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Au Mali, la pratique de la médecine traditionnelle est largement répandue. Elle a un role
prépondérant du fait d’un contexte économique caractérisé par 1’insuffisance
d’infrastructures sanitaires et le coiit élevé des médicaments. Prés de 80 % de la population

arecourt a la médecine traditionnelle qui contribue ainsi a résoudre, aux c6tés.de la

médecine moderne, les problémes quotidiens de santé publique, malgré les méthodes de

traitement encore empiriques.

Le Département Médecine traditionnelle de 1’Institut National de Recherche en Santé
Publique soutient les thérapeutes traditionnels par 1’étude des plantes médicinales et la
mise 3 la disposition des patients des médicaments traditionnels améliorés, ¢’ est-a-dire des

médicaments & posologie déterminée et a toxicité établie.

Notre travail que nous espérons éire une contribution a ce programme consiste a réaliser
I’étude phytochimique d’une Asteraceae largement répandue au MALI et en Afrique de

I’Ouest, Vernonia Kotschyana Sch. Bip. dont les racines sont utilisées par les thérapeutes

traditionnels pour le traitement des maux de ventre. Son efficacité est démontrée dans le

traitement des ulcéres gastroduodénaux (16) (39).

Peu connue sur le plan scientifique, elle a fait ’objet d’un ensemble de travaux de

recherche dans le laboratoire du Département de la Médecine Traditionnelle.

Ainsi, dans la perspective de la mise au point d’'un médicament traditionnel a base de cette
plante, il nous est apparu nécessaire d’approfondir les recherches sur sa composition
chimique notamment la mise en évidence des composés pharmacologiquement actifs que

‘'sont les saponosides.

Dans la Premicre partie de notre travail nous avons fait une large présentation des travaux
antérieurs sur les données botaniques de la plante ainsi que celles portant sur la chimie, la

pharmacologie et les utilisations en médecine traditionnelle.



t)

21

La Deuxiéme partte est consacrée a nos travaux personnels. Nous avons d’abord cherché a
mettre au point une bonne méthode d’extraction des saponosides. Nous avons ensuite
procédé a une hydrolyse acide pour pouvoir étudier concomitamment les structures des

hétérosides et des génines.
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CHAPITRE I- DONNEES BOTANIQUES
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I POSITION DANS LA SYSTEMATIOUE DE VERNONIA KOTSCHYANA SCH. BIP

Tableau I : La systématique [14]

REGNE VEGETAL
EMBRANCHEMENT SPERMAPHYTES
SOUS-EMBRANCHEMENT ANGIOSPERMES
CLASSE DICOTYLEDONES
SOUS CLASSE GAMOPETALES INFEROVARIEES
ORDRE ASTERALES
FAMILLE ASTERACEAE
|GENRE VERNONIA
|ESPECE KOTSCHYANA

II. DESCRIPTION BOTANIQUE DE VERNONIA KOTSCHYANA SCH.BIP. [5]

Vernonia kotschyana Sch. Bip. in Walp. Rep. 2: 947(1843); FTA. 3: 380; Chev.

Bot. 355; Berhaut Fl, Sén. 176.

Vernonia Kotschyana Sch. Bip. est une plante de souche vivace, herbacée, annuelle,

dressée, haute de 1 a 1,5 m.

1. Feuilles

Les feuilles sont alternes; le limbe elliptique est long de 10 & 15 cm ou davantage et large

de 25-50 mm. La base est en coin allongé descendant presqu’au niveau d’insertion du

pétiole ; le sommet est en coin aigu. Il y a une dizaine de nervures latérales penninerves,

obovales, crénelées, dentées.
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Leur sommet est obtus et la base décurrente. Elles ont une disposition tristique sur la tige,
une pubescence rase des deux cotés, plus visibles dessous ; le pétiole est court, peu net

(feuilles subsessibles).

2. Fleurs
Elles sont en capitules terminaux, larges de 3 cm environ, dont I’extérieur est formé de
bractées frisées, blanchatres sur les bords : bractées lancéolées qui sont longues de 10
a15.cm et larges de 3 44 cm . Le sommet des fleurs est vésiculé fusiforme large de 2 mm ;
du sommet sort le stylet 2 2 stigmates opposées.

3. Akeénes

Les. Akénes sont linéaires et longs de 3 mm, finement pubescents et surmontés

d’une aigrette de soies blanches longues de 10 mm.

III. NOM VERNACULAIRE

En bambara il est appelé « bouayé »
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Feuilles et inflorescences de Vernonia kotschyana (5)
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IV. Habitat

Vemonia Kotschyana Sch. Bip. est une plante tropophyte rencontrée sur de

vastes étendues de vielles friches en Afrique tropicale et subtropicale. C’est une
espece particuliérement abondante sur les sols sablonneux , au Mali on le

trouve 2 Massantola et Missira (Kolokani).

Le Département Médecine Traditionnelle a un champ expérimental dans la zone

industrielle de Sotuba. C’est la que nos récoltes ont été effectuées [5].

V. Drogue

Elle est constituée par la racine de Vernonia kotschyana Sch. Bip.

1. Caractéres macroscopiques

la Drogue est constituée de petits morceaux arrondis de Smm de hauteur et de 2 &
5cm de diamétre. L’ écorce externe, jaune sale est striée verticalement. La

surface interne de la coupe transversale jaune clair, présente des striations
radiales.[12]

2. Caractéres organoleptiques

La poudre de racines épluchées de Vernonia kotschyana Sch-Bip est de couleur
blanc- cendre ; elle est brun- noirtre quand les racines ne sont pas épluchées.

Elle a une odeur faible, une saveur astringente d’abord trés amére puis sucrée. Elle
est mucilagineuse & la mastication.[12]



3. Caractéres microscopiques

3-1. laracine
colorant utilisé : Carmino-vert aluné de mirande [9]
Observations microscopiques

Examiné au microscope, la section transversale de la racine présente une fine
couche de suber et des cellules parenchymateuses polygonales

Liber Bois

Endoderme

Figure 1 : Coupe transversale de la racine [11]

29
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Coupe transversale de la racine de Vernonia. Cellules polygonales [27]

Figure 2

Figure 3 : Coupe transversale de la racine de Vernonia. Vaisseaux annelés [27]
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Figure 4 : Coupe transversale de la racine de Vernonia. Cristaux d’oxalate de calcium

prismatiques [27]
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Coupe transversale de racine de Vernonia. Cellules polygonales allongées.
Figure 6 : Coupe transversale de racine Vernonia . Cellules rectangulaires a parois €paisse.

Figure 5 :
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Figure 7 : Coupe transversale de racine de Vernonia. Cellules rectangulaires a parois fine.

3-2. lapoudre de racine

-Colorant utilisé : Réactif de Gazet du chatelier [9]

Observations microscopiques

Dans la poudre de racine, on note la présence de cellules parenchymenteuses
polygonales allongées, des vaisseaux du bois, des poils tecteurs.
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Figure 8 : Eléments de la poudre de racine de Vernonia
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Nous n’avons pas trouvé dans la littérature des données sur I’espéce Kotschyana.

Aussi, nous donnons dans les tableaux suivants la chimie de quelques autres espéces du
genre Vernonia (tableau II et ITI). (12)

TABLEAU 11 Composés identifiées chez des espéces du genre Vernonia.
Espéces du genre Composés Isolés Parties de la plante |Références
Vernonia
Vernonia amygdalina | Vernodaline [21];[4]
Vernomygdin Feuilles
Vemnolide
Vermonine Racines 8]
Vernonia cinera Acétate de B amyrine | Feuilles 1112]
lupéol sitostérol Racines
stigmasterol Inflorescences
Aspinasterol
Vernonia cognota L. | Hirsutolide Feuilles [29]
Vernonia colorata Vemolide Feuilles [32] )
Hydroxy -Vernolide
Vernonine Ecorces [12]
Vernonia conferta Confertolide Racines et feuilles [4]
(L) wild
Vemonia elaegnifoha | Sitostérol Feuilles et racines [26]
Stigmasterol
Kaempferol Fleurs [26]
Vernonia glauca (L) | Glaucolide Feuilles [4]
wild
Vernonia guineensis | Vernolepine Feuilles [33]
Vernodaline
Vemnonia Vernolepine Feuilles [18]
hymenolepis
Vernonia nigritina Vernonine Racines [12]
Vemonia mollisima | Sesqui-terpéniques | Feuilles [21]
Vemnonia squamilosa | Sesqui-terpéniques | Feuilles [21]
Vernonia westiniana | N-alkanes de C;a | Feuilles [26]

