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RESUME

Notre échantillon a été récolté le 15/11/2012 en mame de Bujumbura à

KININDü et séché dans le laboratoire du CRUPHAMET à l'air libre.

Le screening phytochimique nous a révélée la présence des tannins, des

stéroïdes et terpènes et ainsi que les anthraquinones à des proportions

différentes. L'extraction des tannins a été faite avec le système acétone-eau (

3 :2 v/v) à l'aide de l'appareil de Soxhlet.

La chromatographie sur couche mince et la chromatographie sur colonne avec

le système acétate d'éthyle-acide fonnique-eau (18: 1 :1 v/v) suivi de la

cristallisation et l'évaporation ont pennis d'obtenir la substance tannique sous

une fonne poudreuse.

Sa température de fusion comprise entre 192 à 198°C nous a pennis de conclure

que notre substance n'était pas pure.

Quant au test de sensibilité, parmi les trois souches bactériennes testées, c'est

seulement le Vibrio cholerae qui a été sensible à des degrés différents face aux

deux extraits (aqueux et brut des tannins) de la plante.
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Le 111 nde entier en général etle urundi en particulier est handicapé par

plusieurs maladies dont les maladies dian-héiques. La dianhée est la cleuxiè~ne

cause de mortalité chez l'enfant de moins de 5 ans. Il y a environ 1,7 milliard de

cas de diarrhée chaque année dans Je monde. Elle est à l'origine de 760.000

décès d'enfants par an (www. Who.int Imeclia centre, fact shcets/fr 330/fr/index

ht 1). (oms,2û13).

Les maladies diarrhéiques font partie des maladies choisies comme maladies

cibles dans la Communauté Economique d s Pays des Grands Lacs (C.E.P.G.L)

et dans les sous-régions d'Afrique Centrale à côté de l'hypertension, de

l' épatite et des mycoses (C.E.P.G.L, 1990).

Selon le rapp rt amlUel d'épidémiologie et statistiques sanitaires (C.E..G.L,

1990), dans 1 s pays en voie de développement et plus particulièrement au

Burundi, les maladies diarrhéiques sont panni les principales causes de

morbidité et de mortalité dans les hôpitaux.

Cependant, l'être humain recherche dans son environnement avec quoi soulager

ses maux, not mment par l'utilisation des plantes (la méthode qui fait partie de

la médecine traditionnelle) ou on fait recours à l'utilisation des produits

phannac u iques de synthèse (méthode qui fait partie de la médecine moderne).

C est vers la ln du 13ème siècle que la médecine empirique a évolué vers une

médecine moderne grâce aux progrès scientifiques réalisés dans divers domaines

c mme la bioc 'mie, la physiologie, la physique, etc (R\VANGABO J.P., 19 3).
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Malheureusement, ce progrès scientifique n'a pas été observé dans les pays en

voie de développement et plus particulièrement en Afrique, raison pour laquelle

la population défavorisée ou démunie n'a pas abandonné la médecine

tr iti J Il eu' gar au "t élevé sm'dicaments importés d'un part, et à

la épartition inég'-le d s infrastr Chlf s médico-sani é'r s d'a tre peut

CI GABO J.P, 1993).

Actuell m- nt dans notre pays, bien qu'il y ait eu un progrès d" la médecin,

moderne, la médecine traditionnelle reste encore praticable, d'où la né e si!'

l'améliDrer. En effet, cette médecine traditionnelle se heurte à plusieurs

problèmes à savoir la préparation de cc;s médicaments, le dosage et la

p logie.

.2.

.2.1.

et i S IJ t

- faire le screening phytochimique à partir des feuilles de Cassia alata récol ~s

dan la comn un KlNTNDO;

- préparer les di fér nts ex l"lits à savoir:

- L'extrait' q Jeux (infusé) de Cassia alaL.

- L'extrait brut des tarmins de Ca 'sia alata.

Analyser la sensibilité des différents extr its sur les souches br ctérienn ,s à

savoir : Escheric~ia coli, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae.

- is 1er les tannins par des méthodes chromatographiques (chromatographie sur

couche mince et chromatographie sur colonne).
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1.2.2. lIté ê d sujet

L'in 'r"t de notre travail est de valoriser la médecine traditionnelle en vue de

l'intégrer dans la médecine moderne afin de promouvoir la santé et prévenir,

sinon guérir les maladies compte tenu du COlIt élevé des produit

pharmaceutiqu s.

I.', '1'

.... L'extrait (infusé) de feuilles de Cassia alata peut être sensible aux

bactéries diarrhéiques;

-' L'extrait brut d s tannins des feuilles de Cassia alata pe 1 être sensible

aux bactéries diarrhéiques;

Les feuilles de Cassia alata peuvent contenir des tannins purs.

Les travaux anté 'ieurs sur les feuilles de Cassia alata ont été m nés seulem nt

'ur les caract' ris tio s des principes actifs. Les études faites par .MACUMI D.

(2 . 9), NDIKUMANA S. (2008) sur les feuilles de Cassia alata prouvent ql e

CaS'sia alata co tienn nt des quinones, des tannins, des stéro'ides et des terp' nes.

Jus u' à présent, aucune recherche visant l'analyse de la sensibilité des

différents extraits pI" pd'és à partir des feuilles de Cassia alata sur les bactéries

dhrrh ïqu s n'a été faite.

