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INTRODUCTION

Madagascar est reconnue pour sa richesse en biodiversité floristique et faunistique. En effet,
sa flore est une des plus riches et des plus diversifiées au Monde [33]. Il compte environ
12 000 especes avec un taux d’endémisme élevé de 96% [32]. L’utilisation thérapeutique des
vertus des plantes pour le traitement des maladies est tres ancienne. Plus de 80% de la
population mondiale ont recours a des plantes médicinales pour se soigner [30] et 60% de la
population malgache utilisent la pharmacopée et la médecine traditionnelle pour résoudre leur
probléme de santé [31]. De plus, les industries pharmaceutiques modernes s’appuient
largement sur la recherche des métabolites secondaires des plantes ayant une propriété
biologique intéressante.
Compte-tenu de ce concept, le Centre National d’ Application de Recherches Pharmaceutiques
(CNARP) ayant pour mission I’investigation sur les produits naturels et la production de
phytomédicaments se focalise sur la recherche de plantes médicinales de Madagascar. Parmi
ses projets, I’étude des especes de Rubiaceae s’est développée depuis quelques années au sein
du CNARP. Une de ces plantes nous a été proposée comme sujet de mémoire dans le cadre de
collaboration avec le Laboratoire de Chimie Organique-Spectrométrie de Masse (Faculté des
Sciences) : I’espéce végétale Razafimandimbisonia minor. A notre connaissance, aucune
¢tude chimique ni biologique antérieure n’a été faite sur le genre Razafimandimbisonia.
L’objectif principal de ce travail consiste a I’¢tude phytochimique et biologique des feuilles
de Razafimandimbisonia minor en procédant a I’isolement et a la détermination structurale de
ces constituants
Le présent mémoire comporte trois grandes parties :

» La premiére partie comprend la synthese bibliographique sur la plante

» La deuxieme partie consiste les matériels et méthodes utilisés

> Latroisieme partie rapporte les résultats et discussions

Des conclusions et perspectives terminent le manuscrit.



PARTIE I-SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
SUR RAZAFIMANDIMBISONIA MINOR ET
LA FAMILLE VEGETALE RUBIACEAE



I-1- Données botaniques
I-1-1-Systématique botanique [1], [2]
Selon la classification de Judd et al (1999) et de IPAPG Ill, (2009), la systématique

botanique de Razafimandimbisonia minor peut étre définie comme suit :

Domaine : EUCARYOTE

Regne : VEGETAL

Phylum : ANGIOSPERMAE

Sous phylum : EUDICOTYLEDONAE
Classe : ASTERIDAE

Ordre : GENTIANALES

Famille : RUBIACEAE Juss.

Sous famille : IXOROIDEAE Raf.
Tribu : Alberteae (APG Il1, 2009)
Genre : Razafimandimbisonia
Espéce : Razafimandimbisonia minor (Baill.) Kainul. &B.Bremer
Synonyme : Alberta minor

Nom vernaculaire : Hazomborondreo, Tapialahy, Voamalitony

I-1-2-Bréve description de la famille Rubiaceae [3][4][5][6][7]
Au niveau mondial, la famille Rubiaceae, appelée aussi famille des caféiers sont en quatrieme
place parmi les plus importantes familles des plantes a fleurs et contiennent
approximativement 13.200 especes réparties dans 650 genres.
Plusieurs especes de cette famille restent encore non identifiées ou mal décrites. Les
Rubiaceae sont abondantes et omniprésentes dans les foréts tropicales humides et seéches
représentant de 7 a 9 % de la phytodiversité de Madagascar.
La famille Rubiaceae compte 35 tribus regroupées en 3 grandes sous familles en fonction de
la présence ou absence de raphides ou du type de fruits :

¢ les Rubioideae (raphides généralement présentes) : 20 tribus

¢ les Cinchonoideae (fruits secs, raphides absentes) : 10 tribus

e les Ixoroideae (fruits charnus, raphides absentes) : 5 tribus



I-1-3- Description du genre Razafimandimbisonia [2][8][9]

Le genre végétal Razafimandimbisonia appartient a la sous famille Ixoroideae, tribu
Alberteae. Cette sous famille est définie de point de vue morphologique par les caracteres des
fruits, des graines et les types de placentation qui permettent de la subdiviser en cinq tribus
dont I’alberteae, vanguerieae, pavetteae, coffeeae et gardenieae.

Le genre Razafimandimbisonia est endemique de Madagascar, il contient cing especes dont
Razafimandimbisonia minor, Razafimandimbisonia sambiranensis, Razafimandimbisonia

humbotii , Razafimandimbisonia Orientalis et Razafimandimbisonia regalis

I-1-4-Espece Razafimandimbisonia minor (Baill.) Kainul. & B.Bremer
I-1-4-1-Description botanique [W3][W4]

C’est un arbre de 15m de haut et de diametre de 25 cm, les feuilles sont simples, opposeées,
décussées. Le limbe oblongue, elliptique, lisse et brillant se situe a la face supérieure tandis
que la nervure médiane et secondaire proéminente se trouve a la face inférieure. Les stipules
sont interpétiolaires et triangulaires et I’inflorescence terminale est corymbiforme.

Les fleurs sont grandes et a 5-meres et que les calices élargis et pétaloides sont de couleur
rouge, persistants et accrescents dans le fruit. La corolle est soudée et un peu courbée, tandis
que les lobes sont un peu triangulaires, tordus et se recouvrant vers la gauche. Les étamines
sont insérées vers I’apex du tube et 1’ovaire infere a 2 loges avec un ovule par loge.

Le fruit est généralement grand et sec mais couronné par les lobes accrescents du calice, qui

déhiscent en 2 fruits.



Figure 1: Photo de Razafimandimbisonia minor Source : RAKOTONANDRASANA Stéphan

I-1-4-2-Utilisation traditionnelle [10]

Les feuilles sont utilisées pour traiter les maux néphrologiques.

I-1-4-3- Distribution géographique [W1]

Razafimandimbisonia minor est endémique de Madagascar et elle est distribuée dans les
montagnes et les foréts subhumides a une altitude de 500 a 2499m. Elle est rencontrée
presque dans toutes les provinces notamment dans les régions d’Analamanga, Diana, Sava,

Haute Matsiatra, Ihorombe, Alaotra Mangoro, Atsinanana, Atsimo-Andrefana
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I-2-Données chimiques et biologiques antérieures

Parmi les differentes especes végétales de la famille Rubiaceae utilisées en medecine
traditionnelle, les études bibliographiques que nous avons effectuées concernant les données
chimiques et biologiques antérieurs portent notamment sur les especes des tribus de la sous
famille Ixoroideae a laquelle appartient le genre Razafimandimbisonia.

I-2-1-Données chimiques antérieures
I-2-1-1-Quelques données chimiques d’une espéce de la tribu Alberteae

% Genre Razafimandimbisonia
A notre connaissance, aucune étude chimique approfondie n’a été publiée sur ce genre jusqu’a
présent.

¢ Genre Alberta [64]
Un iridolactone nommé amagnalactone (1), une autre iridoide (2) ainsi que de cyclopentene
dialdehyde ont été isolés de I’espece Alberta magna.
I-2-1-2-Quelques données chimiques des especes de la tribu Gardenieae

¢+ Genre Duroia [65][66]
L’espéce Duroia hirsuta contient une flavone, un flavonol, un iridoide lactonique et un
iridoide tetracyclique tandis que deux terpenoides tels que I’acide ursolique (3) et ’acide
oléanolique (4) ont éte isolés de Duroia macrophylla Huber

¢+ Genre Rudgea [67]
Des triterpenes et stéroides été isolés de I’espéce Rudgea jasminoide : acide canarique, acide

ursolique (3), acide oléanolique (4), sitostérol et stigmastérol (5)

¢ Genre Gardenia et Genipa [68][69][70]
Les produits isolés de quelques espéces de Genipa sont essentiellement des iridoides comme,
la génipine (6), I’acide génipinique, la géniposide (7), I’acide géniposidique isolés de Genipa
americana tandis que les résines de Gardenia gummifera et de Gardenia lucida contiennent
des cycloartanes (dikamaliartanes) et un flavonoide (gardénine E)

¢+ Genre Mussaenda [71]
Des monoterpenes ont été isolés de 1’espéce Mussaenda pubescens: mussaenins A (8),
mussaenins B (9), mussaenins C (10), argyol.

Les structures chimiques de ces produits isolés sont donnés dans la figure 3:
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Figure 3: Terpénoides isolés chez des espéces appartenant a la sous famille Ixoroideae

I-2-2-Données biologiques antérieures

Les travaux biologiques réalisés sur les espéces des quelques tribus de la sous-famille

IXoroideae sont résumés dans le tableau 1:

Tableau 1: Données biologiques des especes de la sous-famille Ixoroideae

Espéces

Activités

Razafimandimbisonia
minor

Aucune étude biologique publiée

Alberta magna

Antimoustique et antipaludique [64]

Duroia hirsuta

Antimycobactérienne et antiviral [73]

Duroia macrophylla

Antimycobactérienne [66]

Mussaenda pubescens

Diuretique,antiinflammatoire, antipyrétique [71]

Rudgea jasminoide

Traitement contre la rhumatisme, la syphilis, la tumeur[74]

Genipa americana

Anti-depressive, anti-tumorale [68][69]




I-3-Notions génerales sur une famille chimique caractéristique des
Ixoroideae : terpénoide [11][37]

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétiseés par les plantes, les organismes
marins, les champignons et les animaux. Les triterpénes sont largement rencontrés dans le
regne végétal. Les terpénes sont des hydrocarbures naturels provenant de la condensation téte-
queue d’unités isopréniques de formule (CsHg) (ou unités a cing atomes de carbone). Leurs
structures peuvent étre cycliques ou a chaine ouverte. Leur formule brute est (CsHx)n dont x
est le variable en fonction du degré d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs
(1-8) sauf dans les polyterpenes ou n peut étre plus de 100 (le caoutchouc). Les terpénes sont
classés en fonction du nombre de répétition de 1'unité de base isopréne. Ce sont les
hémiterpenes (C5), les monoterpénes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpénes (C20),
les sesterpénes (C25), les triterpenes (C30), les tetraterpénes (C40) et les polyterpéenes

I-3-1- Monoterpénes [38][39][40]

Les monoterpenes sont des terpenes a 10 atomes de carbone ou deux unités isopréniques. Ils
sont volatils, entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représentent la
majorité des constituants des huiles essentielles. lIls existent sous la forme des hydrocarbures
simples (limonene, myrcene..), d’aldéhydes (géranial, néral, citronellal, citral), d’alcools
(géraniol, nerol, citronellol, citrol, linalol,..) et d’acides (acide linalique, acide géranique)
voire d’esters (acétate de linalyle..).lls se trouvent également sous trois catégories de
structure : les monoterpénes acycliques (comme le geraniol qui est largement répandu dans le
regne vegétal), monocycliques ( tous les composés aromatiques comme p-cyméne et ses
dérivés hydroxylés) et bicycliques ( tous les composés issues des coniféres) suivant la

condensation téte-queue des unités isopréniques.

OH OH

Menthol Limonéne Citronellol

Figure 4 :Exemples de quelques monoterpenes




Parmis ces monoterpénes, les iridoides et les pyréthrines forment deux classes de composés

tout & fait particuliéres des monoterpénes. lls sont des monoterpénes caractérisés par un

squelette «cyclopenta[c] pyrane », ou le squelette « iridane »

o

Figure 5:Squelette iridoide
Les monoterpénes existent a 1’état halogéné chez les algues et sont largement distribués chez
les végétaux.
I-3-2-Sesquiterpénes [41][42]
Les sesquiterpénes sont des terpenes constitués de 15 atomes de carbones. ils se trouvent sous
forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme : les alcools, les
cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature. On peut également rencontrer

dans les plantes des sesquiterpénes lactones, ces métabolites secondaires issus par I’oxydation
d’un groupe méthyle du groupe isopropyle attaché au squelette de base sesquiterpénique pour
engendrer le groupe lactone. Les sesquiterpénes et les monoterpenes sont souvent en mélange

dans les huiles essentielles des plantes, notamment chez les espéces des familles labiateae,

myrtaceae, pinaceae et rutaceae.

o)
Cadalene Eudesmanolide (sesquiterpene lactone)

Figure 6 : Exemples de quelques sesquiterpenes
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I-3-3-Diterpénes [43][44][45]

Les diterpénes forment une série des composés qui renferment de 20 carbones. Ce sont des
composés formés par quatre unités isopréniques qui sont trés répandus dans les végétaux
supérieurs et sont présent également chez les insectes et les organismes marins. Ils peuvent
aussi étre trouvés dans les résines ou les gommes naturelles. Il est rare de rencontrer les
diterpénes comme constituants des huiles essentielles, a cause de leurs points d’ébullition trés
élevés. lls peuvent étre acycliques ou cycliques. Le phytol et la vitamine A sont les alcools les
plus importants dans la série des diterpénes qui sont indispensables a la croissance et a la vue

des mammifeéres.

