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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes méal&s de la flore malgache, I'étude de la pla@atthospermum
perrieri, une Rubiaceae endémique de Madagascar, a éteuéffect

L'évaluation de [l'activité antimicrobienne a montgue I'extrait est actif contre les bactéries Gram+
(Staphylococcus aureus, Clostridium perfringers les bactéries Gram (Salmonella enterica, Shigella
flexnerii et Yersinia enterocolitical.a valeur de la Concentration Minimale Inhibitriest égale a 1800ug/ml et
celle de la Concentration Minimale Bactéricide ssipérieure a 3800ug/ml. La recherche de lactivité
antioxydante a permis de montrer qu'a une concemtrade 0,5mg/ml, I'extrait est doté d’'un pouvoir
antioxydant avec une réduction du radical libre-dghényl 1- picrylhydrazyl ( DPPH) de 25,73%
correspondant a I'équivaleat tocophérol de 338,42mM /mg /I d’extrait.

Mots clés: Anthospermum perrieri,Rubiaceae, plante endémiqueactivité antimicrobienne, activité
antioxydante

Abstract

For the valorisation of medicinal plants of Madaga's flora, the study of pla#nthospermum perrigrian
endemic Rubiaceae Madagascar, was performed.

The antimicrobial activity evaluation showed thdie textract is active against Gram positive bacteria
(Staphylococcus aureus, Clostridium perfringeaisd Gram - $almonella enterica, Yersinia enterocolitiand
Shigella flexner)i .The value of the Minimum Inhibitory Concentratics equal to 18Q% / ml and that of the
minimum bactericidal concentration is greater tB889Qug / ml. The antioxidant activity research has shown
that at a concentration of 0.5mg / ml, the exttet an antioxidant with a reduction of free radi@kdiphenyl

1- picrylhydrazyl (DPPH) 25.73% of the equivalentocopherol 338,42mM / mg / | of extract.

Keywords Anthospermum perrierRubiaceae, endemic plant, antimicrobial, antiaridactivity
1 INTRODUCTION

L’Anthospermum perrieriplante connue sous les noms vernaculaires dezerndaana, Kofehimamy », et «
Hazomamy » Ralambonirina, (2010), est une plant&mimue de Madagascar. Elle appartient a la fardée
Rubiaceae. Les Rubiaceae occupent la quatrieme plaani les familles de plantes a fleurs. Elledest plus
importantes avec 13 200 espéces environ incluges @80 genres. A Madagascar, les Rubiaceae repgas&n
a 9 % de la phytodiversité de la Grande lle. Eflest abondantes et omniprésentes dans les foogisdles
humides et séches. Ahthospermum perrierse trouve surtout aux environs d’Antananarivo.tisane de la
plante entiére est utilisée pour soulager les nuutetesAnthospermum perriepeut étre associée a d’autres
plantes pour soigner d’autres maladies : maladianée, la toux, maux d’estomac et du foie (Ralanmtan
2010).

Les études antérieures concernant les fractioneanéliques et I'huile essentielle de la racinealplante ont
montré sa richesse en métabolites secondaires eéntiadités biologiques intéressantes Ralambonigba
al.(2011). En effet, I'étude a montré la présenee3dquinones : anthospermoquinone, lapachol-1@-gH-
glucoside et déhydra-lapachone ; 4 flavonoides: quercétol, isoquensitte, rutoside, catéchine; 2
coumarines : fraxétine, fraxine; un acide phénatide proto-catéchique ; 2 iridoides : aspérulqsatade
aspérulosidique et un stéroide O3glucosyl-stigmastérol. Les extraits bruts et tadoides isolés de cette plante
se sont avérés actifs a partir de 0,3 mg/ml susgees dichromobacter4 espéces dBurkholderig sur
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Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes faecalisurSerrati amarcescen£es germes sont responsables
de diverses maladies a savoir la mucoviscidosendéioidose ou maladie de Whitmore et les infections
nosocomiales.

En outre, les huiles essentielles des parties radwte de cette plante contiennent plus de 80 pmduit
monoterpéniques et sesquiterpéniques et ellestércdives sur une vingtaine d'espéces bactérie@mam
positif et Gram négatif.

D’aprés les études bibliographiques, le geinthospermunmeste jusqu’a présent trés peu étudié : les seules
données chimiques et biologiques disponibles dafitdrature concernant la planrd@thospermum perrieont

été obtenues grace aux travaux de Ralamboniriabest 2011.

