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ABSTRACT: In Africa, and particularly in Benin, medicinal plants are the most widely used means of solving human and animal
health problems. The Beninese flora is rich in plants used to treat gastrointestinal diseases of farm animals whose chemical
and biological potentials are still unknown. It is to correct this insufficiency that the present work aims at the chemical and
biological recovery of Khaya senegalensis. After phytochemical screening, the phenolic compound contents of Khaya
senegalensis extracts were determined spectrophotometer. Antibacterial and antiradical activities were evaluated by
microplate dilution methods and DPPH respectively. The active ingredients of K. senegalensis were characterized by GC/MS.
Several metabolites have been identified. The crude extracts (ethanolic, hydroethanolic and aqueous extracts) of K.
senegalensis showed a lower antiradical activity compared to ethyl ether (IC50=0.09 pg/ml) and ethyl acetate (IC50=1ug/ml)
fractions, which are more active that BHA (ICso= 4.8ug/ml), quercetin (ICso=3ug/ml) which are synthetic compounds. From the
antibacterial activity, it appears that the objective extracts and fractions of this plant have a bactericidal activity with respect
to Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. From the results of the chromatographic analysis, it appears that the bark of K.
senegalensis contains glycerol, glycerol ethanoate, pyrocatechol, octadecanamide and neoergosterone as major components.
The diversity of metabolites, the anti-fungal and antibacterial activities of K. senegalensis, could justify the use of this plant in
the veterinary pharmacopoeia in Benin.
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RESUME: En Afrique et en particulier au Bénin, les plantes médicinales constituent le moyen le plus utilisé pour résoudre les
problémes de santé humaine et animale. La flore béninoise est riche en plantes utilisées pour traiter les maladies gastro-
intestinales des animaux d’élevage dont les potentiels chimique et biologique restent encore inconnus. C'est pour corriger
cette insuffisance que le présent travail vise la valorisation de Khaya senegalensis aux plans chimique et biologique. Apres un
criblage phytochimique, les teneurs en composés phénoliques des extraits de Khaya senegalensis ont été déterminées au
spectrophotometre. Les activités antibactérienne et antiradicalaire ont été évaluées respectivement par les méthodes de
dilution dans les microplaques et au DPPH. Les principes actifs de K. senegalensis ont été caractérisés par CG/SM. Plusieurs
métabolites ont été identifiés. Les extraits bruts (extraits éthanolique, hydroéthanolique et aqueux) de K. senegalensis ont
montré une activité antiradicalaire plus faible comparativement aux fractions éther éthylique (ICs0=0,09ug/ml) et acétate
éthylique (ICso=1pg/ml) qui sont plus actives que le BHA (ICso=4,8ug/ml) et la quercétine (ICso=3ug/ml) qui sont des composés
de synthese. De I'activité antibactérienne, il ressort que les extraits buts et les fractions de cette plante ont une activité
bactéricide vis-a-vis de Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae. Des résultats de I'analyse chromatographique, il ressort
que I'écorce de K. senegalensis contient de glycérol, de I'’éthanoate de glycérol, de pyrocatéchol, de I'octadécanamide et de
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neoergostérone comme composés majoritaires. La diversité en métabolites, les activités antiradicalaire et antibactérienne
intéressante de Khaya senegalensis, pourraient justifier I'usage de cette plante dans la pharmacopée vétérinaire.

MoTs-CLEFS: Plante, métabolites, activité bactéricide, activité antiradicalaire.

1 INTRODUCTION

Les plantes médicinales constituent et restent le moyen le plus utilisé surtout en milieu rural pour résoudre les problemes
de santé humaine et animale. On estime a environ 400000 a 500000 le nombre d’espéces végétales sur la terre et plus de
200000 espéces médicinales se trouvent dans les pays tropicaux d’Afrique[1]. Au Bénin, sur les 5000 especes de plantes
inventoriées dans les écosystemes forestiéres, 172 sont consommées par les populations locales comme plantes alimentaires
et 814 comme plantes médicinales[2],[3],[4]. En effet, 'usage de la médecine traditionnelle est trés répandu et revét une

importance sanitaire et économique croissante dans le pays [5]. Ces plantes contiennent un grand nombre de métabolites qui
ont des intéréts multiples mis a profit en pharmacologie, dans I'industrie alimentaire et en cosmétologie. Parmi ces principes
actifs, on retrouve les composés phénoliques, les coumarines, les alcaloides, les saponosides, les mucilages, les composés

volatils, les stérols et les terpenes[6].

