
UNIVERSITE DE OUAGADOUGOU N° d'ordre: 02 
FACULTE DES SCIENCES 

ET TECHNIQUES 

THE SE 
présentée pour obtenir le grade de 

DOCTEUR DE TROISIEME CYCLE 

Spécialité : Sciences Biologiques Appliquées 
Option : Biochimie - Microbiologie 

par 
MILLOGO née KONE Hassanata 

CONTRIDUTION A L'ETUDE CHIMIQUE ET 
MICROBICJLOGIQUE DE HOLARRHENA 

FLORIBUND~4.. (G. Don) Dur. ct Schinz 
(APOCYNACEES): 

ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIJHICROBIENNE DES ALCALOIDES 
ET LEUR EVALUATION TOXICOPHARMACOLOGIQUE 

Présidf.nt: 
t•:xarnint~teurs: 

Soutenue le 16 avril 1992 
devant la commission d'examen : 

.M. SOUDRE B. Robert Maitre de Conférences Agrégé· Université de Ouagadougou 
Ml\1. KABORE Z. Ifjsiaka Maître de Recherches CNRST dt! Ouar_:adougou 

Dl~ SOUZA Comlan .,'!Jaitre de Conférences · Univaslte du Bénin 
GUINKO Sita MaUre :le Conférences· Université de Ouagadougou. 
GUlSSOU 1. Pierre }..(attre de Conférences /\grégé · U_niversité de Ou.agadougnu 



,DEDICACE 

J e dedie eette these ....... . 

-a 141 men10ire de Inon Pere, decede depuis rna tendre 
enfance ; 

- a ma l\'Iere a qui je dois tout; 

- 11 mon IVlari qui n1'a beaucoup encouragee et 
soutellue pendant ce travail ; 

- a rnes deux enfants Fatollinata Ethel et Hassan Joseph; 

- a KONATE Kenedougou et a sa femme KONATE 
Rokia qui In'Ollt soutenue pendant Illes etudes; 

- a tOllS Illes parents et uluis ... 

- a la Soeur lVlarie Pif>rre BONARD, ancienne 
directrice du College Sainte Therese de Banfora, qui 
fut et resterCl une mere pOllr nwi ; 

- au Pere Bernard FAGNON qui a toujours He un soutien 
inestimable pour In promotion du guidislne burkillabe ; 

- a I' Association Nationale des Guides du Burkina 
Faso qui gardenl toujollrs sa place dans mon coeur. 



REMERCIEMENTS 

Ce travail a ete realise a l'Institut de Recherches sur 
les Substances Naturelles (I.R.S.N.), sous la direction 
scientifique de Monsieur KABORE Zindibala Issiaka, Maitre de 
Recherche, que nous remercions pour nous avoir guidee et soutenue 
tout le long de notre formation. 

Nous remercions Monsieur SEDOGO P. Michel, Directeur 
General du Centre National de la Recherche Scientifique et 
Tehnologique (CNRST) et Monsieur GUISSOU Pierre Innocent pour 
l'interet qu'ils ant porte a ce travail. 

Nos remerciements vont egalement a tout le personnel : 
chercheurs, techniciens, administratifs de l'I.R.S.N. pour la tres 
grande disponibilite et l'esprit de fraternite qui a prevalu durant 
tout ce travail. 

Que Monsieur HANOCQ Michel, Doyen de la Faculte de 
Pharmacie de l'Universite Libre de Bruxelles (U.L.B.) et ses plus 
proches collaborateurs, notamment Madame DONY, Monsieur 
DEVLEESHOUWER et Madame Paul BOUSSARD, soient remercies pour leur 
contribution a la realisation de ce travail. 

Nous ne saurons oublier : 

- Monsieur SOUDRE B. Robert et son personnel du 
Laboratoire de Parasitologie et de Bacteriologie du 
cen~re Hospitalier National - Yalgado OUEDRAOGO, 

- Monsieur TRAORE S. Alfred, Responsable du Departement 
de Biochimie et de Biotechnologie; 

- Monsieur SANKARA Philippe, Responsable du Laboratoire 
d2 Phytopathologie a l'Institut du Developpement 
Rural. 

- Monsieur DABIRE, Responsable du Laboratoire de 
Bacteriologie du Dispensaire saint Camille. 

- et to us ceux qui, a de~ titres divers, ont apporte 
leur aide et conseils. 

J'exprime rna reconnaissance a Messieurs les membres du 
Jury qui ont accepte de juger ce travail. 



1 , . 

S C> M M A IRE 

- AVAN'r-PROPOS ................ '" '" •• ... 0 •• '" ••• '" ••• '" •••• '" • '" CJ .. • .... 3 

- INTRODUCTION .......•........•.• 0 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •• 4 

1 ere PARTIE - GENERALITES (Travaux anterieure) ...•.•.... 7 

A - Etudes botaniques •..••..•.••.••.•.........•...•.•. 8 

B - Etudes chimiques •..•••••..•...•••.•••...••..••.••• 11 

C - Etudes pharmacologiques •..••.••......•..•.......•. 15 

2 eme PARTIE - MATERIEL ET METHODES (travaux personnels) ••• 18 

A - CHIMIE. '" ....... '" '" .. '" ......... '" '" '" ........ '" '" ........ '" .......... 19 

1 - Extraction des principes chimiques (actifs) 

des ~corces de tiges ~t des feuilles par 

d~coction - lyophilisation •....•.•.••.••.••.• 19 

2 - Screening chimique ••.•.••••...••..•.••.•.••.• 21 

3 - Extraction des alcaloides totaux des ecorces 

de tiges a partir d'echantillons des stations 

de Gamp~la, Farako-B~ ,CNRST et des feuilles -

preparation des chlorhydrates •.••..•••••..•.•• 22 

4 - Enrichissement du totum alcaloidique en 

conessine par methylation des bases brutes •••. 25 

5 - Purification des alcaloides totaux par 

Ie biais des oxalates •••..•..•.•.......•.•••.• 26 

6 - Dosage des alcaloides en chromatographie sur 

couche mince par spectrophotodensito-

metr ie ...... '" ........... '" ......... '" ......... '" ............... 27 

7 - Extraction et dosage des deriv~s polypheno­

liques d'ecorces de tiges ..•..••........••.•.. JO 

- dosage complexiometrique •.•...•.•••.•.. J1 

- dosage par oxydation : 

. au reactif de Folin-Denis .•••..•.•.•• 32 

. au permanganate de potassium •..••.•.. J4 



2 . 

B -MICROBIOLOGIE •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 35 

1 - Tests de cytotoxicite sur amibe pathogene 

Entamoeba histolytica .•..•..............•.••.• 35 

2 - Tests de cytotoxicite sur amibe non 

pathogene, Amoeba proteus ...••••.•..••••.... 37 

3 - Criblage microbiologique sur bacteries a 
Gram+ et bacteries a Gram- et determination 

de CMI (concentration minimale inhibitrice) 

ec CMB(concentration minimale bactericide) .• 40 

4 - Etudes cinetiques d'inhibition de croissance 

de differents extra its sur une souche bacte­

rienne: Escherichia coli Q~" B14 ••••••••••• 45 

5 - Activite inhibitrice comparee des extraits alca-

loidiques des trois stations experimentales 

sur E. coli 01.27 Ba ••••.••.••.•.•••.••••.••.••• 50 

C - ETUDE TOXICOPHARMACOLOGIQUE •••••••••••••••••••••••••••• 51 

1 - Determination de la DL50 ••.•.••.••.•••..••• 51 

2 - Tests sur intestin isole de rat ..........••. 52 

3 eme PARTIE - R,ESULTATS •••••••••••••••••••••••••••••••••• 55 

A - CHIMIE ..•••••..•.•...•....•••.•.•....•.....••.•. 56 

B - MICROBIOLOGIE ••••••••••••••••.•••••••• : •••••• : •• 73 

C - TOXICO-PHARMACOLOGIE •••••••••••••••••••••••••••• 92 

4 eme PARTIE - DISCUSSIONS ••••••••••••••••••••••••••••••• 101 

5 eme PARTIE _ CONCLUSION _ PERSPECTIVES •••••••••••••••••• 111 

BIBLIOGRAPHIE ............................................... 113 



3 . 

.AV.ANT-l?R.C>l?C>S 

Au Burkina Faso, les médicaments disponibles dans les 

structures de distribution sont tous importés, rendant leurs prix 

de vente aux consommateurs très élevés . Dans ces conditions, 

l'exploitation rationnelle des données de la Pharmacopée 

Traditionnelle est incontournable et ce, d'autant que le Burkina 

Faso connaît d'énormes problèmes de santé. Les maladies y 

sévissent de manière endémo-épidémique, frappant dans la majorité 

des cas, les populations infantiles dont le taux de mortalité 

est de 133% (UNICEF,l992). 

Parmi les pathologies incriminées, il y a lieu de citer 

en tête de liste, les maladies infectieuses, les parasitoses. 

Les cas de diarrhée-vomissements observés ces dernières 

années au niveau des Services Pédiatriques du Burkina Faso sont 

très préoccupants. Parmi les germes path~gènes responsables de 

ces gastro-entérites, Escherichia coli vient pratiquement en tête 

de 1 iste. Sur dix enfants hospitalisés au Centre hospitalier 

National Yalgado o. de Ouagadougou, au moins six souffrent de 

diarrhée-vomissements. 

Les antibiotiques les plus couramment prescrits dans ces 

affections sont la Colimycine, le Bactrim, le Totapen, la 

Gentalline. Ces médicaments demeurent dans la plupart des cas 

inaccessibles à l'immense majorité des populations, en raison de 

leurs coûts élevés. 

Fort heureusement, la Tradi thérapeutique traite souvent 

avec succès ces gastro-entér i tes et c'est dans ce cadre (de 

valorisation de la Pharmacopée Traditionnelle) que nous avons 

choisi 1 'étude physico-chimique et pharmacologique de Holarrhena 

floribunda (G. Don) Dur. et Schinz. 
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INTRODUCTION 

En Medecine Traditionnelle de 1 'Afrique de l'Ouest, les 

ecorces de racines de H. floribunda sont preconisees dans le 

traitement des maladies dysenteriques, parasitaires (KERHARO, 

1973). 

Les etudes chimiques anterieures effectuees sur 

Holarrhena floribunda par de nombreuses equipes de recherche, 

notamment par R. GOUTAREL et ColI. (1964), ont montre la richesse 

des ecorces de tiges et de racines en pri_.cipes alcaloYdiques de 

la serie du Con8ne-5 a laquelle appartient la conessine, 

alcaloYde majeur des ecorces de racines. Les memes auteurs ont 

mis en evidence .ians les feuilles de cette espece, des alcaloYdes 

steroYdiques de la serie du Pregnene-5 a laquelle appartient 

l'Holaphyllamine. 

Parmi ces alcaloYdes, la conessine a ete utilisee avec 

succes, en tant qu'amoebicide intestinal et tissulaire ; plus 

actif que l'emetine (KERHARO, 1973), cet antimicrobien a 

cependant ete abandonne en raison d'effets secondaires 

indesirables vertiges, insomnies, tremblements, troubles 

neurologiques. Ces effets observes pourraient etre attribues au 

surdosage lors des prescriptions: on peut observer en effet qu'a 

l'epoque, la pharmacocinetique du medicament n'avait pas fait 

l'objet d'etude. 

Ce travail presente un schpma de production d/extraits 

de plante, adaptable a l'echelle semi-industrielle; Holarrhena 

floribunda etant recommande dans la traditherapeutique des 

diarrnees dysenteriformes au sens general du terme. L'activite 

antibacterienne des extraits alcaloldiques, quasi-negligee 

jusqu'ici, est evaluee vis a vis de microorganismes incrimines 

dans les gastroenterites . 

" . 
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L'evaluation de l'activite antidiarrheique 

symptomatique des extraits aqueux (feuilles et ecorces de tiges) 

a ete effectuee par la mise en evidence d' interactions des 

principes chimiques avec l' acetylcholine, neuromediateur qui 

augmente Ie tonus et Ie peristaltisme du tractus gastro­

intestinal. 

Les etudes toxico-pharmacologiques ont ete entreprises 

a partir de differents extraits de la plante, dans 13 but de : 

a) tracer Ie profil pharmacologique des extraits 

effets qualitatifs et quantitatifs - types 

d'effets - organes cibles - doses efficaces 

b) decrire les conditions d~ securite d'emploi de la 

plante: effets toxiques, doses toxiques, marge 

d'utilisation chez l'animal 

c) contr61er la matiere premiere (produit de plante) 

utilisee. 

Ces etudes realisees en laboratoire (in v~vo sur animal 

entier ou in vitro sur organe isole ou microorganisme) ont ete 

entreprises dans Ie but de fournir d'importantes informations, 

dans le cadre de la securite d'emploi avant la premiere 

administration de la formulation a l'homme. 

Un essai comparati f d' eff icaci te a ete realise entre les 

ecorces de tiges de differentes stations experimentales et les 

feuilles, en vue d'une orientation de choix de la partie de la 

plante qui serait efficace et moins toxique aux doses 

d'utilisation therapeutique. 
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Le contrale chimique (standardisation chimique) consti tue 

un puissant moyen d'investigation moderne qui permet de proposer 

aux consommateurs des produits technologiquement fiables. A cet 

effet, il a ete entrepris dans le cadre de notre etude, 

l'evaluation de la teneur des principaux constituants chimiques 

(potentiellement actifs) d'extraits de la plante. La 

spectrophotodensitometrie et la spectrophotocomplexiometrie ont 

ete mises a prof i t pour doser a 4 caloides et deri ves 

polyphenoliques 

caracteristiques. 

presents, identifies par des reactifs 

En vue d'une exploitation rationnelle des sites OU sont 

cultivees nos pI antes medicinales, ces etudes ont porte sur des 

echantillons de H. floribunda de trois localites differentes ; 

Ie degre d'accumulation des principes actifs etant en etroite 

correlation avec les facteurs clima/tiques et edaphiques du milieu 

ou se developpe la plante et avec l'agrotechnique utilisee. 
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lere PARTIE : GENERALITES 
(Travaux anterieurs) 
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B. 

A ETUDES BOTANIOUES 

Le genre Holarrhena appartient a la tribu def Alstoniees 

et a la sous tribu des Holarrheninees, a la famille des Apocynacees 

(BROWN, 1809). 

La famille des Apocynacees est subdivisee en trois sous 
familles : la sous famille des Cerberoidees, celIe des Echitoidees 

et celle des Plumerioidees (PICHON, ,,1948 ; BISSET, 1958). 

Le genre Holarrhena appartient a la sous famille des 
Plumerioidees qui est celIe des plantes riches en alcaloides 

indoliques . Cette sous famille est caracterisee par des antheres 
libres et non appendicules, des carpelles distincts et une graine 

nue. Le fruit est une baie ou une drupe. Holarrhena floribunda fait 

exception car plut6t riche en alcaloide~ steroidiques et possedant 

des graines enfermees dans des follicules. 

Le genre Holarrhena comporte plusieurs especes originaires 

d'Afrique Tropicale ou d'Asie. Il est subdivise en deux sections 

(CHEVALIER, 1938 ; PICHON, 1948 ; BISSET,1958): 

- La section EuhQlarrhena A.D.C caracteris~e par un cal ice 

aux lobes glanduleux comportant plusieurs especes dont deux sont 

africaines : H. febrifuga Kl. et H. congolensis Staff. Les autres 

sont asiatiques : H. antidysenterica (Roxb) Wall., H. mitis R.Br., 

H. angustata Pierre, H. curtisii King et Gamble, H. crassifolia 

Pierre. 

- La section Alepis A.D.C est caracterisee par des lobes 

du cal ice non glanduleux. Elle n'est representee que par une seule 
espece d'Afrique Tropicale : Holarrhena floribunda (G. Don) Our. et 
Schinz. (incl. H. Wulfsbergii ; H. africana) . 
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Pour CHEVALIER, le genre Holarrhena ne regroupe qu'une 

seule espèce : Holarrhena floribunda Dur. et Schinz. Cette espèce 

subirait des variations morphologiques considérables selon les 

microclimats. 

SCHMIT (1950) subdivisait ce genre en quatre espè­

ces : Holarrhena congolensis Stapf, H. wulfsbergii Stapf, 

H. ovata A.D.C et Holarrhena floribunda (G.Don) Dur. et Schinz. 

Pour Pichon, H. wulfsbergii, H. floribunda et 

H. africana A.D.C sont les mêmes. 

Holarrhena floribunda (G.Don) Dur. et Schinz., espèce 

ouest africaine 1 est rencontrée du Sénégal au Zaïre 

(LEPESME, 1948 : CHEVALIER, 1948 ; DE KRUIF, 1981) en passant par 

le Burkina Faso. C'est une espèce assez polymorphe. Elle se 

présente comme un arbuste pouvant atteindre 6 m de haut dans les 

galeries forestières sur les sols hydromorphes limona-sableux et 

comme un arbrisseau de 1 à 2 rn de haut dans les savanes sur les 

sols ferrugineux 1 limone-sableux (GUINKO, 1984). 

En dépit des polymorphismes présentés en fonction des 

microclimats, l'espèce Holarrhena floribunda est une plante qui 

produit un latex blanc et porte des feuilles opposées. Le limbe est 

ovale elliptique, long de 10 à 15 cm, l~rge de 4 à 6 cm, plus large 

en général dans le tiers inférieur, base en coin court, souvent 

disymétrique 1 sommet en pointe acuminée. Il porte 8 à 10 nervures 

latérales. Le limbe est inserré sur le rameau par un pétiole court 

de 3 à 4 mm. Les fleurs blanches et parfumées se présentent en 

corymbe axilliaire. Les fruits sont composés de deux follicules 

linéaires jumelés, longs de 30 à 40 cm et larges de 7 mm (BEHRAUT, 

1971). 



(G Don) da · floribun he na 
Holarr . schinz. 
- Dut:'. et . 

' 
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B ETUQES CHIMIQUES 

Le genre Holarrhena est connu depuis l'antiquite dans 

l'Est asiatique, no~amment en Inde 06 l'esp~ce Holarrhena 

antidysent6_ica ~st exploitee pour ses proprietes antidysen­

teriques. 

HAINES (1865) I isola des ecorces de racine de cette 

plante un alcaloide impur, non cristallisable, resineux et tres 

a~er auquel il donna Ie nom de conessine. D~s lors, cette plante 

presentai t un regain d' interet. Ses ecorces et graines furent 

l'objet de nombreuses etudes chimiques. Parmi les travaux les plus 

fournis on peut citer ceux de BERTHO (1944) I et de GOUTAREL 

(1964). 

