. En association avec tsuplantes comme les feuilles de
Carica papaya(Caricaceae), elle est utilisée en cas de fieglee,contusion et de
rougeole. Dans ce dernier cas, un peu de poivrej@sté a la décoction des feuilles de
A.theiformis

L’écorce et les rameaux de theiformissont vomitifs et peuvent favoriser la

diarrhée.

» Constituants chimiques(21, 22 , 23 ,24)
Les travaux phytochimiques effectués sur la plaoté mis en évidence la
présence de triterpenes, de l'acide tormentiquesagm®nines, des protocyanidols, de

flavonoides et de xanthones dont la mangiferine.

[1.5.2. Mangifera indica(2, 25-28)

M. indica est une plante tres connue par les Malgaches etoestnunément

appelée vomanga, Manga, Manguier, ou Mango.
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» Position systématique

M. indicaappartient a :

Regne Végétal
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Mangifera
Espéce indica

Dans cette étude, la varité bk indicautilisée est la « manga S ».

Photo 2: Mangifera indica

(Source: George K. Linney)
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» Description botanique
Mangifera indicaest un arbre de 15 m de haut. Elle a été intrederit Afrique par les
portugais ou on la surnomme « arbre de sage »fdigbes sont allongées a odeur
aromatique, et luisantes. Les fruits, appelés mangont de formes variables,
généralement globuleuses et réniformes ; le negaunique et volumineux et s’adhere

fortement a la chair.

» Utilisations traditionnelles (25 ,27)

La mangue est considérée comme I'un des fruitplles nutritifs dont la chair est
riche en provitamine A, en phosphore, en potasgten vitamine C ; par contre, elle
est pauvre en lipide et en calories et c'est petiecaison qu’elle est tres utilisée en
cure d’amaigrissement et en cas d’affections cardazulaires (richesse en potassium).
Une décoction de 15 feuilles de manguier danselditeau, a boire dans la journée, est
indiqguée en cas de diarrhée, de toux et de branshibn Ramanamahefa M.,
reflexologue résidant a Ampitatafika. L'effet detteepréparation est moindre par
rapport aux autres préparations conterfasilium guajava(Myrtaceae) en cas de
diarrhée par exemple.

Au Congo, la décoction de I'écorce de tiges estgisée en cas d’aphte, de gingivite,

de diarrhée et de dysenterie.

» Constituants chimiques(28)
Les travaux phytochimiques effectués sur la plaoté mis en évidence la
présence d’'un huile essentielle riche en thuyerezieténe, de flavonoides (quercétol,

kaempférol), des anthocyanes, de salicylate deyiestth de tanins.

[1.6. Mangiferine ou aphloiol (26-30)

» Structure
La mangiferine identifiete comme @-glucopyranosyl-1,3,6,7-tetrahydroxyxanthone
[ Ci9 H18041] a été isolé a partir des feuilles Ble indica, d’ou le nom de mangiferine.

Ce compose a été également identifié et isoléaleles deA. theiformis
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Figure 3: formule chimique de la mangiferine

(2-C-glucopyranosyl-1,3,6,7-tetrahydroxyxanthone)

» Activités biologiques connues

Plusieurs activités biologiques sont attribuées mangiferine dont :

- Activité anti-allergique (31)
Sur un modéle de souris rendues allergiques, layiigaime a significativement
(i) réduit le taux d’immunoglobuline E (IgE), (iihhibé les réactions anaphylactiques,
(i) réduit la réaction cutanée induite par I'aistine, et (iv) inhibé la prolifération des

lymphocytes.

- Propriété anti-oxydante (32, 33, 34)

Une étude comparative de l'activité antioxydaatére mangiferine, Vimang®
(préparé a partir de I'écorce de tiges Me indica), vitamine C, vitamine E ef-
caroténe, en administration orale a été faite. rbektte étude, la mangiferine et le
Vimang® ont un effet plus marqué que celui desoatiants alimentaires, et cet effet

est dose dépendant.
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- Activité anti tumorale (35, 36, 37)

Yoshimi et al (2001) ont examiné sur des rats usrahnceéreux les effets chimio-
préventifs de I'aphloiol. Le groupe traité aveaphloiol, pendant la phase d'initiation
avait présenté significativement une incidenceuae multiplicité de tumeurs
intestinales plus basse (> 40% réduction) avecctémude la prolifération des cellules
coliques (65-85% de baisse) par rapport au groopenaité.

- Activité antivirale (37, 38, 39)
L’effet antiviral de la mangiferinén vitro sur les HSV-2 lerpes Simplex Virus
du type 2) et HSV-1Herpes Simplex Virudu type 2) a été étudié. La mangiferine

inhibe la réplication de ces 2 virus HSV-1

- Activités antibactériennes et antifongique$32)

Sur des tests vitro, la mangiferine a montré une activité a I'encordessept
especes de bactérieBaillus pumilus B. cereus Staphylococcus aureus$. citreus
Escherichia coli Salmonella agona Klebsiella pneumonige une levure
(Saccharomyces cerevisjaeet quatre champignons THermoascus aurantiacus
Trichoderma reeseAspergillus flavugt Aspergillusftumigatus.

- Activité antiparasitaire (40)
Sur un modele des souris néonatales, la mangifarlaedose de 100mg/kg a une
activité inhibitrice similaire a celle de paromorgge a la méme dose sur

Cryptosporidium parvum

- Activité antidiabétique

Diabéte type 141)

L’injection intraveineuse de mangiferine, chez orodele de souris diabétiques
induite par streptozotocine (STZ détruit les celup du pancréas, cause de la
persistance
de I'hyperglycémie; 55 mg / kg de poids corporatjpéliore les altérations de l'activité
des enzymes anti oxydantes cardiaques et rématiiminué le taux d'hémoglobine et
de Créatine Phosphokinase (CPK) glucosée. Lietnant avec mangiferine abouti a
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une puissante activité antihyperlipidémie et untviéé anti-athérogéne chez les rats

diabétiques.

Diabete type 242)

La thérapie repose principalement sur I'exercicgsiofue et I'alimentation; en
deuxieme ligne, des agents thérapeutiques pouulsti la sécrétion d’insuline sont
utilisés. Sur un modele des souris diabétique pe 8 L’administration de mangiferine
(30 mg / kg, per os, une fois par jour suivi den3idn d’exercice) a réduit le taux de
cholestérol sanguin (~ 40%) et de triglycéridesnbiferine ou exercice seuls n'a pas

d'influence sur le cholestérol, mais une diminusinificative de la triglycéridemie
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lll. MATERIELS ET METHODES

[1l.1. Matériels
Les matériels utilisés se subdivisent en maténélgetaux et des verreries et

appareillages de laboratoire

* Matériels végétaux

Les matériels végétaux utilisés dans cette étudecamstitués principalement de
deux plantes A. theiformiset M. indica.

