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Résumeé

Cette étude visait d déterminer la composition phytochimique et I'effet antipaludique du Prunus Africana
cultivé au Kivu dans I'objectif de révéler sa conformité avec les autres espéces cultivées dans les autres pays
africains. Le criblage phytochimique effectué sur les extraits aqueux et organiques, a montré que les écorces
de cette plante contiennent : des alcaloides, des flavonoides, des terpénes, des stéroides, des tanins, des
phénols et des saponines en forte concentration ainsi que les glucosides en faible concentration. La CCM des
extraits n'a donné aucun spot identique & ceux des substances de référence utilisées pour soigner la malaria.
Par contre la HPLC a montré la présence de B-sitostérol, qui s'est révélé identique d celui de I'étalon primaire.
Le test in vitro sur Plasmodivm falciparum a confirmé que les extraits aqueux, éthanoliques et alcaloides
totaux de Prunus Africana ont un effet positif, les alcaloides étant les plus efficaces. Ainsi, le Prunus Africana
cultivé dans la région du Kivu en RDC conserve la m&éme composition que le Prunus cultivé dans les pays africains.

Mots-clés : Prunus Africana, Plasmodivm falciparum, alcaloides, B -sitostérol, composition phytochimigue.

Abstract

Phytochemical composition and antimalarial properties of Prunus africana harvested
in the Kivu region of the DRC

This study aimed to determine the phytochemical composition and anti-malaria effect of Prunus africana
cultivated in Kivu, intending to reveal its conformity with other species cultivated in other African countries.
The phytochemical screening carried out on the aqueous and organic extracts, showed that the barks of this
plant contain: alkaloids, flavonoids, terpenes, steroids, tannins, phenols and saponins in high concentration
as well as glucosides in low concentration. TLC of the extracts did not give any spots identical fo those of the
reference substances used to treat malaria. On the other hand, HPLC showed the presence of B-sitosterol,
which turned out to be identical to that of the primary standard. The in vitro test on Plasmodium falciparum
confirmed that the aqueous, ethanolic and total alkaloid extracts of Prunus africana have a positive effect,
with alkaloids being the most effective. Thus, the Prunus africana cultivated in the Kivu region in the DRC
retains the sume composition as the Prunus cultivated in African countries.

Keywords : Prunus africana, Plasmodivm falcjparum, alkaloid, 8 - sitosterol, phytochemical composition.
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1. Introduction

Le paludisme est une parasitose due d des hématozoaires du genre Plasmodivm, transmise par des
moustiques du genre Anophéle. Cette maladie ravage surtout les populations vivant en zone intertropicale
(zone endémique) et aussi les voyageurs intercontinentaux [1]. Le paludisme représente une charge
financiere énorme pour les populations et par conséquent, la maladie constitue un obstacle au développement
des pays concernés [1]. Pour toutes ces raisons, la lutte contre le paludisme constitue un des « Objectifs du
Millénaire » définis par les Nations-Unies, et le Fond Mondial est destiné a approvisionner les pays
demandeurs en médicaments [2]. Vers les années 1961, les allemands ont installé une société agro-
industrielle au Kivu dénommée CONGOKINA, pour extraire la quinine, car la disponibilité des terres et
I'adaptation de la culture de quinquina étaient plausibles. Cette société grandira av sein de I'Afrique et du
monde. En 1999, elle est devenue la Pharmakina S.A produisant la quinine sous plusieurs formes : comprimés,
sirop, injectable et exportant I’API Quinine (Active Pharmaceutical Ingredient) en sels sulfate, chlorhydrate et
bichlorhydrate [3]. On enregistre actuellement une forte demande des écorces de quinquina. Des sociétés
indiennes font la collecte dans les territoires de Beni, Lubero, Masisi, Kisangani, des territoires qui étaient a
priori des grands fournisseurs de la Pharmakina S.A. A cela s’ajoute le fléau de dévastation d0 aux moisissures
qui ravagent les plantations entiéres du quinquina, ce qui a conduit certains planteurs a déraciner cette plante et
a favoriser la culture des autres plantes commercialisées ou vivriéres. Ces deux phénoménes causent des
difficultés a la Pharmakina S.A. dans I'obtention et le ravitaillement en écorces de quinquina. De ce fait, sa
production ne fait que baisser. De ce fait, la société a congu un projet de cultiver environs 600 hectares du Prunus
africana pour produire dans I'avenir un médicament contre I'hypertrophie bénigne de la prostate (BHP). Mais seuls
quelques hectares ont été cultivés dans les plantations de Kalonge et Buhole [4]. Le Prunus africana a fait I'objet
de plusieurs études: I'inventaire des espéces [6 - 8], son écologie [5, 9], son potentiel de culture [10], les
caractéres génétiques [11], ses usages traditionnels [5, 12], des études sur la politique et les aspects de régulation
de sa commercialisation [13, 14]. En 2003, le Prunus africana était utilisé, en phytothérapie par le peuple
autochtone du Cameroun pour soigner 30 maladies d’origine animale ou humaine dont la malaria [5].