Plus tard, JANDT, GOUTAREL et ColI (1970) ont isole des 

feuilles de nouveaux produits, les aminoglycosteroides 

holantosines, holarosines. 

L~s autres esp~ces asiatiques (H. mitis, H. crassitolia) 

ont egalement fait I' objet d' etudes chimiques approfondies dans 

lesquelles se sont illustres GOUTAREL et son equipe. 

Les premiers travaux sur Holarrhena tloribunda 

(G. Don) Our. et Schinz. ont ete entrepr'3 par FAUST et 

HABICH (1878) qui retirerent des ecorces de tronc un a'caloide d~nt 

I' etude physiologique fut conf iee a KEIDEL et la purif ication 

realisee par POLSTORFF et SCHIRMER (1886) qui l'identifierent a la 

conessine. La presence de conessine fut confirmee par plusieurs 

chercheurs dont ULRICI (1918), GIENSA et HALBERKAN (1918), BROWN 

(1922). 

PARIS (1938) etudie les ecorces du Seoulou ( Holarrhena 

floribunda) en provenance du Senegal. Il obtient des teneurs en 

alcaloldes totaux plus elevees dans les ecorces de racines (environ 

2 %) que dans les ecorces de tiges (0,8 a 1,5 %). 
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SCHMIT (1950) reprit les travaux de PARIS et confirma les 

resultats de celui-ci. Elle demontra la presence d'autres 

alcaloY.des dans les ecorces de Holarrhena floribunda 

isoconessimine, conessimine, conkurchine, holarrhenine, 

holarrhimine. A la fin de ses travaux, elle conclut que la teneur 

en conessine dans les ecorces de H. floribunda est de l'ordre de 

50 % des alcaloides totaux tandis que dans H. antidysenterica cette 

proportion n'est que de 20 a 30 % . 

Des extractions d' alcaloides totaux ont ete fai tes a 
partir des feui11es de H. floribunda (PARIS, 1942 ; SCHMIT, 1950). 

Les teneurs obtenues vari~nt de 0,06 a u, J5 % avec des traces de 

conessine. Dans les graines, ils ont trouve 0,25 a 0,45 % 

d'alcaloides totaux. L'etude des feuilles a ete approfondie par 

JANOT, CAVE et GOUTAREL (1959). Elle a conduit a l/isolement et a 
la determination de cinq nouveaux alcaloides holamine, 

holaphyllamine, holaphylline et, en collaboration avec LEBOEUF 

(1969), holaphyllamidine et holaphyllidine. 

LEBOEUF (1969) a mis en evidence dans les feuilles de 

H. floribunda la presence de progesterone. Par la suite, BENNET. 

et colI. (1966) ont mis en evidence la filiation biogenetique de 

cette hormona a partir des steroides ~mines tels,que l/holaphyl­

lamine, par l'intermediaire de la pregnenolone et qu'il existe 

un syst~me enzymatique permettant la desamination de l'amine 

steroidique en l'alcool correspondant et inversement. 

Deux alcaloY.des oxygenes : l'ho1afrine et l'holarrhetine 

furent isoles des ecorces de H. Floribunda (ROSTOCK et SEEBECK, 

1958). Puis un examen systematique des alcaloides des ecorces fut 

entrepris (JANar et colI, 1967), examen qui a permis d'isoler a 
l'etat pur onze alcaloides steroY.diques. Les ecorces de H. 

floribunda constituent actuellement la principale matiere premiere 

pour l' extraction, non seulement de la conessine mais aussi de 

l'holarrhenine, steroY.de particulierement interessant par sa 

fonction alcool 128. 
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3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

10. 

11. 

12. 

13. 

- Bases steroidiqyes derivees du conane (rencontrees 

dans les ecorces de tiges et/ou de racine~ 

Conessine 

Isoconessine 

Conamine 

Conessimine 

Conimine 

Conkurchine 

Holarrhenine 

Holarrheline 

Holafrine 

Holarrhetine 

Holadienine 

Holaromine 

Holaline 

diethylamino - 38.~ 

methylamino - 38.~ 

amino - 3B.~ 

dimethylamino - 38.~ N-demethyle 

methylamino - 38. 5 N-demethyle 

amino 38 N-demethyl diene 5,18 (N) 

dimethylamino - 38, hydroxy- 128. 5 

methylamino -38~ hydroxy - 1"B. 5 

dimethylamino -38, pyrotereboxy - 1285 

demethyle 

dimethylamino - 8 pyrotereboxy - 12B.~ 

dHme 1,4 one 3 

methy1norconatriene 

dimethylami~o - 38 hydroxy 5a 

13 .. 

(14. Conarrhimine amino - 3B. 5 N- demethyle) dans les 

graines. 

- Bases steroides deriyees au pregrane 

(rencontrees dans les feuilles) 

1. Funtumine 

2. Irediamine A 

3a amino 5a pregnane 20 one 

diamino - 38, 20a. 5 

3. Holarrhimine diamino - 38, 20a. 5 01-18 

4. Holaphylline methyl amino - J8 one 20. 5 

5. Holaphyllamine amino - 38 one 20.~ 

6. Holamine amino - 3a one 20. 5 

7. Methylholaphylline: dimethyl amino - 38 one 20. 5 

8. Holaphyllinol 

9. Holaphyllidine 

methylamino - 38 hydroxy - 208. 5 

ethyl amino - 38 hydroxy - 20B. 5 

10. Dihydroholaphylline: amino - 38 one - 20. 5 

- .ease non s:t;eroldigue derivee de l'adenine 

Triacanthine : dimethylallyl - 3 adenine. 
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CONFIGURATIONS STEREOCHIMIQUES O.ES PRlNClPAUX ALCALOÏDES 
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DE HOLARRHENA FLORIBUNOA 

RI = Rz - R3 - C H3 ------- Conessine 

2 RI = Rz - CH3 ; R3 = H ---- Conessimine 

3 RI - H Rz= R3=. CH
3 

____ !soconeHimine 

4 RI - Rz - H R3 - CH
3 

____ CQncmine 

5 RI = R3 - H Rz - C H3 ____ Conimine 
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6 Rz. =. H _____ ·---· Holo;::Myliamlne 

H· . R2 =r CH 3 __ ------- Holapnylline 

8 Rt = Rz _ CH;s -·-------- MtÎihyl Holophyllintt 

9 .R r= Rz - H ___ -------- Holam,"ne- ( 3- <:::<' N O. 5 l 

21 
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C ETUDES PHARMACOLOGIQUES 

Holarrhena floribunda (G. Don) Our. et Schinz est 

prescrite en medecine traditionnelle comme antidysenterique, 

febrifuge et diuretique. Le macere des ecorces de racines est 

indique dans le traitement des enteralgies (KERHARO, 1973) tandis 

que le decocte est indique per os contre les parasitoses 

intestinales, la blennoragie, l'ascite, la sterilite. Le decocte en 

boissons et en bains est egalement conseil1e durant toute la 

gestation chez les femmes sujettes aux avortements. L'ecorce est 

febrifuge et serait un succedane de la quinine. Le jus des feuilles 

serait hemostatique dans les coupures graves. 

La teinture de racines s'est revelee peu toxique pour le 

cobaye, par voie sous-cutanee tandis que la drogue totale permet 

d' observer un effet febrifuge (hypothermisant) et hypotenseur 

(PARIS,1950). 

SCHMIT (1950), travaillant parallelement sur les ecorces 

d I echantillons du Senegal, de Guinee et du Togo a montre la 

toxicite de la drogue totale sur les paramecies, les daphnies a de 

tres faibles concentrations. Chez les poissons rouges, elle a 

observe une perte d I equilibre. Sur les souris blanches, elle a 

demontre que les ecorces de tiges sont moins toxiq- ;es que les 

ecorces de racines et les graines, moins toxiques que les ecorces 

de tiges. 

Les chlorhydrates d' alcaloldes totaux presentent une forte 

toxicite pour les protozaires (PARIS, 1938 i 1942) ; a la dilution 

de Ip.100 000 on observe la mort des paramecies en 15 mn et a la 

dilution de 1 p.20 000, en 5 mn. 

Par contre ils sont peu toxiques pour Ie cobaye par voie 

sous cutanee, mais par voie intraveineuse et a forte dose (0,02 g 

a 0,03 g/kg) on observe des signes d'intoxication cardiaque 

(arythmie, dissociation auriculo-ventriculaire). 
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Traitant des amibiens avec des pilules d'extraits totaux 

a 0,05 9 d' alcaloides totaux, CROSNIER et colI (1948), apres 

echelonnement du trai tement sur trois semaines (une semaine 8 

pilules par jour, une semaine de repos medicamenteux et une semaine 

de reprise de traitement), constatent pour 13 malades ltteints de 

dysenterie aigue la dispari tion des amibes dans 9 cas ; pour 6 

malades atteints de co1iques avec presence de kystes, la 

disparition tota1e des kystes. 

Les alca10Ides iso1es a l'etat pur a partir de differentes 

especes de Holarrhena ont ete etudies pharmacologiquement par de 

nombreux chercheurs. 

En therapeutique humaine, la conessine peut ~tre 

administree par voie buccale en cachets ou comprimes sous forme de 

ch10rhydrate ou de bromhydrate officinal, ce dernier sel etant 

mieux tolere. Le traitement pour l'adulte consiste a prescrire 

0,50 9 par jour pendant 4-5 jours puis a diminuer progressivement 

les doses en echelonnant la cure sur 15-20 jours, la dose totale 

etant de l'ordre de 5 9 (TANGUY, ROBIH et RAOUL, 1948). Ces 

chercheurs ont obtenu des succes dans Ie traitement des amibes et 

de leurs kystes. Les resultats obtenus sont au moins equivalents a 
ceux de l'emetine et du stovarsol. 

Des resul tats satisfaisants avec la conessine furent 

egalement obtenus par PIETTE ( 1948 ) a I' Hopi tal de la Pi tie a 
Paris, par CROSNIER et coll.(1948) a I'Hopital militaire du Val-de­

Grace a Paris, pa' LAVIER et coll.(1948). 

Dans Ie trai tement d' amibiases hepatiques I SOULAGE et 

PORTE (1950) I de m~me que CROSNIER et colI. ont egalement obtenu 

des resu1tats satisfaisants. 

En 1949 I Medecine Tropicale, Revue du corps de sante 

colonial fran9ais consacrait un numero special au traitement de 

l'amibiase par laconessine. SIGUIER et colI. (1949) donnent dans 
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la meme revue une etude experimentale comparative de 1 . conessine 

et de l'emetine. 

Mais tous les cliniciens ayant pratique la 

conessinotherapie s'accordent pour reconnaitre que malgre sa 

toxicite relativement faible, elle peut provoquer des incidents 

neuro-vegetatifs sensoriels ou neuro~ogiques (vertiges, insomnies, 

agitations, angoisses, delires). Mais ces incidents sont rares et 

surviennent p1ut6t chez les sujets p:cedisposes (TANGUY, 1948 ; 

CROSHIER, 1948 ; PIETTE, 1948) ce qui se produi t aussi avec 

d'autres medications. Ces incidents peuvent du reste etre prevenus 

par l'administration concomittante de gluconate de sodium, 

d' antihistaminiques et au besoin de barbi turiques. Neanmoins, 

indique Lavier, la conessinotherapie necessite une surveillance 

medicale attentive. Elle a finalement ete abandonnee au profit de 

l'emetine qui conservait la faveur des medecins traitants. 

cependant, le bromhydrate d'amino-oxyconessine propose en 

1952 par crosnier, aussi actif et mieux tolere que la conessine, 

pourrait permettre d'envisager d'etendre les indications de cette 

derniere et d'envisager un traitement ambulatoire, egalement 

possible d'ailleurs avec les extraits totaux d'H. tloribunda 

(CROSNIER, 1952 ; CAVIER, 1959). 

Ces travaux precites n'ont pas ete poursuivis et 

l'utilisation therapeutique actuelle de la conessine se retrouve 

surtout par voie externe dans les vaginites et uretrites a 
Trichomonas ainsi que dans les leucorrhees (GODET, 1950). 

D'autres principes actifs ont ete isoles : Conkurchine, 

Holarrhenine, Holarrhimine, Holaphylline, Holaphyllamine et 

Holamine (GOUTAREL, 1964). Ces alcaloides sont pour La plupart des 

hypotenseurs, des depresseurs du systeme respiratoire. Iis ont un 

effet spasmolytique. Les DL 50 obtenus avec les aicaloides du type 

conane sont compris entre 28 et )0 mg/kg p.c. (KERHARO, 1973). 



2e PARTIE --

18. 

MATERIEL ET METHODES 
(Tra~a~x personnels) 
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A CHINLE 

Parmi les substances naturelles qu' une plante elabore, 

toutes n'interessent pas au meme degre le pharmacodynamiste. Dans 

le cadre de ce chapitre (etude chimique), nous nous interesserons 

surtout aux principes chimiques actifs sur le plan pharmacologique 

et, par consequent responsables de l' acti vi te en therapeutique. Ces 

substances naturelles renferment des groupes chimiques tres divers 

(alcaloides, flavonoides, saponosides, sterols ... ). 

L' etude des groupes les plus actifs du point de vue 

physiologique, comme les alcaloides, saponosides, tanins, etc •.. , 

sera developpee, notamment en ce qui concerne l' extraction, la 

caracterisation et Ie dosage. Differentes methodes de dosage 

chimiques sont mises a profit dans Ie cadre de la standardisation 

chimique de produits a base de plantes. 

La chimie a egalement ete mise a profit pour l'evaluation 

de la teneur en un des constituants majrlrs de la plante etudiee. 

Cette etude a porte sur des echantillons de SitAS differents 

(stations experimentales de culture) du point de vue des conditions 

climatiques, edaphiques. 

1. Extraction des principes chimiques des ecorces de tiges 

et des feuilles par decoction -lyophilisation 

a)- Materiel et reactifs 

- materiel vegetal : 

. feuilles 

. ecorces de tiges : provenant des pieds obtenus a partir de 

plantules pre levees sur site naturel en juin 1983 des galeries 

forestieres du Houet (Dinderesso au Nord de Bobo-Dioulasso). Ces 

plantules ant ete mises en culture sur trois sites distincts du 

point de vue de la nature du sol et du microclimat environnemental. 
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Il s'agit des stations expérimentales de culture de l'IRSN à 

Farako-Bâ (15 km à l'Ouest de Bobo-Dioulasso), à Gampèla (15 km à 

l'Est de Ouagadougou) et au CNRST (forêt classée en plein centre de 

ouagadougou). 

- Eau distillée 

- Entonnoir 

- Coton et papier filtre 

- Centrifugeuse 

- Lyophilisateur 

b)- Méthodes 

50 g d'écorces de tiges (Station Farako-Bâ) finement 

pulvérisées ont été mises dans 250 ml d'eau distillée puis portées 

à ébullition pendaL c 10 minutes. Le décocté obtenu a été filtré sur 

coton puis centrifugé avant d'être passé sur papier filtre. Cette 

opération a été reprise deux autres fois de suite avec le marc. 

Les filtrats réunis ont été lyophilisés pour une plus 

longue conservation. 

D'autres extractions ont été effectuées avec 150 g et 

65 g des deux autres stations (voir tableau des résultats 1 p.56). 

Avec les feuilles, l'extraction des principes chimiques 

par décoction a été effectuée avec des échantillons de Farako-Bâ. 

Les filtrats obtenus dans les mêmes conditions que précédemment ont 

été lyophilisés (voir tableau 2 p. 56). 

La teneur en lyophilisat dans les différents cas a été 

déterminée. 
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2. Screening chimique 

- Screening chimique du decocte d'ecorces de tiges 

Ce screening a ete effectue dans le souci de verifier la 

presence apres decoction de certaines molecules susceptibles d'etre 

a l'origine de l'activite antimicrobienne ou de jouer un role dans 

la conservation d'une formulation galenique. A cet effet, il a ete 

mis en evidence la presence de groupes de principes chimiques qui 

sont : tanins, sucres reducteurs, saponosides, alcaloldes. 

a)- Materiel et reactifs 

- tubes a essai 

- matieres premieres (lyophilisats de decoctes) 

- liqueur de Fehling (solutions A et B) 

- Fe ell 

- acide acetique 5 % 

- reactifs de Dragendorff et de Mayer. 

b)- Methodes 

- Sucres reducteurs : Im1 de decocte a ete dilue dans 2 ml d'eau et 

porte a ebullition en presence de 1 ml de liqueur de Felhing. La 

presence de sucres reducteurs est materialisee par la formation 

d'un precipite rouge brique. 

- Tanin§ : 1 ml de decocte est dilue dans 2 ml d'eau et additionne 
de 3 gouttes d/une solution diluee de Fe CI J • La presence de tan ins 

galliques est indiquee par l'apparition d'une coloration bleue et 
celle de tanins catechiques par la coloration noir-verdatre. 
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- Saponosides ( hétérosides stéroliques) : 

2 ml de décocté dilué avec de l'eau distillée (1:1) sont agités 

dans un tube a essai pendant 15 minutes. L'apparition d'une colonne 

de mousse d'au mo~ns 1 cm de haut persistant pendant 15 minutes 

indique la présence de saponosides. Cette réaction est confirmée 

par celle de Lieberman-Büchard. 

- Alcaloïdes sels : 1 ml de décocté a été acidifié avec 0, 5 ml 

d'une solution d'acide acétique 5 % . La présence d'alcaloïdes sels 

est revélée par l'apparition d'un précipité jaune orangé avec le 

réactif de Dragendorff et d'un précipité blanc cailloté avec le 

réactif de Mayer. 

(Voir résultats p.57) 

- Screening chimique complet des écorces de tiges 

L'extraction et l'identification des groupes de principes 

chimiques ont été effectués avec des solvants de polarité 

croissante (chloroforme, éthanol, eau). Les résultats sont consi­

gnés dans le tableau 3 p.58 . 

3. Extraction des alcaloïdes totaux des écorces 

de tiges à partir d'échantillons des statio~ 

de Gampéla, Farako-Bâ. CHRST et des feuilles 

Préparation de chlorhydrates 

a)- Matériel et réactifs 

- matière première : échantillon de Farako Bâ, 

de Gampèla et du CNRST 

- soxhlet - cartouche - coton 

- papier filtre (Whatman n·l) 

- entonnoir 

- évaporateur rotatif 
acide sulfurique 5 % - acide acétique 5 % 

- chloroforme 



- chlorure de méthylène 

- ammoniaque 25 % 

- acétone - acide chlorhydrique 37 %, éthanol 

- chlorure de sodium. · 

b)- Méthodes 

b1. Extraction des alcaloïdes totaux à partir des 

écorces de tiges - Pré11aration de chlorhydrates 

- Extraction 

2 3. 

