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RESUME

Introduction : Datura innoxia Mill. est une espéce trés répandue dans les pays sahéliens du fait de sa remarquable résistance a la
sécheresse. Au Mali, elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle par les populations locales. Cette plante est surtout
connue pour sa production d’alcaloides tropaniques qui ont des propriétés neurosédatives et antispasmodiques utilisées chez 'homme.
Objectif : Le but de ce travail est d'évaluer la quantité d'alcaloides totaux produits par Datura innoxia Mill. a différents stades de
développement. Méthodes : Le matériel était constitué de graines de Datura innoxia Mill., récoltées a Tousséguela au Mali. Les
graines ont été semées et germées dans des pots. Et a chaque semaine, les feuilles et racines de ces plants sont prélevées et
analysées et ce, durant 13 semaines. Nous avons d'abord procédé a une analyse qualitative des extraits de feuilles et de racines et du
milieu de culture par des réactions colorées et par CCM. La méthode spectrophotométrique a été utilisée pour quantifier les alcaloides
totaux. Résultats : Les réactions colorées ont permis de révéler la présence des alcaloides dans les feuilles et racines de méme que
dans le milieu de culture liquide. La CCM a montré la présence de 3 alcaloides tropaniques (atropine, hyoscyamine, scopolamine) dans
nos extraits des deux organes. Les résultats de dosage ont montré une variabilité de la teneur en alcaloides totaux en fonction du
stade de développement et des organes de la plante. Cette teneur atteint sa valeur maximale (0,59+ 0,02%) a la 8°™ semaine au
niveau des feuilles et a la 13°*"*semaine chez les racines (0,30+ 0,01%).Ainsi, le stade de développement des plantes jouerait un réle
important en vue de I'exploitation des alcaloides. Des teneurs relativement faibles ont été enregistrées dans le milieu liquide de la 1°®
semaine (0,019g pour 100mL) a la 12°™ semaine (0,022+0,001g pour 100mL). Conclusion : II ressort de cette étude que Datura
innoxia Mill. est une bonne source d'alcaloides ; ce qui justifierait ses nombreuses vertus médicinales.

Mots clés : Datura innoxia Mill., alcaloides totaux, culture en pot, CCM.

ABSTRACT

Introduction: Datura innoxia Mill. is a widespread species in Sahelian countries because of its remarkable resistance to drought. In
Mali, it is widely used in traditional medicine by local people. This plant is best known for its production of tropanic alkaloids that have
neurosedative and antispasmodic properties used in humans. Purpose: The purpose of this work is to evaluate the amount of total
alkaloids produced by Datura innoxia Mill. at different stages of development. Methods: The material consisted of Datura innoxia Mill.
Seeds, harvested in Tousséguela, Mali. The seeds were sown and germinated in pots. And every week, the leaves and roots of these
plants are taken and analyzed for 13 weeks. We first performed a qualitative analysis of leaf and roots extracts and culture medium by
color reactions and TLC. The spectrophotometric method was used to quantify the total alkaloids. Results: The color reactions
revealed the presence of alkaloids in the leaves and roots as well as in the liquid culture medium. The TLC showed the presence of 3
tropane alkaloids (atropine, hyoscyamine, scopolamine) in our extracts from both organs. The assay results showed variability in the
total alkaloid content depending on the stage of development and the organs of the plant. This level reaches maximum savory (0.59 +
0.02%) at week 8 in leaves and at 13th week in roots (0.30 £ 0.01%). Thus, the stage of development of plants would play an
important role in the exploitation of alkaloids. Relatively low levels were recorded in the liquid medium of the first week (0.019g for
100mL) at the 12th week (0.022 = 0.001g for 100mL). Conclusion: This study shows that Datura innoxia Mill.is a good source of
alkaloids; which would justify its many medicinal virtues.