Les feuilles déA. theiformisont été récoltées dans le jardin botanique deR'/AV
situé a Avarabohitra Itaosy Antananarivo. La plaegeidentifiee formellement comme
A. theiformispar le botaniste Mr RAKOTONIRINA Benja. Cet éch#loti de feuilles
est utilisé comme matériel de référence. Nous havappelé matériel botanique de
référence (MBR).

Les feuilles deM. indica ont été récoltées a Ambohimandroso | dans lemég
d’Ambatondrazaka. Son identification a été faitelpanéme botaniste.

Un autre échantillon de feuilles de theiformisa été collecté a Andranomalaza
dans la région d’Amoron’i Mania. La plante n’esspdentifiee par un botaniste. Elle
est utilisée comme I'échantillon « a analyser msd&tude.

Les trois échantillons de feuilles ont été réccétésnois de décembre 2010.

« Verreries et appareillages

La liste des verreries et appareillages est pesuéée tableau | :
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Tableau I: liste des verreries et appareillages de laboratoi

Verreries (classe A)

et petits matériels

Appareils de laboratoire

» Tubes a essais

= Burettes graduées

= Beéchers

» Pipettes Pasteur

= Erlen meyer

* Flacons

= Ballons

= Entonnoirs

* Fioles jaugées

= Spatules

= Cuve chromatographique a 2
chambres en verre CAMAG

= Cuve chromatographiqgue a
fond plat en verre CAMAG

= Plaques CCM, analytique : gel
de silice 60ks4 support
plastique 20x20 cm, MERCK

Balance de précision METTLER®
PE163

Broyeur électrique SUZUKA

Bain ultrason type 75TC

Centrifugeur HETTICK ROTANTA®
Agitateur magnétique EDMUND
BUHLER

Evaporateur rotatif ROTAVAPOR EL
130

Chauffe ballon

Séchoir

Etuve PROLABO

CAMAG TLC Spray

Pompe a vide

Lampe UV 254 /365nmCAMAG
Microscope LABORLUX S. Leitz
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* Produits et réactifs chimiques
Les produits et réactifs chimiques utilisés dariteaétude sont rapportés dans le

tableau Il.

Tableau IlI: liste des produits et réactifs utilisés

Solvants
pour analyse Réactifs Témoin
Méthanol Anisaldéhyde Mangiferine SIGMA lot
Acétate d’éthyle sulfuriqgue ACROS n° 014K1056
Acide formique ORGANC
Acide acétique hydrate chloral
Eau distillée ACROS ORGAMC
[1l.2. Méthodes

Les méthodes utilisées et validées dans cette éodgrennent :
- La préparation de I'extrait végétal,

- La préparation des réactifs et de produit de réfegge
- La CCM et I'évaluation des résultats,

- La méthode microscopique pour la déterminationyge tde stomates.

Un test hémolytique a été utilisé pour détecter éwentuelle toxicité de la plante

et de ses produits dérivés.

[11.2.1. Préparation de I'extrait végétal
e Séchage du matériel végétal
Les feuilles deA. theiformiset M. indicasont séchées a I'étuve a 40°C pendant 24
h. Elles sont ensuite réduites en poudre par begagtrique, étiquetées puis stockées.
» Extraction
1g de poudre d’'un échantillon est introduit dansbation contenant 50ml de

méthanol (MeOH) puis placé dans une cuve a ultna-8prés 15 mn de sonication, le
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mélange obtenu de couleur verte est soumise a emeifagation durant 20 mn a la
vitesse de 2500 tours /mn. Le surnageant est réeyqués le solvant est évaporé sous
pression réduite a la température de 40°C. L'extvhtenu est repris dans 10 ml de
méthanol (MeOH).

Le procédé d’extraction est résumé sur la figure 4.
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Poudre de feuilles
19

Méthanol (50 ml) —>
Sonication (15 mn) N |
Centrifugation (2500 tours /mn

pendant 20 mn) '

Surnageant Gul

Evaporation
(40°C) —

[ Extrait sec }

Figure 4 : procédé d'extraction de poudre de feuilles dbamtillons

[11.2.2. Préparation de produit de référence et deséactifs
» Préparation du produit de référence standard
La solution de mangiferine pure a été préparée issoldant 0,5 mg de
mangiferine dans 1ml de méthanol (MeOH). Apresadigih, on laisse la solution se
reposer pendant quelgues minutes. La méme nlat@u est répétée jusqu’'a

dissolution totale de mangiferine.
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» Préparation des réactifs(43)

Les réactifs utilisés sont de deux types : le aeéir chimique pour la détection
des composés sur la plague CCM qui est l'anisaltiglsylfurique et, I'hydrate chloral
utilisé pour I'observation au microscope.

- Anisaldéhyde sulfurique : 10 ml d’acide sulfurgsont ajoutés avec
précaution, a basse température, dans 170 ml deanwdt Puis, on ajoute dans le
mélange 20 ml d’acide acétique et 1ml d’anisaldéhyd

- Hydrate chloral : 20 ml d’eau désionisée sons&srdans 80 mg d’hydrate
chloral. Le mélange est agité jusqu’a dissolutmale du soluté.

* Préparation de I'éluant
L’éluant est le mélange de solvants utilisés peudéveloppement de la plaque
CCM. La préparation de lI'eluant est faite dansdre: 11ml d’acide formique sont
ajoutés a 100 ml d’acétate d'éthyle. Apres agimtiblml d’acide acétique puis 27ml

d’eau distillée sont ajoutés successivement alldiso obtenue.

[11.2.3. CCM et évaluation des résultats
* Chromatographie sur couche minc€CCM) (44, 45)

Dans toutes les chromatographies que nous avieasugfes, 'adsorbant utilisé est le
silicagel et I'éluant est un mélange acétate dléthwcide formique / acide acétique / eau
(100/11/11/27 ; vivINIv).

L’éluant est versé dans la cuve chromatographi@uend avant I'introduction de la
plague pour saturer la cuve.

Sur la plague CCM, la ligne de dépbt est a 1 crbald inférieur de la plaque. Les
premier et dernier dépdéts sont a 1cm des bordalatéDeux dépodts successifs sont espaces
de 0.5 cm. L'application est répétée plusieursdaisnéme point jusqu’a ce que la quantité
déposée soit concentrée, et la largeur du dépotdeedd,8 cm. La vérification de la
concentration se fait sous lumiére UV. Le dépdtreemhaque application est séché
rapidement a I'aide d’'un séchoir pour éviter uroh¢darge.

La plaque est ensuite déposeée verticalement dans/é&aque I'on couvre pendant
le développement. Ce dernier est arrété lorsqueoie du solvant est a 1cm du bord
supérieur de la plaque et la position du fronhestguée.
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Aprés développement, la plaque est séchée puisvaiassous la lumiére UV a la
longueur d’onde. = 254 nm. Les couleurs des taches sont notées.

La réveélation se fait ensuite a I'anisaldéhydewsigtie a I'aide de pulvérisateur a air
comprimé. Elle est suivie d'un séchage de la plagL@0°C pendant 10 mn.

Chaque tache est représentée par son rapportlfeanteéférence frontale notée
Rf.