D ns le présent travail, nous nous intéressons à l'étude des effets de deux

eX~'aits (aqueux et brut) des tannins de Cassia alata sur les souches bactériennes

à s vi: Escherichia coli, Vibrio cha/crae, Shigella dysenteriae.
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1.5. Aperçu sur la plante

1.5.1. Description botanique et origine

Cassia alata est une plante arbuste haut de 1 à 3m, à feuilles paripennées

alternes et composées. Ces dernières peuvent atteindre lm de long et ont plus

de 15 paires de folioles ovales.

On trouve la plante dans les jachères herbeuses ou buissonnantes. Sa tige est très

ramifiée et les entre-nœuds sont très courts.

Les fleurs sont très nombreuses et très agglomérées. Elles ont une couleur jaune.

Les pétales sont pleins de nervures brunâtres très ramifiées. Les fruits sont des

gousses plates. Ils atteignent une longueur de 25 cm et renferment chacun au

maximum 40 graines unisériées. Cette plante originaire d'Amérique du Sud, a

été introduite en Afrique Centrale, Occidentale et Orientale pour ses propriétés

médicinales mais aussi pour la beauté de son feuillage (BOKEMO W., 1985).

Figure 1 : Photo de la plante Cassia alata
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Systématique

Règne : Végétal

Embranchement : Spermatophytes

Sous embranchement : Angiospermes

Sous classe : Dicotylédones

Ordre : Rosales

Sous ordre : Léguminosare

Famille : Caesalpinacea

Genre : Cassia

Espèce : Cassia alata

(BOKEMOW., 1985), confirmée par BIGENDAKO M.l (2008),citée par

NDIKUMANA S. (2008).

I.5.2.Usages de la plante en phytothérapie

Cassia a/ata est une plante dont les feuilles sont universellement utilisées pour

soigner les maux de ventre ou la fièvre bilieuse hémoglobinurique, aussi dans le

traitement des maladies de la peau (les mycoses) (BOULARD B., 2001). Cassia

a/ata pourrait substituer la griséofulvine (médicament utilisé contre les

champignons) dont le coût est très élevé. Les analyses chimiques ont mis en

évidence l'acide chrysophanique comme étant responsable de l'action

antimycosique et antidermatosique (CAMES, 1976).

Les essais pharmacologiques ont montré des propriétés antibiotiques vis-à-vis de

certains bacilles et staphylocoque doré, ce qui justifie son utilisation dans les

infections externes de la peau (CAMES, 1976).
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Certains travaux ont mIs en évidence chez le rat, l'activité bactéricide

hypoglycémiante, anti-inflammatoire, analgésique et antihypertensive de cette

.. plante, d'autres lui reconnaissent son action contre les morsures de serpent ainsi

que des propriétés anti-he1minthiques, purgatives et anti-herpestiques (KEITA

A.et al., 1993).

Broyées ou macérées, les feuilles de Cassia a/ata sont utilisées contre la teigne

et les plaies syphilitiques. Une forte décoction des feuilles est donnée durant

l'accouchement pour hâter la délivrance. Les feuilles pilées sont utilisées pour

soigner les abcès aux pieds causés par les épines ou les chiques. Une décoction

de racine s'emploie pour le traitement de la blennorragie (BERHAUT J., 1975).
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Il. GENERALITES SU LES TAN INS j T SU LES
BACTERIES TRA TE

1 .1.1. jU" ..,jLiUIUVllli~

r st.

s tanmns

Il n'est P' s facile de donner L ne définition claire et conCIse des tannins.

C dan, c tins' ':LJrS nt tenté le faire cette tâch

D' P 'ès \VATERMAN P.G. et ~10LE S. (1994), les tannins nt d s P oduits

na reIs phénoliques qui peuvent p 'cipi rIes protéin s à p Itir d leurs

solutions aqueuses. Selon PARIS R. et MOYSE H.,(1971), « les taTIn' ns peuv nt

être définis comme des substances non azotées, de structure phénolique, solubles

dans l'eau, dans l'alcool, dans l'acétone mais insolubles dans l'éther.» Selon

F.A.O, (1962), « les tannins sont des produits organiques ou minéraux qui se

fixent sur les protéines de façon inéversible et les transforment en matériau

insoluble impu r scible, très ré~istant et ft xible appelé le cuir»

L S [\1 ins sont d substanes co. plexes dont la structure l '~t s bi n

idée, 'cp d n , c -rtains é; u eUrs com PARIS R. et MOYSE H., (1976)

al j que BRUNETON 1.,(1987) ent

pn Cl 'lUX:

- Le t· nni s vég 'taux;

- L s tannins syn hétiques ;

- Les tannins mi ~raux.

ss' les ta ms roI gr up s
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Il.1.2. Co 1 ositi c

8

e des t ni lS

La composition chimique des tannins est variable. Ce sont des composés

aromatiques à nombreuses fonctions phénoliques. Les plus simples sont d s

gallo annins et en particulier, l'acariose digallique de la noix de galle, qui est

for é par condensation de deux molécules d'acide gallique (BRUNETüN 1.,

9 7).