Key words: Datura innoxia Mill., total alkaloids, pot culture, TLC.
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1. INTRODUCTION

Les plantes sont connues pour leur production de substances naturelles. Ces produits ont des intéréts multiples mis a
profit notamment dans les industries agroalimentaire, cosmétologique et pharmaceutique. En effet, ces composés sont
utilisés en tant que drogues, arbmes, parfums, insecticides, ou colorants [1]. Parmi ces composés, on retrouve dans une
grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés dans le domaine thérapeutique. Beaucoup de ces
composés naturels dérivent des plantes a croissance lente et sont parfois difficiles a synthétiser par les méthodes
chimiques [2] et malgré quelques tentatives, leur synthése chimique a grande échelle n’est pas économiquement rentable

[3].

Ces métabolites secondaires comprennent plusieurs groupes variés parmi lesquels les alcaloides. Les alcaloides sont des
composés azotés ayant a faible dose des propriétés pharmacologiques marquées. Ils se subdivisent aussi en plusieurs
groupes parmi lesquels les alcaloides tropaniques caractérisés des propriétés sédatives, anticholinergiques et
hallucinogénes entre autres [1-4]. Ces alcaloides tropaniques trouvent leur source dans les plantes appartenant a la
famille des Solanacées. Cette famille comprend plusieurs genres et especes dont le genre Datura et 'espece D. innoxia
Mill [5]. Cette espece est trés répandue dans les pays sahéliens du fait de sa remarquable résistance a la sécheresse. Au
Mali, elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle par les populations locales ; par ailleurs elle n’est pas
consommeée par les animaux domestiques qui I'évitent probablement a cause de sa toxicité [6]. Cette plante est surtout
connue pour sa production d’alcaloides tropaniques qui ont des propriétés neurosédatives et antispasmodiques utilisées
chez 'homme [7].

Bien que de nombreuses études aient été entreprises ces derniéres années, cette espece reste peu explorée sur le plan
pharmacologique et chimique. C'est dans cet esprit que nous avons entrepris de faire une recherche orientée de cette
classe de molécules chimiques douées d'activités biologiques, contenues dans les plantes médicinales utilisées dans la
pharmacopée Malienne pour traiter de nombreuses maladies.

Ce travail s'inscrit dans le cadre d’une contribution a la valorisation des especes sauvages et a la recherche de substances
naturelles d'intérét médicinal, telles les alcaloides. La biosynthése des alcaloides dans la plante est variable, elle dépend
des conditions environnementales auxquelles I'espéce est soumise, de la période et des conditions de récolte de la plante.
C'est pourquoi, le but de ce travail était d'évaluer la teneur en alcaloides totaux produits par Datura innoxia Mill a
différents stades de développement.

2. MATERIELS ET METHODES
2.1. Matériel :

Le matériel végétal est constitué de graines de Datura innoxia Mill. récoltées a Tousséguéla (cercle de Kolondiéba /
région de Sikasso) au sud du Mali en septembre 2016. (Figure 1). Les feuilles et les racines de ces graines, semées et
germées, ont été utilisées pour les études phytochimiques. La plante a été identifiée au laboratoire d'écologie tropicale,
département de biologie, Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako, Mali.
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2.2. Méthodes :

2.2.1. Germination des graines: La technique décrite par Togola en 2010 a été utilisée [9]. Les graines récoltées de
Datura innoxia Mill. sont semées dans des pots en plastique contenant un mélange de sable et de fumier dans un
rapport 2/1(m/m) en raison de 3 graines par pot ( Figure 2). Trois semaines aprés germination, les feuilles et
les racines d’un premier lot de trois plantes ont été prélevées, séchées et analysées.

Figure 2: Photo des plants dans les bots Figure 3: Dispositifs utilisés pour
a 4 semaines de culture. la culture sur milieu liquide.

2.2.2, Culture en milieu liquide :

Le dispositif décrit par Togola en 2010 a été utilisé pour la culture en milieu liquide [9]. Aprés 3 semaines de germination
et de culture en pots, les plants sont enlevés, nettoyés et transférés dans des flacons contenant 250mL d’eau
distillée stérile. Les plants y séjournent pendant trois (3) jours. Aprés ce temps de sevrage, I'eau est remplacée par la
solution nutritive de Murashige et Skoog (MS). Ce milieu va apporter a la plante tous les éléments minéraux nécessaires
a sa croissance et a son développement [10]. Le flacon est percé de deux (2) trous, le premier trou sur la fermeture
permet d'introduire la plante dans le flacon, le second situé prés du couvercle est traversé par un tuyau qui permet
d’assurer une bonne oxygénation de la solution nutritive et éviter une nécrose des racines. Pour provoquer les conditions
d’obscurité au niveau des racines, les pots sont enveloppés dans un sac en plastique noir (Figure 3). Chaque semaine le
milieu de culture est récupéré puis analysé et le dispositif renouvelé. L'analyse consiste a quantifier les alcaloides totaux
du milieu MS.

