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Introduction générale 1

Depuis toujours, I'homme utilise les plantes a déightes fins. Elles sont
principalement employées comme source d'alimentsutie part, les feuilles et limbes des
plantes peuvent étre transformés en engrais natuitel a leur dégradation et transformation
en humus. Les plantes sont aussi cultivées powir s&fornementation ou pour protéger
contre l'érosion. Actuellement, les huiles essdlee extraites de plantes trouvent des
applications variées dans le domaine alimentairenfas), cosmétique ou pharmaceutique
(aromathérapie). Dans ce dernier secteur, plushaiilss essentielles sont connues pour leurs
propriétés antibactériennes.

Par ailleurs, depuis des siecles, les plantes waditionnellement utilisées pour
résoudre divers problémes de santé. Cette tradibotinue a s’épanouir, a tel point que la
majorité de la population a recours a la thérapeeta base de plantes, a Madagascar comme

dans des pays tel que la Chine et le Japon.

hY

Actuellement a Madagascar, cette maniére d'utilieer plantes est encore trés
fréequente et évolue avec la technologie. Des %xiét laboratoires de recherche ont méme
fait leur apparition pour exploiter cette utilisatides plantes a des fins thérapeutiques, pour
ne citer que ''MRA, THOMEOPHARMA, le RIRA,...Et mémdans les pays développés, il
y a un regain d'intérét pour la recherche sur laatps médicinales.

Notre ile est un grand bénéficiaire de cette risbesaturelle car sa biodiversité
végeétale est tres importante avec un taux d’endaené&eveé a tous les niveaux taxonomiques
(famille, genre, espéce). Actuellement, plus deOD26spéces végétales ont été recensées
(RABESA ZAFERA, 1986) dont 80 % sont endémiquesisilurs d’entre elles sont utilisées
par les paysans malagasy de nos jours dans lekaRdm », ou la médecine traditionnelle a
base de plantes. Ceci est d( a leur colt peu étedssi a la facilité dont on se les procure.

Leurs utilisations sont multiples. Il y a celles’au peut utiliser pour soigner des
maladies internes (comme les maux d’estomac ombkdadies du foie et bien d’autres), et
celles qui servent a soigner les maladies extgmatadies de la peau ou plaies diverses). A
titre d’illustration, on peut citer :

- le talapetrakaou Centella asiatica le décocté de la plante entiére, administré par
voie orale, est utilisé pour guérir les maux d'esic et de foie (RABESA
ZAFERA, 1986).

- le rambiazinaou Helichrysum gymnocephalunte décocté de tiges et de feuilles,
administré par voie orale, est utilisé pour guées maladies du foie (BOST,
1961).
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le dingadinganaou Psiadia altissima le décocté de feuilles peut servir a nettoyer
les plaies (la gale) (RABESA ZAFERA, 1986).

le voandelakaou Melia azedaractou lilas : la racine et I'écorce de tige ont des
propriétés anti-helminthiques. Ces organes sonillisopuis additionnés d’'un peu

de sucre si nécessaire. La solution est adminigia¢evoie orale a raison d’'une
cuillerée a soupe par jour pour un enfant de mdmdan (RABESA ZAFERA,
1986).

le hofika ou Dioscorea bulbifera la poudre des bulbilles aériennes séchées et
rapées, appliguée sur les blessures et les penasine leur guérison (DEBRAY

et coll., 1971).

Les plantes sont aussi employées pour calmerdeleudrs ou résoudre des problemes

physiologiques. Ainsi par exemple :

le décocté de feuilles desiadia altissimaadministré par voie orale, est efficace
pour calmer les maux de ventre, rétablir une irgtiga et guérir la blénnorragie
(RABESA ZAFERA, 1986).

la mangue oMangifera indicaest utilisée pour dégriser les ivrognes. En efiet,
leur fait manger les feuilles pilées qui sont éméts (JAQUEMIN, 1971).

le anampatsaou Amaranthus spinosusst utilisé pour soigner I'hypertension
artérielle car le décocté de la plante entiere, iaidiné par voie orale, est un
diurétique (BOST, 1961).

le rombaou Ocimum gratissimunaont le décocté de feuilles est administré par
voie orale est un anti-diarrhéique et un anti-vdrfRERNET, 1957).

le aviavy ou Ficus megapodast un antitussif et peut stopper les éternuements
frequents. Les feuilles fraiches pilées sont arasgar le patient (DEBRAY et
coll., 1971).

Comme nous l'avons vu précédemment, les plantegepe@tre utilisées séparément

pour guérir de nombreuses maladies ; mais ellesgm¢laussi étre combinées. Ainsi par

exemple, le décocté de feuilles Bécinus communisou ricin outanantanamangeet de

feuilles dePaullinia pinnataou vahimasinaombilahgst administré par voie orale pour guérir
le rhume, une hypothermie prolongée ou la maléaz (RABESA ZAFERA, 1986).

Malgré I'abondance des plantes a vertus thérapegi@u celles réputées toxiques

recensées dans les ouvrages scientifiques, las efeondaires indésirables ou la toxicité ne
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sont déclarés que pour un nombre restreint d’ezites. En outre, peu d’entre elles ont fait
I'objet d’'une étude approfondie.

Afin de vérifier que l'utilisation d’'une plante esans risque, une étude toxicologique
est d'une importance capitale pour :

- évaluer la toxicité des feuilles de cette plante a#terminant les doses

correspondantes ;

- déterminer les propriétés chimiques des extraila géante.

C’est pour ces différentes raisons que l'unitéalecblogie au sein du laboratoire du
Département de Biochimie fondamentale et appliq(i#8FA) a orienté ses travaux de
recherche sur les plantes, afin d’étudier les pétds physico-chimiques de leurs principes
actifs et d’évaluer leur toxicité et leurs effetslbgiques.

Des plantes utilisées en médecine traditionnell¢ fait ainsi I'objet d’études
toxicologiques.

Ainsi, au sein du laboratoire du DBFA seulemenyspouvons citer I'étude sur :

- Tachiadenus longiflorusde la famille des GENTIANACEEAE (RAKOTO-

RANOROMALALA, 1989), utilisé pour soigner les dibges ;

- Xylopia humblotianade la famille des ANNONACEAE (RASOLONDRAIBE,
2007) : le décocté du mélange de feuilles et dngsade la plante est préconisé
pour atténuer la fatigue.

- Gambeya boivianale la famille des SAPOTACEAE (RASOATAHINA, 2005) :
les feuilles pilées sont utilisées comme emplatetre les piqires de scorpion
(AUBREVILLE, 1974) et le décocté de feuilles esilis¢ pour guérir I'enfant a
sujet des crises convulsives hyperthermiques senple

- Pittosporum senacia de la  famille des PITTOSPORACEAE
(RAZAFINTSALAMA, 2005) : les feuilles sont utilis&epour soigner les piqares
d’araignées venimeuses.

- Xerocicyos danguyi de la famille des CUCURBITACEAE
(RAKOTONDRAZANAKA, 1999) : les racines rapées sarva bourrer les dents
cariées, et les feuilles en infusion sont utiliséastre la syphilis.

- Olax lanceolatade la famille des OLACACEAE (RAHELINIAINAMANDIMBY,
2003) : les feuilles servent a stopper les troulfesigines diverses comme la

fatigue et pour faciliter la cicatrisation des phai
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Des principes toxiques mis en évidence dans cesasdgont été purifies et étudiés du
point de vue physico-chimique et toxicologique. tseupropriétés pharmacologiques
(antimicrobienne, insecticide, larvicide, ...) on¢ étudiées.

Pour notre part, nous avons choisi comme mat€gtlidie Schefflerdongipedicellata
ou Voantsilanaou Vantsilang une ARALIACEE pour les raisons suivantes :

- daprés une enquéte effectuée auprés des paysanaleniours d’Anjozorobe,
zone de récolte de la plante, cette plante possederopriété pharmacologique
intéressante car elle est utilisée comme antidotére les empoisonnements par
les venins d’insectes, d’araignées, de scorpiordecserpents. En effet, suite a une
piglre d’animaux venimeux, trois a quatre feuillks cette plante sont machées,
puis la mixture (broyat de feuilles et salive) &gpliquée sur la plaie.

- aucune étude méme préliminaire concernant les ipaacactifs contenus dans
cette plante n’a été entreprise ;

- cette plante est largement répandue et d’'une gmisgenibilité sur notre ile ;

- pendant les tests préliminaires, une toxicité desaiks de feuilles a été mise en

évidence.

Ce travail comprend deux parties : I'étude chimique comporte I'extraction et la

purification des principes actifs et I'étude toxagique des extraits obtenus.

Une conclusion générale accompagnée des perspedivmine ce travail pour
résumer I'essentiel de cette étude et afin deesiter vers les nouvelles applications de cette
recherche. Une introduction précede les deux paréieelle est suivie de la description des

matériels et méthodes utilisés.



CI-IIMIQUE
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|. INTRODUCTION

A part l'étude systématique effectuée par GOVAERI00@), aucune étude
approfondie n’a été faite jusqu’a présent Sehefflera longipedicellat¢ARALIACEAE).
Ainsi, dans le cadre de I'’étude chimique des ppesitoxiques de cette plante, nous avons
établi un plan de recherche axé sur les pointsastsv.

- extraction des principes toxiques a l'aide d#édeéntes techniques a partir de la
poudre de feuilles ;

- établissement d'un procédé de purification pétamé d’obtenir un extrait
suffisamment purifié ;

- caractérisation physico-chimique des substatmegues et détermination de leur

nature chimique.

II. MATERIELS ET METHODES

1.1. MATERIELS

1.1.1. MATERIEL VEGETAL

11.L1.1.1. POSITION SYSTEMATIQUE
(GOVAERTS, 2003

La classification de la plante est la suivante :

Régne : VEGETAL
Sous-regne : TRACHEOBIONTA
Division : MAGNOLIOPHYTA
Classe : MAGNOLIOPSIDA
Sous-classe : ROSIDAE

Ordre : APIALES

Famille : ARALIACEAE
Genre Schefflera

Espéce longipedicellata

Noms vernaculaires : Voantsilana, vantsilana
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La plante a été identifiée au laboratoire de boiamidu Parc botanique et zoologique
de Tsimbazaza ou elle porte la référence d’herdfe2080, établie par PHILLIPSON en
juillet 1987.

11.1.1.2. DESCRIPTION BOTANIQUE

1.1.1.2.1. Description du genreSchefflera
(GOVAERTS, 2003

Arbustes ou arbres, souvent grimpants ou eépiphygesfeuilles persistantes,
hermaphrodites ou monoiques, non épineux. Lesldsuslont palmées composées, rarement
unifoliolées, a bord entier, sans poil ; les stgulsont unis a lintérieur du pétiole.
L’inflorescence est terminale ou pseudolatéralepanicule ou en raceme composee. Les
bractées sont pubescentes, caduques ou persistamteddicelle est non articulé en dessous
de l'ovaire. Le calice est a bord entier ou pentaéleLes pétales sont au nombre de 5 a 11,
valvaires. Il y a 5 a 11 étamines. L'ovaire possédg@u 5) a 11 carpelles. Le style est en
partie ou totalement uni en colonne ou stigmates g@doncule. Les fruits sont en grappe,
arrondis ou ovoides. Les graines 4 (ou 5) a 11t Istéralement compressées a endosperme

uniforme, ou légérement ruminées.