CH,OH

\ \ \ \ CH,OH

Phytol Vitamine A

Figure 7 : Exemples de quelques diterpenes

I-3-4- Triterpénes et stéroides [46][47][48]

Les triterpenes comportent six unités isopréniques. lls different des stéroides par 1’absence de
trois groupements méthyles (CHs-) sur le squelette de base. Les stéroides et les triterpenes
peuvent étre acycliques ou cycliques. Les triterpénes tétra et pentacycliques sont courants.

La famille des triterpenes tetracycliques présente une importance particuliére par son
homogénéité et surtout par ses rapports étroits avec les stéroides. Leur structure de base commune
est le noyau stérane, et ils peuvent se trouver a 1’état libre ou sous forme d’ester (stéride) ou
sous forme d’hétéroside dans les résines. Les triterpenes et leurs dérivés sont intégralement
biosynthétisés par tous les étres vivants avec deux exceptions : les bactéries qui ne les utilisent
pas et les insectes qui les empruntent aux plantes souvent de facon spécifique puis les

transforment.
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Lanostérol a-amyrine

HO

Cholestérol

Figure 8 : Exemples de quelques triterpénes et stéroides
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PARTIE II- MATERIELS ET METHODES



I1-1- Matériels

I1-1-1-Matériel végeétal

L’¢chantillon a été récolté le mois d’Octobre 2014 par RAKOTONDRAJAONA Rolland et
RAKOTONANDRASANA Stéphan & Andaingomadinika fokontany Ampitambe district de
Moramanga. La plante a été identifiee par les botanistes du CNARP et un herbier de référence
y est déposeé.

Les échantillons ont été cueillis avec leurs rameaux, les feuilles sont ensuite arrachées
manuellement et les tiges sont coupées avec un sécateur. Les deux parties ont été ensuite
séchées puis broyées a I’aide d’un broyeur mécanique a hélice jusqu’a 1’obtention d’une
poudre fine. Les différentes poudres ont été conservées dans des sachets scellés dans un

endroit sec a ’abri de la lumiére et de la chaleur.

11-1-2-Matériels techniques
IIs constituent tous les matériels et appareils ainsi que les verreries utilisés dans le laboratoire.
IIs sont cités dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2 : Matériels utilisés au cours de ce travail

- Evaporateur rotatif (BUCHI R-210 Waterbath B-180)

- Lampe UV SPECTROLINE A= 254nm

- Pulvérisateur

- Pistolet chauffante

- Balance METTLER TYPE AM100, de portée max=100g ;

- Balance METTLER TYPE AM 300 de portée max=300g ;

- Bain thermostaté MEMMERT a température réglable de 20°C a 110°C

Appareils

- Déssicateur
- Azote liquide
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Plague CCM: plagques CCM ALUGRAM SIL G/UV254 couche
0,20mm/gel de silice 60 avec indicateur de fluorescence UV254
Matériels d’analyse | Colonne : colonne en verre de longueur et de diamétre variables

Adsorbants : gel de silice (silicagel 60A 200micron)

Pipettes pasteur, pipettes jaugées, tubes a essais
Verreries du éprouvettes graduées, cristallisoirs, flacons, erlenmeyers,
Laboratoire entonnoirs, ballons a fond rond, colonnes, cuves chromatographiques

(rectangulaire), ampoule a décanter

I1-2-Méthodes d’études chimiques préliminaires

Des études préliminaires ont été faites sur 1’organe de Razafimandimbisonia minor (tiges codé
ROL734ST1 et feuilles codé ROL734LF1) afin de caractériser les différents types de
métabolites secondaires susceptibles d’étre présents et de choisir la partie a utiliser pour la
suite de I’étude ainsi que les techniques a adopter. Ces études comportent des criblages

phytochimiques, des extractions a petite échelle et des CCM préliminaires.

11-2-1- Criblages phytochimiques [34][W2][35]

Le criblage phytochimique est une analyse chimique qualitative basée sur des réactions de
coloration ou de précipitation, plus ou moins spécifiques a chaque classe de principes actifs.
Les criblages sont effectués le plus souvent sur D’extrait brut hydroéthanolique,
chloroformique et aqueux.

11-2-1-1-Criblage des alcaloides

Macération chlorhydrique

2,5¢g de poudre de matiére végetale séche sont macerés avec 25 ml de HCI 12% pendant
15mn. Apreés filtration sur coton, la solution acide obtenue est répartie en volumes égaux dans
quatre tubes a essais; le tube n°1 sert de témoin, dans le deuxieme tube est ajouté 5 gouttes du

réactif de Wagner, dans le troisiéme tube 5 gouttes du réactif de Mayer et dans le quatrieme
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tube 5 gouttes du réactif de Dragendorff. L'apparition de précipités indique que le test est
positif.
Test avec 1’extrait hydroéthanoligue:

A 500 mg d’extrait hydroéthanolique sont ajoutés 10 ml de HCI 2N aqueux. Le mélange est
ensuite porté au bain marie bouillant pendant 5 min tout en agitant avec une baguette de verre.
Apres refroidissement, 0,5 g de NaCl sont ajoutés. Le mélange est alors agité et filtré. Le
précipité est lave avec un volume suffisant de HCI 2N pour ramener le filtrat a 10ml. Le filtrat
est réparti en fractions égales dans 4 tubes a essai et les tests précédents (avec les 3 reactifs

géneraux des alcaloides) sont réalisés.

11-2-1-2-Screening des stéroides, triterpénoides et hétérosides cardiotoniques
Les tests sont réalisés sur I’extrait chloroformique obtenu par macération directe de poudre
végétale pendant 30 min et sur I’extrait chloroformique obtenu de I’extrait hydroéthanolique.
L’extrait hydroéthanolique est dépigmenté par de I’éther de pétrole, puis dissout dans du
chloroforme. L’extrait chloroformique est récupére apres filtration.

» Caractérisation des génines_:

Test de Liebermann-Burchard : A 2 ml de solution d’extrait sont additionnées 4 gouttes

d’anhydride acétique puis 4 gouttes de H,SO,4 concentré. Apres repos, une coloration pourpre
indique la présence des triterpénoides et une coloration bleu-vert celle des stéroides.

Test avec I’antimoine : Quelques gouttes de solution saturée d’antimoine sont ajoutées a 2 ml
de solution d’extrait. S’il y a apparition d’une fluorescence bleue, les triterpénes sont présents,
et si la fluorescence est jaune, il s’agit de stéroides.

Test de Salkowsky : le tube a essai contenant la solution d’extrait est incliné d’un angle de

45°.1 ml d’acide sulfurique concentré est versé lentement. Si I’anneau de séparation de phase
est rouge aprées 30 mn, les stérols insaturés sont présents.

Test de Badget : a 2 ml de solution d’extrait sont additionnées 4 gouttes de solution aqueuse

d’acide picrique a 1 % et 4 gouttes de solution aqueuse de soude a 20 % (m/v). L’apparition
d’une coloration orange indique la présence de stéroides lactoniques.

Test de Kedde : a 2 ml de solution d’extrait sont ajoutés 4 gouttes d’une solution

méthanolique d’acide 3,5-dinitrobenzoique a 2 % (m/v) puis 1 ml d’une solution aqueuse de
KOH a 6 % (m/v). L’apparition de coloration rouge indique la présence de stéroides

lactoniques.
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Test de Pesez : a 2 ml de solution d’extrait sont ajoutées 4 gouttes d’une solution

méthanolique de H3PO,4 a 2 %. L’apparition de fluorescence sous U.V. indique la présence
des cardénolides.
Test de[SwendsenlJensen : & 2 ml de solution d’extrait sont ajoutées 4 gouttes d’une solution

aqueuse d’acide trichloracétique a 20 % (m/v). L’apparition de fluorescence sous U.V.
indique la présence des cardénolides.
> Caracterisation des hétérosides :

Réaction de Keller-Killiani

Le tube a essai contenant la solution d’extrait est incliné d’un angle de 45°. Quelques gouttes
d’une solution hydroéthanolique de FeCl; 10 % (m/v) sont versées puis quelques gouttes
d'acide acétique glacial. Si l'anneau de séparation des deux phases est rouge pourpre, les

hétérosides désoxy-2-sucres sont présents.

I1-2-1-3-Screening des iridoides
Les tests sont réalisés sur I’extrait aqueux et I’extrait hydroéthanolique de matériel végétal.
Trois réactions sont utilisées pour la détection des iridoides :

Reaction avec HCI dilué suivi de chauffage: a 1 ml de solution limpide d’extrait est ajouté 0,5

ml de HCI 12 % aqueux. Le mélange est ensuite chauffé au bain marie a 80°C pendant 2 a 3
minutes.

Réaction en présence de glycérol : le réactif est constitué d’un mélange a volume égal

d’éthanol 80 %, de glycérol et de HCI 12 % aqueux préparé juste avant le test. A 1 ml de
solution limpide d’extrait est ajouté 0,5 ml de ce réactif. Le mélange est ensuite chauffé au
bain marie a 80 °C pendant 2 a 3 minutes.

Réaction de Trim et Hill: le réactif est constitu¢ d’un mélange a volume égal d’une solution

aqueuse de CuSQO,4 a 5 % (m/v) et de HCI 12 % aqueux préparé juste avant le test. A 1 ml de
solution limpide d’extrait est ajouté 0,5 ml de ce réactif. Le mélange est ensuite chauffé au
bain marie a 80 °C pendant 2 a 3 minutes.
Pour chaque réaction, ’apparition de précipité noir apres chauffage indique la présence des
iridoides.
11-2-1-4-Screening des flavonoides

» Détection des flavones, flavonols, flavanones et flavanonols
200 mg d’extrait hydroéthanolique sont dépigmentés par 3 x 10 ml d’éther de pétrole puis
dissouts dans de I’éthanol 80 %. Apres filtration, la solution d’extrait est soumise aux

réactions suivantes :
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Test de Wilstater: 1 ml de 1’échantillon est additionné de 0,5 ml de HCI concentré et de 3

tournures de magnésium. Apreés 10 min, I’apparition d’une coloration rouge indique la
présence des flavones, I’apparition d’une coloration pourpre indique la présence de flavonols
et I’apparition d’une couleur rouge violacé indique la présence de flavanones et flavanonols .

Test de Wilstater modifié: 1 ml de 1’échantillon est additionné de 0,5 ml de HCI concentré et

de 3 tournures de magneésium. Apres dissolution du magnésium, 1 ml d’eau suivi de 1 ml
d’alcool isoamylique sont ajoutés. Apres 10 min ’apparition d’une coloration rouge indique
la présence des flavones et 1’apparition d’une coloration pourpre indique la présence de
flavonols.

> Détection des anthocyanes
Le test est réalisé sur 1’extrait aqueux et 1’extrait hydroéthanolique. A 2 ml de solution
d’extrait est additionné 2 ml de HCI 25 % aqueux.
L’apparition d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu violacée par addition d’ammoniaque
concentré indique la présence des anthocyanes.

> Détection des leucoanthocyanes (Réaction de Bate-Smith)
Le test est réalisé sur I’extrait aqueux et I’extrait hydroéthanolique. A 2 ml de solution
d’extrait est additionné 2 ml de HCI concentré. Le mélange est placé au bain marie bouillant
pendant une vingtaine de minutes. L’apparition d’une coloration rouge grenat indique une

réaction positive.

I1-2-1-5-Screening des coumarines
Les tests sont basés sur la propriété des coumarines a présenter une fluorescence nette aux
rayons UV.

Test sur I’extrait hydroéthanolique : sous une lampe UV (254 nm et 366 nm), a 5 ml de

solution d’extrait est ajoutée goutte a goutte une solution aqueuse de soude a 20 %.
L’apparition de fluorescence indique un test positif.

Test sur la poudre de plante: la poudre de plante est introduite au fond d’un tube a essai avec

de I’eau. Dans la partie supérieure du tube est placé un papier imbibé d’une solution aqueuse
de soude a 20 % (m/v). Une fluorescence nette de ce papier a la lumiere UV indique une

réaction positive.
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11-2-1-6-Screening des anthraquinones et des anthracénosides
> Réaction de Borntrager
C’est une réaction colorée obtenue en dissolvant les quinones en milieu alcalin aqueux.

