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CONTRIBUTION A L’ETUDE
STRUCTURALE D’UN PRINCIPE
ANTIFONGIQUE ISOLE DES
INFLORESCENCES MALES DE
BORASSUS AETHIOPUM MART.
(Arecaceae)



INTRODUCTION

Les mycoses sont des infectons superficielles ou profondes provoquées par les
champignons fnicroscopiques {13). Dans la nawve, environ 100 des 100000
chaimpignons existants sout pathogénes et tesponsables de 1€sions plus ou moins
graves évoluant souvéltt vers la chronicité. De ces cent champignons pathogenes, une
cinquantaine environ est responsable de 11)ycosés superficielles, vingt-cing (25) de
mycoses viscérales et vingt-cing (25) aulres de mycoses sous cutanées [13]. Ces
chiffres montrent la prédominance de champignons responsables de  mycoses
superficielles dout les dermatophyties,

Dans les pays pauvres trés endeutés, les mycoses sont des affections ues
fréquentes du fait des conditions sociales trés précaires et constituent un probléme de
santé public. De toutes les affections microbiennes, elles restent celles dont I'€volution
chronique et parfois mortelle est la plus difficile a moditier (24).

Leur traitement est trés long et I'arsenal thérapeutique utilisé est constitué de
médicaments antifongiques onérenx. Le nombre refacvement vestremt d’antifongiques,
te développement considérable des souches résistantes aux antifongiques sont des
problémes auxquels ) faudra trouver une solution. A ceux ¢, s’ajoutent |'apparition de
plus en plus fréquente chez les sujers atteints du SIDA, de certaines affections
mycologiques et J'importance du développement d’alrematives thérapeutiques du fan
de la fréquence des réactions d’intolérance lors du tramtement des mycoses chez ces
malades [31). Tous ces probiemes soulignent la nécessité de rechercher d’antres
antifongiques. D’aprés )'étude réalisée en 1987 par Badillet et coll. [6] sur
dermatophytes et sérolopie V.I H. positive, 61% des patents malades du V. [ H.
graient portewrs de divers champignons pathogénes. Plus de 17% des 61% éraient
porteurs de dermartophytes, avec 7richophyton. rubrum en téte suivi de Tricophyton
mterdigilale.

Le monde végéral a €1é et continue d'étre 1mis a contribution dans la lutte confre
les maladies et particulierement les mycoses £n cffer, beaucoup de travaux ont permis

de mettre en évidence, I'aclivité antifongique des constinants de plusieurs plantes :



- Une étude menée en 1999 par Kambou [38] a monué une activité antifongique (ic
Mitracarpus scaber Zucc sur des dermatophytes.

- Unc étude menée par Baba Moussa F. et coll. (4] en 1992 a également permis dc
mettre €y évidence une activité antifongique de S combretaceae sur Candida albicans
et sur certains dermatophytes.

- B outre, tl vessort de I’ étude menée en 2001 par Gnanou [2S] qu'unc fraction [}
de 1Mextrait £2 au dichlorométhane méthanol (1/1 : v/v) des inflorescences males de
Borassus acthiopum Mart.. (Arecaceae) a une activité antifongique swr Trichophuion
rubrum,  Trichophyton interdigitale, Epidermophyion  flocosumn et Microsporim
langeronn. 1) 'aprés cette méme étude, cetle fraction contiendrait une substance
cnistalline qui s¢ comporte comme un flavonoide. De plus, Borassus acthiopim ost
unhsé au Burkina faso par cerfains tradipraticiens, dans lc traitemens des mycoses
rebelles du SIDA.

Toutes ces données montrent clairement la possibilité de trouver de nouveaux
antifongiques a partir des plantes.
Notons que, si I'activité antifongique de plusicurs plantes a été mise en évidence,
beaucoup d'¢éléments manquent pour la mise au point de nouveaux médicamcents. Dc
ce fait, des recherches devront éire faites dans ce sens. Nous nous proposons donc d¢
contribuer a I"idenufication de la molécule antifongique contenue dans la fraction F3
identi(iée par Gnanou [25] comme étant la fraction antifongique la plus active. Pour ce
faire, nous allons isoler la substance active contenu dans cette fraction F3, la testcr sur
des dermatophytes tels que: Trichophyton rubrum. Trichophyton interdigitale.
Trichophvion soudanense. microsporum langeronii et |'analyser a l'aide de méthodes

spectrales (UV, R.M.N).
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1.1. OBJECTIF GENERAL

Notre objectif général est de contribuer a I’isolement ct a I'identificaton ¢’ unc
substance antifongique a partir des inflorescences males de Borassus uethiopinm Man.

(Arecaceae).

t.2. OBJECTIFS SPECIFIQUES

Nos objectifs spécifiques pour arriver a notre objectif général sont les suivants:

- asoler la fraction active par fractionnement de ['extrait actif

- punifier cette fraction active

- fester la substance isolée aprés la purification de la fraction active sur des
dermatophyies (7. rubrum. T. soudanense, T. interdigitale, M. langeronii)

- analyscr cctte substance par des relevés spectroscopiques notamment o la
spectromeétrie U, V., et la spectrométne R.M.N.

- proposer une structure a cette substance.
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2.1. GENERALITES SUR LA FAMILLE DES (Arecaceae) [15], [29], |35], [44],
[551, 157]

2.1.1. SYSTEMATIQUE
l.es Arceaccae  représentent  unc  grande  (amille  des  Angiospermes

Monocotylédones. [Is appartiennent a l'ordre des Arécales et a la sous-classe des

Arécidae (ligurel). EMBRANCHEMENT
PHANEROGAMES=SPERMAPHYTES

y y

S0US EMBRANCHEMENT sous embranchement
ANGIOSPERMES Gymnospermes

Classe i CLASSE
Dicotyledones =Magnoliopsidae MONOCOTYLEDONES = LILIOPSIDAE

v v

1

Sous i Sous Classe Sous Sous Sous
Classe Zingiberidae CLASSE Classe | Classe
Liliidae ‘ ARECIDAE Commeilinidae Alismatidae

— T i ,,
Ordre f Qrdre

ORDRE
cyclanthales | Ordre ARECALES
- Pandanales

FAMILLE
ARECACEAE= PALMAE

Figurel: Situation des Arecaceae au sein des Spermaphytes



2.1.2. DESCRIPTION DE LA FAMILLE DicS ARECACEAE

Les Arecaceae ou Palmiers sont des arbustes trapus ou des arbres élancés avec
une couronne de feulles terminales. Certaines espéces ont cependant, un tonc
rampant ou soutemain ou encore grnmpant (plus de 130 métres de long notamment
chez les genyes Calanius et Ancystrophyllum).

Le wonc nest jamais ramifié saul pour Hyphuaene thebaica. [V peut étre
entierement hisse ou muat d'épines. |l porte souvent les cicatrices des feutlles tombées
il peut éne aussi enveloppé de fagon plus ou moins conypact par les restes des gaines
fohaires.

Les gaines foliaires, les pétioles et les [olioles de certaines espéces sont
épineuses. Les fewlles des espéces lianescentes sont munies de crochets lear
peaneftant de grmper.
l.es feuilles sont parfois de trés grande talle allant jasqu'a 20 metres et plus pour
certains raphias, Elles sont en général composées peunées avec des folioles étroites el
allongées et possedent une gaine basale. Cependani, elles sont assez larges pour
certamns gewes (Podoccocus, Sclerosperma, etc.) et composées digitées pour d'autres
(Burassus el Hyphaene). |

Les inflorescences sont soit axillaives soit terminales et ramifiées présentant six

tépales disposés en deux cycles.
Les panicules des fleurs, parfois de trés grande taille, sont toujours entourées de
arandes Lractées ou spathes. Les fleurs sont soit dioiques, soit monoiques. Les fleurs
males, peutes et ¢n grand nombre, ont souvent six étamines (parfois deux ou trois fois
plus) disposées en verticilles de rois, avec des anthéres biloculaires. Le pollen est bi-
nucléé et la pollimisation anémophile ou entomophile Les fleurs femelles, plus grandes
et en plus penit nombre, onl un ovaire supére, Les caipelles sont libres ou soudées en
ovaues plurtloculaives a une loge fertile et deux loges stériles avortées. Les styles sont
libres ou soudés.

Les truits des palmters sont des baies ou des dropes aux formes et dimensions
extrémement vanables. La partie extérieure du fruit est souvent fibreuse et chamue est

entourée chez le raphia et les rotins d'écailles losangiques. Les graines renferment un



petit embryon ¢t un albumen abondant fourissant le coprah cher ¢ cocoticr (Cocns

nucifera).

LA REPARTITION DES ARECACEAE DANS [ MONDE

.o famille des Arecaceae comparte vn peu plus de 200 genres et environ 3000
especes.

Les Arccaccae se rencontrent dans toutes les régions chaudes, tropicales ou
tempérees, en Amérique du sud particulierement. Au Togo et au Burkina Faso, les

Arecaceae se rencontrent dans les plaines et les montagnes deputs le sud jusqu'au nord.

2.1.4. ETIINOBOTANIQUE DES ARECACEAE

lLes utilisations des Arecaceae sont multples ct il scrait fastidieus de fes
énumérer toutes.

Elles fournissent entre autres des matériaux de constrnuction (les trones ou les
stipes pour les charpentes et les feuilles et foliotes pour les toitures et clotures, les
pétioles ct les rachis pour les cloisons, les clotures). Les feutlles de certaines especes
fourmissent Jc raphia trés apprécié dans la fabrication des objets d'art. Les feutlles, ies
mflorescences et les coques séchées de divers palmiers possédent un fort pouvorr
calorifique et sont utilisées comme combustibles domestiques. Les troncs des
palmiers-hanes donnent le rotin utihisé pour les liens, les vanneries et l'ameublement.
Des seves. on 1ire fc vin de palme. Les bourgeons terminaux sont utilisées conmme
légumes (chou palmiste). Les firuits de la plupart des Arecaceae sont comcstibies
(rdpier et dattier) ou fournissent des matieres grasses par leur pulpe ou par leur graine
(noix de coco ¢t de palme).

