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Le présent travail a été réalisé au sein de deux Laboratoires :  

- le laboratoire de Pharmacodynamie Biochimique de l’Unité de Formation et de 

Recherche (UFR) Biosciences de l’Université Félix Houphouët-Boigny dirigé par Monsieur 

DJAMAN ALLICO JOSEPH Professeur titulaire de Biochimie pharmacodynamique et de 

Parasitologie ; 

- Le laboratoire de microbiologie de l’Institut National Polytechnique Houphouët-

Boigny de Yamoussoukro  par dirigé Monsieur SIAKA SORHO Maître de Conférences de 

Chimie. 

Ce travail s’inscrit dans le programme de la valorisation des plantes médicinales 

utilisées en médecine traditionnelle en vue de développer des produits nouveaux, fiables et 

accessibles à tous. Cette étude a été initiée afin de vérifier le potentiel antifongique de 

Terminalia superba, une plante de la famille des Combretaceae déjà connue pour ses 

propriétés anti-infectieuses en milieu traditionnel Africain. 

La confirmation ou infirmation du potentiel antifongique de T. superba serait d’une 

grande utilité dans la lutte contre les mycoses que sont les aspergilloses, les candidoses et les 

cryptococcoses au cours de l’infection à VIH/SIDA. Surtout que ces deux dernières décennies 

les mycoses ont causé beaucoup de dégâts. 
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INTRODUCTION 

De nombreuses données relatives aux peintures murales, aux recettes anciennes, aux 

vestiges archéologiques, aux traditions orales et écrites se rapportant à la médecine populaire, 

montrent que depuis longtemps l’Homme a toujours exploité les vertus médicinales de 

nombreuses plantes. En effet, la flore qui n’existe que depuis près de 120 millions d’années a 

largement servi de base à la découverte de nombreux médicaments modernes. Elle continue 

encore de nos jours à être sollicitée par la recherche scientifique à cause des vertus 

thérapeutiques de certaines plantes. Ainsi, les principes actifs d’un certain nombre de produits 

pharmaceutiques d’usage courant dérivent de métabolites secondaires ou de substances actives 

extraites des plantes médicinales (Cowan, 1999 ; Pousset, 2002 ; Diehl et al., 2004). Cependant, 

sur les 250 000 à 300 000 espèces végétales recensées dans le monde, et en supposant qu’environ 

35 000 possèdent des propriétés médicinales, seulement 5000 ont été étudiées jusqu’à présent, 

soit environ 14 à 15% (Anonyme 2, 2000). La plupart de ces études ont été menées depuis 

longtemps dans les pays occidentaux (Pousset, 2006).   

Par contre en Afrique, c’est seulement ces dernières décennies que la recherche 

scientifique sur les activités biologiques des plantes commence à prendre un essor. Cependant, 

de tout temps, l’africain s’est soigné avec les produits naturels, notamment les plantes. 

Aujourd’hui encore, malgré l’existence de la médecine moderne, la plupart des populations 

africaines continuent de se soigner avec des produits à base de plantes. Selon le rapport annuel 

de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80 % de cette population utilisent les 

plantes pour se soigner (OMS, 2003 ; Elujoba et al., 2005). Le recours à la médecine 

traditionnelle s’explique par les habitudes traditionnelles et culturelles, la proximité des plantes 

et les coûts élevés des médicaments modernes qui sont hors de portée pour la plupart des 

populations africaines aux revenus modestes (Stevens, 1997). 

Le recours aux plantes par les populations africaines pour les soins médicaux se fonde sur 

plusieurs raisons toutes essentielles :  

 la médecine traditionnelle est plus accessible (proximité) à la majorité de la population 

des pays du tiers monde, ce qui n’est pas le cas des médicaments modernes ; 

 la pauvreté dans la plupart des pays en développement est de plus en plus grandissante, et 

les coûts des médicaments dits modernes sont inaccessibles à la plupart des populations ; 
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 les maladies émergentes comme le SIDA et le cancer sont responsables de 

l’augmentation d’un certain nombre d’infections secondaires généralement causées par 

des champignons opportunistes (Diamond, 1991 ; Rai et al., 2003) ; 

 l’apparition de nouveaux micro-organismes (champignons, bactéries et virus) très 

résistants devient une caractéristique préoccupante de l’évolution de la pathologie 

infectieuse depuis les deux dernières décennies ;  

 les médicaments modernes existants sont souvent inefficaces sur les micro-organismes 

résistants; 

 la manifestation d’effets secondaires voire même toxiques, dans certains cas, après 

l’usage des médicaments conventionnels.  

Au regard du rôle très important que jouent les plantes médicinales dans le cas des soins, il 

apparaît clairement que les remèdes traditionnels à base de plantes constituent une alternative 

médicale importante ou un complément appréciable à la pharmacie classique du fait de leur 

grande richesse en composés chimiques bioactifs. Dès lors, il s’avère nécessaire d’évaluer les 

activités biologiques afin de confirmer l’efficacité, la sécurité et l’innocuité de ces plantes 

médicinales, l’usage empirique et sans contrôle pouvant exposer les usagers à divers accidents 

(intoxications, insuffisance rénale, etc....) 

En Côte d’Ivoire, de nombreuses plantes ont fait l’objet d’études scientifiques pour leurs 

propriétés pharmacologiques et médicinales (Zirihi et al., 1991 ; Bekro et al., 2007 ; Tra Bi et 

al., 2008 ; Soro et al., 2010 ; Kouassi et al., 2012). Les études ethnobotaniques menées par 

Zirihi depuis (1991), ont révélé plusieurs plantes parmi lesquelles l’on compte des espèces à 

activités anti-infectieuses telles que Mitracarpus scaber, Fagara macrophylla, Thoningia 

sanguinea et Terminalia superba (Guede- Guina et al., 1997 ; Kra et al., 2003). Dans cette 

collection se trouve une espèce du genre Terminalia (Terminalia superba), retenue pour la 

présente étude. Terminalia superba est une espèce de forêt dense humide retrouvée en Afrique 

centrale et occidentale. Les feuilles de cette plante sont simples. Les inflorescences sont en épis 

et les fruits sont ailés. En médecine traditionnelle T. superba est utilisé dans le traitement de 

nombreuses affections d’origines bactériennes, fongiques et virales (Mcgaw et al., 2001). Cette 

plante renfermerait des composés phytochimiques qui justifieraient les activités biologiques. 

Afin de confirmer les vertus antimicrobiennes accordées à Terminalia superba, la présente 

étude a été initiée pour évaluer l’activité antifongique des extraits de cette plante sur la 

croissance in vitro de trois espèces de champignons opportunistes (Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus). Le fractionnement bioguidé réalisé 
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permettra de caractériser le ou les composé(s) actif(s) à la base de cette activité. Le choix de ces 

champignons est fondé sur le fait que ce sont des agents pathogènes qui prolifèrent sur des 

terrains immunologiquement fragilisés, en induisant des infections cutanées et systémiques.  

L’objectif général de cette thèse est de vérifier puis d’améliorer l’activité antifongique des 

extraits de T. superba. Pour atteindre cet objectif, trois objectifs spécifiques ont été assignés à 

cette étude : 

1- étudier le pouvoir antifongique des extraits totaux aqueux et hydroalcoolique sur la croissance 

in vitro de deux levures (Candida albicans, Cryptococcus neoformans) et d’une moisissure 

(Aspergillus fumigatus) ; 

2- améliorer l’activité antifongique de l’extrait total le plus actif par extraction bioguidée ; 

3- mettre en évidence par screening phytochimique et chromatographie sur couche mince, la 

nature des principes actifs qui seraient dans les fractions les plus actives. 
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I. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. Généralités sur les champignons microscopiques 

Les Champignons, encore appelés "Fungi" (contraction du latin "funus" qui signifie 

funérailles, et "ago" qui signifie produire) ou mycètes (du grec mukês, champignon), sont 

aujourd'hui érigés en règne autonome, au même titre que les Procaryotes (Archéobactéries, 

Bactéries, Cyanobactéries), les Protistes eucaryotes (algues et protozoaires), les Végétaux et les 

Animaux. Ce cinquième règne du monde vivant est appelé Fungi ou règne Fongique (Bouchet et 

al., 1999 ; 2005).  

Le Règne fongique comprend actuellement environ 70 000 espèces recensées parmi 

lesquelles 13500 sont lichénisées et font l’objet d’une science autonome : la lichénologie. 

Cependant, les estimations actuelles proposées par extrapolation, évaluent le nombre effectif de 

champignons à la surface de la planète, à plus d’un million d’espèces (Bouchet et al., 2005). 

1.1. Caractères généraux des champignons microscopiques 

1.1.1. Caractères morphologiques 

Le thalle est l’appareil végétatif. Il est constitué de cellules isolées juxtaposées que l’on 

appelle levures ou filaments ou hyphes ou mycéliums enchevêtrés. On distingue le thalle 

levuriforme du thalle filamenteux.  

Le thalle levuriforme est constitué de cellules arrondies ou ovalaires qui croissent par 

bourgeonnement. Celles-ci se détachent de la cellule-mère pour bourgeonner à leur tour. Dans 

certaines conditions de vie, les bourgeons peuvent ne pas se détacher de la cellule-mère et 

s’allonger pour former un pseudo-mycélium distinct d’un mycélium vrai par un certain nombre 

de caractères (la paroi, la croissance, septa, les branches latérales et les cellules terminales). 

Quant au thalle filamenteux, il est en forme de tube dont la paroi limite un protoplasme 

contenant les noyaux. Les tubes mycéliens peuvent être continus ou cloisonnés. Ce sont des 

tubes ramifiés de 2 à 15 µm de diamètre et 100 µm environ de longueur (Therizol-ferly, 1990 ; 

Koenig, 1995). 

1.1.2. Nutrition 

Les conditions nécessaires au développement des champignons sont fonction de la 

formation du mycélium. A la fois hétérotrophes pour le carbone et sans pouvoir de phagocytose 

(excepté les myxomycètes), les champignons sont réduits à absorber des substances organiques 
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et minérales à l'état dissout. Ils sont incapables de synthétiser leur substance à partir d'éléments 

simples. Ils ont besoin de matières organiques déjà synthétisées. 

Quel que soit leur mode de vie, les champignons ont besoin de carbone, d'azote, 

d’hydrogène, d'oxygène, d'oligo-éléments, parfois des vitamines (Therizol-ferly, 1990 ; 

Chabasse, 1994). Ces besoins nutritionnels constituent parfois des caractères spécifiques 

utilisés pour les identifier (Bouchet et al., 1989 ; Botton et al., 1990). 

1.1.3. Reproduction 

La multiplication et la reproduction des champignons se font sous forme de spores selon 

deux mécanismes : sexué et asexué. Un champignon peut se reproduire : 

- sous forme asexuée μ c’est l’anamorphe ; 

- sous forme sexuée μ c’est la téléomorphe ; 

- sous les deux formes en même temps μ c’est l’holomorphe. 

Il existe des espèces qui ne produisent pas de spores. Elles sont appelées "mycelium serilum" 

(Koenig, 1995). 

1.1.3.1. Reproduction asexuée  

La reproduction asexuée est la plus fréquente et la plus simple. Elle fait intervenir une 

division du noyau par simple mitose.  

1.1.3.2. Reproduction sexuée 

La reproduction sexuée fait intervenir la rencontre de filaments spécialisés, la conjugaison 

des noyaux et une réduction chromatique. Si la reproduction sexuée a lieu dans le thalle issu 

d’une seule spore, le champignon est dit homothallique et les dicaryons sont appelés 

homocaryons. Si elle nécessite la rencontre de deux thalles différents compatibles, le 

champignon est dit hétérothallique et les dicaryons sont des hétérocaryons (Badillet et al., 1987 ; 

Therizol-ferly, 1990 ; Dupont et al., 1997). 

1.2. Classification des champignons 

De très nombreuses classifications existent. Elles ont été modifiées avec l’évolution des 

connaissances et l’application récente à la mycologie des techniques de biologie moléculaire. 

Pour des raisons de simplicité, il a été retenu deux types de classification dans lesquelles ne 

figurent que les genres ayant un intérêt en mycologie médicale. 
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La classification (partielle) proposée par Hawksworth et al. (1983) et Kwon-Chung et al. 

(1992). La sous division des Mastigomycotina a été supprimée. En effet, les études 

ultrastructurales, biochimiques, génétiques ont montré des différences importantes avec les vrais 

champignons. Ces organismes sont actuellement transférés dans le règne des protistes, 

regroupant les protozoaires et d’autres organismes. Par ailleurs, dans le phylum des 

Ascomycotina, la classe des Ascomycètes tient compte, non seulement de la nature de 

l’ascocarpe, mais également du type d’asques, de la nature de sa paroi et du mécanisme 

d’éjection des ascospores. 

1.3. Diagnostic de laboratoire 

Le diagnostic d’une mycose suspectée par le médecin sera confirmé dans la mesure du 

possible, par l’isolement au laboratoire du champignon responsable. Le diagnostic mycologique 

comprend quatre étapes importantes : 

- le prélèvement ; 

- l’examen direct ; 

- la culture sur milieux appropriés ; 

- l’identification des champignons isolés. 

1.3.1. Prélèvements 

Le diagnostic d'une mycose dépend de la façon dont la récolte du matériel pathologique 

suspecté est effectuée. Il ne peut y avoir de bon diagnostic réalisé sur du mauvais matériel. Aussi 

les prélèvements doivent être faits au bon endroit de la lésion, en quantité suffisante et dans de 

bonnes conditions. 

Pour des lésions suintantes, des bordures de lésion sont grattées ou un écouvillon est utilisé. 

En cas de suspicion de Pityriasis versicolor par exemple le scotch-test permet de faire le 

diagnostic dès l'examen direct (Badillet, 1991 ; Baran et al., 2001). 

Pour les teignes du cuir chevelu et des poils, il est préférable de faire un examen préalable 

des lésions sous une lampe de Wood  pour ne prélever que les cheveux fluorescents à l'aide d'une 

pince à épiler. A défaut, les cheveux cassés sont recueillis. Les squames et les croûtes sont 

raclées avec une curette, le pus des lésions suppurées est prélevé avec un écouvillon (Joffin, 

2003). 
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En cas d'onyxis, il est recommandé de couper avec des ciseaux ou une pince stérile, toute la 

partie de l'ongle atteinte jusqu'à la limite de la partie saine (Therizol-ferly, 1990 ; Dupont et al., 

1996). 

Dans le cas des plaies cutanées, le prélèvement est réalisé par écouvillonnage des lésions 

ou par ponction à l'aide d'une aiguille stérile, après avoir désinfecté la surface avec un 

antiseptique (Badillet, 1991). 

Pour les muqueuses et orifices naturels, on utilise un écouvillon stérile. On frotte bien les 

lésions  apparentes. Si l’examen ne peut pas être réalisé immédiatement, on ajoute un peu d’eau 

physiologique stérile dans le tube. Il existe des cas particuliers : 

- la bouche : si la lésion est végétante ou ulcéreuse, on réalise une biopsie ; 

- l’anus : les lésions étant souvent squameuses, on racle les squames en périphérie ; 

- le vagin : on fait le prélèvement sous spéculum ; 

- l’oreille μ s’il existe un bouchon  noirâtre, on le prélève à la pince (Koenig, 1995).  

Pour les prélèvements pulmonaires ; les expectorations sont recueillies dans un récipient 

stérile après rinçage de la bouche avec un antiseptique. Mais il est préférable de réaliser des 

aspirations trachéales ou bronchiques sous fibroscopie, ou des lavages broncho-alvéolaires 

(Badillet et al., 1987). Les urines sont recueillies après désinfection soignée des organes. 

Les selles sont recueillies dans un récipient stérile. Les liquides céphalo-rachidiens et autres 

liquides sont recueillis dans un tube stérile. 

En ce qui concerne le sang, 5 à 10 ml sont prélèvés et mis dans des tubes contenant un 

anticoagulant. Ce prélèvement peut être incorporé directement à un milieu de culture approprié. 

Pour les biopsies de tissus ou d'organes, pièces opératoires, les prélèvements sont séparés 

en deux parties dont l'une est fixée dans du liquide de Bouin ou dans du formol. Cette partie sert 

à l'examen anatomo-pathologique, tandis que l'autre est placée dans de l'eau physiologique stérile 

en vue de la culture (Baran et al., 2001 ; Joffin, 2003). 

  



 

AHON GNAMIEN MARCEL          Thèse Unique de Biochimie-Microbiologie 8 

 
1.3.2. L’examen direct 

Tout matériel d'analyse (liquide céphalo-rachidien, expectoration, lavage broncho-

alvéolaire, écouvillonnage des muqueuses, selles, urines, sondage gastrique et autres biopsies) 

transmis au laboratoire pour un diagnostic mycologique doit faire l'objet d'un examen 

microscopique direct. L'examen direct peut se faire à l'état frais, avec ou sans coloration, ou 

après préparation de l'échantillon. La coloration de Gram convient également à la plupart des 

types de matériel, et est positive pour tous les champignons en bon état physiologique (Badillet 

et al., 1987 ; Therizol-ferly, 1990). 

1.3.3. Culture 

La culture est absolument nécessaire pour l’isolement et l’identification des 

champignons. 

1.3.3.1. Milieux d’isolement  

      Le milieu Sabouraud est le milieu universel et le plus  simple. Il contient du glucose (2 à 

4%), de la peptone et de l’agar. Il convient pratiquement à tous les champignons responsables de 

mycoses (Badillet et al., 1987 ; Therizol-ferly, 1990). 

Le milieu Sabouraud-chloramphénicol et/ou gentamycine est utilisé de préférence en raison 

de la présence très fréquente des bactéries qui gênent l’isolement et l’identification (Badillet, 

1991 ; Koenig, 1995). 

Le milieu Sabouraud-chloramphénicol-actidione μ l’actidione ou le cyclohéximide est un 

inhibiteur des moisissures saprophytes. Il est conseillé d’associer ce milieu au précédent en 

particulier pour les prélèvements de la peau et des phanères. L’actidione inhibe également la 

croissance de certaines levures tout en laissant pousser la plupart des pathogènes (sauf 

Cryptococcus neoformans et le genre Mucor) et sert alors de caractère d’identification.  

1.3.3.2. Techniques d’ensemencement 

Dans les prélèvements, les champignons sont habituellement peu nombreux et poussent 

lentement. Il faut donc ensemencer en abondance et stérilement. L’idéal est de disposer d’une 

hotte à flux laminaire. Dans le cas contraire, le travail doit être effectué entre deux becs bunzen. 

L’ensemencement se fait d’abord sur le milieu Sabouraud-chloramphénicol puis sur milieu 
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Sabouraud-actidione. Ensuite, l’examen direct se fait avec le reste du produit (Therizol-ferly, 

1990). 

1.3.3.3. Incubation 

    A l’exception du sang et du liquide céphalo-rachidien (LCR) incubés à 37° C, il est préférable 

d’incuber tous les prélèvements dans une étuve à la température moyenne de 27° C (25 à 30° C). 

En effet, à 37° C, malgré la présence d’antibiotiques, les bactéries poussent plus vite que les 

champignons. Ce qui rend  difficile l’isolement et l’identification des champignons (Gentilini et 

al., 1993). 

1.3.3.4. Lecture 

La lecture des cultures se fait après 24 heures et tous les jours pendant 8 jours pour le sang et 

le LCR. Pour les prélèvements sur la peau et les phanères, la lecture se fait après 5 jours voire 10 

à 15 jours. Cependant, pour tous les autres prélèvements, la lecture se fait après 48 heures 

d’incubation. Ces colonies peuvent être crémeuses, lisses ou rugueuses, de couleur blanche, 

beige ou rouge pour les levures. Elles peuvent être des colonies duveteuses, cotonneuses ou 

poudreuses pour les champignons filamenteux (Therizol-ferly, 1990 ; Joffin, 2003). 

1.3.4. Identifications 

Les techniques d’identification dépendent des champignons isolés. 

- S’il s’agit des levures, les critères d’identification sont d’une part morphologiques et 

d’autre part physiologiques. La première étape consiste en l'identification du genre. Elle 

est basée sur les caractères morphologiques. La deuxième consiste en l’identification de 

l’espèce basée sur les caractères physiologiques. Cette identification est principalement 

basée sur les caractères d'assimilation des sucres (auxanogramme) et de fermentation des 

sucres (zymogramme) et sur les tests enzymatiques. 

- S’il s’agit des champignons filamenteux, le diagnostic est uniquement morphologique et 

est basé sur l’examen macroscopique et microscopique du champignon et la biologie 

moléculaire (Therizol-ferly, 1990 ; Kullberg, 1997). 

1.3.4.1. Examen macroscopique 

L’examen macroscopique concerne : 

- la consistance de la colonie : glabre, duveteuse, poudreuse, plâtreuse, soyeuse, laineuse, 

floconneuse, etc. ; 
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- la surface : plane, en dôme, plissée, cérébriforme; 

- la présence de rayons fins ou larges, courts ou longs, s’enfonçant dans la gélose, etc. ; 

- la couleur du recto et du verso ; 

- la présence d’un pigment diffusible dans la gélose (Therizol-ferly, 1990 ; Koenig, 1995). 

1.3.4.2. Examen microscopique 

L’examen microscopique permet d’observer les spores, leur taille, leur morphologie, mais 

surtout la façon dont elles sont rattachées aux filaments (conidiogénèse) : isolées, en chaînes 

ramifiées ou non, en amas portées par des conidiophores isolés ou ramifiés, produites par des 

phialides ou non etc. En cas de difficulté d'identification, un réensemencement sur milieu à 

l'extrait de malt ou sur milieu de Czapek (milieu de référence pour les champignons) ou sur 

milieux Pomme de terre-Carotte (PC), Pomme de terre–Glucose-Agar (PGA), Corn–Meal–Agar 

(CMA), etc. peut s'avérer nécessaire (Koenig, 1995). 

1.4. Généralités sur les mycoses et les espèces étudiées 

1.4.1. Généralités sur les mycoses 

Les mycoses sont des maladies infectieuses causées par la présence et le développement dans 

l’organisme de champignons microscopiques (Dupont, 2002 ; Develoux et al., 2003 ; Develoux 

et Bretagne, 2005).  

Les allergies mycosiques sont décelables par l’exploration de l’immunité cellulaire, 

intradermo-réactions avec antigènes fongiques spécifiques ou tests in vitro tels que le test de 

dégranulation des basophiles, tests d’inhibition de la migration des macrophages et dosage des 

IgE spécifiques, etc. (Koenig, 1995 ; Morand et al., 1996 ; Midgley et al., 1998). 

 Caractères cliniques des mycoses 

Afin de mieux cerner les caractères spécifiques des mycoses, une classification médicale a 

été établie selon la localisation des lésions en même temps que selon le type de champignon en 

cause (Larregue‚ 1980 ; Crouprie et al., 1992 ; Normand, 1991 et 1993; Feuilhade de 

Chauvin, 1998). Cette localisation des mycoses dans l’organisme dépend de leur voie de 

pénétration et de leur mode de propagation. Ainsi, on distingue : 

- les mycoses superficielles ou cutanées qui sont des infections de l’épiderme, de l’épithélium, 

des muqueuses malpighiennes (cavité buccale, vagin, gland) et des phanères (cheveux, poils, 

ongles) sont induites par des champignons (Maury, 1987 ; Badillet, 1991 ; Pierard et al., 

1993) ; 
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- les mycoses semi-profondes ou sous-cutanées, rares dans les régions tempérées et rencontrées 

surtout dans les pays tropicaux (pathologie tropicale), ont un site d’inoculation souvent 

cutané. Leur extension et leur dissémination ne touchent habituellement pas les organes 

internes (Chouvalova, 1984) ; 

- les mycoses profondes ou systémiques ont souvent une voie de contamination aérienne. Elles se 

caractérisent par des envahissements tissulaires et viscéraux divers aboutissant à des tableaux 

cliniques sévères et aux formes les plus graves (Cromberg et al., 1988 ; Marty et al., 2000). Les 

mycoses sont rencontrées au niveau de tous les grands plis (intertrigos), au niveau des ongles 

(onyxis), et dans des zones anatomiques sensibles à l’humidité et la macération (l’aine, les 

aisselles, les zones interdigitales, et sur les tissus brûlés ou écorchés). 

           Dans cette étude, particulièrement trois cas de mycoses seront abordées. Il s’agit des 

candidoses, des cryptococcoses et des aspergilloses causées par Candida albicans, Cryptococcus 

neoformans et Aspergillus fumigatus respectivement. 

1.4.2. Généralités sur les espèces fongiques étudiées 

1.4.2.1. Candida albicans et les candidoses 

 Description 

Candida a été décrit sous 111 synonymes différents, répertoriés dans le livre « The 

yeasts » publié en 1984. Le genre Candia comprend actuellement 166 espèces (Develoux et 

Bretagne, 2005). Ce genre regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, à 

bourgeonnement multilatéral et productrices de filament. 

L’espèce de levure du genre Candida se distinguent principalement par leur morphologie 

coloniale, leur capacité à utiliser différentes sources de carbone et le type de fermentation (King 

et al., 1980 ; Shepherd et al.,1985). Sept espèces du genre Candida ont une importance 

médicale. Ce sont Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida 

stellatoidea, Candida krusei, Candida kyfer et Candida albicans. La dernière étant la plus 

importante et la plus fréquemment isolée (Samaranayake et Macfarlane, 1990 ; El-ebiary et 

al., 1997 ; Laverdière, 2006 ; Tortorano et al., 2006 ; Pfaller et Diekema, 2007 ; Del Palacio 

et al., 2009 ; Garcia-Agudo et Garcia-Martos, 2009 ; Odds, 2010). Le genre Candida pénètre 

dans l’organisme soit par contact direct, soit par voie digestive ou par voie génitale. Les 

infections qui en découlent sont dénommées candidoses. 



 

AHON GNAMIEN MARCEL          Thèse Unique de Biochimie-Microbiologie 12 

 Epidémiologie. 

Candida albicans est l'espèce de levure la plus importante et la plus connue du genre 

Candida. Il représente près de 75 % de toutes les levures isolées chez l’homme (Abi-said et al., 

1997 ; Agoumi et al., 2000 ; Odds, 2010;). Candida albicans est un organisme vivant à l'état 

naturel sur la peau, dans la bouche et le tube digestif de l'être humain. C'est un organisme 

commensal saprophyte. Il existe chez l'homme sain dans les muqueuses de la cavité buccale, de 

l'intestin et du vagin. Candida albicans se retrouve chez 80% de la population, et il n'entraîne 

habituellement aucune maladie ou symptôme en particulier (Macfarlane, 1990, Mccullough et 

al., 1996 ; Palacio et al., 2009 ). Sa dissémination est généralement d’origine endogène et se fait 

à partir du tube digestif par contiguïté vers les voies génitales, respiratoires, la peau ou par voie 

hématogène vers tous les organes. Il a un tropisme particulier pour les reins et l’œil. La 

contamination peut également se faire par voie sexuelle (Lee et al., 1975 ; Koenig, 1995). 

 Diagnostique mycologique 

- Examen macroscopique 

Les Cultures de Candida sont réalisées sur milieu solide de Sabouraud additionné 

d’antibiotique (par exemple le chloramphénicol et l’actidione) à large spectre incubé à 30 et 37° 

C. Les cultures se développent rapidement et les colonies sont visibles de 24 à 72 heures. La 

culture en boîte de Pétri de Candida albicans au laboratoire donne des colonies qui sont grandes, 

rondes, de couleur blanche ou crème (albicans signifie 'blanchâtre'). Certaines souches sont plus 

rugueuses. Après quelques jours de culture, des filaments qui s’enfoncent dans la gélose sont 

observés (Macdonald et Odds, 1980). 

- Examen microscopique 

L’examen microscopique présente des levures ovoïdes à bourgeonnement multilatéral 

mesurant de (3-6) X (6-10) µm. Après 8 à 15 jours, il y a la présence de pseudo-filamentation et 

de vraie filamentation. 

- Identifications 

Sur le milieu Rice Agar Tween 80 (RAT) ou Pomme de terre Carotte Bile (PCB), il est 

observé de 24 à 48 heures la présence d’une pseudo-filamentation  bien développée. 

L’identification est aussi basée sur les caractères d'assimilation des sucres (auxanogramme) et de 

fermentation des sucres (zymogramme) à l'aide de galéries commerciales. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
http://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Candida_(genre)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Commensal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Saprophyte
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bo%C3%AEte_de_Petri
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 Au niveau de l'assimilation des sucres, la réaction est positive pour le galactose, le 

saccharose, le maltose et le tréhalose. Elle est négative pour le cellobiose, le lactose et le 

raffinose.  

