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COMMUNICATION 

Ce travail de mémoire a fait l’objet d’une communication internationale intitulée: 

Etudes chimique et biologique des principes actifs du Mystroxylon aethiopicum 

(CELASTRACEAE) plante médicinale de Madagascar. Journées Qualireg à l’Hôtel Colbert, 

Antananarivo. Novembre 2014.  
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GLOSSAIRE 

Antibiotique : substance qui tue les bactéries ou inhibe leur croissance. 

Antibactérien : en pharmacie, remède capable d'éliminer ou d'inhiber les bactéries. 

Antioxydants : molécules qui protègent les protéines, les acides gras, etc, en fixant les 

radicaux libres et qui diminuent ou empêchent l'oxydation d'autres substances chimiques. 

Athérosclérose : maladie qui se caractérise par le dépôt d’une plaque de lipides (athérome) 

sur la paroi des artères, entraînant par la suite sa lésion (sclérose), à l’origine de bon nombre 

de maladies cardiovasculaires. 

Bactéricide : se dit d’une substance qui tue les bactéries. 

Bactériostatique : se dit d’un produit qui arrête le développement des bactéries sans les tuer. 

Cancer : maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement importante au 

sein d’un tissu normal de l’organisme menaçant la survie de cette dernière. Ces cellules 

proviennent toutes d’un même clone, une cellule initiatrice du cancer qui a une propriété de se 

diviser indéfiniment. 

Charnu : bien en chair.  

Coriace : dont on peut difficilement vaincre la résistance, tenace. 

Diurétique : qui fait uriner. 

Radicaux libres : atomes ou groupe d’atomes ayant un ou plusieurs électrons non appariés, 

les rendant extrêmement réactifs. 

Xhosa : éthnie d'Afrique du Sud parlant le xhosa et se désignant sous le nom d'amaXhosa.

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ethnie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Afrique_du_Sud
http://fr.wikipedia.org/wiki/Xhosa_%28langue%29
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INTRODUCTION GENERALE 

Les maladies infectieuses constituent un danger majeur pour la santé humaine. 

Plusieurs espèces bactériennes pathogènes sont à l'origine de nombreuses maladies 

infectieuses le plus souvent mortelles (Jules et al., 2011). Les entérobactéries constituent la 

principale cause des diarrhées infectieuses qui restent encore une cause importante de 

morbidité et de mortalité infantiles dans les pays du tiers monde. Les principaux germes 

responsables des gastro-entérites sont : Salmonella, Shigella, Escherichia, Staphylococcus, 

Clostridium, Vibrio, Bacillus, Campylobacter (Joëlle, 2012). Les infections bactériennes et 

fongiques ont été gérées avec succès en utilisant les plantes médicinales (Hema et al., 2009). 

A part ces problèmes, le stress oxydatif dû aux radicaux libres est également une 

préoccupation mondiale, car il est à l’origine de nombreuses pathologies humaines comme 

l’athérosclérose, le cancer et  le vieillissement cellulaire (Blot et al., 1993). 

Les antioxydants sont beaucoup étudiés dans le but de prévenir certaines maladies qui 

sont dues aux effets des radicaux libres. Une grande partie des recherches actuelles porte sur 

l’étude de molécules antioxydantes et antimicrobiennes à savoir les vitamines, les 

caroténoïdes et les polyphénols pour soulager et traiter ces différentes maladies. 

A Madagascar, avec ses 14000 espèces végétales, son taux d’endémisme élevé de      

80%, l’île bénéficie d’une richesse naturelle à tous les niveaux taxonomiques (famille, genre, 

espèce) (Rabesa, 1986). Depuis longtemps, plusieurs d’entre elles sont utilisées par la 

population malagasy dans la médecine traditionnelle. Beaucoup d’entre elles n’ont pas encore 

fait l’objet d’étude. 

Depuis sa création en 1976, l’objectif principal du Centre Nationale d’Application des 

Recherches Pharmaceutiques (CNARP), est la valorisation de la biodiversité végétale 

malgache. A part la production des médicaments à base de l’extrait brut de plante, le CNARP 

entreprend l’isolement et l’identification des molécules biologiquement actives par des tests 

bioguidés in-vitro et in-vivo au sein du laboratoire. Plusieurs plantes y ont déjà fait l’objet de 

recherches (http://cnarp.recherches.gov.mg/?les-medicaments-specialites-du) afin de produire 

des médicaments comme: 

 EUGENIAL extrait de l’Eugenia caryophyllus (MYRTACEAE) utilisée dans les 

traitements symptomatiques bucco pharyngés, aphte, gingivites, stomatites et 

aussi pour l’hygiène buccale quotidienne. 

 FANAFEROL médicament issu d’Extrait de la plante Ilexmitis L 

(AQUIFOLIACEAE) utilisé comme cicatrisant de plaie non surinfectée telle que 

les brûlures, plaie traumatique, escarre, ulcère cutané. 

http://cnarp.recherches.gov.mg/?les-medicaments-specialites-du
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 HUILE NIAUOLEE 2 médicament à base d’huile essentielle de Niaouli 

(Melaleucaquinquenervia, MYRTACEAE) préconisé dans le traitement des 

infections aigües et chroniques du rhinopharynx, rhinorrhée, rhinite 

inflammatoire. 

 HEVOKINA solution à inhaler à base d’huile essentielle d’Eucalyptus 

(MYRTACEAE) pour traiter les infections bronchiques bénignes, toux 

enrouement, grippe, irritation de la gorge. 

Pour notre part, nous avons travaillé sur la plante Mystroxylon aethiopicum 

(CELASTRACEES) connue sous les noms vernaculaires Ditiala, Montso, Fanazava. Une 

plante appartenant au plantothèque du CNARP. Elle a été choisie pour diverses raisons:  

 D’après les études bibliographiques, la plante est connue comme antioxydante; 

antibactérienne et antidiarrhéique ; 

 A notre connaissance, aucune étude chimique et microbiologique concernant les principes 

actifs contenus dans les racines n’a été entreprise ; 

 C’est une plante très répandue dans les pays africains y compris Madagascar et très abondante 

dans la région Nord comme Antsiranana et dans la partie Est de la Grande île. 

Notre travail a pour but d’étudier les propriétés chimiques et biologiques des extraits 

de racine obtenus afin d’apporter des preuves scientifiques de l’utilisation traditionnelle de la 

plante. 

  Deux parties précédées par une «Synthèse bibliographique» composeront notre 

travail: 

        - la première partie intitulée «Etude chimique» qui comporte l’extraction, la purification 

et la caractérisation physico-chimique des extraits; 

         - la seconde partie, «Etude biologique», concerne les résultats des tests biologiques des 

extraits. 

«Les matériels et méthodes» sont mentionnés dans chaque partie et une 

«introduction générale» précède les deux parties. Enfin, «une conclusion générale et des 

perspectives» terminent notre travail.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

GENERALITES SUR LA PLANTE Mystroxylon aethiopicum Loès 

1. Systématique  

D’après Perrier de la Bâthie (1942), la plante est classée comme suit : 

Règne : VEGETAL 

Embranchement : PLANTAE 

Classe : EQUISETOPSIDA  

Sous-Classe : MAGNOLIIDAE 

Ordre : CELASTRALES 

Famille : CELASTRACEES 

Genre : Mystroxylon 

Espèce : Mystroxylon aethiopicum Loes 

Noms vernaculaires : Ditiala, Fanazava, Montso 

2. Description de la famille des CELASTRACEES 

La famille des Célastracées est une famille de plantes dicotylédones. Selon Watson 

et al (1992), elle comprend 850 espèces réparties entre 74 et 87 genres. Ce sont des arbres, 

des arbustes ou des lianes, des régions tempérées à tropicales. Les fruits caractéristiques de 

cette famille sont tous colorés. Les feuilles sont souvent coriaces et les fleurs sont petites, de 

quatre à cinq sépales. Les étamines augmentent à partir d'un disque de nectar généralement 

visible. Les Célastracées sont principalement une famille de régions tropicales et 

subtropicales. L'importance économique des Célastracées en Amérique du Nord est liée à son 

utilisation dans l'horticulture.  

3. Description et distribution géographique de Mystroxylon aethiopicum 

Mystroxylon aethiopicum est un arbuste de la famille des célastracées (Perrier de la 

Bâthie, 1942), d’une hauteur moyenne de 8-10 m et pouvant atteindre jusqu’à 12m, à feuilles 

alternes, persistantes et coriaces,  aux nervures obliques n’atteignant pas la marge, de petites 

fleurs qui donnent des drupes blanches puis rouges à maturité, contenant une graine. Ses 

petites fleurs vertes jaunâtres (figure 1) sont portées en grappes à l’aisselle des feuilles suivis 

par des petits fruits charnus de forme globuleuse de couleur rouge vive à rouge violacé 

d’environ 20mm de diamètre. 

Leur écorce est rugueuse et de couleur noire à brun foncé. On peut le rencontrer dans 

les brousses et les forêts, mais il se trouve souvent sur des crêtes rocheuses (Coates Palgrave, 

2002 ; Schmidt, 2002). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dicotyl%C3%A9done
http://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
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b)  

 

 

b) 

c) 

a) 

Figure 1 : Mystroxylon aethiopicum a) la plante ; b) feuilles et fleurs ; c) fruit 

(Source : auteur, 2014) 

 

c) 
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L’espèce aethiopicum pousse dans un large éventail de type de végétation, y compris 

la brousse, les lisières de forêts, les forêts de conifères, les forets claires. 

Elle pousse dans les régions du sud de la province du Cap Occidental et Oriental du 

continent Africain. M. aethiopicum pousse dans les forêts humides de Madagascar (Figure 2), 

elle est très abondante dans la région Nord comme Antsiranana et dans la partie Est de la 

Grande île comme Toamasina et Fianarantsoa. 

Tandis que l’espèce schlectri est très répandue à partir de la pointe sud de l’Afrique en 

passant par la région du nord du continent y compris Madagascar, Comores, Seychelles et 

l’espèce burkeanum se trouvent dans la brousse et les affleurements rocheux secs dans les 

provinces du Nord de l’Afrique du Sud. 
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 Répartition de l’espèce aethiopicum 

 
Figure 2: Carte de distribution géographique de Mystroxylon aethiopicum 

  (Source : auteur, 2014) 
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4. Utilisations traditionnelles : 

 En médecine 

Mystroxylon aethiopicum est généralement utilisé comme source locale 

d’alimentations, de colorants et de bois, mais également il présente de propriétés médicinales 

connues depuis l’antiquité telles que fortifiantes, antibactériennes, diurétiques (Debray, 

1971). 

L’écorce de cette plante est généralement récoltée à l’état sauvage à des fins 

médicinales pour son effet bénéfique sur l’estomac. Elle est couramment citée dans diverses 

préparations médicinales. Dans le sud-ouest de Madagascar le décocté de l’écorce est 

antidiarrhéique, stimulant, défatiguant, diurétique, antiabortif et actif dans les affections 

pulmonaires (Boiteau, 1986). Sur les  hauts plateaux, associés à d’autres plantes, elle rentre 

dans d’innombrables préparations. Emietté et perfusé l’écorce et les feuilles fraîches sont 

utilisées au Kenya pour faire un thé. Les racines présentent aussi des effets purgatifs et 

soulagent les maladies digestives (Pernet, 1957). 