En Afrique et en particulier au Bénin, I'élevage fait partie des premiéres activités entreprises par 'lhomme, derriére
I"agriculture, pour assurer sa sécurité alimentaire[7]. Les animaux domestiques continuent de payer un lourd tribut a diverses
pathologies. Notamment, les maladies gastro-intestinales constituent les principales causes de mortalité du bétail. Il y a aussi
les problemes d{s aux radicaux libres qui diminuent la croissance de ces animaux, baisse la fertilité des femelles et conduisent
a des mortalités embryonnaires [8],[9],[10]. En outre la résistance de certains parasites et bactéries contre les produits de

synthése, leur prix exorbitant et le manque de centre vétérinaire conduisent les éleveurs a envisager d’autres solutions
alternatives ou complémentaires qui consistent a I'utilisation des principes actifs des plantes[11]

K. senegalensis (Syn: Swietenia senegalensis) de la famille des Meliaceae, est un arbre atteignant en moyenne 35 metres
de hauteur. Son écorce est grisatre foncée et écailleuse[12]. Cette plante joue un réle important dans la médecine humaine
et vétérinaire. Ses feuilles et écorces sont utilisées pour traiter le paludisme, la céphalée, la fievre, la diarrhée, l'ictére, le
parasitisme interne et le rhumatisme [13],[14],[15]. Les enquétes ont montré que K. senegalensis est parmi les plantes les
plus citées pour traiter les maladies gastro-intestianles des animaux d’élevage au Bénin dont le potentiel chimique et
biologique reste encore inconnu [13]. C’est pour corriger cette insuffisance scientifique que le présent travail vise la
valorisation de Khaya senegalensis.

2 MATERIEL ET METHODES
21 MATERIEL

2.1.1 MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal utilisé dans la présente étude est constitué de I'écorce de tronc de Khaya senegalensis récoltée a
Abomey-Calavi au Benin.

2.1.2 MATERIEL ANIMAL

Il est constitué des souches de référence de Escherichia coli (O: 157H7) et de Klebsiella pneumoniae (ATCC 35657). Ces
souches ont été fournies par le Laboratoire National de la Santé Publique du Benin.

2.2 METHODES
2.2.1 COLLECTE DE KHAYA SENEGALENSIS ET PRETRAITEMENT

Aprés la collecte du matériel végétal, I'écorce de Khaya senegalensis a été séché a la température du laboratoire (20°C-
25°C) jusqu’a stabilisation de leur masse puis réduits en poudre.
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2.2.2 IDENTIFICATION DES MEETABOLITES SECONDAIRES

Les métabolites ont été identifiés par des réactions de coloration et de précipitation spécifiques a chaque famille de
métabolite[16],[17],[18].

2.2.3 PREPARATION DES EXTRAITS BRUTS

La technique utilisée pour préparer les extraits bruts est celle de la macération. Apres filtration, les extraits ont été évaporés
a sec a 60°C a I'aide d’un évaporateur rotatif de type Heidolph.

224 PREPARATION DES FRACTIONS

Un volume d’extrait hydroéthanolique a traiter et le méme volume de solvants de polarités croissantes ont été introduits
dans une ampoule a décanter. Le mélange est secoué vigoureusement dans une ampoule a décanter, puis laissé au repos
jusqu’a décantation totale, donnant ainsi deux phases (une phase organique et une phase aqueuse). La phase organique est
recueillie, tandis que celle aqueuse est encore soumise a d’autres solvants successifs. Les phases organiques sont réunies et
débarrassées du solvant par évaporation puis concentrées. Le diagramme ci-dessous montre les étapes de la préparation des
fractions.