Pour un éluant et un support donnés, la Rf estiggistique d’'une substance donnée.

 Evaluation

Elle se fait par comparaison des profils chromatpiques de la solution de la
mangiferine et/ou de celle de theiformisMBR et des échantillons:

- Sous lampe UV 254 nm : avant dérivatisat

- Sous lumiére visible : apres dérivaisat

Les parametres d’évaluation sont :

- La référence frontale (Rf) ou position des tachedaplaque
- L'intensité de la tache

- La couleur de la tache

- Le nombre de taches apparues

[11.2.4. Observation microscopique pour la determiration du type de stomates
* Méthodes
Une petite quantité de poudre d&. theiformisest déposée sur une lame en y
ajoutant quelques gouttes d’'une solution d’hydcteral suivi d’'un chauffage pour
sécher. Une lamelle recouvre la préparation avhsemation au microscope avec un

grossissement 10x pour I'oculaire et 40x pour kealif soit un grossissement de 400x.

e Evaluation
La détermination de la caractéristique de stomajesse sur le nombre et la

position des cellules annexes qui entourent ldaleslstomatiques.
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[11.2.5. Etude de l'activité hémolytique
Pour le test hémolytique, 1g de poudre de feuilledA. theiformisest mis en
solution dans 100 ml d’eau distillée. Le mélange pwté a ébullition pendant 10
minutes. Apres centrifugation a 2500 tours/mnul@ageant est récupére puis 3 gouttes
de sang mélangées avec de 'EDTA y sont ajoutétdervation se fait aprés 30 mn.
Une solution témoin a été parallélement préparétteGolution est un mélange
d’eau distillée et de 3 gouttes de sang mélangéss BDTA. L'aspect des 2 solutions

est ensuite compareé.

[11.3. Validation de méthodes (13,46, 47)

Dans le cadre de la validation de méthodes d’ifleation, rappelons qu’il s’agit
en premier lieu de développer une méthode par ciagraphie sur couche mince
(CCM) et en second, d'identifier au moyen d’'un roggope le type de stomates
présents dans les feuilles Aetheiformis

* Méthode par CCM
» Stabilité
Elle consiste a vérifier la stabilité de l'analytans le matériel végétal de
référence:
- sur la plaque,
- dans la solution,
- pendant la chromatographie,

- apres dérivatisation.

La stabilité est acceptée si le composé a anapgtestable:
- en solution pendant au moins une heure,
- sur la surface de la plague pendant au moins 30tesn
- sur la plaque apres migration pendant au moindanee,
- pendant la migration si toutes les taches sontis@es sur la diagonale
reliant le point d’application de spot et le paifihtersection du front des

deux solvants.
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= Stabilité de I'analyte sur la plaque et dans lawgimn
A l'aide d’'un microcapillaire, 5ul de solutions @e theiformisMBR et deM.
indica sont déposées sur la plague 3 h avant la migratluste avant le
développement, sur la méme plague sont déposées :
- des mémes volumes des mémes solutions
- 5ul de deux solutions deéA. theiformis MBR et de M. indica
nouvellement prépareées,

- 2l de solution de mangiferine.

—Je—J—— *—%k *——k *
R A M Al M1 A2 M2 R

Figure 5: disposition des dépots sur la plaque pour I'étleléa stabilité
R : mangiferine
A, M : solution deA. theiformisVIBR et M.indicadéposée8 h avant développement de
la plaque
Al, M1 : solution deA. theiformisMBR et M. indica laissée en solution durant 3h et
déposée juste avant développement de la plaque
A2, M2 : solution deA. theiformisMBR et M. indica extemporanément préparés et

déposés juste avant développement de la plaque
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= Stabilité de I'analyte durant la chromatographie

Cette manipulation est propre a chaque type d’dilwens (A. theiformisMBR et
M. indica). Pour évaluer cette stabilité, une CCM a deuxedisions a été faite.

5ul de la solution dA. theiformisMBR est appliquée sur la ligne de dépbt a 1cm
du bord latéral gauche de la plaque de dimensiahCdn. Aprés développement et
séchage, la plaque est tournée a 90°C dans lesetraire des aiguilles d’'une montre
puis introduite dans une cuve préalablement satwrée le méme éluant. La
dérivatisation de la plaque suit la manipulatida méme opération est effectuée

avec la solution d&l. indica

= Stabilité du résultat de la dérivatisation
Les deux solutions d&. theiformisMBR et deM. indicasont chromatographiées
sur une méme plaque. La plaque est observée imtagdiat aprés dérivatisation aux
temps t=10, 30, 60 mn.

» Spécificité
La méthode est spécifique si les empreintes obteaugeartir de I'échantillon a
identifier sont identiques a celles Ae theiformisMBR : méme Rf méme intensite,

méme couleur et méme nombre de taches.

» Identification par comparaison du profil chromateghique d’un
mélange de poudre de tiges/feuilles de A. theioamec celui de poudre de feuilles de
A.theiformis.

2 ul de la solution de mangiferine pur sont dépasida plaque en méme temps
que 5 pl des solutions d’extraits de feuillesAdeheiformiset d’extraits du mélange
tiges/feuilles deA. theiformis L'interprétation se fait aprés développement et

dérivatisation.

= Détection d’adultérant
Dans le but de détecter d’éventuelles falsificatjda procédé d’analyse suivant a
été fait: 2 ul de la solution de mangiferine pantsdéposés sur la plague en méme
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temps que 5 pl des solutions des extraifeudiles deA. theiformisdeM. indicaet

d’une solution d’un extrait d’une plante quelcongoenme témoin négatif.

> Fidélité
=  Répétabilité

Les résultats obtenus lors des tests de répégabditt dits répétables si toutes les
taches sur chaque plaque sont identiques : mémmé&fie nombre de taches, méme
position, méme intensité, méme couleurA&f est inférieure ou égale a 0,05. Pour
calculer laARf, la Rf de la mangiferine est pris comme réféeeridans ce cas, la
moyenne des Rf de mangiferine de chaque échantdbois chaque série d’expériences
est calculée. Les moyennes des Rf inter-sériess@iges d’expériences se déroulent le
méme jour) sont ensuite comparees, et si ddRkest inférieure ou égale a 0,05, la
méthode est dite répétable.

Sur trois plaques identiques, trois dép6ts sudses® 2 pl de la solution de
mangiferine pur, trois dépodts successifs de 5 psaletion d’extrait de feuilles da.
theiformiset trois dépbts successifs de 5 pl de solutiortdié de feuilles déM. indica
sont appliqués. Les trois plaques sont dévelopmiess les mémes conditions
opératoires (méme chambre, méme solvant de migjatio

Les moyennes des valeurs de Rf de mangiferine @iligées pour évaluer et
valider la répétabilité de la méthode.

= Précision intermédiaire
La précision intermédiaire est acceptable si:

- Toutes les empreintes des produits correspondantshaque plaque sont
identiques : méme Rf, méme nombre de taches, mésitiom, méme
intensité et méme couleur,

- Apres comparaison des Rf inter-jour (expérienésulant dans des jours
différents),ARf est inférieure ou égale a 0,05 en prenant conéfiéeence
les Rf de la mangiferine de chaque échantillon dahaque série
d’expériences.