Cs3
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TABLEAU I1I Composition des huiles extraites de graines d’espéces du genre

Vernonia [17].
Espéces |[Huile |Insaponifiables |Composition des glycérides ou acides gras (%o)
% |dans ’huile %
Cl4 Clé6 C18 |Acide Acide
oléique [linoléique
Vernonia 3,8 73 8 23 8 4 22
‘cinera
| Vernonia 3,1 45 9 11 6 12 15
colorata
Vernonia | 7,6 18 2 18 8 19 43
nigritiana




. STRUCTURES CHIMIQUES DE QUELQUES
COMPOSES ISOLES CHEZ LE GENRE VERNONIA
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PHARMACOLOGIE DE VERNONIA KOTSCHYANA Sch-Bip

42

L'extrait aqueux de poudre de racines de Vernonia, administré per-os chez le rat entraine
une diminution du volume des sécrétions mais une légére augmentation de l'acidité [27]

TABLEAU N°IV : Effet de l'extrait aqueux de Vernonia kotschyana sur la sécrétion

gastrique chez les rats soumis a l'attachement du pylore

Traitement Dose g/kg Rats Volume (ml) |pH Hcl mg/ml

Témoin 7 3,50+1,99 2,61+ 1,42 280+ 1.3
Vemonia 0,5 7 3,03+ 2,18 2,16 £1,17 305+ 1,3
Vemonia 1,0 7 2,60+ 0,81 1,64 £ 0,52 3,03+ 0,9

L'extrait aqueux de poudre de racine de Vernonia, ne semble pas avoir de pouvoir

tampon [27].

TABLEAU N° V : Verification du pouvoir tampon de l'extrait aqueux de Vernonia

kotschyana
Extrait de
Vernonia mg/ml pH
pH
1 ml Vernonia (345mg/ml) 6,17
1 ml Vemnonia (345 mg/ml) + 1 mi NaOH 0,1 N 8,36
1 ml Vernonia (345mg/ml) +2 mlNaOH 0,1 N 9,53
1 ml Vernonia (345mg/ml) +1mlHcl O0,1N 4,00
1 ml Vemnonia (345mg/ml) +2miHcl O0,IN 2,98
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L' extrait aqueux de poudre de racines de Vernonia, administré per-os chez le rat a un

pouvoir preventif sur les ulcéres gastro-duodenaux [27].

TABLEAU N°VI : Effet préventif de l'extrait aqueux de Vernonia kotschyana en

administration 1 heure avant 1'éthanol.

Réduction %

Traitement |Dose g/kg Agent Rats Indice
ulcérant d’ulcére
M +SD
Témoin C;Hs0H 610
Vemonia 0,5 C:HsOH 525+ 1,50 12
Vemonia 1,0 C:Hs0H 2,50+ 0,38 58

L'extrait aqueux de poudre de racine de Vernonia, administré per-os aux rats a un pouvoir

curatif sur les ulcéres gastro-duodénaux [27].

TABLEAU N° VII : Effet curatif de 'extrait aqueux administré 15 mn apreés I'éthanol.

Agent Traitement |Dose g/Kg |Rats Indice d’ulcére | Réduction
ulcerogéne | M+ SD (%)
C,Hs0H Témoin 6 6+ 0

C;Hs0H Vemonia 0,5 6 4,25+1,05 29
C,Hs0H Vemonia 1.0 9 2,60+ 0,85 57

Les photos qui suivent traduisent mieux 1’activité anti-ulcéreuse dose dépendante
des extraits aqueux de poudre de racines de Vernonia kotschyana sch bip.
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L’estomac du rat témoin montre des Iésions larges et une hyperemie causée par
]’éthanol a 90 %.

L’estomac du rat traité avec I’extrait aqueux du « GASTROSEDAL » (dose
correspondant a 0,5g/kg de drogue séche), administré apres 1’éthanol (effet curatif),

montre une réduction du nombre et de la gravité des ulceres.
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L’estomac du rat traité avec I’extrait aqueux du « GASTROSEDAL » (dose correspondant
a 1g/kg de drogue seche, administré apres 1’éthanol (effet curatif), montre seulement de
petites lésions.

CONCLUSION : Cette étude expérimentale montre que ’extrait aqueux de poudre de
racines de Vernonia kotschyana Sch. Bip. (ASTERACEAE) protége la muqueuse gastrique
des rats de ’ulcération induite par I’éthanol sans changer ni le volume, ni le PH ni I’acidité

des sécretions.
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UTILISATIONS EN MEDECINE TRADITIONNELLE

Ulcéres gastriques :

Les populations utilisent la poudre de racine de Vernonia kotschyana pour soulager les
maux de ventre. La préparation est alors sous une forme de  conservation appropriée: les
batonnets. La poudre de racine est mouillée avec une  petite quantité d’eau pour obtenir
une péte consistante, qui est mise en batonnets de la taille d’un pouce. Ces batonnets sont
ensuite séchés.

A chaque crise, le malade casse un petit morceau qu’il croque.

Il n’ya pas de posologie fixe et précise, mais le produit est trés efficace, méme a petite
dose.

Le DMT a defini la posologie de la poudre comme suite :
une cuillerée a café, trois fois par jours, pendant 45 jours.

Autres utilisations :

Vernonia kotschyana Sch. Bip. connait de nombreuses utilisations thérapeutiques.

Au kenya, les Massai utilisent le macéré des feuilles écraséés dans 1’eau froide en
application sur la peau dans les dermatoses causées par les tiques [8]

Au Nigeria, les racines servent a préparer des apéritifs et des toniques digestifs.

Au Sud du Nigeria, elles sont directement machées [8]. Les racines fraiches, coupées en
tranche et cuites avec du lait et de la farine sont également utilisées pour soigner la
gonococcie. Le macéré de ces racines fraiches coupées trempées dans 1’eau pendant une
durée courte sert a laver les enfants ayant des tiches blanches sur la peau.

Au Mali la poudre de racines coupées et séchées est utilisée dans le traitement des ulceres
gastro-duodénaux et des gastrites. Les feuilles sont utilisées par les peulh pour le bétail
comme galactogéne.
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MATERIEL D’ETUDE

Les racines de Vernonia kotschyana sur les quelles nous avons travaillé, ont été récoltées
a SOTUBA dans le champs expérimental du Département Medecine Traditionnelle.
(INRSP). La récolte a été effectuéé pendant les mois d’octobre et de janvier.

Aprés lavage a I’eau pour éliminer les éléments terreux et brossage avec brosse en fer
émaillé pour enlever les radicelles et la couche supérieure épidermique,les racines sont
exposées sur claies et sous ventillation, a I’ombre a la température ambiante. Les racines
sont par la suite pulvérisées par un broyeur tamiseur ERWEKA de type forplex. Les
mailles des grilles ont un diameétre de 1 mm.
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A CARACTERES PHYSICO-CHIMIQUES

Les parametres évalués sur la drogue sont : 1’eau, les cendres, le PH 1’indice de

gonflement , I’indice de mousse.

I. DETERMINATION DE LA TENEUR EN EAU DE LA POUDRE DE
RACINES [25]

Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer la quantité d’eau contenue dans
les drogues végétales ; ce sont : la méthode gravimétrique et la méthode
azéotropique

1 La méthode gravimétrique

Elle consiste en la détermination de la perte de poids de la drogue par
dessiccation a 1’étuve 4 100° £ 3°C
1-1  Principe

11 constste a chauffer une prise d ’essai de la poudre de drogue de poids
déterminé dans un creuset en platine taré. Le creuset est ensuite pesé apres
refroidissement dans un dessiccateur renfermant un désséchant (Silice). La
différence de poids constitue la quantité d’eau contenue dans la prise d’essai.

1-2 Mode opératoire
Nous avons utilisé cinq (5) creusets en platine numérotés de 1 a 5.
Les prises d’essai : Py, P2, P3; P4 et Ps sont mises dans les 5 creusets secs.
Les poids totaux sont évalués P,'; P,'; P5'; P4 et Ps'.
Les creusets contenant la poudre sont mis a I' étuve a 100° + 3°C pendant 24

Aprés,ils sont encore pesés et les poids P1"; P,"; P3"; P4" et Ps" sont obtenus.
La perte de poids est obtenue en faisant une différence des différents poids
(P/-P1"; P,-P,"; P3'-P;"; P4-P4"; Ps'-Ps"). Cette différence de poids est la
quantité d'eau contenue dans la poudre. Elle est évaluée pour 100g de
poudre.