 Au niveau de la fermentation des sucres, la réaction est positive pour le galactose et le 

maltose. Elle est négative pour le saccharose et le lactose.  

 Au niveau du nitrate de potassium et de la réduction du tétrazolium, la réaction est 

négative (Koenig, 1995 ; Friberg, 2004).  

- Facteurs favorisants 

Les infections à Candida sont opportunistes. La levure devient pathogène quand certains 

facteurs favorisants sont réunis. Les facteurs favorisants sont de différentes origines : locales, 

médicamenteuses, générales et hématopathies. 

 origines locales : humidité, chaleur, transpiration et mauvaise hygiène.  

 origines médicamenteuses : antibiothérapie, corticothérapie, traitements favorisant la 

sécheresse buccale comme les somnifères, les immunosuppresseurs, la chimiothérapie, 

prise de contraceptifs oraux en particulier les stéroïdes. 

 origines générales : état pathologique du patient (diabète, SIDA), grossesse. Les 

hémopathies concernant le polynucléaire neutrophile qui constitue la barrière de défense 

contre l'infection à candida (Bennet et Johnson, 2003). 

 Différentes pathologies 

Deux types principaux de candidoses sont connus : 

- les candidoses superficielles, cutanées et muqueuses. 

- les candidoses profondes qui surviennent toujours chez des sujets immunodéprimés, en 

particulier les malades du SIDA. 

o Candidoses superficielles 

- candidoses cutanées 

Elles se développent dans les zones de transpiration comme l'aine, les aisselles, les zones 

interdigitales et les endroits brûlés ou écorchés. 

- candidoses des muqueuses 

 Les candidoses de la muqueuse de la cavité buccale se divisent en 4 types selon leur 

localisation (hyperplastiques, érythémateuses, pseudomembraneuses, candidoses de la 
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commissure labiale). Le muguet ou stomatite aiguë est fréquent chez le nourrisson et 

chez le sujet immunodéprimé, en particulier lorsqu'il est atteint du SIDA (Figure 1).  

 Les candidoses génitales ou vulvo-vaginite, elles sont la plupart du temps accidentelles, 

mais les cas de muqueuses vulvo-vaginites récidivantes (MVVR) sont de plus en plus 

fréquents. Elles sont dues à 80% à l'espèce Candida albicans (Dieng et al., 2005 ; Fidel, 

2005). Elles peuvent être le signe d'un pré-diabète ou de l'infection par le virus du SIDA 

(Garcia et Humbert, 2004). Les causes de récidives sont nombreuses et sont dues aux 

médicaments (cures répétées d'antibiotiques), aux œstrogènes, aux corticoïdes et 

immunosuppresseurs à la contraception par stérilet ou diaphragme. Pour la plupart des 

auteurs, la MVVR n'est pas une maladie sexuellement transmissible.  

 Les candidoses de l'œsophage accompagnent souvent l'infection par le VIH. 

o Les candidoses profondes 

 Dans les candidoses systémiques, candida peut coloniser tous les organes, bien 

que les localisations rénales soient les plus fréquentes. Elles touchent les 

personnes souffrant de neutropénie et sont souvent mortelles. 

 Les candidoses ostéoarticulaires sont dues au développement de Candida albicans 

dans les os, les articulations, le tissu périarticulaire (Rello et al., 1998 ; Ketani et  

al., 2006).  
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Figure 1 μ Photographie d’une candidose : le muguet ou stomatite aiguë (Midoley et al., 1998) 
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1.4.2.2. Cryptococcus neoformans et les cryptococcoses 

 Description 

Le genre Cryptococcus fait partie des levures et comprend neuf espèces. Ces levures en 

forme sphérique, ovoïde ou allongée se reproduisent par bourgeonnement unilatéral ou 

multilatéral. C’est une levure caractérisée par une capsule d’hydrate de carbone tant en culture 

qu’en milieu fluide. Il est responsable des cryptococcoses. Cette affection est d’actualité dans les 

pays en voie de développement. Par ailleurs, elle est devenue la troisième infection fongique 

(Bovers et al., 2008). C’est l’une des principales causes de morbidité et de mortalité chez les 

malades à VIH/SIDA (Levitz et Boekhou, 2006 ; Seilmaier et al., 2009). Ce champignon se 

retrouve dans le sol, les fruits, le lait et dans les fientes sèches des pigeons qui en sont la 

principale réserve. Par conséquent, cette infection se rencontre aussi bien chez les animaux que 

chez les hommes. La transmission se fait d’animal à animal ou d’être humain à être humain. La 

transmission d’animal à être humain n’a pas encore été déterminée (King et Meredit, 2009) à 

l’exception de quelques cas rares (Idnurm et al., 2005). Par ailleurs, elle n’affecte pas les 

oiseaux (Idnurm et al., 2005). 

 Epidémiologie 

Cette levure pénètre par la voie pulmonaire (respiration : atteinte le plus souvent lente se 

traduisant par une image de pneumopathie localisée) et par la voie digestive dans l’organisme. 

Chez les immunodéprimés, l’infection peut être disséminée. Il existe également des infections 

cutanées (lésion de la peau). La cryptococcose la plus fréquente est la méningo-encéphalite qui 

ressemble à une tumeur du cerveau. Elle présente des signes neurologiques divers, des signes 

centraux en foyer, de polyradiculonévrites et est d’évolution subaiguë. Elle est appelée 

septicémie cryptococcique chez les immunodéprimés (Therizol-ferly, 1990 ; Gentilini et al., 

1993 ; Cheng et al., 2001). Tous les cas non traités sont fatals. 

La recherche de Cryptococcus neoformans dans l’urine, les pus et dans le Liquide 

Céphalo-rachidien (LCR) est faite par un examen direct avec coloration à l’encre de chine après 

culture sur milieu Sabouraud. Le traitement en cas d’atteinte repose sur la flucytosine par voie 

orale à la dose de 150 mg/Kg/j. Elle s’avère efficace sur beaucoup de variétés, mais des mutants 

résistants peuvent se développer. Par contre, en association avec l’amphotéricine B à la dose 0,4 

à 0,8 mg/kg/j, la flucytosine reste efficace. Ce traitement peut durer plusieurs mois. Il est 

également possible d’utiliser l’association 5-fluorocytosine et amphotéricine B dont 

l’administration se fait par voie intraveineuse et intrarachidienne pendant plusieurs semaines. 
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Cela semble plus efficace que la première association (Therizol-ferly, 1990 ; Gentilini et al., 

1993 ; Makadzange et al., 2010). Pour éviter cette maladie, il faut contrôler la réduction de la 

population de pigeon et la décontamination des lieux avec les produits alcalins. 

 Diagnostic mycologique 

- Examen macroscopique 

En culture, l’espèce donne des colonies en crème brillant naissant qui mesurent 4 à 12 

µm. Elle appartient au groupe des basidiomycètes. Quatre groupes de cette espèce ont été 

identifiés.  

- Examen microscopique 

Les levures globuleuses et acapsulées sont observées à l’examen microscopique. Ces 

levures ont un diamètre de 2 à 12 µm avec la présence de rares bourgeons multilatéraux en 

“battant de cloche”. 

- Identification 

La recherche de Cryptococcus neoformans dans l’urine, les pus et dans le Liquide 

Céphalo-rachidien (LCR) se fait par un examen direct avec coloration à l’encre de chine après 

culture sur milieu Sabouraud. 

- Facteurs favorisants 

La prédominance de cryptococcose a augmenté ces vingt dernières années pour plusieurs 

raisons. En plus de l’augmentation de l’infection à VIH/SIDA et l’usage prolongé des 

médicaments immunodépressifs, les infections les plus sérieuses surviennent chez les malades 

dont le système immunitaire est faible (King et Dasgupta, 2007 ; Bicanic et al., 2008 ; Barron 

et Madinger, 2008). Les facteurs favorables sont dus :  

 à la transplantation d’organes μ les infections surviennent en un ou deux ans après la 

transplantation, dans certains cas trente jours après ; 

 aux traitements de corticostéroïdes, mais pas chez ceux qui manquent de plaquettes 

sanguines ou soufrant de neutropénie (King et al., 2009 ; Pongsai et al., 2010) ; 

 à la chimiothérapie du cancer ; 

 à la maladie de Hodgdin (maladie cancéreuse) ; 
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 Différentes pathologies 

Cryptococcus neoformans est responsable de diverses affections. Ce sont :  

o Cryptococcose pulmonaire 

C’est une infection potentiellement mortelle chez les immunodéprimés infectés par le 

VIH/SIDA. Elle cause de grandes lésions dans les poumons (Kauffman, 2007 ; Pongsai et al., 

2010). Cette infection est due à la colonisation des voies respiratoires par le saprophyte 

(Bekondi et al., 2006 ; King et al., 2009 ). 

o Cryptococcoses du système nerveux central (SNC) 

La méningite et la méningo-encéphalite sont les manifestations les plus communes de 

cette cryptococcose. Elles sont fatales, sans une thérapie appropriée (la mort peut survenir en 

deux semaines voire plusieurs années (Leite et al., 2004 ; Bekondi et al., 2006)). 

o Cryptococcoses de la peau et des os 

D’autres organes tels que la peau et les os peuvent être impliqués dans les 

infections à cryptocoques (Bekondi et al., 2006 ; Bartlett, 2010) (Figure 2). 

o Cryptococcose de la prostate 

Chez les hommes, cette infection est souvent difficile à éradiquer. Les foyers 

d’infection peuvent persister après une thérapie chez les malades du système nerveux 

central et peuvent se comporter comme des réservoirs pour la rechute de l’infection 

systémique (Idnurm et al., 2005 ; King et al., 2009). 

o Cryptococcose de la cavité médullaire 

Cette cryptococcose est appelée ostéomyélite à cryptocoques. Elle est 

responsable de 5 à 10% des cas avec des lésions. Ces lésions peuvent être confondues à 

la tuberculose osseuse ou au néoplasme (King et al., 2009 ; Bartlett, 2010). 
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Figure 2 μ Photographie d’une cryptococcose d’une lésion cutanée (Midoley et al., 1998) 

Cryptococcose lésion 
cutanée 
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1.4.2.3. Aspergillus fumigatus et les aspergilloses 

 Description 

C'est en 1729 que MICHELI donne le nom de Aspergillus aux moisissures qu’il observe, 

par similitude de son aspect microscopique avec le goupillon (Aspergillum en grec) (Leclercq et 

Sueur, 1969). Les Aspergillus sont des champignons appartenant à la famille des Aspergillacées 

(ou Moniliacées). Ils sont cosmopolites, extrêmement répandus dans l’environnement. Ils vivent 

aux dépens de la matière organique en décomposition et se développent dans les silos, les 

composts, les balles de foin mais aussi dans les céréales et diverses plantes. Plusieurs antibiotiques 

ont été extraits de ce champignon dont la fumagilline qui aurait une réelle action amoebicide. 

Aspergillus fumigatus est plus fréquemment incriminé en pathologie humaine et animale. Il est 

responsable de près de 90 % des atteintes pulmonaires aspergillaires, parfois associé à Aspergillus 

flavus (Koenig, 1995).  

 Epidémiologie 

Les aspergilloses sont des mycoses cosmopolites, affectant plusieurs organes de l'homme 

et des animaux. Elles sont dues à la présence et au développement dans l'organisme de 

champignons filamenteux du genre Aspergillus. 

Ces champignons sont essentiellement impliqués dans les mycoses respiratoires et surtout 

génitales, entraînant généralement l’avortement des femelles gestantes (Koenig, 1995). Chez 

l’homme, les affections les plus fréquentes sont celles de l'appareil respiratoire, au niveau du 

parenchyme pulmonaire (aspergillose diffuse), des bronches (bronchite aspergillaire simple ou 

obstructive avec ou sans manifestations allergiques), de la plèvre (aspergillose pleurale) ou d'une 

cavité néoformée (aspergillose intra-cavitaire ou aspergillome). Les atteintes des autres organes, 

bien que moins fréquentes, sont de plus en plus décelées dans des cas d'immunodépressions 

iatrogènes ou pathologiques et notamment au V.I.H. Chez les sujets immunodéprimés, l’évolution 

de l’aspergillose fait souvent penser à la tuberculose (Therizol-ferly, 1990 ; Laurent et al., 1992). 

 Diagnostic mycologique 

- Examen macroscopique 

La croissance de Aspergillus est très rapide soit 24 à 48 heures à 37° C, soit 48 à 72 heures 

à 27° C. En culture sur milieu solide de Sabouraud, cette espèce donne des colonies planes, 

poudreuses, de couleur verte, devenant gris fumées en quelques jours. Le revers est de couleur 

très variable, d’incolore à rouge foncé en passant par jaune, vert ou brun (Koenig, 1995). 
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- Examen microscopique 

L’examen microscopique de Aspergillus présente une tête aspergillaire en colonne longue. 

Des conidiophores longs, lisses, incolores ou colorés dans les tons de vert sont surtout à la partie 

terminale. Des vésicules hémisphériques sont aplaties au sommet. Une seule rangée de phialides 

très serrées et régulières est sur la moitié supérieure ou les 3/4 de la vésicule conidie globuleuse 

et rugueuse à échinulée. En principe, il n’y a pas de reproduction sexuée, mais celle-ci peut se 

voir chez quelques espèces du groupe fumigatus, en particulier dans les séries de Aspergillus 

fisheri. Des cleistothèces de couleur blanche deviennent jaune à orange avec le temps. Les 

ascospores sont incolores avec des crêtes équatoriales et à surface ornementée (Koenig, 1995). 

- Identification 

L’identification repose sur des critères tels que le type de milieu (composition, pH, 

antibiotique), la durée d'incubation, la température d'incubation, la vitesse de croissance, les 

aspects macroscopique et microscopique des colonies. Les Aspergillus croissent sur les milieux 

usuels tels que la gélose Sabouraud, le milieu Pomme de terre-Carotte (P.C.), le milieu Czapeck 

et le Lowenstein-Jensen. Au mieux, la culture sur milieu Sabouraud additionné d'antibiotique 

(0,5 g/ L de Chloramphénicol, ou 500 U/mL de Pénicilline, ou 5 µg/ mL de Streptomycine) 

permet l'obtention de culture homogène. Cependant, l'Actidione est à déconseiller, car le genre 

Aspergillus est un des rares champignons pathogènes sensibles à cet antibiotique. 

- Facteurs favorisants 

Plusieurs facteurs peuvent favoriser le développement de la l’aspergillose. Les 

principaux facteurs sont μ l’hôte, le champignon et l'environnement. 

 La nature du terrain réceptif est un facteur décisif dans le développement de la maladie. 

Cette opportunité est le plus souvent liée à une défaillance du système de défenses de 

l'hôte. L’âge des animaux semble avoir peu d’influence sur la réceptivité ; mais certaines 

infections intercurrentes comme la rhino-trachéite infectieuse, la rage ou la tuberculose 

pourraient jouer un rôle favorisant du fait de la diminution  des défenses de l’organisme 

qu’elles entraînent. Les traitements anti-inflammatoires, immunosuppresseurs et 

antibiotiques peuvent prédisposer les tissus à une invasion mycosique. 

 Au niveau du champignon lui-même, il faut noter quelques facteurs favorables à son 

développement qui sont : le tropisme vasculaire, la production de toxine nécrosante, la 

longueur des filaments, la faible taille des spores, et la thermophilie (Bouchet et al., 1989 

; Therizol-ferly, 1990 ; Laurent et al., 1992). 
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 Les périodes pluvieuses augmentent la fréquence du développement de la maladie. Ce 

phénomène s’explique par le fait que le foin que l’on récolte essentiellement à cette 

période n’est pas toujours bien sec lorsqu’il est engrangé et qu’il moisit durant son 

stockage.  

 Différentes pathologies 

o Aspergilloses des voies respiratoires 

Les principales manifestations des Aspergilloses des voies respiratoires sont : 

 les processus de sensibilisation (Asthme, alvéolite allergique extrinsèque, aspergillose 

broncho-pulmonaire allergique) ; 

 l'aspergillome, "grain fongique", dans une cavité préformée ; 

 l'aspergillose invasive de pronostic redoutable ; 

Elle atteint principalement les immunodéprimés en phase de neutropénie prolongée;  

 l’aspergillose semi-invasive ou nécrotique chronique survient chez des sujets débilités 

non neutropéniques; 

 la bronchite aspergillaire muco-membraneuse;   

 La sinusite aspergillaire localisée ou invasive (souvent une étiologie dentaire). 

o Autres Aspergilloses 

D’autres Aspergilloses peuvent être distinguées: 

 les aspergilloses cornéennes  rares, mais qui surviennent essentiellement après un 

traumatisme oculaire ;  

 les otomycoses aspergillaires qui se développent chez les personnes présentant une 

irritation ou une  malformation du conduit auditif externe ; 

 l'aspergillose cutanée des grands brûlés ; 

 les péritonites liées aux dialyses péritonéales ; 

 les endocardites après intervention à cœur ouvert ; 

 les onyxis aspergillaires. 
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Figure 3 μ Photographie de l’aspergillose pulmonaire (Joffin, 2003) 

 L’aspergillose a crée une cavité dans le poumon par destruction des tissus pulmonaires 
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2. Généralités sur les plantes médicinales 

On appelle souvent « plante médicinale » une entité botanique dont au moins une de ses 

parties a des propriétés médicamenteuses. Elles peuvent avoir des usages alimentaires ou encore 

servir à la préparation de boisson hygiénique. Différentes parties d’une même plante médicinale 

peuvent avoir des utilisations différentes.  

L’activité des plantes médicinales est souvent due aux métabolites primaires et surtout 

secondaires, fruits de la photosynthèse. Si les métabolites primaires sont souvent employés 

comme excipients dans la fabrication des formes médicamenteuses, un grand nombre des 

métabolites secondaires présentent des propriétés pharmacologiques intéressantes exploitées à 

des buts thérapeutiques (Mustofa et al., 2000 ; Subu et Kuttan, 2002). 

2.1. Métabolites secondaires des plantes médicinales 

En fonction de leur nature biochimique et de leur origine biosynthétique, on distingue 

plusieurs catégories de métabolites secondaires. Il s’agit notamment des alcaloïdes, les 

polyphénols, les terpènes et stéroïdes. 

2.1.1. Alcaloïdes 

Les alcaloïdes sont des substances organiques azotées d’origine végétale, à caractère 

alcalin, de structure complexe. Les alcaloïdes ont été trouvés dans plusieurs familles de plantes. 

Les principales molécules trouvées dans les alcaloïdes sont la morphine isolée en 1805, la 

strychnine en 1818, la caféine, la quinine, la colchicine, le curare et l’atropine. Les alcaloïdes 

sont des substances toxiques même à faibles doses avec des effets thérapeutiques connus. Bon 

nombre d’entre eux ont fait l’objet de modifications chimiques pour donner de nouvelles 

substances à activité modifiée (nalorphine, vinorelbine, etc.), ou ont donné naissance à des 

familles de médicaments synthétiques (Allain, 2000). Ils agissent directement sur le système 

nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité (action antispasmodique, et mydriatique, 

anesthésique locale ou analgésique et narcotique).  

Les alcaloïdes sont aujourd’hui nommés d’après la plante qui les a fournis, toujours avec 

une terminaison en “ine”. D’une façon générale, les alcaloïdes sont amers et utilisés comme 

apéritifs (Anonyme 3, 2008). 
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2.1.2. Polyphénols 

Les principaux composés phénoliques végétaux sont les phénols et acides phénoliques 

simples, les coumarines, les flavonoïdes et composés apparentés (anthocyanes), les tanins, les 

quinones, etc. 

- Les phénols et acides phénoliques simples sont souvent fortement antioxydants, parfois 

antibactériens urinaires, analgésiques et anti-inflammatoires ou stimulants de la sécrétion 

biliaire ;  

- Les coumarines ont des propriétés anti-œdémateuses ou photo-sensibilisantes qui servent 

à préparer des médicaments anti-tumoraux ; 

- Les flavonoïdes et composés apparentés (anthocyanes) sont principalement responsables 

de nombreux pigments végétaux et en particulier les pigments jaunes et oranges. Les 

plantes riches en flavonoïdes ont souvent des propriétés antispasmodiques. Les 

anthocyanes sont des dérivés de l’acide cyanhydrique. A forte dose, ce sont des poisons 

apparentés au cyanure tandis qu’à dose modeste, ils ont des vertus antiseptiques 

(Anonyme 3, 2008) ; 

- Les tanins (phénols associés à un sucre) ont généralement une activité bactériostatique 

qui permet de diminuer la fréquence des récidives d'infection bactérienne (Jepson et 

Craig, 2007) ; 

- Les quinones constituent une série de dicétones éthyléniques conjuguées cycliques qui 

peuvent comporter un noyau de benzène.  

2.1.3. Terpènes et stéroïdes  

Dérivés formellement de l'isoprène, les terpènes se différencient par le nombre d'unités 

isopréniques qui les constituent. Les principaux constituants terpéniques des végétaux sont : les 

mono-, les di-, les tri- et les sesquiterpènes. 

2.2. Description de la plante étudiée 

2.2.1. Présentation des Combretaceae 

Terminalia superba est une espèce du genre Terminalia, appartenant à la famille des 

Combretaceae. Les Combretaceae sont des plantes ligneuses, des arbres, des arbustes ou des 

lianes. Les feuilles sont soit simples, entières, alternes, opposées, rarement verticillées non 

stipulées (Moshi et Mbwambo, 2005 ; Thiombiano et al., 2006). Les inflorescences sont des 

épis, des racèmes, des panicules ou des capitules. Les fleurs, grandes ou petites, sont 

généralement très colorées. Les Combretaceae sont hermaphrodites rarement unisexuées, 
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épigynes, actinomorphes légèrement zygomorphes, tétramères ou pentamères. Le calice est 

tubulaire et soudé à l’ovaire comportant quatre à huit lobes valvaires (Adjanohoun et al., 1982). 

Les pétales au nombre de 4 à 5 ou quelquefois absents, grands ou petits, libres ou plus ou moins 

longuement coudés en tube, sont imbriqués ou valvaires. Les étamines de 4 à 10 sont 

généralement insérées sur la coupe calicinale. Les filets staminaux sont infléchis dans le bouton 

floral et portent des anthères medifixes à déhiscence longitudinale (Ake-Assi et al., 1980 ; 

Adjanohoun et al., 1982). 

Les ovaires sont infères, rarement semi infères, uniloculaires portant un à six ovules 

pendants. Le style est unique libre ou partiel et soudé au tube du calice. Les fruits drupés ou 

samaroïdes, ont une seule loge contenant une graine à cotylédons enroulés (Ake-Assi, 1984 ; 

Vangah-Manda, 1986). 

La famille des Combretaceae comprend 20 genres et 400 espèces. Elle est représentée en 

Afrique par une centaine d’espèces reparties en 9 genres que sont : Anogeissus, Combretum, 

Conocarpus, Guiera, Languncularia, Pteleopsis, Quisqualis, Strephonema et Terminalia 

(Aubréville, 1959). 

En Côte d’Ivoire, il existe 8 genres et 19 espèces de Combretaceae (Adjanohoun et al., 

1984 ; Ake-Assi, 2001). 

2.2.2. Description de Terminalia superba Engl et Diels 

Cette plante pousse dans les forêts denses humides, forêts caduques et aussi dans les 

forêts secondaires (Burkill, 1985). Elle préfère un climat caractérisé par des précipitations 

annuelles variant de 1400 à 2000 mm, une saison sèche, et une température moyenne comprise 

entre 23 et 26° C. Elle préfère les sols fertiles d’origine alluviale mais pousse également sur 

d’autres types de sols. 

T. superba ou le Fraké peut atteindre 1m de diamètre au dessus des ailes, mais le fût est 

en général plus élevé. Sa croissance est très rapide en pleine lumière. Cette plante peut atteindre 

une hauteur de 50 m (Figures 4 A et B) (Aubréville, 1959) 

En Côte d’Ivoire, Terminalia superba est appelé “Pai” chez les Abbey, chez les Bété de 

Soubré “Saro”, en général chez les Bété “Solo”, chez les Agni “Fra-in”, chez les Attié “Fé”, chez 

les Wobé “Sahan ou Sahain”, chez les Yacouba “Kobaté”, chez les Baoulé “Tra” et chez les 

Gouro “gbéhi”. 
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 Fruits de T. superba 

Les fruits sont ailés latéralement et sont plus larges que longs. Ils possèdent deux ailes 

seulement dans le plan. Mais, il se forme parfois une troisième et plus rarement une quatrième 

aile dans un autre plan. Les fruits sont transversalement oblongs d’environ 5 cm de large et 2 cm 

de long, glabres à maturité. Les fruits sont de petites samares qui sont regroupées en un axe 

commun. Leurs ailes permettent ainsi au Fraké de disséminer ses graines via la force du vent 

(Aubréville, 1959) (Figure 4 C). 

 Fleurs de T. superba 

Les fleurs du Fraké sont petites et groupées en épis terminaux. L’axe de l’inflorescence 

est pubescent. Les boutons floraux sont en tête de clou. Les fleurs pubescentes, jaunâtres ont une 

hauteur totale moyenne de huit millimètres. L’ovaire est sessile. Le calice a cinq lobes 

triangulaires. Le réceptacle pubescent est en dessus des étamines. Les étamines glabres sont au 

nombre de dix. Le filé est de deux 2,5 mm à 3 mm de hauteur (Aubréville, 1959). 

 Feuilles de T. superba 

Les pétioles sont longs et les feuilles atteignent 7 cm de long. Les feuilles sont groupées 

en touffes aux extrémités des rameaux, obovées, à sommet arrondi et brièvement acuminé, de 10 

à 18 cm long, de 5 à 10 cm large (Aubréville, 1959) (Figure 4 D). Ces organes ont été utilisés 

pour l’identification de la plante. 
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Figure 4 : Photographie du fût, houppier, des feuilles et fruits de T. superba (PELE, 2007)  

A : Photographie du fût de T. superba 
B : Photographie du houppier de T. superba 
C : Photographie des feuilles de T. superba 
D : Photographie des fruits de T. superba 
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2.2.3. Position  systématique 

Terminalia superba fait partie du règne végétal. Son embranchement est le spermaphyte 

et de sous embranchement des angiospermes. La classe de T. superba est la classe des 

dicotyledones et de sous classe des Magnoliopsida (Rosideae). Son ordre est le myrtale. T. 

superba appartient à la famille des Combretaceae, du genre Terminalia et l’espèce est superba 

d’où sa dénomination Terminalia superba. 

2.2.4. Distribution de T. superba 

Cette plante a une large distribution en Afrique Occidentale et Centrale. Elle est retrouvée 

en Angola, au Bénin, au Cameroun, en Côte d’Ivoire, au Congo, au Gabon, au Ghana, en 

Guinée, en Guinée équatoriale, au Libéria, au Nigeria, en Centre Afrique, en République 

Démocratique du Congo, en Sierra Leone et au Togo (Corbasson et Souvannavong, 1986). 

2.2.5. Utilisation en milieu traditionnel de T. superba 

En médecine traditionnelle, T. superba est utilisé pour soigner de nombreuses affections 

grâce à ses diverses vertus thérapeutiques. Ainsi, au Cameroun, T. superba est utilisé pour 

soigner divers maux comme les douleurs abdominales, les gastroentérites, le diabète et les 

infertilités féminines (Adjanohoun et al., 1996 ; Gauthman et al., 2001 ; Moshi et Mbwambo, 

2005). 

En Côte d’Ivoire, T. superba est utilisé pour soigner les douleurs abdominales, la fièvre, 

les céphalées, la malaria, les diarrhées, et les infections microbiennes (Anonyme 1, 1978 ; Ake-

Assi, 1984). Les écorces du tronc sont les principales parties de la plante utilisées dans la 

préparation des médicaments traditionnels anti-diarrhéiques (décoction) (AKE-ASSI, 1984), 

mais aussi, en friction sur la peau comme antimicrobiens (Ake-Assi, 1984 ; Zirihi, 1991). 

2.2.6. Etudes pharmacologiques de T. superba 

Dans la littérature, de nombreuses études sur les activités pharmacologiques de T. 

superba sont disponibles. Cela dénote de l’importance de cette plante dans la médecine 

traditionnelle.  