Deux cidcs g' lliqu s se combin ~nt pour donner l'acide dig llique pa

es ' 'ificaf

Equation:

O~ /OH o~ /OH O~/OH
C C c

1

~yo~
~ a

+ .. Il
HO

# %vo~HO OH

OH OH OH
OH

Add OH
Acide (rg~lIiquc

... . .3. A. ..,., t· . . s et leur 10 1 pl- t

1 .1.3.1. "le s la p. t

Le rôle des tannins dans la plante est mal connu. Les tannins précipitent 1 s

enzyn . s extr cellulaires sécrétées par des microorganismes infestants. a

précipitation de ces enzymes rend difficile la pénétration par les bactéries et les

champignons. Les tannins assurent une action protectrice chez les plantes

parasitées (GUIGNARD lL., 2000).
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II. 1.3.2. Localisation des tannins dans la plante

Al'état naturel, il est difficile de préciser où on peut trouver exactement les

tannins dans l'organisme végétal suivant les espèces et les diverses catégories de

composés. On peut les rencontrer dans différents organes ou au contraire dans

certains tissus spécialisés (GRIGNARD V.et al., 1955). On les rencontre dans

les vacuoles des cellules, souvent combinés à d'autres substances: alcaloïdes,

protéines, oses (tanosides), parfois dans des cellules spécialisées (idioblastes).

On les rencontre le plus souvent dans les organes destinés à mourir (feuilles

âgées, cœur de bois, péricarpe) (BINET P. et BRUNEL J.P., 1968).

II.l.4. Classification des tannins végétaux

On distingue, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tannins différents

par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique: les tannins

hydrolysables et les tannins condensés.

II. 1.4.1. Les tannins hydrolysables

Ce sont des esters des acides phénoliques avec les polyalcools ou les sucres

(souvent le glucose). Les tannins proviennent de l'estérification des cinq

hydroxyles du glucose par cinq molécules d'acide gallique. On a pu synthétiser

un pentagalloyle-glucose (BRUNETON J., 1993).
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•

H OH

HO

c O~

OH

OH

OH

Acide gnllique

OH

HO

OH

_~O~
----------- O~O'-.....

/ 0===0

o=c
~

~

HO

o~ 0

C

"o~
o

HO

OH

Les tannins hydrolysables sont groupés en trois catégories à savoir:

..

Les tamlins galliques;

Les tannins ellagiques ;

Les depsides.

~Hllnu~s

Les t nnins galliques sont des esters de l'acid . gallique ou de l'a 'ide diga!liqu

àve ' les os s. Si le sucre est le glucose, les cinq groupes fonction Is hydroxyles

o ) (en po 'ition 1,2,3A ou 6 sur le glucose) sont es,érifiés a'· d. chaîn s

lat' ris comp nant l à n monomè e(s) 'acide gallique. La biosyntl èse de

pentagalloyle-glucose s'effectue par substitution des groupements hydroxyles

d'une molécule de glucose par cinq molécules d'acide gallique en positionl, 2,

3, 4 ou 6 ( RUNETON J.; 1999 ; GUIGNARD J.L., 2000).

•
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b. Les tannins eUagiques

Les tannins ellagiques sont des substances obtenues par estérification des sucres

(généralement le glucose) avec des acides hexahydroxydiphéniques (illIDP) et

ses dérivés d'oxydation (dihydrohexahydroxydiphénique=DillIDP, acide

chébulique) (BRUNETüN J., 1999).

HO

HO

Acide ellagique

COOH

OH OH

O-..LI

COOH

OH OH

OH

OH

Acide hexahydroxydiphénique

c. Les depsides

Les depsides proviennent de l'estérification naturelle de deux acides

phénoliques.

Exemple d'un depside :acide lécanorique
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OH

HO COOH

Acide lécanorique

II. 1.4.2. Les tannins condensés

Les tannins condensés ou proanthocyanidols sont des polymères flaviniques. ils

sont constitués d'unités de flavan-3-01 liées entre elles par des liaisons C-C le

plus souvent 4~8 ou 4~6 (BRUNETON 1.,1999).

HO OH

OH

OH

Flavan-3-01

• Structure trimère
HO

OH

OH

OH

Epicatéchol-(4B~8)-épicatéchol-(4 B~8)-catéchol
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II.1.5. Propriétés des tannins

II.1.5.1. Propriétés physico-chimiques des tannins

Les tannins se dissolvent dans l'eau sous forme de solution colloïdale, mais leur

solubilité varie selon le degré de polymérisation (elle diminue lorsque celui-ci

augmente). Ils sont solubles dans les alcools et dans l'acétone, peu solubles dans

certains solvants organiques et insolubles dans les solvants apolaires (benzène,

ether, chloroforme) (BRUNETüN 1., 1999).

Ces tannins sont précipités de leurs solutions aqueuses par les sels des métaux

lourds (Cu, Fe, Zn, Hg, Pb) et par la gélatine. Les tannins condensés donnent des

précipités brun-verdâtre, ce qui permet de distinguer les tannins hydrolysables

des tannins condensés.

II.1.5.2. Propriétés biologiques

La plupart des propriétés biologiques des tannins sont liées au pouvoir qu'ils ont

de former des complexes avec les macromolécules en particulier avec les

protéines (enzymes digestives et protéines fongiques ou virales) (BRUNETüN

1., 1999).