Test sur I’extrait hydroéthanolique : 200 mg d’extrait sont dissous dans de I’eau distillée, puis

filtrés. Le filtrat est extrait deux fois au benzéne. A 10 ml d’extrait benzénique est ajouté 5 ml
de solution aqueuse d’ammoniaque a 20 %, puis agité. Apreés décantation, une coloration
rouge orangé ou rouge violacé de la phase ammoniacale indique un test positif.

Test sur I’extrait chloroformique: la poudre végétale est macérée dans du chloroforme

pendant 30 min. La solution extractive chloroformique est filtrée. A 2 ml de cette solution est
ajoutée 1 ml de solution aqueuse d’ammoniaque a 20 %. La présence d’anthraquinones libres
se traduit par une coloration rouge orangé ou rouge violacé de la phase ammoniacale.

» Hydrolyse acide
Détection des hétérosides anthraquinones par leur transformation en anthraquinones

Réaction avec ’acide sulfurigue et le chlorure ferrigue: 2 ml d’infusé est additionné de 0,5 ml

d’acide sulfurique concentré et de 0,5 ml de solution aqueuse de chlorure ferrique a 5%. Le
mélange est porté au bain marie bouillant pendant 30 min. Apres refroidissement, la solution
est épuisée par 5 ml de chloroforme. La solution organique est additionnée de 0,5 ml d’une
solution aqueuse d’ammoniaque a 10 %. La présence d’hétérosides anthraquinones est révélée
par une coloration rouge de la phase aqueuse.

Réaction avec HCI: le test est réalisé sur I’extrait aqueux et sur 1’extrait hydroéthanolique.100

mg d’extrait sont dissout dans une solution aqueuse de HCI 12 % par chauffage dans un bain
marie bouillant. Aprés refroidissement, la solution est épuisée par du chloroforme.

La solution chloroformique est évaporée a sec, et I’extrait est dissout dans une solution
aqueuse d’ammoniaque a 20 %. Une coloration jaune qui vire au rouge par chauffage au bain

marie apparait en présence des hétérosides anthracéniques.

11-2-1-7-Screening des hétérosides cyanogeénes :

Le test, appelé test de Grignard, consiste a hydrolyser les hétérosides cyanogénes dans la
poudre végétale en composés carbonylés et acide cyanhydrique. Cet acide sera détecté par la
variation de la coloration du papier Whatmann, imprégné de solution aqueuse de picrate de
sodium.

3 g de poudre végétale sont introduits au fond d’un tube a essai avec 1 ml d’eau. A la plante
humectée sont ajoutés 1,5 ml de chloroforme. Le tube est bouché en coingant une bandelette

de papier Whatmann imprégné de solution de picrate de sodium (le papier est initialement
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jaune). Le tube a essai fermé est laisse au bain marie a 35 °C pendant une nuit. Le papier
coloré prend une teinte rouge en cas de libération de HCN par la plante (c'est-a-dire que les
hétérosides cyanogenes sont présents).

11-2-1-8-Screening des tanins et polyphénols :
» Tests généraux des composés phénoliques :
Les tests sont effectués sur I’infusé et sur 1’extrait hydroéthanolique.

Reaction avec FeCls: 5 gouttes de FeCls en solution méthanolique a 10% sont ajoutées a la

solution limpide de I’extrait. Une coloration brun-vert indique la présence de tanins condensés
(tanins catéchiques ou flavanols-3 condensés et leucoanthocyanes ou flavanediols-3,4) tandis
qu’une coloration bleu-noir indique la présence de tanins hydrolysables (tanins galliques ou
ellagiques).

Réaction avec la vanilline chlorhydrique: A 2 ml de solution d’extrait hydroéthanolique est

additionné 1 ml d’une solution hydroéthanolique a 2 % de vanilline (m/v) et 12 % de HCL
L’apparition d’une coloration rouge indique une réaction positive (présence des phénols et des
flavanes).

Reéactions avec la gélatine: 200 mg d’extrait hydroéthanolique sont dissout dans 15ml d’eau

distillée par chauffage puis filtré. Au filtrat obtenu sont ajoutées 4 gouttes de solution aqueuse
de NaCl a 10 % (m/v). Le mélange est réparti dans 3 tubes a essai :

Tube n°1: témoin

Tube n°2: ajout de 5 gouttes de solution aqueuse de gélatine a 1 % (m/v), l'apparition d’un
précipité indique la présence de polyphénols.

Tube n°3: ajout de 5 gouttes de solution aqueuse de gélatine salée 1 %, l'apparition d’un

précipité indique la présence de tanins.

11-2-1-9-Screening des saponines

Les saponines sont des hétérosides a génines triterpéniques ou stéroidiques, solubles dans
I’eau en formant une solution moussante apres agitation. La détection des saponines repose
sur la mesure de la hauteur de la mousse persistante aprés agitation du mélange eau — poudre
végétal.

1 g de poudre végétale est agité vigoureusement et horizontalement pendant 30 s avec 10 ml
d’eau distillée dans un tube a essai. La lecture est effectuée par mesure de la hauteur de
mousse formée apres agitation et aprés 10 min de repos. Le test est positif si cette hauteur de

mousse atteint 3 cm et qu’elle persiste.
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11-2-1-10-Screening des polysaccharides

Le test est basé sur la propriété des polysaccharides a former des précipités colloidaux avec
I'éthanol.

A un décocté limpide de poudre végétal sont additionnés 3 volumes d'éthanol 90 %. La

formation d’un précipité indique la présence de polysaccharides.

11-2-2-Extractions et CCM préliminaires

Lors des études préliminaires, 259 de poudres végétales de deux organes de
Razafimandimbisonia minor ont été macérées trois fois dans le méthanol. Les deux extraits
bruts obtenus ont été subis d’un partage liquide-liquide avec I’hexane/ acétate d’éthyle puis le
méthanol/eau. Des CCM ont été réalisées avec les différentes fractions obtenues en utilisant
les systemes d’éluant suivants: ACOEt 100%, CH,Cl,/MeOH (80/20) et CH,Cl,/MeOH
(88/12).

11-3-Techniques d’extraction et fractionnement par partage liquide-liquide [12][13]
La méthode d’extraction consiste a obtenir la plus grande quantité possible d’une substance a
extraire. Il existe deux types d’extraction :

e L’extraction liquide-liquide qui consiste en un transfert d’un soluté initialement
contenu dans une phase liquide vers un solvant non miscible en fonction de sa
solubilité.

e L’extraction solide —liquide qui consiste a faire passer un composé d’une matiere
solide (matériel végétal) dans un liquide (solvant) avec un contact prolongé a la

température ambiante.

11-3-1- Extraction par macération

4009 de poudres de feuilles ont été macérés dans 800ml de méthanol soumis a une agitation
pendant quelques minutes a la température ambiante puis le mélange est laissé reposer dans
un bocal hermétique pendant 24 heures. Les macérats obtenus sont filtrés sur coton et les
marcs récupérés sont mis de nouveau en suspension dans le méthanol. Les filtrats obtenus
sont ensuite évaporés a sec a 1’aide d’un rotavapor dans un ballon préalablement taré a la
température de 54°C.

Les extraits obtenus sont pesés et I’opération est répétée jusqu’a épuisement des poudres de la

plante. Le rendement de 1’extraction est calculé a partir de la formule suivante :
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R(%) = Masse d'extrait brut « 100
(%) = Masse de la poudre de plante seche

11-3-2-Extraction par partage liquide-liquide

Cette étape consiste a reprendre successivement 1’extrait brut méthanolique dans trois solvants
de polarité différente. Il s’agit de ’hexane, I’acétate d’éthyle et de 1’eau. Pour ce faire, on
dissout I’extrait brut dans 300ml de méthanol puis on verse 3x 200ml d’hexane pour enlever
les chlorophylles, les pigments et les matiéres grasses. Le mélange est agité puis laisse
décanter pendant quelques minutes dans une ampoule a décanter. On récupere séparément les
deux phases c'est-a-dire la phase hexanique et la phase méthanolique. Cette derniere est
évaporée a sec puis dissoute de nouveau dans 300ml d’eau. On verse ensuite 3x200ml
d’acétate d’éthyle dans cette solution aqueuse, aprés agitation, le mélange est laissé décanter
puis les deux phases sont récupérées separément. Nous avons obtenu au final trois fractions
différentes : fraction hexanique, fraction acétate d’éthyle et fraction aqueuse.

Ces trois fractions sont évaporées sous vide et sont pesées, puis elles ont été testées
biologiquement afin de voir les extraits les plus actifs a utiliser pour les analyses
chromatographiques.

Le protocole expérimental de cette extraction est résumé dans la figure 9.
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400g de Poudres de plante

Macération dans le MeOH jusqu’a épuisement
. Evaporation a sec

Filtration
A

Extrait brut MeOH

Dissolution dans 300ml de MeOH

\ 4
Fraction MeOH

Décantation .
Extraction avec 3x 200ml d’hexane

A 4

Y v
Fraction hexanique Fraction MeOH
il Evaporation a sec Evaporation a sec
. . y
Extrait hexanique ‘
Extrait MeOH

Dissolution dans I’H,0O
4

Solution aqueuse

Décantation Extraction avec 3x200ml d’AcOEt
A 4
\4
Fraction AcOEt Fraction agqueuse
Evaporation a sec v Evaporation asec
A 4

. Extrait aqueux

Extrait ACOEt a

Figure9 : Diagramme d’extraction par partage liquide-liquide

I1-4-Purification et isolement par chromatographie
La méthode chromatographique est une des méthodes les plus courantes pour la séparation,

I’isolement, la purification des molécules
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I1-4-1-Chromatographie sur Couche Mince (CCM) [16][17]
11-4-1-1-Principe
C’est une chromatographie d’adsorption ou la phase mobile est un solvant ou un mélange de
solvants, qui progresse le long d’une phase stationnaire (généralement le gel de silice ou autre
adsorbant) fixée au préalable sur une plaque de verre ou sur une feuille d’aluminium ou sur
une matiere plastique. Apres que 1’échantillon ait été déposé avec un tube capillaire, 1’éluant
migre par capillarité le long de la phase stationnaire en entrainant les constituants du mélange.
En outre chaque composant de I’échantillon se déplace a sa propre vitesse derriére le front du
solvant et que les constituants migrent a une vitesse dépendant de leur nature et de celle du
solvant. La localisation de ces constituants se fait soit par observation a 1’ceil nu et au
rayonnement ultraviolet (UV) généralement aux longueurs d’ondes 254 nm et 365 nm, soit
par révélation a I’aide de réactifs appropriés. Leurs vitesses de déplacement appelées
Référence frontal (Rf) sont définies comme le rapport entre la distance parcourue par le
constituant (dx) et la distance parcourue par le front du solvant a partir de la ligne de dép6ts
(ds).

dx

sza

11-4-1-2-Mode opératoire

Lors de I’analyse sur CCM, une cuve chromatographique préalablement préparée est utilisée
en y introduisant de 1’éluant qui a un niveau a environ 0,5cm du fond de la cuve pour qu’elle
soit saturée de vapeur de solvant. Ensuite, la plaque chromatographique est préparée en
déposant a 1’aide d’un capillaire les extraits a analyser en un point situ¢ a lem de son
extrémité inférieur. Le diametre des taches est environs 2mm et elles sont espacées de 8mm.
La plaque a été séchée a I’aide d’un séchoir puis placée dans la cuve saturée de vapeur.
Lorsque le front du solvant se trouve a lem de I’extrémité supérieur de la plaque, elle a été
retirée et cette position a été marquée. Enfin la plaque a été séchée de nouveau a 1’aide d’un
séchoir puis observée sous une lampe UV avant de la pulvériser avec la vanilline sulfurique
(dont la préparation est donnée dans I’annexe)

11-4-2-Chromatographie sur Colonne ouverte [14][15]

11-4-2-1-Principe

C’est une chromatographie reposant principalement sur le phénomene d’adsorption. La phase
stationnaire est contenu dans une colonne et la phase mobile ou 1’éluant qui est un solvant

unique ou un mélange de solvant entre dans la colonne et migre par gravité le long de la phase
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stationnaire. Le remplissage de la colonne se fait soit par voie humide soit par voie séche et
I’¢lution peut se faire soit en mode isocratique ou le solvant reste constant tout au long de

1’élution soit en mode par gradient si on le fait varier par augmentation progressive.

11-4-2-2-Mode opératoire

La technique de fractionnement que nous avons choisie est la chromatographie sur colonne de
silice avec une méthode d’élution par gradient de solvant. Les solvants suivants sont utilisés
comme éluant. L’hexane, le dichlorométhane et le méthanol.