Ainsi Kantchouing et al (2006) ont montré l’activité antidiabétique des extraits 

méthanoliques et de chlorure de méthylène de l’écorce du tronc de T. superba sur des rats rendus 

diabétiques. En effet, leur résultat permet de dire que ces extraits font baisser le taux de glycémie 

chez les rats diabétiques.  
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L’activité analgésique de l’extrait de la fraction butanolique de l’écorce du tronc de T. superba a 

été étudiée par Dongmo et al.,  2006. 

Les travaux de Dimo et al. (2007) ont montré que l’extrait de méthanol de l’écorce du 

tronc induit la relaxation indépendante de l’endothélium de l’aorte thoracique de rat. 

Wansi et al. (2007) ont isolé et élucidé la structure d’un inhibiteur de l’activité de l’α-

glucosidase de l’écorce du tronc de T. superba. 

Tobopda et al. (2008) ont rapporté dans leur étude l’isolement, l’élucidation de la 

structure de l’α-glucosidase et l’activité immuno-inductrice de deux nouveaux dérivés acides 

éllagique. 

Padmashree et al. (2010) en revanche, ont observé les effets diabétiques avec l’extrait de 

chlorure de méthanol/méthylène mais avec des feuilles de T. superba. Les rats diabétiques traités 

par cet extrait dans cette étude ont vu leurs poids augmentés. 

Une étude a été conçue par Tom et al. (2010) afin d’évaluer l'effet vasorelaxant de 

différents extraits totaux de l'écorce du tronc de T. superba et de comprendre les mécanismes 

impliqués dans les effets des extraits les plus efficaces. Cette étude a montré que tous les extraits 

de T. superba présentent une activité de vasodilatation sur les anneaux aortiques de rat.  

Kuete et al. (2010) ont étudié l’activité antimycobactérienne, antibactérienne et 

antifongique de l’extrait de méthanol de l’écorce du tronc, des fractions (TSB1 à TSB7) et deux 

composés isolés (dérivés d’acide éllagique) par fractionnement bioguidé. 

Tous ces travaux ainsi que les pratiques traditionnelles impliquant cette plante ont 

largement contribué à son choix pour cette étude. Elle vise à évaluer l’activité antifongique des 

extraits de T. superba sur la croissance in vitro de trois espèces fongiques (Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus) régulièrement incriminés dans les 

pathologies humaines et animales. A terme, cette étude permettra d’identifier la ou les molécules 

responsables de cette activité afin de mieux orienter les nombreux utilisateurs de la plante aux 

doses à appliquer. Pour y parvenir diverses méthodes et techniques chromatographiques ont été 

utilisées. 

3. Méthodes et techniques chromatographiques 

Initialement, la chromatographie était une méthode de séparation. Aujourd’hui, elle est 

utilisée pour la séparation, l’identification et éventuellement le dosage des constituants 

chimiques dans des mélanges complexes.  

De façon générale, une chromatographie utilise une phase stationnaire et une phase mobile. 

Le produit à chromatographier sera, selon ses affinités, soit plutôt attiré par la phase stationnaire 
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(et ne migrera pas), soit par la phase mobile (et migrera). Les facteurs qui interviennent dans le 

partage des molécules à séparer entre la phase stationnaire et la phase mobile sont : la solubilité 

dans un solvant liquide, la taille (la forme), la polarité, la charge électrique, la présence de 

groupements d'atomes formant des sites particuliers.  

Les innovations technologiques permettent de différencier plusieurs types de 

chromatographie qui résultent du fait que l'on ait privilégié l'effet de l'un de ces facteurs par 

rapport à l’autre. Cependant, il faut noter que l'exclusivité d'un mécanisme n'est jamais totale au 

cours d'une séparation chromatographique (Chaaib-Kouri, 2004 ; Diallo et Sanogo, 2005 ; 

Lagnika, 2005). 

A ce jour, on distingue: 

- la chromatographie de partage (liquide – liquide), destinée à la séparation de soluté dans 

deux phases liquides ; 

- la chromatographie d'exclusion (ou perméation de gel) permet de « filtrer » un mélange. Ici, 

les molécules sont plus ou moins retenues suivant leur taille et leur possibilité de pénétrer 

dans les pores de la résine (phase solide). Les grosses molécules qui ne peuvent pas rentrer 

dans les pores ne sont pas retenues et les solutés retenus sont élus dans l’ordre des masses 

molaires décroissantes ; 

- la chromatographie d'adsorption qui est une chromatographie liquide-solide ou la phase 

stationnaire est un adsorbant solide polaire. Les solutés sont élus par polarité; 

- la chromatographie d'adsorption en phase inverse est également une autre chromatographie 

liquide-solide dans laquelle la phase stationnaire est apolaire. les solutés sont élus par ordre 

inverse de la polarité; 

- la chromatographie sur échangeurs d'ions (HPLC) qui consiste en un échange réversible 

d’ions entre la phase mobile et la phase stationnaire. Cette dernière est porteuse de 

groupements ionisés fixes et d’ions mobiles assurant l’électroneutralité. Ce type de 

chromatographie s’adresse aux produits ioniques ou ionisables; 

- la chromatographie d'affinité ou la phase stationnaire est un support macromoléculaire 

chimiquement inerte, sur lequel est greffé un effecteur qui présente une affinité biologique 

(bio-affinité) pour un soluté de l'échantillon à analyser (affinité enzyme-substrat, ligand-

récepteur, antigène-anticorps) (Rosset et al., 1982 ; Diallo et Sanogo, 2005 ; Lafont, 2005). 

Malgré cette grande diversité les méthodes chromatographiques peuvent être regroupées en 

3 grandes familles ; la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la chromatographie liquide à 

haute performance  (HPLC) et la chromatographie sur couche mince (CCM). 
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3.1. Chromatographie sur couche mince 

La Chromatographie sur Couche Mince est une technique analytique rapide, simple et peu 

coûteuse, utilisée au cours de la séparation et de l’identification des métabolites. Elle repose 

principalement sur le phénomène d’adsorption. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits 

(mélange complexe de métabolites) et aux échantillons biologiques. Elle permet d’avoir une idée 

globale des métabolites présents dans un extrait ou une fraction ainsi qu’un contrôle aisé et 

rapide de la pureté d’un composé lorsque les conditions opératoires sont bien déterminées. Aussi 

permet-elle également de suivre la progression d’une réaction, étant donné qu’elle indique le 

nombre de composants dans un mélange réactionnel (Diallo et Sanogo, 2005 ; Lafont, 2005; 

Lagnika, 2005). 

La mise en œuvre d’une CCM nécessite plusieurs matériels tels que μ 

- une cuve chromatographique μ c’est un récipient en verre, de formes variables (selon les 

manipulations à effectuer) et fermé par un couvercle maintenu étanche ; 

- une phase stationnaire μ c’est une couche d’absorbant étalé uniformément sur un support en 

aluminium ou en verre de dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10 cm ou 5 

x 10 cm) avec une épaisseur comprise entre 0, 5 et 2 mm ; 

- la phase mobile μ c’est l’éluant, il est composé d’un solvant unique ou d’un mélange de 

solvants qui migre lentement le long de la plaque en entraînant les composants de 

l’échantillon déposé ; 

           Les échantillons à analyser sont appliqués en petits spots sous forme de points ou de 

bandes sur l’absorbant. La plaque est déposée verticalement dans la phase mobile constituée 

d’un ou de plusieurs solvants organiques.  

A la fin du développement du chromatogramme, la révélation des constituants peut se 

faire à l’UV (longueurs d’ondes  = 254 nm et 365 nm) ou à l’aide d’un révélateur spécifique 

(réactif). Le Rapport frontal permet de caractériser la substance considérée.  

                                                                          

Le Rf est caractéristique d’une substance donnée pour un éluant spécifique sur un support 

«phase stationnaire» donné. Il est le même que le constituant soit pur ou se trouve dans un 

mélange.  

  Le Rf ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange (Lafont, 2005 ; 

Lagnika, 2005). 
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La chromatographie sur couche mince peut être analytique ou préparatoire. Lorsqu’elle 

est préparative, les zones du support correspondant aux substances d’intérêts sont récupérées, 

dispersées dans une petite quantité de solvant, filtrée pour la récupération des composés purs 

(Lafont, 2005). 

3.2. Chromatographie sur colonne 

Dans cette forme de chromatographie, la phase stationnaire est contenue dans une colonne. 

L’éluant qui peut être sous la pression d’une pompe ou non, entre par une extrémité et sort par 

l'autre. En pratique, la phase mobile est composée des mêmes solvants que ceux utilisés pour la 

chromatographie sur couche mince analytique. Toutefois, l’élution peut être accélérée grâce à 

l’addition progressive de solvant de plus en plus polaire par rapport à la phase initiale. Les 

différentes fractions sont collectées selon le profil chromatographique dans des erlenmeyers ou 

dans des piluliers (Lafont, 2005). 

Lorsque la séparation sur colonne se fait à pression atmosphérique, on parle de 

chromatographie liquide à pression atmosphérique. Dans le cas contraire, on parle de flash 

chromatographie. Dans ce dernier cas la colonne est sous pression et permet d’accélérer le débit 

et la séparation par rapport au système équivalent à pression atmosphérique. Cette technique 

améliore la résolution de séparation et permet le traitement de quantités plus élevées 

d’échantillons. 

Le système est composé d’une bouteille d’air comprimé qui alimente une pompe 

pneumatique, d’une vanne d’injection, de deux modules de compression utilisable selon les 

quantités d’échantillon  et d’un régulateur de pression (manomètre). 

3.3. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) 

La chromatographie liquide à haute performance est une technique basée sur les mêmes 

principes que ceux de la chromatographie classique sur colonne sans en présenter les 

inconvénients que sont: la lenteur des séparations, l’absence de détecteurs et la quantité 

considérable d’échantillons nécessaires.  

L'échantillon à analyser est poussé par un liquide dans une colonne remplie d'une phase 

stationnaire de fine granulométrie (les « grains » sont de très petite taille). Le débit d'écoulement 

de la phase mobile est élevé ce qui entraîne une augmentation de la pression dans le système. Ce 

débit élevé diminue le temps nécessaire pour séparer les composants le long de la phase 

stationnaire. La fine granulométrie de la phase stationnaire permet une meilleure séparation des 
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composants avec un seuil de détection plus bas. La combinaison de ces attributs - rapidité et 

résolution élevées - conduit à l'appellation « haute performance » et cela nécessite le choix des 

conditions expérimentales de la séparation (Lafont, 2005). 

Au-delà des techniques sophistiquées de chromatographie solide – liquide, la filtration sur 

gel spécifique permet dans certaines conditions d’obtenir des résultats remarquables. C’est le cas 

de l’utilisation du gel Sephadex® LH20. 

3.4. Filtration sur gel de dextrane: Sephadex® LH20 

Le Sephadex LH20 est un gel de séparation qui possède des propriétés lipophiles et 

hydrophiles. Le caractère lipophile de ce gel réticulé de dextrane dérive de la présence des 

groupements isopropyles obtenus par hydroxypropylation du Sephadex G-25. Son caractère 

hydrophile est dû aux nombreuses fonctions hydroxyles présentes. En raison de cette nature, le 

Sephadex LH-20 gonfle non seulement dans les solvants de faible et moyenne polarité mais 

également dans les solvants très polaires. A ces deux propriétés s’ajoute la récupération presque 

totale des échantillons au cours des expériences de séparation (Henke, 1995). Selon la nature des 

composés à séparer et la nature de l’éluant utilisé, différents mécanismes sont susceptibles 

d’intervenir en même  temps tout au long du processus de séparation (Lafont, 2005). 

•Séparation par perméation selon le poids moléculaire 

Les substances sont éluées par ordre décroissant par rapport à leur poids moléculaire. Les 

solvants les plus utilisés sont le méthanol et l'éthanol, associés ou non au dichlorométhane ou au 

chloroforme. 

•Séparation par adsorption 

Le Sephadex LH-20 présente une affinité pour les substances aromatiques et cycliques. Les 

effets d’adsorption réversibles peuvent être observés. Ils peuvent donc être mis à profit pour 

obtenir la séparation de ces composés en utilisant généralement le méthanol ou l’éthanol.  

•Séparation par partition 

Lorsqu’on utilise un éluant composé de deux solvants organiques de polarités différentes, 

le séphadex retient spécifiquement le solvant polaire provoquant ainsi une différence nette entre 

les deux phases (Lafont, 2005). 

3.5. Chromatographie d’exclusion 

La chromatographie d'exclusion est aussi appelée filtration sur gel ou tamisage moléculaire. 

Cette technique est apparue en 1959 avec un produit nouveau, le Sephadex. Le Sephadex est un 

gel de dextrane (polymère de glucose α-1-6 produit par Leuconostoc mesenteroïdes) qui subit 
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une réticulation. Il se présente sous forme de billes poreuses, dont la porosité dépend du degré de 

réticulation. Ces billes sont très hydrophiles et gonflent dans l'eau. Il en existe différents types en 

fonction de la taille des billes et de leur porosité. 

3.6. Recristallisation 

La recristallisation est une méthode de purification utilisée pour les composés sous forme 

de cristal ou de poudre (état microcristallin). 

Le principe est basé sur la solubilité des mélanges à séparer. En effet, lorsqu’on veut 

isoler ou purifier un composé présent dans un mélange par cette méthode, la première étape 

consiste à trouver le meilleur solvant de recristallisation. 

Le meilleur solvant de recristallisation est le solvant dans lequel le produit à recristalliser 

est peu soluble à froid et très soluble à chaud alors que les impuretés sont insolubles à chaud. 

Par chauffage suivi immédiatement de filtration, on élimine une partie des impuretés 

insolubles à chaud. Le refroidissement permet au produit de cristalliser. La filtration suivante 

permet d’éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles à froid. 

4. Méthodes de détermination de l’activité antimicrobienne 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l’activité antimicrobienne. Parmi 

ces méthodes l’on compte  la méthode de diffusion en milieu gélosé, des spots, en milieu liquide 

et la double dilution en tubes inclinés.  

4.1.  Méthode de diffusion en milieu gélosé  

La méthode de diffusion en milieu gélosé est utilisée pour évaluer les activités 

antimicrobiennes des différents extraits (Wiegand et al., 2007). Elle consiste à déposer à 

l’intérieur d’un puits creusé dans une gélose inoculée dans la masse par une souche bactérienne 

cible, une quantité de substance antimicrobienne à évaluer. Après dépôt dans le puits, le composé 

diffuse dans la gélose et inhibe la formation d’un tapis bactérien selon le gradient de 

concentration qui se met en place. Cette diffusion est dépendante de la diffusibilité du composé 

dans la gélose, de la durée de migration, de la distance de migration et de la concentration du 

composé (Cooper, 1955). 

  En fonction du gradient de concentration établi par le composé dans la gélose, une 

inhibition de croissance microbienne est induite. Cette inhibition a pour conséquence la 

formation d’un halo autour du puits. Le diamètre de cette zone d’inhibition quantifie l’activité 

antimicrobienne de l’extrait ou du composé. Des gammes de concentrations des différents 
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extraits de la plante sont effectuées selon une série de dilutions au demi.  Le mélange DMSO-

Eau (7:3) est utilisé comme diluant pour les extraits obtenus avec les solvants organiques.  

A partir d’une culture de 24 heures ou 48 heures d’incubation des différentes souches 

microbiennes cibles, une pré-culture d’une durée nécessaire est réalisée pour chaque souche afin 

d’atteindre la phase de croissance exponentielle. La valeur des DO à 600 nm de cette pré-culture 

permet de prélever une quantité correspondante à environ 2.107 UFC en fonction du rapport 

DO/UFC/mL de chaque souche cible.  

Cette quantité de culture microbienne prélevée est homogénéisée dans une boite de Pétri 

avec 20 ml de TSA maintenu liquide à 50°C. Une fois la gélose inoculée et solidifiée, 9 puits de 

6 mm de diamètre y sont creusés. Ensuite, 70 L de chaque concentration d’extrait de plante sont 

déposés dans les différents puits. Les boites sont ensuite mises à incuber pendant 24 ou 48 heures 

à la température de croissance optimale spécifique de chaque microorganisme.  

Après 24 ou 48 heures d’incubation, le rayon d’inhibition à partir du bord du puits est 

mesuré. Les valeurs pour les différentes concentrations de chaque extrait permettent de tracer la 

droite de régression entre la dilution de la concentration initiale et le rayon d’inhibition. De cette 

droite, la dilution de la concentration initiale est déterminée, cette dilution entraine 1 mm de 

rayon d’inhibition qui est une unité arbitraire (UA). Cette valeur permet de calculer l’activité 

spécifique de l’extrait qui est exprimée en UA/mg. Elle représente l’inverse de la quantité 

d’extrait (en mg) dans un puits qui induit 1 millimètre de rayon d’inhibition à partir du bord du 

puits (Zouhir et al., 2011). La comparaison des différentes valeurs d’activité spécifique de 

chaque extrait permet d’identifier l’organe qui concentre le plus le principe actif et aussi de 

connaitre le solvant qui sélectionne mieux ce principe actif. 

 L’activité antimicrobienne des différents extraits est détectée par la méthode de diffusion 

en milieu gélosé. Les rayons d’inhibition à partir du bord du puits de chaque concentration 

d’extrait sont mesurés puis représentés en fonction de l’inverse de la quantité (en milligramme) 

d’extrait déposée dans le puits. La valeur qui induit 1 millimètre d’inhibition par mg, ou encore 

l’activité spécifique exprimé en unité arbitraire par milligramme (UA/mg) d’extrait est 

représentée  pour différents micro-organismes 

4.2. Méthode des spots  

Le test est non quantitatif et a pour objectif d’identifier rapidement les fractions d’intérêt 

issues de la séparation par chromatographie à de faibles concentrations. A partir d’une pré-

culture de 3 heures d’une culture microbienne en bouillon de 24 heures d’incubation, un 

inoculum de 106 UFC/mL est préparé. Cet inoculum (1 mL) est étalé sur la surface d’une gélose 

tryptone-soja (TSA) puis séché à la température ambiante pendant 15 à 20 minutes sous une 
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hotte à flux laminaire. Au bout de ce temps, 5 l de chaque fraction lyophilisée et solubilisée dans 

du DMSO 70% sont déposés délicatement sur cette gélose inoculée pour former un spot, les 

géloses sont incubées à 30 ou 37°C pendant 24 ou 48 heures.  

4.3. Méthode en milieu liquide 

Le test en milieu liquide a pour objectif de déterminer pour les différents composés 

isolés, les valeurs des paramètres antimicrobiens dont la Concentration Minimale Inhibitrice 

(CMI) et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) ou Fongicide (CMF).  

Dans une microplaque de 96 puits, une gamme de concentrations de 100 L de chaque composé 

est effectuée par des dilutions au demi dans une solution de DMSO 5%.  

A partir d’une culture microbienne de 24 heures d’incubation, une pré-culture pour atteindre la 

phase exponentielle de croissance microbienne est préparée. Une fois sa densité optique à 600 

nm obtenue, cette pré-culture est utilisée pour préparer un inoculum de 2.106 UFC/mL dans un 

Bouillon Tryptone-Soja (TSB) concentré 2 fois. Ensuite 100 L de cet inoculum sont 

homogénéisés dans chaque puits de la gamme de concentrations préalablement préparée puis 

incubée à 30 ou 37° C pendant 24 ou 48 heures.  Au bout de cette période, la turbidité de chaque 

puits est appréciée à l’œil nu à la lumière du jour et la plus petite concentration dans laquelle une 

absence de turbidité est observée représente la Concentration Minimale inhibitrice (CMI) du 

composé en question sur la souche de l’inoculum utilisé. 

4.4. Méthode de la double dilution en tubes inclinés 

Selon la méthode de la double dilution en tube incliné, les extraits sont incorporés à la 

gélose en surfusion repartie dans les tubes à essai en raison de 20 mL dans le tube (ayant la plus 

forte concentration) et 10 mL dans les autres tubes de la série. Cette méthode permet de préparer 

une gamme de concentrations avec une liaison géométrique de raison ½. Après l’incorporation 

des extraits, les tubes sont stérilisés à l’autoclave à 121°C pendant 15 min puis inclinés à la 

température de la salle permettant la gélose de se solidifier. Les tests antifongiques sont faits en 

ensemençant 1000 cellules de l’espèce fongique prélevée grâce à une micropipette et étale en 

stries transversales. Les cultures de l’espèce fongiques ainsi réalisées sont été incubées à la 

température optimale de cette espèce et à son temps d’incubation. Cette opération est répétée 6 

fois pour chaque espèce fongique. Après le temps d’incubation, les colonies de l’espèce fongique 

sont dénombrées. Le traitement des données expérimentales obtenues  permet non seulement de 

tracer les courbes d’activité des extraits mais aussi de déterminer les paramètres antifongiques 

suivants que sont CMI, CMF et CI50.  
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II. MATERIEL ET METHODES 

1. Matériel 

1.1. Matériel biologique  

1.1.1. Matériel végétal 

Le matériel végétal est constitué des écorces du tronc de Terminalia superba ou le ʺFrakéʺ. 

Ces écorces du tronc ont été séchées et rendues en poudre pour la préparation des extraits de 

Terminalia superba. Terminalia superba est une espèce d’arbre pouvant atteindre 30 à 50 m de 

hauteur.  

1.1.2. Micro-organismes étudiés  

Les micro-organismes étudiés sont constitués de trois espèces de champignons 

pathogènes que sont Aspergillus fumigatus (référence 896/AB du 18. 01. 2000), Candida 

albicans (référence 3076/PV du 06. 04. 2000) et Cryptococcus neoformans (référence 

13801/LCR du 19. 06. 1999). Ces micro-organismes ont été isolés chez des patients souffrant de 

diverses mycoses. Les espèces de champignons ont été identifiées par le laboratoire de 

Mycologie et de Parasitologie de l’Institut Pasteur de Côte d’Ivoire (I.P.C.I). La souche de 

Candida albicans est sensible à l’Amphotéricine B et au Miconazole mais résistante au 

Fluconazole et au Kétoconazole. La souche de Aspergillus fumigatus est sensible au Fluconazole 

et au kétoconazole mais résistante à l’Amphotéricine B et au Miconazole. La souche de 

Cryptococcus neoformans est sensible au Miconazole et au kétoconazole mais résistante à 

l’Amphotéricine B et au Fluconazole. Ces souches cliniques ont été choisies par notre équipe 

parce qu’elle voulait tester les extraits sur les espèces fongiques dont la pathogénicité est avérée 

et résistantes aux antifongiques usuels.  

1.2. Matériel technique 

1.2.1. Milieu de culture 

         La gélose de Sabouraud (Bio-rad 64494, lot 7A2211) (France) fournie par BIOMEDIS 

Abidjan a été utilisée comme milieu de culture pour tous les tests antifongiques. 

 

1.2.2. Molécule de référence (ketoconazole) testée 

      La poudre pure du ketoconazole utilisée dans cette étude a été fournie par l’UFR Sciences 

pharmaceutiques et biologiques de l’Université Félix Houphouët-Boigny (Côte d’Ivoire). Cette 
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poudre pure a servi pour les tests antifongiques de comparaison du ketoconazole avec les extraits 

végétaux.  

1.2.3. Produits chimiques 

Tous les réactifs et solvants utilisés au cours de cette étude sont de qualité analytique. 

L’eau distillée, l’éthanol, l’hexane, l’acétate d’éthyle, le n-butanol, le dichlorométhane et le 

chloroforme ont été utilisés pour les différentes extractions. Le méthanol a servi d’éluant pour la 

chromatographie sur colonne de gel de filtration sephadex LH-20 (LH20100-50G) SIGMA. 

Le mélange acétate d’éthyle- méthanol-eau (100 :12 μ8) a servi d’éluant pour la chromatographie 

sur couche mince des fractions issues du fractionnement de l’extrait X1.2 et de l’extrait X12, 

retenu parmi les extraits issus des partitions de l’extrait total éthanolique. 

        L’acétate de sodium, l’acide chlorhydrique, l’acide sulfurique, l’anhydrique acétique, le 

chlorure ferrique, le chlorure mercurique, le chloroforme et les copeaux de magnésium ont servi 

à la préparation des réactifs de Stiasny, de Bouchardat, de Dragendorff, de Valser-Mayer dans le 

cadre du tri phytochimique. 

Tous ces différents produits nous ont été fournis par PROLABO® (Toulouse, France). 

1.2.4. Appareillage et verrerie de laboratoire 

Les appareils utilisés pour cette étude sont constitués d’un évaporateur rotatif (BUCHI) 

(Swaziland) qui a permis de concentrer à sec les différents extraits préparés avec un solvant 

organique, un Lyophilisateur (TELSTAR LIOALFA-6) (France) qui a servi pour lyophiliser 

l’extrait total aqueux, l’utilisation d’un agitateur magnétique chauffant et non chauffant 

(AGIMATIC-N) (Espagne) qui ont permis la préparation du milieu de culture et la macération, 

l’autoclave (SANO CLAV) (Allemagne) a été utilisé pour la stérilisation des tubes contenant le 

milieu de culture incorporé des différents extraits de T. superba, et le Ketoconazole avant la 

culture des germes fongiques, les différentes pesées ont été réalisées à l’aide d’une balance 

électronique de précision (SARTORIUS AG GOTTINGEN) (Allemagne), la culture des espèces 

fongiques en présence des extraits de T. superba et le Ketoconazole a été faite sous une hotte à 

flux laminaire vertical (SUPCRIS numéro de série 8001-2) (France) et toutes les cultures 

réalisées ont été incubées dans un incubateur de type bactériologie (MEMMERT 30079) 

(Allemagne). Les analyses chromatographiques ont été faites à l’aide d’un certain nombre 

d’appareils. Un chromatographe Hewlett-Packard 6890 pour l’analyse chromatographique en 

phase gazeuse, l’analyse chromatographique liquide haute performance a été réalisée à l’aide 

d’un appareil de type Lichro CART® 150-4,6 mm. Un spectrophotomètre UV-visible JASCO V- 
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530 a permis l’analyse des spectres UV des composés et un appareil de type Shimadzu a été 

utilisé pour les analyses des spectres de masse des composés. 

En plus de la verrerie courante de laboratoire, cette étude a nécessité l’utilisation de 

baguettes en verre, de tubes à essai (l1 =20 cm, Ф 1 =3 cm ; l 2 =15 cm, Ф 2 =1,5 cm), de coton 

hydrophile, coton cardé et de micropipettes (1000 l, 100 l). 

2. Méthodes 

2.1. Collecte de la plante 

Les écorces du tronc de T. superba ont été récoltées en Juin 2009 dans la région 

d’Abengourou à Abradinou (Côte d’Ivoire). Des échantillons de cette récolte et certains organes 

(les feuilles et les fruits ont été utilisés pour l’identification de la plante) ont été conditionnés 

dans les sacs. Ces échantillons ont été identifiés au Centre National Floristique (CNF) de 

l’Université Félix Houphouët-Boigny. Après cette identification, un tri a été réalisé pour éliminer 

les écorces pourries, brûlées par le feu ou contaminés par les moisissures ou tout autre parasite. 

Par la suite, les écorces du tronc de T. superba récoltées ont été découpées en petits morceaux et 

séchées à l’abri du soleil à la température ambiante de 27±2 ° C pendant 14 jours dans une salle 

bien aérée. Après séchage, les écorces ont été finement broyées (diamètre inférieur à 0,40 µm)  

grâce à un broyeur électrique de type IKA-MAG. Enfin la poudre végétale (diamètre inférieur à 

0,40 µm) obtenue a été repartie dans des sachets en polyéthylène hermétiquement fermés, 

étiquetés et stockés à l’abri de l’humidité et de la chaleur. 