100 g de poudre fine d'écorces de tiges de Holarrhena 

tloribunda (Station Farako-Bâ) ont été alcalinisés avec 

100 ml d'ammoniaque 12,5 % et laissés sous agitation magnétique 

dans 1 1 de chloroforme pendant 15 H de temps. Après fi1cration sur 

coton, le marc est repris avec 500 ml de chloroforme et laissé sous 

agitation pendant 30 minutes. Cette dernière opération est repetée 

jusqu'à Mayer négatif. Les filtrats obtenus ont été réunis et 

concentrés dans un évaporateur rotatif. Les alcaloïdes sont ensuite 

extraits sous forme de sels par de l'acide sulfurique 5 % jusqu'à 

Mayer négatif puis sous forme de base~ par du chlorure de méthylène 

en milieu fortement alcalinisé par de l'ammoniaque 25 % . L'extrait 

chlorométhylénique a ensuite été lavé abondamment à l'eau, jusqu'à 

neutralité, séché sur du sulfate de sodium anhydre et filtré sur du 

papier Whatman n·l (séparateur de phases). Tiré à sec, le filtrat 

laisse un résidu constituant le tatum alcaloïdique. 

Les extractions des alcaloïdes totaux ont été effectuées à 

partir des écorces de tiges prélevées sur toutes les trois ( 3) 

stations expérimentales (voir tableau 4 p.59). 

Chaque extraction a été répetée au moins 3 fois. 



24. 

- Preparat: In de chlorhydrates d'alcaloides totaux 

600 mg de totum alcaloique ont ete dissous dans une quantite 

suffisante d'acetone. Par barbotage de vapeurs d'acide 

chlorhydrique (Na Cl + H2S0 4 provoque la formation de vapeurs de 

HCl) dans la solution acetonique, des chlorhydrates d'alcaloides, 

de couleur blanc-laiteux se forment et precipitent. L'operation est 

arretee apres l'obtention d'un pH franchement acide. 

Le precipite est filtre sur papier Whatman nOl et rince a 
1 'acetone jusqu'a pH neutre du filtrate Du fait de leur 

hygroscopie, les chlorhydrates obtenus ont ete seches a l'etuve 

(enceinte close) a 50 0 C. Cette operation a ete reprise avec 

differentes quantites de totum alcaloidique. 

b2. Extraction des alcaloides totaux des feuilles 

de Holarrhena flQribunda - preparation de 

ehlorhydrates 

- Extraction 

Deux techniques ont ete adoptees. La premiere est celle 

classique effectuee a partir de 520 g de poudre. Le protocole est 

Ie mame qU'avec les ecorces de tiges. La deuxieme technique adoptee 

est la suivante : 

100 g de poudre de feuilles (Station Farako Ba) ont ete 

alcalinises par 100 ml d'ammoniaque 12,5 % puis additionnes de 

700 ml de dichloromethane et places sous agitation pendant 15 

heures. Apres filtration sur coton, l'extraction a ete poursuivie 

avec plusieurs fractions de dichloromethane jusqu'a Mayer negatif. 

Les phases organiques reunies ont ete concentrees a environ 100 ml 

et additionnees de 200 ml de rnethanol-acide acetique (180:20). 

Cette phase, apres concentration, a ete diluee par 500 ml d'eau. On 

laisse decanter pendant 15 heures avant de proceder a la filtration 
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sur papier filtre Whatman n·l et au séchage en enceinte close à 

5o"c (voir tableau 5 p.60). 

- Préparation de chlorhydrates 

Les acétates d'alcaloïdes totaux obten1 .s ont été 

décomposés dans du dichlorométhane en présence d'ammoniaque. La 

phase chlorométhylénique, tirée à sec, a donné un résidu constitué 

d'alcaloïdes bases. Ce résidu a été dissous dans un peu d'éthanol. 

L'addition de chloroforme puis d'éther a permis la cristallisation 

par barbotage de vapeurs d'acide chlorhydrique. 

4. Enrichissement du tatum alcaloïdigye en conessine 

par méthylation des bases brutes 

a)- Matériel et réactifs 

matière première = tatum alcaloïdique 

- réfrigérant à reflux - évaporateur rotatif 

- ballon de 250 ml à fond rond et col rodé 

- acide formique 

- formaldéhyde 40 % 

- eau distillée 

- soude en pastilles 

- éther de pétrole 

- réactif de Mayer ou de Dragendorff 

- acétone 

b} - Métl.0des 

1, 5 g de chlorhydrates d'alcaloïdes totaux ont été mis en 

chauffage à reflux pendant 4 heures dans 33,5 ml d'acide formique 

et 3 3, 5 ml de formaldéhyde à 40 % Après refroidissement, 

l'extrait a été dilué avec 50 ml d'eau puis alcalinisé avec 10 g de 

soude dissous dans 5 ml d'eau. 
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L'extraction des bases a été faite à l'éther de pét ole jusqu'à 

Mayer négatif, suivi d'un tirage à sec à l'évaporateur rotatif. Le 

résidu obtenu a été dissous et cristalli dans l'acétone par un 

barbotage de vapeurs d'acide chlorhydrique. Le précipité obtenu a 

été filtré et séché, la teneur moyenne en conessine déterminée. 

(Voir résultats p.60). 

5. Purification des alcaloïdes totaux par 

le biais des oxalgtes 

a)- Mgtériel et réactifs 

- totum alcaloïdique 

- acétone 

- acide oxalique 

- chlorure de méthylène 

- ammoniaque 25 % 

- eau distillée 

- sulfate de sodium anhydre 

- papier filtre. 

b)- Méthodes 

30 mg de totum alcaloïdique ont été dissous dans de 

l'acétone et transformés en oxalates par addition goutte à goutte 

d'acide oxalique. Le précipité obtenu est décomposé dans du 

chlorure de méthylène en présence d'ammoniaque 25 % . L'oxalate 

ammonique précipite. 

alcaloïdes bases est 

La phase chlorométhylénique renfermant les 

récupérée et lavée abondamment à l'eau 

(l'acide oxalique étant très toxique) puis séchée sur du sulfate de 

sodium anhydre, filtrée et tirée à sec. Les chlorhydrates 

d'alcaloïdes totaux purifiés sont alors soumis à une 

chromatographie sur couche mince. (voir p.61). 



6. Dosage des alcaloides en chrQmatographie sur 

couche mince par spectrQphotodensitometri~ 

a)- Materiel et reactifs 

- matieres premieres 

27. 

· tota alcaloidiques obtenus a partir de 3 echantillons 

proven ant de chacune des stations experimentales (Farako-Ba, 

Gampeda, CNRST). 

echantillons de chlorhydrates d'alcaloldes totaux 

methyles (Station Farako-Ba). 

· echantillons de lyophilisat de decocte (Station de 

Gampela) . 

· echantillons de poudre d' ecorces de tiges (Station de 

Farako-Ba) . 

- dihydroxyde de calcium 

- eau distil lee 

- methanol 

- conessine base de reference 

- solvant de migration : acetate d'ethyle - hexane -

diethylamine dans les proportions 74 - 24 - 6 

- acide acetique 

- reactif de Dragendorff pour 

bismuth sous nitrate 

iodure de potassium 

acide acetique glaci~l 

eau distillee 

acetate d'ethyl..e 

immersion 

30 mg 

700 mg 

7 ml 

3 ml 

90 ml 
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- spectrophotodensitomètre Shimadzu CS 930 high speed TLC 

Scanner 

- plaque silica gel 60 F 254 TLC 

- micropipette de 1 mcg 

- centrifugeuse 

- évaporateur rotatif 

- cuve à chromatographie 

étuve 

- cuve à immersion 

- s~ectrophotomètre U.V. 

b)- Méthodes 

La teneur des différents échantillons en alcaloïdes dont 

notamment la conessine est déterminée à l'aide d'une courbe étalon 

obtenue avec différentes concentrations de conessine base de 

référence. 

Cb = solution mère = 0,5 mg de conessine basejml de 

méthanol 

T4 = 4 ml de solution mère + 6 ml de méthanol 

T6 = 6 ml de solution mère + 4 ml de méthanol 

TS = 8 ml de solution mère + 2 ml de méthanol 

(voir tableau 6 p.61). 

Les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux et les lyophilisats 

de décocté sont dissous dans de l'eau et leur teneur en conessine 

déterminée (tableaux 7, 8, et 9 p.62 et 63). 

Avec la poudre d'écorces de tiges, le procédé adopté est 

différent. Dans un tube à centrifuger, on introduit respectivement: 

+ 100 mg de l'échantillon 

+ 10 mg de Ca (OH)2 

+ 0,2 ml d'eau distillée 

+ 5 ml de méthanol. 
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Le tube est bouché, agité pendant 5 minutes et soumis à une 

centrifugation. Le surnageant est récupéré dans un ballon. cette 

opération est reprise trois fois de suite avec 5 ml de méthanol. Le 

surnageant, tiré à sec, laisse un résidu qui est dissous dans de 

quantités variables de méthanol . 

Sur la plaque Silica gel 6Q F 254 TLC (20xl0 cm) chaque 

témoin est déposé 2 fois et chaque extrait 3 fois. Le volume déposé 

à chaque fois est de 1 mel, avec une micropipette. La plaque est 

ensuite plongée dans la cuve à chromatographie où on laisse le 

solvant de migration migrer jusqu'à une hauteu~ de 8,5 cm. Elle est 

alors retirée et séchée à l'étuve pendant 2 heures à 1os·c. 

Après refroidissement, la plaque est plongée dans une cuve 

à immersion renfermant du Dragendorff (pour immersion) pour une 

durée de 40 secondes environ. Séchée à la température ambiante du 

laboratoire (environ 25. C) elle laisse apparaître des spots de 

couleur orangée (fig. 1 p.64). 

La mesure des densités des spots est faite au 

spectrophotodensitomètre Shimadzu cs 930 high speed TLC Scanner. 

La plaque est recouverte avec du verre transparent pendant 

les mesures en vue de stabiliser le fond de la plaque. 

Un tracé spectral permet de retenir la longueur d'onde 

maximale pour le dosage. Pour cela, un spectre d'absorption est 

tracé à partir du fond de la plaque avec des longeurs d'onde X 

allant de 370 à 700 nm. La différence est lue par rapport à un spot 

de référence aux mêmes longueurs d'onde. Ce spectre de différence 

permet de déterminer la longueur d'onde à laquelle l'absorption du 

faisceau lumineux est maximale. C'est à cette longu;ur d'onde que 

se font tous les dosages spectrophotodensitométriques 

(fig. 2 p.66). 
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Afin de s'assurer que dans les différents extraits, les 

spots de même Rf (facteur de rétention) que la conessine base de 

référence correspondent effectivement à ceux de la conessine et 

afin d'en évaluer le degré de. pureté, nous avons déterminé des 

spectres d'absorption à partir de ces différents spots (fig. 2 p66) 

La spectrophotométrie a également été mise à profit pour 

identifier la conessine. Les spectres d'absorption dans l'U.V. 

visible ont été tracés avec la conessine base de référence, le 

tatum alcaloïdique et le mélange tatum + alcaloïde base de 

référence (voir fig.J p.67). 

Un balayage vertical de la plaque a été effectué avec le 

tatum alcaloïdique des écorces de tiges prélevées dans chacune des 

stations expérimentales (voir fig. 4 5 et 6 p.68) afin de 

déterminer les pronortions relatives de ces différents alcaloïdes 

dans le tatum. 

7. Extraction et dosages des composés 

polyphénoliques d'écorces de tiges selon 

la m~thode de RIBEREAU et GAYON (1968 ), 

BAILLEUL(l980) 

- Extraction 

a)- Matériel et réactifs 

- matière première : poudre d'écorces de tiges 

- alcool à 80 

ballon à fond rond et col rodé 

- refrigérant à reflux 

- papier filtre 

- évaporateur rotatif 

- fiole jaugée. 
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b)- Méthodes 

5 g d'écorces de tiges finement pulvérisées ont été mis 

dans 100 ml d'alcool à so· ··et portées à ébullition pendant 45 

minutes sous réfrigérant à reflux. Après filtration sur papier 

filtre, le marc est à nouveau épuisé d~ns les mêmes conditions. 

L'épuisement est arrêté quand le test de caractérisation est 

négatif. 

Les solutions alcooliques sont réunies et éva~orées sous 

pression réduite jusqu'à siccité. Le résidu est repris avec 80 ml 

d'alcool à 60". La solution est filtrée puis ajustée à lOO ml dans 

une fiole jaugée. 

- Dosage complexiométrique 

J 

Pri~cipe : La teneur en flavonoïdes totaux de la drogue est estimée 
' . . ' . . 

~~oqa,lement par formation d'un complexe flavonoïde-zirconium selon 

He~sei. La coloration jaune obtenue 1 stable en milieu tamponné, 

pe.;r;me't d 1 évaluer par spectrophotornétrie U.V. la teneur en 

(1~yonoïdes de l'échantillon par rapport à une solution témoin de 

rut6side. 

; ' . a)- Matériel et réactifs 

solution flavonique 

- oxychlorure de zirconium 

- rutoside 

- solution tampon: (acétate de sodium : 27 g 

- alcool à sa· 
spectrophotomètre 

- tubes à essai 

(acide acétique glacial 24 ml 

( eau distillée qsp : 200 ml 
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b)- Méthodes 

A 0,1 ml de la solution flavonique, sont ajoutés 5 ml de 

solution tampon et 1 ml de solution aqueuse d'oxychorure de 

zirconium à 3% (P/V). Après 15 minutes, la densité optique (D.O) 

est mesurée à 400 nm par rapport à une solution témoin dans 

laquelle l'oxychlorure de zirconium a été remplacée par l'eau. 

La teneur en polyphénols est obtenue par référence à une 

courbe d'étalonnage établie pour des concentra ti ons de rutoside 

allant de 0 à 50 mcgjml. Les résultats sont exprimés en grammes de 

rutoside pour lOO g de matière sèche (voir tableau 10 p.71). 

- Dosage par oxydation 

+ par le réactif de Folin-Denis 

Principe : Le réactif de Polin-Denis est constitué par 

un mélange d'acide phosphotungstique ( H3PWJ.~O•o) et d'acide 

phosphomolybdique ( H3 PMou0 40 ) qui est réduit lors de l'oxydation des 

phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstène (Ws0.,3) et de 

molybdène ( Mo 8 0 23 ) la coloration produite (absorption maximale 

comprise entre 725 et 750 nm) est proportionnelle aux taux de 

composés phénoliques. Cette réaction sert de dosage des composés 

phénoliques totaux . 

a)- ~atériel et réactifs 

- extrait à doser 

- acide tanique 

- tubes à essai 

- spectrophotomètre. 
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b)- Methodes 

Le reaetif de Folin - Denis est prepare en melangeant 

750 emJ d'eau l 100g de Na.;:WO., 2H~O, 20g d'aeide de phosphomolybdique 

et 50 em] d'aeide phosphorique. On chauffe so us reflux pendant 2h 

et, apres refroidissement on complete a 1000 cn°. 

On utilise egalement une solution de carbonate de sodium 

prepareee en dissolvant a 70 ou BOGC I 35 g de Na~COJ anhydre dans 

100 ml d'eau ; apres reefroidissement pendant lOhl on provoque la 

cristallisation dans la solution sursaturee en ajoutant un cristal 

de Na;.!C0 1 , lOh20. Apres cristallisation, on filtre sur laine de 

verre. 

Pour effeetuer Ie dosage, on part d'une prise d'essai de 

1 / 5 ml contenant approximativement a,l a 1 mg de composes 

phenoliques que I' on place dans une fiole jauge: de 50 ml, 

contenant environ 37,5 cm] d'eau. On rajoute 2,5 cm] de reatif de 

Folin - Denis et 5 em] de la solution de Na 2 CO]. On dilue ensui te 

avec de l' eau jusqu' a 50 em J
• Apres agitation f on determine la 

densite optique a 730-760 nm sous 1 cm d/epaisseur. On peut 

exprimer Ie resultat en milligrammes par litre d/acide tanique, en 

compa~ant avec une courbe etalon p:eparee a partir d'une solution 

de reference, obtenue en dlssolvant 100 mg d'aeide ~anique dans 

1 1 d/ethanol 60 % . 

Une eourbe d'etalonnage est realisee a partir de 

concentrations differentes d/acide tani ) dGnt la densite optique 

( D.O.) est lue au spectrophotometre. 

solution mere 11 mg d'acide tanique complete 

a 100 ml avec de l/e~hanol a 60° 

soit une concentration 

C a I 11 mg/m 1. 

Le dosage en composes polyphenoliques de l'extrait est 

effectue a partir d'une prise d'essai de 1,5 ml que l'on place dans 

une fiole jaugee de 50 ml, contenant environ 37,5 cm] d'eau. On 

rajoute 2,5 em] qe reactif de Folin Denis et 5 em 1 de la solution 

de Na 2 CO J
• On ailue ensuite avec de l'eau jusqu'a 50 ern] . Apres 
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agitation on détermine la 0.0. à 730 760 nm sous 1 cm 

d'épaisseur. 

La détermination de la concentration en flavonoïdes de 

l'extrait est faite à partir de la courbe d'étalonnage 

(voir tableau 11 p.72). 

+ Par le permanganate de potassium (KMn0 4 ) 

Principe Le KMnO,, en solution diluée ( N/100) et à 

froid, oxyde les composés phénoliques :m milieu acide. Cette 

réaction sert de base à une méthode volumétrique classique de 

dosage des composés phénoliques totaux. Mais tous les composés 

phénoliques présents, à concentration égale, ne réduisent pas la 

même quantité de KMn0 4 • Le résultat représente donc une 

détermination globale qui fournit un indice,l'indice de KMnO,. 

a}- Matériel et réactifs 

- extrait à doser 

- solution de KMn0 4 0,01 N 

- eau distillée 

- indicateur coloré Carmin indigo 

- burette graduée. 

b)- Méthodes 

On utilise une solution de KMnO. N/100 fraîchement 

préparée à partir d'une solution N/10 de KMnO. de titre exact. 

