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La tradithérapeutique est une pratique utilisée depuis jadis par nos

ancêtres pour le traitement de différentes affections. Elle tient encore une

place importante de nos jours malgré les progrès de la médecine moderne.

La médecine traditionnelle utilise généralement des plantes quelques fois aux

propriétés multiples [ 21 ]. Bon nombre d'entre elles ont fait l'objet d'études

scientifiques et leurs efficacités ont été démontrées. D'autres par contre

demeurent encore peu où mal connues. fi appartient donc aux chercheurs

d'œuvrer à l'exploration de cette richesse naturelle que constituent les

plantes. Cela permettrait non seulement de comprendre cette médecine, mais

aussi de la valoriser et de la rationaliser à la lumière des techniques

scientifiques modernes. Ainsi, de nouvelles molécules poWTaÏent être isolées

pour la mise au point de nouveaux médicaments, afin de lutter contre les

germes devenus de plus en plus résistants aux antibiotiques actuels. Cet état

de fait est conforté non seulement par la recrudescence de certaines maladies

infectieuses, mais aussi par les difficultés éprouvées dans leur traitement [37].

C'est le cas de certaines affections fongiques qui nécessitent l'introduction dans

l'arsenal thérapeutique de nouveaux médicaments plus efficaces.

Par ail1ems, la thérapeutique antifongique dispose d'une gamme assez

variée de médicaments, mais leurs prix ne sont malheureusement pas à la porté

de toutes les bourses. fi est donc important que d'autres voies de recherches

soient explorer dans le but d'aboutir à des médicaments antifongiques

financièrement plus accessibles. A ce titre, les plantes poumlient constituer une

somœ importante de substances antifongiques.

Ainsi, au Burkina Faso, de nombreuses plantes sont traditionnellement

utilisées pour le traitement des mycoses superficielles. Ces affections cutanéo

phanériennes, dues à des champignons microscopiques sont assez fréquentes,

car elles représentent plus de 14 % des consultations au CHN-VO.



Borassus aethiopum Man., est bien connu en milieu traditionnel

burkinabé comme ayant des propriétés antimycosiques. Ses fleurs mâles sont

pour cela utilisées pour le traitement des mycoses cutanées, des escarres, de la

gale [40; 41 ] et bien d'autres affections.

C'est la raison pour laquelle, nous nous proposons, de contnbuer à la mise au

point d'un phytomédicament antifongique en recherchant les propriétés

biologiques de cette plante.

Après quelques éléments de généralités sur les dermatophytes et sur

Borassus aethiopum, notre étude consistera à:

-Extraire la drogue végétale par des solvants de polarités croissantes,

-Tester les extraits obtenus sur des dermatophytes, dans le but d'évaluer leur

activité,

-Effectuer un screening phytochimique des extraits actifs par chromatographie

sur couche mince,

-Isoler la fraction la plus active par chromatographie sur colonne.

Ce travail, à notre connaissance, est le premier du genre en ce qw

concerne Borassus aethiopum. Il constitue le point de départ d'une série

d'études dont la finalité est de mettre au point un phytomédicament antifongique

efficace et financièrement accessible.

2
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CHAPITRE 1: GENERALITES SUR LES

DERMATOPHYTES

1 ) Définition

Les dennatophytes sont des champignons filamenteux rattachés aux

Ascomycètes, ( famille des Gymnoascacées) [ 10 ]. fls sont responsables des

mycoses de la peau et ses annexes connues sous le nom de dennatophytoses ou

encore dennatophyties [ 4; 23 ]. Ce sont des champignons kératophiles et qui

sécrètent des substances antigéniques appelées trichophytine ou

épidermophytine selon le genre [ 13].

2) Origine phylétique des dermatophytes

Se basant sur les classifications des champignons de Parmentier J. L.

(1973) [ 44 ), Grigoriu o. et COll.(1986) [ 25 ] et Lutz L.[ 35 ], la filiation des

dermatophytes peut être dressée comme rindique la figure 1.

;



A. E T. 11lb",mEspèces E. jlocCOSlUft M. /œagt!ro,,;;

Règne , Végétal

~---- ..
Embranchement Cryptoemes Phanérogames

+ ..
Sous-embranchement Cryptogames cellulaires Cryptogames vasculaires

Groupe Champignons fmYCOPbytes) Algues tbYCOpbytes)

~---..
Classe , Ascomycètes Autres classes

Ordre PériLriales Autr~ ordres

. ~---...
Faoulle Gymnoascacées Autres famlBes

·---i-------..
Genres Epidermophyton Microsporum Trichophyton

l ~ 1

A E : Autres espèces

Figure 1 : Situation des dermatophytes étudiés dans le règne végétal
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3 ) Classification

La classification actuellement en vigueur est celle de Emmons ( 1934 ). n
s'agit de la troisième grande classification après celles de Sabouraud ( 1910 ) et

de Langeron et coll. (1930). Celle-ci, très simple, repartit les dermatophytes en

trois genres en tenant compte de leurs caractères botaniques [ Il ~ 14 ~ 25 ].11

s'agit des genres Trichophyton, Microsponun et Epidermophyton.

-Geme Microsporum

fi présente des macroconidies de grande taille, fusiformes et verruqueuses.
Les microconidies sont piriformes. Ce genre parasite les cheveux, les poils et la
peau glabre.

-Geme Epidermophvton

Les macroconidies sont en massue à parois cloisonnées et minces, tandis que

les microconidies sont généralement absentes. Il parasite exclusivement ta peau.

-Geme Trichophyton

Les macroconidies sont allongées en saucisse et à parois mmces. Les

microconidies sont rondes ou piriformes. C'est lm parasite de la peau, des

ongles, des poils et des cheveux.

4) Epidémiologie

4-1 ) Origine et habitat

Le réservoir natw"el des dermatophytes est le sol où ils vivent en

saprophytes. Certains d~entre eux par contre, ne sont adaptés qu'à la vie
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parasitaire. C'est le cas par exemple de Trichophyton rubrum et de

Trichophyton interdigitale.

4-2) Distribution géographique

Les dermatophyties sont des affections cosmopolites, mais il existe

quelques différences dans la répartition des espèces. En effet, Trichophyton

violaceum et Trichophyton scholeinii, par exemple, sont plus fréquents en

Afrique du Nord et au Proche Orient. Par contre Trichophyton rubrum et

Trichophyton interdigitale sont rencontrés partout [ 25 ]. Cette différence tend à

s'atténuer de nos jours du fait du brassage des populations.

Au BlU'kina Faso, les études antérieures, menées par Tapsoba (1991) [ 46 ]

Guiguemdé et coll. (1992) [ 28 ], Guigma (1996) [ 27 ] et Compaoré [ 18 ] ont

montré une prédominance des trichophyties et des microspories.

4-3) Mode de contamination

TI varie selon le type de parasite :

* Parasites anthropophiles

La contamination est inter humaine, du malade au sujet sain ou par

l'intermédiaire de matériels contaminés. (Exemple: Trichophyton rubrum et

Trichophyton interdigitale).

• Parasites zoophiles

L'homme se contamine par contact direct avec l'animal malade ou un poil.

parasité traînant sur le sol ou les meubles (cas de Microsporum canis,... ).
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• Parasites géophiles

La transmission à l'homme se fait par contact avec le sol et le fumier

contaminés (cas de Microsporom gypseum ).

5 ) Di82DOStiC biologique

Ce diagnostic permet de confirmer ou non le diagnostic posé par le

clinicien. fi comporte plusieurs étapes successives [ 12 ~ 15 ; 25 ]:

5-1) Prélèvement

La qualité du prélèvement est très importante en mycologie car les

résultats de J'examen biologique en dépendent. Il doit donc être riche et fait

avant tout traitement antifongique ou après une fenêtre thérapeutique d'au moins

cinq jours. Plusieurs techniques peuvent être utilisées selon la localisation et le

type de lésions. Il s'agit du grattage, brossage, racJage etc... Le matériel

nécessaire polU' ce prélèvement se compose de pinces, cw-ettes, lames de

Bistouri, grattoirs de Vidal, paires de ciseaux et de boites de Pétri en verre.

5-2) Examen microscopique direct

nconsiste à observer le champignon tel qu'il se présente dans les lésions.

Le prélèvement est alors éclairci à la potasse à 30 % ou au chlorallactophénol

avant observation. L'examen direct des ongles et des squames pennet de mettre

en évidence les filaments mycéliens. L'observation des poils et des cheveux

montre en plus des mycéliums, le type de parasitisme pilaire tel que décrit par

Sabouraud. Au nombre de cinq, ils constituent un élément d'orientation pour

l'identification du dennatophyte en cause. n s'agit des types favique, endothrix,

microide, mégaspore et microsporique.
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5-3) Culture

La culture est nécessaire quel que soit le résultat de r examen direct car

celui-ci n~est pas suffisant pour une identification fiable du dennatophytes. Elle

comporte plusieurs étapes:

~ Ensemencement

11 se fait sur milieu de Sabouraud avec chloramphénicol et actidione

(cyc1oheximide)~ qui inhibent respectivement les bactéries et les moisissures

contaminantes. Le milieu coulé en pente dans des tubes à essai stériles est

ensemencé avec des fragments de prélèvement obtenus au moyen d~une lame de

Bistouri stérile. Le dépôt se fai~ en quinconce~ en trois ou quatre points sur les

bords de la pente au contact du verre~ à raide d~uneOse stérile.