2. La méthode azéotropique

2-1. Principe

C'est la mesure de la quantité d'eau contenue dans la substance par
entrainement en presence d'un solvant non miscible (I'az€otrope).

£
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H. DETERMINATION DE LA TENEUR EN CENDRES DE LA POUDRE DE

RACINES [25]
1 Cendres totales

1.1  Principe

La détermination des cendres est une méthode pour mesurer la quantité de
substances résiduelles non volatilisées, lorsque I'échantillon de drogue est briilé.

1.2  Mode opératoire

Placez 2 a 4g de poudre de racine dans un creuset approprié dont la tare a été faite
préalablement (Pn). Répandez la substance en une couche uniforme et notez-en le
(poids P'n). Incinérez la substance en chauffant progressivement, sans dépasser
450°C, jusqu'a disparition compléte des particules noires ; laissez refroidir dans un
dessiccateur. Humectez le résidu avec 2 ml d'eau. Faites sécher au bain-marie, puis
sur une plaque chauffante et incinérez jusqu'a poids constant.

Calculez le contenu en g de cendres par 100g de substance desséchée a 1'air.

2 Cendres insolubles dans I'acide chlorhydrique 10 %

2.1 Principe

Les cendres insolubles dans l'acide chlorhydrique sont le résidu obtenu en faisant
bouillir les cendres totales ou les cendres sulfuriques dans de l'acide chlorhydrique a
10 %; La matiére insoluble est receuillie sur un filtre, lavée et incinérée. La

détermination des cendres insolubles dans 1'acide chlorhydrique est une méthode

destinée a mesurer la quantité de Silice, spécialement le sable et la terre silicieuse
présent dans la drogue.

2.2 Mode opératoire

Au résidu contenu dans le creuset et obtenu a partir de la détermination des centres
totales, ajouter 25ml d'acide chlorhydrique & 10%. Recouvrez avec un verre de
montre et faites bouillir 4 feu doux pendant Smn, laissez refroidir.

Rincez le verre de montre avec Sml d'eau chaude et ajoutez l'eau de ringage au
contenu du creuset. Recueillez la matiére non soluble sur un papier filtre sans
cendres et lavez avec de l'eau chaude jusqu'a ce que le filtrat devienne neutre.
transférer le papier filtre contenant la matiére insoluble dans le creuset original,
faites sécher sur une plaque chauffante et incinérez a poids constant.
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Calculez le contenu en grammes de cendres non solubles dans l'acide chlorhydrique
pour 100g de substance desséchée a l'air.

3 Cendres sulfuriques

3.1  Principe

Les cendres sulfuriques sont la substance résiduelle non volatilisée recueillie
lorsque 'échantillon est brilé avec de l'acide sulfurique concentré.

La détermination des cendres sulfuriques est une méthode destinée a déterminer
la quantité de substances inorganiques.

3.2 Mode opératoire

Déposez 1 a 3g de poudre de racines bien pesée dans un creuset dont la tare a été
faite et ajoutez 2 ml d'acide sulfurique.

Chauffez dans un premier temps sur une plaque chauffante jusqu'a ce que
1'échantillon soit carbonisé et incinérez soigneusement; environ 800°C, jusqu'a
disparition de toutes les particules noires. Laissez refroidir et ajouter quelques
gouttes d'acide sulfurique pour humecter le résidu ; porter sur une plaque chauffante
et incinérez comme auparavant. Ajoutez une petite quantité de carbonate
d'ammonium et incinérez a poids constant.

Calculez le contenu, en grammes, de cendres sulfuriques par 100g de substance
desséchée a l'air.

111 - INDICE DE GONFLEMENT [25]

1 - Principe

L'indice de gonflement est le volume, en ml, occupé par le gonflement de 1g de
drogue dans l'eau ou autre liquide spécifié.

2 - Mode opératoire

Dans une éprouvette graduée de 25ml, a bouchon rodé, dont la graduation divisée
en 0,2 ml occupe une hauteur de 125 ml environ et 16mm environ de diamétre
intérieur, introduisez 1g de poudre de racines. Humectez la poudre avec 1ml
d'éthanol absolu et ajoutez 25ml d'eau. Bouchez l'éprouvette et agitez
énergiquement toutes les 10 minutes pendant 1 heure. Laissez reposer pendant 6
heures & la température ambiante. Mesurez le volume en millilitres occupé par

la solution. Effectuez trois essais simultanément.
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IV- INDICE DE MOUSSE [25]

1- Principe

De nombreuses drogues végétales contiennent des saponines. Une décoction
aqueuse préparée a partir de ces drogues produira une mousse persistante aprés
agitation. L'indice de mousse est une mesure de la particularité de ces drogues et
de leurs extraits a mousser.

2 - Mode opératoire

Dans un flacon conique de 500 ml, contenant 100 ml d'eau bouillante, introduisez
1g de poudre de racine, pesée avec précision et pulvérisée grossierement au
préalable ; maintenez a ébullition modérée pendant 30mn. Apreés refroidissement,
filtrez dans un flacon volumétrique de 100ml et ajoutez de 'eau a travers le filtre
de facon a ramener le volume du filtrat a 100 ml.

Introduisez successivement 1,2.3... 10ml de décocté dans une série de 10 tubes

a essais de 16 cm de haut et 16 cm de diamétre intérieur et ajustez le volume du
liquide dans le sens de la longueur pendant 15 secondes, a raison de deux
agitations par seconde en maintenant le tube fermé a l'aide du pouce. Laissez
reposer 15 mn et mesurez la hauteur de la mousse. Si celle-ci est inférieur a 1 cm
dans tous les tubes, I'indice est moins de 100. La dilution dans le tube ou la hauteur
de la mousse est égale a 1 cm représente I'indice recherché. Si ce tube est premier
ou le second dans la série, il est necéssaire de revoir les dilutions intermédiaires

de fagon a avoir un résultat plus précis.

Si la hauteur de la mousse est supérieure a 1 cm dans les tubes, il est nécessaire de
préparer une nouvelle série de dilution de la décoction et recommencez le processus
de détermination.

1000
Calcul : indice de mousse = ------
a

a=nombre de ml du décocté de la drogue utilisée pour réaliser la dilution
dans le tube

V. PH del'extrait aqueux

Nous avons déterminé le PH de l'extrait auqueux 4 l'aide d'un PH métre. Celui-ci

est lue aprés une heure d'activation de l'électrode dans la substance.



e

4]

VI. RESULTATS

Controle de qualité de la poudre

1

TABLEAU XII : Teneur en eau de la poudre par la méthode gravimétrique

Teneur moyenne en eau de la poudre de racines

59

Tare creuset | Masse totale | Masse totale |Masse Masse eau % eau
Pn (g) avant Etuve | aprés Etuve [Poudre d2 Q
Pn' Pn" (essai) d1
13,1913 14,9168 14,7975 1,7255 0,1193 6,91%
12,4783 13,8764 13,7857 1,3981 0,0907 6,48%
12,7927 13,9475 13,8765 1,1548 0,0710 6,14%
12,9159 14,1894 14,1130 1,2735 0,0764 5,99%
24,6672 25,9804 25,9148 1,3132 0,0656 4,99%

Somme des pourcentages unitaires des essais
Teneureneau =

Nombre d'essais

6,91 + 6,48 + 6,14 + 5,99 + 4,99

5
=6,10%

TABLEAU XIII : La teneur en eau de la poudre par la méthode azéotropique

Poids de la prise d'essat (P en g) 5
Volume d'eau 4 la 1° distillation (V1 enml) 0,9
Volume d'eau a la 2¢ distillation (V2 en ml) 1,2

% eau de la prise d'essai 1.2-09 100 6

5
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TABLEAU X1V : Taux de cendres totales

2 Teneur moyenne en cendres de la poudre de racines

60

Tare Pn (g) Masse totale [Masse totale || Masse Masse % cendre
avant aprés Poudre cendres Q2
Calcination [ calcination [[(essai) d1 totales
Pn' Pn" d2
24,2792 25,8686 24,3542 1,5894 0,0750 4,71%
20,6301 21,9303 20,6905 1,3002 0,0604 4,64%
17,2022 18,2786 17,2526 1,0764 0,0504 4,68%
16,9453 18,1315 17,0014 1,1862 0,0561 4.72%
17,6135 18,8078 17,6714 1,1943 0,0579 4,84%