De plus, lors d’une enquéte ethnobotanique au Kenya, il a été trouvé que cette plante est utilisée non
seulement pour soigner I'hypertrophie bégnine de la prostate (BHP) mais aussi les maux d’estomac, la figvre,
la diarrhée et bien d’autres maladies [6]. La propriété thérapeutique du Prunus contre la BHP est supposée
due au phytostérols (B-sitostérol) bien que I'effectivité du pouvoir curatif fait toujours le doute quel que soit
le résultat du test clinique effectué [5, 15, 16]. L'investigation sur le traitement de la malaria n’est pas du tout
développée a tel point que le principe actif n’est pas identifié. De méme, la disponibilité des métabolites
primaires et secondaires est tellement dépendante de la biogénése de leur précurseur. La biosynthése du
précurseur (comme le cas de flavonoides ayant comme précurseur le Diméthy Allyl Pyrophosphate-DMAPP-)
est influencée par les nutriments, la composition chimique du sol ou de la nature dans laquelle la plante se
développe [17]. La présente étude est réalisée afin de dégager la similitude des propriétés thérapeutiques
du 2. africana cultivé par la Pharmakina par rapport aux autres espéces cultivées en Afrique partant de la
détermination de sa composition chimique et le test anti-malarique. Les résultats contribueront d la
connaissance scientifique du Prunus Africana et doteront a cette industrie pharmaceutique un appas pour une
voie de synthése d’un APl capable de soigner le paludisme en dépit de la disparition des écorces de quinquina.
Les objectifs spécifiques visés par cette étude sont de déterminer la composition chimique du Prunus Africana
et évaluer I'efficacité des extraits de cette plante sur le Plasmodivm falcjparum. De ce fait, nous envisageons
répondre aux questions suvivantes : (1) Le Prunus Africana cultivé par la Pharmakina, contient-il les mémes
principes actifs que les Prunus Africana cultivés ailleurs ? (2) Ce Prunus, contient-il du B-sitostérol, précurseur
du principe actif contre I'Hypertrophie Bégnine de la Prostate(HBP) ? (3) Les extraits totaux et isolés de ce
Prunus ont-ils un effet anti-malarique?
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2. Matériel et méthodes
2.1. Description du matériel végétal

La classification systématique de Prunus africana étudié est la suivante : Espece : Prunus africana, famille de
Rosaceae, ordre de Fabales, sous-ordre : Eurosidae |, classe de Rosopsida, sous-classe de Rosidae, sous-
embranchement : Rosophyfina et 'embranchement est de Magnoliophyta [18]. L’échantillonnage a été
effectué dans la plantation de Buhole sur les arbres adultes de plus de sept ans de culture et portant des
fruits. Seules les écorces du tronc ont été récoltées sur dix arbres abattues. Aprés mélanges des écorces
brutes, cing kilogrammes d’elles furent séchées & I'étude & 40°C et ensuite moulues.

2-2. Screening phytochimique

Les substances naturelles dans la plante ont ét€ identifiées grdce a des réactifs spécifiques tel que décrit dans
le Tableau 1. Les techniques utilisées sont issues des méthodes traditionnelles du screening phytochimique
[19] réalisé dans le laboratoire de chimie de I'Institut Supérieur Pédagogique de Bukavu.

