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Résumé / Abstract 

 L’objectif du travail effectué était la recherche de nouvelles substances actives d’origine végétale, 

présentant soit une activité antiplasmodiale soit une activité antifongique. Cette étude a été menée suivant deux 

stratégies différentes: l’étude de remèdes traditionnels antipaludiques identifiés suite à des enquêtes 

ethnopharmacologiques, et la mise en évidence des propriétés antifongiques d’huiles essentielles grâce à une 

stratégie bioinspirée. La première partie du travail a permis de mettre en évidence le rôle d’un quassinoïde connu, 

la simalikalactone D, dans l’activité antipaludique d’une tisane de jeunes feuilles fraîches de Quassia amara L. 

(Simaroubaceae). Dans le cas de la décoction de rameaux de Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae), c’est cette 

fois un mélange de flavonoïdes glycosylés qui est responsable de l’activité du remède. Dans le cadre de la 

recherche de nouvelles substances antifongiques, le criblage effectué a permis d’identifier de nombreuses huiles 

essentielles présentant des activités intéressantes, validant ainsi la démarche bioinspirée retenue dans ce cas. 

L’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) Ronse a en particulier démontré une activité remarquable, à la 

fois seule et en combinaison avec des antifongiques azolés. Enfin, l’étude métabolomique de la composition des 

huiles essentielles a permis de mettre au point un outil pouvant orienter la sélection des huiles en fonction des 

données obtenues en GC/MS dans l’optique de la recherche de nouvelles substances antifongiques. Ce travail 

démontre donc la validité des stratégies retenues – ethnopharmacologie et bioinspiration – dans la recherche de 

nouvelles substances bioactives. 

Mot-clés : Chimie des substances naturelles, paludisme, mycoses, dermatophytes, levures, remèdes traditionnels, 

métabolomique, Plasmodium falciparum, Quassia amara L., Psidium actutangulum DC., Otacanthus azureus 

(Linden) Ronse. 

 

 The aim of this work was to search for new bioactive compounds, displaying either antiplasmodial or 

antifungal activity. Two strategies were developed here: the evaluation of traditional remedies identified as 

antimalarial through ethnopharmacological studies, and the search for antifungal essential oils, the criterium being 

here a bioinspired approach. Our work led to the discovery that the antimalarial activity of Quassia amara L. 

(Simaroubaceae) fresh young leaves was due to the presence of a known quassinoid, simalikalactone D. In the 

case of Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae), a flavonol glycosides mixture explained the activity observed for 

the decoction. The search for antifungal essential oils from the Amazonian flora led to the identification of several 

interesting species, thus validating our bioinspired strategy. The essential oil of Otacanthus azureus (Linden) 

Ronse was among the most active ones, either alone or in combination with azole drugs. Eventually, a 

metabolomic study of the GC/MS composition of these oils allowed us to develop a statistical tool which could help 

to select interesting antifungal products. This work thus demonstrates the major interest of the two strategies – 

ethnopharmacology and bioinspiration – for the search of new bioactive compounds. 

Keywords : Natural substances chemistry, malaria, mycoses, dermatophytes, yeasts, traditional remedies, 

metabolomics, Plasmodium falciparum, Quassia amara L., Psidium actutangulum DC., Otacanthus azureus 

(Linden) Ronse. 
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Introduction générale  

 « Depuis six mille ans, la guerre / Plaît aux peuples querelleurs, / Et Dieu perd son temps à faire / 

Les étoiles et les fleurs ». Victor Hugo était sans doute un peu pessimiste pour ce qui est de l’aspect végétal, 

car il y a plus de 6 000 ans les plantes étaient déjà utilisées depuis longtemps par les hommes pour se 

soigner. Dieu n’avait donc pas tout à fait perdu son temps… De ces premières drogues végétales recensées 

par les Sumériens et les Babyloniens à l’isolement des premiers principes actifs avec les progrès de la 

chimie aux XVIIIe et XIXe siècles, l’histoire du rôle thérapeutique des plantes est aussi longue que l’histoire 

de l’humanité elle-même (Quetin-Leclerc, 2002). Le fondement de la pharmacologie moderne est issu de 

toutes ces connaissances sur les médecines à base de plantes. Actuellement, environ 25 % des 

médicaments modernes sont développés à partir de plantes (Liu and Wang, 2008). Entre 1983 et 1994, près 

de 40 % des nouvelles drogues autorisées à être mises sur le marché aux Etats-Unis étaient dérivées de 

composés naturels (Simmonds, 2003) et environ 70 % des nouvelles entités chimiques (NEC) décrites entre 

1981 et 2006 étaient issues d’études portant sur les produits naturels (Liu and Wang, 2008; Newman and 

Cragg, 2007). Plusieurs stratégies peuvent être mises en place dans le but d’obtenir des composés actifs 

d’origine naturelle, ceux-ci pouvant provenir aussi bien de plantes que de champignons ou de bactéries. Les 

criblages de collections de plantes ou de micro-organismes sont une méthode classique qui a permis par 

exemple la découverte de la plupart des antibiotiques actuels (Simmonds, 2003). D’autres méthodes comme 

la chimiotaxonomie, la zoopharmacologie, l’ethnopharmacologie ou plus récemment les stratégies basées 

sur l’écologie chimique permettent de rationaliser cette recherche. De fait, il est actuellement possible de 

trouver des informations sur les applications thérapeutiques de plus de 85 000 espèces de plantes (Balunas 

and Kinghorn, 2005). 

 L’objectif de cette thèse est de rechercher des substances actives d’origine végétale, qu’il s’agisse 

de molécules pures ou d’extraits au sens large (préparations phytothérapeutiques ou huiles essentielles), 

présentant un potentiel pour le développement de nouveaux traitements contre les maladies infectieuses, 

causées en particulier par des champignons ou des parasites. Ces pathologies représentent effectivement 

toujours un problème de santé publique majeur malgré les progrès de la médecine, et ce en particulier dans 

les pays en voie de développement, du fait de la faible disponibilité des traitements et du développement 

des phénomènes de résistance (Cos et al., 2006). Le travail effectué s’articule selon deux axes : dans un 

premier temps l’étude de remèdes traditionnels issus de différentes communautés guyanaises et utilisés 

contre le paludisme, ou plus largement les fièvres, et dans un second temps un criblage d’huiles essentielles 

issues de la flore amazonienne, testées sur des levures pathogènes et des champignons dermatophytes 

responsables de mycoses chez l’homme. Pour ce deuxième point, le criblage sera approfondi par une étude 

plus large des métabolites secondaires rencontrés dans les huiles, afin de tenter d’analyser plus 

précisément les résultats d’activités biologiques obtenus et de lier ces activités à la composition des huiles 

essentielles. 
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Chapitre 1 : « Des plantes, des 

hommes, des possibilités »* 

Historique et avenir des substances naturelles en chimie médicinale 

 

 

 

* Source: « Plant, people, possibilities » - Kew Botanical Garden  
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A. De la plante au principe actif : naissance de la chimie des substances 

naturelles 

 L’existence de systèmes de médecine à base de plantes peut être attestée depuis le 

Paléolothique moyen, il y a près de 60 000 ans, suites aux découvertes effectuées sur le site 

archéologique de Shanidar IV, en Iraq. Les premières traces écrites témoignant de l’existence de ce 

type de médecine datent de 2 600 ans avant notre ère. Les Sumériens, installés en basse 

Mésopotamie, utilisaient des plantes médicinales et aromatiques telles que le cèdre (Cedrus spp., 

Pinaceae), le cyprès (Cupressus sempervirens L., Cupressaceae), la myrrhe (Commiphora spp., 

Burseraceae) ou le jus de pavot (Papaver somniferum L., Papaveraceae) (Gurib-Fakim, 2006).  

 Parmi les civilisations anciennes ayant fait grand usage des plantes pour se soigner figurent 

bien entendu les Chinois et les Egyptiens. Le système de médecine chinoise, basé sur les concepts 

de yin et de yang, est supposé dater de plus de 5 000 ans, et a en particulier été décrit par l’empereur 

Shen Nung en 2 500 avant J.C. (Gurib-Fakim, 2006). De nombreuses connaissances sur les pratiques 

en vigueur en Egypte antique (Figure 1) proviennent quant à elles du papyrus médical Ebers, datant 

d’environ 1 500 ans avant J.C., et qui recense des informations concernant les maladies et leurs 

remèdes. D’autres témoignages ont également été retrouvés tels que ce diagnostic préconisant « Fais 

qu’il s’oigne et qu’il se farde, de sorte qu’il soit sur l’heure bien portant » (Erman et Ranke, 1994).  

 

Figure 1 : Arbres à encens ramenés lors de l'expédition organisée par Hatchepsout au pays de Pount, un des remèdes utilisé 

en Egypte antique (temple de Deir el-Bahari) 

 

 Par la suite, les plantes ont continué à être utilisées en médecine, et l’un des praticiens les 

plus célèbres de l’époque grecque reste Hippocrate. Il recommandait par exemple des remèdes à 

base de plantes aromatiques administrés sous forme de fumigations, frictions et bains, notamment en 

cas d’accès hystérique, lorsque « les matrices vont vers le foie […] une fumigation fétide pour le nez, 

aromatique pour les matrices. […] Après deux jours d’intervalle, injection aromatique dans les 
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matrices » (Hippocrate). Il prescrit également l’utilisation de baies de myrte, de raclures de lotus pour 

la confection de cataplasmes, ou encore des fumigations de « myrrhe calonienne imprégnée d’eau de 

rose » ; enfin, « la malade prendra cinq grains noirs de pivoine, en y mêlant du castoreum dans du vin 

parfumé ». En Europe, l’utilisation très ancienne des plantes médicinales a été illustrée par la 

découverte sur le corps d’Ötzi, l’homme des glaces retrouvé dans les Alpes suisses en 1991, de fruits 

de Piptoporus betulinus (Fr.) Karst. (Polyporaceae), connus pour contenir des résines toxiques et de 

l’acide agarique, qui sont des purgatifs puissants, ainsi que des huiles possédants des propriétés 

antibiotiques. Ce remède lui permettait sans doute, il y a près de 5 300 ans, de lutter contre les 

parasites intestinaux mis en évidence dans son organisme (Capasso, 1998). 

 En 77 après J.C., Dioscoride, médecin, botaniste et pharmacologue grec réalise l’ouvrage 

« De materia medica », qui recense l’utilisation médicale de 1 600 remèdes utilisés par les Grecs, les 

Romains et d’autres cultures de l’Antiquité, la majorité de ces produits étant d’origine végétale. Ce 

livre est resté la référence concernant les préparations phytothérapeutiques en Europe pendant plus 

de 1 000 ans (Gurib-Fakim, 2006). Parmi les plantes décrites, 54 ont été reprises dans la liste des 

plantes essentielles de l’OMS en 1978. Par la suite, Galien, Celse ou Pline l’Ancien poursuivent et 

approfondissent ce travail (Quetin-Leclerc, 2002). La civilisation byzantine recueille ensuite, du Ve au 

XVe siècle, l’art de guérir connu pendant l’antiquité grecque et romaine, et le transmet aux Arabes, 

ainsi qu’à l’Occident chrétien. Grâce aux échanges continus, à partir de 1096 lors de la première 

croisade, entre l’Orient et l’Occident, l’Europe peut s’approvisionner en épices, aromates et autres 

matières premières parfumées. Celles-ci sont en majorité utilisées de façon médicale, afin de lutter en 

particulier contre les épidémies, mais possèdent un large champ d’emplois. Hildegarde de Bingen, 

religieuse allemande du XIIe siècle, recommande par exemple de « prendre de la rose et à peine 

moins de sauge […] en effet la sauge apaise et la rose réjouit » afin de se débarrasser de la « bile 

noire » responsable en particulier de la mélancolie et des accès de colère (Pernoud, 1994). 