Beaucoup d'espéces de palmiers introduites ou non sont eégalement des plantes
horticoles et peuvent générer d'importants revenus.

En médecine traditionnelle, la séve d'Ancistrophylum secundiflorun est utilisée
comme vermifuge. tonifiant, contre la dysenterie et la fiévre. Le fruit et les feuilles
d'Areca caiechn sont utilisés comme laxatif et comme wnifiant. Les fruits et fcs

racincs de Cocos nucifera servent comme antidotes de poisons, cardiofomqucs.



rafraichissants, antifongiques et contre le paludisme ct l'ictére. Les leutlles. les rcines
et les fruits d'Elaets guineensis analgésiques, anti-bactériens et antidotcs de potsons.
iLes écorces de tige et les feuilles de Pandanus veitchi soignent les dysenteries. les
gasiro-cntérites. La seve el le fruit de Phoenix dactylifera sont des lubrifiants ¢t
rafraichissants alors que les jeunes bourgeons possedent des prapriéiés laxanves. |.a
seve el ¢ jus du frut de Phoenix reclinata sonl des tonifiants et entrent dans dcs
remédes contre la pleurésie. La séve de R. hookeri est utilisée contre la syphilis et ¢«

galactogene.

2.2. GENERALITES SUR BORASSUS AETHIOPUM MART..

2.2.1. APPELLATIONS |9], [29], [47], {62]

Borassus aethiopum Mart. est appelé ke ronier, la mére des arbres et sentinellc de L
savane en [tangais: et run palm. il pahm. great fan, african fan palm en anglais [9].
(29]. [62].

Citons queiques noms de cette plantes dansdifférentes langues: Koan-bhédré (Mord)
[47]. agons (Mina) ; sébé, sibi (Malinké) [9] ; sebé (Bambara) [9]: dul ou dulay
(Diowta)y [9]. dubbi (Peuhl) [9]; akof (Maure) [9); rdn. sibo. sibi (Wolot) (9]

2.2.2. SYSTEMATIQUE (28]
B. aethiopun appartient 2 la famille des Arecaceae et au genre Borassus

FAMILLE
ARECACEAE

. 199 autres genres i GENRE
: g Borassus
:_ e ‘Ig TR TR AT T T T
| S y """""" ¢
, 2993 autres Especes i EsPeCE
5 aethiopum

W SRR F G e S e [

Fignre 2: Position systématique de B. aethiopum Mar.



2.2.3. DESCRIPTION BOTANIQUE [8). [9). [28). [29]. [31). (43). [47). [48). [$6],
[61]

B. acthiopum est un palnier dioique de grande waille, 20 @ 25 in de haut et 30 a
90 cm de diamétre. 11 se reprodunt par senns et la gecovmavon dure un mois. Le ironc
est droit el souvent [égérement enfié a mi-hauteur donnant I'aspect d'un fuseau. 1l porte
des cicatrices foligires et es( couvert, a son somunel, de bases foliaires. Les fewlles, en
bouquet termminal, ont §,5 a4 m de long meluant le pétiole et 1a gaine basale. Le pétiole
a une face supérieure concave et une face inférieure convexe et ses bords amincis sont
durs et coupants. Le limbe, large de nois meétres, est arrondi, plissé en divers nombres
et découpé au maximum a la mi longueur en laméres aigués. Il a des nervauons
digitees.

L'mflorescence male est axillaire a4 axe prmcipal atteignant 1,8 m de longueur,
Elle est ramifiée dés la base et des rameaux courts apparaissent a l'aisselle de grandes
bractées vertes lachement imbriquées portant deux & wois spathes cvlindriques. Les
fleurs males petites et nombreuses, sont serrées les unes contre les autres et insérées a
J'aisselle de bractéoles scarieuses smbiquées. La fleur male est composée de trois
tépales externes hibres entre eux, trois tépales intemes soudés entre eax a la base et de
six étamines & filet més court. L'inflorescence femelle est simple a fleurs peu
nombreuses relativerment grandes. Les flevrs femelles sont a tépales externes charnus
et en forme de rein (reniformes). Les @épales internes sont semblables aux tépales
extemes mais plus petits. La flear 2 six 4 neuf staminodes mmsérés a la base des tépales
internes et des ovaires a ois loges. Ses stigmates sont sessiles.

L'infrutescence a une longueur de 1,8 m er se présente sous forme de grappes
pendantes (25 a 50 kg) avec des régunes de fruits sphériques de couleur vanant de
Porange au brun. La pulpe des fruits est blanchaire, huileuse, juteuse, fibreuse
contenant plusreurs nucules blanches riches en albumen qui donnent & maturité des
grames. Elle a un parfum rappelant le melon et 'anvanas. Le fruit est haut de 84 15 cm
et épais de 6 a 12cm. Sa base est entourée de tépales externes persistants et accrescents

formant une espéce de cupule.



Figure d : Inflorescences mile de Borassus aethiopum



Figure 3 : Inflorescences miles de Bocassus aethinpiim ( drogue végétale)

22.4. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE ET UTILISATIONS [9}. (i3]
[34].147].[611.162]

2.2.4.), Distribution géographique
Le ronier se rencontre depuis le Sénégal jusqu'en Ethiopie ou il forme parfois
d'importants peuplements notaimment au Togo, au centre de ta Cote d'lvoire et au sud

du Burkina Faso.

1.2.4.2.Utilisations
Toutes les parties de la plante sont diversement utilisées.

v En médecine raditionnelle

La poudre des fleurs males mélangée au beurre de karité guérit les escarres. Lc
carbonisat de cefte poudrc mélangé au beurre de karité cst utilisé pour soigner les
mycoscs (477, 161]. Le vin est utilisé comme yafraichissant el stimujant el entre dans
fa composnion de remédes aphrodisiaques [9]. Le décocté des racincs récoltées sur
les jeuncs pousses est donné en boisson pour soigner les affections des vores

respivatoices (maux de gorge, bronchites, toux). Les chanteurs Wolofs au Sénégal en
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consomment beaucoup pour soigner I'extinction de voix. La racine des jeunes
ptants serait également utilisée contre les laryngites, les pharyngites, les angines et
comme anti-inflanunatoire et anuseptique {93, [47]. Le fruit et la séve sont utilisés
contre les affections bronchiques, Ja roux et I'asthme [34]). Le duvet qui entoure Jes
jeunes feuilles arréte fes hémoragies (9). La décoction de I'dcorce du tronc est
donnée aux accouchées et serait palactogene {9]. Le péuole de l'inflorescence aurair
des propriétés diurériques [9]. L'écorce, le pédoncule, la tige et les femlles fraiches

sont unlisés contre les troubles du sang et les ulcérations buccales .

» Autres wtilisationy

La partie périphérique du stipe donne duv bois a fibie noire, trés dur pratiquement
impufrescible et non attaquable par les termites. Le supe du palmier male est
parncuhiécement apprécié comme bois d'ccuvre car 'anneau dur est plus épais.
Sectionné Jongitudinalement, 1] peut servir de gouttiere, Evidé, 1l peut seyvir de
tyau. B. aethiopum est héliophyle et wdique la présence d’eau souterraine, Le
hmbe sert & couvrir les maisons. ) est également utilisé comme parapluie.
L'hypocotyle des jeunes plants bouillis sont nés consommés. Le bourgeon termimnal
appelé chou palmiste est tendre et peut ére mangé ¢ru ou cuit. Dans certains pays
comme la Céte d'lvoire et le Burkina Faso (sud du pays), on exploite le rénier pour
son vin. Les inflorescences males servent de nourrituse aux vaches (végion des
savanes du Togo). Les jeunes noix sont trés appréciés pour leur jus et leur amande.
La pulpe du fruir bowllie est mangée au Togo. La pulpe du fruit est utilisée pour
epousser les musaraignes au sud du Togo. La grame evidée muaie d'un baton est
atlisée comme sonnaille, Des parties du ronier sont également utilisées pour

fabriquer des panters, des sacs, des éventails et des gaines de couteaux.
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2.2.5. LES TRAVAUX ANTERIEURS SUR | ES INFLORESCENCES MALES DL
Borassus aethiopum (25)

«  Activité antifongigue des inflorescences males de Borassus
acthiopuimn

Le but de 1"éwude de Gnanou est d'évaluer les propriétés antifongiques de cotle
plante sur [cs agents étiologiques les plus fréquents.
Pour cela, des extractions ont ¢té faites avec Ja poudre des inflorescences males. Ces
extractions ant été successivement faites avec des solvants de polarité croissante : le
dichlorométhane, le mélange dichlorométhane-méthanol (1/1 : v/v), ’éthanol et I’cau
(macéreé et décocté),
L'étude de )’activité antifongique des extraits obtenus a éte réalisée sur cing (5)
dermatophytes sur milieu de SABOURAUD avec chloramphénicol et actidione. Elle a
montré que les extraits éthanoliques et aux dichlorométhane-méthanol sont trés actifs
sur Trichophyton rubrun, Trichophyton interdigitale, Microsporum langéronii et
Epidermophvton flocosum. Trichophyton soudanense semble résister a ces cxtraits.
Ces deux exirails a la différence des autres renfermaient des cristaux jauniatres. Les
autres ex(raits semblent étre ynactifs swr les dermatophytes testés..L'exwait le plus actif
E2 (dichlorométhane-méthanol (1/1 : v/v)) a été fractionné afin d’isoler la fraction la
plus active F3. Les fractions se comportant comine contenant des {lavonoides se sont

montrées toutes actives sur les quatre dermatophytes sensibles.
= Chimie des inflorescences males de Borassus aethiopum

Le screening phytochimigue réalisé par chromatographbiec sur couche mince
(CCM) des extraits actifs a permis de soupgonner les flavonoides comme étant
responsables de cette activité antifongique. La fraction la plus active a été la fraction
F3 constituée essentiellement de cristaux et ne présentant qu’un spot a un Rf = 0,62.
| Dans ’extrait E2, Gnanou [25) a noté la présence de triterpénes et de

flavonoides.
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Cette ctude a prouvé les propriétés antmycosiques des inflorescences males de
cette plantc. Elle a en outre permis de penser que cetie propriété serait lide aun

flavonoides.