 Autres utilisations 

En Afrique du Sud, le bois est utilisé par les Xhosa comme combustible (Watt et al., 

1962). Au Kenya, la plante est utilisée comme bois de chauffage, émietté et perfusé, l'écorce 

est aussi beaucoup utilisée pour faire un thé (Beentje , 1994). 

5. Travaux antérieurs 

 Des études récentes réalisées sur les feuilles de la plante M. aethiopicum ont révélé 

que les extraits aqueux issus de cet organe étaient toxiques  pour les rats mâles albinos. En 

l’administrant par voie orale, la DL50 est de 9,708mg/kg de poids corporel (Ndukui et al, 

2013). D’après les littératures, ces  feuilles de M. aethiopicum ont montré aussi quelques 

traces d’alcaloïdes, des leucanthocyanes, des tanins, des saponines et une trace de stérols 

(Debray et al., 1971).
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I. INTRODUCTION 

 

A part l’étude systématique de la plante effectuée par Perrier de la Bâthie (1942), 

aucune étude approfondie n’a été faite jusqu’à présent sur Mystroxylon aethiopicum Loès 

(CELASTRACEES). 

Ainsi, dans le cadre de l’étude chimique des extraits de cette plante, nous avons établi 

un plan de recherche axé sur les points suivants: 

-   caractérisation physico-chimique des extraits et détermination de leur nature chimique; 

-   extraction des principes actifs à l’aide des différentes techniques à partir de la poudre de la 

racine ; 

- établissement d’un procédé de purification permettant d’obtenir un extrait actif 
suffisamment purifié. 
 

II. MATERIELS ET METHODES 
 

 
II.1. MATERIELS 
 
II.1.1. Matériel végétal 

II.1.1.1. Collecte et identification 

La plante Mystroxylon aethiopicum Loès a été collectée en juillet 2011 dans la zone de 

la route nationale de Tsaratanana dans la Forêt de Matsabory maiky, Commune et Fokontany 

Mangindrano, District Bealanana, Région Sofia, Province Mahajanga dont les coordonnées 

géographiques sont les suivantes: 14˚0λ'0λ.1'' S 48˚57'26.4'' E 2051m (GPS), par les 

botanistes du CNARP. L’organe utilisé lors de l’étude est la racine codée TST 015.                

L’identification botanique et l’authentification ont été effectuées à l’Herbier du CNARP à 

Tananarive où les spécimens sont déposés sous la référence RLL 1008. 

II.1.1.2. Préparation du matériel végétal 

La racine de Mystroxylon aethiopicum a été séchée à l’ombre et à température 

ambiante pendant deux semaines puis broyée. La poudre ainsi obtenue a été conservée dans 

un endroit sec et à l’abri de la lumière jusqu’à son utilisation.  

II.1.2. Les produits chimiques 

La plupart des produits chimiques utilisés sont de qualité pour analyse et de marque 

MERCK, PROLABO ou BDH. Le support utilisé pour la chromatographie sur couche mince 

est le gel de silice 60F254 de marque MERCK. Ce gel est étalé sur des feuilles plastiques, qui 

peuvent être découpées aux dimensions voulues. 
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II.2. METHODES 
 
II.2.1. Méthodes analytiques 
 
II.2.1.1. Criblage phytochimique (Dalton, 1979 ; Bruneton, 1987 ; Harbone, 1983) 

II.2.1.1.1. Principe 

Le screening phytochimique est effectué sur la poudre végétale et sur l’extrait brut afin 

de caractériser les types de familles chimiques susceptibles d’être présents dans la plante.  

II.2.1.1.2. Mode opératoire 

La détection des familles chimiques a été réalisée avec les méthodes classiques de 

criblage qui comprennent quelques tests de caractérisation. 

II.2.1.1.2.1. Préparation des extraits à tester par macération pendant au moins 12h 

Différents extraits préparés selon les méthodes décrites dans le tableau 1 ci-dessous 

sont utilisés pour les tests de détection des diverses familles de substances. 

Tableau 1 : Préparation des extraits à tester 

Extrait aqueux Extrait 

chloroformique 

Extrait 

méthanolique 

Extrait acide 

2 g de poudre d’organe+10 

ml d’eau distillée 

(chauffage jusqu'à ébullition) 

2 g de poudre 

d’organe+10ml 

de chloroforme 

2 g de poudre 

d’organe+10ml 

de méthanol 

2 g de poudre 

d’organe+10 ml d’acide 

chlorhydrique (HCl) 2N 

 

II.2.1.1.2.2. Détection des familles chimiques 

La détection des familles constitue le screening ou criblage phytochimique. C'est une 

étude basée : 

 soit sur la formation de complexes insolubles : réactions de précipitation ; 

 soit sur la formation de complexes colorés : réactions de coloration. 

La coloration observée est due généralement à la formation de liaisons conjuguées ou 

l’apparition d'une insaturation dans une molécule, sous l’effet d'un réactif approprié. 

Les réactions caractéristiques de ces différentes familles chimiques sont données dans 

le tableau 2 ci-après. 
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Tableau 2 : Détection des familles chimiques 

Familles 

chimiques 

Extraits utilisés Réactions Réactifs 

spécifiques 

Observations 

Alcaloïdes Acide  MAYER Précipité ou 

floculation WAGNER 

DRAGENDORFF Précipité 

Leucoanthocyanes Méthanolique BATE-SMITH HCl concentré Coloration rouge 

violacé après 

refroidissement 

Flavonoïdes Méthanolique WILLSTÄTER HCl concentré coloration pourpre 

coloration rouge Tournures de Mg 

Alcool 

isoamylique 

Tanins et 

polyphénols 

Aqueux Test à la 

gélatine 

Gélatine Précipité blanc 

Gélatine salée Précipité blanc 

FeCl3 coloration vert- noir 

ou noir 

Stéroïdes et 

triterpènes 

Chloroformique LIBERMANN- 

BURCHARD 

Anhydride 

acétique 

H2SO4 

H2SO4 concentré 

coloration bleu-vert 

anneau rouge ou 

violet 

anneau rouge 

SALKOWSKI 

 

 

Désoxyoses 

 

Aqueux 

 

KELLER-

KILIANI 

 

FeCl3 

 

 

anneau pourpre 

Acide acétique 

glacial 

H2SO4 concentré 

Iridoïdes  HCl concentré coloration bleu 

Saponines Indice de 

mousse 

Eau distillée mousse persistante de 

3 cm de hauteur 

 
Les compositions de ces réactifs sont données en annexe 2. 
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II.2.1.2.Chromatographie sur couche mince (CCM) 

II.2.1.2.1. Principe 

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation de mélanges en 

leurs constituants. Elle est effectuée surtout en vue d’une analyse de la pureté des extraits. 

Cette technique repose sur le transfert des constituants de l’extrait à séparer d’une 

phase stationnaire, un adsorbant maintenu sur une plaque en plastique ou en aluminium, vers 

une autre phase mobile qui est un solvant ou un mélange de solvants (état liquide).  

La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en 

entraînant les constituants du mélange. C’est le phénomène d’élution, qui permet la séparation 

des constituants de l’extrait à analyser. 

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que 

l’on appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf) : 

           �݂ = ha୳୲ୣ୳୰ ୢୣ la ୲aୡhୣha୳୲ୣ୳୰ ୢ୳ ୤୰୭୬୲ ୢ୳ ୱ୭l୴a୬୲ 
II.2.1.2.2. Mode opératoire 

La plaque de chromatographie est préparée en déposant à l’aide d’un capillaire les 

extraits (1mg/ml) à analyser sur une ligne horizontale à 1cm du bord inférieur. Les dépôts 

sont espacés de 6mm. La plaque est ensuite développée dans une cuve chromatographique 

saturée d’un système d’éluant approprié. L’éluant migre par capillarité vers le haut de la 

plaque, et quand il se trouve à environ 1cm du bord supérieur du support, la plaque est retirée 

de la cuve, puis séché. 

La plaque est observée à la lumière visible, puis sous UV à 254nm et à 366nm. Les 

constituants absorbant sous UV apparaissent sous forme de taches fluorescentes. 

La révélation de la plaque s’effectue par pulvérisation d’un réactif standard; la 

vanilline sulfurique (Composition et mode de préparation en annexe 1) suivie d’un chauffage 

à 110°C pendant environ 5min. Plusieurs colorations apparaissent en fonction du type de 

composés.  

Les systèmes d’éluant utilisés lors de notre étude sont donnés dans le tableau 3 

suivant: 
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Tableau 3 : Systèmes de solvants utilisés lors des méthodes chromatographiques 

L’extrait testé Mélange du solvant Pourcentage 

Hexane Hex 100% 

CH2Cl2 Hex/DCM 9 : 1 

MeOH DCM/MeOH 9: 1 

AcOEt DCM/MeOH/E 6/15/1 

n-butanol DCM/M/E 6/15/1 

H2O DCM/MeOH/E 6/15/1 

 
II.2.2. Méthodes d’extraction 
 
II.2.2.1. Extraction par macération  

II.2.2.1.1. Principe 

La poudre végétale a été laissée en contact prolongé et répétée, à la température 

ambiante, avec le solvant jusqu’à épuisement. Une série d’extractions avec des solvants de 

polarités croissantes a été effectuée. 

La série d’extractions avec des solvants à polarités croissantes a été effectuée pour 

avoir une séparation des constituants selon leur polarité. 

L’hexane, solvant hydrocarbure, permet d’entraîner les produits peu polaires comme 

les matières grasses. 

Le dichlorométhane permet d’extraire les produits moyennement polaires. 

Le méthanol permet d’extraire des produits plus polaires et polaires comme les tanins. 

Les extraits obtenus sont filtrés et séchés sous vide. 

II.2.2.1.2. Mode opératoire 

Les poudres de la racine de Mystroxylon aethiopicum Loes (400g) sont macérées 

successivement pendant 3x24 heures dans l’hexane, le dichlorométhane et le méthanol. Le 

rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante: 

 

 

 

La méthode de macération est présentée par le diagramme 1 

 

Rendement d’extraction= ࢋ�ࢇ�࢚�࢔�ࢋ࢘ࢊ࢛࢕࢖ࢋࢊࢋ࢙࢙ࢇ�ሺ�ሻ࢛࢔ࢋ࢚࢈࢕࢚�ࢇ࢚࢘�ࢋ′�ࢋࢊࢋ࢙࢙ࢇ� ∗ ૚૙૙ 
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Figure 3 : Résumé schématique de la méthode de macérations 

II.2.2.2. Extraction par partage liquide-liquide 

II.2.2.2.1. Principe 

L’extrait méthanolique est fractionné selon la méthode de Gianni et al. (2001), 

modifié par Boudiaf (2006), en utilisant une série de solvants à polarité croissante. L’extrait 

est initialement solubilisé dans l’eau distillée avant de subir les partages liquide-liquide selon 

le mode opératoire décrit ci-après. 