2.2. Extraction 

2.2.1. Préparation des extraits totaux 

Les extraits totaux aqueux et hydroalcoolique ont été préparés selon la méthode de Zirihi 

et al. (2003). Selon ce procédé, l’extrait total aqueux a été préparé comme suit :  

Une masse de 100 g de poudre de T. superba a été mélangée dans un litre d’eau distillée par 

homogénéisation pendant 5 min et répété six cycles dans un blender. L’homogénat obtenu a été 

tamisé. La solution obtenue a été filtrée successivement deux fois sur coton hydrophile et une 

fois sur papier filtre (Whatman 3 mm). Le filtrat ainsi obtenu avec l’eau distillée a été concentré 

au 2/3 à l’aide d’un évaporateur rotatif de type BUCHI à la température de 60° C. La solution 

concentrée correspondant au 1/3 de la solution initiale a été congelée puis lyophilisée. La poudre 

obtenue est l’extrait total aqueux. Cette poudre a été recueillie dans un bocal en verre et 

conservée au réfrigérateur à 4° C. L’extrait éthanolique a été préparé selon le même procédé 

comme décrit ci-dessus à la différence que le solvant utilisé est un mélange d’éthanol pur (70%), 
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eau distillée (30%) v/v. Le filtrat a été concentré à sec à l’aide d’un évaporateur rotatif de type 

BUCHI à la température de 60 °C. La Figure 5 représente le schéma de la préparation des 

extraits totaux de T. superba. 
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Figure 5 μ Schéma synoptique de l’extraction de l’extrait total aqueux et hydroalcoolique  de T. superba 
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2.2.2. Préparation des extraits par partition 

Les extraits issus des partitions de l’extrait total hydroalcoolique ont été préparés selon la 

méthode de Zirihi et al. (2003). Selon cette méthode, cinq portions de 10 grammes de l’extrait 

total hydroalcoolique ont été pesées séparément. Chaque portion a d’abord été dissoute dans 150 

mL d’eau distillée dans un Erlenmeyer. Le mélange a été agité grâce à un agitateur, jusqu’à 

dissolution complète de la portion. A chaque homogénat obtenu, 150 mL d’un seul type de 

solvant organique y a été ajouté (l’hexane, l’acétate d’éthyle, le n-butanol, le dichlorométhane et 

le chloroforme). Chaque ensemble ayant un volume final de 300 mL a été placé sous agitation 

magnétique et a été homogénéisé pendant 24 heures à la température ambiante (27±2° C). Après 

le temps d’agitation, le mélange obtenu a été transvasé dans une ampoule à décanter puis laissé 

au repos (à la température de la salle) jusqu’à décantation complète (Ackah et al., 2008). Après 

cette étape, les deux phases liquides ont été séparées et concentrées séparément à l’aide d’un 

évaporateur rotatif. Tous les solvants ont été évaporés à sec (en fonction de leur température 

d’évaporation). Cette opération (figure 6) a permis d’obtenir dix extraits différents qui sont : 

X1.1 : la phase hexanique. 

X1.2 : la phase aqueuse issue de la partition hexane-eau. 

X2.1 : la phase acétatique. 

X2.2 : la phase aqueuse issue de la partition acétate d’éthyle-eau. 

X3.1 : la phase butanolique. 

X3.2 : la phase aqueuse issue de la partition butanol-eau. 

X4.1 : la phase dichlométhanique. 

X4.2 : la phase aqueuse issue de la partition dichlorométhane-eau. 

X5.1 : la phase chloroformique. 

X5.2 : la phase aqueuse issue de la partition chloroforme-eau. 
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Figure 6 : Schéma synoptique de la préparation des extraits des partitions de T. superba 
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2.3. Purification 

2.3.1. Chromatographie sur colonne de X1.2 

        Après les premières évaluations de l’activité antifongique des extraits, la partition X1.2 s’est 

révélée être la plus active, c’est donc cette partition qui a été retenue pour la suite des travaux. 

Cet extrait X1.2 a été alors chromatographié sur colonne de gel de filtration séphadex LH20 dont 

la phase stationnaire de cette chromatographie a été le gel séphadex LH20. L’élution utilisé est le 

méthanol. Les conditions opératoires sont les suivantes : colonne en verre de diamètre 2 cm avec 

une hauteur de gel de 38 cm et le débit d’écoulement du solvant a été de 2 mL/min. Au total 40 

fractions (F1 à F40) de 20 mL chacune ont été recueillies. Le schéma de cette purification est 

résumé par la figure 7. 

2.3.2. Chromatographie sur couche mince de X1.2 et des fractions (G1, G2 et G3) 

La Chromatographie sur couche mince a été réalisée afin de séparer les constituants 

chimiques de l’extrait de X1.2 et de comparer les constituants de chaque fraction (issue du 

fractionnement de X1.2) aux constituants de l’extrait de base X1.2. 

La cuve chromatographique a été remplie du mélange de solvants constitué d’acétate 

d’éthyle- méthanol-eau dans les proportions : 100 :12 :8 v/v à une hauteur de 0,5 cm. Elle a été 

recouverte avec le couvercle afin que l’atmosphère dans la cuve reste saturée en vapeur d’éluant. 

Sur la plaque chromatographique (6 cm sur 3 cm), un trait horizontal a été tracé à l’aide d’un 

crayon à papier à 1 cm environ du bord inférieur. Ce trait ne doit pas être trempé dans le solvant 

d’élution contenu dans la cuve. Sur le trait, 5 µL de l’extrait X1.2 et toutes ces fractions issues du 

fractionnement de X1.2 ont été déposées. Les microgouttes ont été séchées puis les plaques ont 

été déposées verticalement dans la cuve puis refermée. A la fin de la migration (5 min), lorsque 

le solvant a atteint les 3/4 environ de la hauteur de la plaque (1 cm du bord supérieur), les 

plaques ont été sorties de la cuve et le front du solvant a été marqué immédiatement (à cause de 

l’évaporation rapide du solvant). Les plaques ont été séchées à l’air libre. Les différentes plaques 

chromatographiques ont été portées à la lumière UV (longueurs d’ondes  = 254 nm et 365 nm) 

afin de détecter les différentes couleurs des tâches et de leur Rf. Les différentes fractions ont été 

regroupées sur la base du profil chromatographique de l’extrait X1.2 qui a donné ces fractions en 

trois groupes de fractions (G1, G2 et G3). 
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Figure 7 : Schéma de la préparation des fractions de T. superba sur gel de filtration de 

sephadex LH-20 
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2.3.3. Fractions issues de X1.2 

           Les 40 fractions ont été analysées par chromatographie sur couche mince et regroupées en 

trois groupes de factions en fonction de la nature des composés chimiques qu’elles renferment. 

Les groupes de factions sont G1, G2 et G3. Les fractions G1, G2 et G3 ont été testées sur la 

croissance des espèces fongiques en vue de rechercher le groupe le plus actif. Le groupe de 

fractions (G1) est constitué des fractions (F1 à F6). Le groupe de fractions G2, est constitué des 

fractions (F7 à F18). Enfin, le groupe de fractions G3 est constitué des fractions (F19 à F40). Le 

groupe de fractions G3 ayant donné à l’issu des tests antifongiques les meilleurs résultats a été 

retenu pour la suite de l’étude (flash chromatographique et spectrométrie de masse) afin de 

déterminer la nature des composés chimiques qu’il renferme. 

2.3.4. Identification de la nature des composés chimiques contenus dans le produit de la 

recristallisation de l’extrait G3  

L’identification de la nature des composés chimiques contenus dans le produit de la 

recristallisation de l’extrait G3 a été faite grâce aux méthodes suivantes : la spectrométrie de 

masse, la spectrophotométrie UV-visible, la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire et 

la chromatographie liquide haute performance. 

 Spectrométrie de masse 

Les spectres de masse en electro-spray (ESI-SM) ont été enregistrés en mode positif sur 

un spectromètre de masse SM-QP 2010 de type Shimadzu et rapportés dans les unités de la 

masse à la charge (m/z). Le mode de l'ionisation utilisé a été l’impact électronique (EI, 70 eV).  

Les spectres de masse en mode "electro-spray" à haute résolution (HRESI-SM) ont été 

enregistrés en mode positif par un spectromètre quadripolaire hybride global de temps de vol 

"Time of Flight" ou Q-TOF Ultima (Waters-Micromass). 

 Pour les analyses, un spectromètre de masse de type Shimadzu (SM-QP 2010) en 

electro-spray (ESI-SM) a été utilisé. Le mode de l'ionisation utilisé a été l’impact électronique 

(EI, 70eV). Les spectres de masse ont été enregistrés en mode positif et rapportés dans les unités 

de la masse à la charge (m/z). 

 Spectrophotométrie UV-visible 

Les spectres UV des composés ont été mesurés lors des analyses HPLC/UV grâce au 

détecteur à barrettes de diodes du système HP 1100. Un spectrophotomètre UV-visible JASCO 
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V- 530, équipé d’un enregistreur de spectres est utilisé pour la quantification des polyphénols 

totaux et des flavonoïdes totaux des extraits. 

 Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire 

Les spectres RMN 1H et 13C ont été mesurés à 400 MHz et 100 MHz respectivement, 

avec des appareils de type Brüker Avance 400.  

L’échantillon a été solubilisé dans les solvants deutérés CDCl3, DMSO-d6, MeOH-d4 et 

D2O. Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane 

(TMS). Les constantes de couplage sont exprimées en Hz. Les programmes de séquences 

impulsionnelles standards fournis par Brüker ont permis de réaliser les expériences 

bidimensionnelles COSY, HSQC et HMBC. 

 Chromatographie liquide haute performance 

Les analyses de la chromatographique liquide haute performance de cette étude, 

HPLC/UV(DAD) ont été réalisées en phase inverse avec une colonne HPLC de type RP-18 

(5µm) Lichro CART® 150-4,6 mm à 25° C. Les solvants A et B sont respectivement l’eau (0,2% 

TFA) et l’Acétonitrile. Le gradient utilisé est : 10 à 20% (B) en 40 min, 20 à 30% (B) en 5 min, 

30 à 40% (B) en 5 min, 40 à 45% (B) en 5 min et l’initialisation à 10% (B) pendant 5 min. 

L’extrait a été injecté à une concentration de 0,1 mg avec comme éluant un mélange 

Acétonitrile/eau (TFA 0,2%) s’écoulant à un débit de 0,8 mL/min. Les détections ont été faites à 

254, 280, 325 et 530 nm. 

2.4. Evaluation de l’activité antifongique des différents extraits, fractions et le ketoconazole 

2.4.1. Préparation de la gélose Sabouraud 

Le milieu de Sabouraud sans antibiotique a été préparé en dissolvant 5,06 g de la gélose en 

poudre dans 120 mL d’eau distillée. Ce mélange est chauffé et agité sur un agitateur jusqu’à 

dissolution complète de la gélose. Le milieu de culture ainsi préparé a été reparti dans les tubes à 

essai. Tous les tubes contenant le milieu de culture n’ont été stérilisés qu’après incorporation des 

extraits végétaux et le ketoconazole. 

Pour réaliser les tests in vitro, le milieu a été coulé dans différents tubes à essai auxquels 

ont été incorporés les différents extraits végétaux et le ketoconazole à chaud. C’est cela qui a 

permis la sélection des extraits les plus actifs. 
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2.4.2. Incorporation des extraits végétaux et le ketoconazole à la gélose. 

L’incorporation des extraits végétaux et du Ketoconazole à la gélose a été faite selon la 

méthode de la double dilution en tubes inclinés (Ajello et al., 1963 ; Holt, 1975 ; Guéde-Guina 

et al., 1996 et 1997). Chaque série comporte douze tubes à essai numérotés de 1 à 12. Le milieu 

précédemment  préparé a été reparti dans les douze tubes à raison de 20 mL dans le tube n° 1 et 

10 mL dans les autres tubes allant du n° 2 au n° 12. La gamme de concentration a été préparée en 

homogénéisant 1,5626 g de poudre d’extrait total aqueux dans 20 mL de milieu de Sabouraud du 

tube n° 1. La moitié du volume de ce mélange homogène a été transférée dans le tube n° 2 

contenant 10 mL de gélose et homogénéisée. Cette opération a été reprise pour le tube n° 3 et 

ainsi de suite par double dilution jusqu’au tube n° 10 pour lequel la moitié du volume du 

mélange homogène a été rejetée. Cela a donné ainsi une gamme de concentration allant de 3125 

µg/mL à 6,09 µg/mL avec une liaison géométrique de raison 1/2 (Figure 8 A). Le tube n° 11 a 

permis le contrôle de croissance des germes en absence de l’extrait végétal et le tubes n° 12, pour 

le contrôle de stérilité de la gélose en absence du germe et de l’extrait. Les douze tubes de cette 

série ont été stérilisés dans un autoclave de marque (SANO CLAV), à 121° C pendant 15 min 

(Adeshina et al., 2012) puis, inclinés (avec petit culot) à la température de la salle pour 

permettre à la gélose de se solidifier. Tous les autres extraits et le Ketoconazole ont été 

incorporés à la gélose selon la même méthode.  

2.4.3. Préparation de l’inoculum 

Pour les tests antifongiques, les inocula ont été préparés séparément à partir de cultures 

jeunes de 48 heures des trois espèces de champignons sur gélose en pente. Pour chaque espèce 

de champignon, une à deux colonies au moins bien isolées ont été prélevées à l’aide d’une anse 

de 2 mm de diamètre puis homogénéisées dans 10 mL d’eau distillée stérilisée. Cette suspension 

a donné une suspension mère notée 10°, dont la charge est de 106 cellules/mL. A partir de la 

suspension 10°, a été préparée la suspension 10-1 par dilution au 1/10ième en transférant 1 mL de 

la suspension 10° dans λ mL d’eau distillée stérilisée pour avoir un volume final de 10 mL, 

contenant 105 cellules par ml (Ajello et al., 1963 ; Holt, 1975 ; Maury, 1987 ; Guéde-Guina et 

al., 1997 ; Zirihi et al., 2003) (Figure 8 B). Afin de vérifier la charge de l’inoculum, nous avons 

procédé secondairement à des dilutions de 10-2, 10-3  et 10-4de ce dernier. Toutes ces suspensions 

ont été ensemencées sur gélose en boîte de Pétri incubées en même temps que les cultures 

expérimentales. Après 48 heures d’incubation, le dénombrement des colonies de la dilution 10-4, 

rapporté au volume prélevé (10 L) et au facteur de dilution (10000) a donné pour l’inoculum 

une charge de 105 cellules/mL, ce qui est conforme aux normes standards de culture. Dans cette 
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vérification, on tient aussi compte du nombre de colonies dénombré dans les suspensions 10 -1,10-

2 et 10-3. 

2.4.4. Culture des micro-organismes en présence de l’extrait végétal et le ketoconazole 

Pour chaque série, sauf le tube n° 12 de contrôle de stérilité, la culture des différentes 

espèces fongiques (Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus) a été 

faite dans les autres tubes. L’ensemencement s’est fait en stries transversales (jusqu’à 

épuisement) de 10 µL de la suspension 10-1 (de concentration 105 cellules/mL), ce qui donne 

1000 cellules ensemencées. Les cultures ainsi réalisées ont été incubées à 30° C dans un 

incubateur de type bactériologie (MEMMERT 30079) (Allemagne) pendant 48 heures pour 

toutes les espèces de champignons pathogènes étudiées (Ajello et al., 1963 ; Holt, 1975  ; 

Guéde-Guina et al., 1997 ; Zirihi et al., 2003 ; Dewanjee et al., 2007). 
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Figure 8 μ Schéma des  méthodes d’incorporation des extraits à la gélose et de  la 
préparation de l’inoculum (Guéde-Guina et al., 1997 ; Zirihi et al., 2003) 
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2.4.5. Dénombrement des espèces 

Après 48 heures d’incubation, les colonies des différentes espèces fongiques ont été 

dénombrées par comptage direct grâce à un stylo compteur de colonies (CIENCEWARE). La 

croissance des espèces fongiques dans les tubes expérimentaux de chaque série a été évaluée en 

pourcentage de survivance, calculé par rapport à 100% de survivance dans le tube témoin de 

contrôle de croissance selon la formule suivante : 

S = 
N

n
x 100 

Avec :  

S = Survivance des germes (exprimée en pourcentage) 

N = Nombre de colonies dans le tube témoin 

n = Nombre de colonies dans le tube expérimental. 

Le traitement des données expérimentales a permis non seulement de tracer les courbes 

d’activité, mais aussi de déterminer les paramètres antifongiques suivants : 

 la Concentration Minimale Fongicide (CMF) : c’est la plus petite concentration d’extrait qui 

tue 99,99% les espèces comparativement au témoin de contrôle de croissance ; inversement, 

c’est la concentration d’extrait qui laisse une survivance de 0,01% ; 

 la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) μ c’est la plus petite concentration d’extrait à 

partir de laquelle il n’y a aucune croissance visible à l’œil nu, 

 la concentration pour 50% d’inhibition (CI50). Elle représente la dose d’extrait pour laquelle 

50% de la croissance des espèces fongiques ont été inhibés. Ce paramètre se détermine 

graphiquement à partir de la courbe de sensibilité.  

2.4.6. Détermination des CMI et CMF  

          Les CMI ont été déterminées en comparaison des pourcentages des croissances des 

souches dans les tubes expérimentaux aux tubes témoins. La concentration du tube expérimental 

n’ayant pas de croissance visible (pas de colonies visibles) correspond à la CMI. La CMF est 

déterminée à la suite de la CMI. Une subculture du tube identifié comme portant la concentration 

minimale inhibitrice est réalisée dans une gélose neuve (pas d’extraits de plante). La surface de 

la gélose est raclée avec l’anse et ensemencée dans cette gélose. Après 24 heures d’incubation la 

CMF est encore lue dans le tube ne comportant aucune croissance (Maury, 1987 ; Guéde-Guina 

et al., 1996). 
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2.5. Détermination du pouvoir antifongique des extraits et du ketoconazole 

2.5.1. Critères de comparaison des activités des extraits et celles de ketoconazole  

         L’évaluation de l’activité des extraits est faite au regard des valeurs des paramètres 

antifongiques (CMI, CMF, CI50) et de l’allure des courbes d’activité. Cette évaluation se fait 

surtout sur la base de la comparaison des valeurs des CMF, car la CMF est un paramètre 

quantitatif alors que la CMI est un paramètre qualitatif. Ainsi un extrait X1 est considéré plus 

actif qu’un autre extrait X2 si la valeur de CMF de X1 est plus petite que celle de X2. Lorsque 

deux extraits X1 et X2 ont la même valeur de CMF, le jugement est reporté sur la valeur de la 

CI50. L’extrait le plus actif doit avoir la plus petite valeur de CI50. Le dernier critère d’évaluation 

repose sur la courbe d’activité ou de sensibilité des espèces à l’extrait:  

- son allure générale progressivement décroissante ou à évolution constante (forme de 

plateau) ; 

- la valeur relative de sa pente (forte ou faible);  

- sa position par rapport à l’axe des ordonnées (proche, éloignée ou médiane). 

Ce sont des facteurs importants et révélateurs de l’activité (forte, moyenne et faible) 

intrinsèque (Ackah et al., 2008 ; Yayé et al., 2012). 

2.5.2. Rapport d’activité 

Pour juger si un extrait est 2 ; 3 ou N fois plus actif qu’un autre, un rapport d’activité est 

établit  en divisant la valeur de la CMF la plus grande par la valeur de la CMF la plus petite. Par 

exemple CMFX1/CMFX2= K. Cela signifie que l’extrait ayant la plus petite valeur de CMF (X2) 

est K fois plus actif que l’extrait ayant la plus grande valeur de CMF (X1) (Ackah et al., 2008 ; 

 Yayé et al., 2012). 

2.5.3. Classification des niveaux d’activité 

          Les niveaux d’activité des extraits ont été classés en fonction des valeurs de CMF en trois 

catégories (Aligiannis et al., 2001) : 

- activité faible : CM F> 1600 µg/mL  

- activité moyenne : 1500 µg/mL < CMF < 600 µg/mL  

- activité forte : CMF < 500 µg/mL.  
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2.6. Tri-phytochimique 

Le tri-phytochimique a porté sur la mise en évidence des principaux groupes chimiques 

contenus dans tous les extraits testés (extrait total aqueux, extrait total hydroalcoolique, X12 et 

G3). Les essais ont été réalisés en tubes. 

2.6.1. Recherche des saponosides  

En solution aqueuse les saponosides ont un indice de mousse très élevé. Cette propriété est 

donc mise à profit dans ce test, par agitation d’un échantillon de volume d’extrait. Les 

saponosides sont des hétérosides à génine stéroïdique ou triterpénique, douées de propriétés 

tensioactives. 

         Dans un tube à essai contenant 4 mL d’eau distillée, 2 mL d’échantillon de l’extrait 

correspondant (extrait total aqueux, extrait total hydroalcoolique, X12, et G3) y ont été ajoutés. 

L’ensemble a été vigoureusement agité pendant 1 minute et laissé au repos pendant 1 à 2 

minutes. La hauteur de la mousse a été mesurée. La présence de saponine est mise en évidence 

lorsque cette mesure est supérieure à 1cm, (Lebeau et al., 1956 ; Bonga et al., 1996 ; 

Koudougou, 2004). 

2.6.2. Recherche des alcaloïdes  

Les alcaloïdes ont été recherchés selon la méthode décrite par Tiwari et al. (2011). Les 

alcaloïdes sont des composés azotés alcalins dérivés des acides aminés. La recherche de ces 

composés a été effectuée par des réactions de précipitation avec les réactifs généraux des 

alcaloïdes selon les méthodes de  Bouchardat, Valser-Mayer et Dragendorff. 

Les alcaloïdes sont relevés par la propriété à se combiner avec les métaux lourds (Bismuth, 

iode, mercure, tungstène…) et précipiter sous forme de sels colorés. 

 Les métaux lourds utilisés dans les réactifs sont : 

 l’iode dans le réactif de Bouchardat qui entraine la formation de précipité brunâtre; 

 l’iode et bismuth dans le réactif de Dragendorff engendrent la formation de précipité orangé ;  

 l’iode et mercure dans le réactif de Valser-Mayer permettent la formation d’un précipité 

blanc laiteux. 

Dans une capsule en porcelaine 6 mL, d’extrait aqueux de T. superba, ont été évaporés à 

sec au bain de sable. Le résidu a été repris dans 6 mL d’éthanol. La solution ainsi obtenue a été 

repartie dans trois tubes à essai. Chaque tube à essai reçoit par la suite deux gouttes de réactif 

spécifique (Dragendorff, Valser-Mayer ou Bouchardat). 

L’apparition de précipités spécifiques indique la présence d´alcaloïdes dans l’extrait. 
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2.6.3. Recherche des quinones  
Les quinones existent sous deux formes (libres et combinées) dont les premières sont mises 

en évidence par le réactif de Borntraeger tandis que les secondes doivent être hydrolysées avant 

leur mise en évidence. 

La caractérisation des quinones est fondée sur le fait qu’ils donnent, sous l’action d’une 

lessive alcaline (ammoniaque, soude, eau de chaux) ajoutée en faible quantité une coloration 

rouge cerise pourpre. 

Dans une capsule en porcelaine, un échantillon de 2 mL d’extrait de T. superba, est 

évaporé à sec au bain de sable. Le résidu est trituré avec 5 mL d’acide chlorhydrique dilué au 

1/5. L’ensemble a été porté au bain-marie bouillant dans un tube à essai pendant 30 minutes. 

Après refroidissement, l’hydrolysât a été extrait avec 20 mL de chloroforme. L’extrait ainsi 

obtenu a été traité avec 0,5 mL d’ammoniaque dilué au demi. L’apparition de la coloration 

indique la présence de quinone (libre ou combiné) (Assam Assam et al., 2010 ; Ashafa et 

Umebese, 2012). 

2.6.4. Recherche des polyphénols  

 Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques comprenant plusieurs 

groupements phénoliques associés en structures plus ou moins complexes généralement de 

haut poids moléculaire. Ils sont généralement connus sous le nom de tanins qui se 

subdivisent en deux groupes que sont les tanins galliques (hydrolysables) et les tanins 

cathéchiques (non hydrolysables). 

 Mise en évidence des tanins galliques et cathéchiques : Réaction de Stiasny 

En solution aqueuse, l’ensemble des tanins sont précipités par les sels de métaux lourds (Cu, 

Zn, Sn, Pb, Hg) en complexes colorés. Pour distinguer les tanins cathéchiques des tanins 

galliques on utilise le réactif de Stiasny. 

o Tanins cathéchiques 

Un échantillon de 5 mL d’extrait de T. superba a été évaporé à sec dans une capsule en 

porcelaine chauffé sur un bain de sable. A ce résidu, ont été ajoutés 15 mL du réactif de Stiasny 

et l’ensemble a été porté au bain-marie à 80° C pendant 30 minutes. L´apparition de précipités 

indique la présence de tanins cathéchiques. 
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o tanins galliques  

Un échantillon de 5mL d’extrait de T. superba, a été évaporé à sec dans une capsule en 

porcelaine chauffé sur du sable. Trois gouttes de FeCl3 à 2% ont été ajoutées à ce résidu. Le 

développement d´une teinte bleue - noire indique la présence de tanins galliques. 

Parallèlement, un essai à blanc est réalisé avec l’acide gallique. 

2.6.5. Recherche des flavonoïdes  

Les flavonoïdes sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et 

représentent une source importante d'antioxydants dans l’alimentation. Ils forment une sous-

classe de polyphénols. 

Les flavonoïdes sont caractérisés par la réaction à la cyanidine. Le principe de cette 

réaction est qu’en solution alcoolique et en présence d’hydrogène naissant, les hétérosides 

flavoniques donnent des dérivés diversement colorés en fonction de la structure chimique du 

flavonoïde. Ainsi,  

Les flavones vont donner une coloration orange ; 

Les flavonols vont donner une coloration rouge ;  

Les flavonones vont donner une coloration rouge-violacée (Nacoulma et Ouedraogo, 

1996 ; Nikiema, 1997 ; Audu et al. 2007 ;  Bekro et al., 2007).  

Dans une capsule en porcelaine 2 mL d’extrait de T. superba ont été évaporés à sec au bain 

de sable. Le résidu a été repris après refroidissement dans 5 mL d’alcool chlorhydrique dilué au 

demi. La solution obtenue a été renversée dans un tube à essai et quelques copeaux de 

magnésium y sont ajoutés. L´apparition d´une coloration spécifique permet de déduire la 

présence du flavonoïde correspondant. 

2.6.6. Recherche des stérols et des terpènes  

Les stérols et terpènes sont des composés ayant un squelette carboné basé sur six unités 

d'isoprène et qui sont dérivés de la biosynthèse d'un hydrocarbure acyclique en C30. C’est la 

condensation des unités isopréniques qui aboutit, selon la voie de synthèse, soit à un dérivé 

terpénique soit à un stérol comme le cholestérol. L’unité isoprénique est lui-même construit dans 

une première étape, à partir d’un motif comportant deux carbones, fournis par l’acétylco-enzyme 

A (acétyl-CoA) (Bowman et Rand, 1980). 

En milieu d’acide fort (acide sulfurique), les stérols et les terpènes d’un extrait végétal à 

l’anhydride acétique sont colorés en pourpre ou violet (Obasi et al., 2010). 
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Dans une capsule en porcelaine, 5 mL d’extrait de T. superba ont été évaporés à sec au 

bain de sable. Le résidu a été dissout à chaud dans 1 mL d’anhydride acétique. L’ensemble a été 

renversé dans un tube à essai auquel 0,5 mL d’acide sulfurique concentré a été ajouté. 

2.7. Analyse statistique et traitement des résultats 

 Les données expérimentales obtenues ont été traitées grâce au logiciel Graph Pad Prism 

version 5.0 (Microsoft U.S.A). L’analyse statistique des résultats a été réalisée en utilisant 

l’analyse des variances (ANOVA ONE-WAY) selon le test de comparaison multiple de Dunnett, 

p < 0,05 est considéré comme critère de significativité. La valeur moyenne est accompagnée de 

l’erreur standard sur la moyenne (Moyenne ± SEM). 
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III. RESULTATS 

1. Activité antifongique des extraits totaux, des extraits issus des partitions, des extraits 

issus du fractionnement de X1.2 et celle du ketoconazole 

1.1 Activité antifongique des extraits totaux de T. superba 

1.1.1. Activité antifongique de l’extrait  total aqueux de Terminalia superba sur les espèces 

fongiques 

Les résultats de l’activité antifongique de l’extrait total aqueux de Terminalia superba sur 

la croissance in vitro de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus 

sont consignés dans les tableaux des annexes 1, 2 et 3. On observe comparativement au témoin 

de croissance (p < 0,05), une diminution du nombre de colonies des espèces fongiques au fur et à 

mesure que la concentration de l’extrait total aqueux augmente dans les tubes expérimentaux. 

Les données expérimentales traduites sous forme de courbes de sensibilité de C. albicans 

Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus vis-à-vis de l’extrait total aqueux de T. 

superba sont présentées sur la figure 9. 

Dans l’ensemble, toutes les courbes obtenues présentent une allure progressivement 

décroissante, avec des pentes plus ou moins fortes selon la souche fongique. 

Par ailleurs, les courbes coupent l’axe des abscisses à différents niveaux dont deux au 

même niveau.  

 La courbe de l’activité antifongique de l’extrait total aqueux sur Cryptococcus neoformans 

possède une pente relativement forte. Cette courbe est  plus proche de l’axe des ordonnées. 