2.3. GENERALITE SUR LES DERMATOPHYTES

2.3.1. DEFINITION

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux qui ont une affinité pour la
kératine: éprderme, poils, cheveux, et ongle. Chez I'homme, ils sant responsables de

diverses mycoses superficielles ou dermatophytoses [11], [19].
2.3.2.CLASSITICATION DES DERMATOPHYTES [30]. [50]

SABOURAUD propose en 1910 une classification des dermatophytes en 4
genres: 3'Achorion agent du favus, Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton qui
parasite la peau glabre. En 1934 Emmon suggére une classification des dermatophytes
en 3 genres: Microsparum, Trichophyton, Epidermophyton. Negroni et A)ello se sont
ralliés a cette derniére classification respectivement en 1968 et 1978. Emmon et al

mainticnnent également cette classification que nous allons retemr ic). [30]

- Genre Lpidermophyton [50]
Caractérisé par des macrocomdies en massue a parols et cloison mmce et par

J'absence de microconidies. Ce genre attaque la peau.

- Genre Microsporum
Caracténsé par des microconidies cn fuscau, de grandes tailles avec unc
membranc épaisse. Les champignons de ce genre atlaquent la peau, les cheveux et les

poils.

- Genre Trichophyton

w2
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2.3.3. EPIDEMIOLOGIE [25], [41]. (60]
2.3.3.1 Mode de contamination

Il vane en fonction du champignon. On distingue:

- Les espéces anthropophiles

Ce sont des parasites strictement humains.
La contamination est inter humaine, de malade a snjet sain ou par l'intermédiaire de

maténel contaminé. C'est le cas par exemple de 7. rubrum et de T. interdigitale

- Les espéces zoophiles
Ce sont des parasites animaux qui contaminent facilement Jhomune soit par
contact direct avec l'animal soit par contact avec son poil. Exemples. M. canis, T

mentagrophyles,

- Les espéces telluriques

La contamination se fait par contact avec le sol contaminé. Exemple: M. gypseum.

2.3.3.2 Répartition géographique

Les demmatophyties sont cosmopohies méme sl existe des différences
géographiques dans )a répartition des espéces impliquées.

Notons cependant que du fait des brassages des populations, cette différence tend a
disparaitre.

En 1986, a l'issue d'une étude réalisée a Marseille sur les deymatophytes
d'importation, Mestre-Deharo C. et coll. [45] ont montré que les dermatopbytes
d’importanon représentent 11.6% de l'ensemble des dermatophytes isolés. Et que 7.
rubrum venait en téte suivi de M. cams

En 1989 cette méme étude a monwé que 14% des dermatophytes isolés étaient
des dermatophytes d'importation. 1l s'agissait essenuellement de M. langeroni qui vient

en téte suivi de 7. soudanense et vient apres 7. violacéum.



En 1989 cette inéme érude a monié que 14% des dermatophytes isolés étaient
des dermatophytes d'importation. Il s'agissait essentiellement de M. langeronii qui vient
en téte sutvi de 7. sondanense et vient apres 7. violocéum

Av Togo, une érude faite de 1985 a 1990 par Tourte-schaefer et al. [S9) a permis
d'isoler principaleqent M. langeronii et accessoirement 7. soudanense.

En 1992, Guigermdé et coll [26]) ont trouvé que 7. rubrunt est le plus isolé dans Ja
ville de Ouagadougou lors d'une érude sur les mycoses cutanéo-phanériennes.

En 1993, suite a une érude sur les teignes du cuir chevelu en milieu scolaire a
Ouagadougou, Compaoré//6/ a montré une prédominance de M. langeronii suivi de 7.
soudanense. Les mémes résultats ont €té trouves en 1994 par C. vigué |60] a l'issue
d'une étude menée a ouagadougou sur Jes teignes.

Au regard de ce qui précéde, nous pouvons dire que les dermatophytes varient
d'une région a une autre et dans la méme région, d'une période a une autre.

Cependant, 10 rubrum est retrouvé partout dans lc monde avec une plus grande

fréquence [30).

2.3.4. DLAGNOSTIC

Le dagnostic d'une dermatophytie repose d'abord sur l'examen clinique des
sujets attemnts. Cette premiére phase doit ctre complétée par un examen biologique
comportant  tisolement et la caracténsanon des agents cesponsables. [l existe
¢aalement des méthodes de diagnosnc immunologrque. Nous ne présenterons ict que

le diagnostic biologique.

Diavnoxtic biolopique

- Prétévement [10), (41]. [51)

11 doit étre fait avant toute antibiothérapie ou apreés une fenétre thérapeutique d'au
moins 5 jours. On préléve toutes les [ésions a la périphérie et séparément (possibilité
d'avoir 2 dermatophytes associés et lésions allergiques stériles). Les techniques de
prélevement dépendent de la localisation et du rype de Iésion. On utilise généralement

pour les prélevements, un vaccinostyle (squame de la peau), une pince (cheveux et
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poil), des ciseaux (ongles). Ces prélévements doivent étre recueillis et conservés dans

des conditions parfaitement stériles avant d'éwe naiés au laboratoire.

- Examen niicroscopique
Il est nécessaire de vamolhr et d'éclaircir le prélevement avant l'examen
direct; on utilise pour ce faire soit la potasse a 30% soit Je chloral lactophénol.
L'examen direct des cheveux permet de mettre en évidence les spores ou les
filaments mtra pilaires ou bien la gaine des spores ectothrix. L'examen des ongles et

des squaimes permet de mettre en évidence les filaments mycéliens,

- Culture
Elle est indispensable pour détermminer exactement l'espéce et lorigine de la
contamination pour en déduire te lraitement

La culture se fait suy milicu de SABOURAUD additionné de chiloramphénicol et
de cyclohexidine dans le but d'inhiber cespectivement les bactéries erles moisissures.

Les fragments prélevés sont déposés a I'aide d’un strument stérile en quinconce
¢n trois ou quatre points dans le milieu coulé en pente dans un tube a essat au contact
du tube.

L'incubation se fait a 'étuve a 27°C. Ceitaines espéces poussent vite mais le délai

d'un mois est nécessaire pour qu'une culture soit considérée comme négative.

- Identification

Elle se base sur les caractéres imacroscopiques et microscopiques des cultures

.Exaimen macroscopique

It note I'aspect de cotonies {poudreux. ras.. ), la couleur au recto et au verso de la
culture, la diftusion €ventuelle d'un pigment elabore par le champignon dans la gelose.

Examen aticroscopique

Elle se fait soit par dissociation d'un fragment superficiel, soit par prélévement
grace o la techoique du drapeau de roth ou ¢ncore par culture sur lame; on nole:

- l'aspect du myceélium

- les organes de reproduction (spores, microconidies, chlamidospores)
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- les organes d'ornementation vrilles, organes pectinés)

- Aatifongigramme
Il consiste en la recherche de la sensibilité des différents germes isolés aux

dilférents antifongiques.

23.5. TRATTEMENT DES DERMATOPHYTILLS

Le matement des denmatophyties comporte habituellement un traitement
antifongique local et/ ou général.

Pour instaurer un traitement antifongique, on tient compte de la localisation, de
I'écendue des Jésions, de leurs pluralités et du risque mesuré d'une antifongithérapie

systémique.
2.3.5.1. Traitement tocal

Il est coustitué de plusieurs traitements .

- traifement anaseptique.
['utitisation des antiseptiques n'est pas obligatoire mais agit sur la présence d'agent
infecrieux (levures, bactéries...) fréqueniment associés aux dermatophytes swtout
dans les plis.
Quelques antiseptiques

- des bains antiseptiques de permanganate ce potassium dilué au /20000 ou
de sulfate de cuivie (Metacuprol““), I comprimé powr 1 litre d'ean ; '

- des dénivés iodés : Bétadine® solution dermique

- un savon acide (Dennacide®, Lactacyd®) ou un Carbanilide (Nobacter,”
Septivon ¥)

- I'Hexamidine (Hexamédine®, Cytéal™)

- du nitate d‘argent a 0,5% si les 1ésions sont suintantes, fissurées ou

vésiculobuleuses
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- traitement kératolytique
en cas d'hyper kératose ou de croates du cuir chevelu
Quelques kératolytiques:
- acide salicylique
- préparation d'urée
- traitement autifongique spécifique topique
les antifongiques les plus actifs sur les dermatophytes :
lolnaftale (Sporolime® ). Acide undecylénique ( Mycodécil ®)
ciclopiroxolamine (MYCOSIQI'®); les dérivés inndazolés: Miconazol (Daktarin‘”),
Econazol ( Pévaryl™), kétoconazol (Ketoderm *); les allylamines : Terbinafine

( Lamisil & )

2.3.5.2. Traitement systémique [ 21 ]

Deux antifongiques sont dispombles, 1l s'agi de:

-antifongique fongistatique

Gniséofulvine : son spectre d'activité est strictement limié aux dermatophytes.

Elle est active sur les 3 gerwes de dermatophytes ( Microsporum, Tnchophyton,
Epidermophyton) et agit par inhibition des mitoses des mucro organismes sensibles
[23].

-dérivés unigazolés

kétoconazol (nizoral®) agit par I'inhibition de lergostérol qui est un composant

essentiel de la membrane des cellules fongiques [23].
2.3.5.3.Quelgues plantes utilisées pour soigner les mycases (4}, [25), [36), [38], [49]
Plusieurs études ont monoé l'activitée antifongique in vitro de certaines plantes

untisées en pharmacopée traditionnelle, citons en quelques unes :

En 1991, une étude menée a Dakar par Nisame-Obame et coll. [49] a montré que les
extraits aqueux lyophilisés des foholes de Casxia alaia, Cassia sieberianna onl une

acuvité antifongique suy 7richophyton sondanense.

27



En 1999, une €tude menée a Quagadougou par Cambou et coll. [38] a permis de
merte en évidence l'activité antifongique de l'extrait a I'acétate d'éthyle de Ya poudre

seche des fewlles de Mitracarpus scaber sur des dermatophytes.