Des colonnes en verre de différentes tailles sont utilisées suivant la quantité de produit a
purifier. La phase stationnaire utilisée est le gel de silice normale 60 (0,05-0,2 mm) et les
solvants cités ci-dessus sont utilisés comme phase mobile. Le mode opératoire est décrit
comme suit :

L’extrait brut est dissout dans un volume minimal de solvant, puis la solution est additionnée
de silice a environ 2 a 3 fois sa masse. Apres évaporation sous vide, le résidu obtenu est sous
forme de poudre.

La colonne a été préparée en y introduisant au fond, un petit coton hydrophile puis lavée avec
quelques volumes d’hexane. La colonne a été remplie par voie humide avec une silice a
environ 40 fois la masse de produit a fractionner.

Une fois la colonne est préparée, le résidu sous forme de poudre est introduit tout doucement
au sommet de la phase stationnaire et une petite quantité de sable de fontaine bleu est versé au
dessus du résidu pulvérisé. Les fractions recueillies sont contrdlées par CCM et sont

regroupées suivant la similitude de leur chromatogramme.

11-5-Techniques d’analyses spectrales

11-5-1-Spectrométrie de masse [20][63]

La spectrométrie de masse est une méthode qui sert a déterminer la masse moléculaire d’une
substance. Le spectre obtenu représente une abondance statistique de chaque type d’ion formé
suivant son rapport de masse par la charge. En effet I’échantillon a analyser est introduit dans
une enceinte sous vide, soumis au bombardement d’un canon a électron de grandes énergies
provoquant la formation de 1’ion moléculaire. Ce dernier va se fragmenter a cause de 1’énergie
du faisceau ionisant pour donner des pics positifs de masse plus faibles qui pourront se
fragmenter a nouveau. Ces ions sont ensuite accelérés dans le champ électrique puis dirigés
dans les champs magnétiques selon une trajectoire circulaire qui dépend de leur rapport

masse/charge.
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Il existe différents modes d’ionisation en spectrométrie de masse mais dans notre cas, nous
avons utilisés le mode d’ionisation par électrospray (ESI) qui est un phénoméne produit par
application d’un fort champ électrique sur 1’analyte en solution provoquant une accumulation
de charges a la surface du liquide en sortie du capillaire pour former de fines gouttelettes
hautement chargées. L’évaporation de solvant conduit au rétrécissement de la taille de ces
gouttelettes jusqu'a ce que le champ électrique a leur surface soit suffisant pour provoquer la
désorption des ions.

11-5-2- Spectroscopie de RMN [18] [19]

La spectroscopie par reésonance magnétique nucléaire est une technique plus fiable pour la
détermination structurale d’une molécule organique grace au développement de la RMN a
deux dimensions. Cette méthode repose sur le phénomene de magnétisme et est basée sur les
noyaux possédant une propriété magnétique a spin non nul principalement le *H et le **C. En
effet, les noyaux de ces atomes possedent un moment magnétique nucléaire et caractérisés par
une grandeur quantique appelée «spin».L’application d’un champ magnétique fort aux
produits entraine un dédoublement de niveau d’énergie de ce spin et 1’absorption d’une
radiofréquence adéquate par 1’échantillon a analyser permet d’obtenir les spectres utiles pour
la détermination structurale d’une molécule apres transformé de Fourrier et une interprétation
bien définie. Les spectres mono et bidimensionnels sont les plus utilisés en RMN. Pour le
présent travail, les produits isolés ont été analysés en RMN 1D (*H, *C, DEPT) et en RMN
2D (COSY, HSQCed, HMBC) a I’université Paris Descartes.

11-6-Etudes biologiques
Les extraits et produits sortis des feuilles de Razafimandimbisonia minor ont été soumis a des

tests antimicrobiens.

11-6-1-Recherche de I’activité antibactérienne [24]
Le test antibactérien est une évaluation qui permet de tester la réaction d’une bactérie vis-a-

vis d’un antibiotique.
11-6-1-1-Souches et milieux de cultures utilisées

«» Souches bactériennes utilisées

Les types des germes utilisés sont groupés dans le tableau 3
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Tableau 3 : Germes utilisés pour les tests

SOUCHES TYPES
Staphylococcus aureus GRAM+

Clostridium perfringens GRAM+

Bacillus cereus GRAM+
Yersinia enterocolitica GRAM-
Salmonella enterica GRAM-
Escherichia coli GRAM-
Shigellaflexnerii GRAM-
Proteus mirabilis GRAM-

% Milieux de cultures utilisés
Les milieux de cultures utilisés sont tous de qualité « pour analyse » et de marques FLUKA
ANALYTICAL et DIFCO. Il s’agit de :
La gélose Mueller-Hinton est un milieu polyvalent, non sélectif utilisé pour la
réalisation de I’antibiogramme standard.
L’eau peptonée et le bouillon Mueller-Hinton sont des milieux liquides servant la
culture des bactéries qui ne présentent pas d’exigences particuliéres.
¢+ Disques utilisés
Les disques utilisés sont des disques en papier filtre (Whatman n°3) de 6 mm de diamétre
fournis par Biomérieux.
% .Antibiotique de référence

La néomycine (30pg/disque) est utilisée comme antibiotique de référence

11-6-1-2-Méthode bioautography [25][26]

C’est une méthode analytique qui combine la chromatographie sur couche mince avec un test
biologique. Elle étudie I’effet biologique de chaque constituant de 1’extrait séparé
préalablement sur CCM. Chaque constituant actif est entouré par une zone claire permettant
ainsi I’isolement et I’identification des différents constituants actifs de I’extrait testé. Pour ce
faire, une plaque de verre chromatographique de gel de silice est nécessaire pour deposer
I’extrait a tester. Apres développement du chromatogramme dans un systéme d’¢luant adéquat
(CH.CIl,/MeOH, 98/2), la plaque est déposée dans une boite de Pétri.Iml de I’inoculum a 1,5

10® bactéries/ml est ajouté dans 19ml (dilué 20 fois) de milieu de culture (Mueller Hinton

26



agar) gardé a 45°C pour avoir un milieu pré-ensemencé. Le tout est ensuite coulé dans la boite
de Pétri contenant la plaque CCM. La boite de Pétri est séchée sous la hotte pendant 20 min
avant son incubation sous une atmosphere humide pendant 24h & 37°C.

L’apparition d’un halo d’inhibition exprimée par une zone claire sur le dépdt et/ou au niveau

des autres taches indique ’activité de 1’extrait.

11-6-1-3-Antibiogramme [27][28]

Le principe de cette méthode consiste a déposer des disques de papier imprégnés de 1’extrait a
tester sur la surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de 1a
souche a étudier. Aprés incubation, si I’extrait a des propriétés antimicrobiennes, les disques
sont entourés par des zones circulaires appelées halo d’inhibition. L’inhibition de la
croissance de la bactérie est évaluée en mesurant le diametre de cette zone d'inhibition avec
une regle graduée.

Les résultats sont interprétés selon les normes de Ponce et al. (2003) et sont consignés dans le
tableau 4.

Tableau4 : Norme utilisée pour la lecture des résultats par la méthode d’antibiogramme

Diamétre du halo d’inhibition (x) | Sensibilité des souches Résultats
X<8mm Insensible -

9 mm < x< 14 mm Sensible +

15 mm <x< 19 mm Tres sensible ++

X >20 mm Extrémement sensible +++

11-6-2-Recherche de I’activité antiplasmodiale
% Paludisme [21][22][23]
Le paludisme, appelé aussi malaria, est une maladie qui provoque des fiévres intermittentes
due a un protozoaire transmis par la piqure de la femelle d’un moustique. Il affecte les étres
humains depuis plus de 50 000 ans et aurait été un pathogéne depuis le début de I’histoire de
notre espece. Sa recrudescence est actuellement une entrave importante a la transition
sanitaire dans les pays du Sud, et plus particulierement en Afrique au sud du Sahara ou cette
maladie est 1’une des principales causes de décés des enfants de moins de cing ans. Les cinq
especes connues responsable de la maladie sont : le Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi mais Plasmodium

falciparum cause la forme la plus grave et la plus dangereuse de la maladie. En effet elle est
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la cause de décés d’environ deux millions chaque année et plus de 90 % des cas de mortalité
surviennent en Afrique au sud du Sahara et principalement chez les jeunes enfants.
% Test antiplasmodial

Le test anti-plasmodial consiste a réaliser des expériences directes sur les parasites
Plasmodium falciparum cultivé in-vitro pour observer leur résistance et leur sensibilité en
présence d’extrait (méthode de fluorescence avec SYBR Green 1) Le test s’effectue en quatre
étapes :

- Détermination de la parasitémie des cultures par la réalisation d’un frottis mince afin
de savoir la quelle est utilisée.

- Préparation des extraits :

Les extraits sont dilués par une quantité fixe de DMSO (20ul) et une quantité variable de

média incomplet (ICM) pour aboutir a une concentration finale égale a 1pug/pl (= Img/ml).

- Préparation de la microplaque a fond U :
200ul d’ICM sont versées dans tous les puits du rangée H contre 125ul pour les autres. 50 pl
des extraits préparées précédemment sont versées dans les puits du rangée H allant de 1 a
12.Une dilution en cascade est effectu¢ a partir des puits du rangée H jusqu’aux puits du
rangée A.

- Test proprement dit :
Des microplaques sont préparées a raison de 50ul d’ICM par puits, le test est realisé en
double. A partir de la microplaque a fond U, 100 pl d’extrait sont prélevées d’un puits bien
déterminé puis réparti équitablement entre 2 puits d’une microplaque test & fond plat ayant la
méme rangée que l’extrait prélevé. Ensuite une solution composée de globules rouges
infectées, de globules rouges et d’ICM sont répartis dans tous les puits a raison de 100 pl par
puits. Le tout est ensuite incubé pendant 72h a I’étuve 37°C puis le résultat est lu sur un
lecteur de microplaque a fluorescence et analysé en calculant les valeurs de Clsy ou les

concentrations minimales qui réduisent a 50% la croissance des parasites.
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PARTIE I11- RESULTATS ET DISCUSSIONS



I11-1- Résultats chimiques preéliminaires

I11-1-1- Résultats de criblage phytochimique

Les résultats de criblage phytochimique des deux organes de la plante sont donnés dans le

tableau 5. Ils montrent la richesse en iridoides et triterpenoides ainsi que des polyphénols et
tanins dans les feuilles de ROL734LF1.

Tableau5 : Résultats de criblage phytochimique des feuilles et des tiges de R minor

Familles chimiques Réactifs de caractérisation ROL734LF1 | ROL734ST1
coumarines NaOH, lampe U.V. de A 254 nm et 366 nm - -
Flavones HCI, Mg, Alcool isoamylique + ++
Flavonols HCI, Mg, Alcool isoamylique + -

Flavanones, flavanonols HCI, Mg - -

Anthocyanes HCI, NH4,OH - -
Leucoanthocyanes HCI a chaud + +
Anthraquinones libres Eau, Benzéne, NH,OH + +
Hétérosides anthracéniques HCI, CHCI3, NH;,OH - -
Tanins NaCl, Gélatine ++ ++
Tanins condensés FeCls ++ ++
Tanins hydrolysables FeCls - -
Polyphénols Gélatine ++ ++
Phénols, flavane Vanilline chlorhydrique + +
Stérols insaturés H2SO.4 - -
Stéroides lactoniques Acide picrique, NaOH, Acide 3,5-dinitrobenzoique, KOH + -
Triterpénoides Anhydride acétique, H.SO4 +4++ +

Stéroides Anhydride acétique, H,SO4 + +

Iridoides HCI, Ethanol, Glycérol, CuSO4 +4++ +
Saponines Hauteur mousse - -
Hétérosides désoxy-2-sucres FeCls, Acide acétique - -
Alcaloides Kl, Iz, HgCly, Bi(NO3)s, Acide tartrique + -

Polysaccharides

Ethanol

- . Test négatif (aucune réaction observeée)
+ : Coloration ou précipité faible

++ : Coloration ou précipité abondante

+++ : Coloration intense ou floculation immédiate




I11-1-2- Résultats des extractions a petites échelles et des CCM préliminaires sur les tiges et les
feuilles de Razafimandimbisonia. Minor

25¢ de poudres végétales ont été macérees trois fois dans le méthanol et 4,68g d’extrait pour
ROL734STI1 de rendement 17,8% et 3,94g d’extrait pour ROL734LF1 de rendement 15,7%
ont été obtenus.

Ces deux extraits ont subi un fractionnement par partage liquide-liquide hexane/lI’acétate

d’éthyle puis méthanol/eau, les résultats sont preésentés dans le tableau 6.