2.2.2. Screening phytochimique :
Préparation des extraits :

Un gramme (1g) de poudre d'organes (racines ou feuilles) de Datura innoxia Mill. ou 1mL de milieu de culture liquide a
été humecté avec quelques gouttes d’une solution d’ammoniaque diluée a 50% avec de l'eau distillée. Puis 15mL de
chloroforme y sont ajoutés et le mélange est agité pendant 10 minutes puis filtré. Le chloroforme est alors évaporé a
I'aide d’'un évaporateur rotatif et le résidu (extraits alcaloidiques) est repris dans 0,5mL de méthanol.

Les alcaloides totaux ont été recherchés dans les feuilles, les racines et le milieu de culture MS grace aux réactions
colorées en tubes utilisant les réactifs de Dragendorff et de Mayer qui donnent respectivement une coloration avec des
précipités orangés et blanchatres en présence des alcaloides [11-12].

2.2.3. Dosage des alcaloides :

Le dosage a été fait par la méthode spectrophotométrique décrite par Sreevidya N. et Mehrotra S.(2003) [13]. Une
quantité de 5mL de solution d’extrait a été prise et le pH a été maintenu entre 2 et 2,5 avec du HCl dilué. 2mL du réactif
de Dragendorff y est ajouté et le précipité formé a été centrifugé. On a vérifié la précipitation compléte du centrifugat en
y ajoutant du réactif de Dragendorff. Le mélange centrifugé a été décanté complétement. Le précipité a été lavé avec de
l'alcool. Le filtrat a été jeté et le résidu a ensuite été traité avec 2mL de solution de sulfate di-sodique. Le précipité noir
brunatre formé a ensuite été centrifugé. L'achévement de la précipitation a été vérifié en ajoutant 2 gouttes de sulfate de
disodium. Le résidu a été dissout dans 2mL d‘acide nitrique concentré, avec réchauffement si nécessaire. Cette solution a
été diluée a 10mL avec de I'eau distillée. Puis 1mL de cette solution diluée a été prélevé et 5mL de solution de thio-urée y
ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 435nm.

La courbe d’étalon été réalisée a partir d'une solution mére d'atropine a10mg/L avec une gamme allant de 0 a 1mg/mL.
Les absorbances ont été lues au spectrophotométre a 435 nm contre le tube blanc préparé dans les mémes conditions en
remplacant I'extrait par de I'eau distillée.

Les teneurs en alcaloides des extraits (organes et milieu de culture liquide) ont été évaluées a partir de la droite de
régression linéaire et exprimées en gramme équivalent d’atropine pour 100g de poudre ou 100mL de milieu liquide.
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2.2.4. Chromatographie sur couche mince (CCM) : La technique chromatographique sur couche mince décrite par
Togola (2015) a été utilisée pour vérifier la présence des alcaloides majoritaires (hyoscyamine, atropine et scopolamine)
dans nos extraits [14].

Les témoins positifs utilisés sont I'hyoscyamine (provenant d’ALDRICH), l'atropine et la scopolamine (provenant de
SIGMA). Ils ont été dissouts dans du méthanol en raison de 10mg/mL. 10uL de chaque solution (témoins et extraits) sont
déposés a |'aide d’'une micropipette sur la plaque de gel silice de 0,2 mm de couche, de marque Macherey-Nagel.