En 2001, une érude réalisée par Gnanou [25] 4 Ouvagadougou a permis de
mettre en evidence l'acnvité antifongique des étamines des fleurs méles de Borassus

aethiopum sur des dermatophytes .

En 1999, une étuderéalisée par Baba-Moussa F, Akpagana k., Bouchet P.[4] a pennis
de metire en évidence {'acuvité antifongique de sepi combretaceae : Combretum
glutinosum (partie utihsée : les feuilles), Preleopsis suberosa (partie utilisée : 'écorce
des tiges), Ternunalia avicennioides ( partie utilisée: tes feuilles, I'écorce des tiges),
Combretum hipidunt (parte utihisée @ les fewlles), Combretum molle (partie utilisée
les feuilles), Combrennn nigricans (partie utilisée : les feuilles et la racine entiére) et
Terminalia mollis ( partie utilisée : les feuilles et I'écorce des racines) sur certamns
dennatophytes et sur Candida albicans. L'étude a porté suy les extraits au mélange
éthanol-eau (1 /1 : v/v) des d)fférentes parties des plantes précitées.
Certaines plantes sont également unlisées de fagon waditionnelle dans le
traitement des deymatophytes. Citons quelques unes utilisées & Kisangani (36]:
- la face inférieure des feuilles de /icux experata vahl. (Moraceae) est utilisée
pour frotter le cuir chevelu
- Jes feuilles de Luffa aegyprioca Mill. (Curcubitaceae) broyées additionnées 3 du
natron sont appliquées sur les tésions.
- l'écorce pilée de 'Voacango africana stapf. (Apocynaceae) est appliquée sur la
plaque de teigne.
- les feuilles vertes de Virex doniana sweet. (verbenaceae) sont broyées, mélangées a
du namon et appliqué’:es sur les lésions,
- on utilise le péricarpe des fiuits de Musa paradisiaca L.(Musaceae) pour le
traltement ges mycoses

- on utilise le latex de Carica papaya L. (Caricaceae) pour le traitement des mycoses
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- on utilise le latex et la vacine de Manihot glaziovn Muall. (Euphorbiaceae).
- on uuhise également les feuilles e Hydrocharis  chevieri de  Wild.

(Hydrocapitaceae).
2.4, GENERALITES SUR LES METHODES SPECTRALES (3], (27)

Apres avoir isolé une subslance natucelle, te probleme se pose didentifier ce
produit c’est & dire de déterminer sa formule aussi complétement que possible. Pour ce
favre, plusieurs méthodes peavent e utilisées. Actuellement, celles qu donnent le
plus d'informations sur la structure sont les analyses spectroméinques de masse (SM)
et de résonances magnétique nucléaire (RMN).

A ¢oté de ces méthodes, nous avons la spectrométrie d'absorpuon (ultra violet et mfra
rouge) qui donne moins d'informations.

Les spectres infra rouges (IR), bien que foumissant mmoms d'informations que la RMN
et la masse, donnent un spectre complexe qur est un reflet de tous les détails de la
structure moléculaire. Convenablement interpréeés, s fournissent sur les molécules
¢rucides, des ryenseignements qui peuvent €ne wes précis. Les spectres IR
contrairement aux spectres ultya violet sont individuels en ce sens que seules deux
molécules parfaitement identiques peuvent avoir exactement le méme spectre.

Les spectres ultra violets (UV) ne sont mtéressants que, pour certains groupes
chimiques présentant des insaturanons. Cest ainsi que la spectrométrie UV contribue

de fagcon importante a Vidennfication des flavonoides.

2.4.1. LA SPECTROMETRIE D’ABSORPTION

Lorsquun farsceau de Jumiére monochromatique traverse une  substance
wansparenle, une parhe de son énergie peut éue absorbée par le milieu matérel
conformément a la lor de Beer- Lambeyt
Si- V'on apelle |, son intensité avani I'absorprion, et son intensité apres 'absorption, on
a
N=e™ avec

e= coeffiscient d'éxunction molatre ou indice d’absorbance inolaire
29



I=longuewr parcouru par le rayonnement

¢=concentration de la substance

log 1/to=-¢lc=A

Jog I/1p est appelé denstté optique et est noté D.O.

Du point de vue expérimental, on se sert de la transmitaunce T

T=,

On a alors: D.O.=log(1/T)=¢elc

La représentation graphique de 'absorption d'un composé en fonction de ta longueur

d'onde de la lunnere incidente est te specitve d'absobption.

Les domaines de longueur d'onde les plus couramunent utilisés pour ces mesures sont :
L'ultra violet : longueur d'onde comprise entre 200 et 400nm ( 200 <A< 400

nm)

Le visible : longueur d'onde comprise enne 400 et 800nm( 400 <A< 800 nm)

L'infra rouge : longueur d'onde comprise entre 2 e¢ 15 um (2€A< 15 um )

2.4.1.1.Spectrométrie UV et visible (3], [44], (32)

C’est une specnrométrie qui a pour base l'absorption d' énergie . L’énergie mise
en jeu varie en fonction de [a longueur d'onde et généralement on distingue:
Ultra violet Lointain: longueur d'onde comprise entre 100 et 200 nm (100<1.< 200 nm)
energie comprise entre 140 et 280 Kcal mol”
Ultra violet Proche: longueur d'onde comprise entre 200 et 400 nm (200<A< 400 nm)
énergie comprise entre 80 et 140 Keal mol”
Utrra violet Visible longueur d'onde comprise enne 400 et 800 nm (400<A< 800 run)
(400<A< 800 nm) energie comprise enme 35 et 80 Keal mol™
Les bandes d'absorption observées sur le spectre dans 1'UV correspondent 3 la
présence dans ta molécule de groupement non saturés .
L'UV ne donne donc que des renseignements sur le degré d’insaturation d'une
molécule d'ou la necessité dutiliser dautres méthodes pour avoiwr de plus amples

itormanons.
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2.4.1.2.8pectrométrie infra vouge (35]

Cest la spectrométrie vibrationnelle et rotationnelle. Notons cependant que la
vibration est le phénoméne le plus important.

Une molécule souwmise a une uradiation IR absorbe une partie de cette iiradiation
conformément & {a loi de BEER- LAMBERT et commence & vibrer,

A chaque groupes d’atomes susceptibles d'entrer en vibration ou en rotation, & une
longueur d’onde donnée corvespond une bande d’absorption caractéristique des
fiatsons chimiques présentes dans ce composé. L'absorption d’une radiation infra
rouge awa pour effer de faire vibrer successivement les liaisons des atomes présents
dans une molécule. Cene absorption conduit au spectre 1R qui bien interprété pernmnet

d'identifier les fonctions présentes dans le comnposé.

2.4.2.SPECTROMETRIE DE MASSE [3),(44], (32]

L'application de la spectrophotométiie de masse aux molécules organiques,
implhique leur bombardement par un faisceau d'électron de moyenne énergie sous vide
poussé et I'analyse des fragments chargés ainsi formés.

La fraginentation se fait par Tionmsation des motécules. L'jonisation entraine en
effet une accumulation d'énergie qui en se dissipant peut entrainer la rupture des
liaisons inter atomique et donner naissance a des fragments caractérisés par e rapport
masse/charge (n/z).

Les différents fragments chargés ainsi produits sont accélérés avant de parvenir a
an analyseuv (filtre de masse) qui les sépare en foncuon du rapport nvz.

Le spectre de masse représente sous forme graphique, l'abondance des jons sur
la base de leur rapport m/z. 11 fournit des renseignements sur la masse moléculaire,
la disposition des groupes spécifiques dans 1a molecule ainst que sur Ja formule de

[a molécule érudiée.
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2.43.SPECTROMETRIE DE RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE [3]. {22).
{42], [ 44]

It <agn de provoquer l'absorption par unc moléeuie d'énergic rayonante. Lu transition
s'effectue entre deux niveaux d'énergte propre au noyau de certains alomes de cette molécule.
Seuls les novaux possédant un spin non nul peuvent participer a cetle résonance. Les atomes
les plus classiquement éludiés par la RMN sont 'R, ''C qui ont un spin 1 égal a 1/2.

Placés dans un champ magnéhque, les noyaux possédant un spin non nul se comporient
comme de pents aimants et peuvent prendre 21+1 orientations par rapport a ce champ
magnétique donc deux onentations pour “Cel'H.

St on place Péchantillon dans un champ magnétique d'intensité convenable, et si on soumet
simuttanément cer échantillon a un rayonnement électsomagnéique, de (réquence variable, on
peut mettre en évidence une absorption de J'énergic rayonnante par i'échantillon qui se tradusl
concrétement par un pic d'absorption.

Le spectre RMN permet [‘établissement de la strucure moléculaire d’'un composé par la
détemmination de la nature et de l'environcment des alomes en résonance. L'analysc des
sprectres RMN fait appe) a trots éléments :

- Déplacement chimique : 1ié entre autre 2 ta densité électromque du noyau et rend
compte des écarts enlre Jes signaux obfenus pour des noyaux de fa méme ¢spece mais soum:s
& des environnciments différents.

- Clouptage spin spin @ rend compte de l'intevaction entre fes différents protons voisins
au miveau du signal d'on type de proton. Il permet également d'identifier les protons qui ¢
couplent céciproguement a partir de la constante de coupiage.

- Intégration des signaux du spectre : elle rend compte de la proportionnnalite enlre

le nombre de protons responsable des signaux et 12 surface de ces signaux.

i
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JLICADRE D’ETUDE

La présente crude a été réalisée au laboratoire de pharmacognosie de 'UER/SDS. au
laboratore de chimie bio-organique et de phytochimie de "UFR/SEA, au laboratoire
de I'Insutut de Recherche en Sciences de l1a Santé (IRSS) , au laboratoire de biologie

du C.HN.Y.O. et au laboratoire de spectroméirie et de dynamique moléculaire de

Marseille.