11.1.1.2.2. Description de I'especeschefflera longipedicellata
(FRODIN, 1988)

Arbre pouvant atteindre 8 m de haut, I'espece safduailles ternes, de couleur vert
sombre au-dessus, pales et concaves en dessosentdes feuilles composées, digitées,
alternes. Les tiges portent de petites infloreseemdles, vert-jaune, souvent groupées en 4.
Les fleurs sont constituées de pétales vert-jaueg.anthéres sont en évidence, réfléchis de
couleur jaune. Les fruits immatures sont rondstsyefevenant rouge-noir a maturité sur une

infructescence en raceéme, ombelliforme (voir figuteet 2, p. 7).
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Figure 2 : Feuilles deSchefflera longipedicellata
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11.11.1.3. LOCALISATION GEOGRAPHIQUE

Notre planteSchefflera longipedicellatast trouvée dans les foréts denses et humides
de I'Est de I'lle.

En effet, elle a été localisée dans la forét deatBe et d’Antsaralahy, district
d’Anjozorobe, province d’Antananarivo et a Ambatpdystrict de Moramanga, province de
Toamasina.

Elle pousse aussi dans dautres provinces comnilescee Fianarantsoa, plus
précisément dans la commune de Farafangana, tidgid/ondrozo ou dans la forét de
Ranomafana ; dans la province d’Antsiranana: d@ngéserve nationale d’Ambohitra
(Montagne d’Ambre).

11.L1.1.4. LIEU ET DATE DE RECOLTE

Notre plante a été récoltée dans le district d’&ojobe (sur la RN3, PK90), plus
précisément dans le fokontany d’Antsahabe Estt fd#@ntsaralahy, au mois d’aolt 2007,

période ou la plante est en phase végétative.

11.L1.1.5. PREPARATION ET CONSERVATION DU MATERIEL VEGETAL

Les feuilles ont servi de matériel d’étude. Elleatsséchées a I'abri du soleil pendant
trois semaines. Ensuite, a I'aide d’un mixer (BLERR) GT500), elles sont broyées jusqu’a
I'obtention d’une poudre fine qui constitue le nmaglede départ. Celle-ci est conservée dans

une boite hermétiquement fermée, a la températubeaate.

11.1.2. LES PRODUITS CHIMIQUES

Dans notre laboratoire, les produits chimiquesstezedire les réactifs et solvants
utilisés sont de qualité pour analyse et de makdistRCK ou PROLABO.

Les supports chromatographiques utilisés sont egies de gel de silice (MERCK)
60F,54 d’épaisseur 0,2 mm, étalé sur une feuille entigjas de dimensions 20 x 20 cm,

immédiatement utilisables.
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1.1. METHODES

[1.2.1. METHODES D’EXTRACTION DES PRINCIPES TOXIQUES

11.2.1.1. EXTRACTION A FROID

La poudre végétale est mise en suspension daswvant d’extraction (eau distillée
ou mélange hydroéthanolique 75 % ou éthanol absoivant le rapport 1/10 (p/v), c’est-a-
dire 1g de poudre dans 10 ml de solvant. Le mélasgjsoumis a une agitation magnétique
pendant 3 h a la température ambiante, puis lais&é&rer a +4°C pendant au moins 12 h.

Le macérat est de nouveau agité pendant 30 minenpérature ambiante avant sa
filtration sur quatre épaisseurs de gaze pour eémlie marc.

Le filtrat est ensuite centrifugé a 12 000 trs/rpendant 20 min au moyen d’une
centrifugeuse BREMSE (modéle T52).

Pour I'extraction aqueuse, le surnageant qui domesa ultérieurement I'extrait brut
est concentré, alors que pour I'extraction hydraéthique ou éthanolique, il est débarrassée
du solvant d’extraction par évaporation sous possséduite au moyen d’'un évaporateur
rotatif (voir méthode de concentration au parageapR.3, p. 13).

Pour les trois types de solvant d’extraction, léupee final est réduit a 1ml pour
chaque gramme de poudre de départ, c’est-a-divarsuie rapport 1/1 (p/v).

Une deuxieme centrifugation a 12 000 trs/min pabhdd5 min a l'aide d’'une
centrifugeuse JOUAN (modele TH12), est nécessaive @liminer le précipité éventuel.

11.2.1.2. EXTRACTION A CHAUD

La poudre est mélangée avec le solvant d’extrac{esu distillée ou mélange
hydroéthanolique 75 %), dans le rapport 1/10 (p/v).

L’extraction est effectuée a reflux. La solution elsauffée sur une plaque chauffante
sous agitation magnétique a la température d’dlmullidu solvant d’extraction, c'est-a-dire
100 °C pour I'eau distillée et +65 °C pour I'éth&(BAUTIER et MIOCQUE, 1968).

Apres 3 h de chauffage, le décocté est enlevéighositif d’extraction, puis laissé
refroidir a la température ambiante. Il est enslaitgsé macérer a +4°C pendant au moins 12
h.

La suite de la manipulation est la méme que pextraction a froid.
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[1.2.2. METHODES DE PURIFICATION

11.2.2.1. FERACTIONNEMENT PAR LE n-BUTANOL

1.2.2.1.1. Principe

La technigue est fondée sur la distribution d'wiu® entre deux solvants non
miscibles, I'eau et le n-butanol, en fonction desshubilité dans chacun d’eux (MAHUZIER
et HAMON, 1986 ; KAMOUN, 1987).

1.2.2.1.2. Mode opératoire

BN

Dans une ampoule a décanter sont introduits umnwel de l'extrait a traiter
préalablement dilué 2 fois (pour diminuer sa vigédset le méme volume de n-butanol.
Apres agitation énergique, le mélange est laisgépans dans I'ampoule débouchée jusqu’a la
décantation totale des deux liquides, donnant delxses nettes: la phase supérieure
organique et la phase inférieure aqueuse. Les pleases sont alors récupérées et leur volume
mesure. L'opération est répétée deux fois en regaptde n-butanol.

Les trois phases organiques sont alors réunibsrndéssées du solvant organique par
évaporation aprés ajout d'un grand volume d’eaiis pancentrées pour avoir le rapport 1/1
(p/v).

La phase aqueuse est débarrassée du n-butanlaigsar évaporation.

11.2.2.2. PRECIPITATION PAR L'ECETATE NEUTRE DE PLOMB

1.2.2.2.1. Principe

Divers sels de métaux lourds comme l'acétate aedér plomb (ANP) permettent
d’éliminer différentes substances comme les pretéines acides organiques, les acides
nucléiques, les polysaccharides, les tanins ett@dausubstances phénoliques,en les
précipitant (MAHUZIER et HAMON, 1986).

11.2.2.2.2. Mode opératoire

La solution d’acétate neutre de plomb a 20 % (p&/)volume déterminé est versée
goutte a goutte dans I'extrait placé sous agitat@gnétique. Le précipité formé est éliminé
par centrifugation a l'aide de la centrifugeuse BFREE (modéle T52), a 12 000 trs/min

pendant 5 min a +5 °C. Le traitement est répéwgujasce qu’il 'y ait plus de précipité.
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L’exces de plomb est éliminé par précipitation’aade d’'une solution aqueuse de
phosphate disodique & 10 % (p/v). Le précipité tomst écarté par centrifugation comme

précédemment.

11.2.2.3. DIALYSE
11.2.2.3.1. Principe

Cette technique est basée sur la capacité decuedéde traverser une membrane
hémi-perméable suivant leurs poids moléculairesteGaembrane cylindrique appelée sac a
dialyse ou boudin a dialyse agit comme un tamisémdaire et posséde un seuil de filtration
bien déterminé. Elle sépare ainsi les petites mitddcdes grosses molécules en induisant
deux phénomenes :

- L’osmose: définie comme le mouvement d’eau du milieu lespdilué (liquide de

contre-dialyse) vers le milieu le plus concentrérgat a dialyser).

- La diffusion : les substances de faible poids moléculaire sbiers le liquide

contre-dialyse.

Plusieurs parametres influencent la vitesse delgsz :

- le diamétre des pores de la membrane

- la différence de concentration, entre les deux @tipents
- le temps de contact

- latempérature

- le pH.

(AUDIGIER et coll., 1989, KAMOUN, 1991, MAHUZIER ¢dAMON, 1990)

[1.2.2.3.2. Mode opératoire

11.2.2.3.2.1. Préparation de la membrane de dialyse

Le boudin a dialyse (marque Cellu Sep, 33mm deelasguil 6000 a 8000 Da) est
bouilli trois fois dans I'eau distillée pendant Snntout en remplagant chaque fois I'eau
distillée. Cela permet d’éliminer la couche protieet formée de glycérine, de métaux lourds
et de composés sulfurés. Apres ce traitement, Udibcest conservé a +4 °C dans la derniére
eau bouillie.

Avant chaque utilisation, il est nécessaire deetiie boudin a dialyse avec de I'eau

distillee.
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11.2.2.3.2.2. Déroulement de la dialyse

Le boudin de dialyse est rempli au tiers avec taka traiter, laissant ainsi un espace
suffisant pour les échanges. Ceci permet d’évigetdtement du boudin par augmentation de
volume de l'extrait a traiter.

Avant de nouer les deux extrémités du boudin dyska l'air est éliminé pour
permettre son immersion totale dans de I'eau Hstitle volume égal a cent fois celui de
'extrait a dialyser. Une agitation continue duuiide de contre-dialyse est nécessaire pour
eviter la formation d’'un gradient de concentratil@s molécules diffusibles autour du boudin.

Le liquide de contre-dialyse est changé trois énigi8 h.

A la fin de I'opération, le dialysat, liquide aX&rieur du boudin et I'adialysat, liquide

a l'intérieur du boudin, sont concentrés jusquapport 1/1 (p/v).

[1.2.2.4. PRECIPITATION PAR L'ETHANOL 50%

1.2.2.4.1. Principe

Elle est basée sur la diminution de la solubiligd agrtaines substances dans I'eau,
aprés addition d'un solvant organique moins polamscible tel que I'éthanol. Cela va
entrainer la précipitation de ces substances (MAIEBZet HAMON, 1986).

11.2.2.4.2. Mode opératoire

L’extrait a traiter de volume déterminé, soumisng @gitation magnétique continue,
est additionné goutte a goutte d’éthanol absolméme volume.

Le mélange est ensuite laissé macérer a +4°C peth8amin. Le précipité formé est
éliminé a 12 000 trs/min pendant 15 min a I'aiddadeentrifugeuse JOUAN, TH12.

Enfin, le solvant contenu dans le surnageant estiréd par évaporation au moyen

d’un évaporateur rotatif.

[1.2.2.5. FRACTIONNEMENT PAR L'ACETATE D’ETHYLE

[1.2.2.5.1. Principe

Elle est basée sur la distribution d’'une substarcéonction de son affinité relative
dans deux solvants non miscibles (MAHUZIER et KAMQIN86 ; KAMOUN, 1987).
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[1.2.2.5.2. Mode opératoire

La manipulation est la méme que pour le fractionsr@npar le n-butanol, seulement,

le solvant organique utilisé est I'acétate d'éthyle

11.2.3. METHODE DE CONCENTRATION

L’évaporateur rotatif (HEIDOLPH) est I'appareil lise pour évaporer les solvants
organiques ou concentrer un extrait. Une pompéel@ @st nécessaire pour réduire la pression
au cours de I'évaporation. L'opération est effeetaé&60°C.