Tableau6 : Résultat de I’extraction a petite échelle de tiges et feuilles de la plante

Echantillon Masse de I’extrait brut de Masse de ’extrait | Masse de ’extrait
départ hexanique AcOEt

ROL734LF1 3,659 0,079 0,429

ROL734ST1 4,29 0,069 0,789

Les extraits obtenus et fractions obtenues ont été analysés par CCM (figure 10).

. l
AcOEt CHCIs/MeOH/H,0 (18/1,8/0,2) CHCl,/ 12%MeOH
remigrée dans CH,Cl,/20%MeOH

Figure 10 : Résultats de CCM des fractions hexanique, ACOEt et aqueuse de Razafimandimbisonia

minor (feuilles et tiges)

Au vu de ces résultats, ils montrent que :

Chaque organe contient des produits sortant en taches rouges et foncés, polaires parce qu’ils
ne migrent qu’avec un systéme d’éluant contenant du méthanol. Ces produits ne sont pas
retrouvés dans la fraction hexanique, mais seulement dans les fractions acétate d’éthyle et
aqueuse.

En tenant compte des résultats de criblage phytochimique, ces produits peuvent correspondre

a des composeés phénoliques et des terpénoides.
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I11-2-Résultats d’extraction a grande échelle et de partage liquide-liquide

Les résultats d’extraction et de partage liquide-liquide sont consignés dans le tableau 7

Tableau 7 : Résultats d’extraction a grande échelle et de partage liquide-liquide

Extrait brut | Partie hexanique | Partie acétate | Partie aqueuse
d’éthyle
Masse de produit 499 2,089 8,029 269
Rendement 12,25% 4,24% 16,36% 53,06%
Caractéristiques Brun foncé Vert foncé Jaune orangé | Rouge orangé

Le protocole de cette extraction est résumé dans la figure 11

Extrait brut
49g, r=12,25%

Dissolution dans MeOH

A 4

[ Solution MeOH ]

\ 4

Extraction avec 3x100ml d’hexane

A

y

Evaporation a sec

2,08g, r=4,24%

[ Extrait hexanique }

Dissolution dans I’eau

Evaporation a sec

\ 4

[ Extrait MeOH ]

Extraction avec 3x100ml d’AcOEt

A 4

A 4

|

Extrait aqueux
269, r=53 ,06%

Extrait Acétate d’éthyle
8,02¢, r=16,36%

|

Figure 11 : Résultats et protocole d’extraction a grande échelle
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I11-3- Purification et Isolement

111-3-1-Fractionnement de ’extrait AcOEt de ROL734LF1

Les résultats de I’extraction par partage liquide-liquide nous a permis de séparer tous les
groupes des constituants ; les produits apolaires sont dans la fraction hexanique, les produits
moyennement polaires dans la fraction acétate d’éthyle et les produits polaires dans la fraction
aqueuse. De plus les résultats observés lors du test indiquent que 1’extrait acétate d’éthyle
présente une activité intéressante, 8¢ de I’extrait acétate d’éthyle a été fractionné sur colonne
de silice. Le gradient de méthanol dans le dichlorométhane est utilisé comme éluant et vingt et
huit fractions notées LF1 a LF28 ont été obtenues.

Les résultats sont presentés dans la figure 12
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Extrait hexanique
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Figure 12: Diagramme de fractionnement de ROL734LF1
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111-3-2-Purification des fractions LF7 et LF8

Les fractions LF7 et LF8 ont été fractionnées sur gel de silice suivant le gradient d’éluant
hexane/CH,Cl,/MeOH. Le suivi par CCM sur plaque normale de silice Fys4 a permis de
rassembler dix sous fractions dont 1’une se présente sous forme d’une monotache et codée

LF7-5.Ce dernier a été isolé sous forme de poudre jaune verte de masse 3,8 mg.

LF7+LF8
380mg
v \ 4 v \ 4 v \ 4 l v l
LF7-1 LF7-2 LF7-3 LF7-4 LF7-5 LF7-6 LF7-7 LF7-8 LF7-9 LF7-10
90mg 17mg 3mg 2mg 3,8mg 32mg 36mg 11mg 43mg 102mg

Figure 13 : Isolement de LF7-5

Adsorbant : gel de silice 60 F 254 sur support en
aluminium

Eluant : CH,CI,/4%MeOH

Observation : UV : 1 254 nm et 365 nm

Révélation : vanilline sulfurique

Figure 14 : Profil CCM de la fraction LF7-5

111-3-3-Purification de la fraction LF9

La fraction LF9 a été chromatographié sur colonne de gel de silice. Le mélange
hexane/AcOEt/MeOH a été utilisé comme éluant. Quatre produits ont été obtenus sous forme
de monotache ainsi que trois autres sous-fractions. Ces quatre produits codés LF9-1, LF9-4,

LF9-5 et LF9-6 ont respectivement une masse de 19 mg, 20 mg, 7 mg et 5,9 mg.
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LF9
100mg

\ 4 \ 4 \ 4 vy \ 4 v \ 4
LF9-1 LF9-2 LF9-3 LF9-4 LF9-5 LF9-6 LF9-7
19mg 16mg 8,3mg 20mg 11,2mg 7mg 5,9mg

J

Figure 15 : Isolement de LF9-1, LF9-4, LF9-6 et LF9-7

Adsorbant : gel de silice 60 F 254 sur
support en aluminium

Eluant : Hexane/4% AcOEt

Observation : UV : | 254 nm et 365 nm

Révélation : vanilline sulfurique

Figure 16 : Chromatogramme des fractions LF9-1, LF9-4, LF9-6

111-3-4- Purification des fractions LF12, LF13 et LF14
La chromatographie sur colonne de gel de silice des fractions LF12, LF13 et LF14 a conduit a
I’obtention de douze sous-fractions notées LF12-1 & LF12-12. Le produit LF12-5 ayant une

masse de 25,3 mg a été isolé sous forme d’une monotache.

~
LF12+LF13+LF14
180mg

v \ 4 v \ 4 A 4 v
LF12-1 LF12-2 LF12-3 LF12-4 LF12-5 LF12-6
13,4mg 12,7mg 12,5mg 10mg 25,3mg 12,2mg

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
LF12-7 LF12-8 LF12-9 LF12-10 LF12-11
17,5mg 4,6mg 3,9mg 7,8mg 20,1mg

Figure 17 : Isolement de LF12-5
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)

Adsorbant : gel de silice 60 F 254 sur
support en aluminium
Eluant : CH,Cl,/5%MeOH

' ' - 3 Observation : UV : | 254 nm et 365 nm
W . . Révélation : vanilline sulfurique
: ‘ p ,

——————————

Figure 18 : Profil CCM de la fraction LF12-5

111-3-5-Purification des fractions LF15, L16 et LF17

Les fractions LF15, LF16 et LF17 ont été filtré sur colonne de gel de silice en utilisant le
systtme d’¢luant hexane/CH,Cl,/MeOH. Seize sous-fractions dont deux sous forme de
monotache ont été obtenues. La masse de deux produits isolés notés LF15-2 et LF15-7 est

respectivement de 1,3 mg et de 1,8 mg.

-
LF15+LF16+LF17
840mg

A 4 \ 4 V} A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

LF15-1 LF15-2 LF15-3 LF15-4 LF15-5 LF15-6 LF15-7 LF15-8

60,2mg 1,3mg 3mg 15mg 10mg 5,5mg 1,8mg 9,4mg
LF15-9 LF15-10 LF15-11 LF15-12 LF15-13 LF15-14 LF15-15 LF15-16
14,5mg 30mg 23,8mg 37,5mg 50,3mg 48,9mg 45,1mg 52,4mg

Figure 19 : Isolement de LF15-2 et LF15-7

Adsorbant : gel de silice 60 F 254 sur support en
aluminium

Eluant : CH,Cl./3%MeOH

Observation : UV : 1 254 nm et 365 nm

Révélation : vanilline sulfurique

Figure 20 : Profil CCM des fractions LF12-5 et LF12-7

36



111-3-6- Purification des fractions LF18 et LF19

La purification de LF18 et LF19 & travers une colonne de gel de silice a conduit & I’isolement
de trois produits monotaches notés LF18-4, LF18-5 et LF18-6 et a I’obtention de treize autres
sous-fractions .Les trois produits monotaches sont rassemblés en un seul produit du fait de

leurs faibles masses et est codé LF18-4 de masse 2,8 mg.

LF18+LF19
250mg
v \ 4 v v v v h 4

LF18-1 LF18-2 LF18-3 LF18-4 LF18-7 LF18-8 LF18-9
15,5mg 8,4mg 5,3mg 2,8mg 3,7mg 6,9mg 5,8mg

LF18-10 LF18-11 LF18-12 LF18-13 LF18-14 LF18-15 LF18-16
9,2mg 10mg 10,6mg 11,4mg 13,5mg 12,1mg 17mg

Figure 21: Isolement de LF18-4

Adsorbant : gel de silice 60 F 254 sur support en
aluminium

Eluant : CH,Cl,/2,5%MeOH

Observation : UV : 254 nm et 365 nm

Révélation : vanilline sulfurique

Figure 22 : Profil CCM de la fraction LF18-4

111-3-7-Purification des fractions LF20 et LF21

Une chromatographie sur colonne a été effectuée sur les fractions LF20 et LF21 en utilisant le
systeme d’éluant hexane/CH,Cl,/MeOH. Le suivi par CCM des fractions a permis d’isoler
deux produits nommés LF20-4 et LF20-12 ayant respectivement la masse de 3 mg et de 0,9

mg ainsi que vingt autres sous-fractions (mg).
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LF20 + LF21
1200mg

\ 4 v v v \ 4 \ 4 \ 4 y
LF20-1 LF20-2 LF20-3 LF20-4 LF20-5 LF20-6 LF20-7 LF20-8
125mg 94,1mg 88mg 3mg 15,4mg 17,6mg 16,9mg 26,1mg

(
LF20-9 LF20-10 LF20-11 LF20-12 LF20-13 LF20-14 LF20-15
25,8mg 20,9mg 19,4mg 0,9mg 1,3mg 2,8mg 3,5mg
.
e
LF20-16 LF20-17 LF20-18 LF20-19 LF20-20 LF20-21 LF20-22
3,8mg 4,7mg 5,6mg 11,3mg 13,5mg 16,3mg 20,7mg
\

A 4

Figure 23 : Isolement de LF20-4 et LF20-12

Adsorbant : gel de silice 60 F 254 sur
support en aluminium

Eluant : CH,Cl,/1%MeOH
Observation : UV : 254 nm et 365 hm

Révélation : vanilline sulfurique

Figure 24 : Profil CCM des fractions LF20-4 et LF20-12

111-3-8-Conclusion sur les purifications

Aprés partage liquide-liquide de [D’extrait brut méthanolique des feuilles de
Razafimandimbisonia minor, 3 fractions ont é€té obtenues : partie hexanique, partie acétate
d’éthyle et partie aqueuse. Compte tenu de leurs profils chimiques et biologiques, nous avons
procedé a la purification de la partic acétate d’éthyle. Quelques chromatographies sur
colonnes ont été réalisées et ont conduit a 1’obtention de onze composés monotaches en
CCM : LF7-5, LF9-1, LF9-4, LF9-5, LF9-6, LF12-5, LF15-2, LF15-7, LF18-4, LF20-2 et
LF20-12. Ces produits ont été envoyés a 1’Université Paris Descartes pour analyses

spectrales.
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I11-4- Analyses spectrales des produits isolés

I11-4-1-Résultats spectrales sur ’ensemble des produits isolés

11 produits sortis des feuilles de Razafimandimbisonia minor ont été analysés en RMN, les

Résultats obtenus sont résumés dans le tableau 8.