Taux de cendres totales =

Somme des pourcentages unitaires des essais

Nombre d'essais

471 +4,64+468+4,72+4384

5

= 4,71%

TABLEAU XV : Taux de cendres insolubles dans I'acide chrorhydrique 10%

Tare P(g) |Massetotale |Massetotale |Masse cendres |Masse cendre | % cendres
avant apres totales insoluble dans | insolubles dans
mcinération incinération d1i HCI 10% HCI 10%
P' P" d2 Q
28,9288g (29,7630 29,0108 0,8342 0,0820 9,82%
d2 dl=P'-P 0,0820
Q=----x100 d2 =p"-P Q = e x 100 = 9,82
dl 0,8342

@
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TABLEAU XVI : Taux de cendres sulfuriques

61

Tare P Masse totale Masse totale Masse totale de [ Masse cendre | % cendres
avant calc. apres calc. l'essai sulfurique sulfiriques
P P" dl d2 Q
28,9216g |33,3779¢g 22,2103g 4.4563g 0,2887¢g 6,47%
d2 dl=P-P 0,2887
Q= x 100 d =pP"'-P Q= e x 100 = 6,47
dl 4,4563

. Le PH de I'extrait aqueux, est légérement acide : 6,25.
Cette acidité peut-€tre due 2 la présence d'acides organiques dans I'extrait.

TABLEAU XVII: Récapitulatif controle de qualité

PARAMETRES VALEURS
1- Teneurs en eau a- Méthode gravimétrique 6,10 %
b- Méthode azéotropique 6 %
2- Teneurs en cendres a- Cendres totales 4,71 %
b- Cendres insolubles dans 9,82 %
HC1 10 %
c- Cendres sulfuriques 6,47 %
3- Indice de gonflement 50 %
4- Indice de mousse 500
5- PH de 'extrait aqueux 6,25
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TECHNIQUES GENERALES D'ETUDE PHYTOCHIMIQUE

. EXTRACTION DES SAPONOSIDES

Nous avons employé deux méthodes d'extraction :
1. Méthode d'extraction a froid, par percolation dans une ampoule a décanter.

2. Extraction liquide -liquide, en ampoule a décanter. L'extrait aqueux obtenu par
percolation , est épuisé successivement par des solvants non miscibles.

II. LES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES [20] [31]

1. Chromatographie sur couche mince (ccm)
Définition

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation physico-
chimique faisant intervenir une phase stationnaire ou absorbant et une phase
mobile ou éluant.

Elle a été utilisée en technique unidimensionnelle ou bidimensionnelle selon les
cas. Elle permet :

- de suivre 'efficacité des extractions avec les différents solvants ;
- la vérification de la pureté des composés isolés ;
- le meilleur choix des solvants d'élution des colonnes.

Dépot de solutions a analyser

Les différentes solutions a analyser sont déposées a la ligne de départ sous
forme de points distants d'au moins 10 mm les uns des autres et de 10 4 15 mm
du bord inférieur et des bords de droite et de gauche.

Les solutions sont déposées en petite quantité a l'aide de micropipettes. Aprés
chaque dép6t, on évapore le solvant avec un courant d'air chaud.
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Développement ou élution

L'éluant est constitué d'un ou plusieurs solvants; chaque solvant est caractérisé
par son pouvoir d'élution.

Révélation

De nombreux produits sont invisibles a I'oeil nu sur le chromatogramme, ils sont
détectés grace a des révélateurs.

Nous avons utilisé les fluorescences sous lumiére ultra-violette a 254 et 366 nm
et des réactifs appropriés a chaque type de composés.

2. Chromatographie sur colonne

Elle nous a permis la séparation des composés; la quantité de support utilisé est
comprise entre 30 et 100 fois le poids du mélange a chromatographier.

Montage de la colonne

Un tampon de coton est introduit jusqu'au fond de la colonne. Le support est agité
vigoureusement avec 2 fois son poids de solvant d'élution puis le mélange est versé
dans la colonne.

On laisse le support se tasser, puis le robinet, situé a la partie inférieure de la
colonne, est ouvert et le solvant s'écoule jusqu'a ce que sa surface soit ramenée a
une hauteur d'environ 2 cm au dessus du support. L'extrait 4 chromatographier

est mélangé avec une quantité minimale de support, puis le solvant est
complétement évaporé a 1'aide d'un séchoir. Le mélange pulvérulent obtenu est
déposé sur la colonne. Il est ensuite recouvert d'une couche de Silice de support
d'épaisseur qui lui est égale. Puis on introduit le solvant d'élution parles bords de la
colonne a l'aide d'une pipette pour éviter les effets de bord . On introduit également
un tampon de coton pour amortir la chute de solvant

Le Le débit est réglé pour obtenir un écoulement goutte a goutte et les fraction sont
recueillies dans des flacons.

3. Chromatographie préparative sur plaque

C'est une chromatographie sur couche épaisse de Silice F 254 sur plaque de verre
permettant d'obtenir des séparations plus fines des produits. Les produits répérés
sont récupérés a 1'UV par grattage et élution sur une petite colonne.

Préparation des plaques

Sur un plancher, on aligne cote a cote 5 plaques de verre 20 x 20 cm d'égale
épaisseur.
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Elle sont dégraissées par un tampon de coton imbibé d'éther éthylique. Ensuite

on mélange 30g de Silice avec 90 ml d'eau distillée en agitant énergiquement dans
un erlenmeyer pendant 30 secondes jusqu'a obtenir un mélange fluide et homogéne
que l'on verse immédiatement dans I'étaleur disposé déja a l'extrémité des plaques

avec I'épaisseur de la couche réglée a 0,25 mm.

Ainsi, aprés avoir retourné le mélange grace a un levier, 1'étaleur est doucement
glissé sur les plaques jusqu'a l'autre extrémité.Les plaques de Silice F 254 ainsi
obtenues sont laissées 24 heures a l'air libre jusqu'a ce que les couches deviennent
séches. Ces plaques sont ensuite introduites dans une étuve & 110°c pendant 30
minutes pour étre activées. Elles sont ainsi prétes pour leur utilisation.

Dépots et Developpement.

Ils sont réalisés en points a l'aide de micropipettes de 10ul de matiére linéaire et
éluer dans une cuve contenant le solvant approprié.

Elution des produits recupéres.

Aprés migration, les plaques sont séchées et les bandes correspondantes aux
produits séparés sont répérées sous lumiére UV. Ces bandes sont prélevées par

grattage.

Elles sont ensuite éluées par le méthanol dans une colonne contenant du coton a

la base.

4. Supports et solvants utilisés

TABLEAU N° XXII
Chromatographie sur Chromatographie sur
colonne ‘couche mince
Hétérosides Supports Silice G Art 7731 Silice GF 254
Solvants d'élution ou de | - Chloroforme - Chloroforme éthanol
migration - Chloroforme méthanol 15-1/V-V
8-2/V-V - Chloroforme éthanol
- Chloroforme méthanol 15-3/V-V
5-5/NV-V
- Méthanol
Génines Supports Silice G Art 7731 Silice GF 254
Solvant d'élution ou de - Hexane Hexane chloroforme 2-
migration - Chloroforme 30/ V-V
- Chloroforme méthanol | Chloroforme éthanol 15~
8-2/V-V 1/V-V
- Chloroforme méthanol
5-5/V-V
- Méthanol
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5. Révélateurs

Les plaques sont observées a 'UV a 254 et 366 nm. Elles sont aussi révélées par des
réactifs appropriés.

. Permanganate de potassium :
permanganate de potassium : 1g
eau distillée gsp : 100 ml

. Vanilline sulfurique :

Vanilline : 100 mg

Acide acétique 96% : 1ml

Acide sulfurique 97% : Sml

Ethanol gsp : 100 ml
Aprés pulvérisation de ce réactif, les plaques sont chauffées a I'étuve a 100°C
pendant 2 minutes.

1. METHODE D'IDENTIFICATION

Nous avons utilisé les méthodes chromatographiques et spectrales.
1. Méthodes chromatographiques

Elles ont permis l'identification des saponosides en utilisant la saponine comme
témoin.

2. Méthodes spectrales

Nous n'avons réalisé que les spectres d'absoprtion dans I'UV sur un
spectrophotométre de marque Jasco Modele J0O087.
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EXTRACTION DES SAPONOSIDES

Le caractére de solubilité des composés saponosidiques nous a orienté vers le choix
de la macération aqueuse comme méthode d'extraction.