Les dépots sont séchés a l'aide d’'un séche-cheveux. La plaque est ensuite mise dans la cuve de migration contenant la
phase mobile constituée de Chloroforme — Méthanol-Acide acétique (30 : 70 : 3 V/V/V). Aprés une migration de 30min,
les plagues sont retirées, séchées et observées sous une lampe UV a 254 et 366 nm. La révélation est faite par
pulvérisation de la plaque avec le réactif de Dragendorff dilué 10 fois jusqua I'apparition des spots orangés sur fond
jaune. Nous avons enfin déterminé le facteur de rétention ou rapport frontal (Rf) des molécules de chaque type
d’extraits.

Distance parcourue (cm)

Rf= ®

Distance totale (cm)

2.2.5. Analyse des données : Le logiciel Excel® version 2013 a été utilisé pour les calculs. Le logiciel Ministab 18.1 a
servi a tracer les graphes et a comparer les moyennes des différents essais. Le test de Fisher a été choisi pour comparer
ces moyennes au seuil de a = 0,05.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Screening phytochimique
Les résultats du test de caractérisation des alcaloides sont portés dans le Tableau 1.

Tableau 1: Test de caractérisation des alcaloides.

Semaines 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Feuilles + + + + + + + + + + +
Racines + + + + + + + + + + +
Milieu MS + + + + + + + + + + +

Les tests ont révélé la présence des alcaloides a chaque semaine de culture dans les feuilles et racines des plants ainsi
gue le milieu de culture liquide MS. De nombreuses études avaient déja mentionné la présence d‘alcaloides chez les
especes du genre Datura [5, 6, 7]. Bougoudogo (2013) a révélé la présence des alcaloides dans le milieu de culture
liquide MS avec Balanites aegyptiaca [15].

3.2. Teneur en alcaloides :

3.2.1. Dans les feuilles et racines : Les teneurs en alcaloides totaux recueillies dans les feuilles et racines ont été
récapitulées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Teneurs en alcaloides totaux (% Equivalent d’Atropine) par semaine dans les feuilles et racines de Datura
innoxia Mill.

Semaines 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Feuilles 0,20£0,027 0,22+ 0,0° 0,36%0,00° 0,47%0,02° 0,52+0,02° 0,50%0,02° 0,49+0,05° 0,42+0,02° 0,38+0,01° 0,37£0,00° 0,36%0,01°
Racines 0,09+0,01° 0,18+0,02f 0,19+0,01¢ 0,20£0,01¢ 0,23+0,00° 0,23+0,01% 0,25+0,01% 0,26+0,01° 0,27+0,01° 0,29+0,00° 0,30+0,01°

NB : Pour chaque organe (feuilles et racines) les moyennes qui ne partagent aucune lettre sont significativement différentes.

Ces résultats obtenus ont été traduits par les graphes des figures 4 et 5.



American Journal of Innovative Research and Applied Sciences. ISSN 2429-5396 | www.american—iiras.com @pen ﬂccess

06 0,30
805 9025
= £
3 (Y]

4 <
004 w 020
ol [V}
0 _©
] =
9] 0]
w03 Vs
X ' g
] X
o 3
[ (]
02 Foon

w
~
w
o
-
o
©
B
B
[§]
o]

Semaines Semaines

Figure 4 : Variation de la teneur en alcaloides
totaux (%) en fonction du temps dans les feuilles
de Datura innoxia Mill.

Figure 5 : Variation de la teneur en alcaloides
totaux (%) en fonction du temps dans les
racines de Datura innoxia Mill.

L'analyse du graphe de la figure 4 laisse apparaitre qu‘a la 3°™ semaine, la teneur en alcaloides totaux dans les feuilles
est de 0,20+0,02g équivalent d'atropine pour 100g de produits bruts. Avec le temps, ce taux connait une augmentation
réguliere jusqu'a la huitieme semaine ou il atteint son pic avec une quantité de 0,59+ 0,02% équivalent d'atropine. Ce
taux connaitra par la suite une diminution pour enfin se stabiliser a partir de la 11°™ semaine (0,38+ 0,01g équivalent

d‘atropine) puisqu'il n‘existe pas de différence significative (au seuil a = 0,05) entre les teneurs en alcaloides totaux des 3
derniéres semaines.

La Figure 5 montre que le taux d’alcaloides totaux est de 0,09+ 0,01g équivalent d'atropine pour 100g de produits bruts

a la 3°™ semaine, cette teneur subit une augmentation progressive jusqu’a la 13*™semaine (0,30+0,01g équivalent
d‘atropine).