La concentration initiale des extraits (rappod, I/V) a étudier peut étre calculée a

partir de la relation ci-apres :

Poids du résidu sec (mg)

Concentration (mg/ml) =
\date de I'extrait de départ(ml)

11.2.4. CALCUL DE RENDEMENT

L’extrait résultant d’'une extraction ou d’une étaj@epurification est évaporé a sec. Le
résidu sec obtenu est pesé. Le rendement estdertagntre le poids du résidu sec et celui du

matériel de départ selon la formule :

Poids disidu sec (g)
Rendement (%) = * 100
Poids du matérig¢ départ (g)

[1.2.5. METHODES D’ANALYSE

11.11.2.1. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

[1.2.5.1.1. Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est ongaté de microanalyse utilisant
comme support le gel de silice 6@;f€talé sur une feuille plastique. Le long de ce supp
une phase liquide entraine a vitesse inégale lestances a séparer, suivant une direction

déterminée.
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La vitesse de migration est fonction de I'affinités constituants vis-a-vis de la phase
liquide mobile et/ou de la phase fixe adhérantugppert chromatographique (RANDERATH,
1964 ; VERNIN, 1970 ; BOREL et RANDOUX, 1987 ; MAHIIER et coll., 1990).

[1.2.5.1.2. Mode opératoire

11.2.5.1.2.1. Préparation de la plaque

Avant le dépdt des extraits sur la plaque, la ligaalép6t est tracée a 1,5 cm du bord
inférieur de la plaque. A 1,3 cm des bords latérsomt déposés les extraits sous forme de

tirets de 0,8 cm, espacés de 0,6 cm. Les dépotséomes a I'aide d’'un séchoir a main.

11.2.5.1.2.2. Développement du chromatogramme

Dans wune cuve chromatographique (DESAGA) contendamt solvant de
chromatographie dont les vapeurs ont préalablesegnté I'enceinte, la plague préparée est
introduite. Cette derniere est positionnée vericant (c'est-a-dire la ligne de dépobt en bas).
Le solvant migre par capillarit¢ vers le haut lendode la plaque (chromatographie
ascendante). La migration est arrétée lorsqueoket flu solvant arrive a 0,5 cm du bord
supérieur de la plaque. Elle est ensuite retiréla @deive et séchée par un courant d’air chaud

pour évaporer le solvant.
11.2.5.1.2.3. Révélation du chromatogramme

11.2.5.1.2.3.1.Examen sous lumiére ultraviolette (UV)

A des longueurs d'onde égales a 254 nm et 366 remnainbreuses substances
deviennent visibles sous forme de taches violettemses ou fluorescentes sous |'effet de la

lumiéere UV.

[1.2.5.1.2.3.2.Réactions colorées

La vanilline sulfurique (voir composition en anneReest le révélateur universel
utilisé pour révéler les composés carbonés ayamtiaimum 2 atomes de carbone. Elle est
pulvérisée a la surface du chromatogramme. Apréisage a I'étuve de la plaque, des taches

violettes ou roses apparaissent.
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11.2.5.2. CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Les tests de criblage nécessitent au préalable fmpation de quatre extraits.

[1.2.5.2.1. Préparation des extraits a tester

11.2.5.2.1.1. Extrait aqueux

Une quantité égale a 2 g de poudre d’organe (é=)ithu 2 g de résidu d’évaporation a
sec de l'extrait a tester est mélangée a 10 miuddestillée. Le mélange est chauffé jusqu’a
I'ébullition.

11.2.5.2.1.2. Extrait chloroformique

Du chloroforme (10 ml) sont additionnés a la poudkgétale pesant 2 g, ou a 2 g de
résidu d’évaporation a sec de I'extrait a étudier.

11.2.5.2.1.3. Extrait hydroéthanolique

De I'éthanol 75 % (10 ml) est mélangé avec 2 g aedpe de feuille ou 2 g de résidu
d’évaporation a sec de I'extrait a étudier.

11.2.5.2.1.4. Extrait acide

De I'acide chlorhydrique (HCI) 2N de volume égal@ ml est mélangé avec 2 g de

poudre de feuilles ou 2 g de résidu d’évaporatise@de I'extrait a étudier.

Notons que tous ces extraits sont laissés macérenans 12 h a +4°C. Avant
I'utilisation de chacun d’eux, il est essentielldien mélanger la suspension obtenue et de la

filtrer ensuite pour avoir un extrait limpide.

[1.2.5.2.2. Détermination des familles chimigues

[1.2.5.2.2.1. Alcaloides

Le test des alcaloides nécessite quatre tubesaa @s®enant chacun 1ml d’extrait
acide ci-dessus. Le premier tube sert de témois.dutres tubes sont utilisés pour les tests
spécifiques (voir la composition des réactifs enexe Il1).

11.2.5.2.2.1.1. Test de Mayer

Le réactif de MAYER (4 gouttes) est versé dansdeond tube. L'apparition d’'un
précipité blanc ou d’'une floculation témoigne dexistence d’alcaloides dans I'extrait étudié.
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11.2.5.2.2.1.2. Test de WAGNER

Dans le troisieme tube sont versées 4 gouttes atgifréle WAGNER. La formation

d’un précipité blanc indigue la présence d’alcadsid

11.2.5.2.2.1.3. Test de DRAGENDORFF

Quatre gouttes de réactif de DRAGENDORFF sont agsitdans le dernier tube. Une
floculation blanche apparait si I'extrait contigles alcaloides.

Il est essentiel d’effectuer le test de confirmatdes résultats méme si les trois tests
précédents s’'averent positifs. Cela consiste abgiser les précipités formés dans de
I'éthanol (80 %) de volume 0,5 ml. Si les précipigdnt solubles, on a des alcaloides.

11.2.5.2.2.2. Flavonoides et leucoanthocyanes
Leur détection est effectuée sur I'extrait hydragéiblique.
11.2.5.2.2.2.1.Flavonoides (Test de WILSTATER)

La réaction colorée, dite de la cyanidine, met edence les flavones, flavonols et
flavonones par traitement avec du magnésium ereumdhlorhydrique (BRUNETON, 1987).

Deux tests sont a effectuer :

- Pour le premier, 2 ml d’extrait sont additionmies4 gouttes de HCI 12N et de deux
tournures de magnésium. Apres 10 min, le viragadm®uleur au rouge indique la présence
de flavones, au rouge pourpre celle des flavonbuaouge violacé celle des flavonones et
flavonols.

- Pour le deuxieme, le mélange précédent (2 mitciéx+ 4 gouttes de HCI 12N + 2
tournures de magnésium) est également préparécettésfois ci, il est additionné de 0,5 ml
d’eau distillée et 0,5 ml d’alcool isoamylique. Uneloration rouge a rouge violacé de la

phase supérieure indique la présence de flavonoides

11.2.5.2.2.2.2.Leucoanthocyanes (Test de BATE-SMITH)

L’extrait de volume égal & 2 ml, est additionné(j®dml de HCI 12 N. Le tout est
chauffé dans un bain-marie bouillant pendant 30. rha réaction positive correspond a

I'apparition de la couleur rouge apres refroidissam
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11.2.5.2.2.3. Tanins et polyphénols

L’extrait aqueux est utilisé pour la détection tisns et polyphénols.

Trois tests sont nécessaires pour observer lampréskes variétés de tanins.
[1.2.5.2.2.3.1.Test a la gélatine

Quatre gouttes de gélatine salée a 1 % (p/v) sensees dans 0,5 ml d’extrait. Ce test
indique la présence des tanins condensés de typehapue, qui se traduit par la formation

d’un précipité blanc.

11.2.5.2.2.3.2.Test a la gélatine salée

Quatre gouttes de gélatine salée 10 % (c'est-addita gélatine 1 % dans une solution

de NaCl 10 %). La formation d’'un précipité monteeprésence de tanins hydrolysables de

type pyrogallique.

11.2.5.2.2.3.3.Test au chlorure ferrique

Quatre gouttes de chlorure ferrique en solutiorharlique sont mélangées avec 0,5
ml d’extrait. Le virage de la couleur au bleu-noir au bleu-vert met en évidence I'existence
des composés phénoliques autres que tanin (HEMIN®WACARCHESY, 1989).

11.2.5.2.2.4. Stéroides et triterpénes
L’extrait chloroformique est utilisé pour les tests
11.2.5.2.2.4.1. Test de LIBERMANN- BURCHARD

L’extrait de volume égal a 1 ml est ajouté de tgmsittes d’anhydride acétique. Apres
une légere agitation, 2 gouttes d’acide sulfurigideSO;) 36 N sont versées le long de la
paroi du tube en position inclinée. L'apparitioma’anneau rouge violacé indique la présence
de triterpenes alors que la coloration verte dqehlsse supérieure du mélange montre celle des

stéroides.

11.2.5.2.2.4.2. Test de SALKOWSKI

La présence de stérols insaturés se traduit paoléeiation rouge de la phase au fond
du tube a essai apres 'ajout de 0,5 ml d8® 36 N et de trois gouttes d’anhydride acétique,

a 0,5 ml d’extrait.
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11.2.5.2.2.5. Anthraquinones (Test de BORNTRAGER)

0,5 ml d’extrait est mélangé avec 1 ml de benzéeemélange est laissé au repos.
Aprés la décantation, 0,5 ml d’ammoniaque 25 % agstté dans le tube contenant le
mélange. La coloration rouge de la phase alcatidijue la présence d’anthraquinones.

[1.2.5.2.2.6. Désoxyoses (Test de KELLER-KILLIANI)

A l'extrait aqueux de volume égal a 0,5 ml sonuégs successivement 0,5 ml d’acide
acétigue glacial, 0,5 ml de chlorure ferrigue 1@#/asolution aqueuse et 0,5 ml dgSA), 36
N coulé le long de la paroi du tube incliné. Unactén positive est caractérisée par la

formation d’'un anneau pourpre a l'interface (FONG@al., 1977).

11.2.5.2.2.7. Iridoides

L’addition de quelques gouttes de HCI 12 N a l'aktaqueux de volume égal a 0,5
ml, suivie d'un chauffage du mélange dans un baanignbouillant pendant 30 min sert a
tester les iridoides. Une réaction positive seditaalors par la formation d’'un précipité ou

d’une coloration vert foncé ou bleu foncé.

11.2.5.2.2.8.  Saponines

Les saponosides se dissolvent dans l'eau en formesitsolutions moussantes par
agitation (BALANSARD et BERNARD, 1950 ; BRUNETON9&7 et 1993).

L’extrait aqueux de volume égal a 1 ml est soumis& agitation énergique pendant 30
min. Si la formation de mousse alvéolée a la serfpersiste pendant 30 min, avec une

hauteur de 3 cm, I'extrait renferme des saponines.