Tableav 1 : Description de la recherche des principes actifs

Principe actif Extrait utilisé Réactif Résultat attendu
Mayer (1 mL) précipité blanc-jaundtre ou jaune
Alcaloides Aqueux (2 mL) Dragendorff (1 mL) précipité orange-rouge
Wagner précipité rouge, brun ou noir
Aqueux (5 mL): 5 g de poudre
Tannins veg.eIuIe infusés pendqm 30 FeCl, 1 % (3 gouttes) colorations bleue, bleu-vefl,. b.Ie’u-nmr ou
minutes dans 50 mL d’eau verte avec ou preécipite
bouillante
. Dechéne (1 mL) , . .
Flavonoides Aqueux (2 mL) Moti (T mL) L'apparition des colorations profondes
Te’rp?.nes e Organique (Etherdiéthy) Acide sulfurique 85 % une coloration mauve virant au vert.
stéroides (2 mL)
. Agitation horizontale .
Saponines Aqueux pendant 10 secondes Hauteur de la Mousse persistante
Liqueur de Fehling acidulé Colorati iculi bri
Clucosides Aqueux (3 ml) JHCT % olorations puorr:]c: :z_rhersu;]rouge- rique,
Acide sulfurique 98 % !
. Organique (Ethanolique) : FeCl; 1 % (3 gouttes) ) )
Phénols I ml 1,50, 98 % (1 ml) Colorations vives

2-3. Extraction et isolement des alcaloides

L’isolement des alcaloides est basé sur leur solubilité dans les solvants organiques apolaires et I'insolubilité
de leurs sels dans les solvants organiques apolaires alors que les mémes sels sont solubles dans I'eau. Cette
extraction peut se faire soit par voie acide (HCI 5 %), soit par voie basique (NaOH 50 %), soit encore par voie
directe en utilisant la liqueur de PROLLIUS [20, 21]. Les alcaloides ont été extraits dans le laboratoire de
Phytochimie du Centre de Recherche en Sciences Naturelles de Lwiro (CRSN/Lwiro). A cet effet, 20 grammes de
poudre de I'échantillon ont été macérés dans 100 mL de NaOH 50 % pendant 12 heures. Aprés filtration, une
solution de diéthyléther, chloroforme, eau et ammoniac (dans les proportions de 25 : 8 : 2,5 : 1) a été ajoutée
au filtrat. Le mélange fut versé dans une ampoule d décanter, et agité fortement pendant 2 minutes. Aprés
24 heures de repos, il s’est formée deux phases dont I'une organique claire, superficielle, contenant les
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alcaloides et 'autre aqueuse contenant les déchets ; la phase claire a été récupérée dans un ballon en pyrex
et soumise d I'évaporation du solvant. Le résidu a été récupéré par la solution d’acide chlorhydrique 5 %. Ce
mélange obtenu constituait notre extrait alcaloidique.

2-4. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Cette analyse fut également effectuée au laboratoire de Phytochimie du Centre de Recherche en Sciences
Naturelles de Lwiro (CRSN/Lwiro). Nous avons utilisé une plaque chromatographique, un support de gel de
silice 60Fs,, d’une épaisseur de 0,2 mm. A Tcm du bord inférieur de la plaque, nous avons marqué d l'aide
d’un crayon, des points équivalents horizontaux de 1cm selon le nombre d’échantillons a analyser. Nous avons
préparé deux plaques : la premiére concerne les échantillons témoins (quinine et ammodiaquine, produits
utilisés localement pour soigner la malaria) et les extraits éthanolique, alcaloidique et aqueux. La deuxieme
concerne les échantillons témoins et I'extrait alcaloidique. Nous avons préparé I'éluant composé du butanol,
de I'acide acétique et de I'eau dans les proportions en volumes de 4 : 1: 5. Aprés décantation, il s’est formé
deux phases, I'une claire et 'autre turbide. Grdce d une boule a décanter, nous avons récupéré la phase claire
que nous avons transvasée dans la cuve chromatographique [22]. Par des tubes capillaires, les échantillons
furent déposés sur la plaque a des endroits bien identifiés. La plaque fut immergée a 1cm de hauteur dans
I'éluant et la cuve fut fermée hermétiquement afin que I'atmosphére de la cuve soit saturée en éluant volatil. Le
déplacement fut attendu, jusqu’a ce que I'éluant atteigne la ligne de front pres soit % de la plaque. A cet effet, la
plaque était retirée et séchée puis révélée d I'iode. Le facteur de rétention est calculé a partir de /Equation 1.