L’étude de la précision intermédiaire se déroule tsais jours. Le jour des
expériences réalisées lors de I'étude de la réfiétadst pris comme Jour 1 (J1). Les
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mémes expériences sont réalisées a des joursediffénotés Jour 2 (J2) et Jour 3 (J3) :
2 ul de la solution de mangiferine pur, 5ul de sotu d’extrait de feuilles deA.
theiformiset 5 pl de solution d’extrait de feuilles Be indicasont déposés sur la méme
plague. Les plaques sont développées dans les m&ndgions opératoires (méme

chambre, méme solvant de migration).

» Robustesse

Le test de robustesse consiste a comparer leslspasfromatographiques des
échantillons en faisant varier certains paramettgge de la cuve, distance parcourue
par le solvant de migration, température de la dorsedu développement.
La robustesse est acceptable si:

- Toutes les empreintes chromatographiques des psodorrespondants sur

chaque plague sont identiques: méme Rf, méme rmordbr taches, méme

position, méme intensité et méme couleur,

- Aprés comparaison des R¥Rf est inférieure ou égale a 0,05

= Selon le type de la cuve
Sur deux plaques identiques, 2 pl de la solutionndengiferine pur, 5ul de
solution d’extrait de feuilles dA. theiformiset 5 ul de solution d’extrait de feuilles de
M. indica sont déposés. Aprés développement et dérivatisdtochaque plaque, I'une
dans une cuve a fond plat et I'autre, dans une aehambres, toutes deux de mémes

dimensions, la comparaison des taches sur le chognaanme est étudiée.

= Selon la modification de la distance parcourue lgasolvant
Les mémes dépobts que dans le cas précedent sdiquaéppsur une plaque mais le
développement est arrété lorsque le front du sos@trouve a 1.5cm du bord supérieur

de la plaque.

» selon la température de la cuve pendant le déveloemnt
Les mémes manipulations que précédemment songééalen maintenant la cuve
CCM a des températures différentes 21°C et 31°€derla migration. La procédure de
validation propose d’étudier l'influence de la tegrgture en opérant a +5°C et a -5°C
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par rapport a la température a valider. Dans ledease travail, les expériences ont été

réalisées a la température de la salle, 26°C.

* Méthode de détermination du type de stomates
Cette méthode figure parmi les méthodes d’ideriiftcy de pharmacognosie
proposees par la Pharmacopée européenne. La precestudéja validée. Dans notre
étude, il s’agit simplement de répéter la manipaitatrois fois pour chaque échantillon

analysé.
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IV. RESULTATS

IV.1. Chromatographie de mangiferine, deA. theiformisMBR et de M. indica

Sur cette figure, trois dépdts sont appliqués ayslhque CCM dont le premier
correspond a la mangiferine, le second a une saoldlieA. theiformisMBR et le dernier
a celle deM. indica.

(@) (b)

Figure 6: chromatogrammes de mangiferide theiformis MBR etM. indica:

(a) Observation a UV 254 nm ; (b) Observation apérs/atisation

Phase stationnaire : plaque CCM gel de silice60F

Phase mobile : Acétate d’éthyle/acide formiquefaecidétique/eau (100/11/11/27)
R: mangiferine

A: A. theiformisMBR

M: M. indica
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e Sous la longueur d’'onde 254nm
R : La mangiferine apparait sous forme de spot sombréosd vert fluorescent.
A : Le chromatogramme montre 5 taches sombres (nuneérdi 1 a 5) sur fond vert
fluorescent. La mangiferine a une Rf égale a 0,47.
M : Le chromatogramme montre 7 taches sombres (nuéesrale 1 a 7) sur fond vert

fluorescent. La tache correspondante a la Mang#éeaiune Rf de 0,47.

» Aprés révélation par anisaldéhyde sulfurique :
R: la mangiferine se présente sous forme de spot jaamgé a une Rf égale a 0,47.
A : le chromatogramme montre 6 taches sur la plaque.
M : le chromatogramme montre 10 taches sur la plaque
Les Rf et couleurs correspondantes a chaquee tambservée sont données

dans le tableau llI.
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Tableau Ill : Résultats de CCM de mangiferine, des solutidiextraits de feuilles de
A. theiformisMBR et deM. indica

Observation sous Observation apres dérivatisation

UV 254 nm
N° tache Rf N° tache couleur Rf
1 0,00 1 roaill 0,00
2 0,10 2 grismmon 0,10
A : A. theiformisMBR 3 0463 maron 0:40
4 0,62 4 marron clair 0,46
5 0,90 5 violet 0,62
6 violet 0,94
1 0,00 1 roaill 0,00
2 0,09 2 roaill 0,05
3 0,45 3 grissmon 0,10
4 0,51 4 marcdair 0,36
M - M. indica 5 0,62 5 marron 0,45
6 0,76 6 marfoncé 0,56
7 0.90 7 maracbar 0.61
violet 0,66
marron foncé 0,75
10 violet 0,91

N° : numéros

Rf : référence frontale

IV.2. Stabilité
Dans I'étude de la stabilité, il s’agit de vérifiéa stabilité des analytes
(mangiferine et les autres composés caractérisda plaque) dans la solution et sur la

plaque, durant la chromatographie et apres désatabn.
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IV.2.1.Stabilité de I'analyte dans la solution et la plaque
Aucune différence n’est observée dans les chromatuges concernant le

nombre, la Rf, I'intensité et les couleurs des ésch

- et —— T ——
' i
RSP — P,
i1 1 [ 4 a2 L
E A1 MI &£7 MI £3 M3 B R A1 M1 A2 M2 ASM3 R
@ (b)

Figure 7 : chromatogrammes CCM obtenus lors d’étude déadlilgé de I'analyte en
solution et sur la plague : (a) observation a haiéwe visible ; (b) aprés dérivatisation
par anisaldéhyde sulfurique

Phase stationnaire : gel de silice 8QF

Phase mobile : Acétate d’éthyle/acide formiquefeidétique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

R : solution de mangiferine

Al : solution déA. theiformisMBR déposée puis laissée pendant 3 h sur la plaeare
la migration

M1 : solution deM. indicadéposée puis laissée pendant 3 h sur la plaque: lava
migration

A2 : solution deA. theiformisMBR laissée en solution pendant 3 h puis déposérsu
plague avant la migration

M2 : solution deM. indicalaissée en solution pendant 3 h puis déposée quladme

juste avant la migration
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A3 : solution deA. theiformisMBR extemporanément préparée et déposée juste lavant
migration

M3 : solution deM. indicaextemporanément préparée et déposée juste avant |
migration

IV.2.2.Stabilité de I'analyte durant la chromatogrgphie
Dans cette étude, il suffit de faire un dépo6t éehliantillon par plaque.
Sur la figure 8a, les taches sont alignées sualzodale,

Sur la figure 8b, les taches sont alignées suialgothale.