. RESULTATS

[11.1. PREPARATION DES EXTRAITS TOXIQUES

[11.1.1. EXTRACTION

Diverses techniques d’extraction ont été effectuegmrtir de la poudre de feuilles
dans le but de déterminer la méthode d’extractes mtincipes toxiques la plus performante
et d’obtenir un extrait facile & manipuler.

Pour chaque extraction, 45 g de poudre sont gitisé
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- Extraction

a

a froid :

les solvants utilisés sont alie distillée,

19

le mélange

hydroéthanolique 75 % et I'éthanol absolu (100 @6ir paragraphe 11.2.1.1, p. 9)

- Extraction a chaud et a reflux : les solvantsségisont : I'eau distillée, le mélange

hydroéthanolique 75 % (voir paragraphe 11.2.1.2)p.

Quant au volume des extraits apres I'extractiorgsil réduit au volume initial du

matériel de départ c'est-a-dire 45 ml, pour obteniapport 1/1 (p/v).

La toxicité des différents extraits est appréciéacg a des tests sur souris (Voir

meéthode au paragraphe 11.2.1.1.1.1, p. 29).

Le tableau 1, p. 19 résume les caractéristiquesiffésents extraits.

Tableau 1: Caractéristiques des extraits bruts issus des dérentes techniques

d’extraction

Technique
d’extraction Aqueuse | Hydroéthanolique | Ethanolique | Aqueuse a| Hydroéthanolique
T a froid 75 % a froid a froid chaud 75 % a chaud
Caractéristiques
Marron Marron Marron
Couleur ) Marron verdatre R ) Marron verdatre
fonceé verdatre fonceé
Aspect Trouble Trouble Trouble Trouble Trouble
Consistance Visqueuse Visqueuse Visqueuse Visqueuise Visqueuse
pH 5,41 5,36 5,49 5,36 5,48
Got Amer Amer Amer Amer Amer
Temps de survie Entre 6h et | Entre 4h et
_ 12h Entre 5h et 10h Entre 6h et 7h
des souris 12h 5h
Rendement (%) 62,67 27,66 29,1 23,13 43,14

Les extraits bruts obtenus provoquent tous la rdes souris mais ils n'ont pas la

méme toxicité.

Pour diverses raisons, nous utiliserons la méthbeldraction aqueuse a chaud pour

la suite de notre travail. En effet, I'extrait bagueux a chaud est I'un des plus toxiques car il

donne le temps de survie le plus court. Par agleitirmontre peu de contaminants (huit

bandes majeures en CCM) et enfin, I'extraction agaex chaud est peu colteuse par rapport

a I'extraction hydroéthanolique a chaud qui donoerfant un bon rendement.
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[11.1.2. PURIFICATION

Nous avons établi un protocole de purification cuinporte des techniques basées sur
des propriétés telles que l'affinité des produitaipun solvant ou leur poids moléculaire.
Certes, nombreuses sont les méthodes de purificiédistées mais certaines d’entre elles
seulement ont été adoptées car elles se sont rasrdfficaces. Cette efficacité a été vérifiee

par des analyses par chromatographie sur coucteerairdes tests de toxicité sur souris.

.1.2.1. METHODES ADOPTEES DANS LE PROTOCOLE DE PURIFICATION

Trois techniques de purification sur les cing afiées ont été adoptées.

11.1.2.1.1. Précipitation par I'éthanol 50 %

Le traitement de I'extrait brut avec de I'éthan61% (voir paragraphe 11.2.2.4, p. 12) a
permis d’éliminer un culot volumineux d’aspect boxet d’obtenir un extrait limpide moins
visqueux que l'extrait brut, de couleur marron et@un godt amer. Ce surnageant tue les

souris testées en moins de 24 h. L'extrait obtehmemmeé

[11.1.2.1.2. Fractionnement par le n-butanol

L’extrait E; a été fractionné avec le n-butanol (voir paragrdpBe?.1, p. 10) ; ce qui
a permis d’obtenir deux extraits : I'extrait orggume qui, aprés injection par voie intra
péritonéale a des souris, ne provoque pas leur. mort

L’extrait aqueux au contraire provoque la mort desiris testées. Ce sera I'extrait
utilisé pour la suite de la purification. Nommeg, H est de couleur marron, limpide, peu
visqueux et de golt amer.

Cette technique a aussi permis d’éliminer certain@sdes de I'extrait E£d’aprés

'analyse par CCM. Elle constitue alors la secoét#pe de notre purification.

[11.1.2.1.3. Dialyse

L'extrait E, a été dialysé contre de I'eau distillée (voir gaaphe 11.2.2.3, p. 11)
donnant deux extraits :

- Le dialysat, c'est-a-dire la fraction a I'exténmiede boudin a dialyse qui n’est pas
toxique chez les souris.

- L'adialysat, c'est-a-dire le liquide a l'intériedu sac a dialyse, toxique sur toutes les

souris testées.
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Cette étape a aussi permis d’éliminer de nombreataminants d’apres la CCM.

L’adialysat constitue alors I'extraitsl§ui est de couleur marron, de goQt amer, limpide
et fluide.

1.1.2.2. METHODES NON ADOPTEES DANS LE PROTOCOLE DE PURIFICA TION

[11.1.2.2.1. Précipitation par 'acétate neutre de plomb (ANP)

L’extrait E,, de volume égal a 45 ml traité avec 1 ml de AN®tr(paragraphe 11.2.2.2,

p. 10) est devenu incolore, mais n’a aucun effetesusouris testées.

[11.1.2.2.2. Fractionnement par I'acétate d’éthyle

Le fractionnement de H10 ml) a l'acétate d'éthyle (voir paragraphe .R.8, p. 12)
abouti a deux extraits :

- La phase organique, incolore est non toxique tgegouris.

- La phase aqueuse de couleur marron, au congsiiroxique chez les souris testées
mais I'analyse sur chromatographie sur couche manoentré que cette technique n’a permis

d’enlever aucun contaminant.

Le protocole de purification adopté est resumdastigure 3, p. 22.
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45 g de poud
de feuilles sécheg

Extraction
aqueuse a chaud

Cubl <
éliminé o

Phase
organique
ecartée

Dialysat
soare <

Figure 3: Schéma récapitulatif des étapes de purificatiodles principes toxiques
de Scheffleralongipedicellata.

Les chiffres représentent le poids des résidusagfésation a sec des extraits.
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[11.2. CONCENTRATIONS DES SUBTANCES TOXIQUES

Les valeurs des concentrations des extraits dilfgé@ir méthode au paragraphe 11.2.3,

p. 13) sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2: Concentrations des extraits

£ L Valeurs de la concentration | Temps de survie des souris
xtraits a tester !
(mg/ml) testées (h)
Extrait brut 231,25 5
Extrait E1 196,29 12
Extrait E2 130,60 11
Extrait E3 63,40 10

[11.3. RENDEMENTS

Les poids des résidus d’évaporation a sec de KR &, obtenus a partir de 45 g de
poudre de feuilles sont respectivement de 10,411 2385 g. Par conséquent, les rendements
calculés a partir de la formule donnée dans legpapdne 11-2-4 (p13) sont les suivants :

- rendement d’extraction par rapport a la poudrecddiés, égal a 23,13 %.

- rendement de purification par rapport a EB, égal 88 %.

- rendement en toxines par rapport a la poudre diefglégal a 6,33 %.

1.4. ANALYSE DES EXTRAITS PAR CHROMATOGRAPHIE SUR
COUCHE MINCE

L’évolution de I'homogénéité des extraits au codes étapes de purification a été
appréciée par chromatographie sur couche mince rfuéthode au paragraphe 11.2.5.1, p. 13),
utilisant 2 systemes de solvants différents qui sée Butanol / Acide acétique / Eau (BAE)
(60/20/20) (p/p/p) et le Méthanol / Eau (ME) (89/1%'v) (voir composition en annexe lI).

L’extrait brut présente 8 bandes majeures sousdgmiltraviolette a 254 nm. Apreés la
précipitation de I'extrait brut a I'éthanol 50 % bkurnageant présente encore 7 bandes
majeures.

Le fractionnement par le n-butanol élimine 2 d’ergifles et a la fin, aprés la dialyse,
E; ne possede plus que trois bandes.

La purification a donc permis d’éliminer 5 bandesjenres contaminantes.
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Notons que le systeme BAE (60/20/20) (p/p/p) n'a danné une bonne séparation
des constituants de, et E, c’est pour cela que nous avons utilisé le deugiggsteme ME
(85/15) (v/v) afin d’évaluer 'homogénéité de cesuid extraits.

E> Es

B/AJE (60/20/20 M/E (85/15)

Figure 4: Chromatogrammes montrant I'évolution de I'hnomogééité des divers
extraits

EB : Extrait brut

E; : Surnageant issu de la précipitation par I'éth&0d% de EB

E, : Extrait aqueux obtenu par fractionnement par-eitanol de E
E; : Extrait obtenu par dialyse de E

[11.5. CARACTERISATION CHIMIQUE

[11.5.1. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Les propriétés physico-chimiques ont été déduitescamportement des principes
pendant I'extraction et la purification. Ainsi,
- les principes actifs sont solubles dans les sadveeis que 'eau, I'éthanol et sont
insolubles dans le n-butanol et I'acétate d’éthyle
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- ils résistent a des opérations de congélation et de décongélation répétées et a des

températures élevées ;

- ils sont précipités par I'acétate neutre de plomb ;

- ils ne traversent pas la membrane de dialyse ;

- ils ont un goGt amer et une couleur marron avec un pH égal a 5,36.

11.5.2.

NATURE CHIMIQUE

Les résultats de criblage phytochimique de la poudre de feuille et des deux extraits :

brut et purifié ki sont récapitulés dans le tableau 3 ci-dessous afin de cerner la nature des

principes et de comparer le contenu de ces trois matériels.

Tableau 3: Résultats du criblage phytochimique de la poudre de feuilles, I'extrait

brut et I'extrait E 3

Résultats
Nature de I'extrait Famille chimique Réaction chimique
Poudre| EB E;
MAYER - - -
Acide Alcaloides DRAGENDORFF - - -
WAGNER - - -
Hydroéthanolique Flavonoides et WILSTATER - - -
Leucoanthocyanes BATE-SMITH + + +
Stéroides BURCHARD + + -
Chloroformique Triterpénes LIEBERMANN - - -
Stérols insaturés SALKOWSKI - - -
Saponines Test de mousse - - -
Chlorure ferrique + + +
Tanins Gélatine + + -
Aqueux Gélatine salée + + +
Anthraquinones BORNTRAGER - - -
Désoxyoses KELLER-KILIANI - - -
Iridoides HCI a chaud - - -
Test positif

[ -]

Test négatif

| Rapport- gfdf&ff?‘.&'t?ﬁ? @
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D’aprés ces résultats, les tanins, les leucoapdres et les stéroides sont présents
dans la poudre de feuilles. Les deux premiers pasents dans I'extrait brut et danst&hdis

que les stéroides sont éliminés au cours des adepmsrification.

V. DISCUSSION ET CONCLUSION

L’étude chimique réalisée sur les feuilles 8Sehefflera longipedicellata permis
d’apporter des informations sur les principes tagg|de cette plante malgache utilisée dans la
médecine traditionnelle.