On prépare d'autre part à partir d'une solution de carmin d'indigo 

à 3g/ml filtré, la liqueur suivante: 50cm3 de la solution 

précédente , 50 cml de H2 SO. au 1/3 et 100cm3 d'eau. 

Le dosage se fait par différence entre un témoin (ne 

renfermant pas d'extrait à doser) et un essa1 (cons ti tué par 

l'extrait à une concentration donnée). 

La solution de KMnO, est renfermée dans la burette est 

versée goutte à goutte jusqu'au virage de l'indicateur coloré. La 

différence entre les deux volumes de KMnO, versés pour l'essai et 

pour le témoin per~et de déterminer l'indice de KMnO. (voir p.71). 
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B MTCROBTOT_ .. OGTE 

L'essai ~"ysiologique d 'une drogue comprend essentiellement 

deux volets : l'un ayant trait a l'evaluation de la toxicite et 

I' autre a la determination de l' acti vi te specif ique soi t sur 

microorganisme, soit sur animal entier ou sur organe isole maintenu 

en survie. 

L'activite physiologique n'est pas toujours exprimable en 

valeur absolue, mais seulement comparativement a celle d'une 

substance type, choisie comme etalon de comparaison. 

Dans le cadre de ce chapi tre I nous avons choisi des 

microorganismes souvent incrimines dans les pathologies qui nous 

interessent( gastroenteri tes). L' etude experimentale est condui te de 

fa90n a determiner les concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

et bactericides (CMB). Des etudes cinetiques sont mises a profit 

pour mieux comprendre le comportement des microorganismes vis-a-vis 

des extraits alcaloldiques au cours du temps. 

1. Test de cytotoxicite sur amibe pathogene 

Entamoeba histolytica 

a)- Materiel et reactifs 

- extrait : lyophilisat de decocte d'ecorces de tiges 

- oeuf frais de poule ( de 24 h au plus) 

- poudre de riz sterile 



- solution de Locke 

- billes de verre 

- etuve. 

- autoclave 

- gaz 

- tubes a essai. 

b)- Methodes 

NaCI = 8 9 

(CaCI 2 • 2H2 0) ;:: 0,2 9 

KCl 

MgC1 2 .6H2 0 

Na::! HPO. 

NaH CO:) 

= 
== 

= 
== 

0 / 2 9 

0,01 9 
2 9 

0 / 4 9 

KH2 PO.. = 0 f 3 9 

Eau distillee == 1000 ml 

36. 

Ces tests ont ete effectues sur de jeunes cultures 

d'amibes (formes vegetatives) isolees de selles dysenteriques. Le 

milieu de culture est un milieu biphasique ou milieu de Broeck. II 

est constitue d'une phase liquide ou solution de Locke et d'une 

phase solide constituee d'oeuf frais casse et homogeneise avec des 

billes de verre. Apres homogeneisation, l'oeuf est reparti dans des 

tubes a essai (5 ml) 1 solidif ie et sterilise a I' autoclave en 

formant un plan incline. Additionne de solution de Locke et de 2 a 
3 mg de poudre de riz sterile, l'oeuf solidifie est sterilise a 
121

0 

C pendant 15 minutes a l'autoclave et place a l'etuve a 37' C 

pour verifier la sterilite. 

Les tests de cytotoxicite ont ete effectues avec 

differentes concentrations de lyophilisat de decocte et de produi ts 

de reference flagyll 2-Dehydroemetine. Ces solutions de 

concentrations differences ont ete preparees avec de la solution de 

Locke. 
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Au bout de 24 H de temps à l'étuve à 37° c, des 

prélèvements sont af fectués et la lecture faite entre lame et 

lamelle au microscope optique. 

2. Tests de cytotoxicité sur amibe non pathogène 

A:moeba proteus 

Amoeba proteus est un protozoaire largement étudié 

pour les informations fondamentales qu'il donne sur le cytoplasme, 

les fonctions des organites et du noyau. Il est indiqué comme 

organisme dans les tests de cytotoxicité. Cc microorganisme non 

pathogène est une cellule eucaryote parfaite. La culture est facile 

Elle exige la présence dans le milieu d'autres protozoaires comme 

le Tétrahymena pyriformis qu'elle phagocyte (DUEZ et coll., 1991). 

Le médicament administré per os, par voie intrapéritonéale ou par 

intraveineuse est nécessairement en contact direct avec les 

cellules humaines différentes de son site d'action. Le comportement 

des extraits vis-à-vis des amibes non pathogènes donne une idée de 

l'effet de ces extraits sur les cellules normales. 

Un essai comparatif d'efficacité a été réalisé entre les 

écorces de tiges et les feuilles en vue d'une orientation de choix 

entre extraits alcaloïdiques plus ou moins enrichis en conessine et 

la partie de la plante (feuilles ou écorces de tiges) qui serait 

efficace et atoxique aux doses d'utilisation thérapeutique après 

les études pharmacocinétiques et les essais cliniques 

(tableaux 13 - 14 - 15 - 16 - 17 - 18 , p.74 à 77). 

Il a été effectué parallèlement, une étude comparative de 

cytotoxicité avec l'Emétine, un antiamibien de la thérapeutique 

qui fut récemment abandonné en faveur de la 2-Déhydroémétine 

(voir tableau 12 p.74). 

a)- Matériel et réactifs 

Amibes non pathogènes (Amoeba proteus) 

- Protozoaires : Tetrahymena pyriformis 
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- Centrifugeuse 

- Tubes à essai et à centrifuger stériles 

- Bols rincés à l'eau bidistillée et stérilisés 

- Microscope binoculaire 

- Bleu trypan 

- Tryptose ou proteose peptone - Agar 

- Extrait de levure 

Mg SO.. 7H 2 0 

- Ca HP0 4 • 2H 2 0 

- KCl 

- H2 0 bidistillée 

- Cannes en verre 

- Ouate 

- Erlens - Entonnoirs - Plaque chauffante -

b)- Méthode 

Avant de procéder aux tests proprement dits 1 les amibes 

et le Tétrahymena sont cultivés sur milieux spécifiques. 

bl. Milieu de culture des amibes 

Mg SO 4 8,2 g 

Ca H PO 4 • 2H 2 0 : 10 1 2 mg 

KCl 12 mg 

H 2 0 bidistillée 2 l 

Le mélange est agité et chauffé légèrement sur plaque 

chauffante (40"C) jusqu'à dissolution complète. 

b2. Milieu de culture pour Tetrahymena 

Tryptose 

Extrait de levure 

H2 0 bidistillée 

18 g 

2 g 

1 l 
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Le mélange est chauffé à ébull!tion jusqu'à dissolution 

et réparti dans des tubes préalablement stérilisés. C0s tubes sont 

alors bouchés avec de l'ouate et stérilisés à l'autoclave à 120° c 
pendant 20 mn. 

Le Tetrahymena est lavé avec une solution d'agar 

(JO mg/100 ml de milieu de culture des amibes). Pour ce lavage, on 

procède à une centrifugation, au prélèvement du surnageant. Le 

culot est constitué de Tetrahymena: Cette opération est répetée 

J fois. 

Les bols d'amibes sont rincés avant la mise en contact 

avec le Tetrahymena. Pour cela, le surnageant (milieu de culture 

pour amibes) est soigneusement prélevé et remplacé par du milieu de 

culture neuf. L'opération est répetée J fois. 

bJ. Tests 

- Répartition des amibes environ 50 par cupule 

Aspiration au maximum du milieu de culture de 

chaque cupule 

- Volume d'extrait introduit dans chaque cupule 

- Temps re contact 2 H 

- Aspiration de l'extrait et rinçage deux fois de 

suite avec du milieu de culture 

2 ml 

- 2 gouttes de bleu trypan (2 % dans le milieu de 

culture) sont ajoutés dans chaque cupule ; temps de 

contact : JO secondes 



- Addition de 2 ml de milieu de culture dans chaque 

cupule - Rinçage et aspiration deux fois de suite 

- Comptage des amibes vivantes : ces amibes res­

tent incolores i celles mortes se colorent en bleu. 

Chaque expérience a été reprise 3 fois. 
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3. Criblage microbiologigue sur bactéries à Gram (+) 

et à Gram (-) gar la détermination de CMI 

(Concentration minimale inhibitrice) et CMB 

(Concentration minimale bactéricide) -

a)- Matériel et réactifs 

- Souches bactériennes : 

Streptococcus faecalis CNCM 5855 

. Escherichia coli ATCC 11 229, 

Escherichia coli 0 119 Bl4 et 

Escherichia coli 0127 B8 

. Proteus mirabil , Proteus r~ttgeri et 

Proteus vulgaris NCTC 4635 

. Providencia alcalifaciens 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 et 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

. Salmonella typhimurium 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 et 

Staphylococcus aureus ATCC 13150 

. Yersinia enterocolitica 

- Milieux de c~lture : 

Gélose trypticase soya (TSA) 

Bouillon trypticase soya (TSB) 



Bouillon Mueller Hinton (MHB) 

Bouillon Poly tone 

- Solution tamponee au chlorure de sodium avec 

peptone (FIP) : 

KH2 PO~ 3,56 g 

Na 2 HPO. 7,23 g 

Na Cl 4,3 g 

Peptone 1 g 

Eau distillee 1 I 

tubes a essai 

pipettes steriles de 5 cc 

pipettes steriles de 1 cc 

Autoclave 

agitateur magnetique Vortex 

Etuve 

- Extraits 

b)- Methodes 

- alcaloides totaux - Station 

Farako-Ba 

- alcaloides totaux methyles -

station Farako-Ba 

bl. Determination de la CMI (Concentration 

Mlnimale Inhibitrice) 

41. 

Du bouillon Mueller Hinton est reparti dans 16 tubes a 
essai en raison de 5 ml par tube. Ces tubes sont incubes a 37· C a 
l'etuve pendant 24 H en vue de verifier la sterilite. On obtient 

une gamme de concentrations par une serie de dilutions au demi a 
partir d'une solution mere de 10 mg d/extrait/ml de bouillon. Ainsi 

on a : 
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tube Tl 5 mg/ml 

T2 2,5 mgjml 

TJ 1,25 mg/ml 

T4 0,625 mgjml 

T5 0,312 mgjml 

T6 0,156 mg/ml 

T7 0,078 mg/ml 

TS 0,039 mgjml 

T9 0,020 mgjml 

T10 0,010 mgjml 

T11 0,005 mgjml 

T12 0,0025 mg/ml 

T13 0,0013 mg/ml 

Tl4 0,0007 mgjml 

T15 0 mg/ml 

T16 0 mg/ml. 

Un inoculum de 50 mel d'une suspension bactérienne de 18 

à 24 h est ajouté dans tous les tubes. Ces derniers sont placés à 

l'étuve pendant 24 h à 37· C. La lecture des tubes se fait à l'oeil 

nu au bout des 24 h (voir schéma 1 p.44). 

En milieu liquide, la déterminat.~.on de la concentration 

minimale inhibitrice (CMI) se fait à l'oeil nu. La CM- se définit 

comme la plus faible concentration d'un antibiotique capable 

d'interrompre dans un milieu et à des concentrations parfaitement 

définies toute croissance visible d'une souche bactérienne donnée. 

c)- Dénombrement 

La détermination de la densité de la suspension 

bactérienne inoculée se fait par des dilutions au dixième et 

l'ensemencement en gélose profonde. Les boites de pétri sont 
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placées à l'étuve à J7·c pendant 24 h. 

Le dénombrement des colonies formées se fait au bout des 24 h. 

(Voir résultats : tableau 19 p.8J) 

d) Détermination de la CMR (Concent_._·ation 

Minimale Bactéricide) 

La CMB est déterminée à partir de la CMI. Les tubes ne 

présentant pas de pousse visible sont ensemencés dans 14 ml de 

gélose fondue et refroidie à 50" C, dans des boites de pétri qui 

sont ensuite placées à l'étuve à 37" C pour 18 à 24 h. 

La concentration minimale bactéricide (CMB) est 

déterminée par la plus faible concentration d'antibiotique ne 

laissant subsister qu'un nombre de survivants inférieur ou égal à 

la-• bactéries de l'inoculum (soit un survivant sur 10.000) après 

18 h d'incubation à J7"c. Autrement dit, c'est la concentration 

minimale d'extrait qui tue au moins 99,99 

microbienne donnée (voir schéma n"l p.44). 

d'une population 

La CMI et la CMB ont été déterminées avec des 

chlorydrates d'alcaloïdes totaux et des chlorhydrates d'alcaloïdes 

totaux méthylés des écorces de tiges, des chlorydrates d'alcaloïdes 

totaux de feuilles (Voir tableau 19 p. 83). 

La CMI a été également déterminée avec les lyophilisats de décocté 

d'écorces de tiges et de feuilles. 
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Concentr-ation en mg/ml 

d'extrait 

~~ter~i~a~io~ ~~ 

la :::; . · .... 

lml 1 ml 1 ml 

00 
inoculurn bactérien 

lnilial ( 100 '%} 
10% <0,01% <0.01% 

b;1r lrhios survivantes 

Détermination de la Concentrn.tion 

Minimale Bactéricide (C.M.B.) 

Scnéma n° 1 
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4. Etudes cinétiques d'inhibition de croissance de 
différents extraits sur une souche bactérienne : 
Escherichia coli 0119 Bl4 

a)- Matériel et réactifs 

- Extraits : 

. Chlorydrates d'alcaloïdes totaux de la station 

de Farako-Bâ, de teneurs différentes en conessine 

- Protamine 

- Milieux de culture 

. Bouillon Mueller Hinton 

Trypticase soya agar 

- Solution inactivante 

(TSA) : culots de 14 ml 

+ letheen broth 25,7 g 

+ lécithine : 2,3 g 

+ tween 80 : 25 g 

+ L. Histidine 1 g 

+ Thiosulfate de Na 5 g 

+ Eau distillée : 1 l 

- Solution tamponnée de chlorure de sodium avec 

peptone (FIP) 

- Eau distillée stérile 

- tubes à essai stérils 

Pipettes : 

. pipettes de 5 cc 

. pipettes de 10 cc 

. pipettes de 1 cc 

- Agitateur vortex 

- Etuve 
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b)- Méthodes 

b.l - Détermination de la CHI et de la CHB 

des chlorhydrates d'alcaloïdes totaux Al et A2 

vis à vis de Escherichia coli 0119814 

Teneur en conessine de Al 

Teneur en conessine de A2 

23,70 % 

20,65 %. 

La méthode adoptée est celle de Chabbert pour la 

détermination de la CMI en phase liquide. A partir d'une solution 

mère de 10 mg d'extrait par ml de bouillon (M.H) stérile, on 

effectue des dilutions au demie dans du bouillon Mueller Hinton 

stéril préalablement réparti en volume de 5 ml dans des tubes à 

essai et incubé à 37Q C pendant 18 à 24 h pour en vérifier la 

stérilité. 

La lecture se fait au bout de 24 heures, à l'oeil nu pour 

la CMI. La CMB est déterminée à partir de la CMI comme 

précédemment. 

Ces valeurs obtenues permettent le. choix des 

concentrations d'extraits pour les études cinétiques. 

b.2- Cinétique de l'activité antibactériennl 

de l'extrait Al avec E. coli 0119 814 

Nous avons adopté la même méthode que P. BOUSSARD (1991). 

Avant d'entamer les tests, la souche est repiquée trois jours de 

suite sur du TSA. Le 4è jour elle est cultivée dans du bouillon TSB 

pour 18 à 24 h. Le Sè jour, elle est prête pour l'étude (voir 

schéma n"2 p.49). 
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Les études cinétiques ont été effectuées avec les 

alcaloïdes totaux Al de teneur en conessine 23,70 % 

En vue d'augmenter la perméabilité roembranaire pour une plus grande 

efficacité de l'extrait alcaloïdique, nous avons associé la 

protamine sulfate à une concentration choisie arbitraitement. 

Deux séries d'études ont été effectufes avec Al. 

1ère série 

Solutions mères 

Alcaloïdes totaux Al 

Protamine sulfate 

5 mgjml 

2 mgjml 

Témoin (- Alcaloïdes totaux Al : 2 ml 

T (- Volume d'eau distillée stérile 

(Volume final : 10 ml 

( ( Al ) = 1 mg/ml 

Essai 1 (- Alcaloïdes totaux Al = 2 ml 

{- Protamine sulfate : 0,5 ml 

El (- Eau distillée stérile 

(Volume final = 10 ml 

(Al) = 1 mgjml 

{Protamine) : lOO mcgjml 

7,5 ml 

Essai 2 (- Protamine sulfate : 0,5 ml 

(- Eau distillée stérile 9,5 ml 

(Volume final 10 ml 

(Protamine) lOO mcgjml 

8 ml 

Volume de suspension bactérienne inoculée dans les chacun des 

tubes : 50 mel. 

Les prises ont été effectuées au bout de 

8 h puis 24 h. 

30 mn, 2 h,4 h, 6 h, 

(Voir résultats tableaux 20 et 21 p. 85 et 86 ). 
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Pour chaque prise, 1 ml est preleve du tube reactionnel 
puis ajoute a 9 ml de solution inactivante. Des dilutions au 

dixieme sont effectuees .De ces dilutions on preleve 1 ml qu'on 

ensemence dans de la gelose TSA (14 ce) fondue et refroidie 50· C. 

Les boites de petri sont incubees a 37
Q 

C pendant 18 a 24 h au bout 

desquelles se feront les denombrements. 

2e serie 

Souche E. coli 0119 B14 

Extraits - Alcaloldes totaux Al 

- Protamine sulfate 

- Determination de la CMI avec la protamine sulfate et avec les 

alcaloldes totaux AI: le protocole est le meme que precedemment et 

les etudes cinetiques se font en fonction de ces resu1tats. 

- Solutions meres : 

Alcaloides totaux 

Protamine sulfate 

10 mg/ml 

0,2 mg/ml 

Temoin (- Alcaloldes totaux A1 
(- Eau distillee sterile 

(Volume final 

concentration en Al 

Essai (- Alcaloldes totaux Al 

(- Protamine sulfate 

(Eau distillee sterile 

(Volume final 

concentration en Al 

4 ml 
6 ml 

10 ml 

= 4 mg/ml 

4 ml 

0,8 ml 

5,2 ml 

= 10 ml 

= 4 mg/ml 

concentration en Protamine = 16 mcg/ml 

Les prises ont ete effectuees a 0 h, 2 hi 4 hi 6 hi 8 h 

et 24 h. 
( voir resultats tableaux 22 et 23 p. 88 et 89). 
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5. Activite inbibitrice compar¢e des extraits 

alcaloldiques des trois stations experimen­

tales sur E, coli~:n-1k 

50. 