A. theiformis MBR M. indice

(a) (b)

Figure 8 : chromatogrammes CCM a 2 dimensions obtenusi®i®tude de la
stabilité de I'analyte durant la chromatographig . theiformisMBR (b) M. indica
Phase stationnaire : gel de silice 8QF

Phase mobile : acétate d’éthyle/acide formiqueéaaktique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

Révélateur : anisaldéhyde sulfurique

IV.2.3. Stabilité du chromatogramme aprés dérivatiation par I'anisaldéhyde
sulfurique
La plaque, apres dérivatisation, est observée détamn.

L’intensité de la coloration des taches diminugderent durant les 10 premiéres
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minutes mais aucune tache ne disparait. De la 10éim&te jusqu’a la 60éme minute

d’exposition a I'air libre, aucun changement n\@stblement observé.

= 5 =
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Figure 9: chromatogrammes CCM obtenAs theiformisMBR et M. indica lors de
'étude de la stabilité apres dérivatisation parisa@déhyde sulfurique (a)
immédiatement aprés dérivatisation ; (b) 10 mireamtérivatisation ; (c) 30 min apres
dérivatisation ; (d) 60 min apres dérivatisation

Phase stationnaire : gel de silice 8QF

Phase mobile : Acétate d’éthyle/acide formiquefaeidétique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

A: A. theiformisMBR

M: M. indica

Aprés avoir vu I'étude de la stabilité des constitis dan#\. theiformisMBR, des
études d'identification deA. theiformis échantillon par comparaison de leurs
chromatogrammes avéc theiformisMBR et d’identification des variétés d& indica

a chromatographigrarmi les différentes variétés suivent la manipomat
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Identification de A. theiformis échantillon en se référant aved. theiformis
MBR
Les chromatogrammes de I'échantillonAletheiformis et deA. theiformisMBR
sont remarquablement identiques : méme Rf, mématws, mémes intensités et

méme nombre de taches.

S, N

Figure 10 :chromatogrammes de theiformisMBR et deA. theiformis

Phase stationnaire : gel de silice 6QF

Phase mobile : Acétate d'éthyle/acide formiquefacidétique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

R: mangiferine

A: A. theiformisMBR

B : A. theiformis

» Détermination des empreintes chromatographique deguatre variétés de
M. indica en se référant sur la mangiferine

La mangiferine,A. theiformiséchantillon et quatre variétés & indica sont
chromatographiées sur une méme plaque.

La mangiferine est présente dans les quatre vari®l. indica.Ces variétés se

différencient entre elles par la présence d’'autrekes supplémentaires pour les autres.
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Aucune des chromatogrammes des 4 variétés de nesingeliressemble a celui de A.
theiformis, mis a part la présence de la mangi&rin

Figure 11 :chromatogrammes de mangiferine Aléheiformis etle quatre variétés de
M. indica

Phase stationnaire : gel de silice 6QF

Phase mobile : Acétate d'éthyle/acide formiquefacidétique/eau (100/11/11/27 ;
vIVIVIV)

R: mangiferine

A: A. theiformisMBR

B : A. theiformis

M;: manga eso

M2 : manga gasy

M3 : manga diego

M4 : manga vato

IV.3. Spécificité
L’étude de la spécificité consiste a faire déveppur une méme plaque, le
produit de référence, I'échantillon a identifier etf'autres produits différents de ces
derniers.

IV.3.1. Identification de A. theiformis par comparaison des chromatogrammes de
la mangiferine pure, de poudre de feuilles dA. theiformiset de poudre du mélange
feuilles/tige deA. theiformis
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La mangiferine est présente dans les empreintesometographiques
correspondantes d&, B et C. Toutes les taches observées darse retrouvent dar®

et C. Deux nouvelles taches a Rf 0.74 et 0,80 sorgrobss dan€.
bl B mﬁ

__E? =

Figure 12 chromatogramme obtenu aprés dérivatisation miaaéhyde sulfurique
lors de l'identification dé. theiformis

Phase stationnaire : gel de silice 8QF

Phase mobile : Acétate d’éthyle/acide formiquefeidétique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

R : mangiferine

A : A. theiformisMBR

B : A. theiformiséchantillon

C : mélange de feuilles/tige de theiformis

IVV.3.2. Détection d'adultérant
Les figures 12a et 12b montrent que les chromatoges de R, A, B et M
présentent la tache correspondante a la mangifedette tache est absente dans X. Le
chromatogramme d8 est identique a celui da (A. theiformisMBR) : mémes Rf,
mémes intensités, mémes couleurs et méme nomheehles. Le chromatogramme de

X est tout a fait différent de celui &
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(a) (b)
Figure 13: chromatogramme CCM obtenu aprés dérivatisation gmsaldéhyde
sulfurique lors de l'identification dé. theiformis
Phase stationnaire : gel de silice 6QF
Phase mobile : Acétate d’éthyle/acide formiquefeidétique/eau (100/11/11/27 ;
AYAAY))
R : mangiferine
A : A. theiformisMBR
B : A. theiformiséchantillon

X : plante quelconque

IV.4. Fidélité

La répétabilité et la précision intermédiaire sdet criteres a évaluer dans la
validation de la méthode par CCM. Elles consistentaliser la manipulation, sans
modifier les conditions expérimentales (méme operatméme échantillon, méme
conditions opératoires). Pour la répétabilité,drpériences se déroulent le méme jour,

et pour la précision intermédiaire, les expériermedieu a des jours différents.
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IV.4.1. Répétabilité
En comparant les empreintes chromatograghigter-séries obtenues pour

chaque produit, R, B et M, aucune différence sigaiive n’est observée du point de
vue couleur, intensité et nombre de taches obse\égure 14).

Cependant, la comparaison des moyennes de Rfsét&rs obtenues montre une
variation ARf) de l'ordre de 0,02 a 0,03. LA&Rf pour R, B et M ne dépasse pas 0,05
(Tableau IV).
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Figure 14 : chromatogrammes obtenus lors de I'etude deplétabilité dans un court
intervalle de temps : (a) série 1 ; (b) série @ries3

Phase stationnaire : gel de silice 6QF

Phase mobile : Acétate d’éthyle/acide formiquekacatétique/eau (100/11/11/27 ;
AYAAY))

R : mangiferine

B : A. theiformiséchantillon

M : M. indica
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Tableau IV : Valeurs moyennes inter-séries de Rf de mangifetina différence des
Rf notéeARf

Rf mangiferine

Série 1 Série 2 Série 3 ARf

mangiferine 0,46 0,43 0,44 0,03
A. theiformis 0,44 0,42 0,43 0,02
M. indica 0,45 0,43 0,43 0,02

ARf : écart entre la Rf maximale et la Rf minimale

Rf : Référence frontale
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IV.4.2. Précision intermédiaire

En comparant les empreintes chromatographiguesjoue obtenues pour chaque
produit, R, B et M, on n'observe pas de différence significative ulear, intensité et
nombre de taches observées (Figure 15).