Tableau8 : Résultats d’analyses spectrales des produits envoyés et analysés en RMN

Référence colonne Masse Polarité / solubilité Code RMN Spectres regus Interpretation
globale du profil
ROL 734 LF10 19mg CH.CI>/ 0,5 % MeOH LF10 RMN *H Chaine grasse
ROL 734 LF7-5 3,8mg CH2Cl2/ 1 % MeOH LF7-5 RMN *H Triterpénoide
ROL 734 LF12-5 25mg CHxCl>/ 1 % MeOH LF12-5 RMN *H Spectre non résolu
ROL 734 LF15-2 1,3mg CHCI»/0,4%MeOH LF15-2 RMN "H trés peu de signaux
ROL 734 LF15-7 1,8mg CHCl»/2%MeOH LF15-7 RMN 'H trés peu de signaux
ROL 734 LF18-4,5,6 2,8mg CH2Cl»/0,5% MeOH LF18-4 RMN *H Chaine grasse
ROL 734 LF20-4 3mg CH2Cl»/0,2%MeCOH LF20-4 RMN *H trés peu de signaux
ROL 734 LF20-12 0,9mg CHzCl»/2%MeOH LF20-12 RMN H trés peu de signaux
ROL 734LF9-1 19mg Hexane/50%AcOEt LF9-1 RMN *H Mélange contenant
triterpénoide
RMN 'H, DEPT,
Jmod, COSY . .
- 0 - il 1
ROL 734LF9-4 20mg Hexane/50%AcOEt LF9-4 HSQCed, HMBC, Triterpénoide
SM
ROL 734LF9-5 7mg 100% AcOEt LF9-5 RMN 'H, SM Triterpénoide
ROL 734LF9-6 5,9mg 100% AcOEt LF9-6 RMN "H, SM Triterpénoide

Les spectres RMN du proton des composés LF7-5, LF9-5, LF9-6 et LF9-4 sont identiques,

donc il s’agit du méme produit, de profil triterpénoide. Les analyses spectrales sont alors

poursuivies sur LF9-4 qui est plus abondante. Nous présentons 1’identification structurale de

ce produit dans les paragraphes suivants.

I11-4-2- Détermination structurale du produit LF9-4

I11-4-2-1- Identification des spectres sur le produit LF9-4

Tous les spectres de RMN et de masse ont été effectués a 1’Université Paris Descartes France.

L’identification de ces spectres est consignée dans le tableau 10.
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Tableau 9 : Identifications des spectres de LF9-4

Nom du spectre

Identification

Type de spectre et information a tirer

Spectres Sla et
Sib

Présence des pics pseudo-
moléculaires

Autres pics fragments

Spectres de masse en mode ESI ou
electrospray de LF9-4 (ESI" et ESI")

Masse moléculaire et formule brute

Spectre S2a et
S2b

0<d (ppm)<15
Présence de singulet et multiplet

Présence de courbe d’intégration

d (ppm)=5,4 ; Solvant : CD3;0D

Spectre RMN 'H 1D classique de
LF9-4 et étalement de la zone 0 —
3,2ppm

Il informe sur les nombres de sites

protoniques et les protons couplés

Spectre S3 0 <3 (ppm) <250 Spectre RMN **C J modulé de LF9-4
Présence uniquement des Il donne le nombre de carbone dans la
singulets molécule a condition qu’il n’y ait pas
Absence de courbe d’intégration |superposition des signaux
Présence des pics vers le bas et
vers le haut
d (ppm)=180 ; solvant : CD3;0D
Spectre S4 0 <9 (ppm) <250 Spectre DEPT de LF9-4

Présence uniquement des
singulets
d (ppm)=130 ; solvant : CD3;0D

Pics  positifs

négatifs (CH,)

(CH; et CH) ;pics

Spectre S5a et
S5b

En abscisse : 6 des 'H
En ordonnée : § des H

Spectre 2D homonucléaire

Spectre COSY de LF9-4 et étalement
de la zone 0-5 ,5ppm

Il donne les corrélations entre *H-'H

Spectre S6 En abscisse : & des 'H Spectre HSQC édité de LF9-4
En ordonnée : 6 des DEPT Il donne les corrélations entre proton
Spectre 2D hétéronucléaire et carbone directement lié

Spectre S7 En abscisse : & des 'H Spectre HMBC de LF9-4

En ordonnée : & des **C Jmodulé
Spectre 2D héteronucléaire

Il donne les corrélations entre proton
et carbone distant de deux ou trois

liaisons
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111-4-2-2-Etude du spectre de masse
Pour le spectre de masse, la technique d’ionisation electrospray (ESI) a été faite en deux
modes d’ionisation : I’ionisation en mode négatif et 1’ionisation en mode positif.
%+ Sur le spectre de masse en ESI’, nous observons un pic a m/z 455 correspondant a un
ion quasi-moléculaire [M-H] suggérant & une masse atomique de 456uma.
L’ion de faible intensité observé a m/z 912 peut correspondre au dimére du composé
formé dans la source [2M-H]".
< L’analyse du spectre de masse en ESI" montre la présence d’ion & m/z 479 [M+Na]" et
un ion de faible intensité a m/z 936 [2M+Na]" qui confirme la masse atomique de
456uma en accord avec une formule brute de C3oH4sO03 d’apres les littératures dont le

degré d’insaturation est égale a 7.[49][50]

exp_1112 analyse_2015_Septembre 8 (0.173) Cm (1:24) 1: TOF MS ES-

100, 455 6.81e6
Sla
=
455
501
57 2 e ey
I
ol Res 15143157 212 203304325 140817 453 | 7553 goiepiet o7 zsorareny ass 910 | oaz 1002 2 4130 118 i
e B e o e L LB I L e e
0 100 200 300 400 500 G500 700 800 900 1000 1100 1200
SM/KS788/CH30H LCT Premier 10-Nov-2015
exp_1111 analyses_2015_Septembre 3 (0.065) Cm (1:25) 1: TOF MS ES+
479 4.19e5
100+
236
m

167 217[239 294304

Figure 25: Spectre de masse en ESI” (S1a) et ESI* (S1b) de LF9-4
111-4-2-3-Examen des spectres RMN 1D
111-4-2-3-1- Spectre RMN 'H de LF9-4
Le spectre S2a et le spectre S2b de la zone 0-3,2ppm agrandie représentent le spectre RMN
'H de LF9-4.
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Figure 26 : Spectre RMN *H S2a et S2b de LF9-4
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L’analyse dans ces spectres RMN 'H de I’allure des signaux des protons ainsi que des courbes

d’intégration des pics nous a permis de faire les observations suivantes :

e Les deux pics apparaissant aux valeurs de 6=3,32ppm et 6=4,87ppm correspondent

aux signaux de solvant utilisé qui est le méthanol deutérié (CD3OD)
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Tous les déplacements chimiques se situent entre 0-5,4ppm. Ceci nous a guidé a
penser aux protons éthyléniques ou aux protons portés par un carbone lié a un
hétéroatome ou aux protons aliphatiques

En effet, un singulet de un proton a 6=5,25 ppm est attribuable a un proton
éthylénique.

On note la présence d’un doublet dédoublé¢ de un proton de constante de couplage
J=11,0; 4,7Hz a 6=3,17 ppm. L’utilisation des tables de référence permet d’attribuer
ce signal a un proton déblindé par un atome d’oxygene.

Un doublet de un proton de constante de couplage J=11,4Hz a la valeur de & (ppm)
2,22 peut étre assigné au proton en o d’une double liaison. La valeur de la constante de
couplage indique qu’il est en position cis de la double liaison.

Un multiplet entre & (ppm) 2,11 et 1,99 peut étre attribué a un proton d’un groupement
méthine CH ou méthyléne CH,.

Un signal sous forme d’un doublet dédoublé a 6=1,95 ppm intégrant pour trois protons
est attribuable a un groupement méthyle en o d’un carbone oléfinique.

Un multiplet entre 1,77 et 1,29ppm peut étre assigné a une série de CH et CH, dans un
cycle

Quatre singulets intégrant pour trois protons chacun apparaissent aux déplacements
chimiques 1,14ppm, 0,97ppm, 0,87ppm et 0,80ppm pouvant étre assignés a des
groupements méthyles.

Deux doublets de trois protons chacun ayant la méme constante de couplage J=6,6Hz
se trouvent a 6=0,99ppm et 6=0,90 ppm. Cela indique que ces sites protoniques sont

probablement voisin I’un de 1’autre.

Les informations tirées de spectre RMN *H sont résumé dans le tableau 11

Tableau 10 : Informations tirées du spectre RMN *H de LF9-4

Structure d (ppm)

7CH3 1,14;1,95,0,99,0,97,0,90; 0,87 ; 0,80
=CH- 5,25

CH-O- 3,17
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111-4-2-3-2-Spectre RMN **C J modulé de LF9-4
Le spectre **C Jmod donne le nombre de carbone présent dans la molécule a condition qu’il

n’y ait pas chevauchement ou superposition des signaux. Le spectre S3 représente le spectre
3C du produit LF9-4

rmiﬂ DEPT et Jmod

mmmmmmmmmmmmmmmmmm
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Figure 27 : Spectre RMN **C J modulé S3 de LF9-4

Sur ce spectre, le signal de solvant est retrouvé a la valeur de déplacement chimique
0=47,5ppm. Le spectre présente 30 signaux signifiant que la molécule contient 30 carbones
indiquant une structure du type triterpéne sans les problémes de superposition. L’observation
d’un signal a 6=180,2ppm nous a permis de suggérer la présence d’une fonction acide dans la
structure. La présence d’un carbone éthylénique est confirmée par le signal a 6 ppm 125,5. Un
carbone quaternaire oléfinique est observé d’aprés la table de référence a 138,2ppm. La
présence de ces deux derniéres valeurs confirmées par le signal d’un proton oléfinique a o
5,25ppm sur le spectre de proton suggére que le composé a un groupement caractéristique
A1 dun triterpéne pentacyclique du type ursane (urs-12-éne) (figure28) [51].Le
déplacement chimique a 78,3ppm confirme la présence d’un groupement hydroxyle. Les
signaux dans la zone des champs forts notamment a 6 14,7 ; 15,0; 16,2 ; 16,4; 18,1, 20,2,
22,7;23,0;239,26,5,27,4,278,;304;329,36,7,;384,;386;390;394;41,8,53,0;
55,3ppm sont attribuables a des groupements hydrocarbonés.
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Figure 28 : Squelette ursane d’un triterpéne pentacyclique

111-4-2-3-3-Spectre DEPT 135 du produit LF9-4

Nous avons analysé dans 1’étape suivante le spectre DEPT afin de distinguer les groupements
méthyles CH3 et méthines CH des groupements méthylenes CH,, et de connaitre s’il y a des
carbones quaternaires dans la structure. Le spectre S4 représente le spectre DEPT 135 du
produit LF9-4.

rm§ DEPT et Jmod
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Figure 29 : Spectre DEPT 135 S4 de LF9-4
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Le spectre S4 montre 23 signaux dirigés vers le haut et vers le bas. Les 14 signaux dirigés
vers le haut sont des signaux de méthyles CH3; ou de méthines CH tandis que les 9 signaux
vers le bas sont ceux de méthylénes CH; Les autres signaux n’apparaissant pas sur le spectre
sont donc des carbones quaternaires.

Comme nous avons relevés sept groupements méthyles lors de ’analyse du spectre de H
précédent, les sept carbones restants parmi les quatorze observés sur le spectre DEPT sont
ainsi probablement des carbones du groupement méthines.

La combinaison des informations tirées des spectres RMN *H, *C J-modulé, DEPT 135
obtenus nous a permis de donner une hypothése de structure. En effet, la molécule renferme
30 atomes de carbone, dont 7groupements méthyles, 9groupements méthylénes, 7
groupements méthines et 7 carbones quaternaires. Compte tenu de ces informations ainsi que
’allure du spectre de H, il apparait que le composé LF9-4 est bien un triterpéne
pentacyclique qui présente a la fois une fonction alcool, une fonction acide carboxylique, un

groupe éthylénique en position 12 d’un squelette ursane et 7 groupes méthyles.

111-4-2-4-Examen des spectres RMN 2D

111-4-2-4-1-Spectre HSQCed du produit LF9-4

Dans I’étape suivante, nous avons interprété le spectre HSQC édité afin de déterminer les
carbones protonés en observant les taches de corrélation entre le proton et le carbone qui le

porte
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Figure 30 : Spectre HSQCed S6 de LF9-4

Les différentes corrélations observées dans le spectre HSQC sont consignés dans le tableau 11

47



Tableau 11 : Correélations observées dans le spectre HSQC

dppm °C dppm H Observation
1255 5,25(3) CH
783 3,17(dd) CH
55,3 1,30-1,17(m) | CH
53,0 2,22(d) CH
48,0 1,60-155(m) | CH
475 1,68-1,59(m) | CH
39,0 141-1,32(m) | CH
38,6 1,77-1,62(m) | CH,
36,7 1,77-1,63(m) | CH,
32,9 1,54-1,43(m) | CH,
30,4 1,52-1,40(m) | CH,
27,8 2,05-1,99(m) | CH,
26,5 1,75-1,58(m) | CH,
23,9 1,77-1,74(m) | CH,
23,0 2,11-20(m) | CH,
18,1 1,75-1,35(m) | CH,
27,4 1,14(s) CHj
22.7 1,95(dd) CHis
20,2 0,97(s) CHs
16,4 0,90(d) CHs
16,2 0,87(s) CHs
15,0 0,80(s) CH3
14,7 0,99(d) CH,

L’analyse du spectre HSQCed montre la présence de

%+ Sept groupements méthyles confirmant le nombre de groupements méthyles observés

sur le spectre 'H

% Sept groupements méthines

%+ Neuf groupements méthylenes.
En combinant ces informations avec celles obtenus des spectres précédents, une hypothése de
structure peut étre donnée. En effet, LF9-4 est un composé ayant cing cycles, un carbonyle et
une double liaison, soit sept insaturations en accord avec la formule brute. Les sept
groupements méthyles dans la molécule seraient attribués en position 23, 24, 25, 26, 27, 29 et
30 sur le squelette ursane. Comme le squelette a déja six carbones quaternaires, le septieme
carbone quaternaire qui est le carbone de la fonction acide serait donc probablement en
position 28 dans la molécule.