3.2. MATERIEL D’ETUDE

3.2.1 MATERTEL VEGETAL

Il s’agissant des inflorescences males de Borassus aethiopum Mart.. vécoliées le
15/02/99 dans la ville de Quagadougou. Ces inflorescences ont été concassées,

finement broyées et la poudre obtenue a été conservée dans un sachet plastique

coreectement éfiquete.

3.2.2. MATERIEL POUR L’EXTRACTION

J1 est constitué par :
une ampouie a macerer
un percolatcur

un évaporateur rotauf Blich

de la verrerie et des solvants tels que le dichlorométhane, le méthanol, [’éthano!

323 ELUANTS UTILISES POUR LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE

MINCE
Nous avons utilisé les systemes de solvants S1, S2 et 83

Sl: Toluéne - Dichlorométhane - Méthanol - Acide acétique - 2 butanol - acétate
d’éthyl (5-7.25-4-2-3-1)

S2: Tolucne - Dichlorométhane - Méthanol - Acide acétique - 2 butano} - acétate

d’ethyl (5-7-4-2-3-1)
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$2: Toluéne - Dichlorométhane - Méthanol - Acide acétique - 2 butanol - acétate
d’éthyl (5-7-4-2-3-))
S3: Toluéne - Dichlorométhane - Méthanol - Acide acétique -2 butanol - acétate

d*éthyl (1-7-2.5-0.25)

J 24 MATERIEL DE FRACTIONNEMENT ET DE REPURIFICATION

Nous avons utilisé pour fractionner et repunfier, le matérel suivant :

- des plaques chromatographiques gel de silice Gl 234

- une colonne chromatographique (100 cm de long et 3 cm de diamétre)

- du gel de silice Ggo pour cotonne (0,063 & 0.2min)

- des éluants chyomatographique : dichlorométhane contenant du méthanol dans
les proportions 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 %

- des éluants pour CCM (voir 3.2.3)

3.2.5. MATERIEL POUR LA DETERMINATION DU POINT DE FUSION

Nous avons unhsé I'appareil Electrothermal 1A 9100

3.2.6. MATERIEL POUR L’ETUDE SPECTRALE

Les spectres UV et visible ont été envegistrés & 'avde d un appareil Shimazu DATA
vecorder DRZ- 2, Shimazu Dual. Wavelength TLC Scanner CS-93

Matérie] utilisé pour les spectres RMN :
Les specrres RMN 'H et "C onl été enregisués a I'aide d'un spectrophotométre
BRUKER AMX 400.

3.2.7. MATERIEL POUR LES TESTS PHARMACOLOGIQUES

Nous avons utilisé pour les tests antfongiques, le matériel suivant :

-des boites de pétri (90 nun de diaméire)
-des Pipettes pasteurs stériles

- des Lilles de verres stériles
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-du séram physiologique

- des disques de kétoconazol (50ug)

-les dermatophytes © les quatre dermatophytes utilisés sont choisis parmi les
plus courammcent rencontrés au Burkina. 11 s'agic de: Tricophyton rubrum (T. R).
Tricophvion intredigitale (T. 1), Tricophyton soudanense (T. S). Microsporum
longeronii (M.L). Notons qu'a l'exception de Microsporum langeronii, les souches

utilisées sont Jes mémes que celles utilisées par Gnanou [25].

3.3. METHODES

A3 EXTRACTIONS

lLa méthode d’extraction est la percolation. La matiére végetale introduite dans le
pecrcolateur st sowmise a un épuisement successif a [’aide de solvants de polarité

croissantc : dichlorométhane, dichlorométhane-méthanol (1/1 v/v), éthanol.

1301 Lxeyaction par le dichlorométhane

Un kilogramme de poudre des inflorescences males séches de Borassus
aethiopon €st introduit dans une ampoule & macération. Deux milles (2000) mi de
dichlorométhane ajoutés et e mélange est laissé en macération pendant 24 h. A la fin
de la macération, une percolation est effectuée a )'aide de 750 ml de dichlorométhane.
La solution est recueillie goutte a goutie et évaporée sous pression réduite. Le résidu
d’extraction cst conservé a ['abri de la lumiere.

Le mare séché est wtilisé pour Jes prochaines extvachons.

3.3.1.2 Extraction par le dichlorométhane-méthanol (1/1 v/v)

l.c marc séché a été introduit dans "ampoule & macération. On y a ajonté 2000
mi d'un mélange de dichlorométhane-méthano! dans les mémes proportions (1/) v/v)
ct on a laiss¢ maccre pendant 24 h. On réalise ensmte une percolation avec 1500 ml
du méme mélange de solvant. L'extrait recueith cst évaporé sous pression réduite cl

conserve a Pabri de ta lumiére. Le marc est a nouveau séché.
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du méme mélange de solvant. L’exwait recueilli est évaporé sous pression réduite et
conselvé a I'abri de la fumiére. Le marc est a nouvean séché.

332 FRACTIONNENMENT DI LENTRATT AU DICHLOROMETHANLE-
METHANOL (E2)

Le (ractionnement est fait par chromatographe sur colonne de gel de silice.
La colonne (100 cm de long; 3 cm de diamewe) est remplie & ’'atde d'une suspension
de silice dans du dichlorométhane a raison de 80 p de silice pour un gramme de
substance. Trois (3) g de Vextrant actif sont dissous dans le plus petit volurme du
mélange dichlorométhane-méthanol et la solution obtenue est déposée au dessus de la
colonne. Certe colonne est éluée successivement avec du dichlorométhane contenant
du méthanol dans les proportions: 0, S, 10, 1S, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50% v/v. Le
volume de cha(]ut": palier du gradient de polarité des différents éluants est 500 ml.

Des fractions de 5 & 10 ml sont récoltées et analysées par CCM de gel de silice
GspFass avec comme phase mobile le systéme de solvant 82"
La révélation des plaques est ensuite faite par les vapeurs d'ammoniac et par
chauffage des plaques a 110°C pendam 10 minutes aprés pulvérisation de l'acide
sulfurique 3% dans l'éthanol. Les fractions présentant des chromatogrammes
semblables sont regroupées et évaporées sous pression réduite.

La fracnon active est purifiée et utilisée pour !'identification des substances

antifongiques.

3.3.3. PURIFICATION DE F3

La fraction active est évaporée sous presston réduite pour donner un résidu sec.
Le vésidu sec est purifié par une chromatographie sur couches minces préparatives sur
gel de silice GgoFzsq en utilisant le systeme S2 comme éluant.

Les bandes comespondantes aux différentes substances contenues dans la fraction
active sont grartées puis éluées a I’aide du dichlorométhane-méthanol (1/1 :v/v).

Les solutions obtenues sont évaporées sous pression réduite pour donner des
tésidus de substances purifiges qui sont utilisées pour les études pharmacologiques et

spectrales.



Pouwulre des inflorescences miles de Borassus "
acthiopum Mart. (Arecaceae)

PERCOLATION AVEC LE CH,CL.
APRES 24H DE MACERATION

b

EXTRAIT AU Murc |
CH,CL, (E1)

PERCOLATION AVEC LE
MELANGE CH,CL4-CH,0H
APRES 24H DE MACERATION

l

Extrait uy CH,CL»- MARC
CH,OH(E2)

FRACTIONNEMENT
NE L'EXTRAIT LE
PLUS ACTIF FAR
CHROMATOGRAPHIE
SUR COLONNE

.o

S

F5

CHROMATOGRAPHIE SUR
COUCHE MINCE
PREPARATIVES

Figuire 6: schéma d’extraction de fractionnement et de purification des substances i étudier



3.34METHODES UTILISEES POUR LES ESSAIS ANTIFONGIQUES

La méthode de diffusion en milieu gélosé a ¢té utilisée. Les dermatophytes
wiihisés sont les suivantes: Tricophyton rubrum. Tricophyion soudanense, Tricophyton
imerdignale, Microsporum langeronii.

La concenrration de 12,5mg /ml est retenue pour un essai préliminaire permentant
d’identifier des substances actives pairmi celles 1solées

Les tests sont ensuite réalisés avec les concentrations suivantes : 12,5 mg/ml ;
6,25 mg/ml; 3,13 mg/ml; 1,56 mg/ml; 0,78 mg/ml. Les résultats obtenus ont permis
de macer les courbes dose effet sur les différents germes.

La solubilisation de la substance isotée a été réalisée par le tween 80

préalablement resté.

3.3.4.1. Préparation du milicu de culture

Nous avons utilisé pour préparer le milieu de culture, le miheu SABOURAUD
contenant de l'acndione et du chloramphénicol en poudre (45,5g de poudre pour 1i
d'eau disiillée).

Le mélange est effectué sous agitation dans I'eau chaude et porté a ébullition
pendant 10 mn. Le mihieu est ensuite conditionné dans des flacons, mis a l'autoclave
pendant 15 mn a 120°C et coulé dans des boites de pétris de 90 mm de dramétre. La
gélose coulée a une épaisseur de 3 a 4 mm,

Les bottes sont ators refroidies sur une surface horizontale.

3.3.4.2. Préparation des cupules
Les cupules sont faites de fagcon équidistante a 1'aide d'emporte-piéces stériles
de 6 mm de diamene. Le fond de chaque cupule est alors bouché a l'aide d'une

goumte de gélose

3.3.4.3. Preparation de Vinocolum.
L'inoculuny est obienu a partic de cultures jeunes de dermatophytes faites dans

des tubes & essais sur gélose mchinée de SABOURAUD contenant de {’actidione et du
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chloramphénicol. On a eusutte introduit dans les tubes contenant la culture jeune 10 m)
de sérum salé physiologique. A 'aide d'une pipette stérile, la swface d'une colome
d'environ lem de diamétre est égérement grattée.

Le soluté est transvasé dans un rube a essais coutenant des bitles de veires
siériles et soumis a un agiateur alm de fragnienter fes myceliums. Le surnageant

constitue I'moculum a utihser powr I'ensemencement

3.3.4.4. Ensemencement

La surface de la gélose est inondée avec P'inoculum. L'excés éventuel est aspiré
par une pipette. Les boites sount alors séchées a 'étuve a 37°C. Les substances isotées
sont solubilisées avec du tween 80 et déposées dans fes cupules a raison de S0 pl par
cupule. Chaque concentration a é1é testée 3 fous.