Rf =3 m

avec, X1 etXq représentant respectivement, la distance parcourve par le composé et la distance parcourve
par le front d’élvant. Chaque spot représente un extrait quelconque et posséde son Rf propre.

2.5. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Le principe de la HPLC est basé sur la nature des molécules qui interagissent plus ou moins avec la phase
stationnaire dans une colonne chromatographique. La phase mobile, poussée par une pompe sous forte
pression, parcourant le systéme chromatographique, I'échantillon est injecté et ses constituants se
répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire. Chaque soluté est donc
soumis a une force de rétention exercée par la phase stationnaire et une force de mobilité due a I'éluant, le
contenu est directement détecté par un détecteur [23]. L'analyse HPLC a été effectuée au laboratoire de
contrdle qualité de la Pharmakina-Bukavu. L'appareil de marque Varian, présenté par la Figure 1a été utilisé
pour cette analyse. La poudre de Prunus africana a été mise en solution (Extrait aqueux) ensuite, la solution
fut injectée sous une pression variant entre 3000 et 4500 1T dans la colonne dont la phase stationnaire est
constituée de silice greffée d’une chaine de 18 atomes carbone. L’échantillon fut élué par le méthanol comme
solvant mobile en mode isocratique [24]. Le refractométre fut utilisé comme détecteur en ce sens qu'il est
précis et 'analyse s’est faite en phase inverse.
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Figure 1 : Kit complet de HPLC (marque Varian) utilisé pour 'analyse de B-Sitostérol
(Labo HPLC Pharmakina / Bukavuy)

2-6. Détermination du principe actif antipaludique

Afin de déterminer le principe actif de I'activité antipaludique du Prunus africana, deux techniques ont été
envisagées : le test chimique et le test in vitro.

2-6-1. Test chimique

I's’agissait de soumettre les extraits du Prunus africanad une chromatographie comparative sur couche mince
avec certains principes actifs antipaludiques bien connus. Ainsi la quinine sous deux formes, aqueuse et
méthanoique et 'ammodiaquine en solution aqueuse, ont été utilisés comme témoin. L'extrait dont le spot et le
Rf correspondaient a ceux de I'un de témoin confirmait I'appartenance au méme groupe des composés chimiques.

2-6-2. Test hiologique in vifro

I consistait a appliquer les drogues des extraits totaux et alcaloidiques de la plante sur le Plasmodivm
falcjparum. Le sang utilisé est celui qui a été prélevé sur un sujet qui a fréquenté I'hdpital pédiatrique de
Lwiro, lequel n’avait pris aucun antipaludique dans les 72 heures précédant le prélevement. Une goutte
épaisse et un frottis colorés au Giemsa ont été effectués pour identifier et quantifier les parasites [21]. Les
charges parasitaires ont été exprimées en nombre de parasites par microlitres de sang, aprés lecture de 100
champs microscopiques permettant de dénombrer 1000 leucocytes ou 500 parasites et sur la base de 8000
leucocytes par mm*® en moyenne pour le sujet examiné. Ces charges ont été calculées selon /’Equation 2.