A lissue des différents essais, la méthode daetion a chaud a été choisie pour les
nombreux avantages qu’elle offre. Elle donne umagtxdssez propre. L'extrait brut agueux a
chaud se montre le plus toxique avec le temps Kéesie plus court apres une injection par
voie |.P. Le rendement en extrait brut est de 23613

Le protocole de purification établi comprenanttigitement par I'’éthanol 50 %, le
fractionnement par le n-butanol et la dialyse anpei’obtention d’'un extrait purifié a partir
de l'extrait aqueux a chaud. Le rendement de patibn est de 27,38 % tandis que le
rendement en toxines est de 6,33 %.

Ces principes toxiques sont solubles dans I'eans déthanol, insolubles dans le n-
butanol, dans l'acétate d’'éthyle, précipités pANIP, ce qui suggére qu’ils peuvent contenir
dans leurs structures un groupement acide ou quilsun poids moléculaire élevé. lls sont
emprisonnés par la membrane a dialyse, ce quigesitencore di a leur poids moléculaire
élevé a moins qu’ils n’interferent avec la membradisesont thermostables.

Le criblage phytochimique montre la présence dedanthocyanes, de tanins, de
stéroides et d’autres structures phénoliques dextsdit brut. Par contre, dans,He test pour
la détection des stéroides est négatif. Ces m@gaulraient donc été éliminées par les étapes

de purification.

En résumé, les feuilles contiennent des principesfs qui pourraient étre des
leucoanthocyanes ou des tanins.

Notons que la toxicité de I'extraisBugmente aprés la purification de I'extrait aqueux
a chaud.
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|. INTRODUCTION

Au cours de I'étude chimique portant sur les fegiltieSchefflera longipedicellatain
extrait purifié (E3) a été obtenu a partir de lrextbrut aqueux a chaud.

Des propriétés physico-chimiques des substangegiEs ont pu étre déterminées.

Dans cette deuxieme partie, nous avons testé EB;efur différents systémes
biologiques, c'est-a-dire sur des animaux, destaagét des microorganismes.

Ainsi : - sur les animaux, nous avons observétiss des extraits ;

- sur les végétaux, nous avons analysé l'actidi#éces substances sur la
germination des graines ; sur la croissance destyks et sur le développement des
bourgeons axillaires ;

- sur les microorganismes, nous avons étudié $emsibilité vis-a-vis des

extraits.

. MATERIELS ET METHODES

1.1. MATERIELS

[1.1.1. LES ANIMAUX D’EXPERIMENTATION

11.L1.1.1. LES ANIMAUX A SANG CHAUD : les souris

Les souris blanchelus musculusvar. albinos, sont utilisées pour les expériences
Leur race a été stabilisée a I'Institut PasteuMimlagascar (IPM) et elles sont élevées a
'animalerie du Département de Biochimie fondamkentet appliquée de la Faculté des

Sciences. Elles sont agées de trois semainesaitp@smoyenne 23 + 2 g.

11.11.1.2. LES ANIMAUX A SANG FROID

1.1.1.2.1. Les tétards

Les tétards utilisés pour le test ont été captdesss les rizieres de I'Etablissement
supérieur des sciences agronomiques, a Ankatsg, lpissés s’adapter durant 24 h au
laboratoire avant les tests. Appartenant a I'esptgehadenamascareniensjsce sont des

tétards agés d’'une a deux semaines.
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1.1.1.2.2. Les alevins

Les alevins appartiennent a I'espé@reochromis niloticusou « Baraoa » en
malgache. llgproviennent de la Maison de petit élevage (MPENdaisana, Antananarivo.
Agés de 4 semaines, ils ont une longueur moyendg28cm et un poids moyen de 2 g. Ces
alevins sont laissés quelques jours dans un aguamuni d’'un aérateur a I'animalerie du
Département de Biochimie fondamentale et appligpéar adaptation a leur nouvel habitat

avant les tests.

11.L1.1.3. LES INSECTES : les larves de moustigue

Les larves de moustique utilisées appartiennebespeceCulex quinquefasciatus
Elles ont été récoltées dans les rizieres de lISsdment supérieur des sciences

agronomiques a Ankatso. Elles sont au stade tvaisce de leur développement.

[1.1.2. LES VEGETAUX D’EXPERIMENTATION

Les échantillons utilisés pour les expériencest stes graines sécheées, bien
sélectionnées, conservées dans des emballagesremiam bien scellés et mises en vente
par AGRIVET Antananarivo. Ce sont des graines dexdtotylédones et de Dicotylédones

dont les noms sont listés dans le tableau 4 ciedisss

Tableau 4: Les végétaux d’expérimentation

CLASSE FAMILLE NOM SCIENTIFIQUE NOM USUEL

Daucus carotta Carotte
APIACEAE . i i
Petroselinum crispum Persil
ASTERACEAE Lactuca sativa Laitue
Brassica chinensis Chou de Chine
BRASSICACEAE | Brassica oleracea Anantsonga
DICOTYLEDONES Brassica sp. Tissatmlanc
Cucumis sp. Concombre
CUCURBITACEAE _

Cucurbita pepo Courgette

Phaseolus vulgaris

Haricot rouge

FABACEAE i i _
Pisum sativum Petit pois
SOLANACEAE Lycopersicum esculentum| Tomate
Oryza sativa Riz
MONOCOTYLEDONES POACEAE
Zea mays Mais
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[1.1.3. LES MICROORGANISMES
11.11.3.1. LES SOUCHES

Ce sont des souches déja purifiées et identifiélesgonibles au laboratoire de

Microbiologie du Département de Biochimie fondanaéaet appliquée. Ce sont :

- des bactéries GRAM - :Escherichia coli
Salmonella typhi
Vibrio fischeri
Vibrio harvey

- des bactéries GRAM + :Staphylococcus aureus

11.L1.3.2. LES MILIEUX DE CULTURE

Au cours des manipulations, nous avons utilisé duailieux de culture : le milieu de

MUELLER-HINTON, de marque Liofilchem : un milieu lse employé pour I'étude de la

sensibilité des microorganismes classiques tels Egaherichia coli Salmonella typhiet

Staphylococcus aureugt la MARINE AGAR de marque Difco : un milieu mit# utilisé

comme base servant a I'isolement, la culture eti@ération des bactéries halophiles telles

gueVibrio harveyietVibrio fischeri

11.2.

Leurs compositions sont données en annexe IV.

METHODES

[1.2.1. METHODES D’ETUDE DES EFFETS SUR LES ANIMAUX

11.2.1.1. SUR LES ANIMAUX A SANG CHAUD
(BRUN, 1963 ; FABRE et TRUHAUT, 1965 ; COLOT, 197€HAN et coll., 1984)

.2.1.1.1. Chez la souris

11.2.1.1.1.1. Estimation de la toxicité

Généralement, la toxicité d’'un extrait est estirpée administration par voie intra-

péritonéale (IP), d’'un volume égal a 0,3 ml pour@8le souris. L’'observation s’effectue

pendant au moins 24 h. Deux lots homogenes commqirehacun trois souris sont utilisés. Un

des lots servant de témoin recoit du sérum phygigle et I'autre lot est destiné au test. Les

symptémes qui apparaissent pendant I'expériendeteos notés.
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[1.2.1.1.1.2. Détermination de la DLsp(24h)

La dose létale 50 % (24 h) ou (BL(24 h)) est la dose nécessaire pour provoquer la
mort de 50 % des souris testées au bout de 24dst Ghe estimation de la toxicité aigué.
Exprimée en g par kg des animaux testés en 24ehes comprise entre la dose maximale
tolérée par les animaux (PLet la dose la plus faible qui provoque 100 % datatité
(DL100).

Mode opératoire :

Cinqg lots homogenes de cing souris pesant 23 +eR ghoyenne sont utilisés. Les
animaux recoivent cing doses (une dose pour chadoiyequi suivent une progression
géométrique de raison déterminée, et sont compeistes la Dl et la DLygo. Un lot témoin
recoit du sérum physiologique.

La DLso est déterminée par la méthode de REED et MUEN®@d&)Lutilisant :

1. la méthode algébrique donnée par la formule :

05-N
logDL50=logB + — logr
g g M- N g

Ou:

B = dose immédiatement inférieure a laspL

N = mortalité provoquée par la dose immédiatemeddrieure a la Do (en fraction
décimale)

M = mortalité provoquée par la dose immédiatemapeseure a la Ddg (en fraction
décimale)

r = raison de la progression géométrique

2. la méthode graphique qui consiste a déterminer la dose correspondanpoant
d’intersection de la courbe des totaux cumulatéds dnimaux qui ont survécu et

celle des animaux qui ont succombé.

11.2.1.2. SUR LES ANIMAUX A SANG FROID

1.2.1.2.1. Principe

Il est basé sur l'intoxication du milieu aquatigue les animaux a tester vivent et sur

I'observation de leurs réactions vis-a-vis de lncamtration de I'extrait a tester.
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11.2.1.2.2. Mode opératoire

Les animaux a tester sont répartis en lots das€ikallisoirs contenant 100ml d’eau
de riziere. Chaque lot est mis en présence derdiidxd tester de concentration déterminée.
Les concentrations suivent une progression géonguétrde raison r. Elles sont comprises
entre la Ck (concentration la plus élevée tolérée par les amih et la Chgo (la
concentration la plus faible qui tue tous les anix)a

La CLso (24h) ou concentration qui cause 50 % de mortdk® animaux testés en 24
h est déterminée graphiquement (BOYD, 1966) erisatit la régression linéaire de la

relation :

% de mortalité = f (log C)

Ou C = concentration qrg/ml

L’équation de la droite de régression est de lméor

y=ax+bhb

y = pourcentage de mortalité
x = logarithme décimal de la concentration ou@g
a = constante

b = ccefficient de régression.

11.2.1.2.2.1. Test sur les tétards

Les tétards sont répartis en cing lots de ciraydét testés avec cinqg concentrations en
progression géométrique de raison r, déterminégw @b des tests préliminaires.

11.2.1.2.2.2. Test sur les alevins de Baraoa

Cinqg lots de cing alevins sont testés en utilisdégg concentrations en progression

géométrique de raison déterminée.

[1.2.1.2.2.3. Test sur les larves de moustique
(OMS, 1970)

Les larves sont réparties en quatre lots de @nges dans des cristallisoirs contenant

chacun 100 ml d’eau de riziére. L'extrait a étuda&ja préparé a différentes concentrations
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en progression géométrique de raison r, comprisige & Clygo et la Clg, est versé dans les
cristallisoirs. Le test dure 24 h.

Le calcul du pourcentage de mortalité a chaqueeartration tient compte du nombre
des larves moribondes (larves incapables de plangele monter a la surface quand on agite

I'eau) et des larves mortes (larves qui ne bougkrst méme si on touche la région cervicale).

[1.2.2. METHODES D’ETUDE DES EFFETS SUR LES VEGETAUX

11.2.2.1. EXPERIENCE SUR LE POUVOIR GERMINATIF

1.2.2.1.1. Principe

Les graines de différentes plantes (MonocotylédateDicotylédones) sont arrosées
avec l'extrait a étudier de concentration connuerpobserver l'effet sur leur pouvoir

germinatif.