II.2.2.2.2. Mode opératoire 

L’extrait méthanolique (5g) a été dissout dans 150ml d’eau distillée jusqu’à 

dissolution totale puis cette solution va subir successivement un partage liquide-liquide avec 

l’acétate d’éthyle et le n-butanol. 

L’acétate d’éthyle  est par la suite évaporé et l’extrait sec résultant est considéré 

comme étant la fraction de l’acétate (E31). La phase aqueuse inférieure est soumise à un 

fractionnement par le n-butanol pour donner l’extrait butanolique (E32). Le raffinat final qui 

en résulte représente la fraction aqueuse (E33) résiduelle qui est également évaporée à sec. 

Le mode opératoire est résumé sur la figure 4. 

 

 

 

Poudre d’écorces 

Extrait hexanique Résidu 

Extrait DCM Résidu 

Extrait méthanolique Marc 

400 ml Hexane/3x24h 

400 ml MeOH/ 3x24h 

400 ml CH2Cl2/3x24h 
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Figure 4 μ Schéma récapitulatif de l’extraction par partage liquide-liquide  

II.2.3. Méthode de fractionnement des extraits par chromatographie sur colonne ouverte 

II.2.3.1. Principe 

Cette méthode permet de séparer les constituants d’un mélange de substances, en 

fonction de leur polarité c'est-à-dire par leur groupement fonctionnels. 

La colonne en verre est remplie de gel de silice 60 (70-200µm ou 35-70µm, SDS) 30 à 

50 fois supérieur à la quantité de l’échantillon déposée. L’extrait à fractionner est adsorbé sur 

une quantité de silice correspondant à environ 2 à 4 fois sa masse et est déposé sous forme 

solide. Les choix des conditions d’élution, le suivi de la séparation et des rassemblements 

finaux des fractions ont été basés sur les analyses de la CCM 

II.2.3.2.2. Mode opératoire 

 Préparation de la colonne: remplissage par voie humide 

Le remplissage de la colonne par l’adsorbant a été fait par voie humide. 30g de silice a 

été mise en suspension dans le dichlorométhane et agitée jusqu’à l’obtention d’une suspension 

homogène. Puis, le tout est versé dans la colonne. 

 Dépôt de l’échantillon 

L’extrait à chromatographier (600mg de fraction acétate d’éthyle) a été dissous en 

solution dans un petit volume de méthanol puis adsorbé sur une quantité d’environ 2g de 

silice. Le mélange a été ensuite évaporé à sec afin d’avoir un dépôt solide. La fraction, sous 

forme de poudre, est versée soigneusement au sommet de la colonne contenant 30g de silice 

en suspension dans le dichlorométhane. Une fois la colonne stabilisée, du sable a été ajouté. 

Extrait méthanolique 

Partage liquide-liquide avec n-butanol 

 

Fraction n-butanol Fraction H2O 

Dissolution dans H2O                                                     

Partage liquide-liquide avec AcOEt 

 

 

Fraction AcOEt 
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 Elution 

L’éluant a été introduit manuellement par écoulement continu à l’aide d’un entonnoir 

placé au- dessus de la colonne. Dans notre cas, nous avons utilisé une élution avec un système 

de solvant CH2Cl2/MeOH en mode d’élution par gradient de méthanol (100/0 à λ2/8). 

 Recueil des fractions 

Les fractions ont été recueillies avec des tubes à essais par fraction de 20ml et 

analysées par chromatographie sur couche mince. Celles qui présentent des constituants 

chimiques semblables sont ensuite rassemblées et testées biologiquement par la suite. 

Tableau 4 : Caractéristiques de la colonne chromatographique  

 

Le rendement des fractions issues de la chromatographie sur colonne est calculé selon 

le rapport entre le poids de la  fraction sec obtenu et celui du produit déposé. 

 
 
 
 

Diamètre de la colonne 2,5cm 

Hauteur de la colonne 17cm 

Volume mort 80ml 

Poids du gel de silice 30 g 

Type de Gel de silice 60 0,05-0,2 mm), (70-270 mesh ASTM) 

�݁݊݀݁݉݁݊� = ሻ܏é ሺܛܗܘé܌ ܜܑܝ܌ܗܚܘ ܝ܌ ܛ܌ܑܗ�ሻ܏ሺ ܝܖ܍ܜ܊ܗ ܍ܐ܋èܛ ܖܗܑܜ܋܉ܚ܎ ܉� ܍܌ ܛ܌ܑܗ� x100 
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III. RESULTATS 
 

III.1. METHODES ANALYTIQUES 

III.1.1. Criblage phytochimique 

Un criblage phytochimique (v. méthode au § II.2.1.1, p.9) a été réalisé sur la poudre 

de la racine de Mystroxylon aethiopicum, afin de déterminer les familles chimiques présentes 

dans la racine. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 5 ci-dessous afin de cerner la 

nature des principes. 

Tableau 5: Résultats du criblage phytochimique 

 

FAMILLES CHIMIQUES TESTS RESULTATS 

Alcaloïdes Mayer - 

Wagner - 

Dragendorff - 

Flavonoïdes Willstäter + 

Leucoanthocyanes Bate-Smith + 

Tanins Gélatine 1% + 

Gélatine salée + 

Polyphénols Chlorure ferrique + 

Stéroïdes Salkowski + 

Triterpènes Liebermann-burchard + 

Quinones Borntrager - 

Désoxyoses Keller-Kiliani + 

Iridoïdes  - 

Saponines Indice de mousse + 

+ : Résultat positif 

- : Résultat négatif 
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Le résultat présenté dans ce tableau montre que la racine de M. aethiopicum contient 

des flavonoïdes, leucoanthocyanes, tanins, polyphénols, stéroïdes, triterpènes, désoxyoses et 

saponines. Aucune trace d’alcaloïde n’a été détectée dans la poudre de la racine. 

III.1.2.Chromatographie sur couche mince (CCM) 

L’évolution de l’homogénéité des extraits au cours des étapes d’extraction a été 

appréciée par chromatographie sur couche mince (v. §II.2.1.2, p. 11). Les profils 

chromatographiques des extraits révélés par le réactif à la vanilline sulfurique, sont présentés 

sur les figure 5 et figure 6 ci-dessous. 

 

    -Supports: Plaque de silice en aluminium 60F 254, 

c)-Eluants : Hex/CH2Cl2 (9 :1) 

    Dépôt : AcOEt : Fraction acétate d’éthyle 

d)-Eluant : CH2Cl2 /MeOH (8.8 :1.2) 

    Dépôts : n-but : fraction n-butanol ; 

                    H2O : fraction aqueuse 

 

1

2

 

3

4 

Support : Plaque de silice en aluminium 60F 254, 

a) -Eluants : Hex/CH2Cl2 (9 :1) 

    -Dépôts: Brut : extrait brut ; Hex: extrait 

hexanique ; DCM : extrait dichlorométhane ;  

b) -Eluants : CHCl3/MeOH/H2O (75/25/5) 

     -Dépôt : MeOH : extrait méthanolique 

 

AcOEt n-but  H2O 

Figure 6: Chromatogramme des différentes fractions méthanoliques issues du partage 

liquide-liquide après pulvérisation à la vanilline sulfurique. 

Figure 5: Chromatogramme des différents extraits issus de l’extraction par macérations 

après pulvérisation à la vanilline sulfurique 

 

Brut Hex DCM        
2 MeOH 

 

a b 

c d 
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Tableau 6 : Couleurs et Rf des bandes des 3 fractions méthanoliques 

 
Fractions Couleurs des bandes Rf des bandes 

AcOEt rose 0,31 

jaune 0,47 

violette 0,60 

bleue 0,72 

n-butanol jaune 0,47 

violette 0,60 

bleue 0,72 

H2O jaune 0,47 

violette 0,60 

 
Ces chromatogrammes montrent que l’acétate d’éthyle a permis d’extraire le plus de 

composés. En comparant les bandes de la fraction acétate d’éthyle avec les autres fractions, 

on constate que le fractionnement par l’acétate d’éthyle a permis d’éliminer des contaminants. 

III.2. METHODE D’EXTRACTION 
 
III.2.1. Extraction par macération 

Les extraits de la racine de Mystroxylon aethiopicum ont été préparés à partir de 400g 

de poudre. 

La méthode d’extraction par épuisement  à l’aide des solvants de polarité croissante 

(hexane, dichlorométhane et  méthanol) utilisée, est indiquée au § II.2.2.1, p.12. Les extraits  

obtenus après macération aux solvants de polarités croissantes sont concentrés sous pression 

réduite et les rendements sont calculés. 

Le protocole d’extraction est résumé dans la figure 3. 

Les caractéristiques des différents extraits obtenus sont résumées dans le tableau n°7 

ci-dessous. 

 
Tableau 7 : Caractéristiques et pourcentages des extraits issus de l’extraction par 
macération 

Extrait Aspect Couleur Rendement 

E1 (extrait hexanique) résineux     Jaune claire 2,49% 

E2 (extrait dichloromethane) visqueux Jaune foncée 1,71% 

E3 (extrait méthanolique) poudreux Rouge sang 3,23% 
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III.2.2. Extraction par partage liquide-liquide 

L’extrait méthanolique E3 seul ayant montré une activité antimicrobienne, (v. aussi § 

III.1, p.34, a été fractionné par l’acétate d’éthyle et le n-butanol selon la méthode décrite au  

§ II.2.2.2, p.13. Les caractéristiques des différentes fractions obtenues sont présentées dans le 

tableau 8 suivant. 

Tableau 8: Caractéristiques et rendements des fractions issues du partage liquide-

liquide 

Fractions Aspect Couleur Rendement 

3.1 (acétated’éthyle) solide Rouge sang 0,10% 

3.2 (n-butanol) solide Rouge sang 0,56% 

3.3 (aqueuse) visqueux Rouge 0,25% 

Les procédés de l’extraction et les résultats sont récapitulés sur la figure 7. 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extrait hexanique 

m = 9,98g ; r =2,49% 

Résidu 

Extrait DCM 

m = 6,84g ; r = 1,71% 

Résidu 

Extrait méthanolique  

m = 12,94g ; r = 3,23% 

Marc 

400ml DCM/3x24h 

400ml MeOH/ 3x24h 

Partage liquide-liquide avec n-butanol 

 

Fraction n-butanol 

m = 2,78g ; r = 55,6% 

Fraction H2O 

m = 1,24g; r = 24,8% 

Evaporation à sec 

Dissolution dans H2O de 5g                                    

Partage liquide-liquide avec AcOEt                       

 

Fraction AcOEt 

m =0,48 g ; r = 9,6% 

Poudre de racines 
400g 

400ml Hexane /3x24h 

Figure 7 μ Schéma récapitulatif des procédés d’extraction 
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Les résultats obtenus lors de l’étape de l’extraction montrent que parmi les différents 

extraits obtenus, l’extrait méthanolique présente le rendement le plus élevé (3,23%) par 

rapport au poids de poudre utilisé, suivi par l’extrait hexanique (2,4λ%), l’extrait 

dichlorométhane (1.71%). 