Cette souche a ete isolee de selles diarrheiques d I un 

enfant de 2 ans. Elle a ete repiquee a plusieurs reprises avant 

d'etre soumise aux tests. 

a)- Materiel et reactifs 

- Extrait : chlorhydrates d'alcaloldes totaux -

Station Farako-Ba - Teneur en conessine : 17,25 % 

- Milieux de culture : 

. Trypticase soya agar (TSA) 

. Bouillon Biopolytone 

- Solution tamponnee de chlorure de sodium avec 

peptone 

- Eau di tillee sterile 

- tubes a essai - pipettes de 1 cc 

- Agitateur vortex - Etuve. 

b)- Methodes 

b.l - Antibiogramme 

Avant d'effectuer les tests d'inhibition de croissance, 

un antibiogramme a ete realise en vue d'avoir une idee sur Ie degre 

de resistance de la souche, Cet antibiogramme a ete realise avec 

des disques charges d'antibiotiques couramment utilises en 

microbiologie : Tetracycline, Ampicilline, Bactrim, Penicilline, 

Bacitracine,Neomycine, Colistine, Gentamycine. (Voir resultats p.90) 

b.2 - Determination de la CHI et de la CMB 

avec les extraits alcaloidiques des 3 

stations experimentales 

Le protocole adopte est celui de Chabbert, utilise 

pour les tests precedents. (Voir resultats: tableau 24 p. 90) 

b,3 - Activites inhibitrices avec d'autres extraits 

Ces extra its testes sont: alcaloldes totau' de feuilles,decocte de 

feuilles et d'ecorces de tiges.(Voir resultats :tableau 25 p.91) 
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TOXICC>-PHAE;.,1(AC:OLOGIE 

Au regard des résultats fort intéressants enregistrés en 

microbiologie, nous entreprenons dans le cadre de ce chapitre, la 

détermination in vivo de la dose léthale 50 % (0150) et de l'effet 

d'extraits sur des fra(;ments d'intestins isolés et maintenus en 

survie. L'objectif visé est de situer les différents extraits de la 

plante sur l'échelle de toxicité, de les standardiser et d'analyser 

les interactions de l'acétylcholine, neuromédiateur chimique, avec 

ces extraits. 

1. Détermination de la dose léthale 50 % (DL 50) 

Par défin_tion, la DL50 est la dose qui, administrée à une 

population, en tue les 50 % Elle est obtenue à partir de 

mortalités cumulées. 

a)- Mgtériel 

- Biologique souris blanches de 3 mois environ, élevées 

dans des conditions de laboratoire (température 20°-25· C, 

humidité relative : 50-60 % -Alternance veille-sommeil (jour et 

nuit). 

- Végétal 

Organes écorces de tiges 

Extraits : + lyophilisat de décocté de feuilles et 

d'écorces de tiges 

- Balance 

+ chlorhydrates d'alcaloïdes totaux des 

écorces de tiges (station Farako-Bâ) 

+ chlorhydrates d'alcaloïdes totaux de 

feuilles 

- Seringue de 1 cc munie d'aiguille 

- Acide picrique 1 % 
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b)- Methodes 

Apres 24 h de jeun, les souris sont marquees a l'acide 

picrique et soumises a differentes doses d'extrait administrees par 

voie intraperitoneale. 

Des tests preliminaires sont effectues pour situer les 

doses a administrer. 

doses 

sont 

- Avec le lyophilisat de decocte d'ecorces de tiges, les 

adrninistrees par lot de 4 souris sont: 

lot 1 500 rn/kg paids corparel 

lot 2 750 rng/kg pc 

lot 3 1000 rng/kg pc 

lot 4 1500 rng/kg pc 

lot 5 2000 rng/kg pc 

- Avec le lyophilisat de decocte de feuilles, ces doses 

750 mg/kg pc - 1000 mg/Kg pc - 1250 mg/Kg pc -

1400 mg/kg pc. 

- Avec les chlorhydrates d'alcaloldes totaux des ecorces 

de tiges (station Farako-Ba) I les·· doses administrees sont 25 

rng/kg pc - 30 mg/kg pc - 40 mg/kg pc - 50 mg/kg pc - 75 mg/kg pc 

100 mg/kg pc. 

- Avec les chlorhydrates d'alcdloides totaux des feuilles 

les doses administrees sont : 100 mg/kg - 75 mg/kg - 50 mg/Kg. 

(Voir resultats : tableaux 26- 27- 28- 29- 30 p. 92-96). 

2. Tests sur intestin isole 

a)- Materiel et reactifs 

Biologique rats wi tsar albinos eleves dans des 

conditions du laboratoire. 
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lyophilisats de decocte des ecorces 

de tiges et des feuilles 

- Kymographe muni d'un cylindre enregistreur 

Solution mere de tyrode, liquide physiologique compose 

comme suit : 

Na Cl 160 g 

KCl 4 g 

Ca Cl 2 2 g 

Mg Cl 2 2 g 

Eau qsp 1 1 

solution preparee pour usage irnrnediat. 

Tyrode concentre 100 ml 

(solution-mere) 

Glucose 2 g 

Na He0 3 2 g 

Eau qsp 2 1. 

b)- Methodes 

La methode adoptee est celle classique effectuee sur 

organe isole qui, ici, est le duodenum de rat (Rat Wistar albinos). 

Apres 24 heures de jeun, le rat est sacrifie, son abdomen, 

immediatement ouvert. Un fragment de 2 cm preleve dans le duodenum 

est plonge dans du tyrode et soumis ~ l'oxygenation pendant 30 

minutes. Il est monte entre capteur de force isotonique et potence, 

dans une cellule therrnostatee de 10 ml, la partie superieure reliee 

au stylet inscripteur qui enregistre les contractions pour les 

transcrire sur Ie cylindre enregistreur. Apres chaque essai, le 

fragment est rince en vidangeant 2 ou 3 fois la cellule et en y 

introduisant du tyrode. 
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Le fragment est initialement soumis a des concentrations 

de plus en plus croissantes d'acetylcholine (ACH). L'amplitude de 

contraction augmente avec la concentration en acetylcholine. 

Lorsque, pour deux concentrations differentes d'ACH, l'amplitude de 

contraction demeure la meme, cela signifie que les recepteurs 

muscariniques et nicotiniques sont satures par le spasmogene ; la 

contraction est maximale. La dose immediatement inferieure a celIe 

optimale est dite dose submaximale et c'est celle consideree pour 

la suite de l'enregistrement. Ici elle correspond a 1 mcg/ml. 

Le premier enregistrement effectue est celui du tonus de 

base. Puis, dans la cellule OU plonge le fragment, on ajoute 0,1 ou 

0,2 ml d' ACH 10-1 mg/ml a la solution de tyrode, ce qui permet 

d' obtenir un pic. Le fragment est immediatement rince. Apres 

obtention de 4 pics de meme amplitude, Ie fragment est soumis a 0,1 

ml ou 0,2 ml d'une concentration de l'extrait teste, dont l'effet 

est enregistre pen~ant 4 minutes. Puis, sans rin9age, on ajoute 0,1 

ou 0,2 ml d'ACH 011 mg/ml, en vue d/avoir une idee sur 

l/interaction ACH - extrait. L'experience est reprise apres 6 

minutes environ. (Voir resultats Fig. 8 et 9 p. 99 et 100) 
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3e PARTTE = RESULTATS 



1 

CHIMIE 

1. Extraction des principes actifs des écorces 

de tiges et des feuilles par décoction -

J yophil isation 

- Avec les écorces de tiges 

Tableau I 

Prise essai Poids du Teneur en 

en grammes lyophilisat en pourcentage(%) 

éch.différents grammes 1 

l 
50 9,49 ± 0,30 18,50 

150 22,55 ± 0,44 15,03 1 

65 
1 

14,5 ± 0,23 22,30 

Avec les feuilles 

Tableau II 

Prise essai Poids du Teneur en 

en grammes lyophilisat pourcentage 

en grammes (%) 

150 35,32 ± 0,28 23,54 

30 7,82 ± 0,16 26,07 

56. 

Les extractions des principes chimiques par décoction 

à partir des écorces de tiges et des feuilles faites dans les 

conditions mentionnées dans le protocole donnent un rendement 

en lyophylisat correspondant environ aux 20% du poids de la 

matière sèche. 



2. Screening chimique 

- du decocte d'ecorces de tiges 

+ Sucres reducteurs : +++ 

+ Tanins catechiques: ++ 

+ saponosides ++ 

+ Alcaloides sels +++ 

NB : 

+++ signifie tres abondant 

++ signifie abondant 

57. 

Ce screening montre que Ie decocte est tres riche en alcaloIdes 

sels et en sucres reducteurs, riche en tanins et en saponosides . 

Ces resultats montrent egalement la thermostabilite des fonctions 

caracteristiques de ces principes chimiques extra its par decoction. 

- complet des ecorces de tiges 

Le fractionnement des groupes de principes chimiques a ete 

effectue par des solvants de polarite croissante (chloroforme, 
ethanol, eau) et l' identification des differents principes 

chimiques au groupes de principes chimiques par des tests de 
caracterisation. 
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Tableau du screening chimique 

(identification des principes chimiques) 

des écorces de tiges de 8olarrhena floribunda 

Tableau III 

Extraits Groupes de principes chimiques 

- Matières grasses: 

(stérols et tri terpènes 

Chloroformigue ( caroténoïdes 

( Acides gras 

- Alcaloïdes bases 

- Aglycones flavoniques 

- Emodols 

- Coumarines 

- Tanins catéchiques 

- Composés réducteurs 

Ethanol igue - Alcaloïdes sels 

- Anthracénosides 

- Dérivés coumariniques 

- Stérols glycosidiques 

- Flavonosides 

- Anthocyanes 
" 

- Composés réducteurs 

- Glucides (oses et polyoses) 

Agu eux - Saponosides 

- 'l'anins (-catéchiques 

(-galliques 

- Alcaloïdes sels 
- -

58. 

Résultats 
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Ce screening chimique montre la très grande richesse des 

écorces de tiges en principes chimiques divers: alcaloïdes, stérols 

et triterpènes, composés polyphénoliques (tanins, anthracénosides), 

composés réducteurs,dérivés coumariniques ... Les alcaloïdes ont été 

extraits par ces différents solvants,ce qui signifie qu'ils 

existent dans ... a matière aussi bien sous forme de bases 

(extractibles par des solvants organiques) que sous forme de sels 

hydrosolubles extractibles par l'éthanol et par l'eau. 

3. Extraction des alcaloïdes totaux des 

écorces de tiges et des feuilles 

- Avec les écorces de tiges 

Tableau IV 

Station Prise Diamètn'! des 

expérimentale essai en g rameaux (x) en 

cm 

250 5 < x < 7 

Gampèla 80 7 < x < 9 

200 5 < x < 7 

Farako-Bà 100 7 < x < 9 

250 5 < x < 7 

CNRST 230 7 < x < 9 

Poids Teneu 

d'alcaloïde en ~ 
0 

totaux en g 

1,28 0,50 

0,8362 1,04 

5,21::.3 2,60 
1 2,8665 2,86 

1 

1 
2,4 0,96 

4,2919 1,86 



-
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Ces résultats montrent que la teneur en alcaloïdes varie en 

fonction du diamètrP. des rameaux sur lesquels sont prélevées les 

écorces. Mais le plus important est que pour des échantillons 

prélevés dans les mêmes conditions (diamètre des rameaux, même 

période de l'année) la station Farako-Bâ réunit les conditions les 

plus favorables à la synthèse des alcaloïdes: 2,86% contre 1,86% 

pour la station du CNRST et 1,04% pour la station de Gampèla. 

- Avec les f~uilles 

Tableau V 

Prise essai Poids d'alcaloïdes 

en g totaux en g 

520 4,42 ± 0,38 

lOO 1,2 ± 0,06 

Teneur en % 

0,85 

1,2 

Chaque expérience a été répétée au moins trois fois et le 

poids d'alcaloïdes totaux obtenu est une moyenne. 

Ces teneurs ont été déterminées à partir du même 

échantillon (prélevé à Farako-Bâ) mais les techniques adoptées sont 

différentes. Ainsi la deuxième technique est celle permettant une 

meilleure extraction des alcaloïdes et sera de ce fait retenue pour 

les extractions d'alcaloïdes à partir des feuilles. 

4. Enrichissement du tatum alcaloïdique en conessine 

Après méthylation par l'acide formique et le foriTlldéhyde,le 

totum alcaloïdique donne en CCM (chromatographie sur couche mince) 

un seul spot correspondant à celui de la conessine dont la densité 

est nettement supérieure à celle avant méthylation. En effet la 

teneur en conessine passe après méthylation de 20,65 à 70 % 



5. Purification des alcaloïdes totaux 

par le biais des oxalates 

61. 

La transformation du totum alcaloïdique basique en 

oxalates d'alcaloïdes totaux puis en alcaloïdes bases donne en CCM 

des spots bien nets, supprimant ainsi toutes les traînées observées 

avant ces opérations. Cette opération permettra l'isolement des 

différents types d'alcaloïdes renfermés dans le totum alcaloïdique. 

6. Dosage des alcaloïdes en CCM ~ar spectrophoto­

densitomètrie 

+ Avec les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux 

des écorces de tiges 

- Etalonnage avec différentes concentrations de 

conessine base 

tableau VI 

Concentration en Signal 

conessine en mg/ml n = J 

0,40 9972,65 ± 787,15 

0,60 15496,29 ± 1581,08 

0,80 17072,10 ± 971,66 
-···= 

r = 0,9795 (r = coefficient de correlation) 

n = nombre de spofs lus 
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Ce tableau VI permet de tracer une courbe d'étalonnage à partir 

de laquelle seront extrapolées les différentes teneurs en conessine 

renfermées dans les échantillons. La valeur du signal est 

proportionnelle à la teneur en conessine. 

- Dosage de la conessine dans les différents échantillons 

Tableau VII 

Station (ale. tot. ) Signal (Coness.) 

expérim. en mg/ml en mgjml 

Farako-Bà 2 15732,05±1518 0,34 

C.N.R.S.T 2 27360,81±753 0,66 

Gampèla 5 9138,27±219 0,16 

(ale. tot.)= coucentration en alcaloïdes totaux 

(coness.) =concentration en conessine 

Teneur en 

conessine 

en % 

17,25 ±0,2 

33,5 ±0,3 

3,28±0,35 

Ce tableau présente les différentes teneurs en conessine à partir 

des échantillons provenant des trois stations expérimentales. 

L'échantillon du CNRST est de loin le plus riche en conessine: 

33,5% contre 17,25% pour celui de Farako-Bâ et 3,28% pour celui de 

Gampèla. Les dosages ont été effectués à partir de solutions de 

chlorhydrates d'alcaloïdes totaux de concentrations différentes. 



+ Avec la poudre et le lyophilisat de décocté 

d'écorces de tiges 

Tableau VIII 

Standards Concentration en Signal 

conessine en mgjml 

T, 0/4 73980 

T6 0,6 89028 

Ta 0,8 112831 

r = 0,992 

Tableau IX 

(alc.tot.) 

Echantillons en mgjml Signal 

Poudre (station 

Farako-Bà) 0,210 53612 

Lyophilisat de décoc- 0/281 44466 

té (station Gampèla) 

6 3. 

Teneur en 

conessine en 

% 

0,21 

0,05 

Les teneurs en conessine des différents échantillons du 

tableau IX ont été obtenues à partir de la droite d'étalonnage 

du tableau VIII. 
Le lyophylisat de décocté de l'échantillon de Gampèla est 

très pauvre en conessine. La poudre d'écorces de tiges de la 

station de Farako-Bâ est relativement riche en conessine. 
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T. = Temoin = 0,2 mg de conessine/ml 

T6 ;:; II 

Ta " 
Cb = II 

C 

F 

G 

= 0 I 3 mg/'ml 

= 0,4 mg/ml 

0,5 mg/ml 

alcaloides totaux 
.. " .. 11 

II 

" 
II 

station du CNRST 
II 

II 

Farako-Ba 

Gampela 

65. 

AM = II II methyles- station de Farako-Ba 

Les spots de meme Rf que ceux de la conessine temoin 

(T4/ T6, Ta, Cb) correspondent a la conessine. Les spots 

immediatement inferieurs sont ceux de l'isoconessimine 

(SCHMIT, 1950). Toujours selon Schmit, 

correspondraient ~ ceux de la conessimine. 

les troisieme spots 

Avec l'echantillon de Gampela, les spots de la conessine 

sont presque inexistants. Avec les alcaloides totaux methyles,il 

n'existe qu'un seul spot correspondant a la conessine, les autres 

correspondant a ceux de l'isoconessimine et de la conessimine ont 

disparu. La methylation a donc transforme les autres alcaloides du 

totum en conessine. Avec l'echantillon de Gampela on observe des 

trainees de spots. 

Des spectres d'absorption de la conessine, obtenus par 

spectrophotodensi tometrie et par spectrophotometrie U. V. ,ont permis 

de si tuer la zone d' absorption de la conessine de meme que son 

degre de purete. 

Un balayage vertical des differents spots issus des 

echantillons a permis de doser les differents alcaloldes presents 

dans le totum par spectrophotodensitometrie. 
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Fig. 2 Spectre d'absorption de la conessine dans les 
aifférents échantillons ; degré de pureté 

1 Spot conessine Station Campèla 
2 " " " Farako-Bâ 

3 - Srot conessine Station CNRST 
4 - Conessine base de référence 
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Fig.2 

1- Spot conessine- station de Gampela 

2- II II " Farako-Ba 

3- " " " CNRST 

4- It conessine base de reference 

Avec la conessine base de reference comme avec le 

totum alcaloidique des trois stations experimentales,on observe 

deux types d'absorption dont le premier se situe a environ 450 nm 

et le second, plus important, a 525 nm. C'est a cette longueur 

d'onde que se feront tous les dosaqes de la conessine. 

fig.3 

Avec la conessine base de reference I Ie pic d' absorption 

en spectrophotometrie U.V. visible se situe a 217 nm. Avec Ie totum 

alcaloIdique de chacune des stations on observe egalement un pic 

d'absorption a 217 nm. Avec Ie melange conessine base de reference 

et totum alcaloidique,on observe un seul pic egale~ent a 217 nm. 

La superposition de ces deux pics montre que l'absorption a 217 nm 

au niveau du tottum est due a la conessine. 