D’autre part, les extraits obtenus par le dichloétimane de la racine de cette plante n’ont fait entobjet
d’'aucune étude, a notre connaissance. Cette étpderal’en étudier les propriétés biologiques.

2 MATERIELS ET METHODES
2.1 Matériel végétal

Des plantes entiéres Ahthospermum perrierffigure 1) ont été récoltées sur le versant Ouest de la eollin
rocailleuse d’Ambohimanomp&ette colline appartient a la Commune rurale d’énivnamo, région Itasy, se
situant a 40 km a l'ouest de la ville d’Antananarita plante a été identifiée au sein de I'Herbrardu Parc
Botanique et Zoologique de Tsimbazaza (PBZT). Ddwmiétillons d’herbier ont été déposés au PBZT et au
Département de Botanique du Centre National d’ isppibn des Recherches Pharmaceutiques (CNARP&sApr
la récolte, la plante a été séchée, puis broyéaideld’'un broyeur mécanique a hélice modele 02,qmea
WILEY MILL, jusqu'a I'obtention d’une poudre find.a poudre a été conservée dans des sachets stddlés
température ambiante. Elle constitue le matéégktal de départ.

o) R

Figure 1: Photos (a I'état naturel et herbier) et desggsandissement des organeddrdthospermum perrier{source :
Sylvia Tiana Rasoarivelo Ralambonirjna

2.2 Préparation de I'extrait de plante

400g de poudre des racinesAdthospermum perriersont lixiviées dans le dichlorométhane. Les masérat
obtenus sont filtrés sur du coton pour retenir fecs. Les marcs sont récupérés puis mis de nouweau
suspension dans le dichlorométhane. Les filtrateerals sont ensuite évaporés sous vide a l'aide d'un
évaporateur rotatif de marque Bichi, a la tempégatie 45°C. Les extraits obtenus sont pesés. Labipér est
répétée jusqu’a ce que la poudre soit épuiséed et lorsque les poids des extraits restenttaois

2.3 Germes testés

Deux bactéries Gram + Clostridium perfringensATCC13124; Staphyloccocus aureuATCC11632, cing
bactéries Gram - Pseudomonas aeruginosATCC10145; Salmonella enteritididaTCC13076, Yersinia
enterocoliticaATCC23715 eShigella flexnerii ATCC12022 et une levureCandida albicandATCC10231 ont
été utilisées pour la recherche de I'activité amiobienne de la plante. Ces souches proviennelat cialection
du laboratoire de I'Universitéde La Réunion (LCSNSA aboratoirede Chimie des Substances Naturéltkese
Sciences des aliments », Saint Pierre, La Réunion).
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2.4 Recherche de I'activité antimicrobienne

2.4.1Méthode du disque

L’activité antimicrobiennen vitro des extraits dichlorométhane &nthospermum perriera été évaluée par la
méthode développée par Ponce et al. (2003) ; Metat. (2008) et Razafintsalama et al. (2013). goentité
égale a 2ml de suspension de bactéries et de fewareespondant & 0,5Mac Farland est étalée uréfoent et
respectivement a la surface : du milieu Mueller tbfin Agar pour Staphyloccocus aureus, Clostridium
perfringens, Shigella flexneri, Yersinia enterotodi, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entesigtlidu
milieu Sabouraud poutandida albicansDes disques de cellulose stériles de 6mm de dianiBtoMérieux)
imprégnés de 10 des extraits bruts a la concentration égale am@ml, soit 1mg/disque, sont placés a la
surface des géloses ensemencées. Les boites dedhénsuite incubées a 37°C pour les bactétias2e°C
pour les levures. Le diamétre de la zone d’intebit{mm) autour de chaque disque est mesuré aphed 24
antifogiques et les antibiotiques de référence datazole a 50ug /disque et Streptomycine a 500pguie,
respectivement, sont utilisées comme des témoisisifgo

2.4.2 Méthode de Microdilution en milieu liquide

La détermination de la Concentration Minimale Innibe (CMI) et bactéricide (CMB) a été faite suntda
méthode décrite auparavant (Razafintsalam@ al., 2013) avec quelques modifications. L'extrai
dichlorométhane a été dissout dans du DMSO a 3% aair une concentration égale a 1mg/ml, puisistée
par filtration millipore ayant de 0,22 um de diareédes pores. Ensuite, 10@e chaque extrait a tester ont été
dilués avec 98 du Muller Hinton Broth (MHB) puis répartis daresl microplaques a 96 puitsubd’inoculum
standardisés a $@FU/mL et ajustés a 0,5McFarland sont ajoutés ddmasiue puits. Ces dilutions ont été
réalisées de facon a avoir des concentrationsefndés extraits comprises entre @@4ml et 50Qg/ml. Un
contrdle positif de croissance contenant I'inoculsams extrait et un contrdle négatif qui ne congpaude le
milieu MHB sont également préparés. Chaque micopaest par la suite celée avec du parafilm (Micnp®
Optical Adhesive Film; Applied Biosystems). Le test répété trois fois. La CMI a été évaluée pauntaje 2@l