Le témoin (kétoconazol) et le tween sont également déposes dans les cupules .

3.3.4.5. Incubation et lecture

L'meubation s'est faite a température ambiante et les boites observées tous les
Jours jusqu'a ce que les deymatophytes poussent.

La lecture a cousisté en la mesure des diamefres g'inhibitions a l'atde d'une régle
graduée. Les diameétres d'imhibitions ont €té meswiés a jg

Trois essais ont été réalisés et les moyennes des diamétes d'inhibitions ont été

déterminées afin de acer les courbes dose/ effet.

3.3.5. ETUDE SPECTRALE

Spectrométrie UV et visible

Nous avons tracé les spectres UV et visible en photodensitométrie.
Ol d’une solubon de 3mp/ml de X1 et de X2 sont déposés sur des plaques
chromatographiques G60 F254 avec support en verre. Ces plaques ont été éluées avec
S2. Les spots repéies a 'aide d’une lampe UV(375nm) ont permis de tracer les
spectres. Les coordonnées unihisées pour oracer les specires sont :
Abscisse: 2

Ordoniées : |
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Spectroméirie RMN

Léchantillion est dissout dans dv DMSO  Le télraméchylsilane est unlisé comme
standard mterne.

it
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4.1. RENDEMENT D’EXTRACTION (£2)

Un (1) Kilogramme de poudre a permis d avon 36,7 grammues de £2 soit un

rendement de 3,7%.

4.2 FRACTIONNEMENT DE E2

Le fractionnement de E2 a permis disoler ciuq (3) fractions dont F3 qui s'est

montrée plus acuve sur les dermatophytes.

Tablcau 1 ¢ Tableav montrant les résulcats du (ractionnement de E2.

FRACTIONS ELUANTS RENDEMENTS
Proportion en % (v/v) de méthanal dans ie dichlorométhane (%)

Fl 15220 0,60

F2 | 20225 0,71

F3 | 25a30 3,33

F4 30235 0,83

F5 40 a 50 0,57

4.3 PURIFICATION DE F3

La punficaton de cette fraction a penmis d'obtenir 2 substances cristallines

blanchéifres X1 et X2,

3,5 g de E2 ont permis d'avoir 30 mg de X el 535 mg de X2 soit des rendements

respectifs de 0,9 et 1%.

Les substances X) et X2 réevélées a I'H-SO, a 3 % dans ]’éthanol donnent

chacune un spot qui se colore au vert brun.(figures 7,8,9)




Figure 7: Plrque (support
ea verre) éluée avec S1

1 — Extrai¢ actif (E2)
2 — Fraction active F3

3 — Substance active x2

Figure 8: Plaque (support ¢n
verre) ¢luée avec S2

4 = Extrait actif (E2)
5 —» Substance active x2

6 > Substance actjve x]

Figure 9: Plaque (support en
fluminium) éluée avec S2

7 — Substance active x2

8 — Subslance active x1

Quelques caractéristiques des substances obtenues aprés purification de F3 sont

résumées dans le tableau ci aprés.
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Tubleau 2 0 Caractériztiques chimiques de F3.X11 ¢t X2

(Sul).\*mncc a Révélateury Colorations ‘ RE dex spoix (plaques avec [Rf des POy plnqucq
analyser observées Cruppun b Cin venre) ENIRUN suppart cn
alumintum) |
| S 52 52 1
R1S0, 4 3% dans Veri brin [
1"éthanol 06 0.30 0.36
Vapeurs Jaune
d'ammoniac .30 0,60 .
Fraction F3 A1C), obsenvé & Fluorcscences -
| I'UV 366 | jaune &1 viokene | 0.30¢t 038 | 0,60 €1 0,51 -
‘ Diphénytoorinate | Jaune ¢t viche B T S
de sodwem (2% (ugace O30 VAR | 0.60e0.51 _
dansg 1’éhanol) E
H-SO, a 3% dang Vert bige g [
1*&(hanal {1,420 0.32 0.40
' Vapeurs Pas dc spol
d'ammoniac colaré . -
Diphiénviborinate . N
| Sabstance X1 de sodium (2% | Tche fuguce 0 Hi 0.32 -
dans ) éihanol) ?
Observée a I'UV | Fluorescence
366 nin violene 0,40 0.32 040
Observée 4 1'UV Fluarescence
375 nm violette - 0.32 0,40
HASO, 4 3% dans Ven brun
I*éthanol TR 041 0.33
Vapeurs Pas de spol
a'ammonnic colorc - -
Diphénylborinaie _ -
| Subsance X2 ae sodiwm (2% Tache Tugace 033 0.41 -
' dans 1'éthano))
!' Observée 5 I'UV Fluorescence _
366 nm viplele SIRK 0.41] -
Observée 3 I'UV | Fluorescence N
375 violete a3 041




4.4 TESTS ANTIFONGIQUES

Le tween 80 testé a Smu/ml s’est monnd macn! st tous des dermataphvies
utilisés

Les tesis antifongiques céalisés sur quatre dermatophytes que sont: Trichophyton
soudanense,  Trichophyton rubrum.  Trichophyton interdigitale,  Microsporum
langeronii, ont montré que toutes les 2 substances isolées étaient actives sur toutes les
souches sauf Trichophyton soudanense (Tableau 3) a la concentranon de 12,5mg /ml.

Seule X2 a été testée aux différentes concentranons (12,50 : 6,25 ; 3,13 ;1,36 ;
0.78 mg/ml) en vue de Vélaboration de la courbe dose effet. Elle s’est montrée active

sur ces mémes dermatophytes aux différentes concentranons testées. (Tableaux 4, 5 et

6)

Tableau 3: Dinmétres g'inhibition ¢n millimétres (mm) obienus avee X1, X2 ¢t F3 testés a 12,5 mg/ml

Dermatophyies X1 X2 F3 (23]
Trichophyton 331),7 34,0+0,8 38.7:0,9
ribrum i
Trickophyton 3209 32,0%1,0 30,3x1,0
interdigitale

Microsporum 31,040, - 3210 10,050,8
langeronii

Lrichoplyton 0,0 0,0 0,0
soudunense
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Tableau 4: Résultats de I'étude dose/eflet de 1a subscance x2 sur Trichophyton rubrum

substance x2 isolée ké‘[?cfrlzol ’
koncentration en mg/mi 12.50 6.25 313 1.56 0.78 |
Log© 1.10 0.80 | 049 | 0.19 0.11 |
yuamité déposée par cupule(ug) | 625 312.5 | 156.25 | 78.125 | 39.0625 50.00 |
moyenne diamétre d' inhibition | 3400 | 32.00 | 3100 | 28.00 | 23.00 49 00 ]

r
E
£
a)
K4
2
=
r=
£
©
5
<
€
9
(]

0.78 1,86 3,13 825 12,50

Concentration(C)mg/mil

Figure 10 : Courbe dose effet de la substance x2 isolée des fleurs mAles de Borassus aethiopum sur
Trichophyton rubrunt DI en fonclion de C

D.1 (mm)

0,40 0,80

0,80

Figure 11:Courbe dose effet de 1a substance x2 isolée des fleurs miles de Borassus aethiopum sur
Trichophyton ritbrum D.1 e fonction de log( C)
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Tableau §: Reésuliats de V' ttude dose/ effet de Jn substance x2 sur Trichophylon interdigitale

émoins
Substancex?2 isolée - kétoconazol
concentration en mg/ml 1250 | 6.25 3.13 1.56 0.78
Log® 110 | 0.80 0.49 0.19 0.1
vantité déposée par cupule(ug) 625 3125 156.25 78.125 39.0625 50.00
moyenne diamélre d' inhibition 32.00 28.00 25.00 24 00 22.00 40.00

Dametre d'inhibition(D.1)jmm

0.78 1,56 343 6.25 12.50

Concentratlon{C)mg

Figure 12 : Courbe dose effet de )a substance x2 isolée des Neurs mdles de Borassus aethiopnm sur
Trichophyton interdigitnle D.Ien fonction de C

35,00

Figure 13 : Courbe dose effet de la substance x2 isolée des (leurs miles de Borassus aethispum sur
Trichophyton interdigitale D.I en fonctlon de lag(C)
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Tableau 6: Résultats de V'étude dose effet de da substance x2 suc Microsporum langeronii

Substance x2 isolée t¢moins kéloconazoﬂ
concentration en mg/ml 12.50 6.25 3.3 1.56 078 R
Log® 110 0.80 0.49 0.19 -0.11
quantité déposée par cupule(ug) | 625 3125 | 15625 | 718125 | 39.0625 50.00
inoyenne diamétre ¢ inhibition | 32.00 | 3100 | 2700 | 22.00 | 2000 40 00

35,00
€ 30,00
25,00
20,00
16,00
10,00

5.00

mm

Diamétre
d'inhibition(D.J

0.00

0,78 1.56 3,13 6.25 12,50

B Concentation (mglmi)

Rigure 14 ; Courbe dose effet de 1a substance x2 isolée des Neurs miles de Borassus aethiopien sur
Microsportom langeronii D.1 en fonction de C

=T iy
1,01
R! = 0,9626

Rigure 15 Courbe dose efTet de 1a subsiance x2 isolée des Neurs males de Borassus aethiopum sor
Microsporion langeronii D.1en lonction de log( C)
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4.5. CARACTERISTIQUES PHYSICO CHIMIQUES DES SUBSTANCES X1 ¢t
X2

Carnctervistigues de X1

Le composé X1 1solé des inflorescences males de Borassus acthiopim ¢
présen(c sous forme d'une poudre blanchatre brillante. 11 est soluble dans e mdlanuc
dichlorométhane -meéthanol (1/1:v/v), dans [‘acétone, le diméthy] sulfoxide, lc
méthanol, trés soluble dans le butanol, et msoluble dans I'ean, Je chloroforme et e
dichlorométhane. Son point de fusion est compris entre 262 et 265°C. Noions

cependant qu'cntrc 190 et 210 °C, le composé noircit.
- Curacteristiques de X2

Le composé X2 également 1solé des inflorescences méles de Borassus aethiopin
se présente sous forme de cristaux blancs en forme d’aiguillon . 1) est soJuble dans le
mélange dichlorométhane ~méthanol (1/1:v/v), dans I'acétone, le diméthy) sulfoxide. ie
méthanol, rés soluble dans le butanol, et insoluble dans I'ean, le chloroforme e e
dichlorométhane.

