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Résumé :

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence les métabolites secondaires et d’évaluer l'effet antidiurétique des extraits
méthanoliques des tubercules de Raphionacme daronii, plante de la famille desAppocinaceae. La méthode gravimétrique a permis de
déterminer la teneur en eau des tubercules, égale a 92,85%. Le criblage chimique des extraits de tubercules et de la partie aérienne
comprenant les tiges et les feuilles, a montré la présence des terpénes/stérols aux Rf 0,4 ; 0,5 ; 0,75 et 0,80, des polyphénols aux Rf
0,35; 0,45; 0,50 et 0,70 et des flavonoides aux Rf 0,1 et 0,30. L’activité diurétique a été mise en évidence sur des rats en utilisant des
extraits de tubercules a différentes doses, le furosémide étant le témoin positif. Il en résulte qu’a la dose de 100 mg/kg, 'extrait a
produit une excrétion urinaire de 358,43%. Cette excrétion urinaire n’est pas dose-dépendante. Aux doses supérieures, les extraits
manifestent un effet antidiurétique. Ce résultat confirme l'utilisation traditionnelle des tubercules de Raphionacme daronii contre
I’énurésie nocturne chez les enfants.

Mots-clés : Raphionacme daronii, phytocomposés, effet anti diurétique, Tchad.

Phytochemical screening and evaluation of the anti-diuretic effect of Raphionacme daronii
extract, a plant used to stop bedwetting in children from Chad

Abstract :

The objective of this work is to highlight secondary metabolites and to evaluate the anti-diuretic effect of methanolic extracts from
the tubers and the aerial part of Raphionacme Daronii, a plant belonging to Appocinaceae family. The gravimetric method was used
to determine the moisture content of the tubers, which was equal to 92.85%. Chemical screening of the tubers and the aerial part
including stems and leaves extracts, showed the presence of terpenes/sterols with Rf 0.4; 0,5 ; 0.75 and 0.80, polyphenols with Rf
0.35; 0,45 ; 0.50 and 0.70 and flavonoids with Rf 0.1 and 0.30. Diuretic activity was conducted in rats using extracts from the tubers
at different doses, furosemide was used for positive control. As a result, at the dose of 100 mg/kg, the extract produced a urinary
excretion of 358.43%, this urinary excretion is not dose-dependent. At higher doses, the extracts exhibit antidiuretic effect. This
result confirms the traditional use of Raphionacme Daronii tubers to stop bedwetting in children.

Keywords : Raphionacme daronii, phytocomponents , anti-diuretic effect, Chad.

Introduction

Raphionacme  daronii  (Scott-Elliot), du genre
Raphionacme (Apocynaceae) est une espece
endémique d’Afrique (Jussieu, 1789). Cette
plante est reconnue pour sa valeur nutritive car
ses tubercules sont comestibles (Doka et al., 2016)
et pour sa valeur thérapeutique (APG, 2009). En
effet, au Congo, le jus de tubercules de R. Daronii
s’applique sur des scarifications aux tempes en
vue de traiter les maux de téte (Venter, 2009). Au
Tchad, la population autochtone utilise la plante
pour traiter l'ictere. Tandis que la consommation
des tubercules frais de la plante provoque chez
les adultes des mictions abondantes du fait de
leur forte teneur hydrique, chez les enfants

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal

souffrant d’énurésie nocturne, elle constitue un
excellent remeéde, selon les  pratiques
traditionnelles au sud du Tchad. Peu de travaux
analytiques ont été effectués sur le genre
Raphionacme. Le seul travail remarquable est
celui de Doka et al., qui ont orienté leur étude sur
la wvaleur nutritionnelle et les propriétés
antioxydantes des tubercules de R. splendes du
Soudan.

Le présent travail porte sur la détermination des
groupes chimiques dans les tubercules et la
partie aérienne de R daronii et 1'évaluation de
l'effet antidiurétique des extraits de tubercules.