La structure probable de LF9-4 serait ainsi :
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Figure 31 : Structure probable de LF9-4

Nous avons comparé les valeurs de déplacement chimique des RMN *H et *C du composé
LF9-4 a celles des littératures afin d’attribuer les déplacements chimiques de chaque carbone

et proton correspondant dans la molécule.

Rapport- gratuif.com @
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Tableau 12 : Déplacements chimiques de *H et de **C dans CD;0D de LF9-4

Carbone | sppm Sppm 'H Groupement dppm 'H dppm °C
C corréspondant | Littérature[49][52][53] | Littérature[49][52
1 [53][54][59]
C-1 38,6 CH; 39,1
C-2 26,5 CH; 26,8
C-3 78,3 3,17(dd ;11,0 ;4,7) CH 3,14(dd ;11,7 ;4,5) 78,4
C-4 39,4 - Cq 39,5
C-5 55,3 CH 55,4
C-6 18,1 CH, 18,1
C-7 32,9 CH; 33,0
C-8 41,8 - Cq 38,9
C-9 48,0 CH 47,8
C-10 38,4 - Cq 38,5
C-11 23,0 CH, 23,0
C-12 1255 5,25(s) CH 5,22(m) 125,6
C-13 138,2 - Cq 138,3
C-14 47,0 - Cq 41,9
C-15 27,8 CH; 27,8
C-16 23,9 CH; 26,5
C-17 47,4 - Cq 48,1
C-18 53,0 2,22(d; 11,4) CH 2,18(d ; 10,5) 53,1
C-19 47,5 CH 39,5
C-20 39,0 CH 39,0
C-21 30,4 CH, 30,4
C-22 36,7 CH; 36,7
C-23 27,4 1,14(s) CH; 0,96(s) 27,4
C-24 15,0 0,80(s) CH3 0,77(s) 22,7
C-25 16,2 0,87(s) CH; 0,84(s) 15,7
C-26 20,2 0,97(s) CH3 0,89(s) 16,3
C-27 22,7 1,95(dd ; 8,8 ; 3,6) CH3 1,12(s) 24,0
C-28 180,2 - Cq 180,1
C-29 14,7 0,99(d ; 6,5) CH3 0,90(d ; 6,4) 16,4
C-30 16,4 0,90(d ; 6,5) CH3 0,81(d; 6,4) 20,2

L’interprétation des spectres COSY et HMBC permet d’établir les différentes enchainements

pour confirmer cette hypothese.

111-4-2-4-2-Spectre RMN COSY de LF9-4

Cette étude nous a permis de déterminer les couplages scalaires entre les protons géminés et

vicinaux et pour les protons séparés par un nombre de liaisons plus important dans le cas d’un

systéme conjugué. Les spectres (S5a et S5b) représentent les spectres COSY de LF9-4.
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Figure32: Spectre COSY (S5a et S5b) de LF9-4
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Le spectre montre 1’absence de corrélation pour les protons dans le solvant (Hb et Hc). Ce qui
confirme le proton du groupement hydroxyle. Les différentes corrélations observees sont
relevées dans le tableau 13 :

Tableau 13 : Différentes corrélations observées sur le spectre COSY de LF9-4

a b C d e f g h i i k I m n
525 | OH OH | 3,17 | 2,22 2,11-1,99 195 | 1,77-1,29 | 1,14 | 0,99 | 0,97 | 0,90 | 0,87 | 0,80
a X
b
c
d X
e X
f X X
g X
h X X X
i X
J
k
|
m
n

Ce tableau montre que :

Le proton Ha a 5,25 ppm couple avec le proton Hf vers 1,99ppm qui indique le couplage entre
le proton H-12 et le proton H-11

Le proton Hd a 3,17 ppm couple avec le proton Hh vers 1,75ppm ce qui confirme le couplage
entre le proton H-3 et H-2.

Le proton He sortant a 2,22 ppm a aussi montré un couplage avec le proton Hh vers 1,68ppm

indiquant le couplage entre le proton H-18 et H-19.

H
_—
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111-4-2-4-3-Spectre HMBC de LF9-4
L’interprétation du spectre HMBC(S7) de LF9-4 nous a permis de déterminer les corrélations

entre un proton et des carbones distant de deux ou trois liaisons ou plus dans le cas d’un

systéme conjugué.

S7

(-}

60

8.0

Figure 33 : Spectre HMBC S7 de LF9-

4

Les corrélations observées sur le spectre HMBC sont résumés dans le tableau suivant :

53

20

40

80

100

120

140

160

-~ FI80

200

220

- 240

f1 (ppm)



Tableau 14: Corrélations observées sur le spectre HMBC

525 317 222 [211-199 |195|1,77-129 |114 /0,99 [0,97 0,90 |087 |0,80

180,2 X

138,2 X X

125,5 X X

78,3 X X

55,3 X

53,0

X
X
x

480 |X

475 X X X

47,4

47,0 X

41,8 X

39,4 X X

39,0 X

x

38,6

38,4 X X

36,7 X

32,9

30,4 X

27,8

27,4 X

26,5 X X X

23,9

23,0 X

22,7 X X X

20,2

18,1

16,4

X
x

16,2 X

15,0 X X

x

14,7 X

Ce tableau montre que :
Le proton a 5,25 ppm (H-12) est corrélé avec les carbones a 53,0 ppm (C-18) et 48,0 ppm (C-
9) ainsi qu’avec le carbone a 22,7 ppm(C-27) ce qui confirme la position du proton

éthylénique en C-12.
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HO

.,,/,
7,
v

Le proton a 6=3,17 ppm (H-3) a montré des taches de corrélation avec les carbones a 27,4
ppm (C-23) et 15,0 ppm (C-24)

OOH

3,17

Le proton sortant a 2,22 ppm (H-18) possede des corrélations avec le carbone oléfinique non
hydrogéné (C-13) a 138,2ppm ainsi que les carbones a 47,5ppm (C-19) et 23,0ppm(C-11). De
plus, il est aussi corrélé avec le carbone éthylénique a 125,5ppm(C-12) et le carbone
quaternaire a 180,2(C-28) confirmant la présence d’un carbone protoné (C-18) en a du

carbone oléfinique.

55



Le proton a 1,95ppm (H-27) a donné des taches de corrélations respectivement a 47,0ppm(C-
14), 125,5ppm(C-12) et 138,2ppm(C-13).

aog])

Le proton sortant & la valeur de déplacement chimique 6=1,14ppm (H-23) possede des
corrélations avec les carbones localisés a 39,4ppm (C-4), 26,5ppm (C-2) et 15,0ppm
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Pour le proton sortant a 0,99ppm (H-29), il est corrélé avec les carbones respectivement a
47,5ppm (C-19), 30,4ppm (C-21), et 16,4ppm (C-30).
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Le proton localisé a 6=0,80 ppm (H-24) est corrélé avec les carbones sortant a 78,3ppm (C-3),
55,3 ppm (C-5) et 26,5 ppm (C-2) respectivement

16,4

30,4

Le proton sortant a 6=0,90 ppm (H-30) a montré des taches de corrélations avec les carbones
a 53,0 ppm (C-18) et 39,0 ppm (C-20)

Pour le proton localisé a 1,87 ppm (H-25), il est corrélé avec les carbones a 38,6 ppm (C-1),
38,4 ppm (C-10) et 26,5 ppm (C-2).
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16,4

Enfin, le proton situé a 0,90 ppm (H-26) a donné des taches de corrélation avec les carbones

sortant & 47,0 ppm (C-9) et 48,0 ppm (C-14).

HO

Z,
1

27,4 5,0

Ainsi, I’ensemble de toutes ces données avec les informations tirées des spectres de masse
ainsi que la comparaison de ces donnés avec celles des littératures permettent d’identifier le
composé LF9-4 comme étant I’acide 3B-hydroxyurs-12-en-28-oique connue sous le nom de

I’Acide Ursolique.[49][52][53][54][55]
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Acide 3B-hydroxyurs-12-en-28-oique

Figure 34 : Structure du produit LF9-4

I11-5- Résultats biologiques
Les extraits de ROL734LF1 passés en test antibactérien et antiplasmodial sont résumés dans
le tableau suivant :

Tableau 15 : Liste des extraits de ROL734LF1 testés

Extraits Test antibactérien Test antiplasmodial

Extrait brut testé testé
ROL734LF1 Hexane testé testé
ROL734LF1 Acétate d’éthyle teste testé
ROL734LF1 Agueux testé testé
ROL734LF1 Méthanol testé testé
LF3 testé testé
LF7+LF8 testé testé
LF9 testé testé
LF12+LF13+LF14 testé testé
LF15+LF16+LF17 testé testé
LF20+LF21 testé testé

LF26 testé non testé

I11-5-1- Evaluation de I’activité antibactérienne

» Par méthode bioautography
La méthode « bioautography », a été utilisee afin de localiser les bandes responsables de
I’activité antibactérienne dans des extraits provenant de la tige et de la feuille de

Razafimandimbisonia minor.Les bactéries utilisées pour ce test sont sensibles aux extraits lors
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du criblage préliminaire. 1l s’agit de : S. aureus, C. perfringens, S. flexnerii, S.entericaet VY.

enterocolitica.A une concentration de 1mg par dépot I’activité antibactérienne des extraits

actifs est présentée dans la figure 35 et est récapitulée dans le tableau 17 :

a)souche : S.aureus

Dépot : Témoin, Extraits

ROL734LF1 Aqueux, Acétate
d’éthyle, hexane
ROL734ST1 Acétate d’éthyle,

hexane

b) souche : C. perfringens

Dépot :
ROL734LF1 Aqueux,

Témoin,

d’éthyle, hexane

Extraits

Acétate

ROL734ST1 Acétate d’'éthyle,

hexane

c)souche :Y. enterocolitica

Dépbt: Témoin, Extraits
ROL734LF1 Aqueux, Acétate
d’éthyle, hexane

ROL734ST1 Acétate d’éthyle,

hexane

Figure 35 : Exemples des résultats montrant I’inhibition de la souche par méthode Bioautography par les
extraits : Zones d’inhibitions (entourées en rouge)

Tableau 16: Effet des extraits bruts de ROL 734 LFIl et de ROL 734 STI sur la croissance

des bactéries

GRAM+ GRAM-

Souches | S. aureus C. Y. S. enterica | S. flexnerii
Extraits perfringens | enterocolitica
ROL734
LF1 aqueux dépot dépot dépot dépot dépdt
LF1 acétate d’éthyle dépot - dépot dépot dépot
LF1 hexane dépot - - dépot -
ST1 acétate d’éthyle dépot dépot dépot dépot dépot
ST1 hexane - - +++ - -

- : Aucune bande active
Dépot : Activité sur le dépdt

+++ : Trainée active

Ce tableau montre que 1’activité antimicrobienne pour chaque extrait actif est localisée au

niveau des dépots. L’éluant utilisé n’a pas permis de faire migrer le produit actif.

- Toutes les souches testées sont sensibles aux extraits ROL 734 LFI_ aqueux et ROL
734 ST1 acétate d’éthyle.
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- Seule la souche C. perfringens est résistante sur ROL 734 LFI acétate d’éthyle

- ROL 734 LFI hexane n’est actif que contre S. aureus et S. enterica

- Pour ROL 734 STI-hexane, Seule la souche Y. enterocolitica est sensible
En tenant compte de tous ces résultats, nous avons choisi pour la suite de 1’étude de travailler
sur les feuilles de Razafimandimbisonia minor(ROL734LF1).

