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RESUME

Le présent travail porte sur « La dégradation spontanée des anthocyanes
des feuilles et poudres de quelques plantes médicinales luttant contre la
drépanocytose ». Cas d’Annona muricata ; Justicia secunda ; Justicia tenella et

Vigna inguiculata

La teneur en eau pour ces 4 plantes a été déterminée et a donné les résultats suivants
pour [I’humidité : 87,40% pour Annona muricata, 87,95% pour Justicia secunda,

89,90 pour Justicia tenella et en 88,95% pour Vigna inguiculata.

En suite nous avons trouvé les résultats suivants pour la matiere seche : 12,60 pour
Annona muricata, 12,05% pour Justicia secunda, 10,10% pour Justicia tenella et

enfin 11,05% pour Vigna inguiculata.

Les ions toxiques ont été recherchés dans les différents échantillons, a part Justicia
secunda et Vigna inguiculata qui ont manifesté la présence en trace d’oxalates et de

cyanures, les autres plantes sont exemptes d’ions toxiques.

Les absorbances des solutions aqueuses et alcooliques de ces plantes ont montré que la
dégradation des anthocyanes est fonction de temps et ont donné une idée sur le temps
de conservation de ces échantillons secs dans les conditions ambiantes pour un usage

ultérieur.

Si on conserve a la température ambiante (28+ 2°C), les feuilles d’Annona muricata
et de Vigna inguiculata dégradent rapidement que les poudre, par contre pour Justicia
secunda et Justicia tenella ce sont les poudres qui se dégradent rapidement que les

feuilles.



Chapitre premier : INTRODUCTION
I.1. GENERALITES
1.1.1. LA DREPANOCYTOSE
1.1.1.1. Définition

La drépanocytose ou anémie falciforme est une maladie héréditaire
caractérisée par l'altération de I'hémoglobine, protéine présente dans le sang et qui
assure le transport de I'oxygéne. (Microsoft ® Encarta ® 2009).

C’est une hémoglobinopathie due au remplacement de 1’acide
glutamique situé en sixiéme position de la chaine 3 de ’hémoglobine (Hb) par la

valine. (ALVIN et al., 2005 in Mbula,2010)

Son intrication avec les pathologies infectieuse et parasitaire lui confere
une gravité particuliére, en contribuant a un taux de mortalité infantile élevé. En zone
d'endémie drépanocytaire il n'existe pratiguement pas, pour des raisons économiques,
de systéme de prise en charge diagnostique et thérapeutique orienté vers le long terme

(Kpale-pelyme, 1995).

Il convient de noter que la drépanocytose est une maladie génétique,

donc incurable au stade actuel des connaissances scientifiques. (Mpiana et al., 2008a).

La drépanocytose est responsable d’une hémolyse chronique, de crises
vaso-occlusive aigues et des complications organiques dégénératives. Ces
phénomeénes surviennent particuliérement pendant 1’adolescence. (ALVIN et al.,
2005).



Les formes homozygotes SS sont responsables de la maladie alors que
les porteurs du trait HbAS sont habituellement asymptomatiques. (ALVIN et al.,
2005).

Les premiers symptdmes apparaissent a six mois ; lI'enfant présente un
gonflement de l'abdomen et du cceur, et les mains et les pieds sont enflés et
douloureux. A I'adolescence, la puberté est parfois retardée. Les troubles circulatoires
liés a la maladie augmentent les risques d'infection et d'ulcéres de la jambe. Ces
symptdmes sont dus au changement de forme de I'hémoglobine qui survient lorsque le
volume d'oxygéne sanguin diminue. Les globules rouges, qui contiennent
I'némoglobine, ne sont plus ronds mais aplatis et en forme de croissant ou de faucille.
Ces globules rouges empéchent la circulation sanguine de se faire normalement en
obstruant les petits vaisseaux. (ALVIN et al., 2005)

Un individu sera atteint d'anémie falciforme si ses deux parents lui
transmettent le géne responsable. Il existe aujourd'hui des tests permettant de dépister
les porteurs sains ; ils sont alors informés qu'un enfant congu par deux porteurs sains
présentera un risque sur quatre d'étre atteint d'anémie falciforme. (Microsoft ®
Encarta ® 2009)

1.1.1.2. Historique

Des 1910, James B. Herrick remarque la déformation en faucille de

I’hématie chez un étudiant noir de Chicago.

EMMEL a son tour évoque le caractére héréditaire de la tare en
1917(Kohn, 2005 in Kasonga).

En 1927, HAHN et J. GILLESPIE constatent que la déformation
globulaire ou falciformation est une conséquence de la désaturation en oxygeéne,
précisément lorsque la pression partielle artérielle en oxygene (PO2) baisse au-dessous
de 50 millimétres de mercure. La falciformation est un phénoméne réversible
(BOKOTA, 2012).



En 1947, James NEEL distingue a partir d'études familiales, deux
formes génétiques: hétérozygote correspondant au trait drépanocytaire et homozygote
correspondant a la forme symptomatique. En effet les sujets anémiques avaient le plus
souvent des parents sains. Ces deux formes génetiques (parents sains, descendance
malade) s'accordent avec la classification de DIGGS (BOKOTA, 2012).

En 1949, Pauling et Itano découvrent I’anomalie de la migration électro
phorétique de 1I’hémoglobine S. C’est en 1950 que S. HARRIS décrit la formation
d'un gel par désoxygénation d'une solution concentrée d'HbS; dans la méme période,
M. PERUTZ et N.A. MITCHISON objectivent la moindre solubilité de la désoxy-
HbS dans des conditions comparables de désaturation en oxygene. Cette propriété est

a l'origine des manifestations cliniques de la drépanocytose (Kasonga, 2011).

De 1956 a 1959, Vernon INGRAM analyse la lésion moléculaire au
niveau de I'némoglobine; de cette étude viendra la compréhension du comportement
électrophorétique de la molécule d'HbS. Comparer a son homologue normale,
I'hnémoglobine S comporte une anomalie dans l'ordre d'enchainement des acides
aminés constitutifs: a la place attendue d'un acide glutamique (position 6 sur la chaine

beta) est retrouvé un résidu valine (6: Glu — Val) (Kasonga, 2011).