Les tubercules et la partie aérienne comprenant
les tiges et les feuilles de R. Daronii ont été
récoltés en septembre 2022 a Laokassi (8°49'00”
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de latitude Nord et 15°42'00”" de longitude Est),
Département de la Ndodjé, province du Logone
Occidental (Tchad). Les échantillons ont été
conservés a température adéquate et transportés
au laboratoire ou ils ont été lavés a leau,
découpés, pesés puis séchés et broyés. Les
poudres obtenues ont été conservées dans les
bocaux en verre pour des analyses ultérieures.
1.1.2. Matériel animal
Il est constitué de rats males albinos de souche
Wistar 4gés d’environ 80 jours pesant entre 160 et
200 g. Les animaux ont été logés dans des cages,
avec acces libre a la nourriture (croquettes
composées de soja, mais) et a I'eau de robinet,
dans des conditions de température ambiante (24
a 30°C), avec un cycle naturel de lumiére et
d’obscurité.
1.1.3. Matériel,
laboratoire
Le matériel classique de laboratoire, les produits
et réactifs appropriés ont été utilisés pour le
criblage chimique. Pour la CCM, les plaques
utilisées sont constituées de silice (60 F254
d’épaisseur 0,2 mm en couche fine sur un
support en aluminium, Germany). Pour
I'évaluation de Tl'activité  diurétique, le
furosémide (lasilix) a été utilisé pour le controle
positif.
1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation des extraits
200 g de poudre chaque partie (tubercules et
partie aérienne comprenant feuilles et tiges) de la
plante ont été séparément mis en agitation dans
250 mL de méthanol pendant 24 heures a
température ambiante. Les mélanges ont été
filtrés. Les filtrats obtenus ont étéévaporés a sec
et conservés a 4°C pour les analyses ultérieures.
1.2.2. Détermination de la teneur en eau des
tubercules
La méthode gravimétrique a permis d’apprécier
la teneur en eau dans les échantillons. A cet effet,
trois béchers secs numérotés de 1 a 3, tarés, ont
été remplis chacun d’échantillon de poudre de
poids P1,P2, P3. Chaque bécher et son échantillon
ont été placés dans I'étuve a une température de
100 £ 3°C pendant 24 heures. Les béchers ont été
ensuite retirés et placés dans un dessiccateur
pour les laisser revenir a température ambiante
puis pesés jusqu'a la masse constante. La perte
de masse a été évaluée en faisant la moyenne des
différences de masses obtenues avant et aprés
mise a l'étuve des béchers. La teneur en eau de
‘échantillon a été déterminée par rapport a la
moyenne des prises d’essais.
1.2.3. Criblage phytochimique
= Tests colorimétriques

réactifs et  produits de

Les tests de coloration consistent a rechercher les
familles chimiques présentes dans les tubercules
et dans la partie aérienne (feuilles et tiges) de R.
Daronii. Cette recherche a été réalisée a I'aide des
méthodes classiques d’identification des grandes
familles chimiques (alcaloides, polyphénols,
saponosides, flavonoides, tanins,
terpeénes/stérols) par des réactifs généraux de
coloration et/ou de précipitation (Bouquet et
Debray, 1974 ; Mbaihougadobe et al., 2017) :

- Test des terpénes et stérols : Selon la réaction
de Libermann Fischer, I'extrait méthanolique
est repris dans I"anhydride sulfurique et y est
ajouté l'acide sulfurique. L’apparition d’une
coloration bleu-vert indique la présence des
stéroides ou des triterpénes.

- Test des composés polyphénoliques : De
l'extrait repris dans le méthanol, il y est ajouté
du FeCl3 2%. L’observation d’une coloration
bleu-violette a verte indique la présence des
polyphénols.

- Test des flavonoides : A lextrait
méthanolique, il y est ajouté du HCI concentré
et quelques tournures de magnésium.
L’apparition d’une coloration rose indique la
présence de flavonoides.

- Test des alcaloides: a1 mL d’extrait, 5 gouttes
de réactif de Dragendorff ont été ajoutées.
L’apparition d'un précipité rouge révele la
présence d’alcaloides.

- Test des tannins : 4 5 mL d’extrait, 1 mL de la

solution de chlorure ferrique a 1%a été ajouté.
La présence des tanins se traduit par le
développement d’une coloration verdatre ou
bleu-noiratre.
Test des saponosides : dans un tube a essai
sont successivement introduits 5 mL d’extrait
et 5 mL d’eau distillée. Le tube et son contenu
sont vigoureusement agités pendant 15
secondes. L’apparition dans le tube d’une
mousse d’au moins 3 cm de hauteur,
persistante pendant 15 min, indique la
présence des saponines.