de solution de 3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, Stenyltetrazolium bromide (MTT) & 10% dans chaquitsp
apres incubation a 37°C pendant 30min (Kwtal.,2008). Le MTT, un indicateur coloré de couleur pwire
au violet lorsqu'il y a croissance bactérienne.dffiet, la CMI est indiquée par la cupule qui comtiéa plus
faible concentration d’extrait ou aucun changensmtcoloration n'est observé. Pour la déterminatienla
CMB, le contenu de chaque puits (1 utilisé pour la détermination de la CMI qui neépente pas de
croissance visible est repiqué sur milieu de Muéllimton Agar puis incubé a 37°C pendant une rusatCMB
correspond a la plus faible concentration de l&kiwu aucune colonie bactérienne ne pousse apreékation.

2.5 Recherche de l'activité antioxydante

La méthode du 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DBP& été utilisée pour la recherche de Iactivité
antioxydante. L'activité est déterminée selon lahnde d’Awika et al. (2003). En effet, 25mg de DP&bht
dissous dans 100 ml de méthanol et gardés a -20I'#Bri de la lumiére avant utilisation. Dans deises secs,
200 ul de la solution a tester sont introduits, puis B@0 de la solution de DPPH a 25% sont ajoutés. Pour
chaque concentration, un blanc constitué de 38afx DPPH, additionné de 2Q0 de méthanol est préparé.
Aprés 30min d’incubation a I'obscurité et a la térgiure ambiante, I'absorbance a 517nm est meauiéele
d’'un spectrophotomeétre. L'activité antioxydante guprime la capacité de piéger le radical libreestimée par

le pourcentage de décoloration du DPPH en solatzons le méthanol. Elle est donnée par la formuiaaste :

Inhibition (%) = (Avianc-Aproduit teste/ Abland X 100

A produit teste: Absorbance du produit testé
Aplanc: Absorbance du DPPH et MeOH

Les résultats sont exprimés par la moyenne dermegures + écart type.
Le pourcentage d'inhibition ainsi calculé est conépaune courbe d’étalonnage de Focophérol entre 100mM

a 600mM.
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3 RESULTATS
3.1 Rendement de I'extraction

L'épuisement de 400 g de poudre des racines damagiAnthospermum perriea permis d’obtenir 5 g d’extrait
dichlorométhanique de couleur marron, donc un nereae égal a 1,25%.

3.2 Activité antimicrobienne
Les résultats des tests antimicrobiens sont préseifains le tableau 1

Tableau 1: Effets de I'extrait dichlorométhane d’Anthospermperrieri & 1mg/disque sur la croissance des baegr

Souches activité | extrait dichlorométhane | Streptomycine Kétoconazole

ZI 1040 21+0 NT
Staphylococcuj CMI 1800 NT NT
Bactéries Gram+ aureus CMB >3800 NT NT
Zl 9+0 19+0,33 NT
Clostridium CMI 1800 NT NT
perfringens CMB >3800 NT NT
Zl 14+0 2040 NT
Salmonella CMI >3800 NT NT
Enteritidis CMB >3800 NT NT
ZI - 2240 NT
Escherichia CMI NT NT NT
coli CMB NT NT NT
Z| - 2540 NT
Pseudomonag CMI NT NT NT
aeruginosa CMB NT NT NT
Bactéries Gram - ZI 10+0,3 20+0,6 NT
Shigella CMI 1800 NT NT
flexnerii CMB >3800 NT NT
ZI 12+0,5 NT NT
Yersinia CMI >3800 25+0 NT
enterocolitica| CMB >3800 NT NT

Z| - NT 11+0,5
levure Candida CMI NT NT NT
albicans CMB NT NT NT

- : aucune zone d’inhibition ; NT : Non testé ; £SMoyenne des trois essais ; ZI : zone d'inhilnitjocCMI :
Concentration Minimale inhibitrice ; CMB : Conceation Minimale bactéricide ; extrait dichlorométlea
testé a 1mg/disque ; Streptomycine et Kétoconaestés a 5Qdy/disque et a 5@/disque, respectivement.