 L’étape suivante a lieu au XVIe siècle, avec le travail de Paracelse, qui introduit la notion de 

principe actif en posant les bases de la pharmacie expérimentale. Les premiers composés seront 

extraits des plantes aux XVIIIe et XIXe siècles grâce aux progrès de la chimie, permettant par 

exemple l’isolement de la morphine à partir de l’opium produit par les plants de Papaver 

somniferum L. (Papaveraceae) en 1806 par Sertürner (Liu et Wang, 2008) (Figure 2) ou celui de la 

quinine à partir du quinquina par les pharmaciens parisiens Pelletier et Caventou en 1820 (Quetin-

Leclerc, 2002). Ces premières démonstrations du fait qu’un seul composé chimique est capable 

d’expliquer l’activité d’une drogue à base de plante ont initié la chimie des substances naturelles. La 

pharmacognosie apparait comme discipline à part entière à cette époque, définie pour la première fois 

par J.A. Schmidt (Samuelsson et Bohlin, 2009). 
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Figure 2 : Structure de la morphine (à gauche) et fleur de Papaver sp. (à droite, photographie G. Houël) 

 

 En 1818 était enfin publiée la première pharmacopée française, le « Codex medicamentarius 

seu Pharmacopae gallica » (Urdang, 1951) et en 1821 par Megendie un formulaire médical contenant 

seulement une liste de substances pures, ouvrant la voie au remplacement des remèdes 

phytothérapeutiques par des molécules isolées (Gilani et Atta-ur-Rhaman, 2005). Ces avancées ont 

permis le développement de drogues à la qualité constante et au dosage précis, posant les premières 

pierres de l’industrie pharmaceutique et révolutionnant la médecine en contribuant à un accroissement 

exceptionnel de la durée de vie moyenne dans le monde occidental, passant de 40 ans au début du 

XXe siècle à près de 80 ans actuellement (Hartmann, 2007; Li et Vederas, 2009).  

 A partir de cette étape, plusieurs moyens d’utiliser les plantes à des fins thérapeutiques se 

sont développés (Fabricant et Farnsworth, 2001): 

- comme matière première afin d’en extraire des composés actifs pouvant être utilisés directement 

sous forme de médicament (par exemple les molécules extraites de la digitale (Figure 3), le taxol, la 

vincristine ou la morphine déjà citée plus haut), 

- pour l’obtention de nouvelles structures, ou têtes de série, 

susceptibles d’être modifiées par exemple par hémisynthèse (comme 

dans le cas de l’oxycodon à partir de la morphine, ou le taxotère à 

partir du taxol), 

- comme sources d’inspiration pour la synthèse de nouveaux 

composés ou pour la mise au point de bibliothèques pour le criblage 

haut-débit, 

- dans le cadre d’une préparation phytothérapeutique, pouvant être 

associée à un  usage traditionnel. 

Ces différentes démarches seront illustrées et discutées dans les paragraphes suivants. 

O

HO
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N Me

Figure 3 : Fleurs de digitale 
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B. De la plante au médicament : développement de l’industrie 

pharmaceutique 

 Actuellement, les molécules utilisées pour la fabrication de médicaments peuvent être issues 

de la synthèse chimique, d’hémisynthèse permettant d’obtenir des composés plus actifs ou présentant 

moins d’effets secondaires que la molécule naturelle de départ, ou par extraction dans des cas plus 

rares (artémisinine d’Artemisia annua L. (Asteraceae) (Kindermans et al., 2007), D-tubocurarine de la 

liane tropicale Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav. (Menispermaceae), réserpine de 

Rauwolfia spp. (Apocynaceae) (Gurib-Fakim, 2006)) (Figure 4).  

N+

OH

O
H3C CH3

OCH3

N+

H3C H

O

OH

OCH3

H3CO N
H

N

H

H

H

H3CO

O

OCH3

O

O

OCH3

OCH3

OCH3

 

Figure 4 : Structures de la D-tubocurarine (relaxant musculaire issu de Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav.) (à gauche) 

et de la réserpine (agent hypotenseur extrait de Rauwolfia spp.) (à droite) 

 

 Un des exemples les plus connus de ce processus allant de la plante au médicament est celui 

des molécules dérivées de l’if. Le paclitaxel (Figure 5), isolé d’écorces de Taxus brevifolia Nutt. 

(Taxaceae) en 1967 par Wall et Wani, présente une activité anticancéreuse en interagissant avec la 

tubuline cellulaire pour promouvoir l’assemblage des microtubules et inhiber la mitose. Cependant, 

son extraction est difficile, les rendements sont faibles, et l’exploitation de la ressource naturelle 

mettrait en danger l’espèce. En effet, pour obtenir 1 900 g de taxol, 27 300 kg d’écorce issue de 6 000 

arbres avaient été utilisés, or la masse de molécule nécessaire à la poursuite des essais cliniques 

aurait été de 25 kg (Cordell, 1995). D’autre part, au vu de la complexité de la structure, une synthèse 

totale de la molécule en vue de sa commercialisation n’est pas réalisable pour des questions 

économiques. Le potentiel anticancéreux de cette molécule nouvelle ne put donc pas être totalement 

exploité au départ, et les études in vivo, toxicologiques et éventuellement les essais cliniques ne 

purent être réalisés à ce moment-là. Cependant une seconde molécule, la desacétyl-baccatine II 

(Figure 5), fut ensuite isolée des aiguilles de Taxus baccata L. (Taxaceae), un if européen. Elle 

possède un squelette et une stéréochimie identique au paclitaxel, mais sans présenter d’activité 

anticancéreuse. Mais l’hémisynthèse du paclitaxel à partir de cette molécule, mise au point par Pierre 

Potier dans les années 80, devint alors possible, d’autant plus que la ressource végétale est cette fois 
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renouvelable et la récolte non destructive pour l’espèce (Quetin-Leclerc, 2002). C’est cependant suite 

à une seconde méthode d’hémisynthèse, mise au point par Robert Holton et permettant d’obtenir le 

paclitaxel avec un rendement deux fois plus important à partir d’aiguilles de l’if européen ou des 

espèces asiatiques que cette molécule a ensuite pu être commercialisée sous le nom de Taxol®, pour 

traiter notamment les cancers du sein et des ovaires, mais également certains cancers du poumon ou 

de la prostate (Frisvold et Day-Rubenstein, 2008; Itokawa et al., 2008; Wall et Wani, 1996). La 

découverte d’un champignon endophyte de l’écorce de Taxus, Taxomyces andreanae Strobel, A. 

Stierle, D. Stierle & W.M. Hess, produisant de petites quantités de Paclitaxel même après avoir été 

séparé de l’arbre – phénomène dû à un transfert de gène de l’arbre au microorganisme – a permis de 

mettre à jour une nouvelle voie de production de cette molécule (Gurib-Fakim, 2006).  

 

 

 

 

Figure 5 : Taxus sp. (photographie A. Rodrigues) et desacétyl-baccatine II (molécule de gauche) et paclitaxel (Taxol ®) 

(molécule de droite) 

  

 Un autre exemple, mettant cette fois en lumière l’intérêt de l’étude des remèdes traditionnels, 

est celui de l’écorce de saule (Salix sp., Salicaceae). Les premières recommandations d’usage afin de 

lutter contre la douleur remontent à l’Antiquité. Au XIXe siècle, un principe actif, le salicoside 

(Figure 6), fut isolé. Cette molécule est un précurseur de l’alcool salicylique, puis de l’acide du même 

nom, qui se forment dans l’organisme. La découverte de la synthèse totale de l’acide salicylique 

permit ensuite le remplacement de la molécule initiale. Enfin, afin d’éviter les effets irritants de ce 

produit, celui-ci fut remplacé par un dérive synthétisé en 1899 par Hoffmann, l’acide acétylsalicylique 

(Figure 6), ou aspirine®  (Quetin-Leclerc, 2002). 
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Figure 6 : Structures du salicoside (à gauche) et de l'acide acétylsalicylique (à droite) 

 

 Une étude extensive de la littérature disponible sur ce sujet, comme celle effectuée par 

Newmann et Cragg en 2007 montre clairement l’importance du rôle joué par les substances d’origine 

naturelle (qu’elles soient des produits naturels stricto sensu ou des dérivés hémisynthétiques) ainsi 
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que par celles inspirées des molécules naturelles (molécules issues de synthèses totales mais avec 

un pharmacophore issu d’un produit naturel, ou la catégorie des « natural products mimic » définie par 

les auteurs), et ce malgré la diminution du nombre de programmes de recherches basés sur la chimie 

des substances naturelles menés par des entreprises pharmaceutiques (Angell, 2004). Ainsi, dans le 

domaine des actifs antiparasitaires, seules 28,5 % des molécules approuvées entre 1981 et 2006 

étaient d’origine purement synthétique. Dans le cadre des recherches de produits anticancéreux 

menées sur la même période, 88 % des nouvelles entités chimiques décrites étaient d’origine 

naturelle, ou dérivées ou inspirées de molécules naturelles. Enfin, dans le cas des molécules 

antibactériennes, le pourcentage de substances issues de la synthèse n’était que de 23,5 %. Certains 

domaines restent cependant dominés par les molécules synthétiques, comme les substances 

antifongiques (78,6 %), les antihistaminiques, les diurétiques ou les hypnotiques (Newman et Cragg, 

2007). 

 Cependant, le processus d’obtention d’un médicament à partir d’une plante reste complexe, 

avec de nombreuses étapes telles que l’identification du composé d’intérêt (tests in vitro et in vivo, 

fractionnement bioguidé), l’optimisation de ce composé (hémisynthèse, chimie combinatoire et 

médicinale), le développement du produit (études toxicologiques, pharmacologiques, 

pharmacocinétiques…) pour obtenir un candidat médicament, et enfin les essais cliniques. La durée 

de ce processus peut-être estimés à 10 ans environ, et son coût à plus de 800 millions de dollars 

(Balunas et Kinghorn, 2005).  

C. Le cas particulier des médicaments à base de plantes 

 Dans la législation française sont distinguées trois catégories de produits : le médicament, le 

médicament à base de plantes et la substance végétale1. Le Code de la Santé Publique distingue de 

plus dans le cadre des plantes médicinales, aromatiques et de leurs dérivés en l’état ou sous forme 

de préparation : dans un premier cas les plantes en l’état, sous monopole pharmaceutique (Art. 

L4211-1) et dans un second cas les préparations magistrales ou officinales (Art. L5121-1). 

L’AFSSAPS (Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, anciennement Agence 

du Médicament) tient à jour une Liste des Plantes Médicinales faisant partie intégrante de la 

Pharmacopée française 10ème édition. Cette liste est divisée en deux parties : les « Plantes 

médicinales utilisées traditionnellement » constituent la Liste A, qui comportait 333 références en 

2009, et les « Plantes médicinales utilisées traditionnellement en l'état ou sous forme de préparation 

                                                      

1 Article L.5111-1 du Code le la Santé Publique modifié par la loi 2007-248 du 26/02/2007, Directive 

2001/83/CE, Directive 2004/24/CE arrêté du 6 mai 2008, Directive 2001/83/CE. 
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dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs au bénéfice thérapeutique attendu » 

représentent la liste B, constituée de 115 plantes en 2009.2 Dans la suite de ce travail, le terme 

« traditionnel » sera ainsi employé pour décrire l’emploi des plantes médicinales spécifiques à 

certaines cultures même s’il reste quelque peu restrictif, ne prenant pas suffisamment en compte le 

fait que ces cultures évoluent perpétuellement et s’adaptent aux modifications de leur environnement 

(Heinrich et al., 2009). 