Les résultats du partage liquide-liquide de l’extrait méthanolïque sont les suivants : 

fraction n-butanol (55,6%), fraction aqueuse (24,8%) et fraction acétate d’éthyle (9,6%). Une 

perte de 10% a été enregistrée lors du partage liquide-liquide  

III.3. METHODE DE FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS PAR 

CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE OUVERTE 

Toutes les étapes de purification ont été guidées par des tests biologiques sur des 

germes pathogènes et d’homogénéité par CCM. 

Des techniques reposant essentiellement sur les différences de la solubilité ou de poids 

moléculaires ont été testées pour purifier le ou les principes actifs à partir des extraits 

méthanoliques. L'extrait méthanolique de M. aethiopicum a été partagé par une extraction 

liquide-liquide (Acétate d’éthyle /eau ; n-butanol/eau) afin de simplifier la composition 

chimique de l'extrait. Les trois extraits (acétate d’éthyle, n-butanol et aqueux) ont été testés. 

La fraction acétate d’éthyle s'est avérée la plus active. Le chromatogramme, présenté 

sur la figure 8 de cet extrait donne peu de bandes majeures. 

 

 

                                                 

 

 

Figure 8 μ Chromatogramme de l’extrait méthanolique  

MeOH 

Taches visibles après 
révélation à la vanilline 
sulfurique 
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Cet extrait est ensuite fractionné par chromatographie sur colonne ouverte (§ II.2.3, 

p.14) en utilisant des solvants d’extraction à gradient croissant allant de dichlorométhane 

100% à dichlorométhane /méthanol 8% (voir schéma récapitulatif figure 10). D’après les 

chromatogrammes des sous-fractions  obtenues sur colonne de la fraction AcOEt, 4 produits 

sont supposés isolés dont les sous-fractions F7, F8, F11 et F17. Les sous-fractions F5 et F16 

présentent des profils intéressants à purifier. Les profils chromatographiques ainsi que les 

caractéristiques des 18 sous-fractions sont récapitulés sur les figures 9 et dans le tableau 9 ci-

dessous. 

 

 
 

 
. 

a) Support : Plaque de silice en aluminium 60F 254, 

Eluant : CH2Cl2 100% 

Dépôts : sous-fractions F1 à F4 et témoin 

 

b) Support : Plaque de silice en aluminium 60F 254, 

Eluant : CH2Cl2 / MeOH (95 :5) 

Dépôts : sous-fractions F4 à F11 et témoin 

 

c) Support : Plaque de silice en aluminium 60F 254 

Eluant : CH2Cl2 / MeOH (90 :10) 

Dépôts : sous-fractions F11 à F18 et témoin 

 

Fractions supposées isolées 

a b 
c 

Figure 9 : Chromatogrammes des 18 sous-fractions issues de la chromatographie 

sur colonne ouverte de la fraction acétate d’éthyle 
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Tableau 9: Caractéristiques des fractions obtenues par fractionnement sur colonne 
ouverte 

 

Fractions Aspect Couleur Masses (mg) 

1 huileux incolore 29,4 

2 huileux incolore 9,5 

3 solide jaune 1,4 

4 huileux jaune 1,9 

5 solide jaune 0,9 

6 solide blanc 4,7 

7 solide blanc 1,2 

8 solide blanc 4,3 

9 solide blanc 5,4 

10 solide blanc 5,1 

11 solide blanc 8,1 

12 solide blanc 22,2 

13 solide jaune 9,3 

14 huileux jaune 8,3 

15 solide jaune 5,4 

16 huileux jaune 20,1 

17 huileux rouge 16,2 

18 solide rouge sang 114,2 

 

Grâce aux profils chromatographiques obtenus après fractionnement de la fraction 

acétate d’éthyle, nous avons pu réaliser des regroupements. Quatre d’entre elles sont plus ou 

moins isolées (sous-fractions F7, F8, F11, F17) avec des Rf respectifs 0,25 ; 0,23 ; 0,17 ; 0,19 

et d’autres présentant des profils intéressants possibles à isoler. 

Les fractions ont été évaporées à sec. Le résumé de la purification est donné par le 

diagramme ci-après.
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Figure 10: Schéma récapitulatif du procédé de purification par chromatographie sur colonne

FRACTION 
ACETATE 
D'ETHYLE 

Système DCM 
100% 

F1 

F2 
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I. INTRODUCTION 

Le but de cette partie se rapporte sur la vérification scientifique de quelques utilisations 

traditionnelles (traitement des diarrhées et des maladies infectieuses, utilisation comme fortifiantes) 

de racine de  M. aethiopicum codée TST 015. 

Pour sa réalisation, nous avons : 

- recherché l’activité antibactérienne des extraits et des fractions isolées de racine de la plante sur 

certaines bactéries puis déterminé la CMI et la CMB des fractions très actives ; 

- prospecté l’activité antioxydante des extraits bruts de la plante. 

II. MATERIELS ET METHODES 

II.1. MATERIELS 
 
II.1.1. MATERIELS UTILISES POUR L’ETUDE DES ACTIVITES ANTIMICROBIENNES 
 
II.1.1.1. Les germes utilisés et les milieux de culture 
 
II.1.1.1.1. Les germes utilisés 

Tableau 10 : Caractéristiques des germes utilisés 

SOUCHES REFERENCES TYPES FORMES 

Clostridium perfringens ATCC13124TM Gram + bacille 

Listeria monocytogenes ATCC19114TM Gram + coccobacille 

Staphylococcus aureus ATCC11632 Gram + coque 

Proteus mirabilis ATCC35659 Gram - bacille 

Shigella flexneri ATCC12022 Gram- bacille 

Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 Gram- bacille 

Yersinia enterocolitica ATCC23715 Gram- bacille 

Salmonella enterica ATCC13076 Gram- bacille 

Escherichia coli ATCC 8739 Gram- bacille 

Candida albicans ATCC10231 Levure  

 
II.1.1.1.2. Les milieux de culture 

Les milieux de cultures utilisés sont tous pour analyses et de marques FLUKA 

ANALYTICAL et DIFCO. 
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La gélose de Sabouraudμ constitue un milieu classique pour la culture, l’isolement et 

l’identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogènes. 

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche, non sélective. Elle est utilisée pour la 

réalisation de l’antibiogramme standard. 

Eau peptonée est un milieu liquide qui permet la culture des germes ne présentant pas 

d’exigences particulières. 

Eau physiologique: est une solution contenant 9 g de chlorure de sodium par 1000 ml 

d’eau distillée. C’est une solution isotonique, qui permet de préserver le volume cellulaire. 

Les compositions de ces milieux sont en annexe 3. 

II.1.1.2. Les disques pour les tests d’antibiogramme 

Les disques utilisés sont des disques en papier filtre (Whatman n°3) de 6mm de diamètre 

fournis par Biomérieux.  

II.1.2. MATERIELS UTILISES POUR L’ETUDE DES ACTIVITES ANTIOXYDANTES 

Lors de l’étude des activités antioxydantes nous avons utilisé les matériels suivants : 

- Plaques pour chromatographie sur couche mince  

(Si gel 60 de marque MERCK) pour le criblage des activités antioxydantes des extraits analysés. 

- Spectrophotomètre  

Nous avons utilisé un spectrophotomètre de marque DMS 100S pour la quantification du pouvoir 

antioxydant des extraits avec Ȝ= 517nm 

- DPPH ou 2,2-dipheny1-picrylhydrazyle : 

Le DPPH est un radical libre à piéger pour les 02 méthodes.  

II.2. METHODES 
 
II.2.1. METHODES D’ETUDE DES ACTIVITES ANTIMICROBIENNES  
 
II.2.1.1. Stérilisation 

Afin d’éviter toute contamination en microbiologie, tous les matériels utilisés doivent être 

stériles: 

  l’anse d’ensemencement est flambée avant et après chaque utilisation,  

 les verreries sont stérilisées à l’étuve ;  

 les manipulations se déroulent en milieu stérile,  soit dans un rayon de 15cm de la 

flamme d’un bec  Bunsen  soit sous une hotte à flux laminaire.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiogramme
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 les mains du manipulateur sont nettoyées avec  l’alcool 70°C avant et après chaque 

test et on évite de parler pendant les manipulations afin d’éviter toute contamination. 

 Après la lecture des résultats, tous les matériaux souillés sont décontaminés à 

l’autoclave à 121°C, à 2 bars pendant  λ0mn avant d’être lavé. 

 Les extraits utilisés sont filtrés par un filtre millipore (STERILUM) de diamètre des 

pores 0,22µm. 

II.2.1.2. Effets des extraits de  M. aethiopicum sur la croissance  bactérienne 

L’étude des effets des extraits sur les microorganismes est entreprise selon des 

techniques de mesure de sensibilité aux antibiotiques. Il s’agit de : 

 La méthode de diffusion en milieu solide ou la méthode des disques ; 

 La méthode de microdilution pour la détermination de la Concentration Minimale 

Inhibitrice (CMI) et de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) ; 

 La méthode « Bioautography ». 

Avant d’entreprendre ce test, un isolement, une purification et une caractérisation des 

germes ont été effectué. 

II.2.1.2.1. Isolement et purification des souches 
 
II.2.1.2.1.1. Isolement 

II.2.1.2.1.1.1. Principe  

Cette technique consiste à séparer les différentes colonies présentes dans un 

prélèvement afin d’obtenir des colonies pures indispensables à toute manipulation 

bactériologique. 

II.2.1.2.1.1.2. Mode opératoire 

Chaque souche à isoler est relancée dans du bouillon nutritif à 37°C pendant 24h. 

Après incubation, la croissance des souches dans la culture se traduit par la turbidité du 

milieu. Pour avoir des colonies isolées, chaque souche préalablement relancée est ensemencée 

dans des boîtes de Petri contenant de la gélose nutritive, selon la technique d’épuisement. Les 

boîtes sont ensuite incubées à 37°C pendant 24h. 

II.2.1.2.2. Purification 

Après incubation, la pureté des souches isolées est vérifiée par la méthode de la 

coloration GRAM. L’isolement est répété jusqu’à l’obtention d’une souche pure. Les souches 

pures sont ensuite conservées (mode de conservation au § II.2.1.2.4, p.27). 

 

http://www.rapport-gratuit.com/
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II.2.1.2.3. Classification des germes par la coloration GRAM (Lambin, 1976 ; Larpent, 

1997 ; Marchal, 1992) 

II.2.1.2.3.1. Principe : 

La coloration de GRAM (composition en annexe 4) permet de distinguer les bactéries 

Gram négatives des bactéries Gram positives suivant leur coloration. La technique repose sur 

la différence de perméabilité des parois bactériennes au passage de certains solvants. 

Des bactéries préalablement colorées en violet par le cristal violet qui se lie à la paroi, 

sont décolorées  par un solvant, dans la majorité des cas c’est de l’alcool. Selon la 

composition de leur paroi, les bactéries se subdivisent en bactéries GRAM +et en bactéries 

GRAM –. 

II.2.1.2.3. 2. Mode opératoire 

        -Préparation et fixation des souches bactériennes 

La souche à étudier est mise en suspension dans 3 gouttes d’eau distillée. Un 

prélèvement de la suspension ainsi obtenue est étalé sur une lame en verre. Le frottis obtenu 

est séché à l’air à proximité de la flamme d’un bec bunsen, puis, fixé à l’alcool absolu par 

trois passages sur la même flamme ; la lame est ensuite colorée successivement : 

     * par la solution de violet de gentiane phéniquée pendant 60s ; 

     * par la solution iodo-iodurée (Lugol) pendant 60s ;  

     *par la solution d’alcool acétone pendant 3 ou 4s. 