Cependant, la comparaison des moyennes de Rfsét&s obtenues montre une
variation ARf) de I'ordre de 0,03 a 0,04. l&Rf pour R, B etM ne dépasse pas 0,05
(Tableau V).

— ———

o Ltk Brarke g i;{M ':’f,:_',"_"” RTIveY ,,‘l
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(a) (b) (©)

Figure 15 chromatogrammes CCM obtenus lors de I'étuded@lifé intermédiaire :

(@) jour 1; (b) jour 2; (c) jour 3

Phase stationnaire : gel de silice 8QF

Phase mobile : acétate d’éthyle/acide formiqueéaaktique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

R : mangiferine

B : A. theiformiséchantillon

M: M. indica
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Tableau V : Valeurs inter-jour de Rf de mangiferine et |Hé@ence des Rf notéeRf

Rf Mangiferine
ARf
Jour 1 Jour 2 Jour 3
mangiferine 0,44 0,47 0,46 0,03
A. theiformis 0,43 0,47 0,45 0,04
M.indica 0,43 0,46 0,45 0,03

ART : écart entre la Rf maximale et la Rf minimale.

Rf : Référence frontale
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IV.5. Robustesse

L'étude est basée sur I'observation d’éventuellewiations des critéres
d’évaluation de la méthode par CCM en faisant vdégerement quelques parametres
chromatographiques a savoir le type de la cuvesdeldppement, la distance parcourue

par le solvant de migration et la température dghdambre lors du développement.

IV.5.1. Evaluation de la robustesse selon le typeeda cuve

Sur la figure, aucune différence significative m’edservée du point de vue :
couleur, intensité, nombre et position de tacheenkges (Figure 16).

La comparaison des moyennes des Rf obtenues mamérevariation ARf) de
0,04. LaARf pour R, B etM ne dépasse pas 0,05 (Tableau VI).

Far© ada ~ 3

el AS

T

o ———
= 4

R B M R R B B MM
@ (b)

Figure 16 : chromatogrammes CCM obtenus lors de I'étude debastesse selon le

type de cuve utilisée : (a) cuve a deux chambfiescuve a fond plat

Phase stationnaire : gel de silice 8QF

Phase mobile : acétate d'éthyle/acide formiquegacatétique/eau (100/11/11/27 ;
VIVIVIV)

R : produit de référence

B : A. theiformis

M : M. indica
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Tableau VI : Valeurs de Rf de mangiferine obtenues selogde tle cuve utilisée et la
difféerence des Rf noté&eRf

Rf mangiferine

ARf

Cuve a deux chambre  Cuve a fond plat
mangiferine 0,44 0,48 0,04
A. theiformis 0,43 0,47 0,04
M. indica 0,43 0,47 0,04

ARf : écart entre la Rf maximale et la Rf minimale.
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IV.5.2. Evaluation de la robustesse en variant laigtance parcourue (D) par le
front du solvant

En comparant les empreintes chromatographiquesnuédeselon la distance
parcourue par le front du solvant et pour chaqoeuyitR, B etM, on n'observe pas de
différence significative : couleur, intensité enmare de taches observées (Figure 17).
La comparaison des moyennes de Rf obtenues moné&revariation ARf) de 0,00 a
0,03. LaARf pour R, B etM ne dépasse pas 0,05 (Tableau VII).

——————
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Figure 17 :chromatogrammes CCM obtenus lors de I'étude delastesse en

modifiant la distance parcourue par le front dwanot : (a) D=8cm ; (b) D=7,5cm

Phase stationnaire : gel de silice 6QF

Phase mobile : acétate d’éthyle/acide formiqueéacatétique/eau (100/11/11/27 ;
AYAAY))

R: mangiferine

B: A. theiformis

M: M. indica
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Tableau VIl : Valeurs de Rf de mangiferine selon la distanceqartee par le front du
solvant et la différence des Rf notkRf

Rf mangiferine

D =8cm D =7,5cm ARf
Mangiferine 0,47 0,44 0,03
A. theiformis 0,45 0,43 0,02
M. indica 0,45 0,45 0,00

ART : écart entre la Rf maximale et la Rf minimale

Rf : Référence frontale

IV.5.3. Influence de la température pendant le déveppement

Dans cette étude, une petite modification est dppolsur les parametres
chromatographiques concernant la température dela@ement par rapport a la
température ambiante (26°C).

En comparant les empreintes chromatographiques lssir deux plaques
développées a des températures respectivement é11°80°C a celle sur la plague
développée a 26°C :

- toutes les taches observées sur la plaque dépésag la température 26°C sont
retrouvées sur ces deux plaques, dont les coulaies)sité, nombre, position des
taches sont comparablement identiques.

- la comparaison de Rf de mangiferine des deuxuglaga et c) par rapport a celle
de (b) montre une variationRRf) de 0,03 a 0,04. LeSRf pour R, B etM ne dépassent
pas 0,05 (Tableau VIII)

Par contre, la Rf de la mangiferine sur la quateemplaque (d) est
considérablement élevée et égale a 0,60. En campavec celle de la plaque
développée a 26°C, IsRf est égale a 0.14 a 0.16. Cette valeur est supéra 0.05, la
limite maximale tolérée. Le nombre, la couleur’ieténsité des taches observées sont

respectés.
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Figure 18: chromatogrammes obtenus en faisant varier lapéeatures de migration :
() a21°C; (b) a 26°C, (c) a 31°C; (d) a 40°C.

Phase stationnaire : gel de silice 6QF

Phase mobile : acétate d'éthyle/acide formiquetacatétique/eau (100/11/11/27 ;
vIVIVIV)

R: mangiferine

B: A. theiformis

M: M. indica
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Tableau VIII : Valeurs de Rf de mangiferine en fonction de émpérature de

migration
Rf mangiferine
To26°C_T°:21°C T°:31°C T°a0c  °Rh ARR ARG
mangiferine 0,47 0,43 0.50 0.61 0,04 0.03 0.14
A. theiformis 0,45 0,42 0.49 0.61 0,03 0.04 0.16
M. indica 0,45 0,41 0.49 0.59 0,04 0.04 0.14

T° : température

Rf : Référence frontale

ARf; : différence entre Rf a 21°C et 26°C
ARf,: difféerence entre Rf & 31°C et 26°C
ARf;: difféerence entre Rf a 40°C et 26°C
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IV.6. Détermination du type de stomates au micros@e (Grossissement X 40)

L’observation au microscope de la poudre de feuitle A. theiformis MBR
(Figure 17a) et de la poudre de feuillesMeindica (Figure, 17b) montre les deux
cellules stomatiques entourées par deux celluleexas notéed et 2. Le résultat
montre que le broyage électrique n’a pas détrigtrizcture des stomates présentes dans
A. theiformiset M. indica.