I. PREPARATION DE L'EXTRAIT AQUEUX

Nous avons procédé a une macération de 200gr de poudre de tubercules séchés
dans 500ml d' eau distillée dans une ampoule a décanter. Aprés 12 heures de
macération, l'extrait est receuilli dans un flacon.

II. EXTRACTION LIQUIDE -LIQUIDE

La solutton aqueuse filtrée est soumise a trois épuisements :

La solution aqueuse est d'abord épuisée 2 fois par 500 ml de benzéne ;les phases
benzéniques sont réunies et concentrées au rotavapor jusqu'a un volume de

100ml.

La phase aqueuse résiduelle est ensuite épuisée 2 fois par 500 ml de chloroforme.
les phases chloroformiques sont réunies et concentrées a faible température jusqu'a
un volume de 100ml.

La phase aqueuse résiduelle est enfin épuisée 2 fois par 500ml de n butanol. Les
phases butanoliques sont aussi réunies et concentrées jusqu'a un volume de

100ml.

TABLEAU N° XXTI : ASPECT DES EXTRAITS OBTENUS

EXTRAIT COULEUR
Extrait aqueux Marron foncé
Extrait benzénique Marron
Extrait chloroformique Marron clair
Extrait butanolique marron orangé
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III. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)

Chaque extrait a été soumis a un controle par ccm sur plaque de Silice GF 254.

. ccm de I'extrait benzénigue

Plaques de Silice GF 254

Solvant de migration : plaque 1 : chloroforme
plaque 2 : BAW (4-1-5/V-V) phase supérieure

Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm
:permanganate de potassium

La révélation de la plaque 1 montre que cette phase renferme des composés qui
réagissent faiblement au permanganate de potassium.

. ccm de I'extrait butanolique
Plaques de Silice GF 254
Solvant de migration : plaque 1 : chloroforme
plaque 2 BAW (4-1-5/V-V) phase supérieure

Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm
: permanganate de potassium

Nous observons trois produits de fluorescence violette sur la plaque 1
RF=0,13;0,75;0,76

Aprés révélation au permanganate de potassium, ces produits deviennent jaunes ;

ce qui atteste leur nature saponosidique.

69

Nous observons également deux composés de fluorescence violette sur la plaque 2

mais ces produits ne réagissent pas permaganate de potassium.
RF =0,15; 0,17

cem de I'extrait chloroformique

Plaques de Silice GF 254

Solvants de migration : plaque 1 : chloroforme - éthanol

: plaque 2 : BAW(4-1-5/V-V) phase supérieure

Révélateurs : lumiére UV 4 254 nm et 366 nm
: permanganate de potassium
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Nous observons plusieurs composés de fluorescence violet sombre sur la
plaque 1 qui deviennent jaune intense ou jaune clair aprés révélation au
permanganate de potassium

ccm de I'extrait aqueux

Plaques de Silice GF 254
Solvants de migration : plaque 1 : chloroforme - hexane (30-2/V-V)
plaque 2 : BAW (4-1-5/V-V) phase supérieure

Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366nm
. permanganate de potassium

Nous observons plusieurs produits de fluorescence violette sur la plaque 1 qui
deviennent jaune intense ou jaune clair aprés révélation au permanganate de
potassium.

Nous observons également deux composés de fluorescence violette sur la plaque 2
mais ces produits ne réagissent pas au permanganate de potassium .
RF=0,12,0,30

chromatographies sur couche mince des extraits benzénique ; butanolique ;
chloroformique et aqueux.

[}

a. Chromatogramme de I' extrait benzénique.

CHCI3 B.AW

X ®

Chromatogramme N°1 : extrait benzénique de Vernonia kotschyana

Plaque 1 : solvant CHCl3 Plaque 2 : solvant BAW(4-1-5)

support  : Silice GF 254

dépot 210 ul

révélation : UV 254 et 366 nm
KMnO,
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b. Chromatogramme de ["extrait butanolique
CHCl, B. AW
O
O
C
O O
% x

Chromatogramme N°2 : extrait butanolique de Vernonia kotschyana

Plaque 1 : solvant CHCl; Plaque 2 : solvant BAW(4-1-5)

support : Silice GF 254

dépot 210 ul

révélation : UV 254 et 366 nm
KMIIO4

e Chromatogramme de I' extrait chloroformiqu_'e-?' :

CHCls B. AW

O

Y

)}

O

0O —_—

O -
-~ ®

'Chromatogramme N°3 : extrait chloroformique de Vernonia kotschyana

- - Plaque 1: solvant CHCl;  Plaque 2 : solvant BAW(4-1-5)

~support : Silice GF 254 ) -
~ dépot 210 pl o -
révélation : UV 254 et 366 nm :
KMHO4
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d. Chromatogramme de l'extrait aqueux

CHCl, B. AW
@)
O
O
O 0
O _ o
X X

Chromatogramme N°4 : extrait aqueux de Vernonia kotschyana

Plaque 1 : solvant CHCl3 Plaque 2 : solvant BAW(4-1-5)

support : Silice GF 254

dépot 10l
révélation : UV 254 et 366 nm .
KMnQ;,

IV. ETUDES DES SAPONOSIDES DE L'EXTRAIT AQUEUX
1. Etude des génines

L'extrait aqueux est divisé en deux parties égales. Une partie est soumise a
I'hydrolyse acide par ajout d'acide sulfurique dilué a 10%, chauffage de la
solution a 70°C pendant 1 heure puis refroidissement. L'extrait aqueux hydrolysé
est filtré et on fait subir au filtrat une extraction par le chloroforme; I' extrait
chloroformique contient les génines.

a. Séparation
Nous avons utilisé le fractionnement sur colonne suivi de contréle
par ccm.

b. Chromatographie sur colonne
Nous avons utilis€ comme support la Silice G Art 7731

72
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Préparation de l'extrait sec

L'extrait chloroformique aprés hydrolyse est concentré, on a

additionné environ 15gr de poudre de Silice et le mélange est

trituré sous'un courant d'air chaud jusqu'a dessiccation.

Le mélange séché est réduit en poudre fine par tituration dans le mortier.

Montage de la colonne

Confére technique générale d'étude.

Elution de la colonne

La colonne est éluéé successivement par le chloroforme pur et les mélanges :
chloroforme-méthanol 8-2/V-V, chloroforme -méthanol 5-5/V-V et le méthanol pur.
Pour chaque série d'élution, les fractions ont été recueillies dans des flacons de
90ml, I'écoulement se faisant au goutte a goutte.

c. Chromatographie sur couche mince
La chromatographie sur couche mince des différentes fractions sur plaque de Silice

GF 254 a été effectuée dans hexane-chloroforme 2-30/V-V.

Comportement chromatographique

Aprés séchage de la plaque, nous observons a la lumiére UV a 254 nm et 366 nm
que les fractions de 7 4 59 contiennent 2 a 3 produits dont un majoritatre fluorescent
violet sombre a 254 nm qui, aprés révélation au permanganate de potassium devient
jaune. Les fractions présentant des tdches de migrations identiques aprés contrdle
par ccm, ont été chaque fois réunies dans un méme flacon.

Ainsi les fractions de 7 a 10 ont été réunies et concentrées a faible volume.
Nous avons dénommé cette fraction F; (chromatogramme n° 6).

Les fractions 13 a 35 ont été réunies concentrées et dénommé fraction F,
(chromatogramme n° 7).

Les fractions 37 a 43 ont été réunies et dénommeées fraction F5
(chromatogramme n°8).

Les fractions 45 a 59 ont été réunies et dénommé fraction F,
(chromatogramme n°9).

Les fractions 61 a 80 ont été réunies et dénommé fraction Fs
chromatogramme n°10).
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Chromatogramme n°5 : ccm des fractions 1 4 5

HEXANE-CHCI; / 2-30

p— X
N x
W x
ox
W

Support : plaque de Silice GF 254
solvant de migration : hexane-CHCl; 2-30/V-V
Révélateurs : lumiére UV 4 254 et 366 nm

: permanganate de potassium

Chromatogramme n°6 : cem des fractions 7 a 10

HEXANE - CHCI3 / 2-30

sleNolNe

~) %
co
\O
S

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : hexane CHCl; 2-30/V-V
Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium

74
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Chromatogramme n°7 : ccm des fractions 13 a 35

HEXANE - CHC}; /2-30

[ Ay
’

9B B &

, 0 ’ ] 2 ) [} [N Y /s I3
PR [ ro o ‘> P N SN
' oNoNoNoNoleRe
. ‘r \. / ), 'l . 'I [ ’ v, 'I i N ' '
. 4 . .