Il sera ensuite démontré (en 1960) que cette substitution résulte de la
mutation au niveau du triplet ADN codant guanine-adénine-guanine (G-A-G) en
guanine-thymine-guanine (G-T-G) (Kohn, 2005).

En Afrique, quelques cas sont décrits dés 1932. En 1944, on étudia la
fréquence de la forme légére qui apparait tres élevée (de 15 a 30 % de la population
de I’Afrique noir). En République Démocratique du Congo, Lambrotte et Grand
décrivent de nombreux cas a Kinshasa et en reconnaissent la gravité a partir de 1942
et 1950. (Noir-blanc).



L.1.1.3. Répartition géographique

Dans les détails et dans 1’état actuel des connaissances, les populations
touchées sont :
o Celles atres haut risque : Afrique intertropicale, Inde (certaines régions)
o Celles a haut risque : Afrique, Amérique du Sud (Brésil), Noirs américains
e Celles a moyen risque : Afrique du Nord, Sicile, Grece
e Celles a faible risque : Portugal, Turquie, Israél.

Elle est ainsi rependue parce qu’a I’état hétérozygote, la présence du
gene drépanocytaire contribue a protéger son porteur du paludisme (la présence de
protéines d’hémoglobine anormales empéche le parasite-plasmodium de rentrer dans
les globules rouge), et lui procure donc un avantage sélectif par rapport aux porteurs

des génes normaux AA, qui eux sont vulnérables au plasmodium. (MBULA, 2010)

En Républiqgue Démocratique du Congo, la population estimée a
Kinshasa est de 251.000 drépanocytaires. Le centre de Médecine Mixte d’Anémie SS
de Kinshasa enregistre 875 cas « anémie », soit 27,97% du nombre total « 31080 »
maladies toutes pathologies confondues.(http://www. noir-et-blanc.org, 14 janvier
2013).

Figure n°1: Répartition géographique de la drépanocytose
(http://fr.wikipedia.org/wiki/Drépanocytose du 18 mars 2013)

Comme on peut le voir, la drépanocytose touche essentiellement la
population noire africaine. Mais [I’émigration tend a disséminer cette

hémoglobinopathie a travers le monde.


http://www.noir-et-blanc.org/
http://fr.wikipedia.org/wiki/Drépanocytose%20du%2018%20mars%202013
http://fr.wikipedia.org/

1.1.2. LES GROUPEMENTS PHYTOCHIMIQUES

Les groupements phytochimiques ou les principes actifs d’une plante
médicinale sont les composants naturellement présents dans cette plante ; ils lui
conferent son activité thérapeutique. De nombreux meédicaments renferment des

principes actifs extraits des plantes. (Eutraco, 2009)

a. Types des principes actifs et usages

Il ya plusieurs groupes des principes actifs entre autre on peut citer :

Les Anthocyanes, les colorants, les alcaloides, les bases puriques, les
coumarines, les enzymes, les hétérosides anthracéniques, les flavonoides, les
hétérosides cardiotoniques, les huiles essentielles, les saponines les tanins les
stéroides, les vitamines...

Ces principes actifs des plantes, ayant des vertus thérapeutiques, sont
utilisés pour la fabrication des médicaments et autres produits organiques

indispensable pour I’homme. (http://wikipédia/wiki/type-principe-actif).

b. Les anthocyanes

Ce sont des puissants antioxydants qui nettoient 1’organisme des
radicaux libres. Sont des hétérosides oxygénés (un ou plusieurs oses : glucose,
galactose, rhamnose, arabinose) liés par leur fonction réductrice a une molécule non
glucidique dite aglycone dont la partie aglycone est appelée anthocyanique. On peut

aussi les séparer a leur partie aglycone, les qualifier de flavonoides.

Ils sont les matiéres colorantes des feuilles, des fleurs, des fruits et des
racines de beaucoup de plantes terrestres (ce sont des pigments notamment présents
dans les feuilles de vigne, la pellicule des raisins noirs, la pulpe des cepages
teinturiers mais aussi dans les mdres, les prunes,...); En automne, les couleurs
caractéristiques des feuilles des arbres sont dues aux anthocyanes et aux caroténes qui

ne sont plus masqueés par la chlorophylle. (Anon, le 15/11/2012)


http://wikipédia/wiki/type-principe-actif

Les anthocyanidines ou anthocyanidols, ont pour structure de base 1’ion

flavylium.

Figure n°2: Structure d’ion flavylium (Anon, 13/122012)
b.1. Proprietés

- Les anthocyanes sont caractérisés par leurs propriétés Antioxydants ;

- sont favorables a la santé contre le vieillissement en améliorant I’¢lasticité et la
densité de la peau.

- Elles évitent aussi les rougeurs en renforcant la résistance des petits vaisseaux
sanguins de I’épiderme.

- Elles permettent aux plantes de se protéger des ultra-violets. Elles servent aussi
d’indicateur de pH (rouge pour les acides et bleu pour les bases).

(MAKAMBO., 2013)

b.2. Usages

- lls sont considérés comme des facteurs vitaminiques P ;

- lls sont utilisés comme protecteurs capillaro-veineux.

- lls sont utilises en ophtalmologie en cas des troubles circulatoires au niveau de
rétine ou de la choroide pour améliorer la vision crépusculaire.

- lls sont utilisés comme des colorants naturels et peuvent remplacer les
colorants synthétiques (MBULA, 2010).



1.1.3. CINETIQUE

Cinétique chimique, domaine de la chimie qui étudie la vitesse des

réactions chimiques et les paramétres 1’influengant. (Microsoft ® Encarta ® 2009).