 Certaines plantes sont en effet toujours actuellement utilisées sous forme d’extraits, la plus 

connue d’entre elles étant sans doute le Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), cité dans le recueil « Shen 

Nung Pen T’sao » datant d’environ 2 500 ans avant Jésus-Christ. La médecine chinoise utilise les 

feuilles de Ginkgo biloba en décoctions et en emplâtres, dans des indications traditionnelles très 

variées : toux, asthme, tuberculose pulmonaire, stabilisation de la spermatogenèse, arrêt des 

leucorrhées… En emplâtre, les feuilles bouillies sont toujours utilisées contre les engelures, ce qui est 

à rapprocher de ses propriétés vasoactives mises en valeur en Europe (Michel, 1986). L’extrait de 

Ginkgo biloba constitue un exemple de principe actif d’origine végétale, maintenant standardisé par 

l’industrie pharmaceutique. Dans le cas du ginkgo, il existe un « extrait complet », également appelé 

« extrait brut » ou « extrait simple », contenant la plupart des constituants dans les mêmes proportions 

que le matériau de départ. Le produit ainsi obtenu est un mélange complexe de principes actifs, de 

constituants inertes de la plante et dans certains cas, de quelques constituants susceptibles de causer 

des effets secondaires. Un extrait de ce type contient généralement de 2 à 4 % de glycosides de 

flavonols. Un second type d’extrait, l’« extrait enrichi » ou « extrait spécial » a permis le 

développement en Europe de phytomédicaments à base de ginkgo. Il est standardisé à 24 % 

d’hétérosides flavonoïdiques et contient également des proanthocyanidines ainsi que des ginkgolides 

et du bilobalide (Drieu, 1986; Sticher, 1993; Sticher et al., 2000). Il est actuellement considéré que les 

ginkgolides sont les composés responsables de l’activité de l’extrait sur l’inhibition de l’aggrégation 

plaquettaire ainsi que des effets sur le métabolisme et le débit sanguin cérébral, et que le rôle anti-

oxydant et anti-oedémateux de l’extrait provient de la présence des flavonoïdes, mais l’étude des 

mécanismes d’action reste difficile du fait de l’existence d’interactions entre ces molécules et les 

autres composés présents dans le mélange, ce qui explique pourquoi l’extrait reste toujours utilisé de 

nos jours (Quetin-Leclerc, 2002). Une des caractéristiques des drogues végétales est en effet le fait 

qu’un remède peut montrer plusieurs activités différentes par des interactions avec des cibles 

moléculaires diverses, mais également en agissant avec des systèmes biologiques liés afin de 

produire des effets de synergie (Liu et Wang, 2008). Des méta-analyses ont également montré un 

                                                      

2 http://www.afssaps.fr/Activites/Pharmacopee/Qu-est-ce-que-la-Pharmacopee-francaise/%28offset%29/1, 

consulté le 20/08/2010 
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effet faible mais cependant significatif de l’extrait de Ginkgo biloba sur des patients atteint de la 

maladie d’Alzheimer (Goldman, 2001). 

 Un des avantages des médicaments à base de plantes – qui restent cependant des 

médicaments à part entière – et des substances végétales est le fait que, étant utilisés depuis un 

temps très long, leurs applications thérapeutiques ont déjà été largement comprises du fait de 

l’expérience. Le point crucial dans le développement de ce type de produits reste donc la 

standardisation de la substance végétale, afin de garantir l’activité et l’innocuité des préparations 

grâce à des études approfondies aussi bien chimiques – par exemple l’étude des profils métaboliques 

des plantes, afin d’identifier les constituants bioactifs, les composés minoritaires, mais aussi 

d’améliorer les connaissances sur l’efficacité, la sécurité et la complexité de ce type de préparation – 

que pharmacologiques (en particulier l’étude des mécanismes de synergie). D’autres points à prendre 

en compte dans ces processus de standardisation sont également les conditions de croissance, de 

récolte et de stockage de la plante, aussi bien que l’influence du climat ou du cycle biologique de la 

plante au moment de sa récolte (Liu et Wang, 2008). Dans le cas de l’utilisation de médicaments à 

base de plantes, il est également important de ne pas négliger, comme pour tout médicament, les 

possibles interactions entre les divers composés de la plante – même s’il ne s’agit pas des principes 

actifs – et d’autres médicaments qui seraient utilisés par le patient. Ainsi, une étude menée sur des 

patients utilisant du millepertuis (Hypericum perforatum L., Clusiaceae), recommandé en particulier 

pour le traitement de la dépression) a montré que la préparation réduisait le taux d’absorption de la 

digoxine d’environ 25 % et augmentait la métabolisation d’autres substances comme la cyclosporine, 

la warfarine et les contraceptifs oraux (Goldman, 2001; Gurib-Fakim, 2006). 

 Concernant plus particulièrement les plantes originaires d’Outre-Mer, il existe en dehors de la 

Pharmacopée française une Pharmacopée caribéenne non officielle qui recense plus de 140 plantes 

utilisées traditionnellement3. Cependant, les plantes issues de l’Outre-Mer peuvent être incluses dans 

la liste des plantes médicinales de la Pharmacopée française. Vingt-et-une d’entre elles y figurent, 

dont en particulier Senna alata (L.) Roxb., Fabaceae (2008) et Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & 

P. Wilson, Verbenaceae (2009)4. Ces travaux s’insèrent dans les initiatives soutenues par le Ministère 

de l’Outre-Mer, en particulier concernant le développement des thérapeutiques traditionnelles, afin de 

poursuivre la reconnaissance et l’officialisation des plantes ultramarines (Afssaps, 2008). Les études 

relatives aux plantes médicinales, et plus particulièrement aux remèdes traditionnels, s’inscrivent donc 

également dans une démarche plus large de valorisation, de conservation et d’exploitation raisonnée 

                                                      

3 http://www.afssaps.fr/var/afssaps_site/storage/original/application/e8cf66590c626ef0f2146e80eb85f1bb.pdf, 

consulté le 29/03/2011 

4 http://www.afssaps.fr/var/afssaps_site/storage/original/application/e8cf66590c626ef0f2146e80eb85f1bb.pdf,  

consulté le 20/01/2011 

http://www.afssaps.fr/var/afssaps_site/storage/original/application/e8cf66590c626ef0f2146e80eb85f1bb.pdf
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d’un patrimoine naturel, tout en gardant comme objectif de possibles développements de formulations 

phytothérapeutiques accessibles au plus grand nombre. 

D. Métabolites secondaires des végétaux : quelles stratégies de 

recherche de nouvelles molécules ? 

1. Les substances naturelles : d’anciens déchets de la biosynthèse devenus des 

composés irremplaçables 

  

 Les métabolites secondaires se définissent comme les molécules produites par des 

organismes vivants (plantes, champignons, bactéries…) ne jouant pas de rôle direct pour les fonctions 

vitales de l’organisme, c'est-à-dire la nutrition, la croissance, et la reproduction (Figure 7). 

Figure 7 : Des molécules responsables de la couleur des plantes, mais pas seulement…. 

 

 Ce phénomène a été reconnu par Julius Sachs en 1873 et précisé par Albrecht Kossel en 

1891. En 1888, Ernst Stahl avait de plus mis en évidence le fait que ces composés pouvaient servir 

de défense aux plantes contre les escargots. Mais depuis cette époque et pendant de longues 

années, ces molécules avaient cependant été considérées comme sans intérêt, jusqu’à ce que les 

progrès de l’écologie chimique remettent en lumière dans les années 60, avec les travaux de Fraenkel 

et Ehrlich, l’importance de leur rôle. Les métabolites secondaires interviennent en particulier dans 

l’évolution, la survie des espèces, ainsi que dans les interactions entre individus de la même espèce 

ou d’espèces différentes, par leur implication dans les phénomènes de défense, de symbiose ou de 

pollinisation par exemple. Du fait du nombre très élevé d’espèces des différents règnes, et du nombre 

de combinaisons possibles pour que ces espèces interagissent, la chimiodiversité issue du vivant 

semble donc difficile à quantifier. Actuellement, le nombre de structures répertoriées comme 

appartenant à cette classe est de près 200 000 (Hartmann, 2007; Pan et al., 2010; Theodoridis et al., 

1998; Verpoorte, 1998; Wink, 2003).  
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 Ces métabolites peuvent être classés en plusieurs grandes familles (Figure 8), dont les plus 

importantes en termes de nombre de structures connues sont les composés phénoliques (tanins, 

flavonoïdes…), les composés azotés, avec en particulier les alcaloïdes, et les composés terpéniques. 

Ils sont globalement issus de « briques » de bases identiques, en particulier le bloc C2 (unité acétate, 

issue de l’acide pyruvique via l’acétyl-CoA), qui conduit par exemple aux acides gras ou aux 

polycétides, le bloc C5 (unité isoprénique dont le précurseur est l’isopentenyldiphosphate ou IPP), qui 

sert de base aux terpènes et aux stéroïdes, et le bloc C9, dérivé de la phénylalanine ou de la tyrosine, 

qui conduit à la classe des phénylpropanoïdes. Si la première voie de biosynthèse, celle de l’acétate, 

est en particulier très développée chez les micro-organismes, et si la seconde se retrouve largement 

chez de nombreux êtres vivants, la troisième est plus spécifique des plantes et conduit en particulier à 

la lignine, aux lignanes, ainsi qu’aux flavonoïdes et anthocyanines. En complément, des voies de 

biosynthèse permettent en impliquant le métabolisme de l’azote par le biais des acides aminés 

d’aboutir à des composés tels que les alcaloïdes (Croteau et al., 2000; Dewick, 2009; Gurib-Fakim, 

2006). 

 

Figure 8 : Diversité structurale des métabolites secondaires des plantes – d’après Wink, M., Phytochemistry 64, p.4, 2003 

 

 Selon Beghyn et al. (Beghyn et al., 2008), un des facteurs expliquant le grand intérêt porté à 

ces métabolites secondaires par des chimistes travaillant dans différents domaines est le fait que ces 

molécules allient à la fois des propriétés biologiques uniques et des structures complexes. Ces 

structures peuvent même être qualifiées de « privilégiées », c'est-à-dire, selon la définition d’Evans et 

al. (Evans et al., 1988), qu’elles sont capables de faire office de ligands pour plus d’un type de 

récepteur du fait de l’association de pharmacophores variés à la périphérie d’un squelette de base.  

Ces composés sont donc de bons candidats pour la recherche de médicaments. 
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2. Présentation des stratégies de recherche 

  

 La pharmacognosie, reconnue comme discipline pharmaceutique en 1815 par Seidler, a été 

définie par l’American Society of Pharmacognosy comme « l’étude des propriétés physiques, 

chimiques, biochimiques et biologiques de médicaments ou médicaments potentiels, éventuellement 

d’origine naturelle, aussi bien que la recherche de nouvelles substances actives d’origine naturelle » 

(Balunas et Kinghorn, 2005). Pour cette recherche, plusieurs critères peuvent être utilisés afin de 

sélectionner des plantes susceptibles de contenir des métabolites secondaires présentant une 

activité, parmi lesquels la chimiotaxonomie (établissement de rapports entre la composition chimique 

des espèces et leur classification systématique), l’ethnobotanique médicale (études des plantes 

utilisées de façon traditionnelle à des fins thérapeutiques), l’écologie chimique (étude du rôle des 

composés chimiques dans la médiation des interactions biotiques) ou la bioinspiration (étude des 

fonctions d’une molécule dans son environnement et application de ces propriétés dans un autre 

domaine)  (Verpoorte, 1998). Ces trois dernières approches seront présentées plus en détails dans 

les paragraphes suivants. En effet, lors d’une collecte effectuée au hasard, les plantes de petite taille 

ou peu abondantes sont rarement récoltées, car non disponibles en quantité suffisante pour alimenter 

des collections destinées au criblage (Lewis et Elvin-Lewis, 1995). Ce biais peut-être contourné grâce 

aux stratégies citées ci-dessus, des espèces d’intérêt majeur pour des études orientées vers des 

applications thérapeutiques étant ainsi plus susceptibles d’être sélectionnées. 