II.1.5. 3. Propriétés physiologiques des tannins

Les applications des drogues à tannins sont assez restreintes et découlent de leur

affinité pour les molécules protéiques. Par voie externe, elles imperméabilisent

les couches les plus externes de la peau et des muqueuses protégeant ainsi les

couches sous-jacentes, elles ont également un effet vasoconstricteur sur les

petits vaisseaux superficiels, en limitant la perte des fluides et en empêchant les

agressions extérieures, les tannins favorisent la régénératon des tissus en cas de

blessure superficielle ou de brûlure.
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Par voie interne, ils exercent un effet antidiarrhéique. Quelle que soit la voie

d' administration~ l'effet antiseptique (antibactérien et antifongique) clairement

démontré de ces molécules est intéressant (BRUNETON 1., 1993).

II.1.6. Usages des tannins dans l'industrie

• Les tannins peuvent être utilisés dans l'industrie pour la fabrication de

l'encre. En effet, l'encre est une solution aqueuse d'acide gallique ou des

tannins contenant FeS04, H2S04 dilué: gomme arabique et un colorant.

(BRUNETON 1., 1993) ;

• Ces extraits des tannins naturels, indépendamment de leur composition et

de leur origine sont employés depuis longtemps dans la conservation des

peaux en CUlf;

• Les tannins sont utilisés comme inhibiteurs des enzymes. C'est ainsi

qu'ils sont utilisés pour la clarification du vin et de la bière (pARIS M. et

HURABIELLE M., 1981);

• Chez l'homme, les tannins sont employés par VOle interne comme

astringent hémostatique et antituberculeux (pARIS R.R. et MOYSE H.,

1971)

II.2. Généralités sur les bactéries diarrhéiques testées

En ce qui concerne ce point, nous avons pris comme référence FERRON A.,

(1984).

Il.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli est un hôte normal de l'intestin de l'homme et d'autres

ammaux. Cette espèce est présente dans le milieu environnant ou dans les

aliments.
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Sa pré 'ence dans ces différents milieux est un signe d'une contami ation fécale

réc nte, car ce te esp' ce ne résiste p' s longtemps en dehors de son hôte qui e t

généralement l'homme.

Escherichia coli, t un acille à Gran négatif mobile, pouvant se d 'velopp en

aérobiose comme en anaérobiose. L'Escherichia coli représente près de 80% de

la flore intestinale aérobie pour l'adulte (flore sous dominante car la flore

do ina te est r prés ntée à 90% par llne flore anaérobie).

C me souches de cette espèce peuvent se multiplier dans 1j intestin et

pro ulre des entérotoxines qUl peuvent être à l'origine des gastroentérites

L' toxine c t sp ',ce caus'" U!le hypersécrétion des chlorures t d

l'e' Id s l'int in grêle. Ce qui fait que le alade ém t s sel s liqu' des à

quelques heures S ll'vi nt un syndl'on e de cl' shydratation aigue qui, si le sujet

n' st p traité, peut c nduire à la mo t (FERRON A., 1984).

.~ II.2.2. Vibrio cholerae

Vibrio cholerae se trouve dans les selles des malades et de celtains sujets

(port urs sains). Il survit dans les eaux polluées ainsi que sur les objet~

co [minés. Vibrio cholerae est UE bacille à gr 111 négatif

al 'é' bi àcu tati f, rsponsabl du dolé a.

bile, '. b' -

Comm chez E cherichia coli, Vibrio cholerae libère une entér toxine causant

une hyper é r' .on d'e li t de chI nlres d' ns l'intestin grêle et inhibe la

réabsorption du sodium. Ce qui fait que le malade émet des selles liquides

occa i nnant beaucoup de pertes en eau et en électrolytes, ce qui entraîne la

d'shy l' t tio algue qUI peut provoqu r la mort en absence de

traitement(FERRON A., 1984).
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2.3. SI; el/a :J'se t iae

Le Shigella dysenteri e est tm bacille à gr ID nég tif immobil dont certain s

souches peuvent être des agents responsables des maladies dianhéiques.L'un~

de ces souches est le Shigella dysenteriae qui cause la dysenterie bacillaire.

La contamination se tàit par les matières fécales soit directement (maladies di;S

mains sales), soit indirectement par l'intermédiaire d'un aliment ou d'une

boisson contaminé par les matières fécales (rôle possible de mouches comme

ve t urs).

La dysenterie b, cillaire est caractérisée par des émissions nombreuses de glair s

s' ngulonnnnt s. Dan:; la fo '1 e grave, la d' sI y iratation est aussi évidente.
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CHAPITRE li :ECHANTILLONNAGE, SCREENING PHYTOCBIMIQUE,
EXTRACTION DES TANNINS

111.1. Echantillonnage

111.1.1. Récolte

Les feuilles de Cassia alata sont récoltées le15/11/2012 en Mairie de

Bujumbura à Kinindo.

111.1.2. Séchage

Le séchage des feuilles de Cassia alata a eu lieu dans le laboratoire du Centre de

Recherche Universitaire en Pharmacopée et Médecine Traditionnelle

(CRUPHAMET) , à l'Université du Burundi, à l'air libre. Le séchage a duré 20

JOurs.

111.1.3. Broyage et tamisage

Après avoir séché les feuilles de ladite plante, nous avons procédé au broyage

dans un mortier en bois avec un pilon de même nature. Pour obtenir une poudre

fine de faible granulométrie, nous avons effectué un tamisage. La fine poudre

ainsi obtenue a été conservé pour les analyses ultérieures.