Nombre d' Hématozoaires comptés

Hématozoaires = X 8000 (2)

Nombre de leucocytes comptés

Un échantillon de 5 mL de sang a été prélevé sur tube vacutaire ACD (Becton Dickinson) stérile et sec, dans
lequel sont introduites auparavant deux gouttes de glucose 50 % stérilisé a 120°C a I'autoclave. Ensvite deux
gouttes d’extraits totaux aqueux, éthanoliques et alcaloidiques du Prunus africana, sont ajoutées dans le tube
respectivement par tube. Le tube contenant les deux gouttes est agité délicatement pour bien mélanger son
contenu et gardé dans 'étuve d 37°C pendant 24 heures. La recherche des parasites se fait sur des étalements
de sang minces et colorés au Giemsa salin pendant 30 minutes. Les parasites et leucocytes sont comptés a
I'aide d’un microscope optique au grossissement X 100 dans 100 champs microscopiques. Le nombre de
parasites est ramené au mm® en considérant qu'il y a en moyenne 6000 leucocytes.
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3. Résultats
3-1. Composition phytochimique
3-1-1. De 'analyse qualitative

La composition phytochimique a révélé que les écorces du Prunus africana contiennent des Alcaloides, des
Flavonoides, des Terpénes, des Stérols, des Tannins, des Phénols et des Saponines en forte abondance ainsi
que des Glucosides en faible abondance (Tableav 2).

Tableau 2 : Résultats du screening phytochimique dv Prunus africana

<2

> = S ® 3 = S 2 2
3 = S 2 S £ = S g
'S S = — = = = (=%
£ = = 2= = [ 3
a
Présence +++ + ++ +++ +++ +++ + +++

+ : Faible détection ; ++ : Moyenne détection ; +++ : Forte présence

3-1-2. Des Chromatogrammes CCM

J-1-2-1. Chromatogramme des extraits fotaux des écorces dv Prunus africana

Le chromatogramme CCM des extraits totaux éthanoliques, alcaloidiques, aqueux et les échantillons témoins est
présenté d la Figure 2. Les extraits totaux aqueux et ceux éthanoliques ont donné chacun 4 spots tandis que les
alcaloides, la quinine dissoute dans I'eau et 'ammodiaquine ont donné chacun un seul spot. Cependant la quinine
dissoute dans le méthanol a donné deux spots. Tous ces spots correspondent donc d des substances spécifiques.

Figure 2 : chromatogramme (M des extraits totaux aqueux (A) et éthanoligues (E) et les extraits
alcaloidigues (Al), Quinine dissoute dans I'eau(@), Ammodiaquine (Am), Quinine dissoute
dans le méthanol (Qm)

Les extraits totaux aqueux et éthanolique contiennent quatre substances différentes tandis que les autres
n'ont qu'une seule gamme de substances naturelles. Le chromatogramme indique que qu’aucun extrait du
Prunus africana n’a donné un spot correspondant @ la quinine ni & 'ammodiaquine, tandis que seul I'extrait
éthanolique a un spot (le deuxiéme) correspondant a celui des alcaloides. L’éthanol serait donc un solvant
plus collecteur des alcaloides que I'eau. Aussi la quinine est plus éluée dans le méthanol que dans I'eau. Par
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ailleurs, nous constatons que le facteur de rétention du quatrieme spot des extraits totaux aqueux (Rf =0, 98)
est presque égal a celui du dernier des extraits totaux éthanoliques (Rf = 0, 94). De plus, le Rf des extraits
aqueux demeure supérieur aux Rf des autres extraits (Rfq= 10,72 ; Rf,,, = 0,53 ; Rfg,, = 0,72). Celui des extraits
alcaloidiques étant le plus petit (Rf = 0, 27) ce qui montre que le coefficient de partage entre le gel silice
(phase stationnaire) et I'éluant BAW, favorise la rétention des alcaloides par la silice au détriment de leur élution.

J-1-2-2. Chromatogramme des extraits alcaloidigues totaux

Le méme constat est fait lors de la chromatographie comparative des extraits alcaloidiques isolés et les
standards : tous les extraits ont un seul spot. Les spots de deux formes de quinine sont d la méme hauteur et
ce qui implique qu’elles sont éluées a la méme vitesse. Le seul spot des alcaloides ne correspond au spot de
la quinine ni a celvi de 'ammodiaquine. Les résultats de ce deuxiéme chromatogramme (Figure 3)montrent
que le facteur de rétention des extraits alcaloidiques (Rf = 0,36) est inférieur & ceux des substances de
référence (Rfq = 0,64 ; Rfy, = 0,48 ; Rfg,, = 0,64).