1.2.2.1.2. Mode opératoire

Treize especes de plantes Monocotylédones et yéclmines sont utilisées (voir
paragraphe 11.1.2, p. 28). Deux lots de dix graisest nécessaires pour chaque espéce. Un
des lots sert de témoin et l'autre lot est testé.

Un trempage des graines dans de I'eau de javeld@¥dant 5 min, suivi d’'un ringage
a I'eau permet de les désinfecter. Les grainesesmsite trempées dans de I'eau pendant 48 h
a 30°C et a I'obscurité.

Les lots de graines a tester sont tous transfénéars méme plateau (pour avoir les
mémes conditions d’expérimentation), couvert d'woeiche de coton imbibée d’extrait a
étudier. Les lots témoin sont aussi rassemblésusuplateau sur une couche de coton
humidifiée avec de I'eau.

Les deux plateaux sont placés a [I'obscurité. L'okséon accompagnée du

dénombrement des graines ayant germé est effeatuigeut de 72 h.

11.2.2.2. EXPERIENCE SUR LA CROISSANCE DES PLANTULES

1.2.2.2.1. Principe

Les semences de Monocotylédones et de Dicotylédsm@sarrosées avec I'extrait a
tester de concentration variable pour observee$ien sur la croissance des plantules.
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11.2.2.2.2. Mode opératoire

Un représentant des Monocotylédones et un repadenies Dicotylédones sont

utilisés pour I'expérience. Huit lots de dix grasrsont nécessaires pour chague espeéce.

11.2.2.2.2.1. Trempage

Un premier groupe composé de deux lots est tredges I'extrait a tester de
concentration déterminée. Un deuxiéme groupe daésties six lots restants est trempé dans
de I'eau. Le trempage s’effectue a 30°C, a I'obséwt pendant 48 h.

11.2.2.2.2.2. Germination

Apres chaque trempage, les graines sont lavéea I’

Pour le premier groupe, un lot est transféré s oite de Petri dont I'intérieur est
couvert d’'une couche de coton humidifiée avec takide trempage et arrosé avec ce méme
extrait. L'autre lot est transféré sur une boitd@éi et arrosé avec de I'eau.

Pour le deuxieme groupe, cing parmi les six lot# sais a germer dans des boites de
Petri différentes, puis arrosés avec des extraétudier a différentes concentrations. Le lot
restant est arrosé avec de I'eau.

Notons que la germination s’opere a l'obscuriténgant 72 h. La mesure des

hypocotyles et épicotyles s’effectue tous les deurs pendant deux semaines.

11.2.2.3. EXPERIENCE SUR LES BOURGEONS AXILLAIRES

1.2.2.3.1. Principe

Sur une partie excisée de la tige, les extrasudier sont appliqués pour observer
leurs effets sur le développement des bourgeonkiees, comparés a ceux d’hormones
veégetales (gibbérelline comme témoin positif etiagixcomme témoin négatif) (DAVID,
1952 ; HELLER et coll., 1995).

11.2.2.3.2. Mode opératoire

Un lot renfermant cing jeunes plantules de pgiiis Pisum sativumde dix jours est
utilisé. Les jeunes plantules sont coupées justeasus du deuxieme bourgeon axillairgl 1
d’extrait a tester ou d’hormone de croissance pl#ament mélangé avec de la lanoline est
ensuite déposé sur la partie sectionnée. Une pdastuvant de témoin est traitée avec de la

lanoline pure.
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Cette expérience est réalisée en double. L’'obsenjaaccompagnée de la mesure des

bourgeons axillaires s’effectue tous les deux jetirdure deux semaines.

11.2.3. METHODES D’ETUDE SUR LES MICROORGANISMES

11.2.3.1. TESTS DE SENSIBILITE DES MICROORGANISMES
(LECLERC, 1983 ; SIMONET, 1991 ; BILLE, 1998)

11.2.3.1.1. Principe

L’activité antimicrobiennen vitro de I'extrait a étudier est mise en évidence aéai
de la méthode des disques. Elle repose sur la mesudiamétre de la zone d’inhibition ou
halo d’inhibition de la croissance microbienne awutdu disque sur lequel une substance
active a été déposée.

Les résultats sont interprétés par référence auremutilisées par I'lPM, récapitulées

dans le tableau 5.

Tableau 5: Norme de lecture des résultats d’un antibiogramra

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

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

11.2.3.1.2. Mode opératoire

11.2.3.1.2.1. Stérilisation

Pour éviter toute contamination, il est nécesgsigretériliser les matériels. La verrerie,
les milieux de culture, I'eau physiologique, lesglies sont stérilisés a I'autoclave a 121°C
pendant 20 min. La paillasse de travail et les mailn manipulateur sont nettoyées
préalablement a l'alcool. Les manipulations sorfeafiees entre deux flammes de bec

Bunsen.

11.2.3.1.2.2. Test

A partir des tubes de conservation, les souchesmsizes en culture sur des boites de
Petri (milieu de MUELLER-HINTON pour Escherichia coli Salmonella typhi
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Staphylococcus aurewed MARINE AGAR pourVibrio fischeriet Vibrio harvey) suivant la
méthode des quadrants. Les colonies sont ensgiievpes aprés une incubation de 24 h avec
une anse stérile, mises en suspension dans deptaaiologique jusqu’a avoir une densité
optique (DO) égale & 0,125 & une longueur d'oflégale & 550 nm (DO équivalent & 10
bactéries/ml).

La suspension bactérienne est versée dans des beitBetri renfermant un milieu
gélosé solide approprié. L'exces de suspensioasgste.

Les disques vierges sont par la suite déposésuafiece du milieu déja ensemencé. lls
sont ensuite imbibés avec 10 d’extrait préalablement filtré sur filtre Millipe stérile
(PolyLabo) (diametre de pores égal a u89.

L’incubation s’effectue a 25°C pendant 72 h p¥ibrio fischerietVibrio harveyiet a
37°C pendant 48 h potscherichia coli Salmonella typhet Staphylococcus aurewans un
incubateur bactériologique (STABILITHERM, 77EB1).

11.2.3.2. DETERMINATION DE LA CMI
(BUTTIAUX et coll., 1974 ; MEYER et coll., 1984 ; KAMAGATE et coll., 2001 ;

AMHIS, 2003)

La CMI ou concentration minimale inhibitrice eat plus faible concentration d’'une
solution qui inhibe totalement la prolifération d&ai souche microbienne. C’est un moyen
d’apprécier la sensibilité des souches microbienrsea-vis des extraits a tester.

La CMI est déterminée par la méthode de diffusion disque d’antibiogramme en
milieu solide. C’est la plus faible concentratidexdrait & tester qui donne un halo de 7 & 8
mm de diametre. Les extraits a tester sont prégaaeglilution en cascade d’une solution

mere. La suite de la manipulation est la méme @lle décrite dans le paragraphe 11.2.3.1.2
(p- 34).

. RESULTATS

La toxicité de I'extrait brut (EB) et de I'extragiurifié (E) a été estimée en observant
leurs effets sur différents systemes biologiquesirRes expériences exigeant une quantité
abondante d’extrait, nous avons eu recours a EB.cPatre, B a été utilisé pour les

expériences ne néecessitant qu’une quantité faibidrdit.
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11.1. EFFETS DE L'EXTRAIT BRUT SUR LES ANIMAUX

[11.1.1. SUR LES ANIMAUX A SANG CHAUD

1.1.1.1. SUR SOURIS

L’EB a été testé sur souris par injection par UBi€voir paragraphe 11.2.1.1.1.1 p. 29)

111.L1.1.1.1. Description des symptdémes d’intoxication

Apres I'administration d'une dose létale de 2,7Bggchez I'animal, les symptémes
suivants sont apparus :

- immédiatement apres [linjection, une contorsiobdaminale est observée,
accompagnée d’'une augmentation de la fréquenceatsme qui passe de 90 a 150/min.

- apres 10 min, une difficulté de locomotion apfialaes souris trainent leurs pattes
postérieures ;

- au bout de 20 min, elles deviennent de plus an passives et se pelotonnent dans
un coin de la cage en montrant une enophtalmieepioérection ;

- la mort survient au bout de 4 a4 5 h, devancéralimmobilité et d’'un ralentissement
progressif du rythme respiratoire.

L’administration d'une dose sublétale de 1,64 gfxgpvoque quelques-uns des
symptomes énoncés au-dessus tels que l'augmentalonla fréquence respiratoire,

I’hypoactivité. Puis, les souris redeviennent pesgivement actives au bout de 24 h.

111.1.1.1.2. Détermination de la DLsg (24h)

En utilisant la méthode décrite au paragraphe.llll21.2. (p. 30), six doses en
progression géométrique de raison 1,163 en padri,03 g/kg ont été utilisées chez des

souris pesant en moyenne 23 g. Les résultats sésgmes dans le tableau 6.
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Tableau 6: Résultats expérimentaux de la détermination deal DLsg (24h) sur souris
Dé)r?e Nombre de déces apres Nosrggﬁesde
Mortalité
a/kg . (%)
de |5h|6h|7h|8h|9nh|10h| 12h| 15h| 18h| 21h| 24h | mortes | vivantes
souris
1,03 0| 0| Of O] O O 0 0 0 q d 0 5 0
1,20 0| 0| Of O] O oO 0 0 0 q 1 1 4 20
1,39 | 0| 0| Of O] O ©O 0 0 0 1 d 1 4 20
169 0 O 1, 0, O O 0 1 1 q d 3 2 60
188 0| 1, 0, O 1 O 0 0 0 1 d 3 1 60
219 | 1| 0| 2| 0Of O O 0 1 0 1 d 5 0 100

D’aprés la formule de REED et MUENCH (1938), I'étjon permettant de calculer la
DLso (24h) s’écrit :

logDL50=10g 139+

(05-

(06-02

02)

2)

log1163

La DL s (24h) est de I'ordre dé&,56 g/kg

Les valeurs des totaux cumulatifs permettant derdéner la Dlsg (24h) par la

méthode graphique sont récapitulées dans le tafBleau

Tableau 7: Totaux cumulatifs deq souris vivantes et des sos mortes

' Totaux cumulatifs des
Dose en g/kg Nombre de souris _
) souris
de souris
testées mortes vivantes mortes vivantes
1,03 5 0 5 0 17
1,20 5 1 4 1 12
1,39 5 1 4 2 8
1,69 5 3 2 5 4
1,88 5 3 2 8 2
2,19 5 5 0 13 0

La figure 5 montre I'obtention de la (24 h) par projection de I'intersection de la

courbe des totaux cumulatifs des vivantes et detesho
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Nombre

de souris
20

15 -

—e— morte
10

—=— Vivante

5,

O e T T T A T T
103 12 1,39 169 1,88 2,19Doseen g/kg

DL50

Figure 5 : Détermination graphique de la DLso (24h)

D’apres la représentation graphiqueDlaso (24h) est de l'ordre d&,54 g/kg

[11.1.2. SUR LES ANIMAUX A SANG FROID

1.1.2.1. SUR LES TETARDS

Les tests ont été effectués d’apres la méthodeteléur paragraphe 11.2.1.2.2.1, (p.
31). Sept concentrations de EB formant une progmeggométrique de raison 1,12, allant de
0,35 mg/ml & 0,70 mg/ml ont été testées sur sépd® cing tétards.