(a) (b)
Figure 19: poudre de feuilles montrant les stomates vum@uoscope (grossissement
X 400) : (a)A. theiformis MBR ; (b)M. indica

IV.7. Résultats du test hémolytique

Les globules rouges (GR) restent en suspension ldasslution témoin, tandis
que l'extrait aqueux deA. theiformis présente un culot constitué par des deébris
membranaires. Donc, les saponines existantes @antelilles deA. theiformissont

hémolytiques.
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V. DISCUSSION

La technique d’identificationtilisant la Chromatographie sur Couche Mince et la
détermination du type des stomates est largemaiseatpour identifier une plante (47-
49). Ces deux techniques d'identification sont aounent utilisées dans la

pharmacopée européenne.

Le travail ci-présent a pour but de mettre au peintle valider une méthode
d’identification de A. theiformispar CCM couplée a la détermination du type de
stomates présents dans les feuilles des plantesd€lex méthodes sont choisies pour
leur practicité et leur simplicité.

La méthode de CCM permet d’identifier la plante gam empreinte chromatographique
en se référant a celle d’'un matériel végétal paarpéférence (MBR). Le matériel
végétal de référence est theiformis notée A. theiformisMBR, identifiée par un
botaniste de I'IMRA. Des volumes de solutions desxdplantes sont chromatographiés
sur une méme plagque CCM dans des conditions expetates identiques. Ensuite, la
comparaison du comportement de chaque tache olsesdr les deux
chromatogrammes est faite : la référence front&®#, (la couleur, l'intensité et le
nombre de taches observées.

La méthode de pharmacognosie passant par la désdrom du type de stomates
consiste a observer au microscope le type de stsnmésents dans les feuillesAle

theiformisMBR et deM. indica, car le type de stomate est caractéristique daspece.

» Analyses sur CCM
Les constituants dans les extraits AletheiformisMBR et deM. indica sont
visiblement séparés. Les chromatogrammes montesntathes bien séparées avec leur
Rf respectives. Ces conditions expérimentales samgi retenues pour la suite de

I'étude.

Dans un premier temps, I'étude de la stabilitéréatisée. Cette étude consiste

dans les conditions expérimentales étudiées al@ahangement des caractéristiques
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des analytes dans I'extrait de feuilles AletheiformisMBR. La stabilité des analytes
conditionne la validité de la méthode. L'étude astabilité est réalisée en deux étapes :
étude de la stabilité des analytes en solutiomirelasplaque, et étude de la stabilité des

analytes durant la chromatographie.

Les chromatogrammes obtenus sont identiquesnaudiéférence n’est observée
concernant les Rf, les couleurs, les intensitéle elombre des taches observées. Les
analytes sont donc stables au moins 3 heures etiosokt 3 heures sur la plaque avant
la migration.

Les taches etant alignées sur la diagonale. Tdeseanalytes dans I'échantillon
sont stables dans les conditions expérimentaleges&0).

L’observation de la plaque pendant 1 h apres lavatésation a I'anisaldéhyde
sulfurique montre que la coloration est stable niaitensité des couleurs des taches
diminue dans les 10 premieres minutes sans digpariompléte des taches. Ainsi
I'interpretation des resultats doit se faire pendampremiere heure aprés derivatisation.
(50)

Le profil chromatographique de A. theiformis MBRt esnsi établi. Ce profil
chromatographique a été utilisé pour identifier #eiformis échantillon. La
comparaison des deux profils chromatographiques rélavée aucune difference
significative quant aux Rf, nombre, couleur et msiée des composés observeés sur la
plague. L'échantillon A. theiformis est ainsi idéiét comme Aphloia theiformis. Les
chromatogrammes obtenus des 4 variétés de mangye¥sentent la tache
correspondante a la mangiferine, mais aucun delm®snatogrammes ne ressemble a
celui de A. theiformis. L’identification d'une ple a partir de son profil
chromatographique doit prendre en compte tous lesposés présents sur le
chromatogramme et ne se limite pas a la caractiénsd’'un seul produit ou d'une

classe de substances.

La méthode d’identification étant mise au poinétdpe suivante consiste a la
valider. La validation d’une méthode d’identifiaati comprend plusieurs étapes dont

I'étude de la spécificité, la fidélité et la robesse.
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Sur le chromatogramme du mélange feuilles/tigesAd¢heiformis les taches
presentent sur le chromatogramme des feuilleé.dineiformis sont rétrouvées avec
deux taches supplémentaires aux Rf 0,73 et 0,83.c&rséquence, ces réultats
confirment que I'on a bien une poudre de feuilleg\dtheiformiset que les deux taches
seraient des impuretés apportées par les tigeanklyse de routine, il n’est pas rare
que les lots de feuilles a analyser contiennentfidegnents de tiges . La présence de
ces deux taches ne mettraient pas en cause lfidatibn de la plante commaA.
theiformis Le chromatogramme permet en plus d’évaluer laetpude la matiere
premiére. Si d’autres taches, en plus de celladtifdes sur le chromatogramme obtenu
avec le mélange feuilles/tiges de theiformis apparaissent, cela supposerait que
I’échantillon contiendrait des adultérants.

La mangiferine est présente dans tous les éclmtilsauf dans la poudre de
feuilles d’une plante quelconguii est utilisée en tant que temoin négatif darte ce
etude. Si sur le chromatogramme de cette poudradeifiée apparaissait une tache
correspondante a la mangiferine, la méthode nét g&rs spécifique .Dans ce cas, une
interpretation basée sur les autres taches deitfé@te. Le cas échéant, un changement

de I'éluant pour la CCM s’avererait nécessaire .(50)

L’étude de la fidélité se fait en deux étapesréf@étabilité et la fidélité
intermédiaire.

Les chromatogrammes de mangiferine Ade¢heiformiset deM. indica sont identiques
quant aux Rf, aux intensités, aux couleurs et ambme de taches observées. Par
ailleurs, la variation de Rf étant comprise eni82 et 0,03, soiARf< 0,05.
L”experience est répétable.

En effectuant les mémes analyses trois jours ssifsganalyses inter-jours), les
chromatogrammes obtenus sont identiques quant wauR intensités, aux couleurs et
au nombre de taches observées . La variation @stRfomprise entre 0,03 et 0,04. Bien
que cette variation soit légerement supérieure g@précédente, elle reste toujours
inférieure a 0,05. La méthode n’a pas une ifélé@bsolue ARf < 0,01) mais sa
fidélité est bonne. Ainsi le résultat obtenu estabke quel que soit le jour de
I'expérience et ceci dans le respect des conditapgrimentales décrites (50).
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L’évaluation de la robustesse s’est faite en madifi Iégerement trois
parameétres : le type de la cuve chromatographitjlisée, la distance parcourue par le
front de I'éluant et la température.

Le changement de la cuve chromatographique n’'affpas le chromatogramme
obtenu. Toutefois, la comparaison des Rf des tacbesspondantes a la mangiferine
dans les deux cas montre une variati®f de I'ordre de 0,04 qui est inférieure a 0,05.
On note que les Rf obtenues avec la cuve a foricpia un peu élevées (50).