Après lavage rapide à l’eau du robinet, la lame est recolorée, en faisant agir pendant  

60 s, la solution de fuschine de Ziehl. Elle est de nouveau rincée à l’eau distillée, puis séchée 

entre deux feuilles de papier filtre.  

       -Pour terminer, la préparation est recouverte par 3 gouttes d’huile d’immersion. La lame 

est ensuite observée sous microscope optique LEITZ au fort grossissement (G x 100). Les  

bactéries GRAM + apparaissent violettes et celles des GRAM – sont colorées en roses. 

        -Notons que la coloration de GRAM doit être effectuée sur des cultures jeunes de 24-48h 

(Richard et Kiredjian, 1995). 

II.2.1.2.4. Conservation  des souches par congélation (Denis et al., 1944) 

Les souches sont conservées par congélation. 

II.2.1.2.4.1. Principe 

La conservation sert à maintenir la disponibilité et la viabilité des souches 

microbiennes ainsi que d’entretenir la collection pour le contrôle de qualité. La durée de cette 

conservation peut varier de quelques jours à plusieurs années. 
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II.2.1.2.4.2. Mode opératoire 

Pour chaque souche à conserver, 5 à 6 colonies de cultures de 24h ont été prélevées. 

Elles ont été mises dans des cryotubes contenant du bouillon nutritif (milieu pauvre) à 25%  

de glycérol stérile. Les cryotubes sont incubés pendant 24h à 37°C puis conservés à -80°C 

jusqu’à leurs utilisations. 

II.2.1.2.5. Repiquage des souches microbiennes (Moroh et al ; 2008) 

Les souches conservées sont repiquées par stries sur milieu solide puis incubées à 

l’étuve à 37°C pendant 18 à 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées. 

Les colonies isolées ont été utilisées pour la préparation de l’inoculum pour toutes les 

manipulations. 

II.2.1.2.6. Préparation de l’inoculum (Moroh et al; 2008) 

II.2.1.2.6.1. Principe  

 L’inoculum est fait à partir des colonies jeunes de 24 heures. Un inoculum 

provenant d’une culture bactérienne d’une nuit atteindra plus rapidement la phase 

exponentielle de croissance qu’un inoculum provenant d’une culture congelée. 

II.2.1.2.6.2. Mode Opératoire 

 2 à 4 colonies isolées de chaque souche microbienne ont été prélevées à l’aide d’une 

anse de platine. Par la suite, elles sont homogénéisées dans 4ml d’eau physiologique 

stérile  afin d’obtenir une suspension dont l’opacité correspond à la densité 0,5 de 

l’échelle de MacFarland équivalent à 1,5.108 bactéries/ml.  

 1ml de cette suspension a été prélevé puis introduit dans  un tube contenant 9ml d’eau 

peptonée afin d’obtenir un inoculum  susceptible de donner une nappe de colonies 

équivalente à 1,5.107bactéries/ml. L’inoculum formé constitue la suspension 

bactérienne utilisée pour la suite de notre étude. 

II.2.1.2.7. La méthode de diffusion en milieu solide ou la méthode des disques ou 

antibiogramme 

II.2.1.2.7.1. Principe 

Le test consiste à déposer des disques imprégnés d’une quantité définie d’antibiotique à 

la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé avec une suspension de bactéries. 

L’antibiotique diffuse au sein de la gélose en créant une zone circulaire appelée halo 

d’inhibition ou auréole d’inhibition. Dans cette zone, les concentrations d’antibiotique 

diminuent du centre vers la périphérie. Le diamètre de la zone d’inhibition varie en fonction 

du degré de sensibilité de la bactérie à l’antibiotique (Duval et Soussy, 1991 ; Ferron, 1994). 
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II.2.1.2.7.2. Mode opératoire 

Le test  se déroule en 3 étapes successives :  

1ère étape :  

       La colonie jeune de 24h  de chaque souche bactérienne étudiée est mise en suspension 

dans de l’eau physiologique pour former un inoculum, selon la méthode décrite au  

§ II.2.1.2.6, p.28. 

2ème étape :      

- Une quantité d’inoculum égale à 2ml  a été réparti dans des boîtes de Petri contenant le 

milieu solide (MH pour les bactéries et Sabouraud pour la levure) selon la technique 

d’inondation. L’excès est ensuite aspiré avec une pipette stérile. Chaque boîte est séchée 

sous la hotte pendant 15 à 20min. Les antibiotiques de références ainsi que les disques 

stériles d’antibiogramme imprégnés de 10µl d’extrait à tester de concentration bien 

déterminée sont déposés à la surface du milieu à l’aide d’une pince fine stérile. 

kétoconazole est l’antifongique de référence. Pour les bactéries, tétracycline et gentamycine 

sont utilisés comme antibiotiques de références. 

- Les tests pour chaque souche ont été effectués en triple et la moyenne sera prise comme le 

résultat final. 

- Les boîtes de Pétri sont incubées à 37°C pendant 24h pour les bactéries et 48h pour la 

levure. 

3ème étape 

Le diamètre de l’halo d’inhibition est mesuré avec une règle graduée. La substance  

a une activité sur le germe quand un halo d’inhibition apparaît autour du disque. 

Les résultats sont évalués en se référant aux normes définies dans le tableau 11. 

Tableau 11 : Normes utilisées pour la lecture des résultats par la méthode des disques: 
le diamètre du disque est 6 mm. 

Diamètre du halo d’inhibition Sensibilité des germes Résultats 

x < 7 mm Insensible – 

7mm < x< 8mm Assez sensible + 

8mm < x< 9mm Sensible + + 

x >9mm Très sensible + + + 

 

X μ diamètre du halo d’inhibition 
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II.2.1.2.8. Méthode «  Bioautography » 

II.2.1.2.8.1. Principe 

C’est une technique d’analyse qui permet à la fois de séparer par chromatogramme les 

composants organiques d’un extrait et d’étudier leurs effets biologiques. Elle facilite 

l’isolement et l’identification des différents constituants actifs d’un extrait brut testé (Oyi, 

2001). 

Une ou plusieurs bandes actives parmi les constituants d’un extrait testé ont été 

localisées sur le chromatogramme (Botz et al. 2001). 

II.2.1.2.8.2. Mode opératoire 

Le protocole utilisé a été inspiré de celui décrit par Teixera et al. en 2007. 

II.2.1.2.8.2.1. Préparation de la plaque CCM 

- Une concentration  égale à 1mg/dépôt de 10µl d’extrait à étudier a été déposée sur  une  

plaque chromatographique de silice  gel 60 F254de dimension égale à 5 x 7cm. 

- la plaque a été développée dans une cuve contenant le système de solvant approprié 

aux extraits testés.  

- Une fois séchée sous la hotte, la plaque a été déposée dans une boite de Pétri. 

II.2.1.2.8.2.2. Préparation de la culture bactérienne 

- L’inoculum a été préparé selon la méthode décrite par Moroh  et al (2008) au § 

II.2.1.2.6, p.28. 

- 1ml de l’inoculum à 1,5.108bactéries/ml a été ajouté dans 19ml de milieu de culture 

(MH agar ou Sabouraud) gardé à 45°C, pour avoir un milieu pré-ensemencé. Le tout 

est ensuite coulé dans la boite de Petri contenant la plaque CCM. 

-  Un séchage de la boite de Petri sous la hotte pendant 20min a été effectué avant son 

incubation sous une atmosphère humide pendant 24h à 37°C.  

L’extrait est actif contre le germe test si après incubation, il y a apparition d’une 

auréole d’inhibition exprimée par une zone claire soit sur le dépôt  et/ou au niveau des tâches 

de migration de chaque bande active. 

Ce résultat est mieux observé après pulvérisation du contenu de la boite de Petri par le 

MTT (Méthyl Tetrazolium Chloride) à 10% dont le mode de préparation est en annexe 6. 

II.2.1.2.9. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice 

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice s’est fait par méthode de 

microdilution en milieu liquide. 
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II.2.1.2.9.1. Principe   

Elle consiste à mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations 

croissantes d'antibiotiques selon une progression géométrique de raison 2. L'inoculum 

bactérien est distribué dans une série de microcupules d’une plaque de microtitration 

contenant l'antibiotique. Après incubation, la CMI est indiquée par le puits qui contient la plus 

faible concentration d'antibiotique où aucune croissance n'est visible (Kil, 2009). 

II.2.1.2.9.2. Mode opératoire 

La méthode utilisée est celle décrite par Fawole (2009) et Kuete (2009). Les tests sont 

effectués de la manière suivante : 

 Des colonies bactériennes de 24h sont diluées dans un tube contenant  le bouillon 

Mueller Hinton (MHB). 

 La suspension bactérienne formée a été standardisée à 0,5 Mac Farland 

 La poudre de chaque extrait à tester a été dissoute dans du DMSO 3%  pour avoir une 

concentration égale à 1mg/ml, puis stérilisée par filtration millipore (diamètre du 

pore : 0,22µm). 

 100ȝl de chaque extrait testé ont été dilués avec λ5ȝl du MHB puis répartis dans les 

microplaques à 96 puits; 5ȝl d’inoculum sont ajoutés dans chaque puits. Ces dilutions 

ont été réalisées de façon à avoir des concentrations finales des extraits comprises 

entre 0.24µg /ml et 500µg/ml  

 Un témoin négatif et un témoin positif ont été utilisés : 

 Témoin négatif μ 100ȝl du MHB  

 Témoin positif: 95ȝl du MHB additionnés de 5ȝl d’inoculum 

Les plaques sont ensuite incubées à 37°C pendant 24h. 

La CMI a été évaluée par ajout de 20µl de solution de MTT à 10% dans chaque puits, 

après incubation à 37°C pendant 30min (Kuete et al., 2008). Le MTT un indicateur coloré de 

couleur jaune vire au violet lorsqu’il y a croissance bactérienne.  

En effet, la CMI est indiquée par la cupule qui contient la plus faible concentration 

d’extrait où aucun changement de coloration n’est observé. 

II.2.1.2.10. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide 

II.2.1.2.10.1. Principe 

La recherche de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) consiste à repiquer sur 

milieu solide le contenu de tous les puits qui ne présente pas de trouble visible à l’œil nu lors 

de la détermination de la CMI. 
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II.2.1.2.10.2. Mode opératoire 

Le contenu de chaque puits (10µL) utilisé pour la détermination de la CMI qui ne 

présente pas de croissance visible est repiqué sur milieu Muller Hinton puis incubés à 37°C 

pendant une nuit. 

La CMB correspond à la plus faible concentration de l’extrait où aucune colonie 

bactérienne ne pousse après incubation. 

 
II.2.2. METHODES D’ETUDE DES ACTIVITES ANTIOXYDANTES  
 
II.2.2.1. Criblage de l’activité antioxydante par la méthode «Bioautography» 

III.2.2.1.1. Principe 

Le principe est le même que celui décrit au § II.2.1.2.8, p.30. 