Figure 3 : Chromatogramme CCM des extraits alcaloidiques (Alc), et les substances antipalvdigues de
référence : quinine aqueuse (Qa), Quinine métanolique (Qm) et ' Ammodiaquine (Am)

3-1-3. Chromatogramme HPLC

3-1-3-1. Chromatogramme HPLC dv 8 -Sitostéro/

La chromatographie liquide a haute performance du B-sitostérol est présentée dans le Tableav 3 et d la
Figure 4.De ce chromatogramme, nous observons un seul pic correspondant au B-Sitostérol dont le temps

de rétention est de 4,772 minutes. La hauteur du pic démontre la forte concentration du B-Sitostérol dans la
solution et renvoie @ sa pureté. Les autres pics sont négligeables car ils correspondent aux bruits de fond.

Par ailleurs, il est observé qu'au niveau dv Tableav 3 que I'échantillon de B-Sitostérol utilisé comme
standard est pur avec une concentration de 100 %.
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Figure 4 : Chromatographie liguide d haute performance dv B-sitostérol (standard)

Tableav 3 : Résultats calculés B -Sitostérol

B-Sitostérol 100.00 4.772

J-1-3-2. Chromatogramme de ['extrait dv Prunus africana

La HPLC a été réalisée pour tester la présence du B-Sitostérol, principe actif luttant contre I'hypertrophie
hénigne de la prostate. Sept pics ont été identifiés dont le Quatriéme a un temps de rétention (4,701) proche
de celvi de B-Sitostérol (Figure 5).

[

mw

1
—l 18

Figure 5 : Chromatogramme HPLC des extraits fotaux aqueux dv Prunus africana

Le Tableav 4indique les teneurs de sept substances identifiées dans le prunus africana dont les noms ne
figurent pas dans la base de données du HPLC de la Pharmakina. Le quatriéme pic qui serait le B-Sitostérol a

une concentration de 16,6020 % qui est proche du tiers de celle du pic 7 (47,0992 %) mais de loin supérieure
a celles des pics 1,2 et 3.

Francois ZABENE ZAGABE et al.



}lfrique SCIENCE 17(2) (2020) 189 - 201 197
Tableau 4 : Résultats calculés dv HPLC dv Prunus africana
1 2 3 4 5 6 7
B-Sitostérol
6.8871 4 8773 4.4445 16.6020 1.8039 18.2819 47.0992
2.890 3.600 4.223 4.701 5.943 7.189 9.158

3-2. Test biologique in vitro

Les résultats du test paludéen sont représentés dans le Tableav 5. Comparant les charges parasitaires aprés
application des drogues par rapport au Témoin, il s’entrevoit que tous les extraits du Prunus africana ont une
activité positive sur le Plasmodium falcjparum. Cependant I'extrait isolé des alcaloides présente un pouvoir
plus élevé (99,02 %) a la concentration de 66 mg/L. Les extraits totaux éthanoliques et aqueux ont un taux
de mortalité approchée d lo méme concentration de 200 mg/L. Ce taux diminue progressivement dans les
dilutions. Le taux des extraits éthanoliques demeurant plus élevé que celui des extraits aqueux. Aucun de ces
trois types d’extrait n’a tué a 100 % la charge parasitaire et d la dilution 1000 fois, le taux de mortalité des
alcaloides demeure de loin supérieur a 50 %, proche celui causé par les plus fortes concentrations.

Tableav 5 : 7aux de mortalités de la charge parasitaire dv Plasmodivm falcjparum selon la dilvtion de la

dose des extraits
0 0 0
75,25 74,02 99,02
64,22 72,79 98,28
53,92 56,37 98,04
13,73 22,06 97,3

La dépendance entre la mortalité et la concentration est largement significative pour tous les extraits. Les
extraits aqueux manifestent la corrélation la plus élevée a 0,9832 suivi des alcaloides a 0,9379 et la petite
étant celle des extraits éthanoliques (Figure 6)