111.2. Screening phytochimique

111.2.1. Définition

Le screening phytochimique ou criblage consiste à effectuer des tests chimiques

pour déceler la présence des groupes chimiques (les alcaloïdes, les tannins, les

flavonoïdes, les stéroïdes et les terpènes, les leucoanthocyanes, les quinones et

les saponosides) appélés principes actifs dans un extrait de la plante

(SÜfüWÜRA A., 1996).
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La présence des substances d'intérêts pharmacologiques appelées pnnClpes

actifs se fait à l'aide d'une série de réactions analytiques (réactions de coloration

et de précipitation).

111.2.2. Détection des tannins

Nous avons préparé l'infusé à 50/0 (5g de poudre dans 100ml d'eau chaude).

Après avoir effectué la filtration, nous avons ajouté environ 2ml du FeCh à 30/0 à

environ 3ml ml du filtrat. Une coloration bleu-noir a été observée. Notons que

cette coloration indique la présence des tannins galliques (hydrolysables) tandis

qu'une coloration bleu-vert indique la présence des tannins catéchiques

(condensés) (SOFOWORA A., 1996).

111.2.3. Test de confirmation

Le test de confirmation des tannins a été fait à l'aide de la gélatine salée 10/0,

l'apparition d'un précipité blanc avec la gélatine salée confrrme la présence des

tannins. Ce précipité est un complexe formé par les protéines composant la

gélatine avec les composants phénoliques multihydroxylés constituant les

tannins. Ce dernier flocule d'abord et précipite par après (BRUNETON J.,

1999). Les résultats sont consignés dans le tableau 1. Le mode opératoire pour la

détection des autres principes actifs est consigné dans les ouvrages de

BRUNETON J. (1993) et SOFOWORA A. (1996).

111.3. Extraction des tannins

L'extraction des tannins a été réalisée avec l'appareil de Soxlùet (figure 2) en

utilisant le système acétone-eau (3:2 v/v) comme solvant. Avant de commencer

l'extraction proprement dite, nous avons procédé d'abord à la délipidation avec

l'éther de pétrole.
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L'extrait obtenu a été concentré à l'aide d'un évaporateur rotatif et conservé

dans une bouteille brune bien fennée à l'abri de la lumière et de la chaleur au

frigo. Cet extrait va nous servir aux tests bactériologiques et aux analyses

chromatographiques.

Figure 2 : Photo de l'appareil de Soxhlet
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CHAPITRE IV. ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE ET TESTS

BACTERIOLOGIQUES

IV.l. Analyse chromatographique des tannins

Dans notre travail, nous avons utilisé seulement deux types de

chromatographies: Chromatographie sur couche sur mince

Chromatographie sur colonne (CC).

IV.l.l. Chromatographie sur couche mince (CCM)

10 Les objectifs de la CCM

Les objectifs de la CCM sont:

- contrôler la pureté d'un composé organique;

- rechercher le meilleur solvant avant d'entreprendre une séparation par CC ;

- contrôler une séparation effectuée par la CC (CHAVANNE M., 1991).

20 Préparation de la cuve et de la plaque chromatographique

La cuve chromatographique et son couvercle ont été lavés à l'aide de l'eau

distillée puis rincés avec le système de solvant (éluant) utilisé.

Pour la plaque chromatographique, nous avons tracé très légèrement avec un

crayon une ligne de dépôt à 2 cm du bord inférieur et à 3 cm du bord supérieur

de la plaque et avons marqué les emplacements de dépôts espacés de 2 cm.
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e plaq e a é ' cha.ffée dans e ~tuve plant 30 min s à Il ace v' d

l'introduire ans la cuve. Nous avons mis d'ms la cu le ys' e d solvant

utilisé 3 heures vant l'introduction le la plaque contenant l'écha tillon en vu

e 1· saturation de la cuve en vapeurs de solva t.

La cuve a été hennétiquement fennée pour assurer l'étanchéité.

Pour notre travail, les différents systèmes de solvants utilisés sont:

- Acétone-eau (28,5 :1,5 v/v) ;

- A ét n n-hex ne (28 :15 v/v) ;

~\""~LuLed" hyle-aci eformique- a (18:1:1 v/v).

3° . ôt

Nous avons retiré la plaque chromatographique de l'étuve et puis, avens déposé

sur la ligne de dépôt l'extrait brut des tarmins à l'aide d'une micropipette sous

for d taches équidi tantes de 2 cm. La plaque a été sé 'hée à l'air libr t

ir roduite dans la cuve renfennant le sysf me éluant et nOLIs avons r n is

directement le couvercle de la cuve et refenné convenablement. Nous avons

retiré la plaque au moment où l'éluant a atteint la ligne de front et ravons

séchée à l'air libre.

4

'n' l'al m nt, les col r tions sont p~rceptibl s à la IL m:ère vi iblè, en ultr ­

'i l' t (U 1) el n pulv' is. t la pl: qu par l'iode à l'ide l' ID atom's Lf

(BüUNIAS ., 1983).

Po If n tre travail, nous avons utilisé la radi tion ultraviole e (UV) pOLll" rév' 1 r

les taches.
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Le meilleur système qui est l'acétate d'éthyle-acide formique-eau (18 :1 :1 v/v)

a fractionné l'échantillon en 5 taches dont chacune correspond à une valeur

propre de Rf. Les résultats sont consignés dans le tableau 2. Le chromatogramme

obtenu est visible sur la figure 3.

o

() o
(1

o

E..