II.2.2.1.2. Mode opératoire 

- La technique de dépôt des extraits sur la plaque CCM est  identique à celle qui a été 

citée au § II.2.1.2.8.2.1, p.30. Seulement, après migration  puis séchage à l’air libre, la 

plaque a été révélée par une solution de DPPH à 25% de méthanol. 

- 10 à 30minute (mn) après la pulvérisation, les extraits testés ont un pouvoir 

antioxydant si  des zones claires sont apparues sur la plaque CCM, soit au niveau des 

dépôts et/ou au niveau des tâches de migration des composants des extraits. Aucune 

activité n’est observée dans le cas contraire. 

II.2.2.2. Quantification du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH 

II.2.2.2.1. Principe 

Le DPPH (mode de préparation en annexe 5) est un radical libre stable ayant au centre 

de sa molécule deux atomes d’azote. Il peut être inhibé par transfert d’atome d’hydrogène, par 

transfert d’électrons (équations) ou par perte séquentielle du proton (Reyes et al., 2009). 

L’addition du radical DPPH à une solution éthanolique (ou méthanolique) contenant 

un composé potentiellement antioxydant et pouvant céder un atome d’hydrogène entraine  

donc une diminution de la coloration violette caractéristique de la forme oxydée du DPPH 

(figure11) qui peut être facilement suivie par un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 

517nm. La rapidité de la perte de couleur est directement proportionnelle à l’activité 

antioxydante du donneur d’hydrogène (Grigoras, 2012). 
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        Oxydé                                                                              Réduit 

  DPPH (violet)                                                                    DPPH (jaune) 

 

Figure11 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH 

II.2.2.2.2. Mode opératoire 

Cette activité est déterminée selon la méthode d’Awika et al. (2003). 

25mg de DPPH sont dissous dans 100ml de méthanol et gardés à -20 °C à l’abri de la 

lumière avant utilisation.  

Dans des tubes secs, 200ȝl de la solution à tester sont introduits, puis 3800µl de la 

solution de DPPH à 25% sont ajoutés. Pour chaque concentration, un blanc constitué de   

3800ȝl de DPPH, additionné de 200µl de méthanol est préparé. Après 30min d’incubation à 

l’obscurité à la température ambiante, une mesure de l’absorbance à 517nm a été effectuée à 

l’aide d’un spectrophotomètre. L’activité antioxydante qui exprime la capacité de piéger le 

radical libre est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le 

méthanol. Elle est donnée par la formule suivante : 

 

 

 

Où Abs désigne l’absorbance à la longueur d’onde de 517nm 

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de 3 mesures ± écart type. 

Le pourcentage d’inhibition ainsi calculé a été comparé à une courbe d’étalonnage de 

l’α- tocophérol entre 150mM à 600mM. 

Inhibition (%) = (Abscontrol-Abstest /Abscontrol) x 100  
 

[Yoo et al, 2008] 
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III. RESULTATS 
 

III.1. Evaluation de l’activité antibactérienne par diffusion sur gélose (antibiogramme) 

L’activité antibactérienne de trois extraits (extrait hexanique, extrait 

dichlorométhanique, extrait méthanolique) et trois fractions méthanoliques (fraction acétate 

d’éthyle, fraction n-butanol, fraction aqueuse) de la racine de M. aethiopicum à une 

concentration de 1mg/disque a été étudiée sur 03 souches de bactéries Gram-positives 

(S.aureus, C.perfringens et L. monocytogenes), 05 souches de bactéries Gram- négatives 

(Y.enterocolitica, P.mirabilis, P. aeruginosa, S.flexnerii, S.enterica) et une levure 

(C.albicans) selon la méthode de diffusion sur gélose (Duval, 1990) décrite au § II.2.1.2.7, 

p.28. Les résultats des tests sont présentés sur la figure 12 et dans le tableau 12 ci-dessous. 

 

 

 

 

 

a 
b 

Zone circulaire : halo 
d’inhibition 

4.1 

4 

4.3 

4.2 

c 

4 : extrait méthanolique 

4.2 :extrait n-butanol ;  

4.1 :extrait acétate d’éthyle ; 

T :Gentamycine(témoin) 

Figure 12 : Spectre d’activité des extraits testés a)Y.enterocolitica ; b) S.aureus ;c) P.mirabilis 
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Tableau 12 : Activité antibactérienne des extraits bruts de M. aethiopicum à une concentration de 1mg/disque 

 
Diamètre de l’halo inhibition en mm  

 Gram-positif  Gram-négatif Levure 

Souches L.monocytogenes S.aureus C.perfringens Y.enterocolitica P.mirabilis P. 
aeruginosa 

S.flexnerii S.enterica C.albicans 

Extraits (1mg/disque)  

Hex 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

DCM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

MeOH 7±0,0  7±0,0  0  0  8±0,5  0 0  0  0  

Fractions méthanoliques (1mg/disque) 

AcOEt 9±0,0  9±0,5  0  7±0,5  7±0,5  0 0  0  0  

n-butanol 8±0,0  0  0  0  8±0,0  0 0  0  0  

H2O 7±0,5  11±0,5  0  7±0,5 0  0 0  0  NT  

Antibiotiques de références 

Gentamycine(10µg/dis) NT  35±0,5  30±0,5  35±0,5  35±0,5  32±0,2 30±0,5  32±0,5  NT  

Tétracycline 
(30µg/disc) 

34±0,5  NT  NT  NT  NT  NT NT  NT  NT  

Kétoconazole 
(30µg/disc) 

NT  NT  NT  NT  NT  NT NT  NT  40±0,5  

- : Non testé    0 : inactif    



ETUDE BIOLOGIQUE   

36 

D’après la figure 12 et le tableau 12,  

Les extraits hexanique et dichlorométhane, n'ont aucun effet contre les micro-

organismes utilisés dans cette étude.  

Selon les normes données par l’IPM (v § II.2.1.2.7.2; tableau 11, p.29),  

o parmi les 03 souches de bactéries Gram-positives, 02 souches (S.aureus  et L. 

monocytogenes) sont assez sensible pour l’extrait méthanolique. 

o  Pour les 05 souches de bactéries Gram-négatives testées, deux souches sont sensibles 

(P. mirabilis et Y. enterocolitica) à cet extrait. 

o Aucun extrait n’est actif contre la levure C. albicans.  

Le test antibactérien des fractions méthanoliques (acétate d’éthyle, n-butanol et 

aqueuse) sur les souches sensibles (S.aureus, L. monocytogenes, P. mirabilis et Y. 

enterocolitica) montre que: 

o des activités contre ces bactéries avec des diamètres d'inhibition variant de 7 à      

11mm sont observées. La fraction aqueuse a montré la zone d'inhibition maximum 

contre S. aureus (11±0,5mm). Mais cette inhibition est inférieure à l'antibiotique de 

référence utilisée (Gentamycine) contre ce germe.  

D’après ces résultats, la fraction aqueuse semble être la fraction la plus active par 

rapport aux autres fractions acétate d’éthyle et n-butanol testés, mais vue ses profils 

chromatographiques, elle comporte beaucoup de contaminants.  

           Par conséquent, la fraction acétate d’éthyle a été choisie pour la suite du travail parce 

que ses profils chromatographiques montrent des composés bien séparés et isolables. Elle a 

des activités antibactériennes presque similaires à celles de fraction aqueuse. 

          Les résultats indiquent que l'activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-

positives était plus prononcée que celle observée avec les bactéries Gram-négatives. Les 

différences peuvent être attribuées au fait que l’enveloppe peptidoglycane des bactéries Gram-

positives n'est formée que de très peu de couches de peptidoglycane au contraire des 

multicouches très épaisses de la plupart des bactéries Gram-positives.  

Nous pouvons en déduire que notre extrait a un spectre d’activité étroit car il n’agit 

que sur quelques bactéries Gram positives testées.  

III.2. Localisation de l’activité antibactérienne dans les 18 sous- fractions  de fraction 

Acétate d’éthyle par la méthode « Bioautography » 

La méthode «Bioautography» directe décrite au § II.2.1.2.8, p.30 a été utilisée pour 

localiser l’activité antibactérienne des 18 sous- fractions issues de la fraction acétate d’éthyle. 
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Le test a été effectué sur les bactéries sensibles à la fraction lors de l’antibiogramme.  

Il s’agit de:  

S.aureus, L.monocytogenes, P.mirabilis et Y.enterocolitica. A une concentration de 

1mg/dépôt l’activité antibactérienne de chaque sous- fraction est donnée sur la figure 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’après ces figures, la «Bioautography» des 18 sous-fractions vis-à vis des souches 

sensibles montre que : 

- la pulvérisation par le MTT du contenu de chaque boite de pétri selon la méthode 

décrite au § II.2.1.2.8.2.2, p30 révèle l’apparition des zones claires (entourées en 

rouge) explicitant l’inhibition de la croissance bactérienne par la bande qui compose la 

sous-fraction correspondante. 

Souches : L.monocytogenes, P.mirabilis, S.aureus ;  

Dépôt : sous- fraction F 15 de la fraction acétate 
d’éthyle 

Souches : Y.enterocolitica  

 Dépôt : sous fraction F 18 de la 
fraction acétate d’éthyle 

Zone claire 
indiquant la 
bande active 

 

Zone saturée par la coloration violette du MTT 

 

a b 

a) b) 

Figure 13 : Exemple des résultats montrant l’inhibition de la croissance bactérienne par la 

méthode « Bioautography » 
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- les composés antibactériens  sont localisés dans les sous-fractions F15 et F18 de la 

fraction acétate d’éthyle. En effet, la sous- fraction F 15 présente une bande active vis-

à-vis de 03 souches L.monocytogenes, P.mirabilis et S.aureus. Pour la sous-fraction 

F18, une auréole d’inhibition contre Y.enterocolitica  est bien visible sur le dépôt. 

III.3. Détermination de la CMI et de la CMB 

Pour mieux élucider les activités antibactériennes des sous-fractions F15 et F18 dont 

les bandes actives sont localisées. Une détermination de la Concentration Minimale 

Inhibitrice et de la Concentration Minimale bactéricide à des concentrations comprises entre 

0,244µg/ml et 500µg/ml de ces composés sur les souches sensibles : 2 Gram + 

(L.monocytogenes, S.aureus) et 1 Gram- (P.mirabilis) a été faite en utilisant la méthode 

décrite aux § II.2.1.2.9.et II.2.1.2.10, p.30, 31. Les résultats sont montrés dans le tableau 13 

ci-dessous : 

Tableau 6 : Résultats de la CMI et de la  CMB des sous- fractions F15 et F18 

CMI /CMB CMI (µg/ml) CMB (µg/ml) 

Sous-fractions F 15 F 18 F 15 F 18 

S.aureus 

 

>500 250 >500 >500 

L.monocytogenes 

 

250 500 250 >500 

P.mirabilis 250 500 250 >500 

 

D’après ce tableau, les valeurs de la CMI pour F15 et F18 contre L.monocytogenes  et  

P.mirabilis sont respectivement 250µg/ml et 500µg/ml. Vis-à vis de S.aureus, la CMI est 

supérieure à 500µg/ml  pour F15 et égale à 250µg/ml pour F18. 