Fig. 4- 5- 6: 

Ces trois figures presentent les spectres 

d'absorption des tota alcaloidiques obtenus a partir d'echantillons 

provenant des trois stations de culture experirnentale. Elles sont 

obtenues a partir d'un balayage vertical des differents spots et 

permettent Ie dosage relatif des differents alcaloides presents 

dans Ie totum. 

Les valeurs consignees a droite de ces spectres 

correspondent respectivernent : 
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- aux numéros des pics 

- à leur position sur la plaque 

-à la valeur des signaux déterminée par une surface:area 

- à leur proportion relative dans le tatum alcaloïdique 

Dans l'échantillon de Gampèla, le pic d'absorption de 

l' isoconessimine est nettement plus import.ant que celui de la 

conessine et des autres alcaloïdes. 

Avec l'échantillon du CNRST, le signal donné par la 

conessine est de loin le plus important, puis vient celui de 

l'isoconessimine. 

Avec l'échantillon de Farako-Bâ, le signal donné par 

l'isoconessimine est plus important que celui de la conessine 

qui est lui aussi plus important que les autres signaux. 

Ces diffférents signaux sont évalués par rapport à ceux 

obtenus avec la conessine base de référence. 

7. Extraction et dosage des ·composés polyphénoliques 

d'écorces de tiges 

- Extraction 

5 g dt matière sèche donnent 1, 5 g de résidu brut 

renfermant les composés polyphéloniques dont la teneur est évaluée 

ci-dessous. 

- Dosage complexiométrique 

Tableau X 

(Rut. ) 

en 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,80 

mcgjml 

0.0. 0,466 0,287 0,121 0,048 0,041 0,024 0,012 
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(Rut.) = concentration en rutoside 

D.O. = densite optique Coefficient de correlation r= 0,993 

A 400 nm, l'extrait E donne une D.O. = 0,016 ± 0,001 

Concentration de la solution en composes polyphenoliques: 

c = 1,5 mcg/m1 

Cette solution a ete obtenue a partir de 1,5 g de residu dissous 

dans 100 ml d'alcool. La quantite totale de composes polyphenoli­

ques dans les 100 m1 de solution est Q : 

Q = 1,5 x 100 = 1500 mcg = 1,5 mg 

D'ou la teneur T de l'echantillon en 

polyphenoliques ~st : 

T = 1.5 x 100 

1500 

= 1 % 

- Dosage des flavonoides par oxydation 

+ au KMn 04 

. Volume de KMn 04 (n) verse pour l'oxydation du 

temoin : 3,26 ± 0,04 ml 

tube 

. Volume de KMn 04 (n' ) verse pour l'oxydation du tube 

Essai : 5,966 :t 0,04 

n = 3,26 ± 0,04 

n' = 5,96 ± 0,04 

Indice de permaganate Ik 

Ik = 5 (n ,- n) 

Ik = 13,5 m1 

ml 

ml 

ml 

composes 



+ Par le réactif de Folin-Denis l 

Tableau XI 

C.10 

mgjml 0 5,5 11 

0.0. 0 0,154 0,374 

16,5 22 

0,512 0,650 

Coefficient de corrélation r = 0,98 

Lecture à 304 nm 

D.O = 0,270 correspond à 9 .10-4 mg/ml 

Pour D.O = 2,80, on aura 9' 10-3 mgjml 

Quantité Q de flavonoïdes dans 5 g de 

Q = 9. 10-2 g 

Teneur de l'échantillon en composés poly­

phénoliques T 

T=~ 

5 

= 1,8 % 

72. 

27,5 E 

0,767 0,270 

matière 



B MICROBIOLOGIE 

1. Tests de cytotoxicite sur amibe pathogene 

Entamoeba histolytica 

73. 

- Dne observation de 1a croissance des amibes sur Ie 

milieu de Broeck a montre une croissance maximale au bout de 

72h. Au dela, si le milieu n'est pas renouvele, les amibes 

meurent. En effet, au bout de 72 hi le pH du milieu, 

initialement basique (environ 8) evolue vers un pH acide 

(environ 6). 

- Les '8sultats des tests avec les amibes pathogenes 

dans ce milieu biphasique sont difficilement quantifiables. Les 

amibes ont un comportement semblable a celui observe in situ. En 

effet, elles ont tendance a se loger dans la phase solide 

constituee d'oeuf et il est impossible d'avoir une idee sur leur 

repartition dans ce milieu. 

D/autre part, tous les milieux de culture pour amibes 

pathogenes que nous connaissons sont des milieux biphasiques. 

Differentes concentrations du lyophilisat de decocte 

et des produits de reference : flagyl et 2 -dehydroemetine ont 

ete testees et se sont averees actives. 



2. Tests de cytotoxicité sur amibes non 

pathogènes Amoeba proteus 

a)- Avec 1 1 émétine 

Tableau XII 

(Emetine) Nombre d'amibes Nombre d'amibes 

en mg/ml au départ survivantes 

0,1 49 49 

0,5 50 47 

1 51 22 

2 50 20 

2,5 51 14 

5 52 4 

74. 

% d'amibes 

vivantes 

100 

94 

43,1 

40 

27,5 

7,7 

Ces résultats montrent qu'au bout de Jh de contact, 

l'efficacité de l'émétine augmente avec la concentration. 

A O,lmgjml, on n'observe aucune amibe morte. A 5 mgjml, il 

ne reste que 7,7% de survivants. A partir de la courbe 

d'étalonnage, la dose efficace 50% ou DE 50 est de 1,42 mgjml. 

b)- Effets comparés des extraits lyophilisés 

d'écorces de tiges et de feuilles exprimés 

en pourcentage de mortalité 

Tableau XIII 

concentration 5 7,5 10 

d'extrait en mgjml 

Ecorces de tiges 22% 54% 59% 

Feuilles 16% 29% 34% 

12,5 

90% 

-

Avec 'r:s extraits t. , t:aux ( lyoph_:, · i. sats de déc. ·té de 

1 
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feuilles et d'écorces de tiges), les concentrations inhibi triees 

sont relativement élevées. Avec les écorces de tiges, 5 mg de 

lyophylisat jml tue 22% d'amibes tandis qu'avec les feuilles, la 

mème concentration ne tue que 16% de la population. Avec les 

feuilles comme avec les écorces de tiges, l'efficacité des 

extraits augmente ·avec la concentration. A une concentration de 

12,5 %, aucune lecture n'est possible avec les feuilles. 

c)- Avec les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux 

( Ale. tot.) 

en mgjml 

0,5 

1 

1 

2 

3 

3,5 

4 

5 

5 

10 

15 

20 

Ce 

cl. Teneur en conessine = 23,70 % 

Tableau XIV 

Nb d'amibes Nb d'amibes 

au départ survivantes 

51 51 

51 38 

58 48 

50 24 

46 15 

49 11 

47 12 

50 11 

52 10 

48 4 

52 1 

50 0 

tableau montre qu'avec les 

% d'amibes 

vivantes 

100 

74,5 

82,7 

48 

32,5 

22,5 

25,5 

20 

19,2 

8,3 

1,9 

0 

chlorhydrates 

d'alcaloïdes totaux d'une teneur en conessine de 23,70 %, 

l'efficacité est, comme avec l'émétine et les extraits totaux, 

fonction de la concentration. A 0,5 mgjml, on n'observe aucune 

mortalité. A 20 mgjml, on observe 100 % de mortalité. 

La droite de régression obtenue à partir de ces 
valeurs donno une DE 50 de 2,05 mg/ml ( voir tracé nol p.79). 

1 
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Tableau XV 

(Ale. tot.) Nb. d'amibes Nb. d'amibes % d'amibes 

en mgjml au départ survivantes vivantes 

0,5 48 48 lOO 

1 50 39 78 

2 49 25 51 

3 53 19 35,8 

3,5 47 14 29,8 

4 51 15 29,4 

5 51 12 23,5 

10 52 5 9,6 

15 49 0 0 

20 50 0 0 

Obtenus exactement dans les mêmes conditions que 

précédemment (tableau XIV), les résultats du tableau XV 

permettent d'obtenir une DE 50 de 2,15 m~/ml. A partir de ces 

valeurs, la DE moyenne est de 2,1 ± 0,07 mgjml. 

(Voir tracé n02 p.80) 

c2. Teneur en conessine = 20,65 % 

Tableau XVI 

(Ale. tot.) Nb. d'amibes Nb. d'amibes :2 
Q d'amibes 

en mgjml au départ survivantes vivantes 

1 43 36 83,7 

2 50 20 60 

3 49 20 40,8 

4 50 15 30 

5 50 10 20 

-

1 
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La DE 50 obtenue avec tot?-UX à une teneur en conessine 

de 20,65% est de 2,44 mg/ml. Par rapport au cas précédent où la 

teneur en conessine était de 23,70 % la DE 50 est plus élevée. 

Ce qui signifie que la teneur en conessine est déterminante dans 

l'activité antiamibienne. 

d)- Avec les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux 

~~tnylés - Teneur en conessine = 70 % 

Tableau XVII 

(Ale. tot.) Nb. d'amibes Nb. d'amibes % d'amibes 

en mg/ml au départ vivantes vivantes 

l 48 40 83,3 

2,5 53 23 43,3 

5 
1 

41 12 29,3 

Tableau XVIII 

(Alc.tot.) Nb. d'amibes Nb. d'amibes % d'amibes 

en mgjml au départ survivantes vivantes 

1 46 43 93,5 

2 53 JO 56,6 

2,5 50 21 42 

5 49 9 18,4 

A partir des résultats des tableaux XVII et XVIII la 

DE 50 est de 2,5 ± 0,05 mg/ml. La DE 50 est donc plus élevé~ 

qu'avec des teneurs plus faibles en conessine (20,65 % et 

23,70 % .ce qui signifie que l'activité antiamibienne est plus 

faible à 70% de conessine. (Voir tracé n"J p.Bl). 

1 
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SYNTHESE voir traces n04 p.82 

Ces deux trac tenant en compte lifferentes 

concentrations d'alcaloides totaux non methyles et d'alcaloides 

totaux methyles I de teneurs differentes en conessine I sont 

superposables. Ce qui signif ie que la difference d' acti vi te 

entre alcalo.ldes totaux methyles et non methyles n' est pas 

significative. 
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83. 

3 - Criblage microbiologique sur bactéries à Gram+ et bactéries 

à Gram-: détermination des concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) et des concentrations minimales 

bactéricides (CMB) 

- Teneur en alcaloïdes totaux 1 20,65 % 

- Teneur en alcaloïdes totaux 2 = 70 % 

Tableau XIX 

Souches CMI en mgjml CMB rngjml 

Strept. faecalis CNCM 5855 

Esch. coli ATCC 11229 

Esch. coli Ou9B14 

Proteus mirabilis 

Proteus rettgeri 

Proteus vulgaris NCTC 4635 

Provid. alcalifaciens .. 

Ps. aeruginosa ATCC 15442 

Ps. aeruginosa ATCC 27853 

Staph. aureus ATCC 6538 

Staph. aureus ATCC 13150 

Yers. enterocolitca .... . 

Salm.typhimurium ........ . 

1 

2,5 

0,625 

1,25 

5 

> 5 

0,625 

1,25 

5 

> 5 

2 

2,5 

5 

> 5 

> 5 

> 5 

2,5 

> 5 

> 5 

> 5 

5 

5 

> 5 

> 5 

1 

2,5 

1,2 

1,2 

5 

>5 

5 

>5 

>5 

>5 

1,2 

1,2 

5 

>5 

5 

5 

2 

>5 

>5 

>5 

5 

! 
>5 

>5 

1 >5 

>5 

>5 

>5 

>5 

Ince. 

5.10 11 

1.109 

4 .10 11 

5.10 7 

2.10 9 

3 .10 11 

2 .10 9 

2. 10 11 

3. 10 8 

5.10 7 

7. 10 11 

2. 1 0" 

2.10 9 

Les alcaloïdes totaux 1 d'une teneùr en conessine de 

20,65 % et les alcaloïdes totaux 2 de teneur en conessine 70 % 

ont été testés sur différentes souches de bactéries 

entéropathogènes (l~colonne). 

La 2• colonne donne les concentrations minimales 

inhibi triees ( CMI) des deux extraits ( 1 et 2) pour chaque 

souche. 

La 3.. colonne donne les concentrations minimales 

bactéricides (CMB) en mg/ml également pour les deux extraits et 

pour ·haque souche. 



84. 

La derniere colonne donne la densite de l'inoculum 

utilise pour ces tests , determinante dans la distribution des 

principes actifs. 

Pour un certain nombre de souches, notamment 

Escherichia coli et Staphylococcus aureus, les CMI observees 

avec les alcaloides totaux sont plus faibles que celles 

obtenues avec les alcaloides totaux methyles. Autrement dit, sur 

ces deux souches, Ie totum alcaloidique est plus efficace que 

les alcaloides totaux methyles. 

Dans la plupart des cas, CMI = CMB, ce qui signifie 

que l'extrait alcaloldique peut etre considere comme , 
bactericide. 

4. Etudes cinetiques 

A - Avec :scherichia coli 0119 B14 

- Determination de la CHI et de la CMB avec les 

chlorhydrates d'alcaloides totaux Al (teneur en 

conessine 23,70 %) et A2 (teneur en conessine 

20,65 %) 

+ avec AI, CMI = 0,625 mg/ml 

CMB = 2,5 mg/rnl 

+ avec A2, eMI = 1,25 rng/ml 

CMB = 2,5 rng/rnl 

avec I (inoculum) = 3,15.10 9 germes/ml 

- Cinetique de l'activite antibacterienne de 

l'extrait Al 

Deux series d'etudes cinetiques ont ete effectuees. 

Les colonies formees ant ete denornbrees au bout de 24 H. 

Les resultats de la lace serie sont cons ignes dans Ie 

tableau XX et ceux de la 26Md serie dans ,~ tableau XXII. 
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'Jlable:::.u XX 

-
Tempe en Tt!moin ·El Nombre E2 Nombre 
heure a nb. dt:: surv./ml de aurv./ml de surv./ml 

- -
1 

-m rn ml ml m2 m2 

20 .to
6 

11). to6 

1 19. 10 
6 

20 ,62. iO 
6 

46. w 6 113,92. w6 
170. w5 

182.5. 10 5 
2 

215.105 .: 1 ,)3 1123. w 5 _:1,63 195-105 _:16,67 

220. 105 1!1111. 10 5 

49-10
6 

17-10
6 

192. 105 

4o.1é 41,95. 10 
6 

19.106 6 
] '{ 1. w 5 5 

2 113 , 5. 10 170,75. 10 

395. 105 _:Il, 70 198.105 . _:1,19 16. té _:13,06 

393. 10
5 182. 105 16. w6 

9.10
6 ç: 

102.10) 

4 h 8. 10
6 

08,105 lUo.to5 19,1-10 
6 

14. w 6 
137.33·10 5 

911.105 _:7 ,21 ·202.105 .: 1 • 55 17 ·10
6 

_:311 ,08 

7-10
6 

18. 10
6 

Jf. to5 

6. 10
6 

62, w5 21. w6 
19,Tt-l0

6 
2B .105 29,1-105 

6h 
59· 10 

5 
:5.35 198. 105 ._:1,28 231-10

11 
.:5,78 

59- w 5 203. w5 2811. 10
11 

8.106 

20- 10
6 

30,105 10. 10
6 

91,75·105 17 ·lü IJ 5 
8 h 1,85·10 

4. té + 111 90·105 _:8,138 20. 10 4 
.:. 0,21 -

97-105 

13· 103 17 ·, 10
2 

J.11.1Q3 12 ,95· 103 503· w 3 52,15·10 
l.t 

H·lü2 
15.05-10

2 

24 h 1112. 102 _:1,65 540. 103 +2, 61 1111. 10 1 
+1,39 

106. 102 151-10
1 



8 6. 

Ce tableau présente dans la 1 6 colonne le temps de contact entre 

le germe et la substance testée. 

Dans la 2• colonne, le témoin correspond à l'extrait 

alcaloïdique à une concentration de 1 rngjml pour une teneur en 

conessine de 23,70 9..-
0 • 

Dans la 3• colonne, El représente le mélange 

Alcaloïdes totaux (1 mgjml) + Protamine sulfate (lOOrncgjml) 

Dans la 4à colonne, E2 représente la protamine sulfate 

à 100 mcgjml. 

Pour chaque prélèvement, des dilutions ont été 

effectuées. Celles ayant permis des lectures fiables de colonies 

sont celles qui ont été retenues ici. L-s trop fortes ou trop 

faibles dilutions ont été écartées. 

rn représente le nombre de colonies formées à partir 

de ces dilutions au bout de 24h. 

rn représente la moyenne obtenue à partir de ces 

colonies. 

Il en est de même pour ml. et ml. , m2 et rn 2 • 

1 

La densité de l'inoculum est de 8.10 8 germes /ml. 

Pour faciliter son exploî tatien ce tableau a été résumé à 

travers un autre faisant appel au logarithme décimal. 

Tableau XXI 

Temps en T(Alc. tot.) E2 El(Protamine) 

heures 1 mgjml Ale. + Prat. 100 mcgjml 

logm ~log logm1 \ilog logm2 vlog 

1/2 7,31 0,19 7,64 -0,14 7,26 0,24 

2 7,62 -0,12 7,23 0,23 7,20 0,27 

4 6,94 0,56 7,13 0,37 7,14 0,36 

6 6,93 0,57 7,30 0,2 6,46 1,04 

8 6,48 1,02 7,56 -0,06 5,27 2,23 

~log= dirn~nution logarithmique. 
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Pour tous les trois tubes reniermant respectivement 

Alcaloides totaux (alc. tot.), Prot.amine + alcaloides totaux 

Protamine,la densite de l'inoculum au temps to est de 

3,2.10 7 germes/ml. 

log 3,2.10 7 = 7,50 

Les etudes cinetiques ont consiste a etudier 

l' evolution de la densi te de cette population bacterienne au 

cours du temps ~t ~r fonction des differentes substances testees 

a des concentrations bien definies. 

Avec les alcaloides totaux, Ie logarithme de la 

densite bacterienne passe de 7,50 au temps tQa 7,31 au bout de 

1/2h. Au bout de 2h, cette densite augmente pour decroitre a 

partir de la 4- heure jusqu'a la 86 heure. 

Avec Ie melange Protamine + Alcalol.des totaux, la 

densite de la population bacterienne augmente au bout de 1/2h. 