Son pont de fusion est compris entre 264 et 267°C. Notons cependant qu'entre
J95 et 200 °C, le composé noircit.

Il donne une réaction négative a la cyanidine.

4.6 SPECTROMETRIE
4.6.1.SPECTROMETRIE UV

Les spectres électroniques de X1 et de X2 n'ont montré aucun pi¢ (figures 16 ¢t
17 .23 et 24).
Apres révélation a ' H,SO4 et chauffage a 110°C, on abserve pour X1 ¢t pour

X2, 3 pics respectivement a : 290, 432, et 512 nm (figures (8, 19, 22).

S0



4.6.2.SPECTROMETRITE RMN

lLes spectres RMN du proton ci du carbone de NI sont veprésentds
respectivement par les figures 20 er 21,
Les spectres RIMN du proton et du carbone de N2 sont représentés

respectivement par les figures 25, 26, et 27
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5.I.INTERPRETATIONS DES SPECTRES
S.L1.SPECTRES UV ET VISIBLE DE X1 ET DE X2

Les spectres électroniques de X1 et de X2 enregistrés a partir des SPOLS sur
plaques CCM ne présentent aucune bande dabsorption entre 200 o 800 nm. Cela
indique Pabsence d'insaturation dens le squelette de ces composés. Cependan. apres
action ("ucide sulfurique et chautlage & 110°C les spectres électroniques de X1 et de
X2 préscentent trois (03) bandes d’absorption apparaissant a 290, 432 ot 512 nm. € ox
bandes semblent indiquer la présence de fonctions oxygénées saturées ou azotées qui

réagissent facilement en miliew acide & chaud.

5.1.2. SPECTRE RMN DU PROTON DE X

e spectre RMN du proton de X)) cst imexploitable. {) est composé d’unc

multitude de signaux étalés de 0,4 4 5,2 ppm.

5.1.3. SPECTRE RMN DU CARBONE {3 DE X1

3 s s B N .
Le spectre RMN de BC de X1 ne révéle la présence daucun carbone de 4 220ppim
Le compos¢ Xt ne semble done pas ¢tre un coniposé organique. D’autres imvestigations sont

nécessaires pour wlentifier X1,

5.1.4. SPECTRE RMN DU PROTON DE X2

¢ spectre RMN du proton de X2 est compose de signaux suivants
430 ppm : un singulet élargi ndiquant Ja présence d’une fonction alcool.
L'mtégration de ce signal conduit a une hauteur de 22 mm.
3,35 ppm : un triptet dont intégration indique 53 mm.
Ces deux premiers signaux sont caractéristiques d'une fonction alcool primatre dont la
structure pénérale est R-CH2-OH
1,40 ppm : un multiplet dont 1"agrandissement permet d’identifier un signal
composc de cing pics. Ce quintuplet présente foutes les caraciénstiques o un
groupe methylene couplé a deux autres méthyiénes magaétiquement différents Mun

de Pautre. Lcs constantes de couplage sont en effet de 0,5 et 3,6 Hz. La multiplicité

(3



de ce signal seinble, & I’agrandissement, respecter les proportions [- 4 - 6 - 4 -]
caracténstiques de la structure suivante X-CHz2-CH2-CH2-Y

- 1,25 ppm : un multiplet dont ’intégration est de 80 mm.
L'agrandissement de ce signal ne permet pas d’observer sa structure fine. I) est donc
impossible d’avoir une certitude sur le nombre exact de pics composant ce signal amsi
que la valeur de (outes les constantes de couplage. On remarque toutefois que certaines
constanles de couplage sont de 'ordre de 6,5 Hz tandis que d’autres sont de 1'ordre de
3,6 Mz. Ce signal semble done pouvoir éure aurtbud a un groupe de quatre protons dont
J’environnement magnétique est semblable.
- 0,82 ppm : un miplet déformé dont 'intégration est de 60 mm. Ce signal ne présente
pas les caracténstiques d’un tnplet ordinaire car ces constantes de covplage sont
dfféerentes. Tandis que 'une de ces constantes est 5.30 Hz, I'autre exhibe une valeur
de 7,18 Hz. Tout semble indiquer la présence de deux doublets mal résolus. Un tel
signal pourrait étre arvibué a un méthyl couplé a un seul proton CH3- CHS

Le composé X2 semble donc répondre a la structure d’un alcool primaire saturé
présentant at moins S types de proton. En tenant compte des proportions obtenues
dans la courbe d’intégration des différents ‘protons, on pourrait lui atribuer la
structure © R-CH2-CH2-CH2-OH. En effer, les constantes de couplages observées dans
le spectre RIMN du proton du composé X2 sont toutes comprises entre 0 et 8 Hz | ce
qui prouve qu’il s’agit de couplage 1 dun composé saturé comme :

y B a

R- CH2-CH2-CH2-OH ainsy,

-Le singulet a 4,3 ppm pourrait étre le signal du proton de fonction alcool.

-Le wmiplet a 3,35 ppm est ainsi attvibuable au méthyléne portant la fonction
alcool, soit le carbone a.

-Le quintuplet a 1,40 ppm serait le signal du mnéthyléne en B de la fonction
alcool.

-Le multiplec a 1,25 ppm et celur a 0,85 ppim correspondraient au groupe R el au
méthyléne en y de la fouction alcoo).
- En conclusion, le spectre RMN du proton de X2 semble indiquer que la structure

de ce composé est de type  R-CH2-CH2-CH2-OH
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3.1.5. SPECTRE RMN DU CARBONE 13 DE X2

Le spectre RMN du carbone 13 de X2 est trés simple, il est composé de cing (05)
signaux entre 62 et 11 ppm, confirmant ainsi V'absence d’insaturation dans X2. En
effet, les carbones a 1'état d'hybridation Sp° (C=C : C=0 ; C=N..)) apparatssent enfre
90 et 220 ppm selon la fonction présenie. Dans le cas de X2, tous les signaux
apparaissent en dessous de 65 ppm. On observe les signaux suivants :

- 61,25 ppm: un signal caractéristique de la fonction alcool — CH2-OH ; le
déplacement chimique de ce signal est une preuve supplémentaire de la présence
d'une fonction alcool primaire R-CH2-OH. Les aumes sighaux sont situés
successivement a :

- 33,46 ppm

- 28,97 ppm

- 23,26 ppm

5,19 ppm
Tous les cing signaux sont d'égale hauteur suggérant ainsi une chaine peu ramifice
pour le composé X2, et la présence de cinq (5) carbones magnétiquement différents.
Les informations issues de I'ensemble des spechres semblent indiquer que X2 serait de
ta forme (C3H120)n ou plus précisément (C3H1-CH2-CH2-OH)a.
En effet, on n’observe que cing (5) types de carbone et la présence d’une foncron
alcool primaire ; le composé étant saturé, on serait tenté de lar arribuer la storucture
simple de CsH120. Cependant, le point de fusion de X2 est s1 élevé (264 4 267°C)
qu’il nous semble plus raisonnable de considérer X2 comume étant un polymeére
symétrique a qui on atiibuerait la formule biute (C3H120)n.
En tenant compte des résultats obtenus par I'analyse du spectre du proton et celui du
catbone 13, X2 auraut pour formule : (R-CH2-CH2-OH ).
D’aurres investigations notamment la microanalyse et les spectres IR et de masse sont

nécessaires pour préciser la structure réelle de X2.
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5.2. DISCUSSIONS

['Crude réalisee a consistc a isoler des inflorescences males de Boraesns
aethiopum, devx substances antifongiques. En cffet. une étude antérieure megée en
2001 par Gnanou {25] a permis de mettre en cvidence l'activité antsfongique de
Pextrant au dichlorométhane - méthanol (171 : v/vy de la drogue ef didentificr 13
comme clant fu fraction Ja plus active de cet extrait. C'est cetie feaction que noux avons
purifiée dans le but d'avoir des substances actives purcs.

Ce travail a permis d'obtenir 2 substances blanchatres X e1 X2 .

Nous pcosons que les rendements powraiem étre améliorés en utilisant des
méthodes dc séparation plus performantes. En effet, X1 ct X2 élant trés proches.
leur séparation nécessite plusieurs élutions chromatographiques, ce qui a rédutt fe
rendement.

Trichophyton soudanense s'est montré résistant aux composés X1 et X2, Ces
composcs onl montré une activite  anfifongique  sur Trichophvion  riubrum
Trichophvion nterdigitale, et Microsporun: langeronii 4 12.5mg/ml. Notons gqu’a
2.5 mg/ml, N1 et X2 étaient envivon 1,1 fois momns actifs que F3 sur 7. rubrum ct
environ 125 foris moins acufs que FX suv Microsporum langeromi. Sur
Trichophyvion mierdicitale, F3 a été moins active que X1 et X2. Nous pensons done
qu’it y o une addivon d’effets entre X1 et X2. Etant donné que plus une substance
non soluble dans I'cau est pure, plus sa solubihté est difficile, 1) se pourrait que nos
solutions n'aient pas éte bien solubilisées et donc que toute la guantité déposec n’ait
pas diffusée. Aussi. nous avons utilisé le tween 80 qui est une grosse molécule pour
cette solubilisation. Malgré le fait qu’i) ne soit pas actif sur les germes tesiés, il
pourrait véduire 1'activité des substances X1 et X2. Nous proposons qu ' Vavemr,
les solvants sorent utihisés @ e DMSO par exemple.

frichophvion rubrm était I'espéce ta plus sensible a cette substance. Pourtani.
d’apres |'¢tude menée par Gnanou [25), Microsporum langeronii sevait I’espece 1a plus
sensible suvivie de 7richophyton rubrum. Les souches des especes de champignons
testées sont les mémes que celles utilisées par Gnanou [25] & I’cxception des souches

de Microsporum langeronii. Ceci pourrait expliquer la différence notée. Nous pensons
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que la souche de Microsporum langeronii que nous avons utilisée est plus résisiante
que celle utilisée par Gnanou

Les courbes dose effet réalisées uniquement avec X2 montrent une activité dose
dépendante de celle ci sur ces dermatophytes. L.a lineavisation de ces courbes a permis
davoir des équations mathématiques qui pourraient élre utiles a la standardisation
d'une forme galénique. Le seuil de signification des diamétres d’inhibition étant 10mm
[25], on peut dire que jusqu’a 0,78 mg/ml, I"activité de X2 est intéressante.