La Figure 6 montre la comparaison des teneurs en alcaloides totaux par semaine et par organe.

m Feuilles m Racines

0,59

0,52
0,47 0.49

0,30

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure 6: Histogramme montrant les variations des teneurs en alcaloides des feuilles et racines de nos plants.

Au cours du développement de la plante, il apparait clairement que le taux d'alcaloides produits dans les feuilles et les
racines de Datura innoxia Mill. augmente progressivement au fil des semaines. Et de facon générale, ce taux est
nettement plus élevé au niveau des feuilles que des racines. Ces données trouvent leurs explications dans les travaux de
Harborne (1999) qui a montré que la biosynthése des alcaloides au niveau de Datura commence dans les racines. De ce
site de synthése, les composés transitent dans les parties aériennes de la plante [16]. Ce qui expliquerait le taux faible



American Journal of Innovative Research and Applied Sciences. ISSN 2429-5396 | www.american—]iras.com @pen HCCESS

d’alcaloides totaux pendant les premieres semaines de la vie de la plante. Miraldi et a/, (2001) ont rapporté que le taux
d’alcaloides est plus faible dans les racines que dans les organes aériens [17].

En ce qui concerne les feuilles, le taux d'alcaloides totaux augmente de fagon réguliere au cours du developpement pour
atteindre son p|c a la 8¥™semaine (0,59 0,02% équivalent d’atropine). A partir de ce stade, ce taux régresse de fagon
continue jusqu’a la 13*™ semaine (0,36+ 0,01% équivalent d’atropine).

Il est a noter que la régression du taux d’alcaloides dans les feuilles coincide avec I'apparition de boutons floraux.
Iranbakhsh et a/, (2006) ont montré que la production d'alcaloides tropaniques commence pendant la deuxiéme semaine
aprés germination de la graine ; le taux atteint son pic a la dixieme semaine puis régresse graduellement [18]. Cette
différence par rapport a nos résultats pourrait s'expliquer par le fait que ses travaux ont porté sur une autre espéce,
Datura stramonium. Ces résultats trouvent leurs explications dans les travaux de Bruneton (2016) qui a montré que le
taux d'alcaloides tropaniques chez Hyoscyamus niger augmente pendant la phase végétative et cette teneur régresse a la
floraison. Il a émis I'hypothése selon laquelle, durant la floraison les alcaloides seraient décomposés et recyclés dans
d‘autres organes plus importants, par exemples les graines [1].

Des études menées sur Balanites aegyptiaca, qui est aussi une espece ligneuse sauvage, ont montré que les feuilles
agées sont plus riches en alcaloides (3,78%) que les jeunes feuilles (3,12%) ; de méme les jeunes racines sont plus
riches en alcaloides (5,59%) que les jeunes feuilles [19]. Ainsi le processus de production des alcaloides et leur
localisation au cours du développement de la plante peuvent varier d’un organe a l'autre et au sein du méme organe d‘un
stade et a un autre.

32.1. Dans le milieu de culture liquide :

Les teneurs alcaloides totaux obtenues dans le milieu de culture liquide sont portées dans le tableau 3 ci-aprées.

Tableau 3 : Taux d'alcaloides totaux (g équivalent d’atropine/100mL) recueillis par semaine dans le milieu de culture.

Semaines 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Taux 0,019 0,021 0,020 0,021 0,021 0,020 0,021 0,021 0,020 0,021 0,020 0,022

d’alcaloides + + + + + + + + + + + +

(g/100mL) 0,000° | 0,001% | 0,001%° | 0,002 | 0,002* | 0,001° | 0,002* | 0,001* | 0,001® | 0,001% | 0,001* | 0,001°

NB : Les moyennes qui ne partagent aucune lettre sont significativement différentes.

La Figure 7 décrit I'évolution de ces taux d'alcaloides en fonction des semaines.
0,024
0,023
0,022

0,021 I ~

(0]
Taux alcal des MS (%)

0,020 |
0,019
0,018

0,017
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 2

Semaine
Figure 7 : Variation de la teneur en alcaloides totaux (% ou g équivalent d‘atropine /100mL) en fonction
du temps exsudés par Datura innoxia Mill. dans le milieu de culture liquide (MS).