Concernant l'influence de la distance parcourue lpdront du solvant sur les
chromatogrammes, aucune différence notable n'eserobe. Cependant, les Rf
obtenues aveb = 7,5 cm sont |égerement inférieures a cellesmiae ave® = 8 cm
avec une\Rf de l'ordre de 0,03 (50).

L'influence de la température sur la méthode adealia été étudiée. En faisant
varier |égérement la température de la migratiemperature de la salle (26°C),
températures maintenues a 31°C et 21°C, les entgseichromatographiques ne
présentent pas de différences significatives qadatcouleur, a I'intensité, au nombre,
et & la position des taches aveef< 0,05. Les expériences ont été réalisées le méme
jour. La méthode par CCM est donc valide entreQ&t’31 °C.

Lorsque I'expérience est menée a 40°C, les empeittiromatographiques sont
sensiblement différentes a celles de la plaqueldgpée a la température 26°C ; la
différence concerne particulierement la Rf des @¢acbbservées avetRf > 0,1 en
prenant toujours comme référence la mangiferimesajue la tolérance maximale est
ARf < 0,05. La couleur, le nombre et l'intensité ne smmtiquement pas modifiés. La
méthode n’est pas valide a 40°C comme méthoderdifamtion.

Dans les trois caaRf étant toujours inférieure a 0,05, la méthodéestat au test

de la robustesse.

Des études récentes effectuées Auitheiformismalgache et focalisées sur la
teneur en mangiferine ont montré que cette ten@st pas affectée par la saison de
récolte ni par I'endroit de culture. Cette étudeté@faite de mars 2005 & février 2006 et
conduite dans 5 endroits différents (51).
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» Observation au microscope

L’observation au microscope au grossissement X @éfnet d’identifier les
cellules stomatiques entourées par deux cellulesexas. Les stomates sont
accompagneés par deux cellules annexes dont less ganmmunes font un angle droit
avec les cellules de garde des stomates. Ces @@mmotorrespondent au type de
stomates diacytiques pour les feuillesAde¢heiformis

Pour le cas d#/l. indica la disposition des 2 cellules stomatiques estljgde a
I'ostiole, le stomate est du type paracytique.

Les structures de tous les stomates observés samk mince sont identiques,
cela signifie que le broyage électrique n’a pasuitdf structure des stomates.

» Test hémolytique

Les résultats obtenus montrent que les saponigsemes dans les feuilles Ae
theiformissont hémolytiques. Certes, pour des sujets quiréeeptent pas des ulceres
gastriques, les préparations a base des feuilles.dkeiformisne sont pas toxiques car
les saponines seront hydrolysées dans le tubetifligéar contre, si la personne
présente des ulcérations avec hémorragie intees,pléparations a base de

theiformissont a déconseiller.

En résumé, la méthode par CCM est valide dansoleditions suivantes :

- Extraction : I'extraction des feuilles doit suivia procédure décrite dans le
paragraphe

- Conditions chromatographiques : I'adsorbant dore 8e silicagel 60§54 et
I'éluant est un mélange de acétate d'éthyle/ atidmique/ acide acétique/
eau (100 :11 :11 :27 ; viviviv). La cuve doit &edurée pendant 30 mn avant
de mettre la plaque pour développement. La cuviisen est a double fond
et la température d’expériences est entre 21°C1¥E.3Les composés sont
détectés a l'aide d'une lampe UV a 254 nm et révddar anisaldéhyde
sulfurique.

Cette méthode par CCM est complétée par la détatmmmdu type de stomates.
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VI. CONCLUSION

La monographie d’'une plante est un recueil d’infations sur la plante. Elle est
destinée a garantir la qualité et le bon usageette plante. Dans Ie*lvolume de la
pharmacopée nationale malgache, les monographigsrvées aux plantes sont
principalement des monographies d’'usage. Les méthpdur assurer la qualité de la
plante, c’est a dire I'identification et la quaidition du ou des principes actifs n’y sont
pas assez développées.

Le présent travail a été focalisé sur le développdnet la validation d’une
méthode d’identification déAphloia theiformis une des plantes reconnues comme
plante médicinale malgache. Cette méthode d’ideatibn comprend la technique
CCM et la détermination du type de stomates présiants les feuilles de la plante. Ces
deux techniques sont utilisées pour identifierpiemtes dans la pharmacopée. Elles ont
été choisies pour leur practicité et leur simpdiclta technique est moins colteuse.

Dans les conditions expérimentales étudi€es, l#érelts criteres de validation
pour une méthode par CCM sont satisfaits. L’analseé stable, les résultats sont
répétables, la méthode est spécifique et permeetbeter d’éventuelles falsifications.
La méthode n’est pas significativement affectéedeafaibles variations de paramétres
d’analyses. La méthode d’identification par CCM a&stsi validée et pourra étre utilisée
comme méthode d’identification de référence poenidier un échantillon déphloia
theiformis

La méthode par caractérisation du type de stonestepar contre, déja validée et
proposée par la pharmacopée européenne. Elleraglémentaire a la techniqgue CCM,
et ensemble, les deux techniques peuvent constitner méthode d’identification
utilisable et fiable. Pour le cas Betheiformis les stomates sont du type diacytique.

Les expériences réalisées dans ce travail de tioeseont permis :
- d'une part, d’appliquer les acquis théorigueg qus avons recus au
cours de notre formation,
- d’autre part, de contribuer & I'élaborationldenonographie déphloia
theiformis. La méthode validée dans ce travail servira de ou&hd’identification de

référence pouA. theiformis; L’approche peut bien étre utilisée pour d’autpémntes.
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VELIRANO
(SERMENT DE GALIEN)

Mianiana aho, eto anatrehan’ireo0 mpampianatra r&heto amin’ny sampam-
pampianarana momba ny fahasalamana sy ny filarirkea0 amin’ny aro fenitrin'ny

farmasianina ary ireo mpiara-mianatra amiko rehéra

- Hanome voninahitra ao anatin’ny fitsipika mifehy rasako ireo rehetra
namolavola sy nanofana ahy ary hahatsiaro mandvakary soa lehibe

nataon’izy ireo ka hitandro hatrany ny fampianaraomeny ahy

- Hanatanteraka ny asako am-pahamendrehana sy ammglatena ary am-
pahamarinana ka tsy hanararaotra na hitady tombohgatran’izay lazain’ny
lalana ary hanaja an-tsakany sy an-davany ny lai@netra manankery mifehy

izany mba ho tombon-tsoa ambon’ny fahasalamam-tahoa

- Tsy hanadino mihitsy ny adidy amanan-draikitro dm@n marary sy ny

hasin’ny maha-olona

- Tsy hanaiky mihitsy hampiasa ny fahalalako sy ryefako mba ho fitaovana
handikana ny maha-olona sy hanatanterahana helkenbana olona na

amin’inona na amin’inona ary na rahoviana na raduoai

Enga anie mba ho hajain’ny mpiara-monina aho rahaaja an-tsakany sy an-davany
izao fiainianako izao, fa kosa ho feno henatra gyhélan’ireo mpiara-miasa raha tsy

manaja izany.
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