 

Ethnobotanique 

 Le terme « ethnobotanique » a été employé pour la première fois en 1895 par Harschberger, 

botaniste, écologue et taxonomiste américain, définissant ainsi « l’étude des plantes utilisées par les 

peuples primitifs et aborigènes » (Valadeau, 2010). Cette définition s’est élargie et précisée dans les 

années qui ont suivi, passant par une volonté de connaissance exhaustive du mode de vie des 

populations concernées et des effets de l’environnement végétal sur celui-ci, pour aboutir à la 

définition de Schultes en 1967 d’ « étude des relations entre l’homme et la végétation ambiante » 

(Gurib-Fakim, 2006). L’ethnobotanique médicale couvre donc un champ particulier de cette discipline 

très vaste. 

 Des travaux effectués par différents auteurs entre 1985 et 1990 et résumés par Lewis et Elvin-

Lewis ont à l’époque permis de mettre en évidence qu’une sélection des espèces effectuée selon des 

critères basés sur l’ethnobotanique médicale ont cinq fois plus de chances d’aboutir à la découverte 

d’un principe actif d’intérêt thérapeutique qu’un criblage de plantes effectué au hasard. Cette 

estimation a été confirmée par une étude menée sur des plantes utilisées de façon traditionnelle pour 

le traitement d’un virus considéré comme ancêtre du VIH et testées sur le virus VIH. A l’issue de ces 
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tests, 71,4 % des extraits ont démontré une activité in vitro (Lewis et Elvin-Lewis, 1995). De même, 

une étude menée sur l’évaluation de l’activité antifongique de plantes issues d’Amérique latine 

(Svetaz et al., 2010) a mis en évidence un taux de succès supérieur pour les espèces sélectionnées 

sur la base de critères ethnopharmacologiques par rapport à des espèces sélectionnées au hasard 

(40,3 % des espèces actives sur au moins une souche testée dans le premier cas, contre 21,3 % 

dans le second). Les auteurs ont également mis en évidence des activités plus importantes (valeurs 

des CIM – concentration d’inhibition minimale – plus faibles) vis-à-vis des champignons 

dermatophytes dans le cas des plantes utilisées de façon traditionnelle. Le fait que la sélection des 

plantes sur la base de données ethnobotaniques augmente le pourcentage de chance d’aboutir à un 

extrait actif est reconnu et démontré dans de nombreuses publications (Cordell, 1995; Fabricant et 

Farnsworth, 2001). 

 Parmi les exemples les plus connus de médicaments issus d’études ethnobotaniques figurent 

bien sûr la quinine ou l’artémisinine. De même, la galanthamine (Figure 9) (ou galantamine, 

commercialisée sous le nom de Reminyl®) est une molécule, approuvée en 2001 pour le traitement 

de la maladie d’Alzheimer, découverte grâce à des études ethnobotaniques – passant d’une utilisation 

pour la diminution  des douleurs nerveuses au possible traitement de la poliomyélite chez les enfants 

puis conduisant à la découverte de son activité anticholinestérase – et isolée au départ de Galanthus 

woronowii Losink. (Amaryllidaceae) en Russie dans les années 1950 (Heinrich et Teoh, 2004).  
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Figure 9 : Structure de la galanthamine 

 

 Enfin, l’ethnobotanique peut non seulement conduire à la découverte de molécules actives, 

mais, comme dans le cas cité plus haut du Ginkgo biloba, aboutir à la mise sur le marché d’extraits 

totaux ou de préparation phytothérapeutiques. Des études ethnopharmacologiques ont par exemple 

permis d’aboutir à la mise sur le marché au Nigéria d’une préparation botanique à base d’un mélange 

de plantes, Hemoxin®, qui a démontré son efficacité lors d’essais cliniques dans des cas d’anémie 

falciforme (Wambebe et al., 2001).  

 Certains anthropologues soulignent le fait que l’aspect ethnographique est parfois négligé 

dans le cas d’études ethnopharmacologiques (méconnaissance des populations dont les remèdes 

sont étudiés, imprécisions dues aux problèmes de langue…) (Gertsch, 2009). Afin que l’orientation 
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des collectes suivant un critère ethnobotanique soit effectuée de façon précise, il faut donc 

particulièrement veiller à cet aspect, surtout lors des enquêtes menées sur le terrain. 

 

Ecologie chimique et bioinspiration 

 Une des stratégies actuelles, de plus en plus largement utilisée, pour la découverte de 

nouveaux composés se base sur l’écologie chimique. Il s’agit d’exploiter la capacité des plantes ou 

des micro-organismes à produire des molécules biologiquement actives du fait de la pression de 

l’environnement (Figure 10). Les métabolites produits par les organismes vivants ont évolués, via la 

sélection naturelle, afin d’agir de façon physiologique ou écologique sur le maintien de l’organisme. 

Leur caractéristique principale est donc leur grande plasticité et diversité qui permet à l’individu 

concerné de s’adapter de façon flexible aux demandes d’un environnement en évolution constante. 

Ainsi, une plante ayant réussi à se maintenir dans son environnement aura a priori sélectionné les 

meilleures voies de biosynthèse permettant de produire les métabolites secondaires adaptés. 

(Hartmann, 2007; Simmonds, 2003).  

 

 

 Ce concept de la recherche de nouvelles substances actives à partir d’études réalisées en 

écologie chimique peut être décrit sous le nom de bioinspiration. Cette dénomination a été créée au 

début des années 2000 par des chercheurs du domaine des matériaux (Dujardin et Mann, 2002; 

Zhou, 2000), décrivant le fait que la compréhension de l’organisation des atomes et des 

macromolécules du vivant pourrait aider à la mise au point de nouvelles voies de préparation de 

matériaux innovants.  

 Dans le domaine de la pharmacognosie, ce concept a par exemple été illustré par des études 

ayant abouti à la découverte sur la peau de certaines espèces de grenouilles de peptides 

antibiotiques puissants, pouvant détruire la membrane bactérienne sans favoriser le développement 

de résistances, et actuellement testés dans le cadre d’études précliniques (Pan et al., 2010). Les 

auteurs citent également le cas de protéines antivirales trouvées dans des mouches, qui pourraient 

s’avérer être de bonnes candidates pour la recherche de nouveaux antiviraux. Ces recherches ont été 

Figure 10 : Exemples d'interactions plantes-insectes 
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menées au départ en partant du postulat que ces deux espèces animales – grenouilles et mouches – 

vivant dans des environnements hostiles et ne mourant cependant pas d’infections (alors qu’une 

mouche peut par exemple être porteuse de plusieurs millions de bactéries), des composés devaient 

avoir été peu à peu développés par leur métabolisme pour leur permettre de résister aux virus et aux 

bactéries. Des composés antifongiques peuvent également être mis en évidence en s’inspirant de 

cette démarche. Il est par exemple connu depuis longtemps que l’-tomatidine (Figure 11), un 

glycoalcaloïde stéroïdique produit par la tomate, joue un rôle de composé de défense de la plante, et il 

a été démontré récemment que l’aglycone de cette molécule inhibe la biosynthèse de l’ergostérol – 

composant majoritaire de la membrane plasmique – chez les levures (Bednarek et Osbourn, 2009; 

Simons et al., 2006). 

 

 

 

 

Figure 11 : Structure de l'-tomatidine 

  

 Des résultats validant cette démarche ont également été obtenus dans le cadre d’une thèse 

de doctorat (Rodrigues, 2010). En effet, il a été démontré dans cette étude que des composés 

responsables de la durabilité naturelle des bois tropicaux – résistance aux champignons lignivores et 

aux termites – présentent également des activités intéressantes sur les mycoses humaines. En 

particulier, le rubrénolide et le rubrynolide isolés à partir d’un extrait de bois de Sextonia rubra (Mez.) 

Van der Werff (Lauraceae) (Figure 12) ont montré des activités parfois meilleures que celle du 

fluconazole, un antifongique de référence, aussi bien sur des champignons dermatophytes que sur 

des levures. Ces composés, bien que cytotoxiques à une concentration équivalente à celle requise 

pour atteindre l’activité fongicide (tests effectués sur des cellules tumorales KB), mais ne présentant 

aucune cytotoxicité sur cellules musculaires, pourraient donc devenir de bonnes « têtes de série » 

pour la découverte de nouvelles molécules antifongiques (Rodrigues et al., 2010).  

 

 

 

 

Figure 12 : Grignon au sol en forêt guyanaise (photo de droite) - rubrénolide (molécule de gauche) et rubrynolide (molécule de 

droite) isolés de l’extrait à l’acétate d’éthyle du bois de S. rubra (photographie A. Rodrigues) 
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E. Quel avenir pour la chimie des substances naturelles dans le 

développement de nouveaux médicaments ? 

 Malgré le succès de la recherche de substances naturelles à visée thérapeutique et le nombre 

toujours important de molécules d’origine naturelle ou dérivées de molécules naturelles mises sur le 

marché, il faut cependant constater une baisse d’intérêt de l’industrie pharmaceutique pour 

l’exploration des substances bioactives d’origine végétale : à la fin des années 1980, près de 80 % 

des substances pharmacologiquement actives  étaient d’origine végétale ou composées d’analogues 

synthétisés à partir de principes actifs végétaux, et ce chiffre a chuté pour atteindre environ 20 % en 

2007. Trois points principaux peuvent en particulier expliquer cette situation : le fait que le criblage de 

collections de ressources naturelles ne rentre pas forcément dans les critères des stratégies 

modernes de haut-débit, des limitations techniques empêchant d’identifier un nombre suffisant de 

composés nouveaux ayant des activités intéressantes, mais également les questions de propriété 

intellectuelle concernant les ressources végétales, en particulier dans le cas des plantes utilisées de 

façon traditionnelle (Li et Vederas, 2009; Simmonds, 2003).  