~ Incubation

Elle se fait à 27°c à 1 étuve ou à température ambiante et on observe

jusqu~au début de la pousse.

5-4 ) Identification

Elle est basée sur la vitesse de pousse~ les caractères morphologiques de la

cu.Itme~ et le siège des lésions dermatologiques.

~ Examen macroscopique

On note 1~aspect et la couleur de la swface et du revers de la cu1ture~ la

consistance des colonies et la présence éventuelle de pigments diffusibles.



~ Examen microscopigue

Cet examen permet d'identifier le dermatophyte avec certitude. La

méthode généralement utilisée, consiste à observer entre lame et lamelle un

fragment de mycélium finement divisé dans une goutte de laetophénol au Bleu

Coton. La seconde méthode dite du drapeau de Roth, permet d'obtenir une

empreinte de la smface de la culture sur un carré de cellophane adhésive,

transparente. Le carré est déposé dans une goutte de lactophénol au Bleu

Coton sur ooe lame porte-objet. L'ensemble est recouvert d'une lamelle et

observé au microscope. Trois éléments essentiels sont à rechercher lors de cet

examen:

- Les organes de fructification (spores, asques, chlamydospores ... ), leur

disposition et leurs formes,

- Les organes d'ornementation (miles, organes pectinés),

- L'aspect des filaments.

5-5) Antifongigramme

fi consiste à tester la sensibilité du germe atLx différents antifongiques. n
est rarement effectué car la plupart des dermatophytes sont presque toujours

sensibles à la griséofulvine.

6 ) Thérapeutique antifongique

6-1 ) Définition des antifongiques

Les antifongiques sont des substances capables de détruire sélectivement

ou non les différents champignons rencontrés en mycologie. Ils s'administrent

par voie locale ou générale [ 41 ].
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6-2) Les moyens

Les antifongiques utilisés en thérapeutique peuvent être classés en deux

groupes selon leur origine. Il s'agit des antifongiques naturels et chimiques.

6-2-1) Les antifongiques naturels

+ Les antifongiques polyéniques

Ce sont des fongistatiques qui agissent par altération de la perméabilité de

la membrane cellulaire avec fuite de métabolites essentiels. Ce sont:

-Amphotéricine B Fungizone®

Elle a un large spectre et agit sur les champignons filamenteux et

lévuriformes.

-Nystatine Mycostatine®

Son spectre d'action est limité aux levures surtout du genre Candida.

•) La griséofulvine Griséfuline®, Fulcine®

C'est un antifongique hautement fongistatique. Elle agit par perturbation

de la perméabilité de la membrane cellulaire. Elle est spécifique des

dermatophytes.



6-2-2) Les antifongiques chimiques

.:. La fluoro-5-cytosine Ancotil®

C'est Wl anti-métabolite qui agit par compétition avec la cytosine. Elle est

active sur les levures et les dermatophytes.

•:. Les dérivés imidazolés

Us inhibent la biosynthèse de l'ergostérol présent dans la membrane des

levures. Ils sont actifs sur les levures et certains dermatophytes. Ce sont

-Kétoconazole Nizoral®

-Miconazole Daktarin®

-Econazole Pévalyl®

-elotrimazole Trimysten~

-Fenticonazole Lomexin®

.) Les Allylamines

-Terbinafine Lamisil®

C'est Wl antifongique actif sur les dermatophytes mais peu efficace contre
les levures
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CHAPITRE 2: GENERALITES SUR Borassus

aethiopum Mart.

1 ) Rappels sur la famille

Borassus aethiopum encore appelé rônier appartient à la famille des

Palmae ou Arecaceae. Ce sont des plantes ligneuses pouvant atteindre

plusieurs mètres de haut. Cette famille est rune des plus grandes des

phanérogames. Elle regroupe 6 tribus comportant 13 genres et plus de 1000

espèces. [ 19 ]

On distingue la tribu des :

- Coryphées qui regroupe les genres Chaméerops, Phœnix et Coripha.

- Lépidocaryées qui se compose des genres Raphia., Métroxylon et Calamus.

- Cocosées qui rassemble les genres Cocos et Eléeis.

- Arécées qui est composée des genres Areca et Kentia.

- Phytéléphasiées dont Je genre Phytelephas.

- Borassées constituée des genres Hyphaene et Borassus

La tige des plantes de cette famille comporte des entre-nœuds courts et

présente à sa base de nombreuses racines adventives. Au sommet se trouve

une couronne de feuilles. Les jeunes feuilles non déployées., sont entières et

pliées le long des nervures secondaires. Les plus âgées se déchirent en suivant

ces nervures donnant ainsi un aspect palmé chez la plupart des espèces. Les

inflorescences sont des spadices composés à fleurs souvent unisexuées.
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2) Qri2ine phylétique de Borassus aethiopum Man

En se référant à la classification des angiospennes de CRETE P. (1965)

[ 19 ], Borassus aethiopum peut être situé dans le règne végétal comme

le montre la figure 2.

Règne Végétal

~---.
Embranchement , Phanérogames Cryptogames

~---+
Sous-embranchement Angiospennes Gymnospermes

Famille Arecaceae (Palmae)

~---~
Classe Monocotylédones Dicotylédones

~---.
Ordre , '" Spadiciflorales Autres ordres

~---.
Autres familles

~
Autres genresGeme Borassus

!---+
Tribu " ..Borassées Autres tribus

~

Espèce
~

Borassus aethiopum Man. (B. flabe//ifère )

Figure 2 : Situation de Borassus aethiopum Mart. dans le règne végétal

·1...



3) Description botanigue

3-1) La Tige

Borassus aethiopum est une plante pluriannuelle à tige dressée, de 20 à

30 m de haut appelée stipe. Chez la plante jeune, les pétioles des vieilles feuilles

recouvrent le stipe de la base au sommet. Chez l'arbre adulte, les feuilles âgées

tombent en laissant le stipe nu ( Figure 3 ). C'est un stipe irrégulièrement

cylindrique, présentant tm renflement au tiers supérieur [ 7 ; 19; 26 ]

3-2) Les feuilles

Chez ]'arbre adulte le stipe est surmonté d'une couronne de feuilles

flabelliformes longuement pétiolées mesurant 2 à 2.5 m de Jong et atteignant

parfois 1,80 m d'envergure.

3-3) Les fleurs

Borassus aethiopum est une plante dioïque ( à sexe séparé). Les

inflorescences sont insérées à l'aisselle des feuilles au sommet du stipe. Les

régimes mâles atteignent 1,5 m de long et portent des épis cylindriques latéraux

(Figure 3 ).

3-4) Les fruits

Ce sont de grosses drupes vertes, en grappes pendantes, sphériques. A

maturité, elles sont jaune -orangées et odorantes contenant trois grosses graines.

L'albumen devient alors corné, protégé par une épaisse coque. Le mésocarpe du

fruit est fibreux et charnu.
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Figure 3 : Bora.'isus üethioQum .\fart. : Plante. mile ~t ses tleurs.

15



4) Répartition eéol!rapbigue

Le rônier est une plante rencontrée en zones tropicales et subtropicales. Il

vie généralement en groupe fonnant de nombreux peuplements de rôniers ou

rôneraies. fi est retrouvés en Afrique tropicale, du Sénégal jusqu'en Afrique

orientale et même en régions semi-arides [ 48 ].

5) Noms en lanenes locales

Sébé Bambara

Koanga ou Koom bédré mooré

Akot ou Soubé Peulh

Sabouze Djerma

Kuhe ou Koue Baoulé

Ndofou Dof Wolof

6) Usaees traditionnels

Le rânier est une plante beaucoup sollicitée dans le milieu traditionnel. Il

fait l'objet d'une exploitation abusive dans de nombreux pays de la sous région

[ 22 ~ 8 J. Toutes les parties de cet arbre sont utiles. Panni ces nombreuses

utilisations, les usages alimentaires et technologiques l'emportent sur les usages

cosmétiques et en médecine traditionnelle africaine [ 26 ~ 17]..

6-1) Usages alimentaires

~ :La sève:

Sa fermentation donne le vm de palme qw aurait des vertus

rafraîchissantes et tonifiantes.



~ Le fruit:

L'albumen incomplètement formé est très apprécié.

Le mésocarpe du fruit mur à pulpe rouge est consommé en période de disette.

~ L'embryon:

TI est séparé de la tigelle, et consommé grillé ou bouilli.

~ Le bourgeon terminal ou "chou palmiste " :

TI est utilisé comme légume.

,. Les inflorescences :

La cendre obtenue par calcination des fleurs mâles est utilisée pour la

fabrication de sel de cuisine.

6-2) Usages technologiques

~ La tige:

Elle est utilisée comme pilier dans la construction des maisons et des ponts.

~ :Les feuilles :

EUes sont employées dans la confection des toitures et dans la vannerie.

6-3) Usages en médecine traditionnelle africaine

,. : Les inflorescences :

Le calcinât ou la poudre d'épis mâles est utilisé (e) sous forme de pommade

pour traiter les escarres, les mycoses cutanées rebelles et la gale [48, 21 ].



~ L'huile des noix:

Elle est utilisée en massage contre les gtbbosités, [ 2 ].

~ Les feuilles :

Le calcinât, en boisson dans l'eau, traiterait la bilharziose viscérale [ 1 ].

~ Les duvets des jeunes feuilles :

Leur usage local aurait des propriétés hémostatiques.

., La tigelle de la noix germée

Son décocté lutterait contre l'impuissance sexuelle [38 ].