Aprés révélation au diphénylborinate de sodium & 2% dans I'éthanol de F3 éluée
par le systéme de-solvant S2, il y a en plus de la tache jaunatre caractéristique des
flavonoides, une tache qui disparait rapidement. Cette tdche pourrait éme ta
materialisation de la présence des substances X1 et X2.

La révélation au AlClxde F3, observée a I'U.V 366 nra montre, une fluorescence
Jaune caracténstique des flavonoides et juste en dessous, une fluorescence bleue qui
correspondrait sans doute aux substances achives Révélée au HB,SO, a 3% dans
I'ethanol elle donne an spot de couleur vert brun
Aux vapeurs d’ammoniac, cette fracnon ne donne qu'un spol jaunatre caractéristique
des flavonoides a un Rf égale 4 0,6.

Les substances actives isolées donnent une réaction négative au diphénylborinate
de sodium a 2% dans I'éthanol, & la cyanidine et aux vapeurs d'amumoniac. Révélées au
H,SO4 a 3% dans ’éthanol elles donnent des spots oés proches de couleur vert brun
(Rf = 0,41 et 0,52) donnant ’aspect d’un spot unique. Ceci powrait expliquer le fait
que Gnanou [25] -ait pensé que la fraction F3 ne donnait qu’un spol, celu
correspondant a un flavonoide. De ce qui précéde, nous pouvons déduire que X1 et X2
ne sont pas des flavonoides. L’analyse spectrale de ces composés confirme qu’ils ne
sont pas des flavonoides.

Vu la positivité des réactions de caractérisation des flavonoides de la fraction
active on poumait également penser que celle ¢i contenait en plus de X1 er X2, un
composé qui se comporte comme un flavonoide qui n’a pas pu étve isolé, Etant donné
que le composé qui s¢ camporte comme un flavonoide n’a pas pu éne i1solé ni testé,
nous ne pouvons pas affirmer qu’elle est pourvue ou non d’activité antifongique. I se

pourrait quit soit également antifongique.
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Cependant, nous ne pouvons confirmer 1'hypothése émisc par Gnanou |25].
hypothcse sclon laquelle, Pactiviaé antifongique de F2 scrait lice essentietlement aux
flavonoides.

l.'cnsemible des études speclrales réalisées sur X1 n’a pas permis de savoir
beancoup de choses sur la structure de ce compasé. D'autre investigations sont
nécessaires pour ideatifiey X 1.

I."ensembie des études spectrales réalisées sur X2 a permis de Iidentificy comme
Stant un alcoo! primaire de forawle probable : (R-CH2-CH2-OH)n.

A notrc connaissance, c¢’est la premiere fois qu'un alcool primarc a éte tsolé des
mflorescences ales de Borassus aethiopun et a montre une achivité antifongique.
fant donc que la structure de X2 soit déterming de fagon irréfutable pour pouvoir s'en
serviv pour la mise au point d'un nouveau médicament antifongique dont te controle
de quahité sera aisé. Ce compos¢ X2 powrrait &tre gssocié a X1 qui reste a ydentilier

pour potentiatiscr cette activité antifongique.
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CONCLUSION ET SUGGESTIONS

o presente Ctude nows a pernuis d'isoler des inflorescences males de Borassin
aethiopm. deux substances X1 et X2 qui ont montré une activité antifongique
V2. 5mg/mlsur orubrum, T, interdigitale. M. langeronu.

Le compose X2 a montré unc activité dose dépendante sur 7. rubrum, T imierdigieade.
M. langeronii.

I soudanense par contve, s'est montré résistante aux deux substanecs a loutes
concentratuons 1estées.

La caractérisation de ces substances nous a permis d’affirmer quelles ne sont pas
de natwye favonoidique. It est donc clair que 1'activité antimycosique du flavonorde
suspecte par Gnanou [25] reste toujours a vérifier.

Pour en savoir plus sur ces substances. nous avons effectué des éludes spectrales ( UV
et RMN) sur X2 qu ont montre que X2 serait un alcool primaire saturé de
formule probable : (R-CH2-CH2-OH)n.
Nous suggérons

quc la spectrométrie de massc  soit réalisée sur X2 en vuc de 1a
deternmmation dc sa structure compléte.

- que d’autres études spectrales solent cntreprises sur X1 en vue de
I'identification de cette substance qui, associée 4 X2 poursait potentialiser J actuvité
antifongique..

- que des études toxicologiques, galéniques, et chiniques solent canlement
mences pour ta mise au point d'une forme galénique.

- aqu’une synthése ou une hémisynthese d’antifongique biologiquement
plus acof que Xlel X2 soil envisagé.

Nous suggérons aussi de rechercher dans les iflorescences miles de Borassns
aethiopum. d'autres principes qui powraient étre associés a Ccux que nous avons 1solé
en vue de potentialiser lactivité antifongique ou d'y ajouter une acuvité anh

mammatonec.
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Les lavonoides étant connus comme possédant les activités antu inflammatoires,
antifongiques et vitaminiques P, il serait intéressant disoler la substance qui se

comporte comme un flavonoide et vérifier si elle posséde ces activités.
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RESUME

Notre clude a consisté a lisolement de deux substances X1 ¢t X2 des
mborescences males de Borassus aethiopum, a la mise en évidence de leur activité
antifongique et a Jeur caractérisation, ceci dans le bui de contribuer a la mise an point
et av contrdle de qualité d'un éventuel nouveau médicament. Borassus aethiopium cst
une plante utilisée au Burkina Faso comme substance antimycosique.

Aussi, cst il de plus en plus utilisé par les tradipraticiens Burkinabé dans Jes
remédes contre les nmycoses du sida.

Une étude réalisée au Burkina en 2001 par Gnanou [25] avait permis de melire
en ¢vidence. une activité antifongique dune fraction 1solée de l'extrait au
dichlorométhanc-méthano!l (1/1 : v/v) decs inflorescences males de  Borassus
aethropiun sur certains dermatophytes, et de soupgonner les flavonoides comme
étant responsables de cette activité.

C'est dans le souci d'soler Ja substance responsable de cette activité et de
I"identificr que nous avons procédé a la purification de la dite fraction.

Nous avons pu isoler deux substances qui se sont  montrées actives sur
Tricohyton rubrum, Tricophyton interdigitale et Microsporum langeronii et inactive
sur Tricophyton soudanense (notons que les souches utihsées sont les mémes que
celles utilisces par Gnanouw [25] a l'exception de Microsporunm langeronii) a la
concentration de 12.5Smg/mi. Les courbes dose/effet réalisées avec X2 ont montré unc
activité dose dépendante de celle ¢.

i coractérisation de ces substances a montré qu’ancune d'elle n'étaient de
nature flavonoidique. Cependant i} se pourrait que le flavonoide présent dans Ia
fraction active ait également une activité antifongique comme ['avail pengé Gnanou
(25]) mais cette hypothése reste a vénfier.

Les érudes spectrales réahisée sur X2 ont permis de I'identifier comnie étant un
alcool primaire de formule générale probable ; (R-CH2-CH2-OH)n. Ce travail pourrait
danc contribuer a la nuse av pont et au contrdle de qualité d’un nouveau médicament
antifongique.

MOTS CLES : Inflorescences males de Borassus aethiopum, spectrométric RMN
du proron ¢t du carbonel 3, alcool primaire (R-CH2-CR2-OH)n, activité antifongique.

Auteur : KANKARTL A. Cherifa  E-MAIL : kchenfa@yahoo.com



SUMMARY

Our study consisted in the insufation of two substances x1 and x2 from
male inflorescences of Borassus aethiopum, in the highlighting of their antifongic
activity and with their characterization, this aim is to contribute in the setung of
a new drug and the contrdte of it quality.

Borassus aethiopum is a plant used in Burkina Faso as antimycosic
substance. it is also more and more used by Burkinabé traditional healers in the
remedies against the mycoses of AIDS.

A study carried out in Burkina n 2001 by Gnanou { 25 ] gave opportunity
to highlight an antifongic activity of a portion isolsted from the extract with the
dichiorométhane-methano!l (1/1 : v/v} of the mate inflorescences of Borassus
aethiopum on some dermatophytes, and to suspect the flavonoides as being
responsible for this activity.

The aim of isolating the substence responsible for the antifongic activity
and identifying it made us purify this one . We have been able to isolate two
substances which were active on Tricohyton rubrum, Tricophyton interdigital and
Microsporum langeronii and inactive on Tricophyton soudanense (let’s note that
the stocks used are the same as those used by Gnanou [ 25 | except
Microsporum flangeroni) with the concentration of 12.5mg/ml. The dose/effect

curves carried out with x2 showed an activity proportions dependent on this

aone.
The characterisation of these substances showed that none of them was
flavonoid. However the flavonoid existing in the active fraction may also have an
antifongic activity as Gnanou [ 25 | was thinking but this assumption which
seems not very probable according to us is 1o be checked.
The spectral studies performed on x2 made it possible to identify i1 as
primary alcohol of probable formula : (R-CH2-CH2-CH2-OH)».
Therefore, this work could contribute in setting of anew drug and the contrdle ol
it quality.
Keywords :Masale inflorescences of Borassus aethiopum, RMN spectre of proton

and ">C, primary alcohol, antifongic activity.
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de l'ordre des pharmaciens et de mes condisciples -

B’honorer ceux qui m'ont instruite dans les préceptes de mon:
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a
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