 Les métabolites secondaires d’origine naturelle (végétale, marine, fongique ou bactérienne) 

possèdent en effet des caractéristiques rendant leur étude difficile : 

- une incompatibilité des métabolites secondaires sous forme d’extrait brut avec les techniques 

de criblage haut-débit, du fait de la présence de nombreuses molécules, dont certaines, 

comme les tanins, peuvent fréquemment donner dans certaines conditions d’analyse des faux 

positifs (Kingston, 2011),  

- des structures souvent complexes, avec de nombreux atomes d’oxygène et/ou centres 

asymétriques, comme illustré plus haut par l’exemple du taxol (Clardy et Walsh, 2004), 

- des quantités très faibles de principe actif, avec souvent des mélanges de molécules de 

structures proches, rendant les étapes d’extraction et de purification longues et coûteuses, et 

pouvant également conduire à des effets antagonistes ou synergiques, comme mis en 

évidence dans le cas de certaines bactériocines (peptides antimicrobiens issus des bactéries) 

par Garneau et al. (Garneau et al., 2002) 

- une possible variation de la concentration en principe actif dans le matériel de départ, en 

fonction par exemple des conditions environnementales (sol, climat), de la saison de récolte, 

de l’état de maturation de la plante ou du stade de développement de l’organisme5 (Assad et 

al., 1997; Dubey et al., 2004),  

                                                      

5 WHO monograph on good agricultural and collection practices (GACP) for Artemisia annua L., 

http://apps.who.int/medicinedocs/documents/s14074e/s14074e.pdf, consulté le 22/01/2011 
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- un accès à la ressource en quantité suffisante parfois difficile : cette question se pose autant 

pour les plantes dont sont issues des molécules actives (voir l’exemple du taxotère) que pour 

celles utilisées de façon traditionnelle. Selon Brower (Brower, 2008), 15 000 des 50 à 70 000 

espèces de plantes médicinales actuellement estimées seraient menacées d’extinction. De 

plus, les espèces déjà incluses dans des filières de plantes médicinales sont fréquemment 

collectées dans leur biotope naturel, sans mise en culture préalable, ce qui conduit dans 

certains cas à une raréfaction voire à une disparition progressive de la ressource. Cela a en 

particulier été mis en évidence pour Rhodiola crenulata (Hook. f. & Thomson) H. Ohba et 

Cordyceps spp. en Chine (Mercan et al., 2007), 

- un accès à la ressource rendu également difficile du fait des législations en vigueur 

concernant l’accès à la biodiversité (propriété intellectuelle, accès aux ressources génétiques, 

connaissance traditionnelle, partage équitable des bénéfices) (Calderon et al., 2009), 

- et enfin une étude pouvant parfois apparaître a priori comme une science un peu désuète 

face à l’aspect « high-tech » de la synthèse automatisée à haut débit par exemple, pouvant 

rebuter les financeurs. 

 De plus, l’intérêt parmi les entreprises pharmaceutiques pour la recherche de nouveaux 

traitements contre les maladies infectieuses a nettement diminué ces dernières années, or dans ce 

domaine les molécules actives étaient fréquemment des composés d’origine naturelle. Ce facteur 

explique donc également la baisse relative de la part de métabolites secondaires ou de leurs dérivés 

hémisynthétiques dans le domaine pharmaceutique (Beghyn et al., 2008; Koehn et Carter, 2005). 

Cependant, un regain d’intérêt pour la chimie des substances naturelles dans le 

développement de nouveaux médicaments reste possible. En effet, de nombreuses ressources 

naturelles restent encore inexploitées, avec moins de 15 % des végétaux supérieurs testés pour une 

activité biologique donnée, et surtout de nombreux micro-organismes, en particulier les bactéries 

(cyanobactéries, myxobactéries…), non encore étudiés du fait d’une mise en culture permettant la 

réalisation des essais biologiques restée pour le moment sans succès. Parmi les substances 

naturelles les plus intéressantes découvertes ces dernières années, certaines proviennent en 

particulier d’une ressource devenue récemment accessible, les champignons endophytes, comme les 

guanacastépènes, isolés grâce à des tests antiobiotiques à partir d’un champignon endophyte du 

Costa Rica (Brady et al., 2001) (Figure 13). De plus, le taux de succès lors du criblage de molécules 

d’origine naturelle reste plus qu’encourageant : dans le seul cas des polycétides (famille de 

l’érythromycine et de l’amphotéricine), 20 substances ont abouti à la formulation de médicaments sur 

7 000 testées, soit un taux de succès de 0,3 % contre en moyenne moins de 0,001 % de réussite 

dans le cas d’un criblage haut-débit effectué sur des bibliothèques de composés synthétiques (Li et 

Vederas, 2009).  
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Figure 13 : Structures cycliques produites par le champignon endophyte CR115 pour la biosynthèse des guanacastépènes – 

d’après Brady et al., J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9900-9901 

 

Les difficultés techniques citées plus haut peuvent également être surmontées par la mise en 

place de méthodes adaptées et de nouvelles stratégies de recherche (Koehn et Carter, 2005). Parmi 

ces stratégies se trouvent en particulier les « criblages intelligents », par exemple en utilisant des 

cibles résistantes aux antibiotiques connus pour éviter un « bruit de fond » (Baltz, 2008), l’intervention 

de la robotique par couplage des techniques de séparation par CLHP, d’analyse par spectrométrie de 

masse ou RMN et de criblage haut-débit (Corcoran et Spraul, 2003; Isbell et al., 2002; Kingston, 2011; 

Shapiro et Gounarides, 1999), la métabolomique (Verpoorte et al., 2007) ou le développement d’outils 

biologiques, comme la métagénomique, qui étudie les gènes et leur fonction dans des échantillons 

provenant directement de l’environnement, en particulier dans le cas de l’étude des micro-organismes 

du sol. Cette approche permettrait, couplée à des techniques de criblage automatisé, de tester pour 

une activité biologique de nombreux micro-organismes non encore étudiés (Handelsman et al., 1998; 

Mocali et Benedetti, 2010). Ce type d’outils et de stratégies permettent ainsi à la chimie des 

substances naturelles de s’incrire clairement dans le cadre des sciences de pointe, ouvertes vers 

l’avenir. 

Une dernière approche faisant partie de ces évolutions de la chimie des substances naturelles 

est la production des métabolites secondaires d’intérêt par l’expression de la voie de biosynthèse de 

ces molécules au sein de bactéries ou de levures (le « metabolic engineering »), un des exemples les 

plus connus de cette stratégie étant l’utilisation de la bacterie E. coli afin d’obtenir l’acide 

artémisinique, permettant ensuite d’aboutir en 3 étapes d’hémisynthèse à l’artémisinine (Keasling, 

2008). Cette orientation de la biosynthèse de certains métabolites peut également être effectuée dans 

le cas des cultures de cellules des plantes elles-mêmes (Hartmann, 2007).  
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Enfin, les avancées en chimie organique de synthèse et la meilleure compréhension des voies 

de biosynthèse des molécules naturelles ont permis la construction de bibliothèques de composés 

basées sur des squelettes de produits naturels, ce qui met en évidence que ces métabolites 

secondaires peuvent devenir, tout comme les composés synthétiques, de bons points de départ pour 

la recherche de composés bioactifs (Beghyn et al., 2008; Clardy et Walsh, 2004; Ortholand et 

Ganesan, 2004). La mise au point de ce type de bibliothèques peut également être facilitée par le 

développement d’outils d’analyse et de génération d’hypothèses tels que la classification structurale 

des produits naturels (SCONP) faite par Koch et al., qui organise une représentation sous forme 

d’arbre des différents squelettes de base des molécules naturelles (Koch et al., 2005).  

Tous ces éléments, combinant ressources inexploitées et progrès techniques, montrent que la 

chimie des substances naturelles garde toute sa place dans le processus de la découverte de 

nouveaux produits d’intérêt thérapeutique, comme cela a été largement démontré et argumenté dans 

la très complète revue de Newman et Cragg (Newman et Cragg, 2007).  
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F. Plantes et hommes en Guyane française 

 La Guyane française est un département d’Outre-

Mer d’une superficie de 83 846 km2 selon l’IGN. Elle se 

trouve au Nord-Est du continent sud-américain, intégrée 

dans l’ensemble amazonien, et plus particulièrement dans le 

« bouclier guyanais » - ou province floristique des Guyanes - 

situé entre l’Orénoque à l’ouest et l’Amazone à l’est. Les 

pays voisins sont le Surinam à l’ouest et le Brésil au sud et à 

l’est, ses frontières étant respectivement délimitées par les 

fleuves Maroni et Oyapock ainsi que par les Monts Tumuc-

Humac. L’année y est divisée en deux saisons : une saison 

sèche d’août à novembre et une saison humide de décembre 

à juillet, avec une humidité relative moyenne variant de 80 à 

90 % suivant la saison, et des températures stables autour 

de 28°C (IEDOM, 2010; Vigneron et al., 2005). 

 La forêt tropicale humide couvre en Guyane près de 

8 millions d'hectares, soit plus de 90 % du territoire. D’autres 

types de végétations sont également présents en Guyane, 

comme les savanes, marais, mangroves ou savanes-roches 

par exemple (Figure 14). Le nombre d’espèces végétales 

vasculaires recensées sur le plateau des Guyanes serait de 

8 à 10 000, dont 5 200 espèces de plantes supérieures 

recensées en Guyane française, parmi lesquelles plus de 

1 200 espèces d’arbres (De Granville, 2008; IEDOM, 2010), 

contre environ 80 espèces autochtones d’arbres en France 

métropolitaine (Brunaux, 2004). Si l’on regarde le nombre 

d’espèces d’arbres qui composent un hectare de forêt, la 

Guyane française se montre comme la région la plus riche 

parmi la province des Guyanes, avec parfois plus de 200 

espèces par hectare dans certaines zones géographiques 

(Sabatier, 2002). Un réseau d’espaces naturels protégés 

existe en Guyane française, avec en particulier des réserves naturelles (Grand-Connétable, 

Nouragues, Trinité, Kaw-Roura et Amana), une réserve naturelle volontaire (réserve Trésor, sur la 

montagne de Kaw), le Parc Naturel Régional de Régina-Roura et Mana-Awala, et depuis 2007 le Parc 

Figure 14 : Ecosystèmes de Guyane française. 

De haut en bas : Village de Ouanary, estuaire de 

l’Oyapock – Petit inselberg des Nouragues – 

Marais de Kaw – Vers la canopée 
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Amazonien de Guyane, avec 3,4 millions d’hectares divisés en une zone de cœur de 2 millions 

d’hectares et une zone de libre adhésion (Lochon et Linarès, 2004)6. 

 

 Du fait de son histoire (racines 

amérindiennes, colonisation et esclavage, ruée 

vers l’or, bagne…) et de sa situation 

géographique (immigration haïtienne, 

brésilienne et surinamaise), la Guyane 

française se caractérise par une mosaïque de 

groupes ethniques et culturels (Figure 15). Sa 

population est passée de 23 000 habitants en 

1946 à près de 229 000 en 2009 d’après une 

estimation de l’INSEE (IEDOM, 2010). Elle est 

constituée de personnes d’origine créole, 

amérindienne, bushinenge, métropolitaine, 

hmong, chinoise, brésilienne ou haïtienne.   

 Les Amérindiens sont restés la 

population majoritaire jusqu’au XVIIIe siècle, et 

sont issus de  trois groupes linguistiques 

distincts : les Tupi-Guarani (Wayãmpi, 

Emerillons sur le Haut-Oyapock (Camopi, Trois-

Sauts) et le Haut-Maroni), les Arawak (Palikur 

et Arawak, sur la bande côtière et les zones du 

Bas-Maroni et Oyapock) et les Karib (Kali’na et Wayana, dans l’ouest de la Guyane pour les premiers 

et sur le Haut-Maroni pour les seconds) (Grenand et Grenand, 2008; Vigneron et al., 2005). Les 

Bushinenge – ou Noirs Marrons – sont les descendants des esclaves d’origine africaine qui fuyaient 

au XVIIIe siècle les habitations des planteurs hollandais au Surinam actuel. Cette population est 

constituée de quatre groupes – Samaraka, Ndjuka, Boni (ou Aluku) et Paramaka – essentiellement 

présents au Surinam mais également en Guyane française, dans l’ouest du département à l’origine, 

puis de plus en plus dans les bourgs côtiers de la bande littorale (Grenand et Grenand, 2008; 

Vigneron et al., 2005). La majeure partie de la population guyanaise est enfin constituée par les 

Créoles, descendants métis des esclaves africains et des colons métropolitains. 