., Les racines :

Le décocté est utilisé, par voie orale. comme antiasthmatique et anti-infectieu.x

[ 39].

., La sève fermentée (vin de palme) :

Elle est utilisée comme boisson stimulante, rafraîchissante et aphrodisiaque [ 8 ].
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1-) Objectif e:énéral

Contribuer à la connaissance des principes antifongiques des fleurs mâles de

Borassus aethiopum Mort.

2-) Objectifs spécifiques

1 ) Extraire la poudre de fleurs à raide de solvants de polarités croissantes.

2 ) Etudier l'activité antifongique, in vitro, des extraits sur des dennatophytes.

3 ).Réaliser le screening phytochimique des extraits actifs par chromatographie

sur couche mince.

4 ) Fractionner par chromatographie sur colonne l'extrait le plus actif.

5) Tester les différentes fractions afin d'identifier celle qui possède raetivité

antifongique la plus marquée.
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1 ) Cadre de l'étude

Plusieurs sites de travail ont permis la réalisation de cette étude. 0 s'agit

notamment des laboratoires :

- Sainte Elisabeth, qui a abrité les travaux de mycologie et de tests

antifongiques.

- de Pharmacognosie de L'UFR 1SDS, où l'étude phytochimique a été

réalisée,

- de Chimie de n.R.s.s., au niveau duquel les extraits végétaux ont été

pesés et solubilisés

- de Biologie du C.H.N-VO où, la stérilisation du matériel a été effectuée

2) Matériel

2-1 ) Le matériel végétal

La drogue végétale est constituée d'épis de fleurs mâles déjà sèches de

Borassus aethiopum MaTt. Os ont été récoltés en février 1999 dans la ville de

Ouagadougou, concassés puis finement pulvérisés. La poudre ainsi obtenue

a été conservée jusqu'à la mise en route de l'étude phytochimique.

2-2).Les champignons

Cinq dennatophytes ont été choisis parmi les plus couramment rencontrés

au Burlcina Faso. Il s'agit de Trichophyton rubrum, Trichophyton soudanense.

Trichophyton interdigiJale. Microsporum /angeronii et de Epidermophyton

floccosum ( tableau 1)

Ces dermatophytes ont été isolés et identifiés par le laboratoire Sainte

Elisabeth à partir de produits pathologiques prélevés sur des malades.



Tableau 1: Quelques caractéristiques botaniques et topographiques permettant

l'identification des dermatophytes étudiés.

Espèces
Trichophyton. Trichophyton Trichophyton Microsporum Epidermophyton

rubrum interdigitale soudanense langeronii floccosum

Délai de pousse 6-18 j 4~j 7-18 j 12·16 j 3-5 j

jaune doré,
rase. deblanchâtre, blanchâtre,

de couleur glabre
Aspect Surface

variable, duveteuse surélevée,
glabre ou peu couleur gris-

macros- des cotonneuse ou duveteuse, verdâtre,
duveteuse avec

copique colonies
poudreuse ou poudreuse des rayons parfois avec parfois

des poudreuse de fins duvets
cotonneuse qui pénètrent

cultures blancs
la gélose..

Revers pourpre ou 1 rouille ou chamois.
1

jaune ou

1

jaune 1

rouge carotte marron clair
1

orange

1 ramifié en souvent en
ramifié et 1 ramifié en trapus. avec

1

bois chaines de
Mycélium septé en buisson filaments

de cerf: chlamidos-
raquette 1 d'épines distau.x renflés 1

Aspects [ pores
1

1aJlongées en
1

en saucisse. navette. àmicros- en en massue.
!

coplques Macro- saucisse. avec 1 ou 2 parOIS i groupees en
1

des conidies multiseptées
1

cloisons absentes verruqueuse. régime de

colonies et à parois et peu multiseptées. bananes. et à

lisses. nombreuses maIS rares parois lisses

Micro- piriformes ou
pirifonnes ou piriformes

rares
arrondies. très ou arrondies absentes

conidies arrondies ou absentes
nombreuses mais rares

1

Chlami- +/- +/- souvent ! souvent très

dospores nombreuses nombreuses rares nombreuses 1 nombreuses1
1

Pieds. mains. Pieds, mains. ~Iains et j

ongles, poils. ongles. ses ongles.
Peau glabre 1 Peau glabre.

1

poils.
1

grands plis.Sites des lésions peau glabre peau glabre poils. cheveux
1
1

cheveux 1 inter orteils
cheveux. plis inter orteils ~au glabre

i
1
!
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2-3) Matériel technique

2-3-1) Matériel d'étude phytochimigue

Il se compose de :

-Extraits au dichlorométhane, éthanolique, au mélange dichlorométhane -

méthanolt;t v/v et aqueux ( macéré et décocté),

-Plaques pour C.C.M : Gel de silice G60F2s4 sur support de verre,

-Verrerie (Pipettes, Cuves, Percolateur, Eprouvettes, Colonne... ),

-Flacons bruns en verre,

-Silice pour colonne,

-Etuve,

-Réacti fs de révélation

*Réactifde Draggendorf: Iodobismuthite de potassium.

*Vapeurs ammoniacales,

*Potasse à 2 % m / v dans l'éthanol,

*Acide sulfurique à 3 % v/v dans l'éthanol,

*Chlorure ferrique à 2 % rn/v dans un mélange eau- méthanol 1 : 1 v/v.

*Diphénylborinate sodique à ~ % rn/v dans l'éthanol.

-Solvants : Ethanol 95°, eau distillée, méthanol, dichlorométhane,

acide acétique, toluène, butanol-2, acétate d'éthyle.

-Lampe à u.v.

..,.,



2-3-2) Matériel d'essai pharmacologique

Il comprend :

-Extraits au dichlorométhane, éthanolique, au mélange dichlorométhane

méthanol 1; 1 v/v et aqueux ( macéré et décocté)

-Dennatophytes: Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale,

Trichophyton soudanense, Epidermophyton floccosum et Microsporum

langeronii

-Milieu de Sabouraud avec chloramphénicol et actidione,

-Boîtes de Pétri de 90 mm de diamètre,

-Emporte-pièce stériles de 6mm de diamètre,

-Pipettes Pasteur stériles.

-Tubes à essai stériles.

-Solvants: eau distillée stérile, sérum physiologique.

-Billes de verre stériles.

-Etuve et Bec Bunsen.

-Flacons en verre,

-Autoclave,

-Poupinel,

-Seringues de 5 et 10 ml.

3-) Méthodes

3-1) Préparation des extraits de poudre de fleurs de Borassus aethiopum.

La méthode d'extraction utilisée est la percolation. Il s'agit d'une

extraction par gradient de polarité, consistant à épuiser successivement la drogue

avec des solvants de polarités croissantes. A cet effet, une prise d'essai de 300 g



de poudre de fleurs mâles a été extraite successivement par quatre

solvants :

3-1-1) Extraction par le dichlorométhane

Les 300g de poudre sont humectés et laissés en macération pendant 24h avec

500ml de dichlorométhane. La percolation a été réalisée ave 400ml de ce solvant.

La solution obtenue est évaporée sous pression réduite à 45°c. Le marc est

récupéré et séché pour l'extraction suivante.

3-1-2) Extraction par le mélange dichlorométhane-méthanol 1:1v/v

Le marc issu de l'extraction au dichlorométhane est macéré pendant 24h

avec 500ml de mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1v/v. La percolation est

ensuite réalisée avec 400ml de ce mélange. L'extrait obtenu est évaporé à SOoc

sous pressIOn réduite. Le marc est récupéré et séché pour la prochaine

extraction.

3-1-3) Extraction par l'éthanol 95°

Le marc issu de l'extraction précédente est mis à macérer avec 500 ml

d'éthanol 95° durant 24h et percolé avec 400 ml du même solvant. Le percolat est

ensuite évaporé sous pression réduite à 55°c. Le marc est récupéré et séché pour

l'extraction suivante.

3-1-4) Extraction par l'eau distillée:

• Préparation du macéré aqueux

Le marc issu de l'extraction à l'éthanol est macéré pendant 24h avec

soomi d'eau distillée puis percolé avec 400ml de ce solvant. L'extrait obtenu est



mélangé avec 300ml d'éthanol 95°. Ce mélange (azéotrope) dont la température

d'ébullition est très basse, permet une évaporation à 55°c sous pression réduite.

Le marc récupéré est séché pour la prochaine extraction.

• Préparation du décocté aqueux

Le marc est porté à ébullition pendant 15 mn dans 700 ml d'eau distillée.

La percolation est réalisée avec 400 ml d'eau après refroidissement. Le décocté

obtenu est évaporé à 55°c sous pression réduite après avoir ajouté 300ml

d'éthanol 95° pour former un mélange azéotrope.

Les cinq résidus, encore fluides, obtenus de l'évaporation des solvants

d'extraction ont été séchés à 45°c à l'étuve jusqu'à obtention de résidus secs.

Ces extraits secs ont été conservés au frais et à l'abri de la lumière.

3-2) Essais phannacologiques des extraits végétaux

Il s'agit de tester la sensibilité des dermatophytes aux différents extraits

végétaux par la technique de l'antifongigramme [ 32 ]. La méthode de diffusion

en milieu gélosé a été utilisée [ 47 ]. Les disques d'antifongique ont été

remplacés par des cupules contenant les extraits à tester. Cette étude a été faite

en trois essais et a comporté deux étapes utilisant le même mode opératoire. Il

s'agit de l'essai pharmacologique préliminaire et de l'étude dose effet.