1.1.3.1. OBJET DE LA CINETIQUE

L’objectif de la cinétique est de comprendre tous les phénomeénes et
parameétres physico-chimiques qui accompagnent la transformation de la matiére en

fonction du temps. Cet objectif se résume sur 1’étude des trois parameétres essentiels :

- La constante de vitesse ;
- Les mécanismes réactionnels ;

- L’ordre de la réaction (Mpiana., 2011)

1.1.3.2. CONSTANTE DE VITESSE (Mpiana 2010)

La vitesse d’une réaction est la rapidité avec laquelle les réactifs se
transforment en produits. Considérons la réaction suivante :

QAL+ QA2+ ... > g IAT1+H @A + L.

(A1, Az, ...) étant les réactifs, (A’1, A’ ...), les produits de la réaction
et (01, 92, ..., g'1, 272, ...), les coefficients steechiométriques. Si le milieu réactionnel
est liquide et que les composés sont dissous, la vitesse instantanée de la réaction a

I’instant t est, par définition :

_ 1d[4i] _ 1 d[A]]

yi dt _yi dt



Détermination expérimentale
a. Meéthodes chimiques

Il suffit de suivre I’évolution de la concentration (ou pression partielle)
de I’un des réactifs ou de 1I’'un des produits en fonction du temps dans le milieu
réactionnel. On préléve une petite quantité du milieu réactionnel et ’on détermine la
concentration (ou pression partielle) de I’un des réactifs ou de 1’un des produits a des
temps précis. Pour ne pas perturber 1’évolution de la réaction, on doit retirer une trés
faible quantité de solution. Pour évaluer la concentration du composeé, on peut utiliser
différentes meéthodes de dosage: réaction acido-basique, oxydoréduction,

précipitation, complexation (Monama 2013).
b. Méthodes physiques

Les méthodes physiques permettent genéralement de ne pas effectuer de
prélevement d’échantillon. Lorsque les composés sont en phase gazeuse, on peut
mesurer la pression totale en fonction du temps au moyen d’un manometre; ce

procédé est efficace seulement s’il y a variation du nombre de moles gazeuses total

(Mpiana., 2012).

On peut également suivre, en fonction du temps, 1’évolution de
I’absorption d’énergie lumineuse de fréquence déterminée par une substance du
milieu  réactionnel. On  appligue alors la loi de Beer-Lambert:
D(t) = log (lo/l) = e.L.C(t), avec D la densité optique, lo I’intensité du flux incident, I,
celle du flux sortant, e, constante dépendant de la substance et de la longueur d’onde,
et L, I’épaisseur de la cellule contenant le composé absorbant a la concentration C(t).
On peut effectuer les mesures dans différentes zones du spectre électromagnétique :

I’infrarouge, le visible ou I’ultraviolet (Mpiana., 2013).



c. Autres techniques

En solution, on emploie essentiellement la potentiomeétrie — mesure du
pH ou du potentiel rédox —, la conductimétrie — détermination de la conductivité de
la solution en fonction du temps —, la voltamétrie — mesure de tension. On peut
suivre le pouvoir rotatoire de la solution en fonction du temps, ce qui n’est utile que si
I’un des composés impliqués dans la réaction présente un centre de chiralité; on peut
¢galement déterminer 1’évolution de I’indice de réfraction d’une substance au cours

du temps. (Microsoft ® Encarta ® 2009).

1.1.3.3. Les mécanismes réactionnels

Toutes les réactions peuvent se dérouler en une ou plusieurs étapes : une
réaction simple ne présente qu’une seule étape ; une réaction complexe se produit en
plusieurs étapes. Ces dernieres donnent naissance a des intermédiaires réactionnels,
composés tres réactifs qui n’apparaissent pas dans le bilan réactionnel. (Mpiana,

2011 ; Bokota 2012).

1.1.3.4. L’ordre de la réaction (Mpiana,2011)

On peut montrer expérimentalement que la vitesse d’une réaction dont

I’équation-bilan s’écrit : g1A1 + Q2A2+ ... > g 1A’ 1+ g2A% 2 + ...
— 51 ] o
Elle peut généralement étre donnée par : v = LA s [AT s LA (1)

Les reels ai sont les ordres partiels de la réaction par rapport au

réactif Ai. Ona Xoy =n.

On dit que n est I’ordre global de la réaction. k est la constante de
vitesse de la réaction ; sa dimension c’est-a-dire 1’unité avec laquelle on I’exprime —

est homogene a (concentration)-".(temps) ™.

La constante de vitesse donne un ordre de grandeur de la vitesse : plus k

est grand, plus la vitesse est élevée. Une réaction chimique est d’ordre n si I’on peut



écrire sa vitesse sous la forme (1). Précisons que certaines réactions chimiques n’ont

aucun ordre.

La notion d’ordre est exclusivement expérimentale ; I’ordre ne peut pas
étre évalué au vu de I’équation-bilan de la réaction. Pour une étape élémentaire, il est
cependant égal a la molécularité de 1’acte, c’est-a-dire au nombre de molécules qui
réagissent. Ainsi, si I’on considére un acte élémentaire monomoléculaire, on peut
écrire son équation-bilan comme suit: A — B + C On peut alors dire que 1’ordre de

ce processus chimique est égal a 1

L’ordre d’une réaction chimique, s’il existe, dépend du mécanisme
réactionnel, c’est-a-dire des différentes étapes élémentaires et de leur molécularité.
Pour certaines réactions, 1’ordre varie au cours du temps. Finalement, d’aprés (1), on
remarque que plus la concentration des réactifs est élevée a un temps t quelconque,

plus la vitesse de réaction est grande a cet instant, eton a :

_ ld['ﬂ"i]

oL o o
R R O el

1.1.4. LA DEGRADATION DES PRINCIPES ACTIFS

D’aprés le dictionnaire francgais, la dégradation est une détérioration

progressive sur le plan qualité ou quantité d’une substance.

En chimie: la dégradation est un processus de transformation de
molécules organiques complexes en molécules plus simples. (Encyclopédie mondial,
2010)

L’étude de la stabilité s’intéresse aux effets de la temperature et de

I’humidité sur les principes actifs et les produits finis sous diverses conditions.