= Chromatographie sur Couche Mince
La mise en ceuvre s’appuie sur les méthodes
décrites par Wagner et Bladt en 1996. Une goutte
de chaque filtrat prélevé a l'aide d’un capillaire,
est déposé sur un point a 1 cm du bas de la
plaque. Apres séchage a l'air ambiant, la plaque
est placée dans une cuve contenant un systéme
de solvants. Apres développement, elle est retirée
de la cuve puis séchée a 'aide d'un séchoir. La
révélation a été faite suite a la vaporisation de la
plaque par le réactif spécifique et I'observation
sous la lumieére visible ou a I'UV. Le tableau I
fournit les détails de la mise en ceuvre de la CCM
des extraits.
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Tableau I : Eluants et révélateurs pour la réalisation de la CCM

CCM
Types de composés Terpénes/Stérols Polyphénols Flavonoides
Eluants Cyclohexane/AcOEt AcOEt/HCO;H/H20 AcOEt/HCO:H/H2O
Proportions solvants 8/2 8/1/1 8/1/1
Révélateurs Anisaldéhyde, puis Réactif de Folin Réactf de Neu, puis
chauffage a 110°C Ciocalteu, puis observation a 'UV a 365

exposition a la vapeur
de NH3

nm

1.2.4. Activité diurétique

Avant tout traitement, la diurése de base a été
testée en administrant 'eau distillée a une dose
de 25 mL/kg par voie intra-gastrique aux rats.
Les animaux qui ont excrété 2 mL d’urine dans
les deux heures qui suivent, ont été utilisés pour
le test diurétique. Les rats sélectionnés ont été
divisés en 5 groupes de 5 animaux chacun. Les
groupes ont été placés dans des cages
métaboliques standard, la nourriture et l'eau ont
été retirées 12 heures avant l'expérience. Le
premier groupe (TNor) a recu de l'eau distillée
(10 mL/kg), les deuxiéme, troisieme et quatrieme
groupes ont été traités avec Il'extrait
méthanolique dilués des tubercules dans l'eau
aux doses 100 mg, 200 mg et 400 mg
respectivement (E100, E200 et E400). Le
cinquieme groupe (FURO 10) a été traité avec du
furosémide (10 mg/kg). Le traitement a été
administré par voie orale par gavage. L'excrétion

2. Résultats et discussion

2.1. Détermination de la teneur en eau

Pour une masse moyenne de 7493,5 g de
tubercules de R. daronii, aprés passage a l'étuve,
536 g de matiere seche ont été obtenus. La teneur
en eau des tubercules est donc de 92,85%.
Hounsouho et al (2021) ont déterminé les teneurs
moyennes en eau des variétés de tubercules
consommés au Burkina Faso et ont obtenu les
résultats ci-apres : ignames (Dioscorea spp) : 65 a
71%, patates douces (Ipomea batatas) : 70 & 77% et
maniocs (Manihot esculenta) : 59 a 71%. En
comparant les différentes teneurs en eau des
tubercules, il se dégage que les tubercules de R.
daronii sont gorgés d’eau par rapport aux autres
tubercules généralement cultivés en Afrique.
Lors du défrichage des champs, les cultivateurs
déterrent en méme temps ces tubercules dont ils
raffolent. La forte teneur en eau confirme le fait
que la consommation de ces tubercules pourrait
induire des mictions abondantes observées chez
les adultes.

urinaire cumulée a été mesurée a intervalles de
temps de 3, 6, 9, 12 et 24 heures dans tous les
groupes. L’activité diurétique a été déterminée
de la maniére suivante (Kau et al., 1984) :

ActD = Vo par le groupe traitt i1 extraic (mL)

Vo parle groupe traité au furosémide (mL)

L’excrétion urinaire (%) = (Vo/Vi)*100.

Ou Vo est le volume urinaire excrété et Vi le

volume du produit administré.
1.2.5. Analyse statistique
Les résultats des tests effectués ont été exprimés
en Moyenne + ESM. La comparaison statistique
de ces résultats a été faite en utilisant le logiciel
GraphPad Prism version 5.00 et la différence a
été considérée comme significative pour p < 0.05.
Cette différence a été déterminée grace a
I'analyse de variance a un facteur (one-Way
ANOVA) suivi d'un test Tukey’s (Schwartz,
1963).

2.2. Criblage phytochimique

Les résultats des tests colorimétriques sur les
extraits méthanoliques des tubercules et de la
partie aérienne de R. daronii sont consignés dans
le tableau IL

Ces résultats révelent la présence des
polyphénols et des terpenes/stérols dans les
tubercules et dans la partie aérienne de la plante.
Les flavonoides sont présents dans tous les
organes. Cependant, on note l'absence des
tannins et des saponosides dans la plante. Quant
aux alcaloides, bien qu’ils soient absents dans les
tubercules, ils sont présents dans la partie
aérienne. Une étude similaire réalisée sur le profil
phytochimique des tubercules de Dioscorea alataet
de D. rotundata récoltés en République
Démocratiuque du Congo a montré que les
extraits aqueux et éthanolique contiennent des
polyphénols, des flavonoides, des tannins, des
alcaloides tandis que l'extrait aqueux de D.
rotundata renferme des quinones et des
saponosides (Mputu et al, 2023).