 Les courbes d’activité de l’extrait total aqueux sur Candida albicans et Aspergillus fumigatus 

ont des pentes relativement faibles. Elles sont plus éloignées de l’axe des ordonnées que celle 

de Cryptococcus neoformans. 

Les valeurs des CI50 (concentration pour 50 % d’inhibition) déterminées graphiquement 

et des CMF (concentration minimale fongicide), sont consignées dans le tableau I. 

Selon le tableau I, les valeurs de CI50 (32±1,40 µg/mL) et de CMF (97,50 µg/mL), 

obtenues pour Cryptococcus neoformans sont les plus faibles. L’extrait total aqueux exerce une 

forte activité antifongique sur cette espèce fongique. Quant à Candida albicans et Aspergillus 

fumigatus la valeur de la CMF  est de 390 µg/mL. Ces deux espèces sont moins sensibles à cet 

extrait.  
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Figure 9 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et 

Aspergillus fumigatus en fonction des concentrations de l’extrait total aqueux 
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Tableau I:Valeurs des paramètres antifongiques de l’extrait total aqueux de Terminalia superba 

 
  

Extrait Espèces fongiques Paramètres antifongiques (µg/mL) 
 

 
CMF  

 
CI50  

 

 

Extrait total 
aqueux de T. 

superba 

 

Candida albicans 

 
390 

 
34 ± 1,04 

 

Cryptococcus neoformans 

 
97,50 

 
32 ± 1,40 

 

Aspergillus fumigatus 

 
390 

 
37,40 ± 0,6 
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1.1.2. Activité de l’extrait total hydroalcoolique de T. superba sur les espèces fongiques 

Après une incubation de 48 heures à 30° C, les résultats obtenus (p < 0,05) présentés dans 

les tableaux des annexes 1, 2 et 3 montrent que l’extrait total hydroalcoolique a inhibé la 

croissance in vitro de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus à 

différentes concentrations. 

A partir des données du dénombrement des colonies dans les  tubes expérimentaux de 

chaque espèce fongique, les courbes d’activité ont été tracées (Figure 10). Toutes les courbes 

présentent une allure décroissante. Ce qui traduit une nette activité antifongique de l’extrait total 

hydroalcoolique. Trois types de courbes peuvent être distingués : 

 la courbe d’activité antifongique de l’extrait total hydroalcoolique sur Cryptococcus 

neoformans a présenté une pente relativement forte ; 

 la courbe d’activité antifongique de l’extrait total éthanolique sur Aspergillus fumigatus a 

donné une pente moyenne ; 

 la courbe d’activité de l’extrait total éthanolique sur Candida albicans a donné une pente 

faible. 

Les valeurs des CMF ainsi que celles des CI50, graphiquement déterminées sont résumées 

dans le tableau II. Ces valeurs permettent de comparer la sensibilité des espèces fongiques en 

présence de l’extrait total hydroalcoolique de T. superba 

Les plus faibles valeurs de CI50 (4,30±1,21 µg/mL) et CMF (24,37 µg/mL) ont été 

obtenues sur Cryptococcus neoformans. Ces valeurs sont les plus faibles obtenues à l’issu des 

tests biologiques effectués. Cela signifie que l’extrait total hydroalcoolique présente une 

meilleure activité antifongique sur Cryptococcus neoformans. 

La valeur de CMF de Candida albicans et Aspergillus fumigatus est identique (97,50 

µg/mL). Ces deux espèces fongiques sont moins sensibles à cet extrait que Cryptococcus 

neoformans. Par ailleurs, la valeur de CI50 de Candida albicans étant de 9,40 ±1,39 µg/mL est 

moins élevée que celle de Aspergillus fumigatus (20,80 ±0,7µg/mL). Aspergillus fumigatus est 

moins sensible à l’extrait total éthanolique que Candida albicans (Tableau II). 

Pour 100 g de poudre de T. superba 31 g d’extrait aqueux et 37 g d’extrait 

hydroalcoolique ont été obtenus soit 31 % et 37 % de rendement. La figure 11 montre les masses 

des extraits totaux de Terminalia superba. 
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Figure  10: Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et 

Aspergillus fumigatus en fonction des concentrations de l’extrait total hydroalcoolique 
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Tableau II : Valeurs des paramètres antifongiques de l’extrait total hydroalcoolique de T. 

superba 

 

Extrait Espèces fongiques Paramètres antifongiques (µg/mL) 
 

 
CMF  

 
CI50  

 

 

Extrait total 
hydroalcoolique 

de T. superba 

 

Candida albicans 

 
97,50 

 
9,40 ± 1,39 

 

Cryptococcus neoformans 

 
24,37 

 
4,30 ± 1,21 

 

Aspergillus fumigatus 

 
97,50 

 
20,80 ± 0,7 
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Figure 11 : Rendement des extraits totaux de Terminalia superba 

Extraits totaux 



 

AHON GNAMIEN MARCEL          Thèse Unique de Biochimie-Microbiologie 65 

1.2. Activité antifongique des extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique 

Les résultats de l’étude de l’activité des différents extraits de T. superba sur la croissance 

de C. albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus sont consignés dans les 

tableaux des annexes 4, 5 et 6. On observe comparativement au témoin (p < 0,05), une 

diminution du nombre de colonies de C. albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus au fur et à mesure que la concentration des extraits augmente dans les tubes 

expérimentaux. 

Les données expérimentales traduites sous forme de courbes de sensibilité de C. albicans 

Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus vis-à-vis des extraits sont présentées sur les 

figures 12, 13, 14, 15 et 16. 

Dans l’ensemble, toutes les courbes obtenues présentent une allure progressivement 

décroissante, avec des pentes plus ou moins fortes selon les extraits. 

Par ailleurs, en fonction de ces extraits, les courbes coupent l’axe des abscisses à 

différents niveaux dont trois au même niveau. 

 Les valeurs des CI50 (concentration pour 50 % d’inhibition) déterminées graphiquement 

et des CMF (concentration minimale fongicide) sont consignées dans le tableau III 

L’analyse de ce tableau montre que les extraits aqueux issus de cette partition (X1.2, X2.2, 

X3.2, X4.2 et X5.2) présentant des valeurs des paramètres antifongiques les plus basses (12,178 

µg/mL, 24,37 µg/mL, 48,75 µg/mL et 97,50 µg/mL) sont plus actifs comparativement aux 

extraits des phases organiques ((X1.1, X2.1, X3.1, X4.1 et X5.1) dont les valeurs sont les élevées et 

comprises entre 195 µg/mL et 1560 µg/mL. 

En effet, sur Candida albicans, les extraits X1.2 et X5.2 ont donné les plus faibles valeurs 

de CMF (CMF = 48,75 µg/mL) et X4.1 a présenté la plus forte valeur de paramètres 

antifongiques (CMF = 780 µg/mL). Cela signifie que les extraits X1.2 et X5.2 sont plus actifs sur 

cette espèce par rapport à X4.1. 

Sur Cryptococcus neoformans, les plus faibles valeurs des paramètres antifongiques ont 

été obtenues avec X1.2 (CMF = 12,18µg/mL). En revanche, sur la même espèce fongique 

(Cryptococcus neoformans) X4.1 possède la plus forte valeur de CMF (195 µg/mL). L’extrait X1.2 

est plus actif sur Cryptococcus neoformans que X4.1. 

Sur Aspergillus fumigatus X1.2 a donné la plus faible valeur des paramètres (CMF = 48,75 

µg/mL) et c’est encore X4.1 qui a donné la plus forte valeur de CMF (1560 µg/mL). 
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Il résulte de ce tableau que l’extrait X1.2 a donné les valeurs de CMF les plus faibles pour 

les trois espèces contrairement à X4.1 dont les valeurs sont les plus fortes (Tableau III). Au terme 

de cette étude l’extrait X1.2 s’est relevé le plus actif sur les trois espèces fongiques étudiées. Cet 

extrait a été choisi pour la suite des travaux. Par conséquent, cet extrait X1.2 a été fractionné sur 

le gel de séphadex LH20 pour donner trois groupes de générations.  

Les rendements des extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique ont été 

présentés sous forme de figures. Les rendements les plus faibles ont été obtenus avec les extraits 

X4.1, X5.1 et X1.1. Les rendements relativement moyens ont été obtenus avec X2.2, X3.2, X3.1 et X2.1. 

Les plus forts rendements ont été enregistrés avec les extraits X5.2, X4.2 et X1.2 (figure 17). 
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Figure 12 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus en fonction des concentrations des extraits issus de la partition de l’extrait total 
hydroalcoolique dans le mélange de solvant hexane-eau 
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Figure 13 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus en fonction des concentrations des extraits issus de la partition de l’extrait total 
hydroalcoolique dans le mélange de solvant Acétate d’éthyle-eau 
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Figure 14 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus en fonction des concentrations des extraits issus de la partition de l’extrait total 
hydroalcoolique dans le mélange de solvant n-Butanol-eau 
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Figure 15 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus en fonction des concentrations des extraits issus de la partition de l’extrait total 
hydroalcoolique dans le mélange de solvant Dichlorométhane-eau 
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Figure 16 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus en fonction des concentrations des extraits issus de la partition de l’extrait total 
hydroalcoolique dans le mélange de solvant Chloroforme-eau 
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Tableau III: Valeurs des paramètres antifongiques des extraits issus de la partition de l’extrait 

total hydroalcoolique de Terminalia superba 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

    
 
 
        Extraits 

Candida albicans Cryptococcus 

neoformans 

Aspergillus fumigatus 

CI50 

 
(µg/mL) 

CMF 
 

(µg/mL) 

CI50 

 
(µg/mL) 

CMF 
 

(µg/mL) 

CI50 

 
(µg/mL) 

CMF 
 

(µg/mL) 

X1.1 18±1,02 195 27±0,88 97,50 25±0,73 195 

X1.2 12±1,13 48,75 3±0,44 12,18 8±0,64 48,75 

X2.1 40±1,16 195 42±0,56 97,50 30±0,75 390 

X2.2 16±0,63 97,50 4,5±1,00 24,37 17±1,00 195 

X3.1 8±1,18 195 6±0,65 48,75 40±0,25 390 

X3.2 10±0,88 97,50 4±0,86 48,75 18±0,56 195 

X4.1 100±0,23 780 66±0,29 195 100±0 ,21 1560 

X4.2 10±1,07 97,50 6±0,18 48,75 6±0,48 97,50 

X5.1 60±0,18 195 34±0,28 97,50 125±1,12 1560 

X5.2 8±0,47 48,75 6±0,87 24,37 12±1,78 195 
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Figure 17: Rendements des extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique 

Extraits issus des partitions 



 

AHON GNAMIEN MARCEL          Thèse Unique de Biochimie-Microbiologie 74 

1.3. Activité antifongique des extraits issus du fractionnement de X1.2 

Après une incubation de 48 heures à 30°C, les résultats obtenus (p < 0,05) présentés dans 

les tableaux des annexes 7, 8 et λ montrent que les extraits issus du fractionnement de l’extrait 

X1.2 inhibent la croissance in vitro de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus à des degrés divers. 

A partir des données du dénombrement des colonies, dans les  tubes expérimentaux, les 

courbes de sensibilité des souches fongiques en fonction de la concentration des extraits ont été 

tracées (Figure 18). Toutes les courbes présentent une allure décroissante. Ce qui traduit une 

nette activité antifongique de chaque extrait. 

           Les extraits issus du fractionnement de X1.2 ont inhibé les trois espèces fongiques à 

différentes valeurs de CMF. 

        Sur Cryptococcus neoformans les valeurs de CMF obtenues avec les extraits sont les plus 

faibles (G1 : 48,75µg/mL, G2 : 12,18 µg/mL et G3 : 6,09 µg/mL) (Tableau IV). Cryptococcus 

neoformans est plus sensible à tous les extraits issus du fractionnement que les deux espèces 

fongiques.  

     Sur Candida albicans et Aspergillus fumigatus, les valeurs de CMF obtenues sont les mêmes. 

Ces valeurs sont : 97,50 µg/mL, 24,37 5µg/mL et 12,18 µg/mL respectivement avec G1, G2 et 

G3. Parmi ces deux espèces fongiques, Aspergillus fumigatus présentant les valeurs de CI50 plus 

élevées (11± 0,9 µg/mL, 8± 0,75 µg/mL et 4± 1,45 µg/mL) est l’espèce la moins sensible aux 

extraits, car les valeurs de CMF obtenues sont les plus élevées (Tableau V). Candida albicans a 

une sensibilité intermédiaire aux trois extraits issus du fractionnement. 

      Parmi les extraits issus du fractionnement G3 a exercé une activité antifongique forte sur les 

trois espèces fongiques car avec cet extrait les faibles valeurs de CMF ont été obtenues. G3 a fait 

l’objet d’une analyse plus poussée afin de caractériser les composés responsables de cette très 

forte activité antifongique. 

            Différents rendements ont été obtenus au cours du fractionnement de l’extrait X1.2. Avec 

de 2 g de l’extrait X1.2, 455 mg (22,75 %) de l’extrait G1 ont été obtenus contre 340 mg (17%) et 

550 mg (27,5%) de G2 et G3 respectivement. Les différents rendements ont été présentés sous 

forme de figure. La figure 19 représente les rendements des groupes de fractions G1, G2 et G3.  
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Figure 18 : Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus 

fumigatus en fonction des concentrations de G1, G2 et G3 issus du fractionnement de l’extrait X1.2  



 

AHON GNAMIEN MARCEL          Thèse Unique de Biochimie-Microbiologie 76 

Tableau  IV: Valeurs des paramètres antifongiques des extraits issus du fractionnement de X1.2 

de T. superba 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

    Extraits Espèces fongiques  Paramètres antifongiques (µg/mL) 

CMF CI50 

 
 

G1 

Candida albicans 97,50 10  ± 1,02 

Cryptococcus 

neoformans 

48,75 9  ± 0,88 

Aspergillus 

fumigatus 

97,50 11  ± 0, 9 

 
 

G2 

Candida albicans 24,37 7  ± 1,18 

Cryptococcus 

neoformans 
12,18 4  ± 0,71 

Aspergillus 

fumigatus 
24,37 8  ± 0,75 

 
 

G3 

Candida albicans 12,18 3  ± 1,12 

Cryptococcus 

neoformans 
6,09 2,3  ± 0,65 

Aspergillus 

fumigatus 
12, 18 4  ± 1,45 
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Figure 19 μ Différents rendements des extraits issus du fractionnement de l’extrait X1.2 

Extraits issus du fractionnement de X1.2 
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1.4. Activité antifongique du Ketoconazole  

         Afin de mieux apprécier l’activité antifongique des extraits de T. superba, nous avons 

voulu comparer les activités antifongiques de ces extraits avec l’activité antifongique du 

Ketoconazole. 

Après 48 heures d’incubation à 30°C, une inhibition effective des souches fongiques 

testées a été observée par le ketoconazole. Les résultats du comptage des colonies (p < 0,05) sont 

consignés dans le tableau de l’annexe 10. Les courbes de sensibilité obtenues à partir de ce 

tableau sont présentées par la figure 20.  

Les courbes ont une allure progressivement décroissante. Par rapport à leur pente, ces 

courbes ont été bien distinctes l’une de l’autre. 

 La courbe d’activité antifongique du Ketoconazole sur Cryptococcus neoformans a présenté 

une forte pente ; 

 La courbe d’activité antifongique du Ketoconazole sur Aspergillus fumigatus a présenté une 

pente relativement moyenne comparativement aux deux courbes extrêmes. 

 La courbe d’activité antifongique du Ketoconazole sur Candida albicans a possédé une pente 

relativement faible. 

         Le Ketoconazole inhibe les espèces fongiques (Candida albicans, Cryptococcus 

neoformans et Aspergillus fumigatus) à différentes concentrations. Sur Candida albicans, la 

valeur de CMF (390 µg/mL) est la plus élevée. Candida albicans a été l’espèce fongique la 

moins sensible à l’action inhibitrice du Ketoconazole. En revanche, l’espèce fongique 

Cryptococcus neoformans a donné une sensibilité plus forte au Ketoconazole avec la valeur de 

CMF égale à 48,75 µg/mL. La sensibilité de Aspergillus fumigatus au Ketoconazole se situe 

entre les deux extrêmes (97,50 µg/mL) (Tableau V). 
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Figure  20: Courbes de sensibilité de Candida albicans, Cryptococcus neoformans 

et Aspergillus fumigatus en fonction des concentrations du Ketoconazole 
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Tableau V : Valeurs des paramètres antifongiques du Ketoconazole  

 
 

Extrait  Espèces fongiques  Paramètres antifongiques (µg/mL) 

 
CMF  

 
CI50  

 
 
 
 

Ketoconazole 

 

Candida albicans 

 
390 

 
18,28 ± 1,32 

 

Cryptococcus neoformans 

 
48,75 

 
18 ± 1,24 

 

Aspergillus fumigatus 

 
97,50 

 
15 ± 0,8 
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2. Etude Triphytochimique des extraits de T. superba 

Le résultat du tri phytochimique des extraits de T. superba a montré que: 

- L’extrait total aqueux renferme 5 grands groupes chimiques : les polyterpènes, les 

tanins cathéchiques, les polyphénols, les flavonoïdes et les saponosides ;  

- L’extrait total hydroalcoolique contient aussi 5 grands groupes chimiques (les 

alcaloïdes, les polyterpènes, les polyphénols, les flavonoïdes et les saponosides) ; 

- L’extrait X1.2 renferme 3 grands groupes chimiques que sont les polyphénols, les 

flavonoïdes et les saponosides ; 

- Le groupe de fractions G3 est constituée d’un seul grand groupe chimique : les 

polyphénols.  

En partant de l’extrait total aqueux à l’extrait G3 via l’extrait X1.2, le nombre de grands 

groupes chimiques recherchés dans les extraits de T. superba a diminué (5 à 1). Le grand groupe 

chimique que sont les polyphénols a été le seul qui est présent dans tous les extraits de T. 

superba non seulement mais, le seul constituant ou composé chimique de G3 (Figure 21). 
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Figure  21 : Groupes chimiques mis en évidence dans les extraits (extrait total 

aqueux, extrait total hydroalcoolique, X1.2 et G3) de Terminalia superba 

 

Score 1 = faible quantité 

Score 2 = quantité moyenne 

Score 3 = abondante quantité 

Composés chimiques 
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3. Profil chromatographique de l’extrait X1.2 et des fractions G1, G2 et G3 

Les figures 22 A et 22 B montrent le profil chromatographique de l’extrait X1.2 et les 

factions issues du fractionnement de X1.2. La figure 22 A montre que le groupe G1 (F1 à F6) a 

présenté à l’UV 365 nm, une florescence bleue avec un Rf égal à 0,8. Quant à l’extrait G2 (F7 à 

F18), il a présenté une florescence jaune à l’UV 365 nm avec un Rf égal à 0,45. En revanche, 

l’extrait G3 (F19 à F40) non fluorescent, ne se présente que sous forme de flamme de bougie à 

l’UV 254 nm (Fig 22 B). La présence des trois groupes de fractions issus du fractionnement de 

X1.2 a été prouvée par flash chromatographie. 
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Figure 22 : Chromatographie sur couche mince de X1.2 à 254 et 365 nm  

A : Chromatographie sur couche mince de X1.2 à 365 nm 
B : Chromatographie sur couche mince de X1.2 à 254 nm 

G1 

G2 
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4. Confirmation du profil chromatographique par flash chromatographique 

La figure 23 se présente sous deux couleurs. La couleur bleue présente le gradient de 

solvant montrant le pourcentage de mélange de deux solvants (le méthanol et le 

Dichlorométhane). La couleur rouge présente les pics montrant les molécules présentent dans 

l’extrait X1.2. Trois principaux pics sont alors observés sur cette figure. Ce sont le pic A qui 

pourrait correspondre au groupe de fraction G1. Ce pic pourrait contenir un peu d’impureté. Le 

deuxième pic, le pic B qui pourrait aussi correspondre au groupe de fractions G2. Ce pic semble 

être pur. Enfin, le pic C qui est le pic le plus important. Le pic C correspond au groupe de 

fractions G3. L’importance de l’absorbance de pic fait penser à plusieurs molécules. Il y avait 

trois groupes de molécules dans l’extrait X1.2 et le pic C correspond au groupe de fractions G3. 
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Figure 23 μ Courbes obtenues après analyse flash chromatographique de l’extrait X1.2 
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5. Produit obtenu après recristallisation de la fraction G3 

      La purification par recristallisation de l’extrait du groupe de fractions G3 dans du méthanol a 

donné un produit de couleur jaune. Ce dernier a été soumis à une série d’analyses 

chromatographique et spectrale qui ont abouti à l’établissement de la structure de deux composés 

AH1 et AH2 (figure 24). 

 Composés mis en évidence dans la fraction G3 

         Le résultat a révélé la masse de deux composés AH1 et AH2. Ainsi dans le composé AH1, la 

masse est donnée par le pic de valeur m/z = 316 correspondant à l’ion [M-H]-, ce qui revient à 

M(AH1) égale 330 dalton (figure 24) (le spectre de masse voir annexe 12). 
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Figure 24 : Structure des composés mis en évidence dans la fraction G3 

AH2 AH1 
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IV DISCUSSION 

1. Activité antifongique des extraits de Terminalia superba 

1.1. Activité de l’extrait total aqueux  

Le choix de l’eau distillée comme premier solvant d’extraction pour l’évaluation des 

propriétés antifongiques des extraits de T. superba a été motivé par le fait que l’eau est le 

principal solvant des préparations médicinales en milieu traditionnel. 

Les tests antifongiques effectués sur Candida albicans ont montré que la croissance (nombre 

de colonies) dans les tubes expérimentaux diminuait au fur et à mesure que la concentration de 

l’extrait total aqueux augmentait jusqu’à s’annuler à 3λ0 µg/mL. L’extrait total aqueux est actif 

sur la croissance de Candida albicans selon une relation dose-dépendante. De plus, l’activité de 

l’extrait total aqueux de T. superba est fongicide. 

Ces résultats sont proches de ceux des travaux antérieurs réalisés par d’autres auteurs 

(Ackah et al., 2008 ; Ouattara et al., 2008). En effet, ces auteurs au cours de leurs travaux 

portant sur l’évaluation des propriétés antifongiques de Terminalia catappa et de Terminalia 

ivorensis (espèces voisines de T. superba) sur la croissance in vitro de Candida albicans ont 

enregistré des CMF de 780 µg/mL et de 390 µg/mL respectivement. Par ailleurs, l’extrait total 

aqueux de T. superba est 2 fois plus actif que l’extrait aqueux de T. catappa. 

De même, l’activité antifongique de l’extrait total aqueux de T. superba sur Cryptococcus 

neoformans est aussi dose-dépendante. L’activité de l’extrait est fongicide à la concentration de 

λ7,50 µg/mL. L’extrait total aqueux de T. superba (CMF = 97,50 µg/mL) est 82 fois plus actif 

que celui de Mitracarpus scaber (CMF= 8 000 µg/mL). IL est aussi 3077 fois plus actif que celui 

de Morinda morindoides (CMF = 300 000 µg/mL). Ces études ont été réalisées respectivement 

par Guéde-Guina et al. (1997) et Bagre et al. (2006) sur Cryptococcus neoformans.  

L’extrait total aqueux de T. superba est aussi actif sur Aspergillus fumigatus. De même son 

activité est dose-dépendante. Sa CMF est de 390 µg/mL. L’extrait total aqueux est donc 

fongicide sur la croissance in vitro de Aspergillus fumigatus. 

En référence des CMF des extraits totaux aqueux de Thonningia sanguinea (12 500 

µg/mL) (Kouakou et al., 2007), de Spermacoce verticillata (75 000 µg/mL) (Zirihi et al., 2007) 

et de Mitracarpus villosus (150 000 µg/mL) (Zirihi et al., 2007), l’extrait total aqueux de T. 

superba est respectivement 32 ; 192 et 384  plus actif que ceux des trois espèces végétales sur A. 

fumigatus. 
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Par ailleurs, l’activité antifongique de l’extrait total aqueux de T. superba est similaire à 

celle de l’extrait total aqueux de Terminalia catappa déterminée par Ackah et al. (2008). Les 

deux extraits totaux aqueux ont les mêmes CMF (390 µg/mL) sur Aspergillus fumigatus. 

Cryptococcus neoformans (CMF= 97,50 µg/mL et CI50 =32 µg/mL) est la souche la plus 

sensible suivi de Candida albicans (CMF= 390 µg/mL et CI50 = 34 µg/mL) et enfin Aspergillus 

fumigatus (CMF= 390 µg/mL et CI50 = 37,40 µg/mL) à l’extrait total aqueux. 

La différence de sensibilité des espèces fongiques pourrait être due à plusieurs facteurs. 

 Le premier facteur est la structure de la membrane plasmique. La membrane plasmique du 

Cryptococcus neoformans serait plus mince que celle des autres espèces fongiques ; ce qui 

facilite le passage des principes actifs d’où sa forte sensibilité à tous les extraits de T. superba 

testés.  

Le deuxième facteur est lié à la nature de la paroi. En effet, une paroi riche en lipides est 

plus soluble aux composés de nature lipidiques (Ergostérol) que les composés non  lipidiques. La 

paroi de Cryptococcus neoformans serait plus riche en composés lipidiques ; ce qui facilite le 

passage des principes actifs à travers cette paroi. Ces différentes raisons expliqueraient la plus 

grande sensibilité de Cryptococcus neoformans aux extraits de T. superba. 

Outre l’extrait total aqueux de T. superba, un second extrait total hydroalcoolique 

(éthanolique) a été testé sur la croissance in vitro des espèces fongiques précitées.  

1.2. Activité antifongique de l’extrait total hydroalcoolique  

Toutes les espèces fongiques étudiées sont sensibles à l’extrait total hydroalcoolique. Les 

CMF sont  comprises entre 48,75 µg/mL et 390 µg/mL. Cet extrait agit sur la croissance in vitro 

des espèces fongiques selon une relation dose-réponse. De plus, l’extrait total hydroalcoolique 

exerce une activité fongicide sur ces trois espèces. 

Plusieurs auteurs ont testé des extraits végétaux hydroalcoolique sur la croissance in vitro de 

souches fongiques (Duarte et al., 2005 ; Moussaid et al., 2012). En référence à d’autres travaux 

antérieurs réalisés sur les mêmes souches avec les extraits totaux hydroalcoolique, l’activité de 

l’extrait total hydroalcoolique de T. superba est 2 fois plus forte que celle de l’extrait total 

hydroalcoolique de T. catappa déterminée par Ackah et al. (2008) sur Aspergillus fumigatus, 

256 fois plus forte que celle de Morinda morindoides déterminée par Bagre et al. (2006) sur 

Cryptococcus neoformans et 277 fois plus forte que celle de Microglossa pyrifolia obtenue par 

Zirihi et al. (2003) sur Candida albicans.  
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L’activité antifongique de l’extrait total hydroalcoolique est plus élevée que celle de l’extrait 

total aqueux cela montre que les principes actifs contenus dans cet extrait ont un plus grand 

potentiel antifongiques. En effet, les solvants de cet extrait ont la capacité à extraire les 

composés de nature lipidiques. En plus, le solvant de l’extrait total hydroalcoolique étant 

constitué de l’eau et de l’éthanol permet d’extraire que des composés lipidiques de faibles et 

moyennes tailles, polaires, renfermant un ou plusieurs atomes d’oxygène. Par contre, l’eau seul 

n’extrait que de faibles quantités de composés lipidiques, des sucres de grandes et moyennes 

tailles plus ou moins complexes. Cette différence de composition des deux extraits expliquerait 

la différence de l’activité antifongique des deux extraits totaux. 

Par ailleurs, l’activité fongicide de l’extrait total hydroalcoolique de T. superba est similaire 

à celle obtenue par Ouattara et al. (2008) avec l’extrait total hydroalcoolique de T ivorensis sur 

Candida albicans (CMF = 97,50 µg/mL). 

L’activité de T. superba sur Cryptococcus neoformans (CMF = 48,75 µg/mL) est 164 fois 

plus actif que l’extrait total hydroalcoolique de Mitracarpus scaber (CMF = 8 000 µg/mL), 

travaux réalisés par Guéde-Guina et al. (1997) sur la même souche de Cryptococcus 

neoformans. 