3-2-1 ) Essai phannacologique préliminaire

Il a pour but d'identifier les extraits actifs. Le test a été réalisé sur

Trichophyton rubrum. Ce dermatophyte est le plus fréquent au Burkina Faso et

généralement le plus résistant aux antifongiq':les [ 37 ]. La concentration unique

de 50 mg/ml a été retenue pour chacun des cinq extraits. Le tween 80 utilisé

(à 5 mg/ml) pour la cosolubilisation de deux extraits a été testé comme témoin



afin d'évaluer son activité. Il s'agit des extraits au dichlorométhane et au

mélange dichlorométhane-méthanol 1 :1 v/v

3-2-2) Etude dose effet

Elle n'a concerné que les extraits actifs identifiés. Son but était de

rechercher la relation qui pourrait exister entre la concentration des extraits

actifs et le diamètre d'inhibition. Pour cela, une série de cinq concentrations

obtenue par dilution d'ordre deux a été testée ( 200; 100; 50; 25 et 12.5 mg/ml).

Ce test antifongique a été réalisé sur Trichophyton rubrum, Trichophyton

soudanense, Trichophyton interdigitale, Microsporum langeronii et

Epidermophyton floccosum.

Le standard utilisé est la Nystatine sous fonne de disques dosés à 100 UI. dans le

but de comparer son activité antifongique à celle des extraits actifs.

+ Préparation du milieu de culture

Elle utilise le milieu de Sabouraud avec chloramphénicol et actidione à

raison de 45.5 g de poudre pour 1 1d'eau distillée. Le mélange est effectué sous

agitation dans l'eau chaude et porté à ébullition pendant 10 mn. Le milieu est

ensuite conditionné dans des flacons, autoclavé 15 mn à 120°c. et coulé en boîtes

de Pétri de 90 mm. Une épaisseur uniforme de 3 à 4 mm de gélose est

recommandée pour obtenir un bon antifongigramme. Les boîtes sont donc

refroidies sur une surface horizontale puis séchées à l'étuve à 37°c.

+ Préparation des cupules

Elle se fait à l'aide d'emporte-pièce stériles de 6 mm de diamètre. Ainsi

quatre puits sont creusés autour de la gélose à distances régulières l'un de
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l'autre. Le fond de chaque cupule est ensuite bouché avec une goutte de gélose

vierge pour éviter la diffusion des extraits sous celle-ci.

+ Préparation de l' inoculum

Il est préparé à partir d'une culture du dermatophyte à tester en tube à

essai [ 37 ]. Un volume de 10 ml de sérum physiologique est introduit dans le

tube contenant la culture au moyen d'une seringue stérile. La surface d'une

colonie d'environ lem de diamètre est alors légèrement raclée avec une pipette

Pasteur stérile. La solution est ensuite reprise dans un autre tube à essai

contenant dix billes de verre et agité au vortex pendant 1mn pour fragmenter les

mycéliums. Le surnagent obtenu après t mn de repos sera utilisé pour

ensemencer les boîtes de Pétri.

+ Ensemencement

La surface de la gélose est inondée avec 1 à:! ml d'inoculum. L'excès

éventuel est aspiré grâce à une pipette. Les boites sont séchées à r étuve pendant

30 mn à 37°c couvercles entrouverts.

+ Solubilisation et déPÔt des extraits à tester

Les extraits aqueux et éthanolique sont directement dissouts dans l'eau

distillée stérile. Les extraits au dichlorométhane et au mélange dichlorométhane

méthanol 1 v/v peu hydrosolubles, sont cosolubilisés grâce au tween 80. Chaque

concentration retenue par extraits est déposée dans les quatre cupules de la boîte

à raison de 50 ).11. Ce qui correspond à une boîte de Pétri par concentration. Les

boîtes sont laissées sur la paillasse durant au moins 4h pour permettre une

diffusion uniforme des extraits dans la gélose.

+ Incubation et lecture
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L'incubation a lieu à la température ambiante ou à 27°C à l'étuve. Les

boîtes sont observées tous les jours jusqu'à ce que les colonies envahissent la

surface de la gélose à l'exception les zones d'inhibition.

La lecture consiste à mesurer, avec précision, les diamètres des zones

d'inhibition au moyen d'une règle graduée. Un diamètre d'inhibition de 10 mm

est considéré comme marquant le début d'une activité antifongique.

3-3) Screening phytochimigue

Ce screening phytochimique des extraits actifs a pour but de rechercher

les constituants chimiques susceptibles d'être à l'origine de leur activité

antifongique. Cinq groupes chimiques ont ainsi été ciblés en raison de leur

activité antifongique connue. Il s'agit notamment des triterpènes. des

flavonoïdes, des tanins, des saponosides et des alcaloïdes. Il a concerné les

extraits au mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1 v/v. éthanolique (actifs) et au

dichlorométhane (inactif) afin de comparer les plaques chromatographiques.

Ce criblage phytochimique peut être réalisé soit en milieu liquide par des

réactions de caractérisation, soit par chromatographie sur couche mince (C.C.M).

C'est la dernière méthode qui a été retenue pour sa sélectivité et les perspectives

de purification qu'elle offre.

La C.C.M. est constituée de trois éléments [ 45 ] :

-Une phase stationnaire solide ( Gel de silice G60F2,4 ) sur laquelle sont

déposées les substances à analyser.

-Un éluant dont la composition est fonction du groupe chimique recherché.

-Une phase gazeuse, constituée de vapeurs de l'éluant employé.

Le dépôt des échantillons est fait en bandes de ~ mm à raison de 25 J.L1.

La révélation est réalisée grâce à un réactif général ou spécifique au groupe

chimique [ 29 J.

3-3-1 )-Recherche des triterpènes



* La phase stationnaire est constituée de Gel de silice G6<f254 sur support

de verre.

* L'éluant (So) utilisé se compose du mélange toluène, dichlorométhane,

méthanol ( 4 : 5 ; 1 v / v ).

* Le témoin de triterpène choisi est l'a-amyrine à la concentration de 5

mg /ml dans le dichlorométhane.

* Les échantillons sont préparés en dissolvant les trois extraits dans les

solvants d'extraction à raison de 20 mg par ml.

* La révélation a été faite en pulvérisant une solution d'acide sulfurique à

3 % v/v dans l'éthanol sur la plaque chromatographique qui est ensuite étuvée à

105°c pendant lOmn. Les triterpènes tétracycliques et les phytostérols donnent.

dans ces conditions, une coloration violette qui vire au bleu.

Les triterpènes pentacycliques donnent une coloration violette persistante [ ~3 J.

3-3-2)-Recherche des flavonoïdes

• La phase stationnaire est constituée de Gel de silice G6<f25-4 sur support

de verre.

• L'éluant se compose du mélange toluène, dichlorométhane, méthanol,

acide acétique, butanol-2, acétate d'éthyle (5; 7.5 : ~ : 2; 3 : 1 v / v).

• Le flavonoïde de référence utilisé est rutine à 5 mg/ml dans le méthanol.

• Les échantillons ont été préparés en diluant 20 mg d'extrait dans 1 ml du

solvant d'extraction.

• La révélation a été réalisée en exposant les plaques chromatographiques

aux vapeurs d'ammoniaque ou en les pulvérisant avec une solution alcoolique



de KOH à 2 % rn/v. Dans ces conditions, l'effet bathochrome des flavonoïdes en

milieu basique entraîne une intensification de leur coloration jaune ou jaune

orangée. Elles peuvent également être observées à la lampe à u.v. à 254 nm

avant et après pulvérisation d'une solution de diphénylborinate de sodium.

3-3-3) Recherche des saponosides

• La phase stationnaire est constituée de Gel de silice G~254 sur support

de verre

• L'éluant se compose du mélange dichlorométhane, toluène, méthanol,

acide acétique (5; 4: 1: 1v Iv)

• Les échantillons sont préparés à partir des extraits dilués à 20 mg/ml

dans les solvants d'extraction.

• La révélation est réalisée avec de l'acide sulfurique à 3 % v/v dans

l'éthanol. Après étuvage à 105°c pendant 10 mn, les saponines à génines

stéroïdiques ou tripterpéniques tétracycliques donnent des spots violets virant

rapidement au bleu. Les saponines à génines triterpéniques pentacycliques

donnent une coloration violette persistante.

3-3-4).Recherche des tannins

• La phase stationnaire est constituée de Gel de silice G~254 sur support

de verre.

• L'éluant se compose du mélange eau, méthanol, butanol-2. acide

acétique ( 3,5 : 1,25 : 10: 1,25 V N ).

• Le témoin utilisé est l'acide tannique.

·Les trois extraits à analyser ont été dilués à 20 mg 1 ml dans les solvants

d'extraction.
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• La révélation a été réalisée avec du chlorure ferrique à 2 % rn/v dans un

mélange eau-méthanol 1: 1v Iv. L'apparition d'une coloration bleue, révèle la

présence de tanins.

3-3-5).Recherche des alcaloïdes

La C C M est réalisée sur les alcaloïdes bases. Elle se fait après extraction

liquide 1 liquide des extraits à analyser par un solvant approprié. La figure 4

montre les différentes étapes de cette extraction.