» Par méthode d’antibiogramme
L’activité antimicrobienne des extraits methanolique (ROL734LF1 MeOH), acétate d’éthyle
(ROL734LF1 AcOEt), hexanique( ROL734LF1 Hex) et aqueux (ROL734LF1 H,0) a été
évaluée sur huit souches dont trois GRAM + (Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus) et cing GRAM -.(Shigellaflexnerii, Yersinia enterocolitica,
Salmonella enterica, Escherichia coli, Proteus mirabilis). A une concentration de
Img/disque, I’activité antibactérienne des extraits actifs est présentée dans la figure 36 et est

récapitulée dans le tableau 18 :

<«— : Zone circulaire ou halo
d’inhibition
T : Témoin
1, 2, 3, 4 : Extraits MeOH, AcOEt, Hexane
et Aqueux

C.perfringens

Figure 36 : Activité des 4 extraits de ROL734LF1
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Tableau 17 : Effet des extraits sur la croissance des bactéries

Diamétre du halo d’inhibition (mm)

Souches GRAM+ GRAM-
Extra S. C. B. E. S. S. Y. P.
ROL734L aureus | perfringens | cereus | coli | flexnerii | enterica | enterocolitica | mirabilis
MeOH (1) 0910 10+0 10+0 - 110 100 10+0 1140
AcOEt (2) - 09+0 10+0 - 1010 1010 10+0 10+0
Hexane (3) - - - - - - - -
Aqueux (4) 080 100 10£0 | - 100 100 100 100
Néomycine
Eougdisque) 24 21 23 21 22 23 25 25

D’apres ces résultats, en se référent aux normes de Ponce et al (2003) sur la mesure des zones
d’inhibition on a constaté que :
% L’extrait hexanique est inactif sur toutes les souches testees
« Seule la souche Escherichia coli a été résistante a I’extrait méthanolique et a I’extrait
agueux.
% Les quatre souches bactériennes GRAM- ( Salmonella enterica, Shigella flexnerii,
Yersinia enterocolitica, Proteus mirabilis) et les deux souches bactériennes GRAM+
(Clostridium perfringens, Bacillus cereus) sont sensibles aux extraits acétate d’éthyle,
aqueux et méthanolique avec des diamétres d’inhibitions comprise entre 09 & 10mm.
Les extraits sont moins actifs par rapport a I’antibiotique de référence dont le diamétre d’halo
d’inhibition varie de 21 a 25 mm.
I11-5-2-Evaluation de I’activité antiplasmodiale
Le test antiplasmodial a été effectué sur des dix extraits obtenus a partir de 1’extrait brut
méthanolique et les résultats sont montrés dans la figure 37.
Cette figure montre que les quatre extraits testés ont un effet sur le parasite mais ’activité est plus
intéressante sur 1’extrait acétate d’éthyle ayant une concentration d’inhibition de Clsp=21,2 pg/ml.
L’extrait aqueux présente une diminution de valeur de Clsg par rapport a 1’extrait méthanolique de
départ. Cet extrait a une activité modérée vis-a-vis de Plasmodium falciparum FCM29
Le fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle permet de diminuer les valeurs de concentration

inhibitrice de ses sous fractions qui sont de Cls,=9,48 pg/ml a Cls=19,23 pug/ml.

63




[ Poudre végétale seche (ROL734LF1) — 400 g ]

A 4

Lixiviation au MeOH

Extrait brut - 49g
Cl50=50,71 pg/ml

Partage liquide-liquide (hexane/MeOH)

\ 4

[

Partie hexanique - 2,08g

Clso=24,4 pg/ml

1

Partage liquide-liquide (AcOEt/Eau

v
[ Partie méthanolique ]

l

A 4

A

y

[

Extrait aqueux — 269
Clso=41,5 pug/ml

)|

Extrait Acétate d’éthyle - 8,029,
Clso=21,2 pug/ml

1

\ 4

A 4

v
\ 4
LF12-17 (1.1 g), LF18 - 28 (4
3L8FO7+8 LE9 LF1011 > (1.19) 1 (49) |
mg 100 mg (29 mg) Cls0=16,6 pg/ml Clso=13,12pg/m
Clso=9,48 pug/ml Clen=10.44 ug/ml
420mg Colonne de
LF1-2 silicagel
(Hexane/CH,Cl,/ Colonne de
MeOH) silicagel
(Hexane/AcOEt
™ /MeOH) Colonne de
LF3 v silicagel
11.8 mg LF7-5 Colonne de silicagel (Hexane/CH,Cl,/M
Cl50=19,23 pg/ml 3.8 mg — Acide (Hexane/CH,Cl,/MeO eOH)
J ursolique H)
N
LF4-6
150 mg
/ LF9-4a6
32 mg - Acide
ursolique
A4
-
LF15-7
1.8 mg
~ Clso=11,7 pg/ml
LF12-5 I\
25 mg
Acide ursolique + v
acide oléanique LF20-4
3 mg

Clso=2, 75 pg/ml

Figure 37 : Résultats des tests antiplasmodiaux sur les extraits
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Ces résultats nous permettent de constater que les substances actives se trouvent
principalement dans les fractions LF15-7, LF7+8 et LF9 qui ont respectivement une valeur
de concentration d’inhibition de Clsp=2,75ug/ml, Cls50=9,48ug/ml et de Cls0=10,44ug/ml.

111-5-3-Conclusion partielle sur les résultats et discussions

Plusieurs espéces de la famille végétale Rubiaceae sont utilisées dans différentes médecines
traditionnelles. Des nombreuses équipes de recherche ont démontré que parmi les molécules
isolées de ces espéces, I’acide ursolique, une molécule fréquemment rencontrée chez les
Rubiaceae présente des activités diverses comme anti-inflammatoire [56], antibactérien [57],
antiulcéreux [58], antidiabétique [59], antiplasmodial [60], hepatoprotécteur [61] et
anticancéreuse [62].

Les tests effectués sur 1’extrait brut méthanolique de départ ont montré une activité modéréee
vis-a-vis des bactéries et le parasite P. falciparum avec une valeur de diametre du halo
d’inhibition comprise entre 09 a 11 mm et une concentration inhibitrice de Clsp= 50,71pg/ml
respectivement. Le fractionnement de cet extrait par partage liquide-liquide a permis de
diminuer cette valeur mais la plus intéressante est la fraction AcOEt. Cette derniére a été
fractionnée de nouveau et ses fractions les plus actives notées LF7+8, LF9, LF15-7 ont
respectivement des valeurs de concentration d’inhibition de Cl5=9,48ug/ml,
Cls50=10,44pug/ml, Clsp=2,75ug/ml. Ce sont dans les deux premiéres fractions que nous avons
pu isolé les produits notés LF7-5, LF9-4, LF9-5 et LF9-6 identifiés comme étant 1’acide

ursolique.
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CONCLUSION GENERALE
Dans ce travail d’initiation a la recherche, les objectifs consistent a isoler et d’identifier les
constituants chimiques des feuilles de Razafimandimbisonia minor (Rubiaceae) et a évaluer
les activités biologiques des extraits et produits isolés en utilisant des techniques classiques en
phytochimie telles qu’extraction par solvant, chromatographie et analyses spectrales et
quelques techniques d’études biologiques telles que antibiogramme, bioautography et
méthode de fluorescence avec SYBR Green |I.
Cette plante est endémique de Madagascar et ses feuilles sont utilisées dans la médecine
traditionnelle pour traiter les maux néphrologiques.
Le criblage phytochimique des feuilles de cette plante a permis de mettre en évidence la
richesse en iridoides, terpénoides, polyphénols et tanins.
L’extraction par partage liquide-liquide avec des solvants de polarité croissante de I’extrait
brut méthanolique a permis d’obtenir la fraction hexanique, fraction acétate d’éthyle et
fraction aqueuse.
Ces trois fractions ont été soumises a des tests antibactériens et antiplasmodial, la plus active
est la fraction acétate d’éthyle avec une valeur de Clsp=21,2ug/ml sur Plasmodium.
falciparum FCM29 et un diamétre du halo d’inhibition compris entre 09 a 10 mm.
Ainsi, I’approfondissement de 1’étude est focalisé sur la fraction acétate d’éthyle. Le premier
fractionnement a conduit a vingt huit fractions notées LF1 a LF28, qui a été soumis a des tests
sur des bactéries et sur P. falciparum FCM29.
Les fractions actives ont été purifiées en procédant par diverses chromatographies sur
colonnes successives, ce qui a conduit a 1’obtention de onze produits monotaches en CCM,
notés LF7-5, LF9-1, LF9-4, LF9-5, LF9-6, LF12-5, LF15-2, LF15-7, LF18-4, LF20-2 et
LF20-12.
Ces produits isolés ont été analysés en spectroscopie de RMN, jusqu’a présent, les produits
référencés LF7-5, LF9-5, LF9-6 et LF9-4 ont été identifiés comme étant le 3B-hydroxyurs-12-
en-28-oique connu sous le nom trivial I’acide ursolique, un triterpénoide courant dans la
famille végétale Rubiaceae. Cette molécule est trés utilisée dans le domaine pharmaceutique
en tant qu’anti-inflammatoire, antibactérien, antifongique, antipaludique et anticancéreuse.
Ainsi ce présent travail nous a permis de nous familiariser non seulement dans le domaine
chimique mais aussi dans le domaine biologique. A part cela, cette recherche a fourni les
premiéres informations chimiques et biologiques sur la plante Razafimandimbisonia minor.
Les confirmations structurales des autres produits isolés sont en cours. Et en perspective, nous

envisageons d’étudier d’autres parties de cette plante.
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ANNEXE |
Préparation des réactifs
Reéactif de Wagner : Mélanger 2g d’lodure de potassium, 1,27g d’Tode et 100 ml d’eau

distillée puis agiter jusqu’a dissolution compléte des produits.
Réactif de Mayer : Dissoudre]1,35g de Chlorure Mercurique (II) dans 94 ml d’eau distillée.
Ajouter 5g d’lodure de potassium et agiter jusqu’a dissolution complete des produits. La

solution obtenue est ramenée a 100 ml avec de 1’eau distillée.
Réactif de Dragendorff : Dissoudre 1,7 g de nitrate de Bismuth et 20 g d’acide tartrique dans
30 ml d’eau distillée. (Solution A)

Dissoudre 8 g d’Iodure de potassium dans 40 ml d’eau distillée. (Solution B)
Au moment de I’emploi, mélanger 2,5 ml de A, 2,5 ml de B et 10 ml de solution d’acide
tartrique a 20 %.

Picrate de Sodium : (5g de carbonate de Sodium + 100 ml d’eau distillée + 0,5 ml d’acide

picrique).
Gélatine salée 1% : (gélatine 1% + NaCl 10% 50/50, V/V).

Révélateur Vanilline sulfurigue :

Solution A : On mélange 0,5g de vanilline dans 50mL d’éthanol
Solution B : 2mL d’acide perchlorhydrique (HC1O4, 60%) a été mélangé dans 38mL d’cau au
moment de ’emploi, la solution A et la solution B sont mélangées a volumes égaux.
Solution C : (Préparation H2SO4, 30%) : Un volume de 10,26mL H2SO4 concentré a été
dilué avec 18mL d’eau distillé. Cette quantité a été ajustée par ajout de 1’eau jusqu'a obtenir
un volume finale égale & 60mL.
Révélation: Au moment de la révélation, la pulvérisation de la plaque s’est effectuée en deux
temps. Pulvérisation par le mélange (solution A + solution B), puis par la solution C suivit de
chauffage.

ANNEXE 11
Composition chimique des différents milieux de culture

Moieller-Hinton

Extrait de viande : 2,0 g

Peptone trypsique de caséine : 17,5 g
Amidon:15g

Agar:150¢g

pH 7,3+ 0,1 a 25°C


http://www.rapport-gratuit.com/

Eau peptonée
Peptone bactériologique : 10 g

Chlorure de sodium : 5 g

Eau distillée : 1000 ml

pH 7.6

B. Préparation des milieux a partir de poudre déshydratée
Préparation du milieu MUELLER HINTON

Suspendre 38g de poudre de Mueller Hinton dans 1000 ml d’eau distillée.
Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 min.

Préparation du bouillon MUELLER HINTON

Suspendre 21g de poudre de Bouillon Mueller Hinton dans 1000 ml d’eau distillée. Stériliser
a I’autoclave a 121°C pendant 15 min.

Préparation de L’EAU PEPTONEE

Suspendre 15g de poudre dans 1000 ml d’eau distillée
Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 min.

ANNEXE I11
Structure du réactif biologique : SYBR Green |
Le SYBR Green | ([2-[N-(3-dimethylaminopropyl)-N-propylamino]-4-[2,3-dihydro-3-
methyl- (benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene]-1-phenyl-quinolinium]+-: est un composé
organique aromatique de formule chimique CsH3;N4,S faisant partie des cyanines
asymeétriques (fluorophores). Le SYBR green | est une molécule pouvant se fixer sur tous les

types d’acides nucléiques doubles brins et devenant alors un tres bon fluorophore.
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