                                                      

6 http://www.parc-guyane.gf, consulté le 23/01/2011 

Figure 15 : Carte des groupes humains de la Guyane française  - 

source : Pharmacopées traditionnelles de Guyane française, 

Grenand P. et al., IRD Ed., 2004, 816 p. 

http://www.parc-guyane.gf/
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 Du fait de ses origines métissées, la population créole a mis au point une pharmacopée issue 

à la fois de connaissances européennes, d’usages importés des Antilles, de conceptions de la 

médecine d’origine africaine et de découvertes locales (Grenand et al., 2004). Les connaissances 

médicales des Bushinenge sont elles aussi a priori d’origines diverses, du fait de la faible ancienneté 

relative de la présence de ces populations (moins de trois siècles) en Guyane française7. Parmi les 

groupes amérindiens, les pharmacopées ne sont pas forcément homogènes, avec possiblement des 

origines très diverses : représentation strictement amérindienne du monde mais remèdes parfois 

empruntés aux Créoles ou Brésiliens pour les Palikur, pharmacopée issue de l’application de 

connaissances anciennes des Tupi, en les transposant cependant aux espèces guyanaises pour les 

Wayãmpi (Grenand et al., 2004). Au total, plus de 500 plantes médicinales sont recensées en 

Guyane, la très grande majorité d’entre elles n’étant pas inscrite à la Pharmacopée française8. Dans le 

cas spécifique de ce département, il ne faut donc pas parler d’une mais des pharmacopées 

traditionnelles. Leur usage reste très familial, les consommateurs procédant par culture ou cueillette 

dans leurs propres jardins, ou par échange ou don (Fleury et al., 2004). Le recours aux médecines 

traditionnelles reste toujours important : plus de 60 % des personnes interrogées sur les traitements 

utilisés contre le paludisme font par exemple intervenir des plantes (Vigneron et al., 2005). Les 

pharmacopées à base de plantes sont donc toujours bien vivantes dans ce département multiculturel 

d’Amazonie française. 

  

 

 

 

 

  

                                                      

7 Ethnopharmacologie guyanaise : des populations en contact permanent avec la nature, Sauvain, M., consulté 

sur http://www.mpl.ird.fr/suds-en-ligne/fr/plantes/richesse/popula02.htm#suds le 23/01/2011 

8 Senna alata et Lippia alba, inscrites à la Pharmacopée, font par exemple partie des plantes médicinales de 

Guyane, la première étant utilisée en décoction comme remède aux douleurs cardiaques par les Créoles, et la 

seconde comme fébrifuge et vermifuge chez les Amérindiens (Grenand et al., 2004). 
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Chapitre 2 : Faut-il ajouter un 

crabe ? 

Analyse de préparations phytothérapeutiques à base de Quassia 

amara L. (Simaroubaceae) et  Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae) 

utilisées en Guyane française pour une indication antipaludique 
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« Pour terminer sur une note plus légère, une dernière question : quelle est votre anecdote phytochimique 

favorite ?  

Deux ethnobotanistes travaillaient à l’étude du remède d’un chamane d’Afrique de l’Ouest s’étant révélé très 

efficace pour diminuer la glycémie. Ils avaient réalisé un travail approfondi sur des combinaisons variées des trois 

plantes constituant le remède sans pour autant réussir à en reproduire les effets. Retournant auprès du chamane 

après avoir échoué à démontrer, pour le mélange qu’il leur avait indiqué, le moindre effet positif pour le traitement 

du diabète, ils lui demandèrent de voir comment il préparait le remède. Le chamane mit à bouillir les plantes, et, 

juste à la fin de la préparation, y ajouta un crabe. « Qu’est ce que c’est que ça ? » demandèrent les scientifiques. 

Le chamane répondit qu’il s’agissait assez visiblement d’un crabe. Les chercheurs protestèrent en disant que 

jamais le crabe n’avait été mentionné dans la recette initiale. Le chamane sourit alors poliment et souligna le fait 

que la question posée concernait les plantes utilisées dans la recette, question à laquelle il avait répondu ! Le 

remède amélioré s’avéra actif une fois de retour au laboratoire. » 

Traduction tirée de (Plotkin, 2001) 

A. Le paludisme 

1. Présentation du paludisme : du miasme des marais au cycle complexe de 

Plasmodium 

 

 Depuis son apparition, le paludisme a tué ou handicapé plus de personnes que « tous les 

fléaux, toutes les guerres et toutes les automobiles » (Gurib-Fakim, 2006). Cette maladie infectieuse, 

endémique dans près de 100 pays dont la majorité se situe en Afrique sub-saharienne (Garcia, 2010), 

touche actuellement plus de 200 millions de personnes et aurait causé en 2009 près de 781 000 

décès, la population à risque représentant près de la moitié de la population mondiale (environ 3 

milliards de personnes)9. Le paludisme est une maladie ancienne dont on croyait à l’origine qu’elle 

était due aux miasmes provenant des marais. Il fallu attendre 1880 et Charles Laveran pour que la 

présence de parasites dans les cellules sanguines des malades soit mise à jour, et presque 20 ans de 

plus pour que le moustique soit reconnu comme le vecteur de cette maladie, par Ross en 1897 pour le 

paludisme aviaire, et par Grassi et al. entre 1898 et 1900 pour sa forme humaine, transmise par les 

moustiques du genre Anopheles. Ce n’est enfin qu’en 1947 que Shortt et Graham démontrèrent 

l’existence d’une phase de division dans le foie précédant le développement du parasite dans le sang 

chez les primates, et isolèrent peu de temps après des formes exo-erythrocytaires de P. vivax chez 

des malades humains (Cox, 2010).  

                                                      

9 WHO World malaria report 2010, http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241564106_eng.pdf, consulté 

le 22/01/2011 
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 Le parasite, du genre Plasmodium – identifié en 1907 (Cox, 2010) – et dont 172 espèces ont 

été décrites, infecte aussi bien les oiseaux, les reptiles ou les mammifères. Seules quatre espèces de 

Plasmodium sont rencontrées chez l’homme, chacune causant des formes cliniques différentes : 

P. falciparum, P. vivax, P. malariae et P. ovale (Baird, 2005). P. falciparum, rencontré dans les régions 

tropicales et sub-tropicales est le parasite responsable de la forme mortelle du paludisme chez 

l’homme, en raison des complications cérébrales redoutables qu’il génère (Hunt et al., 2006). P. vivax 

est la seconde espèce la plus rencontrée à la surface du globe, aussi bien dans les zones tropicales 

et sub-tropicales que tempérées, et possède le taux de morbidité le plus élevé. Il était par exemple 

responsable d’environ 80 % des cas de paludisme recensés au Brésil en 2001 (Krettli et al., 2001). Ce 

parasite est à l’origine d’une forme récurrente de paludisme, dont les manifestations cliniques vont 

d’asymptomatiques à sévères, pouvant même conduire à la mort (Miyata et al., 2011). P. malariae et 

P. ovale sont moins fréquemment rencontrés que les deux espèces précédemment citées. La 

première, présente dans les zones tempérées et sub-tropicales, est responsable de la « fièvre 

quarte » survenant toutes les 72 heures, avec des rechutes possibles plus de vingt ans après 

l’infection. La seconde, principalement rencontrée en Afrique tropicale et dans quelques îles du 

Pacifique Sud, dont les manifestations sont proches de celles associées à P. vivax, cause des accès 

de « fièvre tierce » (toutes les 48 heures), forme moins grave de l’infection, mais pouvant survenir 

sous forme de rechutes 4 à 5 ans après la première manifestation (Garcia, 2010). En 2004 

l’implication d’une cinquième espèce, P. knowlesi,  dans des cas de la maladie chez l’homme, a été 

confirmée. Le premier cas de paludisme chez l’homme dû à ce parasite, responsable de l’infection 

chez certaines espèces de macaques, avait été mis en évidence en 1965 (Jongwutiwes et al., 2004; 

Singh et al., 2004). 

 Le cycle du parasite est complexe et comprend donc un cycle asexué chez l’homme et un 

cycle sexué chez le moustique (Figure 16). L’infection commence lorsque les sporozoïtes, forme 

infectante du parasite, sont injectés dans l’organisme humain lors d’un repas sanguin de l’anophèle 

femelle infectée (Scott, 2007). Ils migrent alors rapidement vers le foie où ils colonisent les cellules 

hépatiques dans lesquelles se produit une phase de multiplication asexuée ou cycle schizogonique 

exo-érythrocytaire. La division des sporozoïtes donne rapidement naissance à des milliers de 

nouvelles formes parasitaires, les mérozoïtes. Ceux-ci sont libérés lors de l’éclatement des cellules 

hépatiques et gagnent la circulation sanguine. Le second cycle schizogonique, ou cyle érythrocytaire, 

débute donc (Cox, 2010). Un cycle parallèle (dormant) de schizogonie a également lieu dans le foie 

dans le cas de P. vivax et P. ovale. Les parasites à ce stade de développement sont appelés 

hypnozoïtes (Garcia, 2010). Les mérozoïtes libérés dans le flux sanguin vont ensuite pénétrer 

activement à l’intérieur des globules rouges et s’y multiplier (Cox, 2010). Durant la phase dite anneau 

et lorsque le trophozoïte est mature, le parasite consomme l’hémoglobine de la cellule hôte jusqu’à 

occuper entièrement l’érythrocyte (Leete et Rubin, 1996), consuisant au stade schizontes, à partir 
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desquels seront produits de nouveaux mérozoïtes. Libérés dans la circulation sanguine, ces derniers 

infectent à leur tour de nouveaux globules rouges (Arnot et Gull, 1998; Scott, 2007). C’est l’éclatement 

des érythrocytes qui est responsable de la plupart des symptômes caractéristiques de la maladie 

(fièvre et frissons) (Scott, 2007). Des gamétocytes se forment à partir de certains mérozoïtes à 

l’intérieur des globules rouges, et s’ils sont ingérés par le moustique pourront perpétuer le cycle sexué 

(Garcia, 2010; Leete et Rubin, 1996). Dans l’estomac des moustiques ces gamètes fusionnent et 

conduisent à la formation d’un ookinète qui pénètre dans la paroi du tube digestif pour former un 

oocyste. Celui-ci produit alors des sporozoïtes, qui migrent vers les glandes salivaires du moustique 

(Cox, 2010; Leete et Rubin, 1996; Robert et Boudin, 2003; Scott, 2007). 

 

 

Figure 16 : Cycle biologique de Plasmodium. Source: CDC. 

 

 Les médicaments antipaludiques peuvent agir à différents stades du cycle : les schizonticides 

hépatiques – cas par exemple de la primaquine – luttent contre les stades asexués du parasite se 

développant dans le foie. Ils évitent ainsi des rechutes dues à une persistance du parasite dans cet 

organe. Les schizonticides actifs au niveau des cellules sanguines, tels que la quinine ou la 

chloroquine, empêchent les manifestations cliniques de la maladie. Enfin, les gametocytocides – 

notamment les associations artémether-luméfantrine ou artésunate-méfloquine – éliminent ou 

stérilisent les formes sexuées dans la circulation sanguine, empêchant l’infection ultérieure du 

moustique et la transmission de la maladie. Des sporontocides existent également, agissant cette fois 

sur la forme du parasite se développant dans le moustique (primaquine, association sulfadoxine et 
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pyriméthamine, ainsi que certaines fluoroquinolones non commercialisées) (Baird, 2005; Robert et 

Boudin, 2003). 

 

2. Les traitements curatifs 

 

 Parmi les plus anciens remèdes utilisés contre les fièvres en général et le paludisme en 

particulier se trouvent deux plantes, le quinquina et Artemisia annua L. (Asteraceae), qui sont 

aujourd’hui encore à la base des traitements les plus efficaces contre cette parasitose.  