De même, l’activité de l’extrait total hydroalcoolique de T. superba  sur la croissance de 

Aspergillus fumigatus (CMF= λ7,50 µg/mL) est 1025 fois plus actif que l’extrait total 

hydroalcoolique de Mitracarpus villosus (CMF = 100 000 µg/mL) et 512 fois plus actif que 

l’extrait hydroalcoolique de Spermacoce verticillata (CMF = 50 000 µg/mL), deux plantes 

étudiées par Zirihi et al en 2007. 

Par ailleurs, l’activité antifongique (CMF = λ7,50 µg/mL) de l’extrait total hydroalcoolique  

de T. superba est similaire à celle obtenue par Ouattara et al. (2009) (CMF = 97,50 µg/mL) 

avec l’extrait total hydroalcoolique de Terminalia ivorensis sur Aspergillus fumigatus. 

Au vu des performances des extraits totaux et en référence aux CMF, l’extrait total 

hydroalcoolique est 4 fois plus actif que l’extrait total aqueux sur Candida albicans et 

Aspergillus fumigatus et 2 fois plus actif que l’extrait total aqueux sur Cryptococcus neoformans. 

Cependant, les deux types d’extraits ont des niveaux d’activités classés dans la catégorie 

"activité forte". Ces résultats corroborent les études antérieures réalisées par d’autres auteurs 

(Khan et al., 2002; Bonjar, 2004 ; Kloucek et al., 2005 ; Eldeen et al.,  2006 ; Steenkamp et 

al., 2007 ; Magassouba et al., 2007). En effet, ces auteurs ont révélé que les extraits des espèces 

telles que Terminalia complanata (Khan et al., 2002), Terminalia chebula (Bonjar, 2004), 

Terminalia catappa (Kloucek et al., 2005 ), Terminalia sericea (Eldeen et al., 2006 ; 
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Steenkamp et al., 2007), Terminalia glaucescens (Magassouba et al., 2007) ont non seulement 

de larges spectres antibactériens et antifongiques mais aussi leurs activités sont de l’ordre du 

µg/mL. Toutes ces données confirment les vertus antimicrobiennes accordées à T. superba en 

médecine traditionnelle.  

Le potentiel antifongique de l’extrait total hydroalcoolique est nettement élevé à celui de 

l’extrait total aqueux. Pour améliorer ce potentiel antifongique, d’autres extraits (bioguidés) issus 

de l’extrait total hydroalcoolique ont été évalué sur la croissance des souches fongiques. 

1.3. Activité antifongique des extraits issus des partitions de l’extrait total hydroalcoolique 

Les dix extraits issus de l’extrait total hydroalcoolique sont tous actifs sur toutes les espèces 

fongiques étudiées. Les CMF enregistrées sont plus faibles que celles de l’extrait brut et cela 

pour toutes les souches. Cryptococcus neoformans a été la souche la plus sensible à tous les 

extraits. Les CMF de cette souche sont comprises entre 97,50 et 12,39 µg/mL. Aspergillus 

fumigatus (48,75 ≤ CMF ≤ 1560 µg/mL) et Candida albicans (48,75 ≤ CMF ≤ 780 µg/mL) sont 

les souches les moins sensibles à ces extraits. 

Les deux extraits X1.2 et X5.2 ont la même performance antifongique sur Candida albicans 

(48,75 µg/mL). Cependant sur l’ensemble des souches étudiées X1.2 a les plus faibles CMF 

(Candida albicans et Aspergillus fumigatus : 48,75 µg/mL, Cryptococcus neoformans : 12,19 

µg/mL). Par conséquent l’extrait X1.2 a été  le plus actif sur les souches fongiques. 

La forte activité de l’extrait X1.2 pourrait être liée à la purification de l’extrait total 

hydroalcoolique par l’hexane. L’hexane est reconnu pour ses capacités à extraire les composés 

lipidiques principalement les triglycérides et les insaponifiables. Au niveau chimique, l’hexane a 

été le solvant organique qui a permis un meilleur tri moléculaire permettant donc de débarrasser 

les principes actifs des masses importantes non actives rendant ainsi cet extrait plus accessibles 

aux cellules des souches fongiques. Il en est résulte aussi que les principes actifs sont plus 

concentrés dans l’extrait X1.2. 

Contrairement, l’extrait X4.1 purifié avec le chloroforme a induit les plus fortes CMF (195 

µg/mL à 1560 µg/mL) sur toutes les espèces. Le chloroforme n’a donc pas permis une bonne 

extraction des principes actifs antifongiques contenus dans l’extrait total hydroalcoolique de T. 

superba. 

Les résultats ont aussi révélé qu’au niveau de chaque pool de partition, les extraits issus des 

phases aqueuses sont 2 à 16 fois plus actifs que leurs équivalents issus des phases organiques 
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(Ackah et al., 2008 ; Yayé et al., 2012). En référence aux extraits totaux, l’extrait X1.2 est 2 fois 

plus actif que l’extrait total éthanolique et 8 fois plus actif que l’extrait total aqueux sur 

Aspergillus fumigatus et Candida albicans. Il est aussi 4 fois plus actif que l’extrait total aqueux 

et 8 fois plus actif que l’extrait total hydroalcoolique sur Cryptococcus neoformans. L’activité 

antifongique des extraits totaux a été nettement améliorée. 

Par ailleurs, les activités des différents extraits sont classées dans la catégorie "forte activité", 

(CMF inférieures à 1600 µg/mL) (Aligiannis et al., 2001). Même la fraction X4.1, (moins active 

des différentes fractions) a une CMF plus faible que celles des extraits hydroalcoolique de 

Mitracarpus villosus (CMF =75 000 µg/mL) et de Spermacoce verticillata (CMF = 150 000 

µg/mL) préparés par Zirihi et al. (2007). La comparaison des performances de X1.2 de T. 

superba à celles de l’extrait X1.2 de Mitracarpus scarber (CMF = 3125 µg/mL) testé par Kporou 

et al. (2010) a montré que l’extrait X1.2 de T. superba est 64 fois plus actif que ce dernier sur 

Candida albicans. Cela est certainement dû aux types de molécules qui constituent les principes 

actifs des deux extraits et la réaction de défense de Candida albicans vis-à-vis des molécules en 

présence. 

L’activité antifongique de X1.2 a été améliorée, cependant, les CMF (48,75 µg/mL) 

enregistrées sont nettement supérieures aux CMF (24,38 µg/mL) enregistrées avec une partition 

similaire de Terminalia ivorensis (espèce voisine) de T. superba (Ouattara et al., 2008). 

L’activité de l’extrait de Terminalia ivorensis est 2 fois plus élevée que celle de T. superba.  

Pour optimiser l’activité antifongique, des fractions chromatographiées issues de l’extrait 

X1.2 ont été aussi évaluées sur les souches fongiques.  

1.4. Activités antifongiques des fractions (G1, G2 et G3) 

Trois groupes d’extraits issus du fractionnement sur colonne ont fait l’objet des tests 

antifongiques. Il s’agit des extraits G1 G2 et G3. Ces différents extraits ont une nette activité 

antifongique. Cependant, cette activité varie d’une fraction à l’autre et d’une souche fongique à 

une autre. Cryptococcus neoformans a été la souche la plus sensible aux trois fractions suivie de 

Candida albicans puis Aspergillus fumigatus qui en est l’espèce la moins sensible. 

L’analyse de l’ensemble des données recueillies sur les trois fractions (G1, G2 et G3), révèle 

que G3 a les plus faibles CMF et CI50 sur les souches fongiques. La fraction G3 est 2 fois plus 

active que la fraction G2 et 8 fois plus active que la fraction G1 sur toutes les souches. La fraction 

G3 est plus active que les deux autres et G3 contiendrait plus de composés actifs notamment les 

composés antifongiques de T. superba. L’étude chromatographique a permis d’affiner la 
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recherche des composés antimicrobiens comme l’ont relevés certains auteurs (Eldeen et al., 

2006; Tabopda et al., 2008). Ces auteurs ont montré que l’activité antimicrobienne se 

potentialise avec le grand affinement des composés issus de la chromatographie. Ces effets sont 

aussi observés dans cette étude. La chromatographie a permis de sélectionner et de concentrer les 

composés responsables de l’activité antifongique de T. superba dans la fraction G3. 

L’analyse comparative des CMF de l’extrait X1.2 et la fraction G3 a montré que cette dernière 

est 4 fois plus active sur Candida albicans et Aspergillus fumigatus et 2 fois plus active sur 

Cryptococcus neoformans que l’extrait X1.2. De même, la fraction G3 est 8 fois plus active que 

l’extrait total éthanolique sur toutes les espèces fongiques étudiées, 32 fois plus active sur 

Candida albicans et Aspergillus fumigatus et 16 fois plus active sur Cryptococcus neoformans 

que l’extrait total aqueux. L’optimisation de l’activité antifongique de l’extrait total éthanolique 

est atteinte. La fraction G3 est 8 fois plus active que l’extrait total éthanolique. 

La chromatographie sur gel de sephadex LH20 a été donc un moyen efficace de 

concentration des molécules actives dans G3 qui est la fraction la plus active. La technique de 

chromatographie sur gel de sephadex LH20 permet indirectement de se faire une idée de la taille 

des molécules présentes dans le groupe de fractions. Ainsi, G1 contiendrait des molécules de 

grosses tailles à poids moléculaires élevés. G2 contiendrait des molécules de taille moyenne à 

poids moléculaires moyens. G3 contiendrait des molécules de petite taille et de faible poids 

moléculaire. Le diamètre des réticules étant de l’ordre de 25 à 100 µm, les molécules présentes 

dans G3 ont des tailles qui tendent vers la limite inferieure de cet intervalle. 

Les CMF obtenues avec la fraction G3 sont très faibles (6 – 12 µg/mL). Les niveaux 

d’activités antifongiques de cette fraction pourraient être classés dans la catégorie « activité très 

forte ». Pour mieux apprécier, l’activité antifongique de la fraction G3, l’activité de cette fraction 

a été comparée à celle du Ketoconazole. Le ketoconazole est un antifongique à large spectre très 

accessible et très vulgarisé en Afrique subsaharienne notamment en Côte d’Ivoire sur le marché 

des antifongiques de Côte d’Ivoire (Doughari et Obidah, 2008). L’activité de la fraction G3 a 

été 8 fois plus élevée que celle du Ketoconazole sur Aspergillus fumigatus et Cryptococcus 

neoformans et 32 fois plus élevée sur Candida albicans. 

En vue de connaître la composition des extraits ayant les plus fortes activités antifongiques, 

une étude triphytochimique a été réalisée sur les extraits μ l’extrait total aqueux, l’extrait total 

éthanolique, l’extrait X1.2 et la fraction G3. 
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2. Etude tri-phytochimique des extraits de T. superba 

Les résultats de l’étude tri-phytochimique ont montré que le principe actif n’est ni des 

alcaloïdes, ni des tanins cathéchiques parce que d’emblée l’extrait total aqueux ne contient pas 

d’alcaloïdes et l’extrait total éthanolique aussi ne contient pas de tanins cathéchiques.  

Les différences entre la composition chimique des extraits totaux, l’extrait X1.2 et la fraction 

G3 expliqueraient probablement les différences observées au niveau de leurs activités 

antifongiques (Baba-Moussa et al., 1999). Les principes actifs sont très certainement de nature 

polyphénolique ou flavonoïde ou terpènoide. Les résultats ont montré aussi qu’en passant de 

l’extrait total aqueux à l’extrait G3 via l’extrait X1.2, la teneur en polyphénols a régulièrement 

augmenté pour atteindre sa plus forte teneur dans les extraits X1.2 et G3. Le fait que G3 soit la 

fraction la plus active sur les souches fongiques et qu’elle ne contient que des polyphénols. La 

fraction G3 serait constituée de polyphénols. En effet, selon Cowan, 1999, les composés 

polyphénoliques possèdent effectivement une activité antimicrobienne dont les mécanismes 

peuvent être expliqués selon trois axes. Les polyphénols oxydés provoquent une inhibition de 

certaines enzymes de la cellule et cela entraîne la mort. Les groupes sulfuryles sont des 

analogues de substrats. Lorsque les substrats des groupes sulfuryles sont utilisés, ils bloquent les 

réactions métaboliques essentielles à la survie des cellules fongiques et les cellules fongiques 

meurent. 

Par ailleurs, l’analyse des compositions phytochimiques des fractions et extraits actifs a 

revelé la présence des molécules telles que les alcaloïdes (présent uniquement dans extrait total 

éthanolique), les terpènes (présents que dans l’extrait total hydroalcoolique et l’extrait total 

aqueux) et les tanins cathéchiques (uniquement dans l’extrait total aqueux). Ces molécules 

constitueraient des poids morts dans les extraits et augmenterait ainsi les CMF. L’activité 

observée pourrait être donc due aux saponines, flavonoïdes et autres polyphénols. 

La fraction G3 étant composée uniquement d’autres polyphénols alors que les principaux 

composés actifs ayant des propriétés antifongiques seraient de type polyphénolique.  

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature concernant l’activité 

antimicrobienne et antifongique des saponines (Iwu et al., 1999 ; Ionela et Ion, 2007), des 

flavonoïdes (Fyhrquist et al., 2002) et des polyphenols (Burapadaja et Bunchoo, 1995 ; 

Cimanga et al., 2006 ; Semwal et al., 2009 ; Gidwani  et al., 2010 ; Singh et al., 2012 ). Les 

flavonoïdes, des polyphénols et des saponosides sont capables de complexer les protéines 

extracellulaires. Cela expliquerait leurs propriétés antimicrobiennes notamment leurs propriétés 

antifongiques. Particulièrement, les composés polyphénols sont connus pour leurs propriétés 
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antimicrobiennes. Les composés polyphénols provoquent la toxicité des micro-organismes et 

dans certains cas, ils inhibent leur croissance (Brantner et al., 1996). Ils agissent également en 

inhibant et en interagissant avec les enzymes microbiennes (Mason et Wasserman, 1987). Ces 

composés sont solubles à la membrane cellulaire mais aussi sont capables de rompre les 

membranes microbiennes entraînant la mort de la cellule. D’ailleurs, Lambert et al. (2001) ont 

montré que les composés phénoliques provoquent une augmentation de la perméabilité de la 

membrane plasmique qui entraîne une modification de pH et une libération des ions organiques. 

Cette modification de pH et la libération des ions organiques ont pour conséquence, d’une part, 

une altération de la membrane qui provoque la mort de la cellule. Elles peuvent entrainer d’autre 

part, la perturbation du contrôle chimio-osmotique qui est à l’origine de la mort cellulaire (Cox 

et al., 2001).  

Pour confirmer la structure polyphénolique du principal principe actif, la fraction G3 a 

fait l’objet de recristallisation puis d’analyse chromatographique. A l’issu de ces analyses 

chromatographiques, deux composés de poids moléculaires différents ont été obtenus. Il s’agit de 

deux composés dérivés de l’acide éllagique de poids moléculaire (PM) d’environ 330 daltons 

pour l’un et de 316 daltons pour l’autre. Dans la littérature, les dérivés de l’acide éllagique sont 

connus pour leurs propriétés antimicrobiennes (Brunner et al., 2000 ; Basile et al., 2000 ; 

Thiem et Goslinska, 2004). Cette étude confirme aussi l’activité antimicrobienne des dérivés de 

l’acide éllagique contenus dans la fraction G3 de Terminalia superba. Cette activité des dérivés 

de l’acide éllagique de la fraction G3 de T. superba est une activité antifongique. 
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V. CONCLUSION ET PRESPECTIVES 

L’objectif de cette étude était non seulement de valoriser les plantes médicinales de la 

pharmacopée africaine, mais aussi, de rechercher de nouvelles molécules d’origine naturelle 

pouvant servir de médicaments.  

La plante utilisée dans cette étude Terminalia superba est une espèce à laquelle on accorde 

des vertus anti-infectieuses en milieu traditionnel. Les résultats obtenus au cours de cette étude 

confirment le bien-fondé de cette assertion. Ces investigations ont permis de comprendre que: 

- les trois espèces fongiques étudiées sont sensibles aux extraits de T. superba selon une relation 

dose-effet ; 

- tous les extraits testés extraits totaux, extraits issus de partitions et les groupes de fractions) ont 

une activité antifongique effective sur la croissance in vitro des trois espèces étudiées ; 

- Cryptococcus neoformans apparaît comme étant l’espèce fongique la plus sensible à tous les 

extraits de Terminalia superba contrairement à Aspergillus fumigatus qui reste l’espèce fongique 

la moins sensible à ces extraits ; 

- au niveau des extraits totaux, l’extrait total hydroalcoolique est 2 à 4 fois plus actif que l’extrait 

total aqueux; 

 - X1. 2 est l’extrait le plus actif parmi les dix fractions obtenues après partition de l’extrait total 

éthanolique et son activité antifongique est 4 fois plus élevée que celle de l’extrait total 

hydroalcoolique; 

- G3, un des trois groupes de fractions issues de la chromatographie de X1.2, est l’extrait 

possédant le potentiel antifongique le plus élevé. Il est surtout 4 fois plus actif que X1.2 et 8 fois 

plus actif que l’extrait total éthanolique, l’extrait de base. Enfin, il est 32 fois plus actif que 

l’extrait total aqueux et le Ketoconazole ; 

- la combinaison d’analyse phytochimique, d’analyse chromatographique et d’analyse spectrale 

de masse a montré que G3 est constitué de deux molécules dérivées de l’acide éllagique. 

En perspective, il serait souhaitable d’approfondir cette étude dans le sens de l’évaluation 

de l’activité antifongique des deux dérivés d’acide éllagique de Terminalia superba. Il faudrait 

aussi initier des études permettant d’évaluer la toxicité Biotolérance des composés issus de G3 

ainsi que son mécanisme d’action sur les champignons. Enfin, réaliser des études in vivo pour 

éventuellement envisager la mise sur pied d’un médicament. 
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Annexe 1 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits 

totaux de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Candida albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                           Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

                          **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne  

                           du tube témoin. 

 

 

  

 

Concentrations des 

extraits (µg/mL) 

Extraits totaux de T. superba 

Extrait total aqueux Extrait total 

hydroalcoolique 

0 100± 1,16 100± 1,73 

6,09 87±1,45** 61±0,88** 

12,18 73±0,33** 55±1,16** 

24,37 65±1,20** 43±0,60 

48,75 60±0,58** 31±1,12 

97,50 43±1,53 0±0,00 

195 30±0,76 0±0,00 

390 0±0,00 0±0,00 
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Annexe 2 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits 

totaux de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Cryptococcus neoformans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

                          **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne  

                           du tube témoin. 

                            

 

 

 

  

 

Concentrations des 

extraits (µg/mL) 

Extraits totaux de T. superba 

Extrait total aqueux Extrait total 

hydroalcoolique 

0 100± 1,61 100± 1,03 

6,09 93±1,5** 44±0,88** 

12,18 79±0,36** 19±0,16** 

24,37 63±1,06** 0±0,00 

48,75 25±1,58** 0±0,00 

97,50 00±0,00 0±0,00 

195 30±0,76 0±0,00 

390 0±0,00 0±0,00 
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Annexe 3 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits 

totaux de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Aspergillus fumigatus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                           Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

                          **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du 

tube témoin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentrations des 

extraits (µg/mL) 

Extraits totaux de T. superba 

Extrait total aqueux Extrait total 

hydroalcoolique 

0 100± 1,23 100± 0,73 

6,09 95,5±0,45** 95±0,68** 

12,18 88,5±0,33** 45±1,16** 

24,37 72±1,02** 23±0,65 

48,75 48±0,58** 13±1,12 

97,50 19±1,35 0±0,00 

195 3±0,76 0±0,00 

390 0±0,00 0±0,00 
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Annexe 4 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique 

de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Candida albicans  

 

Concentrations 

des extraits 

(µg/mL) 

 

Extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique 

X1.1 X1.2 X2.1 X2.2 X3.1 X3.2 X4.1 X4.2 X5.1 X5.2 

0 

 

100±1,02 100± 0,53 100± 0,63 100± 1,73 100± 0,73 100± 0,44 100± 1,13 100± 1,03 100± 0,73 100± 0,83 

6,09 

 

64±0,88** 66±0,58** 81±0,45 77±1,06** 54±0,88 57±1,23 81±0,76** 60±1,12** 83±0,58** 57±1,00** 

12,18 54±1,16 52±1,33 79±0,87** 56±1,45 41±1,04** 47±0,58** 73±0,77 47±1,00 78±1,06** 37±0,28 

24,37 43±0,58** 24±1,06** 59±0,82** 42±0,16** 35±0,54 33±1,14 67±1,26** 32±1,26** 70±1,13 19±1,16** 

48,75 31±1,23 0±0,00 45±0,21 22±1,12 22±1,16** 21±1,76** 57±0,19 17±0,45 54±1,01 0±0,00 

97,50 20±0,33 0±0,00 22±1,34 0±0,00 16±1,09 0±0,00 51±1,00 0±0,00 42±1,23 0±0,00 

195 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 37±0,88 0±0,00 30±1,05 0±0,00 

390 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 15±0,26 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

780 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 
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Annexe 5 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits issus de la partition de l’extrait total  hydroalcoolique 

de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Cryptococcus neoformans 

 

Concentrations 

des extraits 

(µg/mL) 

 

Extraits issus de la partition de l’extrait total  hydroalcoolique 

X1.1 X1.2 X2.1 X2.2 X3.1 X3.2 X4.1 X4.2 X5.1 X5.2 

0 

 

100±0,82 100±1,53 100±0,21 100±1,28 100±0,72 100±0,67 100±1,09 100±2,01 100±1,00 100±1,08 

6,09 

 

75±0,67 26±1,00** 81±1,12** 38±0,82 45±1,65** 40±0,16** 87±1,88** 46±0,86** 80±1,28** 49±0,78** 

12,18 67±1,16** 0±0,00 74±0,61 22±1,06** 25±0,56 34±0,88 73±1,56** 30±0,56 71±0,53 32±1,00 

24,37 54±1,16 0±0,00 66±0,88** 0±0,00 0±0,00 19±1,08 60±1,16 17±1,16** 61±1,06** 0±0,00 

48,75 27±1,76 0±0,00 46±1,56 0±0,00 0±0,00 0±0,00 53±1,21 0±0,00 35±1,00 0±0,00 

97,50 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 45±0,21 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

195 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 
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Annexe 6 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique 

de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Aspergillus fumigatus 

 

Concentrations 

des extraits 

(µg/mL) 

 

Extraits issus de la partition de l’extrait total hydroalcoolique 

X1.1 X1.2 X2.1 X2.2 X3.1 X3.2 X4.1 X4.2 X5.1 X5.2 

0 

 

100±1,02 100± 0,53 100± 0,63 100± 1,73 100± 0,73 100± 0,44 100± 1,13 100± 1,03 100± 0,73 100± 0,83 

6,09 

 

70±0,58** 54±1,20 75±0,23** 68±0,33** 77±1,13 66±1,00 84±1,09** 49±0,43** 83±0,88** 65±1,53 

12,18 60±0,48** 42±0,66 69±1,22** 56±1,20 65±1,06** 57±0,55** 73±0,88 32±0,48 73±1,04** 52±0,14** 

24,37 50±0,67 25±1,07** 53±1,39 42±1,07** 56±0,23 46±1,43** 65±1,16** 18±1,02** 67±0,87 41±0 77 

48,75 37±0,87** 0±0,00 42±0,77** 29±0,63** 44±0,75 34±0,41 57±1,04 0±0,00 60±1,13 32±0,56** 

97,50 21±0,45 0±0,00 31±1,13 161,00 30±0,44 231,16** 49±0,88 0±0,00 53±0,76** 23±1,02 

195 0±0,00 0±0,00 19±1,16** 0±0,00 16±1,18 0±0,00 44±1,67 0±0,00 44±0,55 0±0,00 

390 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 32±1,06** 0±0,00 32±1,02 0±0,00 

780 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 19±0,67 0±0,00 21±1,26** 0±0,00 

1560 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 

 

 

 



AHON GNAMIEN MARCEL                    Thèse unique de Biochimie-Microbiologie  G 

 

Annexe 7 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits 

issus du fractionnement de X1.2 de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Candida 

albicans 

 

 

Concentrations des 

extraits (µg/mL) 

 

 

Extraits issus du fractionnement de X1.2 

G1 G2 G3 

0 

 

100±1,17 100±0,88 1000±1,02 

6,09 

 

54±1,56** 55±1,53 27±1,55** 

12,18 

 

47±1,23** 30±0,67** 0±0,00 

24,37 

 

32±0,45 0±0,00 0±0,00 

48,75 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 
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Annexe 8 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits 

issus du fractionnement de X1.2  de Terminalia superba sur la croissance in vitro de 

Cryptococcus neoformans 

 

 

 

Concentrations des 

extraits (µg/mL) 

 

 

Extraits issus du fractionnement de X1.2 

G1 G2 G3 

0 

 

100±1,20 100±1,16 100±0,88 

6,09 

 

57±0,67** 30±0,56** 0±0,00 

12,18 

 

42±1,00** 0±0,00 0±0,00 

24,37 

 

20±1,67 0±0,00 0±0,00 

48,75 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 
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Annexe 9 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse des extraits 

issus du fractionnement de X1.2 de Terminalia superba sur la croissance in vitro de Aspergillus 

fumigatus 

 

 

 

Concentrations des 

extraits (µg/mL) 

 

 

Extraits issus du fractionnement de X1.2 

G1 G2 G3 

0 

 

100±1,02 100±1,16 100±0,56 

6,09 

 

57±0,28** 50±1,53** 31±0,76** 

12,18 

 

46±0,67** 32±1,28 0±0,00 

24,37 

 

34±1,00 0±0,00 0±0,00 

48,75 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 
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Annexe 10 : Résultats du comptage des colonies issues de l’action dose- réponse du 

ketoconazole sur la croissance in vitro des espèces fongiques étudiées 

 

Concentrations du 

ketoconazole 

(µg/mL) 

 

 

             Les souches fongiques étudiées 

C. albicans C. neoformans A. fumigatus 

0 

 

100±1,02 100±1,16 100±0,56 

6,09 

 

77±0,28** 50±1,53** 61±0,76** 

12,18 

 

66±0,67** 32±1,28 31±0,70 

24,37 

 

52±1,00 25±1,08 21±1,09 

48,75 41±0,33 0±0,00 15±2,01 

97,50 34±1,17 00±0,00 0±0,00 

195 24±2,02 0±0,00 0±0,00 

390 0±0,00 0±0,00 0±0,00 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type (n = 3). 

 **il y a une différence significative à **p < 0,05 par rapport à la moyenne du tube témoin. 
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ABSTRACT 

 
In Côte d’Ivoire as elsewhere in Africa, Terminalia superba is generally used in traditional 
medicine to treat bacterial, fungal and viral infections. Given the importance of this plant, in this 
study, the antifungal activity of two extracts (aqueous and hydro-alcoholic) of Terminalia superba 
was evaluated on the in vitro growth of four clinical isolates of pathogenic fungi (Candida 
albicans, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, and Trichophyton mentagrophytes). 
The antifungal tests were performed by seeding 1,000 cells of each isolate on Sabouraud agar 
medium by the method of double dilution in inclined tube. Both extracts were active on different 
strains tested in a dose-response relationship. However, the hydroalcoholic extract (X0) was four 
to eight times more effective than the aqueous extract (Xaq) (4 times effective against A. 
fumigatus and C. neoformans, but 8 times against T. mentagrophytes). The phytochemical 
screening revealed the presence of polyterpens, polyphenols, flavonoids, tannins catechic, 
alkaloids and saponins.  

Keywords: Antifungal activity, clinical pathogenic fungi, Terminalia superba, Côte d’Ivoire 

INTRODUCTION 

Plants still play a major role in the lives of people in 
different regions of sub-Saharan Africa, both in food 
and therapeutic (Hutchings et al., 1996; Kameswara 
et al., 2000; Kamtchouing, 2006). For example, the 
fruit of Thaumatoccocus danielii, used in traditional 
medicine contains a protein substance five thousand 
times sweeter than sugar cane. The rainforest is still 
undoubtedly a "genetical granary" in which the 
potential for both natural science research and in 
medicine (Anonyme, 1978) is not fully explored. 
Among the many families and species of plants used 
for their therapeutic properties include the family 
Combretaceae. It exists in the form of trees, shrubs, 
or lianas Their leaves are simple, without stipules, 
alternate, and opposite, sub opposite or verticillate. 
Their inflorescences are spikes or umbels and flowers 
are variable in size. Finally, their fruits are often vane 
(Adjanohoun et Aké-Assi, 1979).  