L.1.4.1. Type de dégradation

Nous avons deux sortes de dégradations :

- La dégradation forcée : ce qui se fait grace a une force extérieure. Cas de la
thérmodégradation (due a  ’augmentation de  température) et de
I’hydrodégradation (provoqueée a par 1’eau) ;

- La dégradation spontanée: ce qui se passe sans l’intervention d’une force
extérieure.

Ces deux grands types de dégradations peuvent se divisées en trois selon la condition

de température:

- Dans les conditions de dégradations normales (25°C+2°C)

- Dans des conditions de dégradations accélérées (40°C+2°C).

Ainsi que dans des conditions intermédiaires (30°C+2°C /).

(http://wikipedia/wiki/dégradation-pricipe-actif).
- La dégradation spontanée
a. Définition

C’est une détérioration progressive automatique sur le plan qualité et
quantité¢ d’un produit ou d’une substance sans intervention d’une force extérieure.
C’est D’expiration d’un médicament qui a dépensé sa date de péremption.

(http://wikipedia/wiki/dégradation-pricipe-actif).
b. Importance

Cette étude contribue a prévoir les risques d’écart aux conditions
prévues aux modes de conservation des médicaments mentionnés sur les étiquettes
lors de leurs transports vers différents pays a climats différents.
Des essais sous contraintes sont établis pour 1’étude de la réactivité chimique de la
molécule du principe actif lorsqu’elle est soumise au contact des acides - bases ou des

agents oxydo-réducteurs.


http://wikipedia/wiki/dégradation-pricipe-actif
http://wikipedia/wiki/dégradation-pricipe-actif

Ces essais étudient les effets de la température, de la lumiére, du pH
ainsi que la sensibilité de la substance a 1’hydrolyse ou a 1’oxydation lorsque elle est

en solution ou en suspension.

Ces deux types d’¢tudes sont ¢Etablis par la Conférence Internationale
d’Harmonisation (ICH). L’étude de la réactivité fait partie de la stratégie du

développement du principe actif, ses objectifs étant de :

- mettre en évidence tous les produits de dégradation du principe actif ;

- prévoir ainsi ses différentes voies de dégradation ;

- développer une méthode de dosage du principe actif en présence de ses produits
de dégradation qui sera validée par la suite. (http://wikipedia/wiki/dégradation-

pricipe-actif).

1.2. PROBLEMATIQUE

L’homme s’est intéressé des le début de son histoire au monde végétal
principalement pour se nourrir, pour se protéger et pour se soigner. Les panoplies de
remedes végétaux des civilisations millénaires (Mésopotamie, Chine, Egypte, Inde,
Afrique et Amériques) sont impressionnantes mais ces savoirs sont aujourd’hui
diversement conserveés et accessibles. En Occident, le Médecin grec Hippocrate est
célebre pour son Encyclopédie médicale écrite 400 ans avant J.C (Breton, 1665).

Depuis toujours, la grande majorité des médicaments est issue du régne
végétale. L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) mene un programme de
promotion et de développement des médecines traditionnelles. C’est aprés avoir
constaté que plus de trois-quarts de la population mondiale y font recours, notamment
dans les pays tropicaux (Fleurentin, 2002). Parmi les pathologies pour lesquelles les
populations recourent aux plantes se trouve la drépanocytose (Neuwinger, 2000).

La drépanocytose affecte chaque année au monde plus de 5000000 de
personnes. En Afrique, les porteurs de cette maladie représentent a peu prés 20% de
la population. (SOFOWORA, 1975 ; Voet et Voet, 1998).


http://wikipedia/wiki/dégradation-pricipe-actif
http://wikipedia/wiki/dégradation-pricipe-actif

En Afrique central, au moins 25 a 30% de la population sont affectees
de cette pandémie. En RD. Congo, plus au moins 2% de la population sont atteintes
de cette anémie, soit plus d’un million d’habitats (MPIANA et al 2009a).

Plus de 79% d’enfants atteints de cette maladie trouvent la mort avant
I’age de 5 ans s’ils ne suivent pas les soins médicaux appropriés. (STRYER et al,
1997).

Aujourd’hui dans le monde, plusieurs traitements ont étés mise en place
en vue de lutter contre cette pandémie, tels que : le greffage de la moelle osseuse ; la
prise de I’hydroxyurée ; les transfusions sanguines ;... (SOFOWORA, 1998 ; ELIOT
et al, 2006 in Tabase 2011).

Par ces genres de traitements, la population africaine n’arrive pas a se
soigner, et que ces derniers peuvent aussi constitués un risque d’infection au

VIH/SIDA (SOFOWORA, 1998 ; ELIOT et al, 2006 in Mbula 2010).

In Vitro, un bon nombre des plantes ont une activité antifalcimiante et
les résultats des recherches antérieures montrent que cette activité antifalcimiante était
due aux anthocyanes (MPIANA et al, 2008 ; 2009).

Aujourd’hui, I’important ne serait pas de continuer a étudier ces
activités sur les cellules drépanocytaires, mais arriver plutdét a mettre a la disposition
des personnes souffrant de cette maladie ces plantes comme les médicaments

nécessaire pour soigner cet anémie. (NOIR-BLANC 2012)
1.3. BUT
Le but de ce travail est de savoir entre les poudres et feuilles seches,

lesquelles d’eux se dégradent rapidement en anthocyanes par rapport aux autres en

vue de leur conservation.



1.4. HYPOTHESE

Les hypotheses emis dans ce travail sont les suivantes :

e Vu le caractére hydrosoluble des anthocyanes, ces derniers se conserveraient

mieux dans les plantes a forte teneur en eau ;
e Toutes ces plantes contiendraient des ions toxiques ;

e Ladégradation serait rapide dans les poudres par rapport aux feuilles.

1.5. OBJECTIFS

Pour les 4 plantes utilisées dans le soulagement de la drépanocytose, qui

font objet de ce travail, les objectifs spécifiques seront entre autre de :

e déterminer le taux d’humidité des feuilles des 4 plantes utilisées ;

e détecter les ions toxiques ;

e déterminer les absorbances des plantes conservées sous formes de poudres et
feuilles ;

1.6. INTERET

A la fin de ce travail les gens :

e connaitront I’état de bonne conservation des anthocyanes contenues dans ces
plantes dans le cadre de traitement de maladie ;
e ils connaitront entre les poudres et les feuilles lesquelles d’eux peuvent se

conserver pendant un bons moment tout en gardant les anthocyanes.