Pour les valeurs de la CMB, elles sont égales aux CMI pour F15 contre les 3 souches 

testées. Pour F18, elles sont toutes supérieures à 500µg/ml  sur les mêmes germes.  

En partant de ces résultats, nous pouvons en déduire le mode d’action et la nature de l’activité 

antibactérienne des sous-fractions F15 et F18 testées. En effet, un produit antibactérien est 

considéré comme bactéricide quand la valeur de la CMI est très proche ou égale à celle de la 

CMB et comme bactériostatique quand les deux valeurs sont éloignées (Bourrée et al, 2002). 

En plus, selon Marmonier (1990), lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance 

antimicrobienne est inférieur ou égal à quatre (≤ 4) la substance a un effet bactéricide s’il est 

supérieur à quatre (> 4), l’effet est bactériostatique. 
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D’après nos résultats, la sous-fraction F15 a un effet bactéricide contre 

L.monocytogenes et P.mirabilis. Et quant à la sous-fraction F 18, elle est classée comme 

bactériostatique sur les 03 germes testés. En effet, selon Holetz et al (2002), F15 a une 

activité antibactérienne moyenne car sa CMI est comprise entre 100 et 500ȝg/ml μ cas de L. 

monocytogenes et P.mirabilis tandis que la sous-fraction F18 a une activité antibactérienne 

faible car sa CMI est entre 500 et 1000ȝg/ml. 

III.4. Évaluation de l'activité antioxydante des extraits de M. aethiopicum 

L’activité antioxydante, des fractions méthanoliques (acétate d’éthyle, n-butanol, 

aqueuse) et les sous fractions (F 4 à F 18) isolées de la fraction acétate d’éthyle, a été évaluée 

par deux méthodes: criblage de l’activité antioxydante par la méthode « Bioautography » (v. § 

II.2.1.2.8, p.29) et quantification du pouvoir antioxydant par spectrophotométrie UV/visible 

par la méthode de DPPH (v. § II.2.2.2, p.32). 

III.4.1. Criblage de l’activité antioxydante par la méthode « Bioautography » (CCM) 

Une quantité égale à 1mg/dépôt de chaque fraction méthanolique (fraction acétate 

d’éthyle, fraction n-butanol, fraction aqueuse) et de chaque sous- fraction de l’acétate d’éthyle 

a été déposée sur la plaque CCM, suivant la méthode décrite au § II.2.1.2.8.2.1, p.30. La 

révélation de la plaque par la solution méthanolique de DPPH à 25% (25mg de DPPH dans 

100ml de méthanol) permet d’obtenir des renseignements supplémentaires sur l’activité 

antioxydante des différents composants des fractions et des  sous-fractions testés. Les 

résultats sont montrés sur la figure 14 ci-après.  
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Figure 14μ Profils chromatographiques montrant l’activité antioxydante des fractions et des 

sous-fractions  de M. aethiopicum observée après pulvérisation des plaques CCM par DPPH. 

Ces profils chromatographiques montrent la présence de 02 types de zones : 

- Des zones blanchâtres sur certains dépôts et/ou sur la ligne de migration des bandes 

qui expliquent la capacité des principes actifs correspondant à piéger le radical libre 

DPPH d’où l’effet antioxydant. 

- Des zones violettes sur la plaque qui indiquent la présence du radical libre non piégé. 

a 

Zones saturées par la 
coloration violette du DPPH 
(absence d’activité 
antioxydante) 

b 

Zones claires indiquant 
la présence des activités 
antioxydantes 

AcOEt        n-but     H2O 

Activités antioxydantes des sous-fractions de l’acétate d’éthyle 

AcOEt  F4  F5  F6  F7  F8  F9 F10  F11 
AcOEt F11  F12 F13 F14  F15 F16 F17 F18 

Fractions acétate d’éthyle, n-butanol et aqueuse a) 

b) 
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En effet, les 03 fractions méthanoliques et les sous-fractions F4, F7, F8, F 11, F 12, 

F13, F14, F15, F16, F17, F18 sont douées d’activité antioxydante. Les sous fractions  F5, F6, 

F9, F10 ne possèdent pas la capacité antioxydante.  

III.4.2. Quantification du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH 

Le pouvoir antioxydant des 03 fractions (acétate d’éthyle, n-butanol et aqueux) détecté 

lors du criblage a été quantifié dans le but de comparer leur capacité antioxydante avec celle 

d’un antioxydant standard l’ α-tocophérol. Les extraits sont testés à une concentration unique 

égale à 0,5mg/ml. Des concentrations comprises entre 150mM -600mM de l’ α-tocophérol 

sont utilisées pour dresser la courbe standard (figure 15). La méthode utilisée est celle décrite 

au   § II.2.2.2, p.32. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 14. 

Tableau 7 : Pourcentage d’inhibition  du DPPH en équivalent α-tocophérol 

Extraits Concentrations 

(mg/ml) 

% d’inhibition du 

DPPH 

Equivalent α-

tocophérol 

(mM/mg/l d'extrait) 

(3.1) AcOEt 0,5 59,78 331,50 

(3.2) n-butanol 0,5 99,25 550,16 

(3.3) H2O 0,5 93,45 518,03 

 

D’après ce tableau, à une concentration de 0,5mg/ml, les fractions Acétate d’éthyle, n-

butanol et aqueuse inhibent le radical libre DPPH de 59,78% à 99,25%. 

En amenant chaque pourcentage d’inhibition du DPPH dans l’équation de la courbe de 

tendance de l’ α-tocophérol : y = 0,180x - 0,327 avec R² = 0,995, la capacité de piéger le 

radical libre DPPH de ces 03 fractions varie en équivalent α-tocophérol de  331,50mM /mg /l 

d’extrait à 550,16mM /mg /l d’extrait. La fraction n-butanol avec λλ,25% d’inhibition 

correspondant à 550,16 équivalent α-tocophérol mM /mg /l d’extrait présente la meilleure 

activité antioxydante par rapport aux deux autres fractions. 
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Figure15 μ Courbe standard de l’ α- tocophérol 

Nous n’avons pas pu quantifier le pouvoir antioxydant des sous-fractions de l’acétate 

d’éthyle car elles étaient en quantité insuffisante. 

III.5. Localisation de la bande active de la sous-fraction F15 

La comparaison des 3 plaques montrant les profils chromatographiques des 18 sous 

fractions  et révélées par la vanilline sulfurique (2%), le DPPH (25%) et la MTT (10%) 

permet de savoir la Rf de la bande responsable de l’activité antioxydante et antibactérienne. 

Les résultats sont montrés sur la figure 16 ci- dessous. 
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a) Plaque révélée par MTT (10%)               

b) Plaque révélée par la vanilline sulfurique   

c) Plaque révélée par DPPH (25%)   

Figure 16: Chromatogrammes comparatifs de la  Rf de sous-fraction F15 

D’après ces figures, la bande active responsable de l’activité antibactérienne (a) 

appartenant à la sous-fraction F15 par comparaison avec la plaque pulvérisée  par la vanilline 

sulfurique (b) à une Rf = 0,86. La plaque pulvérisée par le DPPH (c) montre qu’au niveau de 

cette même Rf, la bande correspondante est aussi douée d’une activité antioxydante. 

Nous pouvons en déduire que la bande à Rf = 0,86 procure à la racine ses activités 

antibactériennes et antioxydantes. 

 

 

Bandes actives de F 15 à 
Rf=0,86 

a b c 
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CONCLUSION GENERALE et DISCUSSIONS  

Les études chimique et biologique de la racine de M. aethiopicum que nous avons 

réalisées nous apportent beaucoup de renseignements complémentaires sur les études 

antérieures de la plante déjà décrites dans  la littérature. 

Selon Boiteau (1986) et Debray (1971), la plante a un pouvoir antioxydant, 

antidiarrhéique et très utilisée traditionnellement pour traiter les maladies infectieuses. 

D’après les résultats du criblage phytochimique, la racine de la plante comporte des 

flavonoïdes, des tanins, des polyphénols, des stéroïdes et des triterpènes. Les propriétés 

thérapeutiques que possède la plante peuvent être dues à la présence de ces familles 

chimiques. En effet, les études de Djemai (2009) et King et al. , 1999 ont montré l’utilisation 

des flavonoïdes et des tanins comme anti-inflammatoires, antioxydant, anticancéreux et 

cicatrisant, les flavonoïdes connus pour leurs propriétés antibactériennes (Bruneton, 1993) et 

les tanins, réputés pour leur propriétés astringentes et antidiarrhéiques (Paris, 1965). 

D’autres recherches ont confirmé que certains terpènes possèdent une activité 

antimicrobienne et jouent un rôle important dans la défense contre les microorganismes 

(Bruneton, 1987).  

D’après ces données traditionnelles et chimiques, l’extraction bioguidée des principes 

actifs par utilisation des solvants à polarité croissante  permet d’obtenir 03 extraits (extrait 

hexanique, extrait de dichlorométhane, extrait méthanolique). Parmi eux, l’extrait 

méthanolique présente des résultats remarquables vis-à-vis des souches microbiennes 

responsables des maladies diarrhéiques (S.aureus; L.monocytogenes; P.mirabilis et 

Y.enterocolitica). Ces résultats justifient l’utilisation empirique de la plante en tant 

qu’anti diarrhéique. 
  Le fractionnement de l’extrait méthanolique  permet d’obtenir 03 fractions (fraction 

acétate d’éthyle, fraction n-butanol et fraction aqueuse). 

  Les résultats du test antibactérien et les profils chromatographiques de ces 03 

fractions suggèrent la nécessité d’une étude plus poussée de la fraction Acétate d’éthyle. La 

purification bioguidée de cette fraction nous a permis d’isoler 2 sous-fractions actives F15 et 

F18 responsables de l’activité antibactérienne. La recherche de la CMI et de la CMB de ces 2 

sous-fractions révèle l’action bactéricide de F15 sur L.monocytogenes et P.mirabilis et l’effet 

bactériostatique de F18 contre L.monocytogenes, P.mirabilis et S.aureus. F 15 et F18 sont, 

les deux sous-fractions de M. aethiopicum, douées de propriétés antibactériennes.  
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La recherche de l’activité antioxydante des 03 fractions (fraction acétate d’éthyle, 

fraction n-butanol et fraction aqueuse) montre leur potentialité à piéger le radical libre DPPH. 

D’après la littérature, cette activité pourrait toujours être attribuée à la présence des 

composés phénoliques (Al-Mamary et al., 2001), de tanins, des flavonoïdes dans l’extrait de 

la racine. Il existe plusieurs mécanismes d’action de ces composés selon leur structure et le 

mode d’arrangement des groupements hydroxyles. Les flavonoïdes agiraient en piégeant ces 

radicaux libres (Sokol-Letowska et al., 2007) tandis que les tanins agiraient comme donneurs 

de protons et accepteurs de radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto oxydation 

(Peret, 2001). Dans le cas des composés phénoliques (Φ-OH), le principal mécanisme 

d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de l’atome H sur le DPPH• qui est 

transformé en une molécule stable DPPHH (Sanchez et al 1998; Molyneux, 2004). 