1000 g de poudre de K. senegalensis

Extrait éthanol/eau (50/50); évaporation

\ 4

' Fxtrait aoneny l

l Fraction de C¢Hg |_—[ Partition de C<H4
A

Extrait aqueux |

\4

| ..
‘ Fraction de CH,Cl, I Partition de CH,Cl,

Extrait aqueux |

| Fraction éther éthvliaue |I Jl Partition de ethylic Ether
A 4
| Fxtrait aanenx |
| Fraction de AcOEt l‘ Partition de AcOEt
A\ 4
l Extrait aqueux l
| |
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A 4

Extrait aqueux

Fig. 1. Diagramme d’extraction par des solvants de polarités croissantes
2.2.5  DOSAGE DEs COMPOSES PHENOLIQUES

Phénols totaux: Le dosage des phénols totaux a été fait par le réactif de Folin-Ciocalteu [19], [20].
Flavonoides totaux: La méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3) a été utilisée pour quantifier les flavonoides totaux [19].

Tanins condensés: Le dosage des tanins condensés est réalisé par la méthode a la vanilline chlorhydrique [21].
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2.2.6 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIRADICALAIRE

L’'activité antiradicalaire a été évaluée par la méthode au DPPH. Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du
piégeage des radicaux libres d’une solution de DPPH. Ce piégeage est visualisé par la disparition de la couleur pourpre du DPPH.
Les cuves sont laissées a I'obscurité pendant une heure et les absorbances ont été mesurées a 517nm [22] [20],[23]. Le

Ab—Ae 100.
Ab

pourcentage de piégeage du radical a été déterminé par la formule: P=

Avec P: pourcentage de piégeage; Ab: absorbance du blanc, Ae: Absorbance de I’échantillon.
2.2.7  ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES EXTRAITS DE KHAYA SENEGALENSIS

L’'activité antibactérienne a été évaluée par la méthode au micro-dilution dans les microplaques et dans les boites de Pétri
[24],[25], [26].

2.2.8 IDENTIFICATION DES MOLECULES DE L‘EXTRAIT HYDROETHANOLIQUE DE KHAYA SENEGALENSIS

La détermination structurale des molécules des extraits de I'écorce de K. senegalensis a été faite par CG/MS, en mode
d’impact électronique positif (énergie d’ionisation: 70 eV), équipé d’un injecteur unique et d’une colonne capillaire en silice
fondue de type VF-5MS (25 m de long; 0,25 mm de diamétre externe et 0,25 um de diameétre interne). Le gaz vecteur utilisé
est I'hélium avec un débit de 1ImL/min qui est constant tout au long de I'analyse. La température de l'injecteur est de 40°C,
celle de la source est de 281°C et 298,6°C au niveau du détecteur et de la ligne de transfert. Quant a la programmation de la
température, celle du four est défini par une température isotherme de 40°C pendant 5 min puis des augmentations de 5°C/min
jusqu’a 310°C, suivi d’une seconde isotherme a 310°C pendant 1 min. La quantité d’extrait injecté est de 1uL. L'injection a été
faite en mode splitless. Les données de la spectrométrie de masse ont été établies en mode scan dont le rapport m/z varie
entre 50-800 uma. L’attribution structurale des molécules a été réalisée par la comparaison des spectres obtenus avec ceux
des banques de données NIST [27], [28].

3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1  METABOLITES SECONDAIRES

Les métabolites secondaires identifiés au niveau de I’écorce de tronc de K. senegalensis sont consignés dans le tableau 1.

Les saponosides, les tanins catéchiques, les phénols, les mucilages, les flavonoides, les alcaloides, les anthocyanes, les
leuco-anthocyanes, les protéines, les composés réducteurs, les stérols et les terpénes ont été mis en exergue dans I'écorce de
tronc de K. senegalensis récoltée a Abomey-Calavi (Bénin) tandis qu’au niveau de I'écorce de tronc de cette méme plante
récoltée en Egypte, les flavonoides, les tanins, les saponosides, les coumarines, les stérols et les terpénes ont été identifiés
[29]. Au niveau de cette méme plante récoltée au Nigéria on note |'absence des alcaloides et des saponosides [30] qui ont été
mis en exergue dans I'échantillon du Bénin.