1.7. TRAVAUX ANTERIEURS

Plusieurs travaux ont été déja réalisés sur la drépanocytose dont nous

avons consulté, entre autre :

e YUMA MUYUNGWA ; 2007 : Contribution a I’étude de thermo dégradation
et photo dégradation des extraits d’Anthocyanes de quelques plantes anti
drépanocytaires utilisées en médecine traditionnelle a Kisangani. (R.D.C).

e J.T. KWEMBE ; 2009 : Screening Chimique, Analyse chimique quantitative et
fractionnement des Anthocyanes de quelques espéces du genre justicia utilisée
pour soigner I’anémie en R.D. Congo.

e GOMEZ ; 2009 : Etude des mécanismes de stockage des Anthocyanes dans le
raisin.

e TABASE NATAMBISE ; 2009 : Contribution a I’analyse chimique de trois
plantes utilisées contre I’ Anémie a Kisangani (R.D.C).

e JP. MBULA KANDELA ; 2010: Contribution a [1’étude de 1’activité
antifalcimiante de deux espéces de Justicia : Justicia laxa T. Anderson et
Justicia matamensis (Sch) aliver.

e J.LEJOLY etal; 2010 : Catalogue-Flore des plantes Vasculaire de districts de
Kisangani et de la Tshopo (R.D. Congo).

e LUNTALA N.; 2006 : Contribution a 1’étude de I’activité antidrépanocytaire
et de la stabilité thermique des anthocyanes extraites des feuilles de Ocimum
bocilicum (Laminaceae).

e P.T. MPIANA, K.N. NGOLUA, M.T. BOKOTA et al; 2009: In Vitro effects
of anthocyanin extracts from Justicia Secunda Vahl on the solubility of
hemoglobin’s an membrane stability of erythrocytes.

e PT. Mudogo V. Kabangu YF; Mangwala KP; Mbala MB; Makelele LK,
Bokota MT., 2009: Antisickling activity and thermostability of anthocyanins
extract from a Congolese plant, Hymenocaridia acida Tul.

(Hymenocardiaceae). Int.J. pharmacol. 5 (1): 65-70.



1.8. SUBDIVISION DU TRAVAIL

Ce travail est subdivisé en cing chapitres :

e Le premier chapitre traite de I’introduction;

e Le deuxieme chapitre décrit des matériels et méthodes ;

e Le troisieme chapitre présente les résultats et interprétation ;

e Le quatrieme chapitre discute les résultats ;

e En fin le cinquieme chapitre parle de la discussion, recommandations et

suggestions.



CHAPITRE DEUXIEME : MATERIEL ET METHODES

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel végétal et milieu de récolte

Les mateériels végétaux utilises pour notre étude sont constitués des
feuilles des plantes suivantes :

a. Annona muricata

Figure n° 3 : Annona muricata
- Famille : Annonaceae

- Catégorie : arbre fruitier tropical

- Port : érigé, peu ramifié

- Feuillage : persistant, feuilles alternes oblongues luisantes sur la face supérieure
d'odeur agréable quand on les écrase

- Floraison : toute I'année, parfumée

- Couleur : jaune-vert, suivie de fruits comestibles a chair blanche parfumée,
ovoide, d'aspect épineux (“épines” molles) pouvant atteindre 4 kg

- Croissance : moyenne

- Hauteur:4a8m

- Non vernaculaire : Mustafere (Swabhili)

La plante a été récoltée au sein de la faculté des Science. Les coordonnés
géographiques du milieu de récolte sont les suivantes :

N :00° 30> 44,4

E:025° 12 29,8

Position : £ 3m

Elévation : 404m



b. Justicia secunda

Figure n°4 : Justicia secunda

Famille : Ancataceae

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Genre : Justicia

Espéce : Justicia secunda vahl

- Nom vernaculaire : Damudamu (Swabhili) ; Kasa ya makila (Lingala)

- C’est un arbuste d’environ 3m de haut a tige ramifié¢ au départ de la souche.

La plante a été récoltée a coté de la faculté¢ de Psychologie et Sciences de 1’éducation
(entre Psychologie et I’Ecole de ’UNIKIS). Les coordonnés geographique du milieu
de récolte sont les suivantes :

N:00° 31’ 22,77
E:025°10° 22,7 ©
Position : £ 3m
Elévation : 394m

c. Justicia tenella (NEES) T. ANDERSON

Figure n°5 : Justicia tenella

- Famille des ancataceae
- Herbe vivace, atteignant 40 cm de haut ; tiges d'abord rampantes, radicantes aux

noeuds, ensuite dressées et subquadrangulaires. Feuilles opposées, pétiolées ;



limbe trés mince, ovale, obtus au som-met, 2-5 cm de long, glabrescent.
Inflorescences spiciformes, Fleurs petites ; corole bilabiée, de 2-4 mm de long,
blanche mais a levre inférieure légerement violaceée.

- Habitat : Lisieres des foréts ripicoles et des foréts de terre ferme, prairies semi-
aquatiques a Hydrocharis chevalieri — CC.

- Nom vernaculaire : Likwakona (turumbu).

La plante a éte récoltée au sein de la faculté des Sciences, les coordonneés
géographique du milieu de récolte de Justicia tenella sont les suivantes :

N :00° 30° 45,7
E:025° 12° 214>
Position : £ 3m
Elevation : 393m

d. Vigna unguiculata (L.) WALP.

Figure n°6 : Vigna unguiculata

- Famille : fabaceae

- Cultivé, subspontané — Herbe annuelle ou vivace, grimpante, afrotropicale
(niébe).