En conclusion, les résultats obtenus tout au long de cette étude, nous ont permis de : 

 montrer que la racine de M. aethiopicum est active contre S. aureus et quelques 

entérobactéries; 

 localiser les bandes actives responsables des activités biologiques de la racine de la 

plante; 

 déterminer certaines propriétés physico-chimiques et la nature chimique des principes 

actifs. 
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PERSPECTIVES 

Dans l’avenir, nous envisagerons: 

 d’isoler les sous-fractions F15 et F18 (des principes actifs dont les bandes responsables 

de l’activité biologique de la racine de M. aethiopicum sont déjà localisées); 

 d’améliorer les procédés d’extraction et de purification de manière à obtenir les 

principes actifs à l’état pur ; 

 de poursuivre davantage l’étude de leurs propriétés physico-chimiques, de déterminer 

leur composition chimique et d’établir sa structure chimique ; 

 d’étudier leur mécanisme d’action ; 

 d’étudier la toxicité des deux sous-fractions actives de la fraction acétate d’éthyle ; 

 d’approfondir les propriétés biologiques déjà mises en évidence tout en prospectant 

d’autres effets qui permettront de mieux utiliser cette plante. 
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ANNEXE 1 

 

Composition du réactif de la vanilline sulfurique 

Vanilline……………………. 0, 5g 

Acide sulfurique (H2SO4)…... 100ml 
 
Préparation de la vanilline sulfurique (Révélateur polyvalent). 
Préparer une solution composée de 1g de vanilline, 2ml d’acide sulfurique et de l’éthanol à 

95% q.s.p. 100ml. Après pulvérisation, chauffer la plaque de CCM  à 110°C pendant 5 

minutes environ. Plusieurs colorations apparaissent en fonction du type de composés. 

 

ANNEXE 2 

 

Composition des réactifs généraux pour les alcaloïdes: 

Réactif de MAYER : 

Chlorure de mercure………………… 1,36g 

Iodure de potassium……………….… 5g 

Eau distillée…………………………..qsp 100ml 
 
Réactif de WAGNER : 
Iodure de potassium………………… 2g 

Iode…………………………………...1,27g 

Eau distillée…………………………..qsp100ml 
 
Réactif de DRAGENDORFF : 
Il s’agit d’un mélange (v/v) de deux solutions, A et B μ 
 
Solution A : 

Nitrate de bismuth………………………1,7g 

Acide tartrique concentré……………… 20g 

Eau distillée……………………………..qsp 100ml 
 
Solution B: 

Iodure de potassium……………………..10g 

Eau distillée………………………………qsp 40ml 
 
Le mélange est ensuite additionné de 10g d’acide tartrique et son volume est ramené a 
100ml par de l’eau distillée. 
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ANNEXE 3 

 

A) Compositions chimiques des différents milieux de cultures 
 
EAU PEPTONEE 
Peptone bactériologique…………………10g 

Chlorure de sodium……………………. 5g 

Eau distillée……………………………..qsp 1000ml 

pH= 7,6 
 
 MUELLER-HINTON : 
Formule-type (g/l) 

Extrait de viande……………………………2,0 

Peptone trypsique de caséine………………17,5 

Amidon……………………………………..1,5 

Agar………………………………………..15,0 

 
 
MÜELLER HINTON BROTH (milieu liquide) 

Formule-type (g/l) 

Boeuf, perfusion déshydraté de 300g……………………………………................2 

Hydrolysat de caséine……………………………………………………................17,5 

Amidon.........................................................................................................1,5 

pH= 7,4 à 25°C 
 
B) Préparation des milieux à partir de la poudre déshydratée 
  Préparation du milieu de MUELLER-HINTON : 

- Dissoudre 36g de milieu déshydraté dans de l’eau distillée en agitant continuellement puis 

ajuster à 1 litre. 

- Chauffer le milieu jusqu’à dissolution totale sur une plaque chauffante toujours en remuant 

avec un agitateur magnétique. 

- Autoclaver à 121°C pendant 15minutes. 
  Préparation du milieu NUTRIENT BROTH 
- Dissoudre 13g de milieu déshydraté dans de l’eau distillée en agitant continuellement puis 

ajuster à 1 litre. 

- Chauffer le milieu jusqu’à dissolution totale sur une plaque chauffante toujours en remuant 

avec un agitateur magnétique. 
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- Autoclaver à 121°C à 2 bars pendant 15minutes. 

 

ANNEXE 4 

Composition des colorants GRAM : 

Formule théorique pour un litre : 

VIOLET DE GENTIANE : 

Cristal violet …………………………………………….…1g 

Alcool à λ5°…………………………………………..…10ml 

Acide phénique…………………………………………….2g 

Eau distillée ……………………………………………100ml 
 
LUGOL 
Iode………………………………………………………..3g 

Iodure de potassium………………………………………λg 

Eau distillée……………………………………………λ00ml 
 
FUSCHINE DE ZIEHL 
Fuschine basique…………………………………………0,3g 

Alcool λ5°………………………………………………..10 ml 

Phénol cristallisé…………………………………………...5g 

Eau distillée ………………………………………….…..95ml 

 

ANNEXE 5 

 

Préparation de la solution du DPPH 

Dissoudre 25mg de DPPH en poudre dans 100ml de méthanol. Bien conserver dans un 

réfrigérateur et mettre à l’abri de la lumière (utilisation d’un papier aluminium) jusqu’à son 

utilisation. 

 

ANNEXE 6 

 

Préparation de la solution du MTT 

Dissoudre 10mg de MTT en poudre dans 100ml d’eau distillée. Bien conserver la  solution 

mère dans un réfrigérateur de -20°C jusqu’à son utilisation. 
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Title of memory: Biological and chemical studies of Mystroxylon aethiopicum’s roots 

(CELASTRACEAE) 

ABSTRACT 

Antibacterial and antioxidant activities were highlighted in the root extracts of 

Mystroxylon aethiopicum, a non-endemic CELASTRACEAE of Madagascar.   

            The phytochemical screening of the crude extract shows that the root contains 

flavonoids, leucoanthocyanes, tannins, steroids, triterpenes, sterols and unsaturated 

deoxyoses. 

            Successively macerated root powder and the liquid-liquid partition of methanolic 

extract by increasing polarity solvents provides 03 respectively extracts (hexane, 

dichloromethane, methanol) and 03 fractions (ethyl acetate, n butanol, aqueous). Open 

column chromatography of the ethyl acetate fraction leads to the production of 18 sub-

fractions (F1 to F18). 

            Two active sub-fractions F15 and F18 of the ethyl acetate fraction were located 

through direct Bioautography method. Evaluation of antibacterial activities of 03 extracts, 

03fractions and 18 sub-fractions revealed the inhibiting effect of the methanol extract, 03 

fractions and sub-fractions F15 and F18 on the growth of Gram-positive bacteria ( Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus) and two Gram - bacteria (Yersinia enterocolitica 

Proteus mirabilis) for the diameters of the inhibition halo variant of 7 ± 0.5mm to 11mm. 

             The determination of the MIC and MBC of F15 and F18 shows the bactericidal 

activity of subfraction F15 on P.mirabilis and L.monocytogenes with MIC and MBC equal to 

250 g / ml and effect bacteriostatic sub-fraction F18 against these same bacteria with MIC 

values ranging from 250ȝg / ml (S. aureus) to 500ȝg / ml (L.monocytogenes and P.mirabilis) 

and CMB greater than 500ȝg / ml. 

             In vitro testing using the method Bioautography showed that 3 fractions (ethyl 

acetate, n-butanol and aqueous) and F15 and F18 subfractions exhibit antioxidant activity. By 

the method of DPPH in a concentration of 0.5mg / ml, the fractions of ethyl acetate, n-butanol 

and aqueous inhibit free radical DPPH of 59.78% to 99.25%. The fraction n-butanol with 

λλ.25% inhibition corresponds to the α-tocopherol equivalent equal to 550.16 mM / mg / l of 

extract has the highest antioxidant capacity than the two other previews. 

Keywords: Celastraceae, Mystroxylon aethiopicum, antibacterial, antioxydant.



Résumé 

 

Nom : RAMAROTANY 

Prénoms : Falimanitra Mihantasoa Tsanta 

Titre du mémoire : Etudes biologique et chimique des principes actifs de la racine de 

Mystroxylon aethiopicum Loès (CELASTRACEAE) 

RESUME 

Des activités antibactérienne et antioxydante ont été mises en évidence dans les 
extraits de racine de Mystroxylon aethiopicum, une CELASTRACEAE non endémique de 
Madagascar. 

Le criblage phytochimique de l’extrait brut montre que la racine contient des 
flavonoïdes, des leucoanthocyanes, des tanins, des stéroïdes, des triterpènes, des stérols 
insaturés et des désoxyoses. 

La macération successive de la poudre de racine ainsi que le partage liquide-liquide de 
l’extrait méthanolique par des solvants à polarité croissante permet d’obtenir respectivement 
03 extraits (hexanique, dichlorométhanique, méthanolique) et 03 fractions (acétate d’éthyle, 
n-butanol, aqueuse). La chromatographie sur colonne ouverte de la fraction acétate d’éthyle 
conduit à l’obtention de 18 sous-fractions (F1 à F18).  

Deux sous-fractions actives F15 et F18 de la fraction acétate d’éthyle ont été localisées 
grâce à la méthode Bioautography directe. L’évaluation des activités antibactériennes des 03 
extraits, des 03 fractions ainsi que des 18 sous-fractions révèle l’effet inhibiteur de l’extrait 
méthanolique, des 03 fractions et des sous-fractions F15 et F18 sur la croissance des Bactéries 
gram positives (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) et deux bactéries Gram - 
(Yersinia enterocolitica, Proteus mirabilis) à des diamètres de l’halo d’inhibition variant de 
7±0,5mm à 11mm. 

La détermination de la CMI et de la CMB de F15 et  de F18 montre l’activité 
bactéricide de la sous-fraction F15 sur   P.mirabilis  et  sur L.monocytogenes avec une CMI et 
une CMB égale à 250µg/ml et l’effet bactériostatique de la sous-fraction F18 contre ces même 
germes avec des valeurs de la CMI variant de 250µg/ml (S.aureus) à 500µg/ml 
(L.monocytogenes et P.mirabilis) et de la CMB supérieure à 500µg/ml. 

In vitro, les tests utilisant la méthode Bioautography ont montré que les 3 fractions 
(acétate d’éthyle, n-butanol et aqueux) et les sous-fractions F15 et F18 présentent une activité 
antioxydante. Par la méthode de DPPH, à une concentration de 0,5mg/ml, les fractions acétate 
d’éthyle, n-butanol et aqueuse inhibent le radical libre DPPH de 59,78% à 99,25%. La 
fraction n-butanol avec 99,25% d’inhibition  correspondant à l’équivalent α-tocophérol égal à 
550,16mM /mg /l d’extrait présente la capacité antioxydante la plus élevée  par rapport aux 
deux autres extraits. 

Mots clés: Celastracées, Mystroxylon aethiopicum, antibactérien, antioxydant 
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