Figure 3 : Chromatogramme sur couche mince de l'extrait brut des tannins dans
le système acétate d'éthyle -acide formique-eau (18 :1 :1 v/v)
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IV.l.2. Chromatographie sur colonne

La chromatographie sur couche mince prépare la chromatographie sur colonne

en fournissant des informations sur les systèmes de solvants à utiliser lors de la

séparation effectuée dans cette dernière.

10 Remplissage de la colonne

A défaut d'une colonne préposée à cet effet, nous nous sommes servi d'une

burette de 50 cm. Nous avons commencé par l'introduction du tampon d'ouate

au fond de la burette et avons superposé à ce tampon une couche de sable de 2

cm d'épaisseur. La bouillie préparée à l'aide de l'éluant et de l'alumine a été

versée jusqu'au 3/4 de la hauteur de la burette. Nous l'avons versé dans la

colonne par petite portion en vue de permettre son tassement. Au dessus de

l'adsorbant bien tassé, nous avons déposé une seconde couche de sable pour

éviter toute turbulence au moment de l'introduction de l'échantillon.

20 Introduction de l'échantillon et développement de la colonne

Après le remplissage de la colonne, au moment où l'adsorbant est bien tassé,

nous avons introduit l'échantillon dans la burette à l'aide d'une pipette, l'extrait

s'infiltre d'abord dans la deuxième couche de sable puis dans l'adsorbant. Le

système éluant est versé dans la burette avec précaution, d'abord par des petites

portions jusqu'à la décoloration de la deuxième couche de sable; ensuite,

l'éluant est maintenu à une certaine hauteur au dessus de l'adsorbant. Au cours

du développement de la colonne, il y a eu l'apparition de plusieurs zones dont

les couleurs sont différentes. Par l'intermédiaire du robinet, nous avons recueilli

23 flacons dans lesquels seulement 8 répondent positivement au test des tannins.
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IV.I. 3. Test de pureté des flacons contenant les tannins

Parmi les 23 flacons recueillis, seuls les 8 flacons numérotés 7, 8, 9, 10, 11, 12,

13 et 14 ont répondu positivement au test des tannins et ont été soumis au test

de pureté à l'aide de la CCM avec le système acétate d'éthyle-acide fonnique­

eau (18 :1 :1 v/v). Chaque flacon a donné une seule tache au même Rf (0.13)

sauf 7 et 8 dont leurs révélations n'ont pas été claires. Les flacons qui ont donné

une seule tache au même Rf ont été réunis et ont constitué un seul produit. Les

résultats sont consignés dans le tableau 3. Le chromatogramme obtenu est donné

à la figure 4.

__0 __- 0 - __

',' ."-

Figure 4 : Chromatogramme des flacons répondant positivement au test des
tannins dans le système acétate d'éthyle-acide formique-eau (18 :1 :1

v/v)
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IV.1.4. E s.. d Îstaillisati

L' (;ri 't r His tion rens igne aussi sur la pL reté d'une subsL ce. Le s Ivant ch isi

n d it r'agi avec la substance à pu 'ifi r et doit dissoudre 1 s impur tés

(KLYNE W., 1966).

Après avoir combiné les 6 flacons qui ont eu une seule tache avec le même '-f,

nous avons procédé à l'évaporation jusqu'à l'obtention d'une solution

concentrée au fond du bécher et y ·avons versé par la suite de l'aeid acétiqll

chauffé jusqu'aux environs de sa température ct'ébullition.

Après refroidissement à l'air, nous avons filtré le mélange et av ns obtenu la

substance sous forme de poudre après avoir séché à l'air libre.

.1.5. U"' •. UIl d • 1

L, do ermin' ion d point de fusi l a ét' réalisée à l' i d l 'r pp r il e

Thiele. La température est une caracl~ristiqlle physique propre à une Sl bsta. ~e

(B UNETON 1., 1993). Notre substance isolée a commencé à t ndre à 192°C

et s'est terminé à 198°C, ce qui nous a prouvé que notre sub 'tance n'est pas

pure.

IV.2. T sts b' t' dol giques

otr étude a port' sur les deux extraits des feuilles de Cassia a/ata à savoir

l'e, rait queux et l'extrait b. lt des tannins sur les trois souch ...s

ba téri -nn s (Vibrio cholerae, Esch richia coli et Shige/la dysenteria ) fot-rni s

par l' lNS . Elles ont °t 0 isolées d, ns les s"lles des malades souffrant de la

diarrhée.
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IV.2.I. Préparation de l'extrait aqueux

L'extrait aqueux: doit être très visqueux: pour faciliter la tache de

l'antibiogramme. Pour notre travail, nous avons dissous 4g de poudre de notre

échantillon dans 16 ml d'eau chaude et avons obtenu une solution visqueuse.

L'extrait a été conservé dans le frigo pour les analyses bactériologiques.

IV.2. Préparation et imprégnation des disques dans l'extrait brut des
tannins

Les disques de papier filtre ont été perforés, stérilisés dans l'étuve à 100cC

pendant 8 heures. Nous avons, par la suite, trempé ces disques dans l'extrait

brut des tannins pendant 24 heures, retiré et séché à l'étuve pendant 20 minutes.

Nous les avons conservés dans des boites de Petri stérilisées et dans le

réfrigérateur (DIAGNOSTIC P., 1988). Ce sont ces mêmes disques qui ont été

utilisés pour les analyses bactériologiques.