- Distribution : espece afrotropicale

- Nom vernaculaire : kundé (Kinshasa)

La plante a été récoltée au champ des bananiers de la faculté des Sciences qui est

entre camp de 8 et I'Intendance de I’UNIKIS. Les coordonnés géographiques du

milieu de récolte sont les suivantes :

N :00° 31 minutes 02, 5 Secondes
E : 025° 10 minutes 21,3 Secondes
Position : £ 3m
Elévation : 389



11.2. Méthodes
11.2.1. Conditionnement des échantillons

Dans le laboratoire, les feuilles échantillonnées ont été mis dans les
cartons troués de partout pour étre séchés a la température du laboratoire (aux
alentours de 28°C).

Apres séchage, les feuilles étaient separées en deux lots, dont I’un broyé
en poudre et I’autre non broyés pour réaliser 1’analyse comparée entre les poudres et
feuilles.

Les poudres ont été obtenues a I’aide d’un broyeur des feuilles a

I’Institut Nationale des Pratiques Professionnelles, et conservees dans des flacons.

I1.2.2. Taux d’humidité des feuilles (DUFEY, 1986)

Pour cette analyse, nous avons pesés 100g de feuilles pour chaque
échantillons bruts dont nous avons suivi 1’évolution de poids a la température de 28°
+ 2°C, en faisant les pesages chaque fois aprés une semaine jusqu’a la stabilité de
poids. (Un poids qui ne baisse plus aprés plusieurs semaines).

Calcul :

P1=PZ 100
P1

g X 100 ou 100 — taux d’humidité

Le taux d’humidité =

Matiere seche

ou
P2 : poids de feuilles apres séchage ;
P1 : poids de feuilles avant séchage.

11.2.3. Détection des ions toxiques (Mbula, 2010)

11.2.3.1. Préparation de liqueur
- Peser 5 g de poudre, transvaser les dans un Erlenmeyer ;

- Ajouter 100ml de Na2COz 10% et faite la macération pendant 24heures ;

- Puis filtrer.

N.B : Le filtrat obtenu constitue la liqueur des anions et est utilisé pour la detection

des ions toxiques.



11.2.3.2. Détection des nitrates et nitrites

a. Nitrates (NO3)
» Réactifs :
- Diphénylamine ;
- H2SO4 concentré.
> Matériel
- Verre de montre,
- Seringue,
- Baguette de verre
» Mode opératoire
- Sur un verre de montre, dissoudre quelques cristaux de diphénylamine
dans 10 gouttes de H2SO4 concentré ;
- Ajouter quelques gouttes de liqueur des anions et agiter a 1’aide d’une
baguette de verre. En présence des nitrates (NO3z), le milieu se colore en

bleu.

b. Nitrites (NO2)
» Reactifs
- 0,5 g de a-naphtylamine/30 ml d’acide acétique glacial. Porter 4 100 ml
d’eau distillée
- 0,8 g d’acide sulfanilique dans 100 ml d’eau chaude
» Matériels
- Bécher,
- Seringue
» Mode opératoire
- Ajouter a 50 ml de liqueur d’anion, 1 ml de (1), puis 2 ml de 1’acide
sulfanilique 0,8%
- Agiter la solution et celle-ci se colore en brun en présence des nitrites
(NO2)



11.2.3.3. Détection des oxalates et cyanures

a. Cyanures (CN)

> Réactifs

NaOH 50%
FeSO4 10%
FeCls 5%

HCI concentré.

> Matériel

Tube a essai,
Seringue,
Pipette graduée,

Plaque chauffante

» Mode opératoire

A 5 ml de liqueur d’anion, ajouter 1 ml de NaOH 50%, 3 gouttes de FeSO4
10%, 3 gouttes de FeCls 5%, chauffer a ébullition, et refroidir
immédiatement ;

Ajouter le HCI concentré goutte a goutte jusqu’a dissolution de Fe(OH)s.
L’apparition d’une coloration ou d’un précipité bleu de Fes [Fe(CN)s]s

indique la présence des cyanures (CN")

b. Oxalates (C204%)
> Réactif

- Diphénylamine.

> Matériel

- Tube aessai

» Mode opératoire

- Prendre un peu de poudre a analyser qu’on dépose dans le tube a essai,
ajouter la diphénylamine, puis chauffer jusqu’a fondre la diphénylamine
en présence de 1’échantillon. L’apparition de la coloration bleue indique

la présence des oxalates (C204%)



I1.2.4. La dégradation spontanée (BOKOTA, 2012)

Mode opératoire

- Peser 0,059 de poudre ou de feuille puis macérer dans 10ml de solvant
pendant au moins 1h30’ a la température ambiante, puis filtrer ;

- Lire I’absorbance du filtrant a 525nm

- Répéter le méme mode opératoire dans le temps.

- Prélever les absorbances a 1’aide de spectro UV-Visible



CHAPITRE TROIS : RESULTATS ET INTERPRETATION

111.1. Taux d’humidité

PEED) ’

An. M; 87,40% 87,95% 1.T; 89,90% V.ing; 88,95%

eur en eau

ieres seches

atieres seches;
1.S; 12,05%

atieres seches;
A\n. M; 12,60%

h .y

J.T; 10,10%

.ing; 11,05%

Graphique n°1 : Teneur en eau et matiéres seches
Légende :

J.T : justicia tenella
J.S : justicia secunda
An m : Annona muricata
V.ing : Vigna inguiculata
Il découle de ce graphique que les feuilles fraiches de Justicia tenella
(89,90%) renferment plus d’eau que celles de Vigna inguiculata (88,95%), de Justicia

secunda (87,95%), ainsi que d’Annona muricata (87,40%).

Par contre, les feuilles d’Annona muricata (12,60%) ont un taux élevé

en matieres seches que celles de tous les autres échantillons.



I11.2. lons toxiques

Tableau n°1 : Résultat des ions toxiques

Plante Oxalates Cyanures Nitrate Nitrite
Annona muricata - - - -
Justicia secunda + - - -
Justicia tenella - - - -
Vigna inguiculata - + - -

Légende
+ . présence en trace
- . absence

D’apres ce tableau, il ressort qu’il y a absence des nitrates et nitrites
dans les quatre espéces des plantes étudiées ; absence des cyanures et d’oxalates dans
Annona muricate et Justicia tenella, mais une présence en trace d’oxalates dans

Justicia secunda et des cyanures dans Vigna inguiculata.