120 ] Profil évolutif de la mortalité en fonction de la dose des extraits
e 100 y =-0,235In(x) + 98,97
s 80 R?=0,9668
= 60 y = -7,483In(x) + 82,155 e AU EUX
] 2 _
E 40 R"=08442 === Fthanolique
= _
20 y =-8,463In(x) + 81, Alcaloides
R2=0,8798
-200 200 400 600 800 1000 1200
Dilution de la concentration initiale

Figure 6 : Profil évolutif de la mortalité en fonction de la concentration des extraits
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4. Discussion

Le screening phytochimique du Prunus africana cultivé au Kivu montre qu’il contient des alcaloides, des
flavonaides, des stéroides, des terpenes, des saponines, des phénols et des tannins, en forte abondance ainsi
que des glucosides en faible abondance. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus, lors du screening
phytochimique du Prunus africana cultivé au Kenya et celui du Cameroun [5, 7, 24]. De ce fait, le pouvoir
traditionnel et les usages thérapeutiques reconnus au Prunus africana sont donc justifiés par son potentiel
phytochimique. La présence des tannins dans cette plante justifierait donc son utilisation par les
tradipraticiens contre la diarrhée et I'hémorragie car ces principes actifs sont dotés de I'habilité de précipiter
les protéines et les muqueuses [25]. De méme, les flavonoides sont connus, porteurs des composants
antioxydants qui permettent ainsi la protection des humains et les animaux contre les dommages causés par
les radicaux libres, lesquels sont @ I'origine des certaines maladies comme le Cataracte, le Cancer, etc. [26].
Les flavonoides seraient donc @ I'origine de son effet dans le traitement du Cancer et certaines complications
dues au sang [27, 28]. Quant aux terpenaides, il leur est reconnu un pouvoir sur les microorganismes. L'étude
menée in vivo sur les bactéries a montré que les terpénoides ont un effet inhibiteur de la croissance des
bactéries [29]. Et en 2008, une autre étude I'a confirmé sur le Candida albicans[21]. L'effet vermicide reconnu
av Prunus africana [30] serait donc d0 aux terpénoides et glucosides. La détermination de la composition
chimique du Prunus africana a fait 'objet d'une étude en 1998 ; parmi les substances rencontrées : des
phytostérols, des acides gras triterpéniques pentacycliques et bien d’autres [31]. Les résultats obtenus dans
la présente étude coincident avec ce constat. En effet, lors du screening, les stéroides et les terpenoides ont
été détectés. Par ailleurs, lors de la chromatographie HPLC, 7 pics ont été identifiés, et celui correspondant
au point 4 a le temps de rétention (4,701 min) proche de celui du B-sitostérol. Ce pic de I'échantillon
correspond donc a celui du B-sitostérol en dépit de I'écart non significatif de 0,071 min qui serait do a I'erreur

de purification de I'échantillon et/ou du solvant. Ce résultat confirme donc la présence du B-sitostérol dans
le Prunus africana cultivé par la Pharmakina.