Figure 5 : Photo des disques imprégnés dans un extrait brut des tannins
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Le milieu de culture utilisé a été préparé à l'INSP. Ce milieu porte le nom de,
Mueller- l:- inton cont ant la gélose le composition suivante:

Infusion de viande de bœuf: 2g11 ;

Bio-case: 7,5g1l ;

Amidon: 1,5g/1 ;

Agar: l7,5g/1

pH: 7,3

La gélose de Mueller-Hinton est le milieu de référence pour l'étude de la

sensiblité aux antibiotiques (MARCHAL et al., 1982).

..

L' 0U~P sion 1omogénéisée est a'Jtoclavée à 121°C sous pression d'une

atl osphè' p ndant 5 minutes en vue de l stériliser. Elle est 1 St ite répartie

dans des boîtes de Petri qui sont elles aussi préalablement térilis 'es a ln

d'éviter 12 comaminali n (IUVIERE J., 1975).

Dans notre étude, les boîtes de Petri contenant la gélose sont ensem ncées à

l'aide d'un écouvillon des souches bactériennes à étudier. Ensuite, à l'aide d'une

pince, Pextrait aqueux et les disques en papier filtre imprégn 's d'extrait brut des

tannins sont appliqués sur le milieu de cul ur dans des boîts d P ri. Apr' s 24

hures 'incub' tion à 37°C da s l'étuve, nous avons pu obs" ver les résul ats.

En'casde sensibilit', mezoned'inh'bition stobservée utourducisqu ou s

extraits appliqués sur le milieu de cul ure. Dans le cas contraire, c tte zone n' 't

pa~ ob er ée, on obs rve par contre, un tapi~ bactérien continu autour du disque

a d~s ~xtrai s utilisés. Les résultats sont consignés dans le tabl au 4.
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Pour illustrer les photos prises mais qui ne sont pas claires, nous avons jugé bon

de montrer ce que devrait être une zone d'inhibition par un schéma.

Disque imprégné d'un extrait
brut des tannins ou l'extrait
aqueux

Zone d'inhibition de la

croissance bactérienne

"

Figure 6 : Photo de milieu de culture des souches bactériennes dans le cas de
sensibilité

Légende:

vc : Vibrio cholerae

Ex aq : extrait aqueux

Ex brut : extrait brut
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Figure 7 : Photo de milieu de culture des souches bactériennes dans le cas de

non sensibilité
Légende:

E.coli : Escherichia coli

Shig : Shigella dysenteriae
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CHAPITRE V. PRESENTATION, INTERPRETATION ET DISCUSSION
DES RESULTATS

V.1. Présentation des résultats

V.I.1. Résultats du screening phytochimique des feuilles de Cassia alata

Le screening phytochimique a porté sur les feulles de Cassia alata récoltées à

Kinindo en Mairie de Bujumbura. Les résultats obtenus sont consignés dans le

tableau 1.

Tableau 1 : Résultats du screening phytochimique des feuilles de Cassia alata

Principes actifs recherchés Résultats

Tannins FeCh +++

G.S +++

Alcaloïdes M -

D -

W -
Anthraquinones +

Leucoanthocyanes -

Flavonoïdes -

Stéroïdes etterpènes ++

Saponosides -

Légende:

G. S : Gélatine Salée

M : Réactif de Mayer

D : Réactif de Dragendorff

W :Réactif de Wagner

Barèmes utilisés (SÜFÜWÜRA A., 1996):

- : absence du principe actif

+ : présence en faible quantité

++ : présence en quantité moyenne

+++ : présence en grande quantité
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r co tt it b

Les rés dt ts de la chromatographie sur couche mmce cie l'extrait brut des

tannins sont co sign's dans le tableau 2. Signalons que la dis an parcouru p r

1 solv' t' it de 15 cm.

T bl 2 : Résultats de la chromatographi
des tanni s dans le systèm
fOlmique-eau (18 :1 :1v/v)

sur couche mince de l'extr it bl rt

d'élution acéta e 'é hyl -aci 1

...

N° de la tache Distance r

parcourue par la

substance en cm

1 3 0,20

2 5,2 0,34

3 1,8 0,78

-4 131 0,87,

) 14,2 0,94

V.l.3. ésul 1 s de chro tograp ie sur c
répo ant a ux tests positifs des t· lins

le di ce des

Les résultats de la chromatographie sur couche mince des flacons r' po ant a lX

tests positifs des tannins sont consignés dans le tableau 3.

3: Résultats de la chromatographie sur couche mm d ~s flacons
répondant aux tests positifs d s tannins dans le système acétaTe
d'éthyle-acide formique-au (18 :1 :1 v/v)

N° du Dacon Distance parcourue par la substance en cm Rr
9
10
Il 2 0,13

1 12
1 1]
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V.1.4. Résultats des tests d'activité des différents extraits sur les bactéries

,~ Les résultats des tests d'activité des différents extraits sur les bactéries sont

consignés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Résultats des tests d'activités des différents extraits sur les bactéries

Nom de la plante Partie de la plante Extraits Vc Ec SR

aqueux ++(3 mm) -(Omm) -(Omm)

Cassia alata Feuilles brut des + (2mm) -(Omm) -(Omm)

t.annins

Légende

- Vc :Vibrio cholerae

- Ec :Escherichia coli

- SR: Shigella dysenteriae

Barème utilisé

-: résistance de la souche à l'extrait

+ : sensibilité de la souche à l'extrait

++ : forte sensibilité de la souche à l'extrait

V.2. Discussion et interprétation des résultats

Le screening phytochimique des feuilles de Cassia alata nous a révélé:

• la présence en grande quantité des tannins;

• la présence en quantité moyenne des stéroïdes et terpènes;

• la présence en faible quantité des anthraquinones;

• l'absence des alcaloïdes, leucoanthocyanes et saponosides dans les

feuilles de ladite plante.