141



A

" S— Djekilamber A. et al ., Revue RAMReS - Série Pharm. Méd. Trad. Afr., 2024 ; 23(1) : 139-145.

ISSN 2630-1296 ——

Tableau II : Métabolites secondaires présents dans les organes de R. Daronii

Groupes chimiques

Tubercules

Partie aérienne

Terpeénes/Stérols
Polyphénols
Flavonoides
Tannins
Alcaloides
Saponosides

(+): présent ;(-) : absent

Ces derniers métabolites secondaires sont absents
dans les extraits de D. daronii. Afin de confirmer
la présence de certaines familles chimiques, les
extrais sont soumis a l'analyse par CCM. Les
résultats de cette analyse sont rapportés dans la

figure 1.
=
i 3
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=

La mise en ceuvre de la CCM des extraits des
tubercules et de la partie aérienne suivie de
I'observation subséquente des plaques est
rapportée dans le tableau III.

SESSs S . —

—

1T 1PA 2T

3T 3PA

2PA

Figure 1: CCM des extraits méthanoliques de R. daronii selon divers révélateurs.
T : tubercules ; PA : partie aérienne ; 1 : CCM des terpenes/stérols ; 2 : CCM des

polyphénols; 3 : CCM des flavonoides.

Tableau III : Valeurs des Rf des différentes tAches de la CCM des extraits de R. daronii

CCM
Types de composés Terpénes/Stérols Polyphénols Flavonoides
Tubercules Partie Tubercules Partie Tubercules Partie
aérienne aérienne aérienne

Nombre de tiches 4 3 4 4 1 2
Valeurs Rf 0,4 0,4 0,35 0,35 0,3 0,1

0,5 0,5 0,45 0,45 0,30

0,75 0,75 0,50 0,50

0,80 0,70 0,70

L’examen des chromatogrammes révele que les
polyphénols et les terpenes/stérols sont, du point
de vue qualitatif, présents aussi bien dans les
tubercules que dans la partie aérienne de la
plante. Quant aux flavonoides, ils sont
observables dans l'extrait de la partie aérienne.
Les métabolites secondaires tels que les
polyphenols, les flavonoides, les
stérols/terpenes, les alcaloides sont réputés pour
leurs propriétés biologiques et pharmacologiques

(Bruneton, 2016). En effet, Deepak et al. (2014) ont
rapporté que les phytophénols manifestent une
activité antioxydante largement supérieure a
celle des vitamines communes. Ces composés
luttent contre la formation excessive de radicaux
libres dans les tissus et protégent 'homme de
nombreuses maladies. Ainsi, la consommation
des tubercules de R. daronii par les populations
du sud du Tchad, en plus d’étancher la soif, peut
procurer des bienfaits en les mettant a 1’abri des
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maladies associées au stress oxydant. De plus, la
mise en évidence des terpénes et stérols aussi
bien dans la partie aérienne que dans les
tubercules, par réactions colorées et par CCM,
traduit leur présence importante dans la plante.
Des tests de caractérisation par réactions colorées
réalisés par Mputu et al (2023) ont indiqué la
présence de terpénes et stérols dans l'extrait
éthanolique de D. rotundata et dans 1'extrait
aqueux de D. alata. Ces mémes composés sont
absents dans l'extrait aqueux de D. rotundata et
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dans l'extrait éthanolique de D. alata. Les
différences observées pourraient se justifier par
la méthode d’analyse utilisée.

2.2.1. Organes des plantes utilisés

3.1 Activité diurétique

La figure 2 rapporte le volume des urines des
rats, apres administration intra-gastrique de I'eau
distillée, des extraits de R doronii a différentes
doses et de la molécule de référence
(Furosémide), au cours de cette étude.

T. Nor
Furo 10
E 100
E 200
E 400

**k*k

L I

Volume urinaire excrété (mL)

0 T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Temps (heures)

*** p< 0,001.

Figure 2: Effets diurétiques de I'extrait des tubercules de R. daronii.