La variation des métabolites secondaires remarquée au niveau de I'écorce de tronc de K. senegalensis par rapport aux
travaux antérieurs pourrait étre liée a la période de la récolte, a la nature du sol ou aux facteurs climatiques [31], [32]. La
diversité en métabolites secondaires de cette plante pourrait expliquer son usage dans la médecine traditionnelle. La présence
par exemple des tanins et des flavonoides au niveau de |'écorce de K. senegalensis justifierait son utilisation dans le traitement
des affections diarrhéiques et les maladies gastro-intestinales des animaux d’élevage [33], [34].
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Tableau 1. Métabolites secondaires identifiés au niveau de I’écorce de tronc de K. senegalensis

Métabolites secondaires Khaya senegalensis

Alcaloides +

Flavoides

Anthocyanes

Leucoanthocyanes

Anthraquinones

Composés reducteurs

Tanins

Stérols et terpénes

Mucilages

Saponosides

Coumarines

Quinones -

Protéines

Phénols

Huiles essentielles
Légendes +: Présent; -:Absent

+ |+ [+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+

3.2 TENEURS EN PHENOLS TOTAUX, EN FLAVONOIDES TOTAUX ET EN TANINS CONDENSES DES EXTRAITS DE L’ECORCE DE TRONC DE K.
SENEGALENSIS

Le tableau 2 indique la teneur en composés phénoliques des extraits de |’écorce de tronc de K. senegalensis.

Les teneurs en phénols totaux des extraits éthanolique, hydroéthanolique et aqueux sont respectivement de
(3,27210,246)mgEAG/gMS, (3,328+0,185) mgEAG/gMS et de (6,731+0,018)mg EAG/gMS. Concernant la teneur en flavonoides
totaux, la teneur la plus élevée est enregistrée au niveau de I'extrait aqueux (90,468+16,907) mgEC/gMS. Du point de vue des
teneurs en tanins condensés, 'extrait hydroéthanolique est plus riche en tanins (250,791+12,103) mgEC/gMS que les extraits
éthanolique et aqueux. A travers ce tableau on remarque que les extraits bruts sont plus riches en composés phénoliques que
les fractions de I’extrait hydroéthanolique.

Tableau 2. Teneurs en composés phénoliques de I’écorce de tronc de K. senegalensis
Extraits et fractions Phénols totaux Flavonoides totaux Tanins totaux
(mgEAG/gMS) (mgEC/gMS) (mg EC/g MS)

Extraits Ethanolique 3,272+0,246 54,733+1,462 178,744+6,578
bruts Hydroéthanolique 3,328+0,185 63,198+0,639 (250,791+12,103

Aqueux 6,731+0,018 90,468+16,907 158,698+2,631

Butanolique 0,222+0,011 19,13310,634 63,895+0,411
Fractions Acéthate d’éthyle 1,498+0,096 14,261+0,207 8,081+0,082

Ether éthylique 1,609+0,325 0,116+0,007 10,930+ 0,164

33 ACTIVITE ANTIRADICALAIRE DES EXTRAITS ET FRACTIONS DE L’ECORCE DE TRONC DE KHAYA SENEGALENSIS

Les concentrations des extraits de K. senegalensis et de composés de synthese permettant de piéger 50% de radicaux libres
[ICso (ug/mL)] sont consignées dans le tableau 3.

A travers ce tableau, on remarque que les ICso des fractions sont plus faibles que ceux des extraits bruts. Donc les fractions
de K. senegalensis ont une activité antiradicalaire plus prononcée que celle des extraits bruts. Il faut noter que ces fractions
ont une activité antiradicalaire plus intéressante que celle du Butylhydroxyanisole et de la quercétine qui sont des produits de
synthése. Seule la fraction éther éthylique a montré une activité plus significative que I'acide gallique qui est le composé le
plus actif parmi les standards utilisés.

Ces extraits pourraient constituer une solution alternative aux conservateurs de synthése utilisés dans le domaine agro-
alimentaire d’une part, et dans la lutte contre les attaques radicalaires qui conduisent a une diminution du pouvoir fécondant
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des spermatozoides, a la baisse de la fertilité des femelles des animaux d’élevage, de leur résistance aux pathologies, a des
mortalités embryonnaires et au ralentissement de la croissance des animaux d’élevage d’autre part [9], [10],[8].