Elle decroit ensuite jusqu'au bout de 4h de contact. Puis vers 

la 6- heure on note une croissance jusqu'a la S-heure. 

Avec la protamine, la diminution de la densite 

bacteriennne est nette du debut jusqu'au bout de 8h de contact. 

Ainsi, il apparait qU'au bout de Sh de contact, la 

diminution logarithmique avec le temoin (alc. tot.) est plus 

faible (1,02) qu'avec la protamine sulfate (2,23). Par contre, 

avec Ie melange (alc.tot. + protamine) on observe une diminution 

logari thmique negative, donc une augmentation de la densi te 

bacterienne. 
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- 2è séris; 

Tableau XXII 

Temps en Témoin Essai 

heures nb. survivants/ml nb. de surv.jml 

n n n1 n1 

36.106 6 .10 6 

0 3 7 .lOti 3,42.107 5.106 

315.105 ± 0,27 74.10!; 6,4.106 

322.105 7 2. 10 5 ± 1,01 

10 .106 

1/2 7.106 8,2.10 6 25.10 6 2,7.106 

78 .10 5 ± 1,27 JO .10 6 ±0,35 

80 .105 

16 .10 4 1,77.10!) 6.10!) 6,5.10' 

2 18. 10' ± 0,14 70 .10 4 ± 0,70 

35.103 3,33.10~ 11.10 4 1,43.105 

4 38.10 3 ± 0,56 15.10 4 ± 0,30 

270. 10 2 170.103 

50.10 2 4,61.10 3 25. 10 3 2,85.10" 

6 4 5. 102 ±0,34 3 2 .103 ± 0,5 

435.10 1 

9 .102 8,2.10 2 53. 102 5,9.103 

8 73.10 2 ±1,2 65.10 2 :t 0,84 
-

Ce deuxième tableau présentant des résultats d'études 

cinétiques a été obtenu dans les mêmes candi tians que le 

précédent. 

La l~acolonne correspond au temps de contact entre le 

germe et la substance testée. 

Dans la 2&m• colonne, le témoin correspond à des 

chlorhydrates d'alcaloïdes totaux de concentration 4 rg/ml pour 

une teneur en conessine de 23,70% . 

Dans la Jh• colonne, l'essai correspond au mélange 

Alcaloïdes · -.taux ( 4 mgj1: ! ) + Protamine c;ul fa te ( lG l' ··q/ml) . 
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La différence essentielle avec les études cinétiques précédentes 

est que la protamine sulfate a été utilisée à une concentration 

subinhibitrice dans la deuxième série. 

La densité de l 1 inoculum utlisé est de 1.109 germes/ml 

Ce tableau, pour faciliter son exploitation a été résumé à 

travers le tableau n"~XIII. 

Tableau XXIII 

Temps Témoin Essai 

en heures log n \log n log nl ~log nl 

0 6/81 0,79 7,53 0,07 

1/2 6,74 0,86 6,91 0,69 

2 5,85 1,75 5,23 2,37 

4 5,16 2,44 4,52 3,08 

6 44,45 3,15 3,66 3,94 

8 3,77 3,83 2,91 4,69 

\log = diminution logarithmique 

Pour tous les deux tubes :éactionnels à savoir celui 

renfermant les alcaloïdes totaux (Témoin: 4mgjml) et celui 

renfermant le mélange (alcaloïdes totaux+ protamine) la densité 

de la population bactérienne au temps ta est de 4.10 7 

1 og 4 . l 0 7 = 7 , 6 o 

Ce nombre a évolué au cours du temps dans les deux 

tubes. Dans le tube témoin renfermant les alcaloïdes totaux,la 

diiminution logarithmique de cette densité est de 3,83 au bout 

de 8h de contact. Avec le tube essai (ale. tot.+ prat.), cette 

diminution est plus considérable. Elle est de 4,69 au bout du 

même temps. La différence entre les deux diminutions 

logarithmiques est inférieure à 1 unité et peut être considérée 

comme négligeable. 



5. Activités inhibitrices comparées des extraits 

alcaloïdiques des écorces de tiges des trois 

stations expérimentales et d'autres extraits 

sur Escherichia coli 0127 B8 

bl - Antibiogramme 

90. 

Effectué sur du Mueller Hinton, l'antibiogramme donne 

les résultats suivants en ce qui concerne la souche 

Station 

1) Résistant à : 

Tétracycline 

Ampicilline 

Làctrim 

Pénicilline 

Bacitracine 

2) Sensible à : 

Néomycine 

Colistine 

Gentalline 

Diamètre d'inhibition : 20 ± 1 mm 
Il 

Il Il 

16,66 ± 0,57 mm 

22 ± 1 mm 

b2 - Détermination de la CMI et de la CMB avec 

les extraits alcaloïdiques des 3 stations 

e:xpérimentales 

Tableau XXIV 

Teneur en CMI CMB 

Expérimentale conessine ( % ) en mgjml en mgjml 

Farako-bâ 17,25 1,25 1,25 

CNRST 33,5 1,25 1, 2 ) 

Gampèla 3,28 0,625 0,625 
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Avec les extraits alcaloïdiques 

du CNRST, la 

des stations 

expérimentales de Farako-Bà et 

minimale inhibi triee est la même 

concentration 

1, 25 mg/ml. Avec ceux de 

Gampèla, la CMI est de 0,625mgjml. 

Dans tous les trois cas, CMI = CMB. Ces extraits peuvent donc 

être considérés comme bactéricides. 

La différence d'activité entre ces extraits 

alcaloïdiques e:t négligeable malgré des teneurs très 

différentes en conessine. 

b3 - Activités inhibitrices avec d'autres extraits 

Tableau XXV 

Extraits CMI en mgjml CMB en mg/ml 

alcaloïdes totaux 

de feuilles 0,625 0,625 

décocté d.; 

feuilles 15 15 

décocté d'écorces 

de tiges 25 25 

Ce tableau présente des résultats 

d'inhibition effectués avec différents organes de la 

(feuilles et écorces de tiges) et différents 

(chlorhydrates d'alcaloïdes totaux et décoctés). 

de tests 

plante 

extraits 

Ainsi, au niveau des feuilles, les chlorhydrates 

d'alcaloïdes totaux sont nettement plus efficaces que le décocté 

(CMI = 0,625 mg/ml contre 15 mgjml avec le décocté). 

Au niveau des écorces de tiges, il est de même; 

1,25 mg/ml contre 25 mg/ml pour le décocté (voir tableau XXIV). 

De ces expériences, il ressort que les extraits 

alcaloïdiques des feuilles et d'écorces de tiges sont nettement 

plus efficaces que l€S décoctés correspondants. Les 

chlorhydrates d'alcaloïdes totaux des feuilles sont plus 
efficaces que ceux des écorces de tiges. 



c TOXICQ-l?HARMACOI ... OGIE 

1. Détermination de la dose léthale 50 % (DL 50) 

souris 

lot 1 

lot 2 

lot 3 

lot 4 

- Avec le lyophilisat de décocté d'écorces 

de tiges (Station de Farako-Bâ) 

Tableau XXVI 

Poids en g Dose adminis- % Morts 

trée en mg/kg 
< 24h > 24h 

36,6 ± 3,43 500 0 0 

37,5 ± 1,06 750 20 20 

40,2 ± 1,15 1000 60 60 

36,2 ± 2,65 1500 80 80 

92. 

Ce tableau XXVI présente les résultats de tests de 

cytotoxicité effectués sur 4 lots de souris. Chaque lot est 

constitué de 5 souris dont le poids moyen est déterminé de même 

que l'écart-type. 

Ainsi, pour chaque lot de souris, il est précisé le 

poids moyen, l'écart-type et la dose administrée en mg par kg de 

poids corporel. Des tests préliminaires ciblent la zone de 

toxicité. Les doses administrées vont de 500 mg/kg pour le 

lot 1 à 1500 mgjkg pour le lot 4. Le taux de mortalité est 

déterminé au bout de 24h et de 24h à 72h. Il s'agit ~à d'une 

étude de la cytotoxicité aigüe. 

Le taux de mortalité va de 0% à une dose de 500mgjkg 

à un taux de 80% à la dose de 1500mg/kg. 

La DL 50 (ou dose léthale 50%) .::>btenue à partir du tracé 

est de 950 mg/kg. 

Pour la détermination de 1 'index thérapeutique ou 

marge d'ut· 1 isation, nOl! ; avorw déteT 'i.ne la DLlO la DL 90. 
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DL 10 = 675 mgjkg 

DL 90 = 1300 mgjkg 

Soit un différentiel correspondant à l'index thérapeutique de 

625 mg/kg 

- Avec le lyo~hilisat de décocté de feuilles 

Tableau XXVII 

Souris Poids en g Dose adminis- % Morts 

trée en mgjkg 
< 24h > 24h 

lot 1 33,5 ± 1,08 750 25 25 

lot 2 36,25 ± 5,31 1000 50 50 

lot J 34,25 ± 1,25 1250 75 75 

lot 4 34,25 ± 1,04 1400 75 75 

Pour ces tests, chaque lot est constitué de 4 souris. 

Les doses administrées vont de 750 mg/kg à 1400 mg/kg. Le 

pourcentage de morts va de 25% pour le lot 1 à 75% pour le 

lot 4. 

La DL 50 obtenue à partir du tracé est de 1000 mg/kg 

DL 10 = 600 mg/kg 

DL 90 = 1700 mg/kg 

L'index thérapeutique est de 1100 mgjkg. 

- Avec les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux 

des écorces de tiges (Station Farako-Bâ) 

Tableau XXVIII 

souris Poids en g Dose adminis- % Morts 

trée en mg/kg 
< 24h > 

lot 1 27,50 ± 2,51 20 0 

lot 2 29,5 ± 1,91 50 50 

l. lot 3 31 ti,96 ?') 'no 
. - .. - - '==-

24h 

0 

50 

100 
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Les tests ont été effectués sur 3 lots de souris. 

Chaque lot est constitué de 4 souris. Les doses administrées 

vont de 20 à 75 mg/kg et les taux de mortalité de o à 100% . 

DL 50 = 48,33 mg/kg 

DL 10 = 30 mg/kg 

DL 90 = j7,5 mgjkg 

L'index thérapeutique est de 37,5 mg/kg 

- Avec les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux 

de feuilles 

Tableau XXIX 

Souris Poids en g Dose adminis- % Morts 

trée en mg/kg 
< 24h > 

lot 1 31,75 ± 2,21 50 0 

lot 2 30,25 ± 0,64 75 75 

lot 3 35,25 ± 2,06 100 lOO 

24h 

0 

75 

100 

Là également, les tests ont été effectués sur 3 lots 

de s~uris, avec chaque lot cons ti tué de 4 souris. Les doses 

administrées vont de 50 à 100 mgjkg et le~ taux de mortalité de 

0 à lOO% . 

La DL 50 = 65,55 mgjkg 

DL 10 = 55,5 mgjkg 

DL 90 = 80 mgjkg 

L'index thérapeutique est de 24,5 mg/kg 
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TABLEAU DE SYNTHESE 

Tableau XXX 

Extraits DL 50 en mg/kg Index Thérapeu-

tique 

- décocté de feuilles 1000 1100 

- décocté d'écorces de 950 625 

tiges 

- chlorh. d'ale. tot. 48,33 37,5 

d'écorces de tiges 

- chlorh. d'ale. tot. 65,55 2415 

de feuilles 

Ce tableau donne les DL 50 de tous les extraits et 

organes testés de même que leur index thfrapeutique (ou marge 

d'utilisation). Les décoctés de feuilles et d 1 écorces de tiges 

donnent des DL 50 nettement plus élevées que celles obtenues 

avec les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux correspondants. Seul 

le décocté de feuilles présente un index thérapeutique 

relativement élevé. 

L'échelle de toxicité classe les r!écoctés de 

feuilles et d'écorces de tiges parmY les substances moyennement 

toxiques et les chlorhydrates d'alcaloïdes totaux des écorces de 

tiges et des feuilles parmi les substances très toxiques. De 

pl us, ces alcaloïdes présentent une marge d'utilisation très 

étroite. 

Notons en outre que l'administration de ces extraits 

alcaloïdiques aux souris entraîne des difficultés de motricité, 

de respiration. La mort survient de façon brutale ; dans les 5 

à 10 minutes suivant l'administration. 



1\mpli tude de 
contraction 

Enregis 
trements 

1 

2 

3 

Amplitude de 
contrnction 

en mm 

Enregis 
trements 

1 

2 

3 

2 - T 1 ~ ::; 1: s sur in tes t t n iso 1 é 

- /\vee le lyophilir;nt de feuilles 

Tonus de 1\cétylcho- P.xt ~1 i t 

base li ne (/\Cil ) ( E) 
E + /\Cil 

1,2 + 0 , IJI~ 22 + 5,03 1 + 0 20 ' 8.: 1 ' 611 - -

2,5 + 1 30' 1.:_1,66 2 + 0 - 23, +0,70 

- -

1,66.:0,2(1 12,25.:1.5 2 + () 9 + 0 - -

Voir enregistrements. 

-Avec le lyophllisat d'écorces de tiges 

Tonus de 1\cétylcho- Extrait 

base llne (/\CH) ( E ) E + J\Cl! 

2 + 0 16,23.:1,112 1,25.:0,5 13,.: 1,7 

22,3.:5.03 1 + 0 13 + 0 

3.33.:_0,57 lit + 1 ,Ill 

2,5 .: 1 

12,66.:!:_0,57 

----·-·· 

9 7. 

% inhibi-

tion 

5 + 0,67 -

21+ 0,'57 -

26 + 1 -

% inhibi-

tian 

19 

41 

12,5 

40 

]2 
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Ces tableaux pres en tent les resultats de tests 

effectues sur des fragments d'intestins de rats, fragments de 

2 cm environ preleves dans le duodenum. 

Avec les feuilles, des series d'enregistrements ont 

ete effectuees de meme qU'avec les ecorces de tiges (Voir fig.7 

p.99 et fig.8 p.100). 

Pour chaque experience I on enregistre d' ahord le tonus 

de base que presente tout fragment d'intestin maintenu en survie 

dans une solution physiologique. 

- l'amplitude de contraction sous l'effet de 

l'acetylcholine (ACH) neuromediateur 

- l'amplitude de contraction sous l'effet de l'extrait 

- l'amplitude de contraction resultant de 

l'interaction Extrait - Acetylcholine (E + ACH) 

De ces differents resultats, on 

pourcentage d'inhibition selon la forrnule : 

% inhibition = E x 100/(E + ACH). 

determine le 

Le tonus de base correspond a une amplitude 

relati vement faible. sous l' effet de I' ACH, cette amplitude 

augmente considerablement. Avec l'extrait, 1 'amplitude de 

contraction est faible. L'interactton extrait - acetylcholine 

donne une amplitude plus faible que celle obtenue avec l'ACH. 

Ainsi, aussi bien avec les ecorces de tiges qU'avec 

les feuilles, Ie pourcentage d'inhibition n'est pas negligeable. 

Les plus forts pourcentages d'inhibition ont ete obtenus avec 

les ecorces de tiges. 
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4e PARTIE : DISCUSSIO;p;l;5 



CHIMIE 

1. Extraction des principes chimiques (actifs) 

et dosage des composes polyphenoliques 

- Extraction et identification 

102. 

Des reactions appropriees ont permis de mettre en 

evidence la richesse de la drogue en principes chimiques divers : 

alcaloides, derives steroliques, flavonoides, anthracenosides, 

tanins, etc. a partir de solvants de polarite croissante 

(chloroforme, ethanol, eau). 

La plupart de ces principes actifs sont presents dans le 

decocte : alcaloides, tanins, derives osidiques (anthracenosides, 

saponosides, etc). Ce qui justifie utilisation de la plante dans 

le trai tement d' un ensemble de pathologies gastro-intestinales, 

sous la forme de ~ecocte. 

La forme de conservation du decocte, veritable bouillon, 

est le lyophilisat qui, avec les ecorces de tiges, comme avec les 

feuilles, correspond environ aux 20 % de la matiere premiere. 

- Dosages quantitatifs 

Dans Ie cadre de la standarddisation chimique ulterieure 

pour la formulation galenique a base d' extraits de Holarrhena 

floribunda il a ete mis a profit la spectrophotocomplexiometrie de 

dosage des derives polyphenoliques presents dans la plante. 

L'oxydation des compos polyphenoliques par KMnO. et par 

le reactif de Folin-Denis, interessant du point de vue analytique 

a ete effectuee. L'indice KMnO. constitue un parametre chimique qui 

peut donner des signes alarmants d'alteration d'une preparation 

pharmaceutique au cours de sa conservation. 
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La presence de sucres reducteurs et d'heterosides divers 

(steroliques, saponosiques ... ) implique l'evaluation de ces 

composes, notamment les sucres reducteurs Iibres I susceptibles 

d'entrainer une fermentation en milieu liquide ::.:;i l'on utiLise 

l'eau comme solvant d'extraction des principes chimiques. 

2. Extraction des alcaloides totaux des ecorces 

de tiges et des feuilles et leur dosage 

Les etudes chimiques anterieures entreprises par 

differentes equipes de chercheurs, notamment par Goutarel et coll. 

ont surtout porte 

identification). 

Ces etudes 

sur les alcaloides 

anterieures qui en 

(nature, isolement, 

fait n'ont porte 

essentiellement que sur Ie Seoulou (Holarrhena floribunda en 

provenance du Senega 1) concl uaient que la conessine consti tue 

l'alcaloide majeur des ecorces de racines de H. floribunda (environ 

50 % du totum alcaloidique). 

De nos travaux, il resssort que si la conessine constitue 

effectivement l'alcalolde majeur dans certains cas, comme c'est le 

cas avec l'echantillon du CNRST, dans d'autres cela est loin d'etre 

verifie. En effet, avec les echantillons issus de la station de 

Gampela, la teneur en conessine est tres faible, nettement plus 

faible que celIe en isoconessimine et en conessimine dans les memes 

echantillons. De me me dans l'echantillon de Farako-Ba, la teneur en 

isoconessimine est plus importante que celIe en conesssine. 