HEXANE - CHCl; /2-30

. . .
R - / \
{ ’ [ " N N
. 7 o L

sloNoNolcNoNolNe

HEXANE - CHCl; / 2-30

O O -

hd

Support : plaque de Silice GF 254

I Solvant de migration : hexane CHCl; 2-30/V-V

Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm
: permanganate de potassium

\»

[}

73



A}

{*

(»

w

Chromatogramme n°8 : ccm des fractions 37 a 43

HEXANE - CHCl; /2-30

() €3 ) OOwWw O
() WO OO %) 8
37 38 30 40 41 4 43

Support : plaque de Silice GF 254

Solvant de migration : hexane CHCl; 2-30/V-V

Révélateurs : lumiére UV 4 254 et 366 nm
: permanganate de potassium

(}_hromato;.mamme n°9 : ccm des fractions 45 4 59

HEXANE - CHCl; /2-30

76



* CHCL; - ETOH / 15-1
X x X <
56 57 58 59

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : CHCl; Ethanol 15-1/V-V
Révélateurs : lumieére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium

Chromatogramme n°10: ccm des fractions 61 a 80

77

CHCl; -

ETOH/ 15-1

(2620 ¢y (Y)Y O OO O
i DOOOQOOOO0OVY O
CHCl; - ETOH / 15-1

{

C

/—\

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : CHCl; Ethanol 15-1/V-V
Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium
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d. Purification des génines

Apres |'élution de la colonne par les mélanges successifs
chloroforme-méthanol : 80-20/V-V et le chloroforme-méthanol 50-
50/V-V, les ccm de contrdle des différentes fractions sur plaque

de Silice GF 254 nous montrent la migration de plusieurs

composés. Ces composés, aprés révélation au permanganate de
potassium, sont devenus jaunes mais avec une faible résolution de
séparation.

Aussi, il nous est apparu nécessaire de réunir les fractions 37 a2 43 en
vue de réaliser une purification des constituants sur colonne.

Nous avons appelé ces fractions réunies solution S.

1- Chromatographie sur colonne de Silice G Art 7731

La préparation de la colonne et le dépdt de l'extrait sont effectués
comme indiqué dans le chapitre des techniques générales d'étude.

. Elution de la colonne
La colonne est éluée tout au long de 'opération successivement par
le mélange de solvants :

Chloroforme-éthanol : 75-25/V-V, puis l'éthanol absolu . Avec le
mélange chloroforme-éthanol, nous avons obtenu 18 fractions
récupérées dans les flacons de 90 ml.

Ces flacons sont numérotés Sg a Sa3 ; L'élution de la
colonne avec l'éthanol nous a permi de recueillir 5 fractions
numérotées Sz4 & Sas.

. Chromatographie sur couche mince

Les différents fractions ont été soumises a un controle de pureté
par ccm.

Leur comportement chromatographique est consigné sur les
chromatogrammes N° 7 et 8.

Les fractions S¢ & Si2 renferment un seul produit positif au
permanganate de potassium de RF = 0,64 et fluorescent violet a la
lumiére UV a 366 nm. les fractions S;13a Si7 renferment plusieurs
produits positifs au permanganate de potassium et de fluorescence
violette a la lumiére UV a 366 nm.
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Chromatogramme N°11 : ccm des fractions S¢ & S17.
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CHCl; - ETOH/ 15-1

X X
SIO . Sll SlZ

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : chloroforme éthanol /15-1/ V-V
Révélateurs : lumi¢re UV a366nm

: permanganate de potassium.

Les fractions S;ga Sz contiennent plusieurs produits qui réagissent également avec la

solution de permanganate de potassium .

Chromatogramme N° 12 : ccm des fractions de Sjza Sjg

CHCI3 - ETOH / 15-1

333322382

X x %4 x X L -
Sa1 Szz2 Sz Saa Szs Sz Sy

x
SZO

Support : plaque de Silice GF 254 .
Solvant de migration : chloroforme- éthanol /15-1/V-V
Révélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium.
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. Chromatographie préparative sur plaque

La purification par chromatographie préparative sur plaque de Silice HF 254 a
concerné les constituants des fractions F; et F» et le constituant de la fraction S¢ a
S12 .

* Préparation des plaques de Silice HF 254

Confére technique génerale d'étude
Dépots et élution.

Les dépo6ts des solutions F; , F» et S6 a S12 réunies sont effectués en point et
sur toute la ligne de douze plaques en raison de quatre plaques par solution
en quantité suffisante.

Ces plaques sont éluées par le mélange de solvants chloroforme -éthanol :
15-1/V-V. Les chromatogrammes nous montrent dans chaque cas , une
bande majoritaire fluorescente violette a la lumiére UV a 254 nm,cette bande
a été délimitée et grattée a l'aide d'une lame.

La poudre recueillie est introduite dans une colonne contenant a sa base un
morceau de coton.

Elle est éluée par le chloroforme qui entraine le produit purifié dans un
flacon propre.

Les produits purifiés sont notés P; , P> et P3 ; ils sont soumis a une ccm de
contrdle.
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Figure N° 9 : Schéma séparation - purification

Extrait aqueux
I +H; 8044 10%

| Chauffage 4 70°C pendant 1 heure
| refroidissement
I
Extrait aqueux hydrolysé
| Filtration
|
Filtrat
| Extraction par CHCL;
Extrait chloroformique

contenant les génines
|Colonne de Silice G Art 7731

| Solvants d'élution:

L ) -

—

! | |

Chloroforme Chloroforme 80 Chloroforme 50
| Meéthanol 20 Meéthanol 50
40 fractions 10 fractions 10 fractions

numérotées de 7 4 35 numérotées de 37 347 numérotées de 49 4 59
I l I
I I |

ccm dans ccm dans ccm dans
Hexane-chloroforme Hexane-chloroforme  Chloroforme-éthanol
2-30/V-V 2-30/V-V 15-1/V-V
I [ f
| I I
I I I I
7 410 réunies 13 4 35 réunies 37 443 réunies = 8 45 4 59 réunies

I\( Fy (F2) I| II I|
Purification par  Purification par ~ Chromatographie
chromatographie chromatographie sur colonne de

préparative sur  préparative sur Silice G Art 7731
plaque de Silice  plaque de Silice !
HF 254 HF 254 |
I I I
solvant de migration : solvant :
Chloroforme Chloroforme  Solvant d'élution
I I I
I I J
Produit Produit Chloroforme 75  Ethanol
purifié P, purifié¢ P, éthano] 25 |
| |
| |
18 fractions de 4 fractions
85 a S]7 de SQA a st
I I
| I
ccm dans ccm dans
CHCL; ETOH CHCL; ETOH
15-1/V-V 15-1/V-V

|
I
Ss 4 82 réunies
Purification par chromatographie
préparative sur plaque de Silice
HF 254
I
solvant de migration:
Chloroforme
I
I
Produit
purifié Py

Méthanol
20 fractions
numérotées de 60 a 80

ccm dans
Chloroforme-éthanol
15-1/V-V

I
61 4 80 réunies

1

I
I
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e. Identification des produits purifiés

Les produits Py , P, et P3 se présentent sous forme de masse jaune translucide , soluble
dans le chloroforme. Pour leur identification nous avons utilisé les méthodes
chromatographiques et les méthodes spectrales.

1. Méthodes chromatographiques

Ces méthodes sont utilisées pour contrdler la pureté des produits.

Chromatogramme N°13 :ccm de P, , P> et Ps
sur plaque de Silice GF 254.

CHCI3-ETOH / 9-1 . CHCI3-ETOH / 9-1 CHCI3-ETOH / 9-1

o)

O

x x. X .,
Produit : P; Produit : P, Produit 1P
Solvant de migration : CHCl;- ETOH/9-1/V-V
dépot : 10pl
révélateur : lumiére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium

Tableau N° XXV Comportements chromatographiques de Py , P; et P3

Produits RF Fluorescence Couleur
CHCl3 Ethanol/9-1 | 3 UV 4366 nm | aprés révélation par KMno,
P, 0,41 Violet sombre Jaune sombre
P, 0,90 Violet sombre Jaune claire
P; 0,93 Violet sombre Jaune claire

Seul le composé P est obtenu en quantité relativement importante (10mg). Nous
avons réalisé son spectre dans l'ultra-violet.
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. Spectre dans l'ultra-violet du composé P,

Nous avons réalisé le spectre ultra-violet du composé P, dissout dans le chloroforme pur.
Nous avons utilisé un appareil de type PERKIN ELMER

Figure N° 10 : spectre UV du composé P dans le chloroforme.
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2. Etude des Hétérosides

Nous avons utilisé I'extrait aqueux concentré avant hydrolyse.

a. Séparation:

Nous avons utilisé le fractionnement sur colonne suivi de contrdle par ccm.

b. Chromatographie sur colonne

Nous avons utilisé comme support la Silice G Art 7731
- préparation de 'extrait sec.