Une prise d'essai de 50 mg d'extrait est triturée avec 25 ml d'eau distillée

acidifiée par 3ml d'Hel O,IM. Le mélange ainsi obtenu est extrait avec 25 ml de

dichlorométhane. La phase aqueuse est alcalinisée avec 6 ml de NI-LOH 0..2 M et

extrait par 25 ml de dichlorométhane dans une ampoule à décanter. La phase au

dichlorométhane est déshydratée avec du NazSO.a anhydre et évaporée pour la

CCM.
Extrait éthanolique. au dichlorométhane ou

au mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1v/v

~ 25 ml H20 acide

Extrait aqueux d'alcaloïdes sels

_______ 1 :!5 ml CHzCI2

+ ~

~.
Phase aqueuse

basique

Phase aqueuse d'alcaloïdes sels

CHzCI2 +
alcaloïdes bases

Na2S0.a anhydre 1

•
CCM

Figure .. : Protocole d'extraction des alcaloldes
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• La phase stationnaire est constituée de Gel de silice GroF2S4 sur support

de verre.

• L'éluant est composé du mélange toluène, dichlorométhane, méthanol,

ammoniaque ( 1 ; 4 ; 1 ; 0,1 v / v ).

• Les extraits à analyser sont dilués à 20 mg / ml dans les solvants

d'extraction.

• La révélation a été réalisée par pulvérisation du réactif de Oraggendhorf

sur les plaques chromatographiques. La présence d'alcaloïdes se traduit par

l'apparition d'une coloration rouge orangée.

3-4) Fractionnement de l'extrait au mélange dichlorométhane-méthanol

1: 1 v/v

Cet extrait qui est le plus actif a été fractionné par chromatographie sur

colonne (3 cm/l m ) afin d'isoler la fraction la plus active. A cet etTetla colonne

est remplie au 2/3 avec une suspension de silice pour colonne dans du

dichlorométhane. Une prise d'essai de 3,5g d'extrait est diluée dans le solvant

d'extraction et déposée sur la silice. L'élution se fait par gradient de polarité

croissante. Ainsi, l'éluant utilisé est un mélange de dichlorométhane et de

proportions croissantes de méthanol évoluant de 5 en 5 jusqu'à 50 % v/v. Chaque

palier correspond à 500 ml de ce mélange. Des volumes de 25 ml d'éluat sont

récoltés et analysés par C.C.M dans un solvant de migration convenable. Les

fractions ayant des chromatogrammes analogues sont rassemblées et évaporées

sous pression réduite. Elles sont ensuite testées pour évaluer leur activité

antifongique.
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3-5) Test phannacologigue des fractions chromatogaphigues

Les fractions obtenues ont été testées sur Trichophyton rubrum,

Trichophyton interdigitale, Trichophyton soudanense, Epidermophyton

floccosum et Microsporum langeronii. La concentration de 12.5 mg/ml a été

retenue pour ces tests en tenant compte des résultats de l'étude préliminaire.

Les fractions ont été solubilisées directement dans de l'eau distillée stérile à

l'exception des fraction FI et F3 dont la dissolution a nécessité l'usage d'un

tensio actif (tween 80).

3-6) Traitement des données

Les données obtenues ont permis de tracer les différents graphiques grâce

au logiciel Excel sur windows 95.
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1) RESULTATS DE L'EXTRACTION

L'extraction des 300 g de poudre de fleurs a permis d'obtenir des résidus

secs après évaporation des solvants d'extraction. Les rendements ont été

calculés après détermination du poids des résidus ( tableau II ).

Tableau II : Résultats de l'extraction de la poudre de fleurs de Borassus

aethiopum.

au mélange à aqueuxau
Extraits dichlorométhane- l'éthanol

dichlorométhane 1

méthanol 1: 1 v Iv 95° macéré décocté 1

1 , !

Poids des 1

1 i

1

1

résidus secs 3.46 7.77 4.01 16.19 7.69
!

en g 1

1 !
1 ,

Rendements i i1 i

1.15 2.59 ! 1.34 5AO 1

2.56, i i

en % ! \ 1,
i : !

! i !

Par ailleurs, des cristaux jaunâtres ont été observés dans les extraits

éthanolique et au mélange dichlorométhane méthanoll :lv/v.

2) RESULTATS DE L"ESSAI PHARMACOLOGIQUE PRELIMINAIRE

Ce test effectué à la concentration de 50 mg/ml a révélé que les extraits

éthanolique et au mélange dichlorométhane-méthanol l: 1 v/v sont très actifs sur

Trichophyton rubrum. Les diamètres d'inhibition mesurés au bout de 7 jours

d'incubation (culture optimale) donnent une moyenne de 30,9 ±2 et 35,6 ±2 mm

respectivement pour ses deux extraits.



En revanche, les extraits aqueux et au dichlorométhane ainsi que le

témoin de tween 80 n'ont manifesté aucune activité antifongique vis-à-vis du

dermatophyte ( tableau III).

Tableau III : Résultats de l'étude pharmacologique préliminaire

Extraits actifs Extraits inactifs Témoin

Produits testés E. CH2Cli E. macéré décocté tween 1
E. EtOH

1CH30H l;lv/v CH2Ch aqueu.'X aqueux 80
1

Concentrations
150 50 50 50 50 5

en mg/ ml 1

Volumes. par ;

50 50 50 50 50 50 i,
cupule en III i

Quantités par 1
~.5 1.5 1.5 ~.5 ~.5 1 0.~5icupule en mg 1

D.I sur Trichophyton 30.9 35.6
rubrum en mm 0 0 0 0

±2 ±~

: D.I : Moyenne arithmétique des diamètres d'inhibition sur les trois essais.

E. EtOH : Extrait éthanolique ; E. CH2Ch: Extrait au dichlorométhane

E. CH2Ch/ CH]OH : Extrait au mélange dichlorométhane méthanol 1: 1 v: v

3) RESULTATS DE L'ETUDE DOSE EFFET

Cette étude réalisée sur les cinq dermatophytes retenus, a montré que

quatre d'entre eux sont très sensibles aux extraits éthanolique et au mélange

dichlorométhane méthanol 1:1 v/v. Il s'agit notamment de Trichophyton rubrum

(T.r), Trichophyton interdigitale (T ;), Microsporum langeronii (.'J 1) et de

Epidermophyton floccosum (Ej). Les diamètres d'inhibition ont été rnesùrés à

J7 pour les deu.'X premiers germes, et à JI2 et J5 respectivement pour les deu.'X

derniers. Leurs moyennes ont ainsi été calculées par concentration sur les trois
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essais effectués. Ce qui a permis de tracer les courbes doses réponses en

coordonnées arithmétiques et après transformation logarithmique des

concentrations. Les équations des courbes ainsi que les coefficients de

corrélation ont été déterminés.

Par contre, Trichophyton soudanense (T s) s'est montré résistant à ces

extraits, même à la plus forte concentration testée ( 200 mg / ml ).

Ces résultats sont repris dans le tableau IV.

Tableau IV : Résultats de l'étude dose effet sur les cinq dermatophytes.

1

Produits testés Extrait éthanolique
i Extrait au mélange Nys-
1dichlorométhane méthanol 1: 1v/v tatine

i i
, ,

Concentrations i 100
12.5 25 50 100 200 ! 12.5 25

1

50 1 100 i 200
(C) en mg/ml

, ; 1

U.I, i i ,,
! ;

, i ; i, i
Log (C) 1.1 1." 1.7 2 2,3 ! 1.1 ! 1." ; 1.7 , ., , 2,3

l i i ..
, !

Quantités
1 ! f

par 1 ;
!0.6 1.3 ., - 5.0 10 0.6 1 1.3 ., - 5.0 10

cupule en
-.) !

_.)
!

1

mg ,
1 :,

i 1

Tr 21,3 25.7 31,2 37." "0.5 28," i31,5 :36.1 "0.7 ;.....8 . 15.7
± [ ± 1 ± :! ± 1 ± :! ± 1 i+ 1 ± 2 ±1 I- l ± 1,- :-

1

: i
,
1

1..,3 18." 21,7 26.6 31,3 . 18,3 22," :27.1
1

135.7 : 18AMoyennes Ti i30.6
± 1 ± 1 ± 1 ± 1 ± 1

1 ± 1 ± 1 + ., i+ 1 i. 1 :± 1.- - I- I-des 1 1

22." 27,3 30,5 33.7 38,2 29,5 33,6 37.8 "1.7 1 10,1diamètres .\1.1 1 ..5...
± 1 ± 1 ±1 ±2 ± 1 ± 1 ± 1 ± 1 1± 1 '. 1 ± 2

d'inhibition 1-

20,3 23,5 27,2 32." 35.6
1
2...5 27.3 32,7 36,2

1

17,40.1 El i39,7
± 1 ± 2 ± 1 ± 1 ± 1 ±:! ± 1 ± 1 ± 2 1=2 ± 1

en mm 1

1

1 16,3Ts 0 0 0 0 0 0 0 ! 0 0 0
1 ! ± 1

1 1
1

1 ,

36



50

E
45

E • EtOH
l: 40
4)

c
0
::: 3S • DeMI:a
.t::. MeOH

JE. 30
"C - Logarithmique
cri
G) 25 (EtOH)..-4
E

- Loganthmlqueni 20
ëi (OeMI

MeOH)
15

(C) mg/ml
10

0 50 100 150 200 250

Figure 5: Courbes dose ~ITct des ~xtraits EIOH et OCM / MeûH 1: 1 v.' v de neurs mâles

de Borassus a/!fhiop/lm sur Trichophrfon. ruhrum ( D [ en fonction d~ ( C ))
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Fîgure_ 6 : Cour~s dose etf~t d~s extraits EtOH et DC~U MeOH 1: 1 v 1v de fleurs rnàles

de Borassus aethipum sur Trichophwon. rubrum r 0 [ en fonction de Log ( ()