Les résultats sont affichés dans le tableau 8.

Tableau 8: Résultats expérimentaux des tests effectués des tétards de grenouille

Ne lot Concentration log C Nombre de | Nombre de | Mortalité
EB (mg/ml) morts vivants (%)
1 0,35 2,55 0 5 0

2 0,40 2,60 5 0 100

3 0,44 2,65 5 0 100

4 0,50 2,70 5 0 100

S 0,56 2,75 5 0 100

6 0,63 2,80 5 0 100

7 0,70 2,85 5 0 100
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L’EB est toxique sur les tétards mais a causeé@eoite difference entre la Gl(0,35
mg/ml) et la Clyg (0,40 mg/ml), il est impossible d’affiner les degmur trouver la Clg. La
toxicité sur tétard semble obéir ddadu tout ou rien.

1.1.2.2. SUR LES ALEVINS DE POISSONS

Cing concentrations de EB en progression géomugride raison égale a 1,12 en
partant de 0,25 mg/ml (Gbochez les tétards) sont utilisées (Voir méthode aragraphe II-
2-1-2-2-2, p. 31).

Les résultats sont groupés dans le tableau 9.

Tableau 9: Résultats expérimentaux des tests effectués des alevins de poissons

Concentration Nombre de Nombre de _
Ne lot _ Mortalité (%)

de EB (mg/ml) morts vivants

1 0,25 5 0 100

2 0,28 5 0 100

3 0,32 5 0 100

4 0,35 5 0 100

5 0,40 5 0 100

D’apres ces résultats, EB est toxique pour lesirdede « Baraoa » a la concentration
de 0,25 mg/ml, largement inférieure a celle qui e tétards. Ce qui présente un faible

intérét pour continuer les tests.

[11.1.3. SUR LES LARVES DE MOUSTIQUE

Les expériences ont été effectuées selon la méttiécrite dans le paragraphe 11-2-1-
2-2-3, (p. 32). Six concentrations de EB en prajoes géométrique de raison 1,176 en
partant de 1 mg/ml (Gl. ont été employées.

Les résultats sont présentés dans le tableau 10.
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Tableau 10 :Résultats des expériences sur les larves de mogst

Ne ot Concentration log C Nombre de | Nombre de Mortalité
EB (mg/ml) mortes vivantes (%)
1 1 0 0 5 5
2 1,18 0,07 1 4 50
3 1,38 0,14 2 3 20
4 1,63 0,21 3 2 60
S) 1,91 0,28 3 2 60
6 2,25 0,35 5 0 100

C = concentration de I'extrait brut

EB est toxique sur les larves de moustique. Lacttéxde I'extrait est proportionnelle
a la concentration.

La droite de régression linéaire a donc comme émuat

Y =72,84 x—-66,83

Le coefficient de corrélation est de 0,97.

D’ou, CL 5 est égale 4,60 mg/mi

11.2. EFFETS DES EXTRAITS SUR LES VEGETAUX

[11.2.1. SUR LE POUVOIR GERMINATIF DES GRAINES

L’évaluation des effets de EB a 1 mg/ml sur le ymugerminatif de graines (voir
paragraphe 1I-1-2, p. 28) est effectuée selon lthoue décrite auparavant au paragraphe Il-
2-2-1 (p. 32).

Les résultats sont affichés dans le tableau 11.
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Tableau 11 :Effets de I'extrait brut & 1 mg/ml sur le pouvoirgerminatif des

graines
NOM GERMINATION INHIBITION
FAMILLE NOM USUEL
SCIENTIFIQUE (%) (%)
Daucus carotta Carotte 80 20
APIACEAE Petroselinum )
] Persil 20 80
crispum
ASTERACEAE Lactuca sativa Laitue 80 20
Brassica Chou de
] . . 90 10
chinensis Chine
Brassica
BRASSICACEAE Anantsonga 80 20
oleracea
] Tissam
Brassica sp. 40 60
blanc
Cucumis sp. | Concombre 10 90
CUCURBITACEAE
Cucurbita pepo | Courgette 80 20
Phaseolus Haricot
_ 0 100
FABACEAE vulgaris rouge
Pisum sativum | Petit pois 10 90
Lycopersicum
SOLANACEAE Tomate 30 70
esculentum
Oryza sativa Riz 100 0
POACEAE
Zea mays Mais 80 20

41

EB a la concentration de 1mg/ml inhibe la germamate la majorité des graines. En
effet, une forte inhibition affecte les grainestdeate, persil, concombre, petit pdissam
blanc et haricot rouge, avec un pourcentage aflar® % a 100 %.

Une faible inhibition de la germination (taux de @) est observée chez les graines de
carotte, laitue, @antsongacourgette et mais.

L’inhibition est de 10 % seulement pour les graideshou de Chine et les graines de

riz ne sont pas affectées par EB a 1mg/ml.

[11.2.2. SUR LA CROISSANCE DES JEUNES PLANTULES

Pour les expériences, nous avons choisi les grai@es Oryza sativa pour vérifier

si 'absence d’inhibition n’est qu’une question dese. Par contre, pour le haricot rouge
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(Phaseolus vulgar)s I'objectif est d’approfondir I'étude de I'inhiton a 100% provoquée
par I'extrait brut a 1 mg/ml sur la germinationaks grainegvoir paragraphe 111.2.1, p. 40).
Les expériences ont été effectuées selon la méttiécrite dans le paragraphe 11-2-2-
2, (p. 33).
Les étapes des tests sont récapitulées sur lafiyar dessous

8 lots de 10
graines

& Conditions : :
gra!neds a I'obscurité gra[ne('js
trempés dans 2 30°C. 48h trempés dans
EB I'eau

02mg/ml

différentes
concentra-

Conditions :
a I'obscurité
a 30°C, 48h

arrosé arrosé
avec EB avec EB
mg/ml 0,02mg/ml

Figure 6 : Résumé de I'expérience sur la croissance des jes plantules
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L’évolution de la longueur des épicotyles et hypgles de riz et de haricot rouge est
montrée sur les figures 7 a 14.

Pour les graines de riz, les épicotyles du lot pémans EB 10,02 mg/ml puis arrosé
avec de I'eau poussent rapidement et se dévelogssez bien comparé au lot témoin (lot
trempé et arrosé avec de I'eau), tandis que |lasaoce des hypocotyles est inhibée.

Par contre, si EB a la méme concentration esisédilpour I'arrosage des graines
trempées dans I'eau, la croissance des plantup@sofgles et hypocotyles) est totalement
inhibée (voir figure 7, 8).

De méme, le trempage dans EB 10, 02 mg/ml ebkaige avec le méme extrait ont un

effet inhibiteur.

Longueur (mm)

Riz
80
707 ——E/E
601
501 —=—E/EB
401
301 EB/E
20 EB/EB
10 3 % /‘
O T T
2 4 6 8 10 Nombre de jours

Figure 7 : Croissance des épicotyles de riz en fonction dtempage

E/E : lot trempé dans I'eau puis arrosé avec |@énnoin)
E/EB : lot trempé dans I'eau puis arrosé avec EB2.éng/ml
EB/E : lot trempé dans EB10,02 mg/ml puis arroscale I'eau

EB/EB : lot trempé dans EB 10,02 mg/ml puis ar@s&c ce méme extrait
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Longueur (mm)

Riz

60
501 ——E/E
401 —=E/EB
30
201 EB/E
100 " * o — EB/EB
0 :

2 4 6 8 10 Nombre de jours

Figure 8: Croissance des hypocotyles de riz en fonction dtempage

E/E : lot trempé dans I'eau puis arrosé avec |@&wonoin)
E/EB : lot trempé dans I'eau puis arrosé avec EB2.éng/ml
EB/E : lot trempé dans EB10,02 mg/ml puis arroscale I'eau

EB/EB : lot trempé dans EB 10,02 mg/ml puis ar@&ec ce méme extrait

Pour le haricot, si le trempage des graines dandE& mg/ml suivi de l'arrosage a
'eau est bénéfique pour la croissance, l'invetsen{page dans I'eau et arrosage avec EB
10,02 mg/ml) I'inhibe totalement.

En outre, un retard de croissance accompagné @&uelappement lent des épicotyles
par rapport au témoin est observé en utilisant 8B2ZLmg/ml pour le trempage et I'arrosage.

Ce méme procédé n’affecte pas beaucoup la crossischypocotyles (voir figures 9,10).

Longueur (mm)

Haricot
140
120 e EE
100
801 —=—EB/EB
60 EB/E
401
20 EB/EB
0 A T oa T oa i L
2 4 6 8 10 Nombre de jours

Figure9 : Croissance des épicotyles de haricot en foncti@u trempage
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E/E : lot trempé dans I'eau puis arrosé avec |@aonoin)
E/EB : lot trempé dans I'eau mais arrosé avec BEB,62 mg/ml
EB/E : lot trempé dans EB10,02 mg/ml mais arroszdeau

EB/EB : lot trempé dans EB 10,02 mg/ml puis ar@s&c ce méme extrait

Longueur (mm)

Haricot
160y
140 —~—EJE
120
100 —+—E/EB
801

60 / EB/E
401 . EB/EB
207 ,_/—0/

O - T = T = = - \

2 4 6 8 10 Nombre de jours

Figure 10: Croissance des hypocotyles de haricot en fonati@u trempage

E/E : lot trempé dans I'eau puis arrosé avec |@aonoin)
E/EB : lot trempé dans I'eau mais arrosé avec EBZrfig/m|
EB/E : lot trempé dans EB 10,02 mg/ml mais arrose ae I'eau

EB/EB : lot trempé dans EB 10,02 mg/ml puis ar@s&c ce méme extrait

Concernant les lots trempés dans I'eau puis aragéc les différentes concentrations
de EB, il y a inhibition de la croissance des pléeg.
Pour le riz, cette inhibition est fonction de lancentration. Il existe donc un

phénomene éffet-dose(voir figures 11 et 12).
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Longueur (mm) Epicotyle de riz

90
38: ——Omg/ml
60 —=—1mg/ml
50- 1,78mg/ml
40 3,17mg/ml
307 —*—5,63mg/ml
58 : . ——10,02mg/ml
o e
2 4 6 8 10 Nombre de jours

Figure 11 : Effets de I'extrait brut a différentes concentraions sur la croissance

des épicotyles de riz

Longueur (mm) .
Hypocotyle deriz

60
50 - —e— 0mg/ml

] —=— 1mg/ml
40 1,78mg/ml
30 3,17mg/ml
20 ,.”-———-/'/l ——5,63mg/ml
10 - X———L/*/*/x —e—10,02mg/ml
O I I : I : I :

2 4 6 8 10 Nombre de jours

Figure 12 : Effets de I'extrait brut a différentes concentratons sur la croissance
des hypocotyles de riz

Pour le haricot, il y a stimulation de la croissardes jeunes plantules pour les
concentrations 1,78 mg/ml (épicotyles) ; 1,78 mggtr8,17 mg/ml (hypocotyles).