Le taux d'alcaloides totaux exsudés dans le milieu de culture liquide varie de 0,019 g a 0,022g équivalent d‘atropine pour
100mL du milieu de liquide. Ces teneurs sont nettement supérieures a celles obtenues par Tran (2005) sur Datura
innoxia [20]. En effet, Tran a recueilli dans le milieu liquide, un taux d’alcaloides totaux égal a 0,005g équivalent
d’atropine /100mL de liquide en placant les dispositifs obtenus sous abri a une température de 24-33°C (jour/nuit). Par
contre, ce méme auteur a obtenu un taux élevé (0,081g/100mL) lorsqu'il traita son dispositif a une température de 45°C
et cette teneur devient plus importante quand il ajouta un tensioactif (le Tween 20) a la solution nutritive
(0,143g/100mL). Raoufa et a/, (2008), obtiennent aussi de bons résultats aprés I'ajout 1mg/L de N- 6 benzyladénine et
1mg/L d'acide naphtaléne acétique a la solution nutritive [3]. Les teneurs obtenues par Bougoudogo (2013) avec
Balanites aegyptiaca (0,00017g/100mL) sont aussi largement inférieures aux notres [15].
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3.3. Analyse qualitative :

L'apparition de spots orangés sur fond jaune-orangé aprés révélation au réactif de Dragendorff confirme la présence
d’alcaloides tropaniques dans nos échantillons (Figure 8). Les spots visibles sous lampe UV a 254nm ont été révélés par
le réactif de Dragendorff.

Hyoscyamine

2 Spot 3
¥ e—
R EY L &——— Spot2

Atropine

Scopolamine » " &—— Spotl
Légende :

H : Hyoscyamine
S : Scopolamine

A : Atropine

Figure 8: Profil CCM des extraits d'alcaloides totaux de Datura
(Eluant : Chloroforme-Méthanol-Acide acétique ‘' 30-70-3").

Calcul des Rf :
Le tableau 4 montre les rapports frontaux des spots obtenus avec les différents extraits.

Tableau 4 : Valeurs des rapports frontaux des différents spots révélés.

Echantillons Témoins positifs Extraits Feuilles Extraits Racines
et standards A H S Spotl Spot2 Spot3 Spotl Spot2 Spot3
Rf 0,64 0,75 0,43 0,41 0,63 0,74 0,41 0,63 0,74

A : Atropine ; H : Hyoscyamine ; S : Scopolamine.

La Figure 8 et les différents rapports frontaux montrent que les extraits de feuilles et de racines contiennent les trois
alcaloides (hyoscyamine, atropine et scopolamine). Ces extraits montrent le méme profil chromatographique que les 3
standards utilisés. De nombreuses études ont montré la présence de ces alcaloides tropaniques chez les espéces du
genre Datura [14-18].

4. CONCLUSION

Ces résultats démontrent que la teneur en alcaloides totaux varie non seulement en fonction des stades de
développement de Datura innoxia Mill. mais aussi et surtout en fonction des organes. En effet, de fagon générale il
ressort de nos résultats que le taux en alcaloides totaux est plus élevé dans les feuilles que dans les racines et que cette
espéce exsude des alcaloides dans le milieu liquide. Ainsi notre dispositif expérimental a donné des résultats satisfaisants
a l'abri de la lumiére et a la température ambiante (37°C). Ces travaux nous ont permis de mettre au point des dispositifs
qui indiquent a quel moment on pourrait extraire le maximum d‘alcaloides pour une utilisation a des fins médicinales et
autres.

Il serait alors intéressant d'étendre cette étude sur d'autres espéces riches en alcaloides tout en augmentant le temps de
suivi de 2 mois a plusieurs mois voire I'année. On pourrait ainsi enrichir le milieu de culture liquide avec des
phytohormones et étudier leur impact sur la production d’alcaloides. Il serait aussi important de chercher a quantifier les
différentes molécules dalcaloides retrouvées dans nos extraits par HPLC.
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