De plus, le dosage global de ces alcaloldes montre que 

selon la provenance (station experimentale) les echantillons 

presentent des teneurs differentes en alcaloides. Avec 

l'echantillon de Farako-Ba, cette teneur est de 2,86 % c~ntre 

1,86 % avec l'echantillon du CNRST et 1,04 % pour l'echantillon de 
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Gampela. De ses analyses chimiques effectuees en 1950, Melle Schmit 

etablissait que les ecorces de racines de cette plante renferment 

2,50 a J,08 % d'alcaloides totaux tandis que les ecorces de tiges 

en renferment 1,20 a 2,44 % Elle concluai t egalement que la 

difference essentielle entre Holarrhena floribunda et Holarrhena 

antidysenterica se situe au niveau de la teneur en conessine. La 

conessine represente suivant les echantillons JO a 67 % des 

alcaloides totaux, le taux etant generalement superieur a 50 % 

alors que dans H. antidysenter ica , la teneur en conessine est 

seulement de 20 a 30 % (SCHMIT,1950). Tres visiblement, ces 

resultats ne tenaient compte ni du diametre des rameaux sur 

lesquels les ecorces ont ete prelevees ni des facteurs ecologiques 

(climatique et edaphique), ces facteurs qui sont d'une importance 

capitale dans les syntheses vegetales. En effet, les sols 

renferment des precurseurs qui varient d'un point a l'autre. La 

synthese des prlnclpes chimiques actifs par les plantes est 

tributaire de ces precurseurs. 

favorisera la synthese de 

Un sol riche en elements azotes 

substances azotees aussi bien 

quali tati vement que quanti tati vement. Ces resul tats des travaux 

anterieurs ne se justifient que dans un contexte bien precis. De 

plus, il amenent a pencher du cote de Chevalier qui, apres analyse 

concluait que le genre Holarrhena ne regroupe qu'une seule espece, 

Holarrhena floribunda (G. Don) Our. et Schinz, qui subirait des 

variations selon les microclimats. Cela, d'autant plus que dans 

notre cas nous sommes partis de pieds de Holarrhena floribunda 

de meme origine (site naturel de Dinderesso) places ddns des 

conditions ecologiques diff~rentes (Stations de Gampela, de Farako­

Ba et du CNRST). 

extraits 

Par methylation, il 

totaux alcaloidiques 

a 

en 

ete possible d'enrichir 

conessine conformement 

les 

la 

technique preconisee par Schmit en 1950. La difference essentielle 

entre la coness~ne et les autres alcaloides se situe effectivement 

au niveau des radicaux methyles (-CH3) rattaches au noyau 

steroidique. L'isoconessimine et la conessimine different de la 

conessine par un radical methyle (-CHJ) de moins que la conessine. 
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Apres methylation, les spots de ces deux alcaloides 

disparaissent en CCM (chromatographie sur couche mince) entrainant 

ainsi une augmentation de la densi te du spot de la conessine. 

L'activite antimicrobienne des extra its methyles et non methyles a 

ete testee sur differentes souches enteropathogenes. 

Les spectres de difference enregistres en spectrophoto­

densitornetrie et les spectres U.V. ont rnontre que la conessine base 

presente deux pics d'absorption d~nt le premier se situe a 450 nrn 

et le second a 520 nrn. La chromatographie bidirnensionnelle n'arrive 

pas a dedoubler ces spots. Avec la conessine base de reference 

vendue au commerce, d' un degre de purete de 97 % on observe 

egalement le meme phenomene. Les spectres U.V visibles obtenus par 

spectrophotometrie avec les alcaloides totaux, la conessine base 

puis le melange alcaloides totaux + conessine base donnent un seul 

pic d'absorption se situant a 217 nm. Ii s'agit donc d'un seul 

compose ( la conessine) absorbant a deux longeurs d' onde 

differentes. 

B MICROBIOLOGIE 

Les tests de cytotoxici te effectues sur amibes pathogenes 

montrent que les lyophilisats de decocte d'ecorces de tigges de 

meme que les produits de syntese : Flagyl, 2-Dehydroemetine sont 

efficaces sur Entamoeba histolytica (amibe pathogene). Mais, ces 

germes etant anaerobiques, leur comportement en milieu biphasique 

ne facilite pas la quantification de l'efficacite des extraits. Les 

denombrements sont plus aises en milieu liquide, mode de culture 

utilise dans les laboratoires specialises. 

Des tests de cytotoxicite ont ete effectues sur amibes 

non pathogenes, Amoeba proteus, avec l'emetine et des chlorhydrates 

d' alcaloides totaux de teneurs en conessine differentes, 

differentes du fait des diametres des rameaux sur lesquels ont ete 

effectues les prelevements des echantillons et differentes du fait 

de la provenance (site de culture). 
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Avec l' emetine, la DE 50 est plus faible (1,42 mg/ml) 

qU'avec les chlorhydrates d/alcaloldes totaux (2,1 mg/ml et 

2,44 mg/ml respectivement pour 23,70 % et 20,65 % de conessine) de 

meme qu'avec les alcaloldes totaux methyles (2,5 mg/ml). 

L/emetine, produit de synthese, est donc plus efficace 

que les tota alcaloidiques testes. 

II n/y a pas de difference significative au niveau de 

l/activite antiamibienne entre les alcaloides totaux bruts extraits 

des ecorces de tiges et ceux methyl 

Sans pouvoir preciser le mode d'action ni le mecanisme 

d'action, au vu des resultats obtenus avec l'extrait enrichi en 

conessine nous pouvons supposer qu'a partir d'une certaine teneur 

en conessine, il y aurait saturation des sites recepteurs par la 

molecule active de sorte qu'un apport supplementaire en conessine 

n'a aucun effet et pire, entrainerait une certaine inhibition; 

mais cette difference d' acti v i te peut etre consideree comme non 

significative sur ces amibes non pathogenes. 

Les concentrations minimales inhibitrices (eMI) et 

bactericides (eMB) des chlorhydrates d'alcaloides totaux et 

d' alcaloides totaux methyles (enr ichis en conessine) ant ete 

determinees sur des bacteries enterop~thogenes a Gram+ et a Gram-. 

Les eMI et les eMB obtenues avec les alcaloides totaux et les 

alcaloides totaux methyles different pour la me me souche et pour 

toutes les souches. Les experiences ayant ete effectuees dans les 

memes conditions I les variations sont essentiellement dues aux 

souches elle-memes et a la densi te de I' inoculum mis en contact 

avec les extraits. 

La variabilite des eMI est plus importante entre 

laboratoires qu'au sein du meme laboratoire. L'ordre de grandeur 

des limites de confiance des eMI se situe en general entre 1 et 4 

et souvent entre 1 et 8 (COURVALIN, 1985). Ce qui nous permet de 
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diL"e que la difference d I efficaci te entre alcaloides totaux et 

alcaloides totaux methyles n/est pas significative avec 

bacteries egalement. Donc l/enrichissement en conessine par 

m~chylation n/est pas necessaire. 

Les chlorhydrates d/alcaloides totaux des feuil 

semblent presqu'aussi actifs que les alcaloides totaux d/ecorces de 

tiges tandis qu' avec les decoctes (de feuilles et d I ecorces de 

tiges) les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont 

relativement elevees. 

Avec les Proteus et Providencia qui font partie de la 

flore commensale du tube digestif de I 'homme, ces valeurs sont 

relativement elevees : ce qui signifie qu/une enterobacterie 

pathogene plus sensible a l/extrait (c'est-a-dire presentant une 

CMI plus faible) peut etre combattue sans nuire a cette autre 

partie de la flore intestinale benefique. 

La sensibilite des staphylocoques (st. aureus ATCC 6538 

et st. aureus ATCC 13150) laisse supposer que cos extrai ts I 

utilises en dermatologie, pourraient remedier aux maladies 

dermiques dont StaphyLococcus aureus serait a l'origine. 

Les tests de cytotoxici te effectues sur E. coli OU9BH 

montrent que la teneur en conessine est determinante dans 

l/activite antimicrobienne. 

Des 

chlorhydrates 

differentes. 

etudes cinetiques ont 

d/alcaloides totaux 

ete 

de 

fectU(2S 

teneur en 

avec des 

conessine 

Les resu1tats de la premiere serie d'etudes cinetiques 
nous permettent de dire que les alcaloides totaux, a une 

concentration de Img/ml s'averent efficaces sur E. coli OU9Bl.4' La 

protamine, a elle seule, dont la concentration fut arbitrairement 

choisie au depart a un effet largement inhlbiteur. L'1association 
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protamine-alcaloides totaux donne un melange moins efficace. Dans 

cette si tuation, no us pouvons <2mettre de hypotheses soi t il 

existe une interaction entre la protamine et les alcaloides totaux 

rendant l'un et l'autre moins actif soit il e)'isterait une 

competition au niveau des sites recepteurs de ces molecules actives 

de sorte qu'un desequilibre entrainerait une diminution de l'action 

recherchee. 

Les resul tats obtenus a partir de la deuxieme etude 

cinetique montrent qu' a une concentration sub-inhibi tr ice, la 

protamine associee aux alcaloldes totaux presente une acti vi te 

inhibitrice un peu plus importante que les alcaloides totaux seuls. 

Donc, a cette concentration de la protamine, meme s' i 1 Y a eu 

augmentation de la permeabilite menbranaire (ce qui n'a pas ete 

prouve) cela n'augmente pas de fa90n significative l'efficacite de 

l'extrait~ Cette association n'est donc pas utile surtout que la 

protamine sulfate, a une dose relativement elevee, est nocive pour 

le coeur. 

L'antibiogramme effectue sur la souche Escherichia coli 

O~2·,r._ montre que cette souche est resistante a. certains 

antibiotiques tels que la Tetracycline, l'Ampicilline, le Bactrim, 

la Penicilline, la Bacitracine. Par c~ntre elle est sensible a. la 

Neomycine, la Colistine et la Gentalline. C'est donc une souche 

normale qui n'a pas ete au prealable soumise a. des antibiotiques, 

ce qUl justifie son utilisation ici pour nos tests microbiolo­

giques. 

La CMI et la CMB sur cette souche ont ete determinees 

avec les extraits alcaloidiques des trois stations experimentales 

(Farako-Ba, Gampela, CNRST). Bien que de teneurs differentes en 

conessine les extrai ts de Farako-Ba (17,25 % de conessine), du 

CNRST (33,S % de conessine) presentent les memes CMI et CMB 

(1,25 mg/ml). Lorsque la concentration minim31e inhibitrice et la 

concentration minimale bactericide ont la me me valeur, l'extrait 

peut etre considere comme bactericide ; ce qui est le cas ici avec 
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les extraits alcaloidiques. 

L' echanti110n de 1a station experimenta le de Gampe1a, 

bien que tres pauvre en conessine (3,28 %) presente la plus faible 

CMI, donc s'avere comme la plus bactericide des trois echantillons. 

Ces resultats nous permettent de deJuire que la conessine 

n'est pas la seule molecule du totum alca10idique a presenter une 

activite antibacterienne importante. L'efficacite du totum 

alcaloidique en provenance des differentes stations experimentales 

peut etre consideree comme identique ; de 0,625 mg/ml a 
1,25 mg/ml, 13 difference n'est pas significative. 

c:: TOXICO-PJ.IA.:E<"MACOLOGIE 

Maintenu dans des conditions ideales (solution de tyrode, 

oxygenation), un fragment d' intestin grt91e, isoie de l' organ i.sme, 

maintient son tonus de base. SOUS l'effet de l'acetylcholine, 

neuromediateur, l' ampl i tude de cont.raction augmente cons idera­

blement. 

- Le lyophylisat de decocte de feuilles diminue le tonus 

de base ne meme que l'amplitude de contraction enregistree sous 

l' effet de l' acetylcho 1 ine (effet curatif). Cette inhibition, 

reversible, est plus forte avec le lyophylisat de decocte d'ecorces 

de tiges. 

Administre avant l'acetylcholine (effet preventif), 

l'extrait diminue l'amplitude de con~raction due a l'effet 

cholinergique. Cette inhibition de la contact ion aura it pour role 

de remedier a une evacuation rapide du chyle, donc de prevenir des 

cas de diarrhees ou l'emission frequente des selles liquides est 

acceleree sous l'effet des contractions intestinales dues ~ 

l'acetylcholine. Les tests sur intestin isole ont ete effectues 

avec do.s lyophilisats de decoctes (de feuilles et d'ecorces de 

tiges) tres riches en principes chimiques d'effets divers. Malgre 
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la richesse de ces extra its en anthracenosides (veritables 

laxatifs), Ie degre d1inhibition des contractions observees avec 

ces extrai ts n I est pas negligeable. II existerai t parmi ces 

principes chimiques certains dont l'effet s'opposerait a celui des 

anthracenosides ou dlel~ments susceptibles de les inactiver. 

La DL 50 (dose letale 50 %) a ete determinee aussi 

bien avec les decoctes de feuilles et d1ecorces de tiges qU'avec 

les chlorhydrates d1alcaloides totaux (taus les echantil10ns 

provenant de la station experimentale de Farako-Ba). 

Avec le decocte de feui11es , 1a DL 50 est de 1000 mg/kg, 

avec les ecorces de tiges, elle est de 950 mg/kg et avec les 

chlorhydrates d1alcaloides totaux des ecorces de tiges, elle est de 

48,33 mg/kg ; avec ceux des feuilles, elle est de 65,5 mg/kg. Avec 

la conessine isolee et purifiee, e11e est de 28,7 mg/kg 

(STEPHENSON, 1943) . 

Ces resul tats montrent qu I un extrai t enrichi en un 

groupe de principes aetifs (alcaloides) ou un principe isole et 

purifie, s/il est plus specifiq'Je done plus actif, reste cependant 

bien plus toxique que l/extrait total qu1est Ie decocte. De plus, 

ces extra its enrichis presentent une marge de manipulation tres 

etroite, rendant leur utilisation tres difficile. 
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CONCLUSION 

Préconisée dl.ns la tradi thérapeutique des diarrhées 

dysentériformes, Holarrhena f loribunda ( G. Don) Dur et schinz est 

une plante qu~ présente un polymorphisme lié notamment au 

microclimat environnemental et à la nature du sol. En effet, des 

rameaux de mème taille et de même diamètre prélevés du si te 

naturel de Dindéresso en Juin 1983 et transférés sur les sites 

expérimentaux dci tarako-Bà, CNRST et Gampéla connaissent à 

l'heure actuelle un polymorphisme qui risquerait de les faire 

considérer comme des espèces différentes. Des études 

pédologiques, menées au BUNASOLS (Bureau National des Sols) nous 

aident à comprendre ces résultats . En effet : 

La station du CNRST est constituPe de sols à 

sexquioxydes de fer et de manganèse. Ils appartiennent au groupe 

des sols fe~rugineux tropicaux lessivés. 

- La station de Gampéla est constituée par les mêmes 

types de sols que ceux rencontrés au CNRST mais ils diffèrent par 

les matériaux originels. 

La station de Farako-Bâ est constituée de sols 

ferralitiques. Ils sont très profonds et moins argileux que dans 

les deux autres cas. 

Les études chimiques, entreprises à partir des 

échantillons provenant de chacune de ces st~tions montrent que 

même s'il n'y a pas de variations Rssentielles au niveau des 

constituants chimiques, notamment alcaloïdiques, leur teneur dans 

les échantillons varient pratiquement du simple au double et mème 

plus. 

Les études microbiologiques entreprises sur 

microorganismes (amibes non pathogènes 1 bactéries à Gram+ et 

hactéries à Gram-) montrent que ces extraits alcaloidiques 

présentent pratiquement la même tox ité pour une même souche, 

qu'ils soient enrichis en conesslne ou non. Par ailleurs, les 

souches étudiées ne présentent pas la même sensibilité vis à 

visdos extraits testés. 
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Membrane plasmique et paroi ne semblent pas cons ti tuer une 

barrière essentielle à l'efficacité des extraits ; l'association 

de la protamine qui, au ni veau de certaines bactéries comme 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27854, accroît la perméabilité 

membranaire (BOUSSARD, 1991), n'augmente pas 1~ sensibilité de 

E. coli 0119 s •• vis à vis des extraits alcaloïdiques. Les études 

cinétiques montrent qu'au bout de 4 heures, 1 'efficacité de 

l'extrait est sensible et augmente en fonction du temps. 

Les études toxico-pharmacologiques montre:rt que les 

extraits alcaloïdiques sont toxique~ et leur index therapeutique 

étroit. Les décoctes de feuilles et d'écorces de tiges sont peu 

toxiques et spasmolytiques. 

En conclus ion nous 

alcaloïdiques (des feuilles 

pouvons dire aue 

et des écorces de 

les extraits 

tiges) sont 

nettement plus efficaces que les décoctés correspondants. 

Malheureusement ces extraits alcaloidiques sont très toxiques 

et présentent un index thérapeutique étroit, rendant leur 

utilisation très délicate. 

Les feuilles comme les écorces de tlges sont efficaces 

contre les microorganismes mais les écorces de tiges sont plus 

toxiques. 

Au vu des résultats, nous orienterons nos recherches 

vers une forme plus enrichie en alcaloïdes que le décocté et 

moins toxique que le tatum alcaloïdique 1' extrait hydra­

alcoolique seral t plus indiqué. Les extraits stérol iques et 

tri terpéniques de mème que des extraits enrichis en composés 

polyphénoliques feront l'objet d'investigations. Dans le même 

ordre d'idée, nous envisageons poursuivre l'étude plus appro­

fondie des feuilles qui présentent au regard des études préli­

minaires, une toxicité moins accrue. 
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RESUME 

Holarrhena floribunda (G. Don) Dur. et ·Schinz est une Apocynacée rencontrée . typiquement dans 
la région Ouest Africaine. 

La plante est appelée en langues nationales : 

Moore 
Jula 
Fulfulde 

= Yabraogo 
= Fufu, Kuna 
= Kenkeledi, Indama, Tarki 

Ce travail présente un schéma de production d'extraits de la plante, adaptable à l'échelle semi­
industrielle; H. fioribunda étant recommandée dans la tradithérapeutique dea diarrhée - dysentéri­
formes au sens général du terme. L'activité antibactérienne des extraits, quasi-négligée jusqu'ici, est 
é,·aluée vis-à-vis de microorganismes incriminés dans 'des pathologies gastro-entérites. 

La standardisation chimique a été effectuée p&r évaluation de la teneur en principaux eonsti­
tuan~ actifs, notamment les dérivés alcaloïdiques et polyphénoliques. 

Au regard des résultats chimiques et microbiologiques il a été entrepris l'évalUation toxi~ 
pharmacologique des extraits. 

Mots clés 

Holarrhena floribunda: - plante - tradithérapeutique - gastro-entérites - microorganismes - chimie 
microbiologie - toxieopharmacologie- échelle aemi-industrielle. 
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