111.3. Dégradation spontanée des anthocyanes.

111.3.1. Annona muricata

A EXTRAIT ETHANOLIQUE

Abs/525 nm

& poudres
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~=-@I00067x +0,03121
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Graphique n°2 : absorbance des extraits éthanoliques d’Annona muricata

B : EXTRAIT AQUEUX
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Graphique n°3 : absorbance des extraits aqueux d’Annona muricata

En regardant ces deux graphiques, nous pouvons dire que, pour Annona

muricata, les anthocyanes des feuilles présentent une dégradation plus rapide que



pour la poudre. Nous voyons clairement cette dégradation a partir de la pente de ces

deux droites, nous avons 0,00064 pour la poudre et 0,00067 pour les feuilles.

Cette observation est la méme pour les extraits aqueux. Soit 0,00083

comme valeur de la pente pour les feuilles et 0,00068 pour la poudre.

A partir de ces constantes de vitesse, nous remarquons que la vitesse de
dégradation est élevée dans les feuilles que dans la poudre pour ces deux extraits

d’Annona muricata.

111.3.2 Justicia secunda

A: EXTRAIT ETHANOLIQUE

Abs/525 nm
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Graphique n°4 : absorbance des extraits éthanoliques de Justicia secunda



B : EXTRAIT AQUEUX
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Graphique n°5 : absorbance des extraits aqueux de Justicia secunda

Il ressort de ces deux graphiques que, la poudre de Justicia secunda se
dégrade plus rapidement que les feuilles pour ces deux extraits. Ceci est montré a
partir des pentes de ces graphiques, soit 0,00063 comme valeur de la constante de
vitesse pour la poudre et 0,00060 pour les feuilles éthanolique, 0,00063 pour poudre

et 0,00054 pour feuilles aqueux.

En voyant ces constantes de vitesse, nous remarquons que la vitesse de

dégradation est élevée pour la poudre que pour les feuilles.



111.3.3. Justicia tenella

A EXTRAIT ETHANOLIQUE
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Graphique n°6 : absorbance des extraits éthanoliques de Justicia tenella
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Graphique n°7 : absorbance des extraits aqueux de Justicia tenella

Il ressort de ces deux graphiques que, la poudre de Justicia tenella se
dégrade plus rapidement que les feuilles que ¢a soit pour les extraits éthanoliques que
pour les extraits aqueux. Soit 0,00093 pour poudre et 0,00091 pour les feuilles
éthanolique, 0,00070 pour la poudre et 0,00067 pour les feuilles aqueux.



111.3.4 Vigna inguiculata
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Graphique n°8 : absorbance des extraits éthanolique de Vigna inguiculata
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Graphique n°9 : absorbance des extraits aqueux de Vigna inguiculata

Ces deux graphiques montrent que, pour Vigna inguiculata, les feuilles
se dégradent plus rapidement par rapport a la poudre, et cela concorde dans les deux
solvant comme le montrent les valeurs de pentes, soit 0,00064 comme valeur de la
pente pour les feuilles et 0,00061 pour la poudre des extraits ethanoliques ; tandis que

0,00053 pour la poudre et 0,00064 pour les feuilles des extraits aqueux.



Chapitre quatre : Discussion

IV.1. Taux d’humidité

Les résultats pour le taux d’humidité de nos plantes (Graphique n°01)
montrent que Justicia secunda présente un pourcentage élevé en eau par rapport aux
autres soit 89,90% et que c’est Annona muricata qui présente un pourcentage

inferieur par rapport autres plantes, soit 87,40%.

Par contre, c’est Annona muricata qui présente un taux élevé en
matieres séches et Justicia secunda présente un taux faible en matieres seches par

rapport aux autres plantes.
IV.2. lons toxiques

Pour ce qui est des ions toxiques (tableau n°01) nous avons observé la
présence en trace d’oxalates et de cyanure dans Justicia secunda et dans Vigna
inguiculata alors que dans Justcia tenella et Annona muricata nous n’avons observé

aucune trace des ions toxiques.

Comparant nos résultats a ceux de KWEMBE, 2009, il a décelé Ia
présence des nitrates et cyanures en trace dans Justicia tenella, tandis que BOKOTA,
2012 n’a pas signalé la présence des ions toxiques dans Annona muricata. Notre
résultat concorde avec celui de BOKOTA, mais se differe de celui de KWEMBE.
Cette différence peut se justifier du fait que la récolte de nos échantillons ne sont pas
faits a la méme année et au méme endroit et en outres, les facteurs climatiques

peuvent aussi influencer tels que stipuler par Manske et Holmes, 1953.

IVV.3. Dégradation spontanée des principes actifs

La dégradation spontanée des principes actifs (anthocyanes), montre
que au fur et a mesure que le temps augmente, les feuilles d’Annona muricata et
Vigna inguiculata se dégradent plus rapidement que la poudre de ces plante, alors
que pour Justicia sécunda et Justicia tenella c’est la poudre qui se dégrade plus

rapidement que les feuilles.



ESPE, 2010, et pratiguement tous les travaux focalisés sur la
dégradation (YUMA MUYUNGWA, 2007 ; Yannick, 2010, ...) confirment cette
diminution pour toutes les plantes contenant les anthocyanes. Cette dégradation
dépend directement de la température et du temps d’exposition. Ces résultats

concordent avec nos résultats.



Chapitre cing : CONCLUSION, RECOMMANDATION ET

SUGGESTIONS

V.1. Conclusion

Notre recherche porte sur la « Dégradation spontanée des anthocyanes

des feuilles et poudres de quelques plantes médicinales luttant contre la

drépanocytose ». Cas d’Annona muricata ; Justicia secunda ; Justicia tenella et

Vigna inguiculata

Le but de ce travail est de déterminer le temps de conservation, des

poudres et feuilles séches des plantes a 1’étude, pendant lequel les anthocyanes

gardent leur concentration a un seuil tolérable.