Tableau 3. Concentration (ICso) des extraits et de composés permettant de piéger 50% de radicaux libres
ICso (ug/mL) des extraits, fractions et composé de synthése
Extraits Fractions Composés de synthése
Etha Hydroétha Aqueux Buta Acéta Ether Q AG BHA
20,00 4,00 5,00 2,00 1,00 0,09 3 0,9 4,8

Légendes: Etha: extrait éthanolique; Hythdroétha: Extrait hydroéthanolique; Buta: Fraction butanolique; Acéta : Fraction acétate ; Ether :
Fraction étheréthylique ; Q : Quercétine; AG : Acide gallique; BHA :Butylhyhydroxyanisole

3.4 ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES EXTRAITS DE L’ECORCE DE TRONC DE K. SENEGALENSIS

Le tableau 3 présente les CMI, les CMB et les pouvoirs antibiotiques des extraits bruts de I'écorce de tronc de Khaya
senegalensis.

E. coli a une sensibilité avérée avec les extraits éthanolique, hydroéthanolique et aqueux a des concentrations de 3,125
mg/mL; 6,25 mg/mL et 0,78 mg/ mL respectivement. Pour ce qui concerne K. pneumoniae, les extraits éthanolique et
hydroéthanolique ont montré une activité antibactérienne significative alors que I'extrait aqueux a permis d’inhiber seulement
cette souche.

Les trois fractions (butanolique, acétate d’éthyle et éther éthylique) de I’extrait hydroéthanolique de K. senegalensis ont
montré une activité antibactérienne averée vis-a vis des souches de E. coli et de K. pneumoniae.

L'activité antibactérienne, intéressante des extraits de cette plante pourrait s’expliquer par la présence par exemple des
composés tels que les terpénes phénoliques et les composés phénoliques dans ces extraits [35].

Cette activité justifiérait I'usage de cette plante dans la médecine traditionnelle pour traiter les maladies gastrointestinales
des animaux d’élevege.

Tableau 4. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits bruts et des fractions de I’écorce de tronc de K.
senegalensis
Souches bactériennes Extraits et fractions C (mg/ml) Pouvoir antibiotique
CMI CMVB CMB/CMI

E. coli Ethanolique 1,56 3,13 2,00
hydroéthanolique 3,13 6,25 2,00
Aqueux 0,39 0,78 2,00
Butanolique 50,00 100,00 2,00
Acétate d’éthyle 25,00 50,00 2,00
Ether éthylique 50,00 100,00 2,00

K. pneumoniae Ethanolique 0,39 0,78 2,00
hydroéthanolique 50,00 100,00 2,00
Aqueux 25,00 >100,00 -
Butanolique 25,00 100,00 4,00
Acétate d’éthyle 25,00 50,00 2,00
Ether éthylique 25,00 100,00 4,00

Légendes CMI: Concentrations Minimales Inhibitrices; CMB: Concentrations Minimales Bactéricides; - : pas de pouvoir antibiotique.

3.5 CoMmPOSES CARACTERISES DANS L’EXTRAIT HYDROETHANOLIQUE DE L’ECORCE DE TRONC DE KHAYA SENEGALENSIS

Le chromatogramme de la figure 2 montre les pics des molécules identifiées dans I'extrait éthanolique de I’écorce de tronc

de K. senegalensis. Ces composés sont consignés dans le tableau 5.
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Fig. 2. Chromatogramme de I’extrait hydroéthanolique de K. senegalensis

Dans cet extrait, seize composés ont été caractérisés avec cing composés de pics significatifs (composés majoritaires) ont
été caractérisés: le glycérol, I'éthanoate de glycérol, le pyrocatéchol, I'octadécanamide et le neoergostérone