Several taxa of this family are widely used for 
medicinal purposes in sub-Saharan Africa in general 

and especially in Côte d'Ivoire in the treatment of 
various diseases (Ionela and Ion, 2007). The Ivorian 
forest contains about 49 species of Combretaceae of 
which Terminalia superba, is found in thick rainforest 
zone. It is used in traditional medicine to treat many 
bacterial infections, fungal and viral (Van Wyk et al., 
1997; McGaw et al., 2001). In Côte d'Ivoire, the bark 
of this plant is used to eradicate intestinal worms and 
treat gastrointestinal disorders such as enteritis, 
abdominal pain, diarrhea, fever, headache, 
conjunctivitis (Adjanohoun et Aké-Assi, 1979). In the 
Southwest, the bark of T. Superba, called "tree of 
malaria" is used by "Kroumen" (ethnic group in this 
region) in the treatment of malaria (Anonyme, 1978).  

Given the many excellent anti-infective results 
obtained with this plant, this study was to evaluate the 
antifungal activity of aqueous and the hydro alcoholic 
extracts on in vitro growth of four "strains" pathogenic 
fungal and to determine the chemical composition of 
each extract of T. superba.  
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MATERIALS AND METHODS  

Preparation of extracts of Terminalia superba: The 
bark of T. superba has been collected, cut and dried. 
After drying, the plant materials were finely ground in 
an electric grinder (IKA Labortechnik). One hundred 
grams of powdered bark were added to one liter (1L) 
of solvent (distilled water or ethanol-water, v/v 70/30) 
and then mixed in a blender. The homogenate 
obtained was first centrifuged in a square of fabric, 
and then respectively filtered twice through cotton 
wool and once on Whatman paper 3MM. The filtrate 
obtained was concentrated using a rotary evaporator 
Büchi type at a temperature of 60°C. The hydro 
alcoholic extract was evaporated to dryness, while the 
aqueous extract was concentrated and lyophilized 
(Burkill, 1985). The aqueous extract was called Xaq 
and the hydroalcoholic extract X0 Both extracts were 
tested separately on the in vitro growth of four isolates 
of fungi.  

Fungi tested: The strains of fungi (C. albicans, A. 
fumigatus, C. neoformans and T. mentagrophytes) 
used in this study were provided by the Laboratory of 
Mycology of the Faculty of Medical Sciences of the 
University of Cocody-Abidjan (Côte d'Ivoire). These 
germs have been isolated from patients from the 
infectious Diseases Department of Hospital of 
Treichville (Abidjan).  

C. albicans is part of the normal flora (gastrointestinal 
and reproductive tract of women). However, it 
becomes pathogenic when the immune system fails. 
The generalized infection caused by this yeast in 
individuals severely immuno-compromised often lead 
to death (Ahmadi et al., 2009). As C. neoformans, it is 
responsible for most of human cryptococcosis, the 
most common is the meningo-encephalitis. This 
species also causes serious bloodstream infections in 
sub acute evolution where untreated cases could be 
fatal (Gentilini et al., 1993). 

A. fumigatus is a ubiquitous filamentous fungus 
always present found everywhere in nature (Bouchet, 
1984; Chouvala, 1984; Gentilini et al., 1993). It is 
responsible for 80-90% of humans aspergillosis, the 
most common are bronchopulmonary aspergillosis. 
This species is known to be particularly pernicious 
and "rebel" to therapy. Finally T. mentagrophytes is a 
cosmopolitan filamentous fungus (Chouvala, 1984; 
Gentilini et al., 1993) whose growth is favored by 
many factors including heat, humidity, poor hygiene, 
exaggerated taking of corticosteroids, and co-
morbidity. T. mentagrophytes causes ringworm.  

Antimicrobial Test: The cultures of different "strains" 
of fungi have been carried out on Sabouraud agar 
(Biomerieux, 51078 Ref: 777666501). The inclusion of 
plant extracts in the agar was made using the method 
of the double dilution agar slopes (Ajello et al., 1963; 
Guédé-Guina et al., 1995; Zirihi et al., 2003). Both 
extracts (aqueous and ethanol) were tested 
separately. Each test series consisted of eight tubes 
containing the plant extract and two control tubes in 
which one is without a plant extract used to monitor 
the growth of germs, and the other germ-free tube 
and without plant extract was used as sterility controls 
to the culture medium. For the eight test tubes, 
concentrations of plant extract ranged from 780 to 
6.09 µg/mL binding by a geometrical reason of ½.  

After incorporation of the extract to the agar, all ten 
tubes of each series were sterilized in an autoclave at 
121°C for 15 minutes and then inclined to room 
temperature to allow cooling and solidification of the 
agar (Holt, 1975).  

The inoculum was prepared from young cultures of C. 
albicans, A. fumigatus, C. neoformans (aged 48 hours 
of incubation) and T. mentagrophytes (aged 5 days of 
incubation). The stock suspension concentrated to 
10

6 cells/mL (corresponding to a dilution 100) was first 
prepared by homogenizing a colony of each fungal 
strain in 10 mL of sterilized distilled water. One 
milliliter of the suspension 100 was transferred to 9 mL 
of sterilized distilled water to give a second 
suspension concentrated to 105 cells/mL. For each 
test tube of the two series of extracts (aqueous and 
hydro-alcoholic), the culture was made on medium 
previously prepared by seeding in transverse 
striations (till exhausted) of 10 mL of the suspension 
10-1. This corresponded to 1,000 cells seeded.  

After incubation (at 30°C for 48 hours for C. albicans, 
A. fumigatus, C. neoformans and for 5 days for T. 
mentagrophytes), the colonies of each isolate were 
numbered by direct counting with a pen colony 
counter (Serial number 23382, Scinceware Bel-Art). 
Growth in the eight tubes of each experimental series 
was assessed as a percentage of survival compared 
to 100% survival in the control tube growth control 
(Pechere, 1970; Laurent et al., 1992). Treatment of 
experimental data was used to determine the 
antifungal parameters (MFC, IC50).  

Phytochemical screening: This section of the study 
is to highlight the presence of chemical compounds in 
aqueous extracts and hydro-alcoholic extract of the 
bark of T. superba. The methods used for revealing 
the presence of chemical constituents are those 
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conventionally used in the phytochemical screening of 
medicinal plants. To search for polyterpens, reagent 
used is that of Liebermann. Polyphenols have been 
detected by the reaction to ferric chloride. The 
reaction to cyanidin helped to highlight the flavonoids. 
For tannins, their presence have been detected by the 
Stiasny reagent. Quinone groups free or combined 
were highlighted through the reagent Borntraegen. 
The alkaloids were detected by the Dragendorff 
reagents or Bouchardat Valsen-Mayer. Finally, the 
saponins have been identified by measuring the 
height of foam after shaking.  

Analysis results: The MFC (minimal fungicidal 
concentration) and IC50 (concentration for 50% 
inhibition) were used to evaluate the antifungal activity 
of different extracts. In practice, the MFC is the 
extract concentration in the tube, which gave 99.99% 
inhibition compared to the control tube growth control. 
As for the IC50, it is determined graphically. 

To better estimate the quantity of chemical 
constituents in the extracts, scores ranging from 0-3 

(absent or present) have been allocated. Thus, the 
absence was symbolized by a score of 0, the 
presence in small quantities by a score of 1, the 
presence in average quantity score 2 and finally, the 
abundance by a score of 3.  

RESULTS AND DISCUSSION 

Antifungal activity of extracts: At the end of the 
incubation time it was observed compared with 
controls, a progressive decrease in the number of 
colonies gradually as the concentration of extracts 
increased in the experimental tubes. This is observed 
for all series of each extract. Effective inhibitions were 
obtained at different concentrations of the extracts. 
The values of MFC (A. Fumigatus: MFC = 390 µg/mL 
and 97.5 µg/mL; C. neoformans: MFC = 97.5 µg/mL 
and 24.37 µg/mL) for both extracts (Xaq and X0) are 
shown in Table 1. The experimental data (average of 
six tests) were drawn into forms of activity curves 
shown in Figure 1a, 1b. 

Table 1: Antifungal parameters of the extracts of Terminalia superba 

  

Antifungal parameters 

Pathogenic fungi MFC (μg/mL) IC50 (μg/mL) 

 Xaq X0 Xaq X0 

C. albicans 390.0 97.5 44.0 21.0 

C. neoformans 97.5 24.37 31.0 5.6 

A. fumigatus 390.0 97.5 37.5 12.0 

T. mentagrophytes 48.75 12.0 10.0 1.0 

 
In general, all sensitivity curves showed a decreasing 
pace with slopes more or less strong according to the 
extract. The IC50 values (T. mentagrophytes: IC50=10 
g/mL for Xaq and IC50 = 1.0 g/mL for X 0; A. 
fumigatus: IC50 = 37.5 g/mL X aq and IC50 = 12 
g/mL for X0, C. neoformans: IC 50 = 31 g/mL Xaq 
and IC50 = 5.6 g /mL for X0) defined on the curves 
are shown in Table 1. All curves intersect the 
horizontal axis at different levels according to the 
effectiveness of each extract. With a sample X0, the 
curves have slopes relatively strong, but low with the 
extract Xaq.  
 

Phytochemical screening: The phytochemical 
screening has enable to highlight in the extract Xaq 
the presence of polyterpens, polyphenols, flavonoids, 
and especially of saponins. With X0, four chemical 
constituents (polyterpens, polyphenols, alkaloids and 
saponins mainly) have been determined. No quinone  
compound (score 0) was detected in these two 
extracts. The presence of these constituents varied 
from one sample to another. Figure 2 shows the 
results of various chemical compounds in the extracts 
based on their quantity.  
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Fig 1a: Antifungal activity of the aqueous extract of Terminalia superba 
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Fig 1b: Antifungal activity of the hydro-alcoholic extract of Terminalia superba Compounds 
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Fig 2: Chemical compounds contained in the extracts of Terminalia superba 

DISCUSSION 

Analysis of the antifungal activity of extracts: To 
verify the excellent anti-infective properties of T. 
superba in traditional medicine for which water is the 
solvent of choice used for the preparation of 
traditional recipes, the activity of aqueous total extract 
of this plant was first evaluated. The first results 
obtained with the aqueous extract guided research 
into the use of a second type of solvent that can 
better concentrate active ingredients in order to 
improve in vitro antifungal activity. The results 
obtained with both extracts showed a progressive 
decrease in the number of colonies depending on 
increase of the concentration of the extract in the 
tubes. Xaq and X0 have antifungal activity against the 
four fungi tested in a dose-response relationship. 
Figures 1a and 1b are used to compare the 
performance of these extracts. Thus, more the curve 
approaches the axis more the extract is considered 
active on this strain. But in general, all curves have a 
decreasing pace with slopes more or less strong. 
Depending on the slope, curves were grouped into 
three categories for each sample:  

 The curves whose slopes are very low, show a weak 
activity of the extract on the growth of strains.  

♦ The curves whose slopes are moderate, illustrate an 
average activity of the extract on the growth of strains.  

♦ The curves with steep slopes, show a strong activity 
of the extract on the growth of the strains.  

Thus, for extract Xaq, the antifungal activity against A. 
fumigatus  is low whereas on T. mentagrophytes this 
activity is strong. However, against C. albicans and C. 
Neoformans, antifungal activity determined is 
average. The aqueous extract of T. superba has a 
better antifungal activity compared to microglossia 
pyrifolia (MFC = 50.103 mg/mL) and Terminalia. 
catappa (MCF = 780 µg/mL) tested by Zirihi et al., 
2003 and Ackah et al., 2008 on C. albicans. 
Regarding the sensitivity of strains to extract X0 of T. 
superba, the results are similar to those of Xaq. The 
steepest slope is that obtained with T. 
mentagrophytes followed by C. neoformans and A. 
fumigatus. The weakest slope is the one obtained 
with C. albicans. Indeed, the report based on the 
values of MFC shows that X0 of Terminalia superba is 
277 more active than X0 of microglossia pyrifolia and 2 
times more active than the hydroalcoholic extract of 
Terminalia catappa. Finally, the analysis of all the 
results showed that the extract X0 of T. superba is 4 
times more active than the aqueous extract Xaq 

against C. albicans, C. neoformans and A. fumigatus, 
and 8 times more active against T. mentagrophytes. 
The mixture of water and ethanol is the right 
combination that has allowed a greater concentration 
of active principles in extracts of T. superba. The 
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results of this study can therefore justify the validity of 
the virtues attributed to antimicrobial plant. However, 
in the traditional use of plants, several different 
aqueous extracts of different plants are used and can 
achieve better results in the treatment of diseases 
(Kamtchouing et al., 2006). The extracts may act 
synergistically with either one of the molecules 
contained in an extract potentiates the activity of 
another. The relevance of the study phytochemical-
sorting is done about the possible compounds in the 
extracts to have an idea of those able to confer 
antimicrobial activity.  

Analysis of the Phytochemical screening: Thus, 
considering the results of the phytochemical 
screening analysis, it is possible to affirm that there is 
an abundance of saponins in both extracts and an 
average proportion of flavonoids. It has been found 
that extract Xaq contains 6 elements (terpens, sterols, 
phenols, flavonoids, tannins, saponins), while the 
extract X0 contains only 5. Although not containing 
tannins, this extract concentrates a small proportion of 
alkaloids (Burkill, 1985). It is possible that the 
antifungal activity is not related to catechin tannins 
present in Xaq (X0 does not contain). However, given 
that X0 is more active than Xaq, it is possible that the 
activity is linked to different types of chemical formula 
or identical in nature but different in conformation in 
the extracts. XAq and X0 then would contain different 
properties of polyphenols, polyterpens, flavonoids and 
saponins. According to the work of Cowan in 1999 
and those of Iwu et al. (1999), and of Ionela and Ion 
(2007), the antimicrobial activity of flavonoids, 
polyphenols, polyterpens, alkaloids and saponins can 
be explained by the fact that they are not only capable 
of complexing extracellular proteins but also to break 
the microbial membranes causing cell death.  

CONCLUSION 

This study has enabled us to locate the true potential 
anti-microbial in general, but especially anti-fungal 
extracts of T. superba on the in vitro growth of C. 
albicans, A. fumigatus, C. neoformans and T. 
mentagrophytes. The results of these study have 
shown that aqueous extracts and hydro-alcoholic 
extract of T superba have a dose-dependent 
fungicidal activity against clinical fungal isolates used 
and that this activity is improved with the 
hydroalcoholic extract, which has helped to 
concentrate the active ingredients. Out of the four 
fungal isolates tested T. mentagrophytes is the most 
sensitive to extract and the less sensitive is C. 
albicans.  

In rural traditional, the use of T. superba as 
antimicrobial therapy is justified. The therapeutic 
qualities of this plant are related to many chemical 
compounds including terpens, phenols, saponins etc. 
that it contains. It would be desirable by a bio-guided 
fractionation to isolate each compound or group of 
compounds to identify the one, which is responsible 
for T. superba's antifungal activity.  
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ABSTRACT 

This study was initiated to find new molecules of natural origin effective against fungal 

infections. Its purpose is to evaluate and seek to optimize the antifungal activity of the 

hydroalcoholic extract X0. This optimization was achieved by partitioning extract in different 

organic solvents (hexane, ethyl-acetate, butanol, dichloromethane, chloroform). 

Subsequently, the antifungal activity of the extracts was evaluated on the in vitro growth of 

Candida albicans, Cryptococcus neoformans and Aspergillus fumigatus, three species of   

pathogenic fungi. The extracts were separately incorporated in Sabouraud agar using the method 

of double dilution in inclined test tubes. The antifungal tests were performed by seeding 1,000 

cells of each species of fungi on a previously prepared medium culture. The results show that all 

the extracts tested have an inhibitory activity according a dose-response relationship. Thus, X1.2 
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which is an aqueous extract obtained from the hexane-water partition offers the best antifungal 

activity. X1.2 totally inhibits the growth of C. albicans, A. fumigatus and C. neoformans with a 

MFC value of 48.7µg/mL, 48.7µg/mL and 12.3µg/mL, respectively; X1.2 extract has improved 

the activity of T. superba. 

Keywords: Antifungal Activity, Optimization, Plant Extracts, Terminalia superba 

INTRODUCTION 

In Africa, plants are widely used to treat many 

ailments and they serve as first-aid treatment 

for about 80% of the population [1]. People 

derive a lot of  advantages from the abundant 

use of medicinal plants, however it also 

exposes them to a lot of dangers. This last 

concern makes it urgent the need to give a 

scientific basis for the uses of medicinal 

plants by the isolation of active molecules and 

the study of their real medicinal potentialities 

[2]. Knowing the limit of their utilization 

(toxicity, effective doses) will enable us to 

make the best use of these plants and also 

help to confirm or disprove the validity of 

their therapeutic properties attributed to them. 

After a thorough ethnobotanical research 

among traditional healers in search of plants 

having anti-infectious, Terminalia superba 

was selected. This specie belongs to the 

Combretaceae family and widespread in the 

West African sub region, in Central Africa 

(Democratic Congo) and South Africa [3]. In 

Côte d'Ivoire, T. superba is highly used by 

traditional healers for its many uses, such as 

the treatment of diarrhea, skin infections etc 

[4]. 

In a previous study conducted, anti-infectious 

properties attributed to the plant have been 

verified by evaluating the antifungal activity 

of aqueous and hydro-alcoholic extract 

Considering the results obtained with the 

highly interesting hydroalcoholic extract (X0), 

the antifungal activity could be improved 

through an advanced biological extraction. 

The microorganisms selected for this 

experiment are opportunistic pathogenic fungi 

strain (two yeasts and one mold) involved in 

various skin disorders, and systemic diseases 

of the skin appendages [4].  

MATERIALS AND METHODS  

Preparation of Extracts  

The stem bark of T. superba was removed, 

cut and dried. After drying, the plant materials 

were finely ground in an electric grinder (IKA 

Labortechnik). One hundred grams of the 

plant powder were extracted through 

homogenization in one liter of alcohol-water 

mixture (containing 70% pure ethanol and  
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distilled water 30% v/v) using a blender 

(mixer). After six rounds of homogenization, 

the homogenate obtained was first purified in 

a square of clean cloth, and then filtered twice 

on cotton wool and Whatman paper (3mm) 

successively. The filtrate obtained was 

evaporated to dryness using a rotary 

evaporator Büchi type at a temperature of 

60°C [5]. The hydro alcoholic extract 

obtained is referred to as X0. Five portions of 

15 grams each of X0 were subjected to 

liquid/liquid partition in 300 mL of solvent 

mixtures (hexane-water, ethyl acetate-water, 

butanol-water, dichloromethane-water, 

chloroform-water: 50/50 v/v). After settling, 

different phases were separated and 

concentrated. The following extracts were 

obtained:  

X1.1: the hexane phase; X1.2: the aqueous 

phase from the partition hexane-water  

X2.1: the  acetate phase; X2.2: the aqueous 

phase of the partition ethyl acetate-water  

X3.1: the butanol phase; X3.2: the aqueous 

phase from the butanol-water partition  

X4.1: dichloromethane phase; X4.2: the 

aqueous phase of the partition 

dichloromethane-water  

X5.1: chloroform phase; X5.2: the aqueous 

phase of the partition chloroform - water  

All ten extracts were tested separately on the 

in vitro growth of three fungal species  

Fungi Used For The In Vitro Test 

Aspergillus fumigatus (No.896/AB. of 18. 01. 

2000), Candida albicans (No.3076/PV. of 06 

04. 2000), and Cryptococcus neoformans (No. 

13801/LCR of 19. 06. 1999) are the fungal 

species used in this study. They  were 

obtained from the Laboratory of Mycology of 

UFR of Medical Sciences (University of 

Cocody-Abidjan, Côte d’Ivoire). These 

payhogenic fungi were isolated from patients 

from the infectious diseases Department at the 

University Teaching Hospital Treichville. 

These germs are involved in many diseases 

currently affecting humans, animals and 

plants. In particular, they have a very high 

frequency in human pathology among fungi.  

Preparation of Culture Medium  

Cultures of different strains of fungi were 

performed on Sabouraud agar (Biomerieux, 

Ref 51078 : 777666501). The incorporation of 

plant extracts in Sabouraud agar was made 

using the method of double dilution inclined 

test tubes [5, 6, 7]. The ten extracts were 

tested separately. Each series consisted of 

eight test tubes containing plant extract and 

two control tubes in which one without plant 

extract used to control growth of germs, and 

the other tubes germfree and without plant 

extract was used for sterility testing of the 

culture medium. For the eight test tubes, 

concentrations of plant extract (X1.1, to X5.2) 
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varied from 1560 to 6.09 g/mL according to 

a geometrical reason of ½. 

After the incorporation of the extract into the 

agar, all ten tubes of each series were 

sterilized by autoclaving at 121°C for 15 

minutes and then inclined to the room 

temperature to allow it to cool and 

solidification of the agar [8].  

Antimicrobial Test 

For antimicrobial testing, inocula were 

prepared separately from cultures of three 

species in slant agar for 48-72 hours. For each 

strain, a well-isolated colony was picked up 

with a loop of 2 mm diameter and then 

homogenized in 10 mL of sterilized distilled 

water. This suspension gave a stock solution 

marked 10
0
, with a charge of 10

6
 cells /mL. 

Out of the stock solution 10
0
, the solution 10

-1 
 

was prepared, by 1/10 dilution by transferring 

1 mL of the suspension 10
0
 into 9mL of 

sterilized distilled water to a final volume of 

10 mL, containing 10
5
 cells per mL [5, 7, 9, 

10].  

To check the charge of the inoculum, a 

secondary dilutions of the inoculum was 

performed (10
-2

, 10
-3

 and 10
-4

). All these 

suspensions were seeded on agar in Petri 

dishes incubated at the same time as the test 

cultures. After 48 to 72 hours of incubation, 

the colony count of 10
-4

 dilution, based on the 

sampled volume (10μL) and the dilution 

factor, give an inoculum charge of 10
5
 

cells/mL, which is consistent with normal 

standard for culture. In this verification, the 

number of colonies counted in suspensions 

(10
-3

, 10
-2

, 10
-1

) are taken into consideration.  

For each of the test tubes in the series of ten 

extracts, fungal culture  was made on 

previously prepared medium by cross-

streaking 10μL of the suspension 10-1
. This 

corresponds to 1000 cells seeded. The 

cultures so produced were incubated at 30°C 

for 48H to 72H. After the incubation time, 

colonies of each strain were counted using a 

colony counter pen (Serial No. 23382, 

Scinceware Bel-Art). Growth in the eight 

experimental tubes of each series was 

evaluated as a percentage of survival 

compared to 100% survival in the growth 

control tube [5, 7, 8]. The processing of 

experimental data has enabled the drawing of 

sensitivity curves and to determine the 

antifungals parameters (MFC and IC50). Thus, 

the MFC (minimal fungicidal concentration) 

and the IC50 (concentration for 50% 

inhibition) were used to evaluate the 

antifungal activity of different extracts. In 

practice, the MFC is the concentration of 

extract in the tube which enable 99.99% 

inhibition. This concentration allows a 

survival of 0.01% compared to the growth 
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control tube. As for the IC50, it is determined 

graphically.  

RESULTS  

At the end of the incubation period, we 

observed a gradual decrease in the number of  

colonies as concentration of extracts in test 

tubes increases progressively, compared to 

control tube. This is observed in all series of 

culture of each extract (X1.1, X1.2, X5.2 

etc.). Actual inhibitions were observed at 

different concentrations level of each extract. 

The X1.2 extract has the lowest concentration 

value (C. albicans: MFC = 48.7 μg/mL; A. 

fumigatus: MFC = 48.7 μg/mL and C. 

neoformans: MFC = 12.2 μg/mL). All 

antifungals parameter values (MFC and IC50) 

are shown in Table 1. Experimental data 

obtained for X0 and X1.2 extracts were used to 

plot sensitivity curve.  

In order to present a simplified diagram, only 

the activity curves of the basic X0 extract, and 

the most active extract X1.2 are shown in 

Figures 1 and 2. These results arise from the 

statistical average of six experiments for each  

tested strain. In general, all activity curves 

showed a decreasing pace with slopes more or 

less strong according to the extract and 

depending on the fungus. The curves intersect 

the x-axis at different levels depending on the 

efficiency of each extract and the sensitivity 

of the fungus. With X1.2 extract from the 

partition hexane-water, the curves have slopes 

relatively strong, while they are weak with X0 

extract.  

 

Table 1 : Antifungal Parameters Values of the Terminalia superba Extracts 

T. superba 

Extracts  

 

Candida albicans Cryptococcus neoformans Aspergillus fumigatus 

 

CMF 

(µg/mL) 

CI50 

(µg/mL) 

CMF 

(µg/mL) 

CI50 

(µg/mL) 

CMF 

(µg/mL) 

CI50 

(µg/mL) 

 

X0 97.5 20.8 24.3 4.3 97.5 9.4 

X1.1 195 18 97.5 27 195 25 

X1.2 48.7 12 12.3 3 48.7 8 

X2.1 195 40 195 42  390  30 

X2.2 97.5 16 24.3 4.5  195 17 

 

X3.1 195 08 48.7 6 390 40 

X3.2 97.5 10 48.7 4  195  18 

 

X4.1 780 100 780 66 1560 100 

X4.2 97.5 10 48.7 6 97.5 6 

 

X5.1 780 60 390 34 1560 125 

X5.2 48.7 8 48.7 6 195 12 
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Figure 1: Antifungal Activity of X0 (the Basic Extract) on the In Vitro Growth of Pathogenic Fungi 

 

          

Figure 2: Antifungal Activity of X1.2 (the Most Active Extract) on the In Vitro Growth of Pathogenic Fungi 

 

DISCUSSION  

The analysis of the antifungal tests result 

shows that the three fungal species studied 

were sensitive to all extracts tested in a dose-

response relationship. The various extracts of 

T. superba from the five partion exert 

antifungal activities more or less strong, and 

the performance of the activities varies 

depending on the species tested. Of all the 

extracts from the partion, X5.2 and  X1.2 
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extracts have the lowest antifungal parameter 

values against Candida albicans. But on all 

three fungal species studied, X1.2 extract has 

the lowest antifungal parameter values (48.75 

μg/mL on A. fumigatus and C. albicans and 

12.2 μg/mL against C. neoformans) compared 

to X5. 2, thus X1.2 is the most active extract 

among all the extracts tested. The obtained 

results is similar to those of [11] showed that 

aqueous extract from the  hexane-water 

partition of Terminalia catappa has the best 

activity against Candida albicans.  

Moreover, our results show that X1.2 is 2 times 

more active than X0 (extract that constituted 

the basis for its preparation) based on the 

values of MFC for all fungal species. So, X1.2 

extract has improved the antifungal activity of 

the X0 extract. In addition this extract has the 

best inhibitory activity than other extracts 

from the different partitions since all values of 

antifungal parameters of X1.2 extract are 

always lower than those of other extracts, 

whatever the species of fungus.  

Contrary to X1.2 extract, X4.1 results extract 

which combines the highest values of MFC 

(1560μg/mL to 195μg/mL) on all the three 

fungal species tested is therefore the least 

active extract among those tested. But, this 

result is still acceptable compared to those of 

other authors such as [12] who have obtained 

for Spermacoce verticillata (SV0) and 

Mitracarpus villosus (MV0) extracts values of 

MFC = 150,000 μg/mL for MV0 and 75,000 

μg/mL for SV0 on Aspergillus fumigatus. 

These results are consistent with those of 

other authors who have shown that extracts of 

Terminalia have similar antimicrobial 

properties [11, 13, 14, 15].  

CONCLUSION  

At the end of that study, it is possible to say 

that all the extracts tested against the three 

fungal species have inhibitory activity more 

or less strong. Therefore, the traditional use of 

this plant as an antimicrobial agent is well.  

Among all the extracts, X1.2 is the most active. 

It is twice more active than the basic X0 

extract, and 2-64 times more active than other 

extracts from the partitions (X1.1, X2.1 to X5.2). 

X1.2 optimize the antifungal activity. 

Preparation of extract from aqueous-alcoholic 

solvent producing X0 followed by partitioning 

in hexane-water is the best way to obtain the 

most active  performance. Unfortunately, 

traditional healers use only two types of 

solvents in the preparation of herbal 

medicines, water (solvent commonly used) 

and sometimes alcohol. 