Il a résulté de la mesure des zones d'inhibitiafiy ue les 2 souches bactériennes Gra@taphylococcus
aureuset Clostridium perfringenset les 3 souches Gram -Salmonella enterica, Shigella flexnerii, Yersinia
enterocolitica ont été sensibles a I'extrait dichlorométhanecales diamétres d'inhibition compris entre 9 et 14
mm. Les souches bactériennEscherichia coliet Pseudomonas aeruginossinsi que la levureCandida
albicansont été résistantes a I'extrait. Cependant, I'éixtrast moins actif que I'antibiotique de référence
(Streptomycine) dont le diamétre du halo d’inhiritivarie de 19 a 25mm. Pour la recherche de la &ME la
CMB des souches sensibles, I'extrait dichlorométhamine valeur de CMI= 1800ug/ml conB&phylococcus
aureus, Clostridium perfringenst Shigella flexnerii.Elle est supérieure a 3800 pg/ml susalmonella
Enteritidiset Yersinia enterocolitica.

3.3 Pouvoir antioxydant

Tableau 2: Activité antioxydante de I'extrait dichlorométad’Anthospermum perrieri a 0,5 mg/ml

extrait % d’inhibition de DPPH équivalenttocophérol mM/mg/L extrait
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extrait dichlorométhane 25,73 338,42 ‘

La recherche du pouvoir antioxydant de I'extrathdorométhane par la méthode de DPPH a montré unga
concentration de 0,05 mg/ml, sa capacité a rédmibPPH est de 25,73%.

En amenant ce pourcentage de réduction du DPPH'dgnation de la courbe de tendance detdcophérol y=
0,073x + 1,022 avec R? = 0,993 (figure 2), la cétpade l'extrait a réduire le DPPH correspond a
338,42mM/mg/L.
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Figure 2 : Courbe standard ded-tocophérol

4 DISCUSSION

Cette étude a montré que I'extrait dichlorométhdeela racine dAnthospermum perrierest doté d’activité
antibactérienne contre les bactéries a Grag&iaphylococcus aureus, Clostridium perfringegisles bactéries a
Gram— Galmonellaenterica, Shigella flexnerét Yersinia enterocolitica Par contre,Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginoséCandida albicany ont été résistantes.

En ce qui concerne I'activité antioxydante, cetrakimontre la potentialité de I'extrait a piégerrhdical libre
DPPH.

Ces activités biologiques peuvent étre liées aolaposition chimique de cet extrait. Ralamboniri(2Q10);
Bruneton, (1993) ; Paris et Moyse (1965) affirmeoe les flavonoides et certains terpénes possadent
activité antimicrobienne et jouent un réle impottdans la défense de la plante contre les microdsgees.
D’aprés Hartwig efal., (2012); Meléndez, (2014), l'activité antioxyde pourrait toujours étre attribuée a la
présence des composés phénoliques. Il existe pigsimécanismes d'action de ces composés selon leur
structure et le mode d’arrangement des groupemfeydsoxyles. Les flavonoides agiraient en piégeas c
radicaux libres (Sokol-Letowska at., 2007) tandis que les tanins agiraient commendors de protons et
accepteurs de radicaux libres, stoppant ainsi leamiéme d’autooxydation (Perret, 2001). Cependaor le
cas des composés phénoliquésdH), le principal mécanisme d’action est le pidgedes radicaux libres par le
transfert de I'atome H sur le DPPHe qui est tramsf®en une molécule stable DPPHH (Molyneux, 2004).

Ces familles chimiques ont été détectées dangdixhéthanolique de la partie aérienne de cettatpl Notre
étude en cours consiste a la détermination destitards de [l'extrait dichlorométhane de la racine
d’Anthospermum perriergui sont responsables de ces activités.

5 CONCLUSIONS
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Pour conclure, cette étude nous a permis de réalisatraction au dichlorométhane des racines
d’'Anthospermum perrieri d'évaluer I'activité antimicrobienne de I'extraiet aussi d'étudier I'activité
antioxydante. Pour l'activité antimicrobienne, et posseéde des activités contre les bactérigaraG- et
quelques bactéries a Gram-. L'extrait possede apadité antioxydante. A terme, un nouvel antibiatigt anti
radicalaire pour ralentir le vieillissement celioda préserver du cancer, prévenir les maladiesli@ar
vasculaires,...pourrai(en)t étre développé(s) amaeticette plante en procédant a un isolement wégu
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