 L’utilisation du quinquina fut redécouverte au XVIIe siècle par des missionnaires envoyés au 

Pérou, remarquant que les Indiens Jivaro semblaient moins affectés par cette maladie, et attribuant 

cet effet à l’écorce d’un arbre, le Quina, qui macérée dans l’eau chaude permettait de soigner la fièvre 

(Butler et al., 2010). Quatre espèces de ces arbres de la famille des Rubiaceae, dont le genre fut 

ensuite officiellement nommé par Linné Cinchona, ont été découvertes vers le milieu du XVIIIe siècle 

suite à l’expédition de Jussieu et de La Condamine, dont C. officinalis L., l’espèce utilisée 

traditionnellement. La poudre d’écorce de quinquina fut alors rapportée en Europe, où le premier 

alcaloïde des quinquinas, la cinchonine, fut isolé en 1811 par Gomes (Pierre, 1971), suivi en 1820 par 

la quinine, principe actif utilisé rapidement sous sa forme purifiée pour traiter les accès palustres. 

Cette molécule a ensuite permis de développer plusieurs dérivés comme la méfloquine et 

l’halofantrine (amino-alcools). Des substituts synthétiques comme la chloroquine ou l’amodiaquine (4-

aminoquinoléines) (Figure 17) permettent également de traiter ou de prévenir le paludisme avec 

moins d’effets secondaires et plus d’efficacité (Gurib-Fakim, 2006; Lewis et Elvin-Lewis, 1995; Quetin-

Leclerc, 2002; Wainwright et Amaral, 2005).  
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Figure 17 : Structures de la quinine et dérivés 

  

 Cependant à l’heure actuelle la plupart de ces molécules autrefois largement utilisées ne sont 

plus aussi efficaces pour lutter contre cette maladie du fait du développement des résistances de 

certaines souches de Plasmodium, et principalement P. falciparum, vis-à-vis des 4-aminoquinoléines 

de synthèse, et en particulier la chloroquine. Le nombre des pays dans lesquels le paludisme est 

endémique et où des zones de résistance ont été détectées s’élevait il y a quelques années à plus de 

60 (Lewis et Elvin-Lewis, 1995). Ce phénomène de résistance, pouvant de façon générale être issu de 

mutations génétiques du parasite mais aussi dû à une mauvaise utilisation des antipaludiques 

(automédication abusive, mauvaise observance), à une indisponibilité des médicaments efficaces 

(rôle crucial du prix des remèdes) ou à la consommation de contrefaçons sous-dosées, facilitant la 

sélection de souches résistantes (Baird, 2005; Dondorp et al., 2010; Pradines et al., 2010), a donc 

conduit à la recherche de nouvelles molécules antimalariques possédant des modes d’action 

différents (Butler et al., 2010; Gurib-Fakim, 2006). 

 

 Les parties aériennes séchées d’Artemisia annua L., ont été utilisées en Chine depuis 

l’Antiquité pour traiter les fièvres et le paludisme. Le principe actif, l’artémisinine, une lactone 

sesquiterpènique, en a été isolée en 1972, dans le cadre d’un projet mené par des scientifiques 

chinois pour le développement de nouveaux actifs antipaludiques à destination de l’armée, testée à 

large échelle en Chine en 1974, et sa structure chimique élucidée en 1979. Cette même année le 
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bilan des résultats obtenus pour l’artémisinine en tant que principe actif antipaludique fut repris par 

deux spécialistes anglais, qui, en collaboration avec les équipes chinoises poursuivirent les essais, 

rendus cruciaux du fait du développement de souches résistantes aux dérivés de la quinine (Butler et 

al., 2010; Quetin-Leclerc, 2002; Yiqing, 2009). L’activité antiplasmodiale de cette molécule est due en 

particulier au pont endo-peroxyde présent dans cette molécule. Cette lactone sesquiterpénique est 

extrêmement efficace contre les souches multi-résistantes de Plasmodium spp., mais son 

approvisionnement reste délicat, et elle est inaccessible pour des questions de coût à la plupart des 

malades du paludisme. A partir de l’artémisinine ont été développés des dérivés hémisynthétiques : 

l’artéméther, l’artééther et l’artésunate de sodium (Figure 18), molécules largement utilisées dans les 

zones impaludées, en particulier l’Inde (Itokawa et al., 2008; Keasling, 2008).  
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Figure 18: Structures de l'artémisinine et dérivés 

  

  Si les effets gamétocytocides des dérivés de l’artémisinine permettent de réduire la 

transmission de la maladie et de limiter les risques de développement de résistances, il en existe 

cependant malheureusement déjà des exemples (Jambou et al., 2005). Les thérapies s’orientent donc 

vers des combinaisons entre l’artémisinine et ses dérivés et d’autres médicaments antipaludiques 

(ACT ou artemisinin combination therapy) (Butler et al., 2010; Dondorp et al., 2010). Certaines de ces 

combinaisons sont à doses fixes, comme l’atémether-luméfantrine (Coartem®, Riamet®) ou 

l’artésunate-amodiaquine (Coarsucam®) (Dondorp et al., 2010; Yiqing, 2009). Les associations 

peuvent également impliquer d’autres molécules : la Malarone® est un mélange atovaquone-proguanil 

(Figure 19), fréquemment utilisé en prophylaxie dans les zones de chloroquino-résistance10. Ces 

combinaisons permettent ainsi de lutter contre le développement de la résistance du parasite aux 

différentes monothérapies existantes (Dondorp et al., 2010), grâce à l’association de deux 

mécanismes d’actions différents sur le même stade de développement du parasite (Baird, 2005).  

                                                      

10 http://www.phac-aspc.gc.ca, Agence de la Santé Publique du Canada, consulté le 02/04/2011 
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Figure 19 : Structures de l'atovaquone et du proguanil, molécules utilisées en combinaison dans la Malarone ® 

 

 L’atovaquone, bien qu’issue de la synthèse totale, possède cependant un pharmacophore 

inspiré par les substances naturelles (Newman et Cragg, 2007). Cet exemple, et le rôle toujours 

crucial dans la lutte contre la maladie des dérivés de la quinine et de l’artémisinine, molécules 

découvertes grâce aux pharmacopées traditionnelles, montrent bien l’importance de la chimie des 

substances naturelles et des études ethnopharmacologiques dans ce domaine (Bero et al., 2009; 

Ginsburg et Deharo, 2011; Kaur et al., 2009; Wright, 2005). 

  

3. Etat du paludisme en Guyane française, où l’animal le plus dangereux de la 

forêt amazonienne n’est pas toujours celui que l’on croit… 

 

 Environ deux tiers des cas de paludisme recensés en Amérique du Sud le sont dans le bassin 

amazonien (Garcia, 2010). Au début des années 1950, le paludisme était fortement implanté dans 

toutes les zones habitées de la Guyane française, sans que les données disponibles permettent de 

connaître avec précision le niveau d’endémie (Carme et al., 2009). Deux périodes de lutte intensive 

(traitement des habitations et large distribution de médicaments) ont permis de faire diminuer le 

nombre de cas dans les années 1950-1960 puis dans les années 1970 à 1980 (Carme et al., 2009; 

Mouchet et al., 1989). Le nombre de cas répertoriés a cependant subi une nouvelle augmentation dès 

le début des années 1980, due en particulier à l’arrivée massive de réfugiés fuyant la guerre civile au 

Surinam, puis à l’accroissement de l’orpaillage. Depuis le début des années 2000, la situation 

épidémiologique est plutôt stable, avec une moyenne de 3 920 accès palustres enregistrés, soit un 

taux d’incidence de 20 ‰ (Carme et al., 2009) (Figure 21).  
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Figure 20 : Evolution du nombre de cas de paludisme et de la population en Guyane française de 1982 à 2007 - Source : SDD - 

DSDS et INSEE 

  

 Le profil épidémiologique n’est pas homogène sur l’ensemble du département (Figure 22). Les 

foyers majoritaires d’endémies sont situés le long des fleuves, en particulier les deux fleuves 

frontaliers : le Maroni à l’ouest, avec 77 % des cas recensés entre 1999 et 2003 (Fouque et al., 2010), 

principalement sur sa partie haute entre Maripasoula et Antécume-Pata, et l’Oyapock à l’est. La 

situation a évolué ces dernières années, avec une augmentation du nombre des cas sur l’Oyapock et 

dans la région située entre Saint-Georges et Cayenne – les environs de Saint-Georges et le Bas-

Oyapock sont classés depuis 2007 comme zone à risque élevé de paludisme – alors qu’une 

diminution sensible de la prévalence du paludisme a été observée le long de la frontière avec le 

Surinam, en particulier sur le Bas- et Moyen-Maroni, qui sont maintenant considérées comme des 

zones à faible risque de paludisme. Pour Grand-Santi par exemple, le taux d’incidence est passé de 

130 ‰ en 2004 à 26 ‰ en 2007 (Carme et al., 2009). La répartition entre P. falciparum et P. vivax est 

globalement équitable, avec seulement quelques cas relevés de P. malariae (2,6 %). De fortes 

variations existent cependant pour cette répartition suivant les zones d’endémie considérées. 

P. falciparum domine en effet dans la région du Bas-Maroni, traditionnellement peuplée par les 

Bushinengue d’origine africaine, peu métissés et bénéficiant donc d’une résistance naturelle à 

P. vivax (Hanf et al., 2009). Dans cette région sont également relevés la majorité des cas de 

P. malariae (5 à 10 % des cas). P. vivax est au contraire plus fréquent sur le Haut-Maroni, où la 

population est majoritairement amérindienne, même si P. falciparum reste fortement présent dans 

cette zone. Il s’agit essentiellement de paludisme provenant des sites d’orpaillage. Sur le Haut-

Oyapock, où se situent des villages peuplés de façon quasi-exclusive par des Amérindiens, P. vivax et 

P. falciparum sont équitablement représentés, la première devenant majoritaire sur la partie basse du 

fleuve. Sur le reste du territoire, les zones de forte endémie sont liées en particulier à la présence de 

sites d’orpaillage, comme à Saint-Elie ou Saül, où une véritable épidémie de paludisme, 

principalement à P. falciparum, se développe depuis 2008. De la même façon, la région de Régina fait 
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maintenant partie des zones à fort risque, la situation s’étant dégradée depuis la mise en service de la 

RN2 reliant l’est du département (Carme et al., 2009). La relation entre orpaillage, immigration, 

développement des infrastructures routières et accroissement du paludisme a été discutée dans une 

étude récente (Carme, 2005). 

 Le vecteur principal du paludisme en Guyane est Anopheles darlingi, moustique se 

développant dans une très grande variété de gîtes – marais, petits étangs, canaux, fossés, végétation 

de bord de fleuves – sur l’ensemble du territoire (Mouchet et al., 1989) Il s’agit de l’un des vecteurs du 

paludisme les plus importants en Amérique du Sud, et le plus important en zone amazonienne 

(Fouque et al., 2010). D’autres espèces sont également présentes en Guyane, comme A. aquasalis 

dans les eaux saumâtres près des zones maritimes, A. braziliensis, A. nuneztovari et A. intermedius 

(Mouchet et al., 1989). Ces deux dernières espèces ont été reconnues comme participant également 

à la transmission du parasite (Carme et al., 2009). D’autres espèces, connues comme vecteurs dans 

les pays voisins, ont également été testées comme positives à la présence de sporozoïtes du 

Plasmodium en Guyane (Dusfour et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Le risque de paludisme en Guyane - carte mise à jour le 18 mars 2011 après validation par le Comité de suivi des 

maladies transmissibles par les insectes en Guyane – Source : « le Point Epidemio CIRE Antilles-Guyane » – surveillance du 

paludisme N°03/20 
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 Il est enfin à noter que la Guyane est une région de forte chimiorésistance pour P. falciparum. 