Par ailleurs, une inhibition de la croissance dasadyles s'installe sous I'effet d’'une
concentration de EB égale a 3,17 mg/ml. Au-delecelte concentration, la croissance est
totalement inhibée. Pour les hypocotyles, la carise est inhibée par les solutions les plus

concentrées (voir figures 13, 14).
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Longueur (mm) Epicotyle de haricot

30
251 —e—0mg/ml
20 - —=—1mg/ml
i 1,78mg/ml

15 3,17mg/ml
107 —*—5,63mg/ml

S ——10,02mg/ml

0 " , » , » * , " ‘

2 4 6 8 10 Nombre de jour

Figure 13 Effets de I'extrait brut a différentes concentratons sur la croissance

des épicotyles de haricot

] .
ongueur (mm) Hypocotyle de haricot
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Figure 14 : Effets de I'extrait brut a différentes concentraions sur la croissance

des hypocotyles de haricot
[11.2.3. SUR LE DEVELOPPEMENT DES BOURGEONS AXILLAIRES

Les tests ont été effectués suivant la méthodeatdeatans le paragraphe 11.2.2.3, (p.
33).

Les extraits utilisés sont : EB;Hes hormones de croissance (gibbérelline comme
témoin positif et auxine comme témoin négatif).LLaatité déposée est de 50 pg/ul pour

chaque extrait.
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D’apreés les résultats présentés sur la figure Bon’Exerce pas d'effet apparent sur la
croissance du bourgeon axillaire. La longueur dei-o¢ est a peu pres la méme que celle du
témoin. Par contre, aveg,Ha longueur du bourgeon axillaire dépasse cellgchoin neutre,

et elle est méme similaire a celle du témoin piositi

Longueur (mm)

Croissance des bourgeons axillaires

10
g —e—témoin
5 —=—auxine
gibbérelline
4 extrait brut
27 —*— extrait Es
0 ,_Vé\l/;. O—yu0 » - —

2 4 6 8 10 12 14 Nombre de jours

Figure 15: Effet des différentes substances sur la croissee des bourgeons

axillaires

11.3. EFFETS SUR LES MICROORGANISMES

Les effets de EB de concentration 231,25 mg/ml deotration initiale) sur les
microorganismes ont été testés selon la méthodéaldans le paragraphe 11.2.3, (p. 34).

Le tableau 12 montre pour les souches utilisées lmractéristiques et leur sensibilité
envers EB.

D’aprés ce tableau, les germes microbiens utilisést insensibles a EB a la

concentration testée.
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Tableau 12 :Effets de EB a 231,25 mg/ml sur les souches miciebnes

Type Forme Nom des souches Dlamet(rrﬁrg;es halos Sensibilité

Escherichia coli 6 -

Bacille
Salmonella typhi 6 -

Gram -

Vibrio harveyi 6 -

Vibrion
Vibrio fischeri 6 -
Gram + Coque | Staphylococcus aureus 6 -

V. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les expériences réalisées sur divers organismepeamis de connaitre certaines
propriétés biologiques de I'extrait brut (EB) etl@atrait purifié (E).

EB est toxique pour la souris. Plusieurs symptdowegirmant cette propriété ont été
révélés, dont principalement la contorsion abdolaind#augmentation de la fréquence
respiratoire, le trainement des pattes posterieufemophtalmie et la piloérection.
L’apparition d’'une piloérection pourrait étre duarge atteinte du systeme nerveux autonome,
tandis que le trainement des pattes accompagné typoactivité suggerent une défaillance
au niveau du systeme nerveux central. En outregiteentation de la fréquence respiratoire
pourrait étre due a un effet au niveau du systéanéiavasculaire et du systeme respiratoire
et/ou nerveux. Tous ces symptdmes conduisent atada I'animal.

La DLsp (24h) sur souris est estimée entre 1,54 et 156 g/

Comparé aux toxines déja étudiées au LABASM, nexteait est moins toxique que
celui de graines dalbizia tulearensigjui est trés toxique car il a une &lcomprise entre 2,9
mg/kg et 3,6 mg/kg (RAONIHARISOA, 2003). Mais ilteglus toxique que l'extrait de
tubercules de Dioscorea antaly (DLsp comprise entre 2,88 g/kg et 2,93 g/kg)
(RANDRIAMAMONJY, 2005).

Ces difféerentes valeurs de Blpermettent de classer I'extrait de feuillesSihefflera
longipedicellataparmi les substances les moins toxiques car &lles60 fois supérieures a la
valeur de la toxicité aigué, estimée a 25 mg/kg NR®E, 1979). Ceci confirme que
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I'utilisation des feuilles de cette plante commdéidote pour guérir les empoisonnements par
les venins d’'insectes, d’'arthropodes (scorpioragages...) ou de serpents est sans risque.

EB est aussi toxique pour les tétards avec ungoCie 0,40 mg/ml. La Gjg n’a pu
étre calculée car la toxicité de EB sur les tétasiable obéir & loi du tout ou rien.

Il est également toxique pour les alevins de Talapa concentration de 0,25 mg/ml
tue tous les poissons testés.

L'utilisation de EB pour tuer les tétards qui, diar plan nutritionnel, sont en
concurrence avec les alevins en rizipiscicultuse denc impossible. En effet, les alevins sont
trés sensibles a EB.

EB est toxique pour les larves de moustique avecQigg 2,25 mg/ml. La Ckg est
estimée a 1,60 mg/ml.

L’extrait brut peut donc étre utilisé comme lardieidans les nappes d’eau, excepté
celles ou on pratique la pisciculture.

Concernant les expériences sur les végétaux, EBng/ml provoque un effet
inhibiteur sur la germination de diverses grair@stte inhibition varie suivant les especes
utilisées et méme selon les familles. Cette vdii@bde l'inhibition peut étre due non
seulement a I'effet de I'extrait mais elle peutsa@&re liée a la différence de physiologie des
especes.

Le trempage dans EB 10,02 mg/ml accélere le rélesilgraines de riz et de haricot
rouge de leur état de dormance. Ceci peut étre Héffat de molécules présentes dans
I'extrait, différentes des principes inhibiteurs.

L'utilisation de EB pour l'arrosage inhibe la cssance des plantules de riz et de
haricot blanc. Ceci peut étre di a la destructieieibryon ou a l'inactivation des enzymes
intervenant dans l'utilisation des substances deerv@ contenues dans les cotylédons
(RASOATAHINA, 2005).

Chez le riz, un phénoméne effet-dose est constaté en utilisant les différentes
concentrations de EB.

Chez le haricot, au dela de 3,17 mg/ml, l'inhibitiest proportionnelle a la concentration de
EB. Par contre, la concentration de 1,78 mg/ml @nte développement des plantules. EB
pourrait donc étre utilisé comme herbicide maisréefconcentration.

L’extrait purifié (E) stimule le développement du bourgeon axillaireci(peut étre
dd a la présence de substances de croissance @dratiou a un effet de synergie entre les
principes actifs et les autres substances (MAYER ROLJAKOFF-MAYBER, 1963). EB
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231,25 mg/ml n’a pas d’effet notable sur la craissades bourgeons axillaires. Ceci peut étre
db au masquage des substances de croissance pantamninants.

Sur les microorganismes testés, EB n'a pas matitxétivité a la concentration
utilisée.

La faible toxicité de I'extrait de feuilles d&chefflera longipedicellataonfirme qu’on
peut utiliser cette plante a des fins thérapeusiguk cet effet, il serait intéressant

d’approfondir I'activité antidote de la plante.



CONCLUSION et

PERSPECTIVES
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Bien que les études effectuées sur les feuilles Sdbefflera longipedicellata
(ARALIACEAE) ne soient que préliminaires, elles sant permis au terme de ce travail de :

. mettre en évidence la toxicité des extraits délésu

. obtenir des renseignements sur les propriétésiqarghimiques des principes
toxiques et leur nature ;

. obtenir un extrait suffisamment purifié ;

. observer les effets des extraits (EB ¢t &ur des organismes animaux, végétaux et

microbiens.

Les résultats obtenus au cours de ce travail pegnieie nombreuses orientations a

partir des feuilles de cette plante.

A l'avenir, nous nous proposons :
. d’approfondir nos connaissances sur les effets plesipes existants et leurs
propriétés biologiques.

. d’étudier les relations entre ces propriétéswgtlisation thérapeutique de la plante ;

. d’exploiter les activités larvicides et herbicid#ss I'extrait pour éviter ou diminuer
au moins l'utilisation des produits chimiques daaes domaines ;

. d’élucider le mécanisme d’action des substancegezaties feuilles ;

. de tester les autres organes de la plante.
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ANNEXE I : Réactifs utilisés pour la révélation des chromatgrammes

Réactif a la vanilline sulfurique
— Vanilline 0,59
— Acide sulfurique 100ml

Le réactif est conservé au réfrigérateur aprégaisa

ANNEXE II : Composition des solvants de migration en CCM

— Butanol/Acide acétique/Eau ®02D (p/p/p)
- Méthanol/Eau 85/15 (viv)

ANNEXE III : Réactifs généraux des alcaloides

Réactif de MAYER

— Chlorure mercurique 58,

— lodure de potassium g 60

- Eau distillée g.s.p 1000ml
Réactif de WAGNER

— lodure de potassium g 2

- lode 1,279

- Eau distillée g.s.p 1000ml

Réactif de DRAGENDORFF

Solution A :

— Nitrate de Bismuth 1,79

- Acide tartriqgue concentré 20g

— Eau distilléee g.s.p 30ml
Solution B :

— lodure de potassium 10g

— Eau distilléee g.s.p 40ml
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ANNEXE IV : A- Composition générale des milieux de culture

Milieu de MUELLER-HINTON

Formule-type (g/l)

- Extrait de viande 2,0
— Peptone trypsique de caséine 17,5
- Amidon 1,5
- Agar 15,0

pH=7,3+0.1 a 25°C

B- Préparation a partir des milieux déshydratés

Préparation du milieu de MUELLER-HINTON :

* Dissoudre dans de l'eau distillée 36g de milieu hgdsmaté en agitant

continuellement puis ajuster all ;

» Sur une plaque chauffante munie d’'un agitateur rgue, chauffer le milieu
jusqu’a la dissolution totale ;

o Stériliser le milieu puis le répartir dans des 8ilzeraison de 15ml par tube;

autoclaver a121°C a 2bars pendant 15min.

MARINE AGAR : formule approximative pour 1l

Peptone 5,09
Extrait de levure 1,09
Citrate de fer 0,1g
Chlorure de sodium 19,45¢g
Chlorure de magnésium 8,89
Sulfate disodique 3,249
Chlorure de calcium 1,809
Chlorure de potassium 0,55¢g
Bicarbonate de sodium 0,169
Bicarbonate de potassium 0,08g
Gélose 15,09
Chlorure de strontium 34,09
Acide borique 22,09

Silicate de sodium 4,09



Annexes

Fluorure de sodium 2,49
Nitrate d’'ammonium : 1,69
Phosphate disodique : 8,09

ANNEXE V : Photos des appareils et montages utilisés

Photo 5: Balance électronique Photo 6: Extraction a froid
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Photo 7: Mus musculus Photo 8: Dispositif de la dialyse

T

Photo 9: Evaporateur rotatif Photo 10: Etuve électronique

Photo 10: Fractionnement liquide/liquide Photo 11: Extraction a chaud
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