Ce qui revient a dire que ce Prunus peut Etre utilisé pour traiter la BHP comme jadis confirmé pour les autres
especes [16]. De plus sa concentration étant de 16,6020 %, est donc jugée rentable et peut étre exploitée. Le
chromatogramme CCM des extraits alcaloidiques et des substances antipaludiquess de référence montre que
I'extrait isolé des alcaloides a un Rf de 0,36 qui est différent de celui de la quinine sous ses deux formes
(aqueuse et méthanolique) et de I'Ammodiaquine. De méme, ce Rf ne correspond a aucun des Rf reconnus dans
la base des données de Rf des alcaloides [22] pour I'éluant butanol-acétique-eau mais s’écarte de deux unités
de celui obtenu dans les alcaloides (0,38) rencontrés dans les fevilles de Baphia nilida [32). Ces Rf différents
expliquent donc que les alcaloides rencontrés dans le Prunus africana n’appartiennent pas au méme groupe
structural que la Quinine [2]. Le test biologique in vitro mené sur le Plasmodivm falcjparum selon la dilution
de la dose des extraits s’est révélé positif pour tous les extraits. Les deux extraits totaux éthanoliques et
aqueux ont des taux de mortalité proches d la concentration de 200mg/L (74,02 % et 75,25 %) et a la
concentration de 2mg/L (56,37 % et 53,92 %) tandis qu'une nette différence est constatée a la concentration
de 20 mg/L et d la concentration de 0,2 mg/L. Le taux de mortalité di d la dilution 1000 fois des alcaloides
isolés (97,30 % a 0,006 mg/L) est de loin supérieur aux taux de mortalité des doses concentrées des extraits
totaux. Pour les alcaloides, les taux de mortalité n’ont pas sensiblement varié en fonction des dilutions. Entre
la dilution 1 fois et la dilution 1000 fois, la différence est de 1,72 %. Les extraits éthanoliques ont un taux de
mortalité de 22,06 % a la concentration de 0,2 mg/L. Ce taux étant faible, justifie que ces extraits soient
considérés comme efficaces au-deld de la dose de 2 mg/L. Il en est de méme pour les extraits aqueux dont la
dose minimale doit &tre située au-dessus de 2 mg/L. La dépendance linéaire entre la dose des alcaloides et
le taux de mortalité donne un coefficient de corrélation proche de 1, donc fort et significatif. Cela signifie que
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les alcaloides ont un pouvoir antipaludique plus élevé que les aux autres extraits totaux étudiés. De plus,
cela montre que les alcaloides extraits du Prunus africana sont trés efficaces contre la malaria. Ce constat
corrobore mieux avec les résultats obtenus en 2007 pour les extraits glycosidiques du Ka/lanchoe crenata sur
les Plasmodiums, lesquels ont permis de confirmer I'efficacité antimalarique duv Ka/anchoe crenata [21]. Les
résultats de cette recherche viennent confirmer d nouveau la traditionnelle reconnaissance des alcaloides
comme ayant une activité antipaludique telle la quinine et ses variantes [33]. De toutes ces propriétés, les
alcaloides sont contributifs au pouvoir thérapeutique doté au Prunus africana et qui justifient en ce sens ses
usages multiples pour soigner plus de 30 maladies dans la médecine traditionnelle [5, 12, 31].

5. Conclusion

Le screening phytochimique a révélé que le Prunus africana contient plusieurs substances naturelles a savoir,
les alcaloides, les flavonoides, les terpénes, les stéraides, les tannins, les phénols et les saponines en
concentration élevée ainsi que des glucosides en concentration faible. La chromatographie CCM a confirmé la
présence des alcaloides avec un spot identique @ I'un des quatre spots rencontrés dans I'extrait éthanolique.
De méme, quatre spots sont identifiés dans les extraits aqueux, ce qui renvoie d I'existence de quatre
substances différentes. Tous les spots et les Rf des extraits n’ont pas été identiques a la quinine ni d
'ammodiaquine. Cela peut €tre di au fait qu'ils n'ont pas la méme structure chimique. Aussi la
chromatographie HPLC a montré la présence du B-sitostérol avec une teneur de 16,6020 %. D’autre part, le
test in vitro du prunus sur le Plasmodivm falciparvm a indiqué des taux de mortalité trés élevés et
relativement voisins pour les diverses concentrations en alcaloides. Tandis que pour les extraits aqueux et
éthanoliques, les taux de mortalité étaient relativement inférieurs @ celui des alcaloides et variables. La
composition phytochimique Prunus africana cultivé en RDC confirme que cette plante a le méme potentiel que
celui rencontré dans les autres pays africains. De plus la présence du B-sitostérol confirme que le Prunus
africana peut &tre utilisé pour soigner la BHP. Les résultats du test antipaludique confirment que les extraits
totaux aqueux, éthanoliques et les extraits alcaloidiques du Prunus africana ont un effet positif fort sur le
plasmodivm falcjparum ;les alcaloides se révélant plus efficaces. Ainsi la société Pharmakina peut envisager :
- I'extraction du B-sitostérol et en produire un API contre la BHP.

- recycler le mélange épuisé de I'extraction du B-sitostérol afin d’extraire les alcaloides qui d leur tour
peuvent conduire d la fabrication d’un autre API efficace contre la malaria différent de la quinine [34].
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