Tableau 5. Composés identifiés dans I'extrait hydroéthanolique de K. senegalensis
TR (min) Métabolites
15,007 Glycérol
16,730 Ethanoate de glycérol
19,756 Pyrocatéchol
44,952 Octadécanamide
55,260 Neoergostérone
10,367 Oxime de benzyloxyméthyle
22,454 3-méthylpyrocatéchole
23,895 Syringol
41,336 4-cuminaldehyde
41,867 Hexadécanamide
51,705 Cholestane
51,847 Cholesta-2,4-diéne
52,231 Norcholestan-2-one
58,175 Sitostérol
58,304 Bétuline
59,754 Cholest-5-én-3-one

Légende TR: Temps de retention

Seize (16) molécules ont été identifiées au niveau de cet extrait avec I'éthanoate de glycérol, le pyrocatéchol, le pyrogallol
et 'octadéca-9-enamide qui sont des molécules qui ont montré de pics importants.

3.6 ACTIVITES STRUCTURALES DE QUELQUES MOLECULES CARACTERISEES DANS L’EXTRAIT HYDROETHANOLIQUE DE L’ECORCE DE TRONC DE K.
SENEGALENSIS

L’activité antiradicalaire de I'extrait hydroéthanolique serait due aux composés phénoliques tels que le pyrocatéchol et le
pyrogallol, soit individuellement ou par effet de synergie. Ces deux composés phénoliques posseédent de groupement
hydroxyles en position ortho. Les polyphénols ont une activité antiradicalaire plus efficace que les monophénols [22]. Il a été
prouvé aussi que la position du groupement hydroxyle sur le noyau benzénique influence aussi I'activité antiradicalaire. Par
exemple les composés qui possedent les groupements hydroxyles en position ortho ont une activité antiradicalaire tres forte
en comparaison avec ceux qui possedent de groupement hydroxyles en position meta [22].

Concernant I'activité antibactérienne, la présence par exemple des composés tels que les terpénes phénoliques et les
composés phénoliques dans les extraits de cette plante pourrait expliquer leur activité antibactérienne (Davidson et al., 1989;
Boissier et al., 1993; Mourey et Canillac, 2002).

4 CONCLUSION

Les plantes médicinales restent et resteront encore longtemps une source fiable de principes actifs connus pour leurs
propriétés thérapeutiques. Une étude de la composition chimique et des propriétés biologiques a concerné dans le présent
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travail, I'écorce de tronc de K. senegalensis, plante utilisée au Bénin pour traiter les maladies gastro-intestinales des animaux
d’élevage.

Cette étude a montré que I'écorce de tronc de K. senegalensis est riche en métabolites secondaires tels que les tanins, les
flavonoides, les anthocyanes, les mucilages, les coumarines, les composés réducteurs, les alcaloides, les stérols et les terpénes.
Concernant l'activité antiradicalaire, I’extrait éthanolique de I'écorce de tronc de K. senegalensis a montré une activité
antiradicalaire plus intéressante que celle du butylhydroxyanisole qui est un composé de référence. Ces extraits pourraient
étre utilisés pour lutter contre les attaques radicalaires subies par les animaux d’élevage d’une part et dans la conservation des
produits agro-alimentaires périssables d’autre part. L'identification des métabolites a montré divers composés au niveau de
I’extrait hydroéthanolique de I’écorce de tronc de K. senegalensis tels que: les composés terpéniques hydrogénés et oxygénés,
les composés aromatiques, les composés aliphatiques et d’autres substances naturelles qui pourraient sous-tendre |'usage de
cette plante dans la pharmacopée vétérinaire. De I'activité antibactérienne, il ressort que les extraits de K. senegalensis ont
montré une activité bactéricide vis-a-vis de E. coli et de K. pneumoniae, ce qui pourrait expliquer I'utilisation de cette plante
dans la médecine vétérinaire pour traiter les maladies gastro-intestinales.

L’activité antiradicalaire notée au niveau des extraits de cette plante serait due aux composés phénoliques (pyrocatéchol
et de pyrogallol) pris isolément ou par effet de synergie. De méme, I'efficacité des différents extraits investigués sur les souches
bactériennes testées pourrait étre attribuée aux composés majoritaires qu’ils contiennent ou a un effet synergique de ces
derniers avec les composés minoritaires présents dans ces extraits.
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