On additionne a l'extrait aqueux concentré 20gr de poudre de Silice et le
mélange est trituré sous un courant d'air chaud jusqu'a dessiccation.

Le mélange sec est réduit en poudre fine par trituration dans un mortier puis
déposé au sommet de la colonne de Silice G Art 7731 réalisée comme indiquée
dans les techniques générales d'études.

- Elution de la colonne.

La colonne est éluée successivement par le chloroforme puis par les mélanges :
Chloroforme-méthanol 8-2/V-V

Chloroforme-méthanol 5-5/V-V et le méthanol.

les fractions ont été recueillies dans des flacons de 90 ml , 'écoulement se faisant au
goutte a goutte.

Lors de I'élution de la colonne par le chloroforme nous avons recueilli 30

fractions , avec les mélanges : chloroforme-méthanol 8-2/V-V, nous avons recueilli
12 fractions; chloroforme-méthanol 5-5/V-V ,12 fractions enfin avec le méthanol
nous avons recueilli 15 fractions.

C. Chroma’tqgraghie sur couche mince:

La chromatographie sur couche mince des différentes fractions sur plaque de
silicagel a été effectuée dans CHCl3-Ethanol 15-1/V-V

Elle nous a permis d'obtenir des spots de migration visibles a la lumiére UV a 254
et 366 nm 2 partir de la fraction 10, les premiéres fractions de 1 a 9 n'ayant pas
entrainé de composés. (chromatogramme N° 14).
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Les fractions présentant des constituants identiques aprés contrdle par ccm , ont
été chaque fois réunies dans un méme flacon.

Les fractions de 10 a 14 renferment un seul constituant, nous les avens réunies et
dénommées fractions G; . (Chromatogramme N°15). !

Les fractions 15 a 29 ont été réunies , concentrées et dénommées fraction G«
(Chromatogramme N°16).

Les fractions 30 a 41 ont été réunies; ils renferment plusieurs composés. Nous
avons appelé le mélange fraction G;. (Chromatogramme N°17).

Les fractions 42 a 57 ont été réunies , concentrées et dénommées fraction G;.
(Chromatogramme N°18).

Les fractions 59 a 69 ont été réunies , concentrées et dénommeées fraction Gs.
(Chromatogramme N°19).

Chromatogramme N°14 : ccm des fractions 1, 9.

CHCL; - ETOH/ 15 -1

l/ \' SN ’/ \. " “ s \\ PO ./ \\ ; \‘ Vg \\
R ) I Lo,
’ N 0 A P N \ - . . J « ¢ .. . v
% x x *® X x x X x
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Support : plaque de Silice GF 254.
Solvant de migration : CHCl3-Ethanol 15-1/V-V
Revélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium.



Chromatogramme N°15 : ccm des fractions de 10 a 14.

CHCI; - ETOH/ 15 -1

O ) O O O ¥
b4 X X X X
10 11 12 13 14

s

Support : plaque de Silice GF254.
Solvant de migration : CHCl3-Ethanol 15-1/V-V
Reveélateurs : lumiére UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium.

Chromatogramme N°16 : ccm des fractions de 15 a 29.

CHCL; - ETOH/ 15 -1

~
. AR VAR 4 N\ e\ / 7 RN ’ - VA . V2R

Iz ‘N AR A 2 T S v v [ [ 5
. L 4‘4 ) I: () r : s ! ’ N ! : . :(! ; :
OO Qoo oogo oo o a o
U2 v va 22 52 02 8 5,8 A w4 O T I T R
A A S -7 R 4 wE s o ‘- ¢ S

>
RS X x

x % o %
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 .29

Support : plaque de Silice GF254
solvant de migration : CHCIl3-Ethanol 15-1/V-V.
Revélateurs : lumiere UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium.
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Chromatogramme N°17 : ccm des fractions de 30 a 41.

CHCl; - ETOH / 15 -1

ONORORORONONE D OO
0y 3 &
A HBHEBRE BA
31 32 33 34 35 36 37 39 40

. \(\f\
AN

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration: CHCls-Ethanol 15-1/V-V
Revélateurs: lumiere UV a 254 et 366 nm

: permanganate de potassium.

Chromatogramme N°18 : ccm des fractions 42 & 57.

CHCl; - ETOH/ 15 -1
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CHCI; - ETOH/ 15 -1

8 8 3 3

s6 57 2

Support :plaque de Silice GF 254.
Solvant de migration : CHCl3-Ethanol 15-1/V-V
Revélateurs : lumiére UV a 254nm et 366nm

: permanganate de potassium.

Chroxhatggr@mme N°19 : cem des fractions 59 a 69.

'
TN

) YO O O OO F
JE 30)
0000000

62 63 64 65 66 67 68 69

\-/k./\-/
YN

Support : plaque de Silice GH 254
Solvant de migration : CHCl3-Ethanol 15-3/V-V
Revélateurs : lumiére UV a 254 nm et 366 nm

: permanganate de potassium.

d. Purification des Hétérosides saponosidiques

Apreés I'élution de la colonne par les mélanges successifs.

Chloroforme-méthanol : 80-20/V-V et chloroforme-méthanol 50-50/V-V | les ccm
de controle des différentes fractions sur plaque de silicagel nous montrent la
migration de plusieurs composés saponosidiques.

Ces composés apres revélation au permanganate de potassium sont devenus

" jaunes mais avec une faible résolution de séparation surtout dans le cas des

constituants des fractions 154 29. Aussi, il nous est apparu nécessaire de les réunir
en vue de réaliser une purification des constituants sur colonne.
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La purification par chromatographie préparative sur plaque a
concerné les constituants de la fraction G,(fractions 10 a 14).

.Chromatographie sur colonne de Silice G Art 7731 des fractions 15 4 29

Préparation de la colonne et dépdt de l'extrait.
La préparation de la colonne et le dépdt de I'extrait sont effectués comme indiqué
dans le chapitre des techniques générales d"étude.

Elution de la colonne.
La colonne est éluée tout au long de l'opération successivement par le mélange de
solvants :

Chloroforme-éthanol 75-25/V-V , puis l'éthanol absolu. Avec le mélange
chloroforme-éthanol , nous avons obtenu 15 fractions dans les flacons de 90 ml

Ces flacons sont numérotés de Ag a Ay ; ces fractions ne contiennent pas de
composés réagissant au permanganate de potassium.

L'élution de la colonne avec 1'éthanol nous a permis de recueillir 7 fractions
numérotés de Az a Az7.

Les fractions Ag a Aj¢ renferment deux poduits réagissant au permanganate de
potassium de RF = 0,43 fluorescent violet a la lumiére UV a 366 nm et RF = 0,45
(chromatogramme N°20),

Les fractions A;s a Az7 renferment plusieurs produits réagissant au permanganate de
potassium . (chromatogramme N°21)

[

Chromatogramme N°20: ccm des fractions Ag a Ajs

CHCl; -ETOH/ 15 -1

88 8388 388 8

x % %
9 10 11 12 13 14 15 16

oo R

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : CHCls-Ethanol 15-1/V-V
Revélateurs : lumiére UV a 254 nm et 366 nm

: permanganate de potassium.



[

v

"

90

Chromatogramme N°21 : ccm des fractions Ag a Ay;

CHCL; - ETOH/ 15 -1

0y (
NeleeRele

X X
18 19 20 21 22 23 24 2

A
N

’I"

X
X
X
X

wn X
R«

Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : CHCl;-Ethanol 15-3/V-V
Revélateurs : lumiére UV a 254 nm et 366 nm

: permanganate de potassium.

. Chromatographie préparative sur plaque.

La purtfication par chromatographie préparative sur plaque de Silice HF 254
a concerné les constituants de la fractions G; et les fractions Ag & Ajs
obtenue de la colonne précedente.

* Préparation des plaques de Silice HF 254,

confére techniques générales d'étude.