Les hypotheses suivantes ont été émises :

Vu le caractére hydrosoluble des anthocyanes, ces derniers se conserveraient

mieux dans les plantes a forte teneur en eau ;
Toutes ces plantes contiendraient des ions toxiques ;

La dégradation serait rapide dans les poudres par rapport aux feuilles.

Pour vérifier nos hypothéses, nous avons poursuivi les objectifs
suivants :
déterminer le taux d’humidité des feuilles des 4 plantes utilisées ;
détecter les ions toxiques ;
déterminer les absorbances des plantes conservées sous formes de poudres et

feuilles.
L’intérét de ce travail est qu’a la fin de ce travail,

les gens connaitront 1’état de bonne conservation des anthocyanes contenues
dans ces plantes dans le cadre de traitement de maladie ;
ils connaitront entre les poudres et les feuilles lesquelles d’eux peuvent se

conserver pendant un bons moment tout en gardant les anthocyanes.



Les résultats suivants ont été observés pour le taux d’humidité : 87,40%
pour Annona muricata, 87,95% pour Justicia secunda, 89,90% pour Justicia tenella
et enfin 88,95% pour Vigna inguiculata. En suite nous trouvons que pour la matiere
seche : 12,60% pour Annona muricata, 12,05% pour Justicia secunda, 10,10% pour
Justicia tenella et enfin 11,05% pour Vigna inguiculata. Ces résultats confirment

notre premiere hypotheése.

En outre, la présence des ions toxiques ne s’est pas vraiment manifestée
dans toutes nos plantes, sauf dans Justicia secunda ou on a décelé la présence en trace
d’oxalates et dans Vigna inguiculata la présence des cyanures. Notre deuxieme

hypothése est confirmée partiellement.

Le suivi de I’évolution de la variation d’absorbance pendant 39 jours a
donné les résultats suivants, pour Annona muricata et Vigna inguiculata les feuilles
se dégradent plus rapidement que la poudre, par contre pour Justicia sécunda et
Justicia tenella c’est la poudre qui se dégrade plus rapidement que les feuilles. La
concentration en anthocyanes des toutes ces plantes, dans la poudre ou dans les
feuilles, diminue avec le temps. Ces résultats confirment & moitié notre troisieme

hypothese.

Enfin, nous pouvons dire que c’est mieux de conserver les poudres que
les feuilles pour Annona muricata et Vigna inguiculata alors que pour Justicia
secunda et Justicia tenella ce sont les feuilles qui se conservent mieux. Nos différents

échantillons.



V.2. Recommandation
Nous recommandons ceux qui suivent :

e A I’Université :
Qu’elle équipe les laboratoires de chimie des substances naturelles et de chimie
génerale de la Faculté des sciences avec des appareils modernes et appropriés

aux analyses (spectrophotométre UV-visible, IR, de masse et autres)

e Au Département

Que le Département essaie dans la mesure du possible de wvulgariser les

résultats de différentes recherches faites a son sein.
V.3. Suggestion

Nous suggérons a d’autres chercheurs de continuer a faire ce type de
recherche sur d’autres plantes et pour quoi pas sur les mémes plantes que nous afin de
corriger d’autres erreurs qui ne manquent pas toujours dans une recherche

scientifique.
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Annexe 1 : Variation de ’humidité et de la matiére séche

N° ordre des

pesés AN JSC JTNL VM
Début séchage  12-nov. 10-nov. 14-nov. 15-nov.
1 100 100 100 100
2 65 60 55 57
3 54 49 43 47
4 46 42 35 39,4
5 39,7 34,6 29 32
6 32,7 29 24,5 25,8
7 25 21,7 18 19,7
8 17,4 15,05 13,7 14
9 14 12,05 10,1 11,05
10 12,6 12,05 10,1 11,05
11 12,6
Fin séchage 12-janv.  5-janv.  9-janv. 11-janv.
Nombre de

jours 62JRS 56JRS 56JRS 57JRS



Annexes2: Variation de I’absorbance

Annona muricata

extraits éthanoliques extraits aqueux
temps en

jour poudres feuilles poudres feuilles
0 0,03 0,03 0,03 0,04
3 0,03 0,025 0,03 0,04
6 0,026 0,025 0,03 0,035
9 0,025 0,025 0,03 0,035
12 0,022 0,022 0,026 0,031
22 0,015 0,016 0,018 0,021
32 0,009 0,009 0,01 0,014
39 0,005 0,006 0,006 0,009

Justicia secunda

Extraits éthanoliques Extraits aqueux
Temps en

jour Poudres Feuilles Poudres Feuilles
0 0,03 0,03 0,03 0,03
3 0,03 0,03 0,03 0,028
6 0,028 0,03 0,03 0,025
9 0,025 0,03 0,03 0,025
12 0,024 0,025 0,025 0,023
22 0,017 0,017 0,018 0,017
32 0,011 0,012 0,012 0,013
39 0,008 0,008 0,009 0,009

Justicia tenella

Extraits éthanoiques Extraits aqueux
Temps en jour | Poudres Feuilles Poudres Feuilles
0 0,04 0,04 0,035 0,03
3 0,035 0,04 0,03 0,03
6 0,033 0,038 0,03 0,03
9 0,03 0,035 0,03 0,03
12 0,023 0,029 0,025 0,023
22 0,014 0,019 0,017 0,019
32 0,008 0,011 0,012 0,01
39 0,005 0,007 0,007 0,006




Vigna ingwiculata

Extraits éthanoiques

Extraits aqueux

Temps en
jour Poudres Feuilles Poudres Feuilles
0 0,025 0,03 0,03 0,04
3 0,025 0,03 0,03 0,035
6 0,025 0,03 0,03 0,035
9 0,025 0,028 0,025 0,032
12 0,021 0,027 0,022 0,031
22 0,013 0,019 0,015 0,026
32 0,008 0,013 0,01 0,017
39 0,004 0,009 0,007 0,012
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