Le furosémide augmente le volume urinaire de
maniére significative (p < 0,001) des les
premieres heures. Cette augmentation est
maintenue jusqu'a la fin du traitement ou
I'excrétion urinaire a atteint le taux de 631,15%.
Le furosémide provoque ainsi une excrétion
urinaire apres 24 heures, du volume le plus élevé
et du pourcentage le plus important avec une
activité diurétique maximale (ActD = 1,00) par
rapport aux extraits aqueux de R. daronii aux
doses 100 mg/kg, 200 mg/kg et 400 mg/kg.
Freitas et al (2011), ayant étudié les effets de
I'extrait éthanolique de Palicourea coriacea aux
doses 20 mg/kg, 40 mg/kg et 80 mg/kg sur
I'excrétion cumulée (1 a 24 h) des ions Na* et de
K+ chez les rats avec le témoin positif, le
furosémide a la dose de 20 mg/kg, ont observé
une augmentation réguliere du volume urinaire
chez les animaux traités. Kassim (2013) a testé les
extraits éthanoliques de différentes parties de
Pistacia lentiscus, in vivo, sur 'activité diurétique
par la mesure des volumes cumulatifs des urines
et le dosage des électrolytes Na+ et K+. Il en est
ressorti que I’administration intra gastrique
d’une dose de 200 mg/kg de poids de rats des
extraits éthanoliques des feuilles et des graines
de Pistacia lentiscus a induit une importante
activité diurétique, en augmentant le volume

cumulatif des urines et I'excrétion de Na+ et K+.
Cependant, cette activité reste inférieure a celle
produite par les deux molécules de références, a
savoir le furosémide et le mannitol. Quant a
I'extrait éthanolique des écorces des racines, il n’a
exhibé aucun effet diurétique. Ratnasooriya et al.
(2004) ont évalué le potentiel diurétique des
extraits de fleurs de Spilanthes acmellaflowers chez
les rats, aux différentes concentrations de 500,
1000, 1500 mg/kg, le furosémide 13 mg/kg étant
le témoin positif. Les auteurs ont observé que
I'intensité de la diurese induite par les extraits de
fleurs au cours de la premiére heure était presque
similaire a celle du furosémide. Giesen et al.
(1998), dans l'étude du mécanisme de l’activité
fibrinolytique chez les rats, ont rapporté que
I'activité diurétique n'a pas été affectée a une
dose de 10 mg/kg de furosémide mais a été
multipliée par environ 4 a une dose de 25 mg/kg
avec un effet maximal 2 heures apres
I’administration. En comparant l'activité urinaire
produite par les extraits de Palicourea coriacea de
Pistacia lentiscus, et de Spilanthes acmellaflowers, &
différentes doses, il apparait que les extraits
méthanoliques de R. danorii repris dans l'eau
induisent une diurése comparable a celle des
extraits de Pistacia lentiscus. Cette diurése est
moindre par rapport a celle due aux extraits de
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Palicourea coriacea et de Spilanthes acmellaflowers.
Pour une dose de 100 mg/kg, les extraits de R.
danorii ont produit une excrétion urinaire de

358,43%. L’excrétion urinaire déterminée n’est
pas dose dépendante (Tableau IV).

Tableau IV: Activité diurétique de 'extrait des tubercules de R. daronii aprés 24h

Parametres TNor FURO 10 E 100 E 200 E 400
Volume urinaire de 24h (mL) 950+£0,39 19,25 +1,65*** 10,00 £ 0,71 8,60+040 9,40+ 0,60
Excrétion urinaire (%) 342,96 631,15 358,43 317,34 324,14
Activité diurétique (ActD) - 1,00 0,51 0,46 0,49

L’analyse statistique a montré qu’il n’existe pas
de différence significative entre les volumes
urinaires générés par les différentes doses des
extraits, ce qui indique que la dose de 100 mg/kg
est suffisante pour déclencher l'effet diurétique.
Cependant, aux doses supérieures, l'excrétion
urinaire est plus faible que la normale : la
rétention urinaire se manifeste. D’apres Kau et al
(1984), l'activité diurétique est considérée comme

Conclusion

Ce travail a permis de mettre en évidence la
présence de terpénes/stérols, de polyphénols et
de flavonoides aux Rf similaires aussi bien dans
les extraits méthanoliques des tubercules que
dans ceux de la partie aérienne de Raphionacme
daronii. Les tubercules contiennent une forte
teneur en eau. Cependant, 'administration de
différentes doses d’extraits de tubercules de cette
plante aux rats n’entraine pas de différence
notable entre les volumes urinaires récupérés.
Les extraits des tubercules de R. daronii induisent
ainsi une rétention urinaire. Ce résultat confirme
'utilisation traditionnelle des tubercules de R.
daronii contre 1'énurésie nocturne chez les enfants
et confere a cette espéce une source potentielle
d’antidiurétique utilisable en premiére intention.
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