Ces résultats sont proches de ceux trouvés par MACUMI D.(2009) et

NDIKUMANA S. (2008).
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La petite différence observée peut s'expliquer par le fait que la présence en

quantité abondante ou moyenne et l'absence d'un principe actif dans une plante

d' p ~I d pl si rs f, t LI S à savoir: le climat, l'âge de la plante, la n ture du

01, l 'ch'lge t de c r serva ion, ... (RWANGABO P.C., 1986).

Pour la chrom agraphie sur couche mince, nous avons utilisé 4 sy tèm s d

solvants à savoir acétone-eau (28,5 :1,5 (v/v)), acétone -n-hexane (28 :15 (v/v)),

acétate d'éthyle-acétone-eau (3 :2 :1 (v/v)), acétate d'éthyle-acide formique-eau

(18 :1 :1 (v/v)).1vlais 1 système qui nous a paru meilleur est l'a éta d'ét yi ­

acide formique-eau (18 :1 :1 (v/v)) qui a fractionné notre échantillon en 5 taches

à des valeurs différentes de Rf (figure 3 et tableau2).

Pour la chromatographie sur colonne avec le système acétate d'éthyle-acide

formique- au (18:1:1 (v/v)), nous avons recueilli 8 flacons répondant aux tests

positifs des tannins. Après avoir soumis ces flacons au test de pureté, nous

vons cristallisé leur contenu et nous avens obtenu une substance sous forme de

.r p li 'e. C L s bstan a été soumise au t st de pureté par déterrnin· ti n de a

ten p' rature de fusi 1 et nous avons obtenu une température de fl.!sion comprLe

ent'e 192 à 198°C. Ctt é ait entre les d ux temp' rat If s est énorm . ; d' 0 ') la

substance n'est pas pur.

Les résult::tts obtenus au laboraoire de l'INSP concern~nt les t ls

bactéri 1 giques ont montré que seul le Vibrio cholerae est se siblc aux deux

extraits (aqueux et brut des tannins) à des degrés différents (tableau 4) tandis

que l' Escherichia coli et la Shigella dysenteriae ont résisté aux deux exn'aits

utilisés.
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CONCLUSION GENERALE ET RECOMMANADATIONS

Conclusion générale

Les résultats du screening phytochimique nous ont permis de conclure que notre

plante contient des principes actifs ou bioactifs pouvant expliquer son usage en

médecine traditionnelle.

La chromatographie sur couche mince et la chromatographie sur colonne nous

ont pennis d'isoler les tannins sous forme d'une substance poudreuse de

température de fusion comprise entre 192 et 198°C, nous en avons conclu que la

substance n'est pas pure.

Quant aux tests bactériologiques, le Vibrio cholerae (agent causal du choléra) a

été sensible aux deux extraits (aqueux et brut des tannins) utilisés alors que les

autres souches ont manifesté la résistance à ces derniers.

Ces résultats peuvent confirmer l'utilisation de ladite plante pour le traitement

des maladies diarrhéiques.

Recommandations

Vu que notre objectif a été atteint partiellement et en considérant les conditions

dans lesquelles nous avons travaillé, nous aimerions émettre quelques

recommandations :

~ A l'Etat:

- de mettre en place une loi régissant la médecine traditionnelle;

- de favoriser la collaboration entre la médecine traditionnelle et la

médecine moderne;

- de rehausser le budget réservé à l'Université du Burundi dans le

cadre de la recherche ;
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~ A l'Université du Burundi: de soutenir les travaux de recherches en

équipant convenablement les laboratoires en matériels et en produits

chimiques.

~ A la population: de protéger l'environnement afin d'éviter la disparition

continuelle des différentes espèces de plante pouvant servir la médecine

traditionne]]e.

~ Aux futurs chercheurs :

- de mener une étude approfondie sur la plante Cassia alata :

- d'isoler les principes actifs présents dans cette plante et déterminer leur

nature et leur structure moléculaire;

- de déterminer la concentration minimale d'un principe actif nécessaire

à l'inhibition de la croissance bactérienne;

- de déterminer la dose maximale nécessaire pour un malade en

respectant la posologie.
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ANNEXE

Résultats comparés aux résultats du screening phytochimique des feuilles de

... Cassia alata.

Résultats du screening phytochimique des feuilles de Cassia alatatrouvés par

MACUMI D. (2009)

,.

Principes actifs recherchés Résultats

Tannins ++

Alcaloïdes M -

D -

W -

Anthraquinones ++

Leucoanthocyanes -

Flavonoïdes +

Stéroïdes et terpènes +++

Saponosides -

,.,
,
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Résultats du screening phytochimique des feuilles de Cassia alata trouvés

par NDlKUMANA S. (2008)

Principes actifs recherchés Résultats

Tannins +++

Alcaloïdes M -

D -

W -

Anthraquinones -

Leucoanthocyanes -

Flavonoïdes +

Stéroïdes et terpènes +++

Saponosides -