* Dépots et élution

Les dépdts des fractions Gy, et Aga A;¢ ont été effectués en point et sur
toute la ligne de douze plaques en raison de six plaques par fraction(G;
d'une part et Ag a A6 d'autre part). Ces plaques sont éluées par le mélange
de solvant chloroforme-éthanol : 15-3/V-V.

Le chromatogramme nous montre pour la fraction G; un produit majoritaire fluorescent
violet 4 la lumiére UV a 254 nm dont le pourtour a été délimité et gratté a 'aide d'une lame.

La poudre recueillie dans chaque cas est introduite dans une colonne contenant a sa base
un morceau de coton. Elle est ensuite éluée par le chloroforme qui entraine le produit
saponosidique dans un flacon propre.

Nous obtenons un produit purifié noté P4. Il est soumis a une ccm de contrdle.

Pour les fractions Aga A6 réunies nous obtenons deux bandes majoritaires de fluorescence
qui sont aussi délimitées et gratées séparement. Nous obtenons, ainsi et de la méme
maniére deux composés purs notés respectivement Ps et Pe.
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Figure N° 11: Schéma séparation - purification

Extrait aqueux
|
Colonne d¢ Silice G Art 7731
|
Solvants d'élution
|
I
[
|
| | | |
I
Chloroforme Chloroforme 80 Chloroforme 50 Meéthanol
| Chloroforme 20 Chloroforme 50 |
| I I |
30 fractions 12 fractions 12 fractions 15 fractions
numérotées de 1 2 30 numérotées de 31 443 numérotées de 4431 56 numérotées de 574 72
I | I I
I I I I
ccm dans ccm dans ccm dans com dans
CHCL;-Ethanol CHCL; -Ethanol CHCL; Ethanol CHCL; Ethanol
15-1/V-V 15-1/V-V 15-1/V-V 15-1/V-V
f I I |
IJ—I | | I
10 2 14 réunies 15229 réunies=A 30 241 réuntes 42 a 56 réunies 59 4 69 réunies

(fraction G1)  colonne de Silice G Art 7731
| I
Purification par  Solvants d'élution
chromatographie |
préparative sur |
plaque de Silice |
HF 254 I
| I I
I I |
solvant de | !
migration : | |
Chloroforme Chloroforme 75 Ethanol
| Ethanol 25 |
| | |
| | I
| 15 fiactions de 7 fractions
| As a A16 de Azo a A27
Produit | |
purifié P, | |
I I
| |
I |
I I
| [
cemdans com dans
CHCL; ETOH CHCL; ETOH
15-1/V-V 15-1/V-V
| I

I
Purification par chromatographie
préparative sur plaque de Silice
HF 254
|
I
Chloroforme
!
N
| I
Produit produit

purifié Ps purifié Pg
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e. Identification des produits purifiés

Les produits Py, Ps et Ps se présentent sous forme de masse jaune
translucide, soluble dans le chloroforme. Pour leurs identifications nous
avons utilisé¢ les méthodes chromatographiques et spectrales.

. Méthodes chromatographiques

Ces méthodes sont utilisées pour contrdler la pureté des produits obtenus.

Chromatogramme N°22 : ccm de Py, Ps, Ps sur plaque de Silice GF 254

CHCL-ETOH CHCL-ETOH CHCL:-ETOH
9-1/V-V /9-1/V- 9-1/V-

O

-
P
!

Produit : P4 Produit : Ps Produit : Ps
Support : plaque de Silice GF 254
Solvant de migration : CHCl3- ETOH/9-1/V-V

Revélateurs : lumiére UV a 254 nm et 366 nm

: permanganate de potassium
TABLEAU N°XXVI : Comportements chromatographiques de P4, Ps et P

PRODUITS RF FLUORESCENCE COULEUR
CHCIl-Ethanol / 9-1 | AUV A 366 NM APRES
REVELATION PAR KMno,
- Py ' 0,72 Violet sombre Jaune claire
Ps 0,36 Violet sombre Jaune sombre
Ps 0,38 Violet sombre Jaune sombre

Seul le composé P, est obtenu en quantité relativement importante (10 mg). Nous avons
réalisé son spectre dans l'ultra-violet
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. Spectre dans l'ultra-violet du composé P,

Nous avons réalisé le spectre ultra-violet du composé P4 dissout dans
le chloroforme pur. Nous avons utilisé un appareil de type PERKIN ELMER.

Q00 'L
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C0+ "0

~000°0
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Figure N°11 : spectre UV du composé P, dans le chloroforme
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CHAPITRE I1I - CONCLUSION
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CONCLUSION

A l'issue de ces travaux, il convient d'abord de relever que I'étude phytochimique de
Vemonia Kotschyana Sch.Bip. a été réalisé entiérement au laboratoire de phytochimie du
Département Médecine Traditionnelle de I'Institut National de Recherche en Santé
Publique. Nous nous y sommes familiarisé, au sein d'une équipe de recherche dynamique
et acceuillante, aux techniques de recherche phytochimique.

Dans la premiere partie de notre travail nous avons présenté les travaux antérieurs. Ils
concernent les études botaniques ( caractéres organoleptiques, macroscopiques et
microscopiques de la drogue) et pharmacologiques (activité préventive et curative sur les
ulcéres gastro-duodénaux). Nous avons particuliérement insisté sur ces chapitres dans la
mesure ou le Gastrosédal (poudre de racines de Vernonia kotschyana ) est destiné a étre
un médicament d'avenir pour le Mali et toute la sous région. Nous espérons en étre un
promoteur efficace et étre capable de procéder a l'expertise de la poudre dans les cas de
falsification. La connaissance des caractéres microscopiques nous y aidera. Il est utile de
signaler ici que dans un but de profit, il arrive que le DMT regoive a 'achat de la poudre de
racines additionnnée de farine de manioc.

La deuxiéme partie concerne nos travaux personnels. Ils sont essentiellement orientés sur
la maitrise des techniques de contrdle de qualité de la matiére premiére et sur I'étude des
constituants saponosidiques de la drogue. Nous avons appris a déterminer :

- la teneur en eau d'un échantillon végétal sec pour pennettre sa conservation.

- les teneurs en cendres pour apprécier la pureté.

- le dosage de principes estimés actifs (ici les saponosides) pour apprécier l'activité

thérapeutique.

Nous avons enfin réalisé une étude phytochimique dans le but de proposer une méthode
d'extraction des saponosides. Nous avons choisis d'étudier concomittament les génines et
les hétérosides. Nous avons pu ainsi purifier six composés parmi lesquels trois sont des
génines (P,, P, et P3) et trois autres qui peuvent étre soit des hétérosides parceque
appartenant a la phase aqueuse non hydrolysée soit des génines libres (P4, Ps et Ps). La
quantité de produits purs obtenus n'a permi que la caractérisation des composés purs P; et
P, par leurs spectres dans ultra-violet.
Notre espoir est que 'amélioration de la technique d'extraction et de séparation permettra
au DMT d'obtenir des quantités plus importante de composés purs en vue de leur
identification par les méthodes spectrales.
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Titre de la these: Contribution a I'étude phytochimique du "Bouayé” : Vernonia
kotschyana Sch.Bip. (Asteraceae) utilisé dans le traitement des ulcéres gastro-
duodénaux.

Année : 1996 - 1997

Ville de soutenance : Bamako

Pays D'origine : Cote D'Ivoire

Lieu De Depot : BIBLIOTHEQUE Ecole nationale de Médecine et de

Pharmacie

Secteur D'Interét: PHARMACIE (Médecine Traditionnelle)

Resumé: Notre travail a porté sur I'étude phytochimique d'une Asteraceae,
Vemonia kotschyana Sch. Bip. plante médicinale utilisée actuellement dans le
traitement de l'ulcére gastro- duodénal.

Nous avons controlé la qualité de la matiére premiére dont la microscopie révéle

la présence de macles de calcium caractéristiques ; les teneurs en eau, en
cendres sont strictement dans les normes de la pharmacopée.

L'indice de gonflement, caractéristique des mucilages et l'indice de mousse , de
la presence des saponosides , sont trés spécifiques.

L'étude des saponosides a partir de l'extrait aqueux a permis , la purification par
chromatographie de six produits dont trois génines et trois hétérosides ; ils ont été
caractérisés par leur spectre dans I'Ultra-violet comme appartenant au groupe
chimique des saponosides.

MOTS - CLES : Vernonia kotschyana Sch. Bip. , phytochimie , poudre de racine,
saponosides, extrait aqueux, ulcére gastro-duodénal.