EtOH = Extr.lit cthanolique ; DC\t /\leOH = Extr3it au mdange dichlorométhane-m~thanol~l:1v i v

DI = Diamètres d'inhibition ~n mm ; ( C ) =concentration des extraits en m1!lm!
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Figure. 7 : Courœs dose etlet des extraits ErOH et OCM /MeOH 1: 1 v 1 v de fleurs màlcs

de Borasslis aethiopum sur Trichophyton interdigitale ( Dr en fonction de [ C )
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Figure 8: Courbes dose effet des extraits EtOH et [)CM lMeOH 1: 1 v 1 v de neurs màles

de Borassus c:e/hiopum sur Trichophyton. in/erdigi/alt! ( 0 , en fonction de Log CC ))

EtOH =. Extrait èthanolique: OC\.-t : MeûH = Extrait au mélange dichloromethane-mè1hanol_l: 1 v . v

Dr = Diamètres d'inhibition en mm : ( C ) = concentr.:llion des extraits en mg.'ml
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Figure 9: Courbes dose effet des extraits EtOH et [)CM 1 MeOH 1: 1 v / v de fleurs mâles

de Borassus aerhiopum sur Jlicrosporum langeronii ( DIen fonction de ( C ))
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Figure 10: Courbes dose dfet des extraits EtOH et [)CM ,1 MeOH 1: 1 v" ,. de fleurs màles

de Borassus aellJÏopum sur .\Iicrosporum langeronii ( Dien fonction de Log ( C »

EtOH == Extrait t.wnolique ; OC\I 1MeOH = Extrait au mélange dichloromethane mdhanol_l:l v v

DI = Diamètres d'inhibition en mm : ( C ) == concentr.:ltion des e:'\:uaits en mg/ml
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_Figure t 1 : Courbes dose etIet des extraits EtOH et DCrvi /\IeOH 1: 1 v.' v de neUfS mâles

de Borassus aelhiopllm sur Epidf!rmoph\"fon floccosum ( Olen fonet ion de ( C ))
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Figure 12: Courbes dose dIet des extraits EtOH et [)CM IMctJH 1: 1 v 1v de fleurs mâles

de BorasslI..s aelhiopum sur Epidermoohvlon tloccosum ( Dien fonction de log CC »

EtOH = Extrait ~nolique: DC\t lMeOH = Extrait au mdange dichlorométhanc-mêthanol_l:1 v! v

DI = Diamètres d'inhibition en mm : ( C ) = concentrJtion des extraits en mg/ml
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4).RESULTATS DU SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Le criblage phytochimique des extraits au dichlorométhane (inactif), au

mélange dichlorométhane -méthanol 1: 1v/v et éthanolique (actifs) a pennis de

suspecter des triterpènes et des tlavonoïdes.

En effet, la recherche des triterpènes a montré deux spots communs aux

trois extraits analysés en utilisant le système So. comme éluant. Les références

frontales ( Rf) mesurées sont de 0,58 et 0,54 (Figure 13 ).

En ce qui concerne les tlavonoïdes, la CCM a pennlS de mettre en

évidence cinq spots présents uniquement dans les deux extraits actifs. Ces spots

se situent respectivement à des valeurs Rf de 0.82; 0.72; 0.62 ; 0,36 et 0,12 avec

le système St employé comme éluant. Le flavonoïde de référence (la rutine) se

situe à une valeur Rf de 0.32 avec le même système (Figures 14 et 15). Ces

résultats sont repris dans le tableau V.

Tableau V : Résultats du screening phytochimique

1

Groupes
1

Rfdes spotsExtraits

1

chimiques Révélatcurs
Colorations

analysés suspectés 1 observées So i SIi ,
1 i

au dichlorométhane 1 H2S0.. à 3% dans Violette
!

0.58 1 11

triterpènes 1
1 i

1 1
1 1

1

l'éthanol 1 persistante
1 0.54

1
1 1

éthano lique ~t au
1

UV (~54 nm ) , Fluorescence violette i 0,81
1 !

mélange
1

Vapeurs
1 1

0,72

ammoniacales
1

0,62
dichlorométhane- tlavonoïdes Jaune ou

KOH éthanolique à 2%
1

; 0,36
1jaune orangé 1

méthanol 1: 1 v/v Diphénylborinate de
1 1

0,11

1

sodium à 1% dans
; Rut 0.31

l'éthanol !
;

SI: mélange toluène. dichlorométhane. méthanol acide acétique. butanol-1. acétate d'éthyle

(5; 7,5; 4: 2; 3: 1 v 1 v)

Sa: mélange toluène. dichJorométhane. méthanol (~; 5; 1 vi v ) ; Rut =Mine
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Rf des spots

0.58

0.54

Extrait au rTlélang~ dichloromt:thanc

m~thano 1( 1: 1 v i v )

Extrait éthanolique

Extrait au dichlorométhan~

Figure 13: Chromatogramme des ext..raits éthanoliqu~, au dichlorométhane et au mélange

dichlorométhane·mét hano11: [ v / v de t1~urs mâles de Borassus aethiouunf .\fart.

Eluant: mélange toluène. dichloromëthane. méthano1 (4. 5. 1 v / v )

Réactif de révélation: H:SO,,:i 3 % dans I"éthanol. pulvérisation et étuvage de la plaque à

105" pendant 10 rnn.



Rf des spots

0,82 •

o,n .

0,62 .

0.36 -

0.12 -

r
1

1
.·--,{l
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{Ji:
-';J.'-

'.~.'
J.

'_. ---~I-----+---I---~

Extrait au mélange dichlorométhane

méthanol 1: 1 v / v

Extrait ~thanolique

Extrait au dichlorométhane

Figure 14 : Chromatogramme des extraits éthanolique. au dicbJorométhane et au mélange

dichlQrométhaJle.méthanol 1: 1 v / v de fleurs mâles de Borassus aelhioPUm Marr,.

Eluut: mélange toluène. dichlorométhane, méthanol. acide acétique, butanol-2, acétate

d'éthyle (5: 1.5: 4: 2: J ; 1 v / v ).

Résetif de révélatioD: KOH éthane lique à ~ % m i v



Rf des spots r-'" ,.-------'-~
0.82 - ,~"

< î;:

0.72 - " "~

0.62 -

0.36 -

OJ2 -

0.12 -

Temoin de rutme

t _

"

-
, -,

.,~

Extrait ~thanolique

Extrait au dichlorométhane

méthane1( 1; 1 v / v )

Fraction FJ

Figure 15: Chromatogranune des extraits éthanoligue. au mélange dichIQrométhane-~thanol

1:1 vi y de fleurs mâles de Borassw aethiorzum '\-{an. de la fraction El et témoin de rutine.

EIUaDt: : mélange toluène, dichlorométhane. méthanoL acide acétique, butanol-2. acétale

d'éthyle ( 5 ; 7,5; ~: 2 ; 3 ; 1 v,l v).

Réactif de révélation: KOH ~thanolique à .2 % m / v.



5) RESULTATS DU FRACTIONNEMENT

Le fractionnement des 3,5g d'extrait au mélange dichlorométhane

méthanol 1:1 v/v a permis d'obtenir au total cinq fractions. Il s'agit d'une

fraction triterpénique FI et de quatre fractions flavonoïdiques F1, F3, F.. et Fs

(tableau VI ). La fraction F3, dont le rendement est le plus élevé (3,33 %), est

constituée essentiellement de cristaux. L'observation microscopique (x G 400),

a montré qu'il s'agit de cristaux de formes allongées et généralement groupés en

amas (Figures 16 et 17 ).

Tableau VI : Résultats du fractionnement de l'extrait au mélange

dichlorométhane-méthanol 1; 1 v/v ( le plus actif)

1

Résultats de la C C ~

Fractions i Rendements 1 Groupes1 Rf des spotsi
obtenues 1 en % i chimiques suspectés

!

FI
, 0.62 triterpènes ( Sa ) 1 0.57 et 0.55i
i 1! 1

F2
1

0.71 0.83 : 0.71 et 0.61
i 1 1

;

F3
1

3.33
1
1 0.62

i f1avonoïdes ( SI)
1

Fol
1

0.83 0,63 et 0.34
1

Fs 0,57 1 0.62: 0.35 et 0.10
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0.62 -
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Extrait au mdange dichloromethane

mêthanol ri: 1 v v)

Extrait ~thanolique

Fraction F)

Figure 16.:Chromatogramme des extraits éthanotique. au mélange dichlorométhane-méthanol

1 :1 v i v de fleurs màles de Borassus aerhiopum Jlart et de la fraction F~

Eluant:: mélange toluène. dichlorométhane. méthanol. acide acétique. butanol-2. 3Cetate

d'éthyle (5: 7.5 : ~: 2 : J : 1 v / v ).

Réactif de révélation: KOH ~thanolique à l % rr/v
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6) RESULTATS DU TEST PHARMACOLOGIQUE DES FRACTIONS

Ce test antifongique a été réalisé à la concentration de 12.5 mg/ml sur

Trichophyton rubrum, Microsporum langeronii, Trichophyton interdigitale

Trichophyton soudanense et Epidermophyton floccosum. Il a montré que la

fraction triterpénique FI est inactive sur l'ensemble des germes testés. En

revanche, les fractions flavonoïdiques F2, FJ, F4 et Fs se sont toutes montrées

actives à l'égard de Trichophyton rubrum, Microsporum langeronii,

Trichophyton interdigitale et Epidermophyton floccosum. La fraction FJ a

manifesté l'activité antifongique la plus marquée sur les quatre dermatophytes

sensibles. Trichophyton soudanense quant à lui, semble développer une

résistance.