Finally, the results of this study allow us to 

determine the chemical compound at the base of 

the antifungal activity. 
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ABSTRACT 

 

The aim of the present study was to optimize the anticandidosic activities of Terminalia superba 
(TEKAM4) and the identification of major compounds present in the most active chromatographic 
fraction. The hydroethanolic extract TEKAM4-X0 was prepared by homogenization employing a 
blender.  Two derivatives extracts of TEKAM4-X0 (X1-1 and X1-2) were obtained by a liquid/liquid 
partition of TEKAM4-X0 in a mixture of hexane and water (v/v).  Three chromatographic fractions (F1, 
F2 and F3) from X1-2 were separated by means of Sephadex-LH20 gel filtration chromatography. All the 
extracts were incorporated to Sabouraud according to the agar slanted double dilution method. 
Ketoconazole was used as standards for antifungal assay. The entire fractions were tested on the 
previously prepared medium culture containing 1000 cells of C. albicans. Antifungal activity was 
determined by evaluating antifungal parameters values (MFC and IC50). Lastly, the structures  of  2  
isolated  compounds  were  elucidated  by  combination  of  Flash chromatography and spectroscopic 
methods,  including MS, and multiple stage RMN experiments. 
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1 Introduction 

 

Terminalia superba Engl.& Diels (Combretaceae) used by  
various traditional healers for the treatment of bacterial, fungal 
and viral infections in Côte d’Ivoire (Ahon et al., 2012). 
Furthermore, Kra et al. (2014) reported the antifungal activities 
and established the antimicrobial virtues of this plant. Results 
of various investigations have proved that hydro-ethanolic 
crude extract of T. superba stem bark shows strong in vitro 
antifungal activity against C. albicans. The present study was 
leaded to optimize the antifungal activities of the isolated and 
identified active ingredients of T. superba against C. albicans.   
 
2 Materials and Methods 
 
2.1Plant Material 
 
The Plant material was a powder of the stem bark of T. 

superba. The pieces of barks were collected from the Mopri 
forest (Côte d'Ivoire) during ethnobotanical investigations of 
2014. In the first step of the study some samples of T. superba 

were identified and taxonomically authenticated at the 
Herbarium of the floristic national center of the Felix 
Houphouët Boigny University (Abidjan, Côte d’Ivoire) by 
comparison with available specimens (Harvested from 
Tonkoui mountain on 26th February 1969, L. Aké Assi 
Number 10477). Furthermore large amount of stem bark were 
collected and carefully checked to single out all undesired 
specimen parts. The barks were then cut to small fragments 
and carefully shade dried during two weeks at ambient 
temperature under laboratory condition with continuous 
ventilation away from sunlight and dust. After drying all the 
vegetal pieces were crushed to fine powder with an electrical 
grinder. At last, powders were hermetically sealed in 
polyethylene bags and stored away from light and moisture 
until used for extraction (Yaye et al., 2012; Ouattara et al., 
2013a; Kra et al., 2014). 
 
2.2 Extraction 
 
The hydro-ethanolic crude extract was prepared from the stem 
bark powder of T. superba. For this hundred grams (100g) of 
bark powder were extracted in one liter solvent with a mixture 
of ethanol (70%) and water (30%) by homogenization in a 

blender. The homogenates obtained were first wrung out in a 
fabric square and then filtered twice successively with 
absorbent cotton and once with Whatman 3mm filter paper. 
The resulting filtrate was concentrated under vacuum by using 
a Büchi rotary evaporator at 60°C (Zirihi et al., 2003). 
Obtained dark powder is the hydro-ethanolic crude extract (35 
g) which was codified TEKAM4-X0.  
 
After this step, 10g of TEKAM4-X0 were submitted to 
liquid/liquid partition in 400 mL of a hexane/water mixture 
(v/v, 50/50). After decantation, these two phases were 
separated and concentrated under vacuum using a Büchi rotary 
evaporator at 60h°C which gave two extracts: X1-1 (hexane 
phase) and X1-2 (aqueous phase) (Ackah et al., 2008; Yaye et 
al., 2012; Ouattara et al., 2013c). 
 
On the basis of the antimicrobial investigations of the above 
extracts, 2 g of X1-2 were subjected to column chromatography 
on Sephadex–LH20 gel and eluted with a MeOH gradient 
system. The flow velocity was 0.125 mL/min. Forty sub-
fractions (SF1 to SF40) of 20 mL each were collected 
separately. All these fractions were then pooled following 
analytic TLC investigations in three new major fractions: F1 
(sub-fractions 1 to 6: 120 mL), F2 (sub-fractions 7 to 18: 240 
mL) and F3 (sub-fractions 19 to 40: 440 mL). TLC plates 
(Mcherey-Nagel, ALUGRAM® SILG/UV254 0.2mn silca gel 60 
Å) were visualized under UV light at 254-365 nm and/or 
spraying them with appropriated reagents (Meyer, 
Dragendorff, Liebermann Burchard, NEU, Vanilline sulfuric). 
The antifungal activity of the 3 fractions was evaluated against 
C. albicans.  
 
2.3 Fungal germs tested 
 
The tested fungus was the clinical and identified strain of C. 
albicans (n° 896/AB of 10.01.2000). This strain was provided 
by the Laboratory of Mycology Medical Sciences Faculty 
Felix Houphouët Boigny University (Abidjan, Côte d'Ivoire). 
C. albicans is an opportunistic fungus (Abi-Said et al., 1997; 
Agoumi, 2000). It is a normal human communalist but it 
becomes pathogenic when the immune system fails (Chabasse, 
1994) and caused about 83% of infections (Agoumi, 2000; 
Develoux and Bretagne, 2005).  
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The results of the antifungal assays showed that TEKAM4-X0, X1.1, X1.2 and fractions were capable to 
inhibit the in vitro growth of C. albicans. The results of the MFC determination indicated that all 
extracts shows an inhibition ranging from 97.5 µg/mL to 12.1875 g/mL on C. albicans. Furthermore, 
all extracts as well as fractions F1, F2 and F3 exhibited a very high level of anticandidosic activity. 
Among these extracts, fraction F3 was the most active and it was reported 32 times more active than 
Ketoconazole. The physicochemical investigations (Flash chromatography, MS, UV, MNR) of F3, 
leaded to isolate 2 compounds namely 4,4′-di-O-methylellagic acid and 4-O-methylellagic acid that are 
the antifungal active principles of this fraction. 
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2.4 Antimicrobial Test 
 
The antifungal activities were assessed by determining 
antifungal parameters values which are MFC (minimal 
fungicidal concentration; concentration that inhibit 99.99% of 
growth in the experimental tube compared to the witness tube 
of growth control) and IC50 (Concentration for 50% of 
inhibition; graphically determined) around each assay. For 
each extract six replicate trials were conducted against C. 
albicans and Ketoconazole was used as standards for 
antifungal assay. The antifungal tests were carried out on 
culture medium Sabouraud (Biomerieux, 51078 Ref: 
777666501). 
 
The incorporation of plant extracts in to the agar was made 
using the agar slanted double dilution method (Ajello et al., 
1963; Holt, 1975; Zirihi et al., 2003). After that, all ten tubes of 
each series were sterilized in an autoclave at 121°C for 15 
minutes and then inclined with small base at room temperature 
to allow their cooling and solidification of the agar. All 
extracts and Ketoconazole were tested separately and their 
concentrations ranged from 390 µg/mL to 0.19043 µg/mL with 
a geometrical connection of  reason ½. 
 
Fungal germs culture on previously prepared slants agar was 
made by inoculating 1000 cells of C. albicans (Holt, 1975). 
These cultures were incubated at 30°C for 48 hours. At the end 
of the incubation period, colonies were counted with the help 
of colony counter pen (Ceinceware number 23382). The 
growth in the 10 experimental tubes was expressed as survival 
percentage, calculated compared to 100% of growth in the 
witness tube of growth control. The formula of this calculation 
has been mentioned below. The processing of these data 
permitted to calculate the minimal fungicidal concentrations 
(MFC) values. It also made it possible to plot the curves of 
activity of the extracts and the graphically determination of the 
concentrations for 50% of Inhibition (IC50) values. Formula to 
calculate the survival percentage -  
 
 

 
 
 
 
 
Where: 
S - The survival (%) 
N - Number of colony in one experimental tube and 
N - Number of colony in the witness tube of growth control 
 
2.5 Spectral analysis 
 
The F3 fraction was purified by the flash chromatography 
GRACE Reveleris Flash System device by using MeOH-
CH2Cl2 as eluents (RediSep column: Silica 12g ; flow rate : 20 
mL/min). This procedure resulted in the isolation of 2 aromatic 
polyphenolic compounds A and B. Finally these A and B were 
submitted to SM, and NMR spectral analysis. The 1D and 2D 
NMR spectra (1H and 13C NMR, COSY, HSQC and HMBC) 
were performed using a Bruker 400MHz spectrometer. Spectra 
are recorded in DMSO-d6. The carbon type (CH3, CH2 and 
CH) was determined by DEPT-135 experiments. ESIMS 
(negative-ion mode) was carried out on a SM-QP 2010 of type 
Shimadzu spectrometer. UV spectra were recorded on a Varian 
Cary 300 Bio spectrophotometer.  
 
3 Results and Discussion 

 
The results were summarized in the form of curves of 
sensitivity, tables, MS and MNR spectra. The curves illustrate 
the evolution of the survival of C. albicans depending on the 
variation of the concentrations of the extracts (figure 1). Table 
1 summarizes all the values of the antifungal parameters (MFC 
and the IC50). Figures 2 and 3 illustrate the NMR spectra, while 
table 2 summarizes all the values of the chemical shifts. The 
structures of compounds A and B are shown at figure 2. The 
chromatogram of flash chromatography GRACE shows a peak 
at 36 minutes with a shoulder at 40 minutes indicating the 
compound A and B. 

 
Table 1 Values of antifungal parameters of the T. superba extracts and Ketoconazole. 

 
 

 

Tested Substances  

Values of antifungal parameters 

against Candida albicans 

Ratio CMF 

Xxi/XF3 

CI50 (µg/mL) CMF (µg/mL) 

TEKAM4-X0 30.08 97.5 8 
TEKAM4-X1-1 18 195 16 
TEKAM4-X1-2 10.225 48.75 4 
TEKAM4-F1 10 97.5 8 
TEKAM4-F2 7 24.375 2 
TEKAM4-F3 3 12.1875 1 
Ketoconazole  18.455 390 32 

 
 
 
 

S = 
N

n

 
x 100 
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Figure 1 Sensitivity of C. albicans against the extracts (X0, X1.1, X1.2, F1, F2 and F3) from T. superba. 
 
 

Table 2 1H and 13C-NMR data of active ingredient compounds A and B. 
 

Compound A
 

Compound B 

Position 

 

1H-NMR 
δ H (ppm) 

13C-NMR 
δ C (ppm) 

Position 
 

1H-NMR 
δ H (ppm) 

13C-NMR 
δ C (ppm) 

1/1’ — 111.62 1 — 111.60 
2/2’ — 141.19 2 — 141.16 
3/3’ — 152.19 3 — 152.16 
4/4’ — 140.19 4 — 140.17 
5/5’ 7.51 s (2H) 111.42 5 7.55 s (1H) 111.40 
6/6’ — 112.09 6 — 112.07 
7/7’ — 158.46 7 — 158.44 

3 OH 10.77 s (2H) 152.19 3 OH 10.77 s (1H) 152.16 
4/4’ OMe- 4.04 s (6H) 60.94 4 OMe- 4.09 s (3H) 60.93 

 1’ — 112.27 
2’ — 136.32 
3’ — 148.07 
4’ — 139.59 
5’ 7.50 s (1H) 110.15 
6’  107.53 
7’ — 159.09 

3’OH 10.76 s (1H) 148.07 
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            Compound A                          Compound B 
 
 
 
 
 

Figure 2 Structures of compounds A and B. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

4,4’-di-O-methylellagic acid 
ESIMS m/z 329 [M-H] - ; C16H10O8; 

yellow crystals; UV max245.93 nm, 369 nm; 
1H-NMR and 13C-NMR: see Table 2 

4-O-methylellagic acid 

ESIMS m/z 315 [M-H] - ; C15H8O8; 
yellow crystals; UV max245.93 nm, 369 nm; 

1H-NMR and 13C-NMR: see Table 2. 

  

 
 
 

(A)  1H-NMR Spectrum of compound A 

 
 
 
 
 

(B) 13C-NMR Spectrum of compound A 
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Figure 3 NMR, HSQC and HMBC spectral data of compound A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C) 1H-13C-NMR HMBC heteronuclear correlations of 
 compound A 

(D) 1H-13C-NMR  HSQC heteronuclear correlations  
spectrum of compound A 

 
 

(A)  1H-NMR Spectrum of compound B 

 
 

(B) 13C-NMR Spectrum of compound B 
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Figure 4 NMR, HSQC and HMBC spectral data of compound B. 

This study was conducted to optimize the antifungal activity of 
a hydro-ethanolic extract of T.  superba against C. albicans. 
Analysis of results revealed that C. albicans is sensitive to all 
the tested extracts and shows a significant in vitro inhibition 
(figure 1, table 1). The results showed that the sensitivity of C. 
albicans to the extracts is concentration dependent. However 
the levels of these antifungal activities are variable from one 
extract to another, revealing that they do not have the same 
content of active principles. Analysis of MFC values (table1) 
reveals that among the extracts obtained from partition of X0 
(the crude extract), X1-1 was the less active because it 
generated the highest MFC values (195 µg/mL). This weak 
antifungal potency of X1-1 is noticeable in figure 1. Conversely, 
X1-2 produced the lowest MFC values (48.75 µg/mL) meaning 
the strongest anticandidosic activity. According to the activity 
classification scale of Kra et al. (2014), both extracts exhibited 
a very high level of antifungal activity.  

Moreover, on the basis of MFC values, the comparison of the 
antifungal activities shows that X1-2 was respectively 4 times 
more active than X1-1 and 2 times more active than X0 
(MFC=97.5 µg/mL). So results revealed that the liquid-liquid 
partition permitted to optimize the anticandidosic activity of 
X0. Similar type of finding was reported by Zeidan et al. 
(2013) while working on C. albicans they also reported that 
ethanolic extract of Ficus platyphylla had an interesting 
anticandidosic activity (0.5 mg/mL). However comparison of 
its performance with that of TEKAM4-X0 shows that X0 is 5 

times more active. TEKAM4-X0 is also 3.8 times more active 
than the methanol leaf extract (0.37 mg/mL) from Rubus 
sanguineus recorded against C. albicans by Zeidan et al. 
(2013). 

Research carried out on Terminalia species also showed that 
alcoholic extracts exhibited excellent antifungal activities 
against fungal strains including C. albicans (Ahon et al., 2012 ; 
Ouattara et al., 2013a, Ouattara et al., 2013b;  Ouattara et al., 
2013c; Majgaine & Verma, 2013; Kra et al., 2014). 
Furthermore, Ackah (2009) has been reported that 
hydroethanolic extract of T. catappa trunk bark inhibit the in 
vitro growth of C. albicans. However comparison of the 
anticandidosic activity of this extract (MFC=190µg/mL) with 
that of TEKAM4-X0, reveals that the hydro-ethanolic extract 
(MFC=97.5µg/mL) from T. superba is 1.9 times more active. 
TEKAM4-X1-2 is also 2.5 to 41 times more active than extracts 
from Terminalia avicennioides tested by Baba-Moussa et al. 
(1999) on C. albicans. 

Analysis of data related to fractions obtained by 
chromatography shows that F3 (MFC=12.1875 µg/mL and 
IC50=3 µg/mL) is singularly the most active, because it 
produced the lowest MFC value against C. albicans compared 
with the other extracts. On the basis of MFC values, it is 
respectively 2 times more active than F2 (MFC=24.375 
µg/mL), 4 times more active than X1-2,  8 times more active 
than F1 and X0 (MFC=97.5 µg/mL),  and, 16 times more active 

(C) 1H-13C-NMR  HSQC heteronuclear correlations spectrum of 
compound B. 

(D) 1H-13C-NMR HMBC heteronuclear correlations of 
compound B 
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than X1-1. Finally F3 was reported 32 times more active than 
ketoconazole the reference antifungal drug. So this extractive 
method including successively a hydro-ethanolic extraction of 
the crude extract, a liquid-liquid partition (hexane/water) and a 
gel filtration chromatography on Sephadex-LH20 gel, is a good 
process to optimize the antifungal activity of extracts from T. 
superba. This method permitted us to achieve the F3 fraction 
which is the extract that contains the active principles. 

Moreover, from the comparison of the whole data indicated 
that all the six extracts of T. superba are noticeably more 
active than ketoconazole. As a matter of fact, ketoconazole 
(MFC=390 µg/mL) was respectively two times less active than 
X1-1,  four times less active than X0 and F1,  eight times less 
active than X1-2 and sixteen times less active than F2. In 
addition all the 6 extracts of T. superba exerted a very high 
level of antifungal activity. These obtained data highlighted the 
significant antifungal potency of extract from T. superba. The 
elucidation of the relatively high MFC value (390 µg/mL) of 
ketoconazole against C. albicans was revealed by results of 
works carried out on the mechanism of its weak sensitivity to 
azole. This resistance to azole is characterized by several 
stratagems including activation of multiple efflux pumps 
repressing the antifungal drug (Hitchcock, 1993; Sanglard et 
al., 1995; White et al., 2002), a modification of the target (such 
as the alteration of the enzyme 1.4-α-demethylase) and 
overproduction of the target (Hitchcock, 1993; Kelly et al., 
1995; Albertson et al., 1996). 

Furthermore, on the basis of the MFC values, the comparison 
with the anticandidosic activity of fraction MISCA-F8 
(MFC=781 µg/mL) from M. scaber prepared by Kporou et al. 
(2010), shows that TEKAM4-F3 (MFC=12.1875 µg/mL) is 64 
times more active. The comparison also shows that TEKAM4-
F3 has an antifungal activity potency 1.79 times greater than 
that of fraction TEKAM1-F9 (CMF=12.1875 µg/mL; IC50=5.37 
µg/mL) prepared by Yayé et al. (2012) from T. mantaly. On 
the same basis of comparison, the anticandidosic activity of 
TEKAM4-F3 is 2020 times greater than that of flavonoids 
(MFC=25000µg/mL) isolated from the Olea cuspidata 
dichloromethane extract tested by Majgaine & Verma (2013).  

On the other hand, TEKAM4-F3 is 2.4 times less active than 
TEKAM3-F12 (MFC=5 µg/mL) prepared by Ackah et al. 
(2008) from a trunk bark extract of T. catappa. Fraction F8 
(MFC=6.09 µg/mL, IC50=1.8 µg/mL) prepared by Ouattara et 
al. (2013b) from the stem bark of T. ivorensis is 2 times more 
active than TEKAM4-F3. In the chemical aspect, fractions F8 
of T. ivorensis (triterpenes and flavonoids) are different from 
that of TEKAM4-F3. Ultimately, the F3 fraction shows the 
highest antifungal activity of TEKAM4-X0. Furthermore, the 
activities of X0, X1-1, X1-2 and the three fractions (F1, F2, F3) 
tested could be considered as very important since the C. 
albicans strain tested was resistant to commonly used 
antifungal drugs (Kah, 2011 ;  Hope et al., 2012). 

With respect to the physico-chemical aspect, after extraction 
and purification analysis, two compounds A and B were 
isolated. Compound A was obtained as yellow crystals and was 
soluble in methanol. The ESIMS spectrum (Annex 6) of 
compound A revealed a quasi-molecular ion peaks [M-H] -

 at 
m/z 329 indicating a molecular weight of 330 Da. Its ultraviolet 
(UV) spectrum revealed the presence of  and β-unsaturated 
Ketones ( max 245.93 nm) and phenolic ring ( max 369 nm). 
This spectrum ( max 245.93 nm, 369 nm) was similar to that of 
ellagic acid derivatives (Khac et al., 1990), suggesting that 
compound A has an ellagic acid skeleton. These data suggested 
a molecular formula of C16H10O8. 

The 1H-NMR spectrum (figure 3a) of compound A revealed 
two protons as singlet at δH 7.51 ppm, assignable to aromatic 
protons H-5 and H-5’ respectively, by comparing with the 1H-
NMR data of ellagic acid (Nduji & Okwute, 1988; Khac et al., 
1990; Adigun et al., 2000 ; Serafin et al., 2007; Thitilertdecha 
et al., 2010). The 1H-NMR spectrum of compound A also 
showed methoxy protons at δH 4.04 ppm (6H, s), which gave 
correlations, in the HSQC spectrum (figure 3d), with carbon 
signal δC 60.94ppm. The HMBC (figure 3c) correlation 
between methyl group at δH 4.04 ppm (O-CH3) and carbon δC 
140.19ppm (C-4) confirmed the position of methoxy groups. 
So, cross analysis of spectra of HMBC and HSQC clearly 
confirmed the linkage of the methoxy groups to carbons C-4 
and C-4’. The 13C-NMR spectrum (figure 3b) of compound A 
showed two signal at δC 158.46 and 152.19ppm assignable to 
carbonyl carbons C-7 and C-7’ respectively. Finally, analysis 
of the whole data indicates unequivocally that A is 4,4’-di-O-
methylellagic acid (figure 2). 

Compound B was also obtained as yellow crystals and was 
soluble in methanol. The ESIMS spectrum of compound B 
revealed a quasi-molecular ion peaks [M-H] - at m/z 315 
indicating a molecular weight of 316. Analysis of its spectral 
data reveals that A and B showed almost identical  13C-NMR 
and 1H-NMR data, suggesting that compound B also has an 
ellagic acid skeleton. These data showed that the 
corresponding molecular formula of B is C15H8O8.  

The 1H-NMR spectrum (figure 4a) of compound B revealed 
two protons as singlets at δH 7.55 and 7.50 ppm, assignable to 
aromatic protons H-5 and H-5’ respectively. The 1H-NMR 
spectrum of compound B showed also methoxy protons at δH 
4.09ppm (3H, s), which gave correlations, in the HSQC 
spectrum, with carbon signal δC 60.93ppm. The HMBC 
spectrum showed the correlation between methyl group at δH 
4.09 ppm (O-CH3) and carbon δC 140.17ppm (C-4) confirmed 
the position of methoxy group. So, HMBC (figure 4d) and 
HSQC (figure 4c) experiments clearly showed it to be linked to 
C4 of the ellagic skeleton. 

The 13C-NMR spectrum of compound B showed two signal at 
δC 159.09 and 158.44ppm assignable to carbonyl carbons C-7 
and C-7’ respectively. From the analysis of the whole NMR 
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and MS data, it result that compound B is 4-O-methylellagic 
acid (C15H8O8) and has molecular weight of 316 Da (figure 2). 

Finally the active principles of fraction F3 are 4,4’-di-O-
methylellagic acid (compound A) and 4-O-methylellagic acid 
(B). Compounds A and B are reported here for the first time 
from the Ivorian T. superba species. These A and B 

compounds were identified as other active principles of plants 
from the genus Terminalia by the present study. A number of 
ellagic acid derivatives close to A and B were also isolated 
from the stem bark of T. superba by some authors 
(Kamtchouing et al., 2006 ; Tabopda et al., 2008 ; Kuete et al., 
2010).  

In addition, antimicrobial properties of O-methylellagic acid 
derivatives were already proved by previous reports such as 
works of Adigun et al. (2000) and Kuete et al. (2010) whose 
investigations proved 3,4′-di-O-methylellagic acid, 3′-O-β-D-
xylopyranoside and 4′-O-galloy-3,3′-di-O-methylellagic acid 
4-O-β-D-xylopyranoside isolated from a T. superba stem bark 
methanolic extract to have a large spectrum of both 
antibacterial and antifungal activities. As regard their 
antimicrobial properties the results from this study are in 
accordance with works of Kuete et al. (2010).  

The antimicrobial activity has also been revealed for a number 
of Terminalia species such as T. catappa (Kloucek et al. 2005 ; 
Ackah et al., 2008), T. chebula (Bonjar 2004), T. glaucescens 
(Magassouba et al., 2007), T. ivorensis (Ouattara et al., 2009; 
Ouattara et al., 2013a; Ouattara et al.,  2013b ; Ouattara et al.,  
2013c), T. mantaly (Yayé et al., 2011; Yayé et al., 2012 ; 
Ackah et al., 2014), T. macroptera (Conrad  et al., 1998 ; Silva 
et al., 2000), T. sericea (Eldeen et al., 2006 ; Steenkamp et al., 
2007), T. superba (Ahon et al., 2011 ; Ahon et al., 2012 ; Kra 
et al., 2014).  

Concerning their mode of action, ellagic acid and its 
derivatives have been found to complex proteins (Scalbert, 
1991 ; Haslam, 1996 ; Stern et al., 1996), inactivate microbial 
adhesions (Haslam, 1996) enzymes and cell envelope transport 
proteins (Scalbert, 1991 ; Haslam, 1996 ; Stern et al., 1996). 

Conclusion 

In this study, it has been demonstrated that it is possible to 
obtain extracts with high levels of anticandidosic activity and 
to optimize this activity by means of partitions followed by 
column chromatography separation. This study also showed 
that C. albicans is sensitive to all the extracts in dose-response 
relationship. All the 6 extracts exerted anticandidosic activity 
with more or less raised performance levels. All extracts from 
T superba produced very high antifungal activity levels. It 
proves and allows the understanding of the foundation of the 
use of several organs of T. superba in traditional recipes 
against infections. Among these extracts, fraction F3 was not 
only the most active but it also contains the active principles 
that are 4,4’-di-O-methylellagic acid (compound A) and 4-O-

methylellagic acid (B). These compounds allow fraction F3 to 
be 32 times more active than Ketoconazole. These molecules 
could expand the therapeutic arsenal and make it more 
effective. They could also serve as templates for synthesizing 
more active molecules. The overall results provide promising 
baseline information for the potential use of fractions F3 as 
well as the two isolated compounds in the treatment of 
candidiasis, fungal and other bacterial infections. However, 
this will further be confirmed by pharmacological and 
toxicological studies. 
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                                                Résumé  

En Afrique subsaharienne, les écorces de Terminalia superba (Combretaceaes), 

communément appelé ״fraké״, sont utilisées dans le traitement de nombreuses affections 

cutanées. Afin de justifier cette utilisation traditionnelle, la présente étude a été entreprise 

avec pour objectif de caractériser le principe actif de cette plante. Des extraits totaux aqueux 

(XAq) et éthanolique (X0) des écorces de Terminalia superba ont été testés sur la croissance 

 de trois germes fongiques que sont Candida albicans, Cryptococcus neoformans et ״in vitro״

Aspergillus fumigatus. L’extrait éthanolique (X0) s’est avéré plus efficace sur la croissance 

des germes fongiques. De la partition de X0 la fraction X1.2 a donné les meilleurs paramètres 

antifongiques. Cette dernière fraction a subit à son tour un fractionnement plus fin pour 

donner G1, G2 et G3. La fraction G3 la plus active d’entre elle inhibe totalement la croissance 

de Candida albicans, de Aspergillus fumigatus avec une valeur de concentration minimale 

fongicide (CMF) de 12,18μg/mL, et de Cryptococcus neoformans, avec une valeur de CMF 

de 6,09μg/mL. L’analyse chromatographique et spectrométrique (GC/MS et RMN) a révélé la 

présence de deux dérivés d’acide éllagique dans l’extrait G3. Ces résultats justifient 

l’utilisation traditionnelle de cette plante contre les affections cutanées. 

Mots clés : Terminalia superba, germes fongiques, croissance ״in vitro״, activité 

antifongique, acide éllagique. 

 

Abstract 

In sub-Saharan Africa, the bark of Terminalia superba (Combretaceaes), commonly 

called "fraké" are used in the treatment of many skin diseases. To justify such of traditional 

use the present study was undertaken with the aim to characterize the active principle of this 

plant. Aqueous (XAq) and ethanol (X0) extracts of bark of Terminalia superba were tested on 

"in vitro" growth of three fungal organisms as Candida albicans, Cryptococcus neoformans 

and Aspergillus fumigatus. The ethanol extract (X0) was more effective on the growth of the 

fungal germs. From X0 the fraction X1.2 gave the best antifungals activities. This last fraction 

undergoes a finesplit to give G1, G2 and G3. The most active fraction (G3) completely inhibits 

the growth of Candida albicans and Aspergillus fumigatus with a value of minimum 

fungicidal concentration (MFC) of 12, 18 mcg / mL, and Cryptococcus neoformans, with a 

value of CMF 6.09 mcg / mL. The chromatographic and spectrometric analysis (GC / MS and 

NMR) revealed the presence of two derivatives of ellagic acid in G3. These results support the 

traditional use of this plant against skin diseases. 

           Keywords: Terminalia superba, fungal organisms, in vitro" growth, antifungal activity, 

ellagic acid. 
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