Tableau VII : Résultats du test antifongique des fractions

chromatographiques

1

Diamètres d' inhibition des fractions
chromatographiques en mm

1
1

1
Dennatophytes testés

1

FI
i

F2
1

F3 F~
1

F~
1

1
1!

1 1 1

Trichophyton rubrum 0
1

18.4 ± 2 38.7 ± 1 25.7 ± 1
1

15.5 = 2
1

Trichophyton soudanense
1

0 1 0 0 0
1

0
1

Trichophyton interdigitale 0
1

12.1 ± 1 30.5 ± 2 22,4 ± 1
1

10A:: 2
1

Epidermophyton .j1occosum 0 14.5 ± 1 31.2 ± 1 20,7 ± 2 1 11.7 :: 1
1

J{icrosporum langeronii 0 1 172 ± 2 40,7:: 1 "4 ... + ., 1 17.6:: 1
1

.- •.J __ 1

1
i
1
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La présente étude a consisté à rechercher les propriétés antifongiques des

fleurs mâles de Borassus aethiopum qui, du reste, sont utilisées en médecine

traditionnelle burkinabé comme antimycosique. Pour ce faire, la drogue végétale

a été soumise à une étude phytochimique guidée par les tests pharmacologiques.

En effet, l'extraction de la poudre de fleurs a donné successivement les

extraits au dichlorométhane, au mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1 v Iv ,

éthanolique, et aqueux (macéré et décocté). Le rendement le plus élevé a été

obtenu avec le macéré aqueux (5,40 %), et le plus faible avec l'extrait au

dichlorométhane ( 1,15 %). Ces résultats sont réswnés dans le tableau II. Par

ailleurs, des cristaux jaunâtres ont été observés dans les extraits éthanolique et

au mélange dichlorométhane- méthanol 1:1 v/v ( figure 17).

L'étude pharmacologique préliminaire des cinq extraits obtenus avait pour

but d'identifier les extraits actifs. Elle a été réalisée sur Trichophyton rubrum. le

dermatophyte le plus fréquent au Burkina Faso ( 30 % ) [ 26 ] et généralement le

plus résistant aux antifongiques [ 37 J. Il ressort de cette étude que les extraits

éthanolique et au mélange dichlorométhane-méthanol 1 :1 v/v sont très actifs sur

ce germe à la concentration de 50 mg/ml. En effet, les diamètres d'inhibition

mesurés sont de 30,9 ± 2 et 35,6 ± 2 mm respectivement pour ces deux extraits.

Ce qui représente un rapport d'activité de 12 en faveur de l'extrait au mélange

dichlorométhane-méthanol 1 :1 v/v ( le plus actif). Le seuil de signification d'un

diamètre d'inhibition étant de 10 ~ ces extraits se révèlent être très

fongitoxiques à cette concentration.

En revanche les extraits aqueux et au dichlorométhane n'ont manifesté

aucune activité antifongique vis-à-vis de ce germe à la concentration testée.

Le tween 80 utilisé pour la cosolubilisation de l'extrait au dichlorométhane et au

mélange dichlorométhane-méthanol a aussi été testé atin d'évaluer son activité.



Celui-ci s'est toutefois montré inactif sur Trichophyton rubrum à la

concentration utilisée, soit 5 mg/ml.

Ce qui signifierait que son usage n'aurait pas d'incidence sur la fongitoxicité

plus marquée de l'extrait au mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1v/v. Ces

résultats que résume le tableau III, montrent aussi que les deux extraits actifs

sont ceux au niveau desquels les cristaux ont été observés.

L'étude dose effet des deux extraits actifs a montré une activité dose

dépendante sur Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale, Microsporum

langeron;; et Epidermophytonfloccosum (figures 6, 8, 10 et 12 ). Panni ces

dennatophytes, Microsporum langeron;; est le plus sensible à ces extraits suivi

de Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum et de Trichophyton

interdigitale. Trichophyton soudanense par contre, semble résister à ces extraits

actifs, même à la plus forte concentration testée, 200 mg / ml (tableau IV).

L'activité antifongique de l'extrait au mélange dichlorométhane-méthanol \:\ v/v

(le plus actif) a été comparée à celle de la Nystatine (100 un utilisée comme

standard. Les rapports d'activité obtenus (à 50 mg/ml) en faveur de cet extrait

sont de 1,5; 2,3: 1.8 et 1.9 sur Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale.

Microsporum. langeron;; et Epidermophyton floccosum respectivement

(tableau IV).

Les résultats de cette étude phannacologique laissent entrevoir la présence

probable de principes antifongiques qui seraient à l'origine de l'activité de ces

extraits. C'est pourquoi, un screening phytochimique des extraits actifs a été

effectué par CCM en vue de rechercher leurs constituants chimiques. Les plaques

chromatographiques des deux extraits actifs ont alors été comparées à celles de

l'extrait au dichlorométhane (inactif). Ainsi deux groupes chimiques ont été

suspectés parmi les cinq initialement ciblés. Il s'agit des triterpènes et des

flavonoïdes.
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En effet, la CCM des extraits au mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1 v/v,

éthanolique et au dichlorométhane a permis d'observer deux spots de triterpènes

dans les trois extraits analysés (Figure 13 ). Ceux-ci sont situés

respectivement à des valeurs Rf de 0,54 et 0,58 en utilisant So comme éluant.

Ce qui nous amènerait à penser que cette activité antifongique n'est pas liée aux

triterpènes, puisque suspectés aussi dans l'extrait au dichlorométhane qui s'est

avéré inactif.

La recherche des flavonoïdes a permis, par contre, de mettre en évidence

cinq spots retrouvés uniquement dans les deux extraits actifs (éthanolique et au

mélange dichlorométhane-méthanol 1: 1 v/v). Il s'agit des flavonoïdes situés à des

valeurs Rf de 0.82 ; 0.72 ; 0.62; 0,36 et 0.12 en utilisant le système SI comme

éluant (figure 1~). La rutine utilisée comme flavonoïde de référence se situe à

une valeur Rfde 0.32 avec le même système (figure 15).

Au regard de ces résultats, l'hypothèse selon laquelle l'activité

antifongique de ces résultats soit liée aux flavonoïdes suspectés semble plus

probable. C'est pourquoi le fractionnement par chromatographie sur colonne de

l'extrait le plus actif (au mélange dichlorométhane-méthanol 1:1 v Iv) a été

envisagé afin de séparer ses constituants chimiques. Il a permis de suspecter une

fraction triterpénique FI et quatre fractions flavonoïdiques F2, F3, F.. et Fs. Les

tests antifongiques ont montré que la fraction triterpénique FI n'a pas d'activité

antifongique. Cependant, toutes les fractions flavonoïdiques sont actives sur les

quatre dermatophytes sensibles. L'activité antifongique la plus marquée a été

observée avec la faction cristalline F3 (tableau VII ). Elle est 1,~ fois plus active

que l'extrait initial (à 1~5 mg/ml) sur le germe le plus sensible (Microsporum

langeronii ).

Le screening phytochimique des fractions a montré que le flavonoïde (Rf = 0.62 ;

figure 16) suspecté dans la fraction F3 est retrouvé au niveau des autres fractions

flavonoïdiques (tableau VI). La fongitoxicité de ces fractions pourrait donc être
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liée à ce flavonoïde. Nous pensons aussi qu'il pourrait s'agir d'une synergie

d'action entre les différents composés de ce groupe chimique suspecté.

Cette étude nous a donc permis de soupçonner des flavonoïdes comme

étant à l'origine des propriétés antimycosiques des fleurs de Borassus aethiopum.

Le flavonoïde suspecté dans la fraction F3 a donné l'activité la plus importante

sur les quatre dermatophytes sensibles. Ce composé se présente au microscope

sous forme de cristaux allongés généralement groupés et superposés en plusieurs

couches ( figure 17 ). Il pourrait s'agir d'un flavonoïde car certains d'entre eux

cristallisent.

Cette activité antifongique des flavonoïdes n'est cependant pas

surprenante puisqu'ils protégeraient le bois des arbres contre les attaques

fongiques [ 44 ].

Ces résultats rejoignent ceux de nombreux auteurs qui ont démontré l'activité

antifongique des flavonoïdes. Ainsi les flavonoïdes retrouvés au niveau de

Alpinia speciosa par Bep auraient une action antifongique contre Trichophyton

rubrum. Trichophyton mentagrophytes et Epidermophyton floccosum [ 6 J.

O'Neill et coll. ont aussi montré l'activité antifongique de la 4 et 7

hydroxyflavane sur Botrytis cinerea et Cladosporum herbarum [ 42 J.

Les Isoflavanes extraits de Glycine max et de Cicer arietinum par Knimer et

coll. seraient actifs sur Aspergillus ochraceus, Pénicillium digitatum et

Fusarium cu/morum [34 J.

Mizobuchi et coll. ont montré aussi que la 6-Isopenténylnaringénine (une

flavanone), avait une fongitoxicité très impressionnante sur Trichophyton

rubrum et Trichophyton mentagrophytes. Sa concentration minimale inhibitrice

serait deux fois plus faible que celle de la griséofulvine considérée comme

l'antifongique de référence dans le traitement des dermatophyties.



L'utilisation de ces produits en thérapeutique, pourrait s'avérer intéressant

à plusieurs titres. En effet ils cumulent trois propriétés judicieusement

exploitables surtout dans le traitement des formes inflammatoires et suintantes

des mycoses superficielles. Il s'agit notamment de leurs propriétés antifongique,

anti-inflammatoire et vitaminique P [ 16]. Leur usage permettrait non seulement

de combattre l'agent causal, mais aussi l'inflammation souvent associée aux

dermatophytoses. Aussi, l'augmentation de la résistance capillaire liée à la

propriété vitaminique P serait-elle bénéfique dans le traitement des formes

suintantes.

L'existence d'une très forte corrélation entre la concentration en extraits

actifs et le diamètre d'inhibition, laisse penser à une possibilité de

standardisation de formes galéniques à partir de cette plante.

Aux termes de cette étude, grâce à des tests phytochimiques et

pharmacologiques, des flavonoïdes ont été suspectés comme étant responsables

des propriétés antifongiques des fleurs de Borassus aethiopum.



(_.~,.#......._,........",..,...._.~-...,..........., ...........,..,..,~,............,, ,
, f
f ,

; CONCLUSION & PERSPECTIVES i, ,, ,, ,;_ .. ,...... ..... r .~___ ........,., ._~..... __



Borassus aethiopum est une plante de la famille des Arecaceae pouvant

atteindre 20 à 30 m de haut. C'est une plante rencontrée dans les régions

tropicales et dont les usages sont multiples. Ainsi au Burkina Faso, ses fleurs

mâles sont traditionnellement utilisées pour traiter les mycoses superficielles.

C'est pourquoi cette étude a été initiée afin d'évaluer les propriétés

phannacologiques de ces fleurs.

Ainsi les tests antifongiques des extraits obtenus par épuisement successif

de la poudre à l'aide de solvants de polarités croissantes ont montré une forte

activité de deux d'entre eux. Il s'agit des extraits éthanolique et au mélange

dichlorométhane-méthanol 1; 1 v/v qui ont manifesté une fongitoxicité très

marquée vis-à-vis de la plupart des gennes testés. L'extrait au mélange

dichlorométhane -méthanol 1 ;1 vI v, qui est le plus actif est 2,3 fois plus efficace

à 50 mg! ml que le standard de Nystatine sur Trichophyton rubrum.

Le screening phytochimique des extraits actifs a permis de suspecter des

flavonoïdes comme étant responsables de cette fongitoxicité. Cette suspicion a

été renforcée par la eeM de la fraction la plus active ( F3 ). Cette fraction

constituée de cristaux est 1,4 fois plus active que l'extrait initial sur

Microsporum langeronii (le plus sensible des gennes testés).

Ces résultats expérimentaux justifieraient non seulement l'usage

traditionnel de ces fleurs comme antimycosique, mais aussi l'importance des

plantes dans la recherche de nouvelles molécules actives.

Cette étude, quoique intéressante, a été émaillée de quelques difficultés. Il

s'agit principalement du manque de souches et de la recherche d"éluant

approprié pour les flavonoïdes. Les systèmes standards de solvants utilisés pour

la eeM des flavooïdes ne nous ont pas donné satisfaction. C'est ce qui explique

la complexité de l'éluant utilisé. Aussi, le manque de disques de griséofulvine

n'a-t-il pas pennis de comparer les extraits actifs à cet antifongique considéré

comme la référence en matière de dennatophytose. Cela pourrait néanmoins être



réalisé ultérieurement avec le produit purifié afin de mesurer réellement son

efficacité. Ce travail mérite d'être poursuivi par l'isolement, la purification et

l'étude structurale de la substance active. Ce qui permettrait d'envisager des

essais toxicologiques puis la mise en fonne galénique soit du produit naturel ou

après hémisynthèse ou même synthèse totale.
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Les fleurs de Borassus aethiopum sont traditionnellement utilisées au

Burkina Faso pour le traitement des mycoses superficielles. Cette étude avait

pour but d'évaluer les propriétés antifongiques de cette plante sur les agents

étiologiques les plus fréquents.

Pour cela, la poudre de fleurs a successivement été extraite par des

solvants de polarités croissantes permettant ainsi d'obtenir cinq extraits. Il s'agit

des extraits au dichlorométhane, au mélange dichlorométhane-méthanol 1:1 v/v,

éthanolique et aqueux (macéré et décocté ).

L'étude de l'activité antifongique de ces extraits a été réalisée sur cinq

dermatophytes par la méthode des cupules sur milieu de Sabouraud avec

chloramphénicol et actidione. Elle a montré que les extraits éthanolique et au

mélange dichlorométhane-méthanol 1:1 v/v sont très actifs sur quatre des

dennatophytes testés. Il s'agit de Trichophyton rubrum. Trichophyton

interdigitale, Microsporum langeronii et Epidermophyton floccosum.

Trichophyton soudanense par contre, semble résister aux même extraits.

Ces deux extraits, à la différence des autres. renfermaient des cristaux jaunâtres.

Le screening phytochimique des extraits actifs a permis de suspecter des

flavonoïdes probablement à l'origine de cette activité antifongique. L'extrait le

plu actif a donc été fractionné afin d'isoler la fraction la plus active. Les

fractions flavonoïdiques obtenues se sont montrées toutes actives sur les quatre

dennatophytes sensibles. La plus active a été la fraction F3, constituée

essentiellement de cristaux.

Nous avons ainsi. grâce à cette étude in vitro, prouvé les propriétés

antimycosiques des fleurs de cette plante. qui seraient liée aux flavonoïdes

suspectés.

Mots clés: Propriétés antifongiques. flavonoïdes, Borassus aethiopum..\Jart.

et dennatophytes.
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The male flowers of Borassus aethiopum are traditionally used to treat

skin fungal diseases in Burkina Faso. The aim of this study was to evaluate this

antifungal propriety.

In this purpose, the powder of the flowers has been successively extracted

by increasing polarity solvents. Five extracts have been obtained. Il was about

the dichlorométhanic, mixture dichlorométhane-méthanolic 1:1 v/v, ethanolic and

aqueous extracts.

The phannacological essay In Sabouraud medium showed that the

ethanolic and the mixture dichlorométhane-méthanolic 1: 1 v/v extracts are

strongly active against almost of the dermatophytes used. This fungal toxicity

concemed Trichophyton rubrum Trichophyton interdigitale, Microsporum

langeronii and Epidermophyton floccosum.

The phytochemical screening of the two active extracts by TLC. allowed

suspecting flavanoïds to he responsible ofthis antifungal activity.

The~ the dichlorométhane-méthanolic extract has been fractionated in order to

isolate the most active fraction. The flavonïdic fractions obtained were aIl active

against the four agents. But, the most active one was the crystalline fraction F3

that TLC has suspected a flavonoïd.

The flavonoids suspected in the active extracts should probably be

responsible ofthe antifungal propriety of the flowers of Borassus aethiopum.

Key words : Flavonoids, antifungal activity, Borassus aethiopum Mat., and

dermatophytes.
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IRSS:

Rf:

UV:

1-) Liste des abréviations.

AC CT: Agence pour la Coopération Culturelle et Technique.

S F : Burkina Faso.

CAMES: Conseil africain et malgache pour l'Enseignement Supérieur.

TLC : Thin Layer Chromatography.

C CM: Chromatographie sur couche mince.

CHN-Vo: Centre Hospitalier National Yalgado Ouedraogo.

DCM = CH2Ch: dichlorométhane.
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Les fleurs mâles de Borassus aethiopum sont traditionnellement utilisées au Burkina Faso pour

le traitemem des mycoses superficielles. Cette étude avait pour but d'évaluer les propriètés

antifongiques de ces fleurs sur les agents étiologiques les plus fréquents.

Pour cela, la poudre de fleurs a sucx:essivement été extraite par des solvants de polarltés

croissantes permettant ainsi d'obtenir cinq extraits. 11 s'agit des extraits au dicbJorométhane, au

mélange dichlorométha.ne-méthanol 1: 1 v/v, ethanolique et aqueux (macéré et décocté ).

L)étude de l'activité antifongique de ces extraits a été réalisée sur cinq dermatophytes ~ la

mëthode des cupules sur milieu de Sabouraud avec chloramphénicol et aetidione. Elle a montré que les

extraits éthanolique et au mélange dichloromêthane-méthanol sont très actifs sur Trichophyton rubnim.

TrichophylO" interdigitale, Microsporum Iangeronii et EpidermophylOn j/occosum. L'extrait au

mélange dichloromethane-méthanol ):1 v/v s'est montré le plus actif sur ces dermatoph)1es.

Trichoph;7oo soudanense par contre. semble résister aux même extraits. Ces deux extraits actifs, a la

différence des BUtres, renfermaient des cristaux jaunâtres.

Le screening phytochimique par CCM des extraits actifs a permis de suspecter des flBvonoïdes

probablemem à l'origine de cette activité antifongique. L'extrait le plus actif a donc été fractionné wn

d'isoler la fraction la plus active. Les fractions flavonoïcliques obtenues se sont montrées toutes actiVes

sur les quatre dennatophytes sensibles. La fTaction FJ constituée essentiellement de cristaux a manifeSté

l'activité antifongique la plus marquée.

Nous avons ains~ grâce à cette étude in vitro, prouvé les propriétés antimycosiques des fle~

mâles de cene plante, qui seraient liées aux flavonordes suspectés

Mots clés: Propriétés antifongiques. flavonoïdes, Borassus aelhiopum Man, et dermatophytes.
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