La résistance à la chloroquine a été observée dès les années 1970, et constatée in vitro au milieu des 

années 1980. Elle est complète depuis les années 1990, mais une amélioration des CI50 commence à 

devenir visible depuis son exclusion des traitement en première intention en 1995 (Esterre et al., 

2009). Depuis 2008 sont appliquées de façon plus large les recommandations de la Réunion de 

Consensus sur le Paludisme en Guyane de 2002, soit l’utilisation de l’association artémether-

luméfantrine (Riamet®) pour les cas de P. falciparum, et le recours à la primaquine en cas de 

P. vivax, ou la proposition de la Malarone® (association atovaquone-proguanil) en prophylaxie (Carme 

et al., 2009; Esterre et al., 2009). Les souches guyanaises sont actuellement toujours sensibles à la 

quinine, l’amodiaquine et l’artémether, mais la méfloquine et l’halofantrine sont maintenant classées 

en zone intermédiaire. La résistance à la doxycycline est observée depuis 2002, et le premier cas 

sud-américain de résistance à l’atovaquone a été décrit en 2005 sur un résident guyanais remontant 

le Maroni (Esterre et al., 2009). 

 

4. Substances naturelles antiplasmodiales amazoniennes et médecine 

populaire 

 

 Des extraits et métabolites secondaires purifiés issus de la flore d’Amazonie brésilienne ont 

présenté des activités antipaludiques intéressantes. En particulier, le néosergéolide issu de 

Picrolemma sprucei Hook. F. (Simaroubaceae) ou l’aspidocarpine, un alcaloïde isolé à partir 

d’Aspidosperma desmanthum Benth. ex Müll. Arg. (Apocynaceae) font partie des molécules les plus 

actives contre P. falciparum provenant de sources naturelles (Calderon et al., 2009). Si les molécules 

isolées ne présentent pas directement d’activité antiplasmodiale, des applications différentes peuvent 

être trouvées. Dans le contexte de la prévalence de souche chloroquino-résistantes à Madagascar, 

des investigations ont par exemple été effectuées sur la base de remèdes traditionnels. Des études 

ont en particulier été menées sur les préparations à base de Strychnos myrtoïdes Gilg & Busse 

(Loganiaceae), utilisées dans la pharmacopée locale comme adjuvant des traitements à base de 

chloroquine. Deux molécules, la strychnobrasiline et la malagashine (Figure 20) en ont été isolées, 

mais ne présentent pas d’activité antiplasmodiale (CI50 de 73 et 69 µg/ml respectivement) ni de 

toxicité. Elles potentialisent cependant de façon significative la chloroquine. A ce jour, des évaluations 

cliniques menées sur les infusions d’écorce de S. myrtoïdes ont montré des résultats encourageants, 

potentialisant la chloroquine aussi bien in vitro qu’in vivo (Gurib-Fakim, 2006). 
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Figure 22 : Structures de la strychnobrasiline (à gauche) et de la malagashine (à droite) isolées de l'écorce de Strychnos 

myrtoïdes 

 

 Concernant la perception de la maladie par les populations et les traitements utilisés en 

Guyane française, une étude a été menée par Vigneron et al. sur 117 personnes issues de divers 

groupes ethniques de Guyane française (Kali’na, Palikur, Créoles, Hmong, Brésiliens, Européens) par 

le biais de questionnaires comportements – attitudes – pratiques (Vigneron et al., 2005). Ce travail a 

mis en évidence une bonne connaissance de la maladie (symptômes, transmission, gravité) par les 

personnes interrogées. Sur ce panel, 72 personnes soient 61 % ont déclaré avoir subi une crise 

palustre au moins une fois dans leur vie, et la grande majorité d’entre elles se sont alors rendue au 

centre de santé le plus proche. Sur ces 72 personnes, 27 (37,5 %) ont eu recours seulement à des 

traitements modernes, 3 à des remèdes traditionnels uniquement, et 42 (58,3 %) à une combinaison 

entre médicaments occidentaux et plantes médicinales. Ce recours n’est pas lié aux facteurs 

sociologiques (lieu de résidence, âge, sexe, groupe ethnique…) mais au fait d’avoir eu ou non une 

première crise de paludisme, orientant dans ce cas les patients vers l’usage des préparations 

phytothérapeutiques. Selon ces personnes : « les médicaments soignent, mais les plantes 

guérissent ». D’autres plantes sont également utilisées de façon préventive, comme les espèces 

participant à la fabrication des amers chez les Créoles ou les tiviyine chez les Palikur et Kali’na.  

 Ainsi, l’étude des préparations phytothérapeutiques employées par les différentes populations 

guyanaises est loin d’être une étude anecdotique et tournée vers le passé, mais bien une recherche 

correspondant au mode de vie actuel de ces populations et s’inscrivant pleinement un contexte en 

évolution constante. Les pharmacopées traditionnelles en Guyane occupent en effet toujours une 

place importante au sein des différentes communautés, et de nombreux ouvrages s’y intéressent, en 

particulier chez les Palikur, les Créoles et les Wayãmpi (Grenand et al., 2004) ou chez les Wayana 

(Fleury, 2007). Cependant, peu de données quantitatives liées à l’utilisation des plantes médicinales 

ont été publiées. La première partie de ce chapitre, portant sur Quassia amara L., représente le volet 

chimique – isolement du principe actif, étude phytochimique de la tisane de Q. amara, influence de 

l’état du matériel végétal – d’une étude menée sur les préparations issues de cette plante utilisée en 

pharmacopée traditionnelle (Bertani, 2006; Bertani et al., 2006). La seconde s’intéresse à une 

décoction de P. acutangulum DC. utilisée contre le paludisme par les Améridiens Wayana du Haut-

Maroni. 
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B. La tisane de Quassia amara L. : une « recette de grand-mère » contre 

le paludisme 

1. Quassia amara L. (Simaroubaceae), le « quinquina de Cayenne » : 

historique, usages traditionnels et activités 

  

 Quassia amara L. (Figure 23) est un arbuste ou petit arbre de la famille des Simaroubaceae 

pouvant atteindre 2 à 8 m de haut, caractérisé par le fait que toutes les parties de la plantes 

possèdent un goût amer. Les feuilles sont alternes, composées et imparipennées, les inflorescences 

sont d’une couleur rouge vif, les fruits sont des drupes de 1 à 2 cm de long. Cette espèce présente 

dans les forêts tropicales sud-américaines se retrouve également au Panama ou au Mexique11. Elle 

est encore actuellement cultivée en Guyane française, où elle est connue sous le nom créole de 

quiquina de Cayenne ou couachi (ou bwa-couachi) (Grenand et al., 2004). 

 Quassia amara est une espèce connue depuis longtemps pour son amertume intense 

(Dorvault, 1880). Elle a été utilisée à des fins médicinales depuis le milieu du XVIIIe siècle, après la 

découverte de ses propriétés fébrifuges vers 1730 par un esclave surinamais nommé Kwasi, un 

guérisseur renommé (« the celebrated Granman Quacy »), la plante ayant été nommée ainsi en son 

honneur par Linné (Price, 1979). Son usage est toujours présent au Surinam, en particulier sous la 

forme de gobelets taillés dans le bois appelés Kwasi bita beker (Odonne et al., 2007). 

  

                  

Figure 23 : Feuilles et fruit de Quassia amara L. (à gauche) et fleur (à droite, photographie G. Bouchon) 

  

                                                      

11 http://www.tropicos.org, consulté le 05/0/2011 

http://www.tropicos.org/
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 La famille des Simaroubaceae, constituée de 32 genres et environ 200 espèces (Almeida et 

al., 2007), regroupe de nombreuses espèces connues pour leurs propriétés antipaludiques, à l’instar 

de Simaba guianensis (Cabral et al., 1993), Simaba cedron (Moretti et al., 1994) ou Picrolemma 

pseudocoffea (Bertani et al., 2005).  

 Les espèces du genre Quassia (Q. amara, Q. undulata, Q. africana, Q. indica par exemple) 

sont en particulier réputées en médecine traditionnelle dans le traitement des fièvres, du paludisme et 

des diarrhées, ainsi que pour leurs propriétés vermifuges, antimicrobiennes et cytotoxiques (Ajaiyeoba 

et al., 1999; Apers et al., 2002; Kitagawa et al., 1996; Mbatchi et al., 2006). Dans le cas de l’activité 

antiplasmodiale de Q. amara, étudiée par Ajaiyeoba et al., des extraits de feuilles (extrait hexanique et 

extrait méthanolique) ainsi qu’un extrait méthanolique de bois ont été testés in vivo sur Plasmodium 

berghei berghei, les deux premiers extraits présentant une activité par voie orale à des doses de 100 

mg/kg et de 200 mg/kg respectivement. Les études suivantes concernant l’activité antiplasmodiale de 

cette plante ont été menées en Guyane française par Bertani et al. sur des préparations 

phytothérapeutiques à base de bois et de feuilles de Q. amara, et seront présentées dans les 

paragraphes suivants (Bertani et al., 2005). Parmi les autres activités biologiques mises en évidence, 

des extraits méthanoliques et hexaniques de feuilles et de bois ont inhibé in vitro la croissance de 

plusieurs micro-organismes (E. coli, S. faecalis, S. aureus, A. niger), l’extrait méthanolique de feuille 

étant le plus efficace (Ajaiyeoba et Krebs, 2003). Une activité antiulcéreuse, correspondant à une 

utilisation traditionnelle relevée par exemple en médecine populaire caribéenne, a également été mise 

en évidence à une dose de 100 mg/kg pour des extraits d’écorce sur des souris, aussi bien de façon 

curative que préventive (Toma et al., 2002), pour un extrait aqueux de bois (Badilla et al., 1998), ainsi 

que pour des extraits standardisés d’écorce de Quassia amara, Lipro® et Ligas® (Garcia-Barrantes et 

Badilla, 2011). Un extrait aqueux d’écorce a également montré in vitro une activité antirétrovirale via 

un effet protecteur des cellules lymphoblastoïdes-T MT2 vis-à-vis du virus de l’immunodéficience 

humaine (Abdel-Malek et al., 1996). Des effets positifs sur certains oedèmes ont également été mis 

en évidence in vivo, les auteurs associant cette activité aux propriétés sédatives musculaires et 

relaxantes ou psychomimétiques des extraits d’écorces ainsi testés (Toma et al., 2003). Plus 

récemment un extrait méthanolique de Q. amara (plante entière) a montré un potentiel anti-

inflammatoire (Verma et al., 2010). Enfin, une baisse de la fertilité chez les rats a été observée suite à 

l’injection d’un extrait au dichlorométhane de l’écorce de Q. amara (Parveen et al., 2003). De même, 

une activité anti-fertilité réversible a été démontrée après traitement par voie orale de rats avec un 

extrait méthanolique de bois (Raji et Bolarinwa, 1997). La quassine a été identifiée comme le 

composé responsable de cette activité (Njar et al., 1995). En ce qui concerne la cytotoxicité, une 

activité a été démontrée dans le cas de la sève de Q. amara in vivo sur des cellules P-388 de la 

leucémie chez la souris, et in vitro sur des cellules KB de carcinome humain. Un extrait aqueux de 

bois administré par voie orale à des rongeurs n’a quant à lui montré aucun signe de toxicité à des 
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doses allant de 250 à 1000 mg/kg. Par voie intrapéritonéale cependant des signes de toxicité aigüe 

ont été observés à 500 mg/kg, et une dose de 1000 mg/kg s’est avérée léthale en 24 heures (Garcia 

Gonzalez et al., 1997). 

 Q. amara est utilisée en Guyane française pour ses vertus fébrifuges, toniques et vermifuges. 

Les feuilles frottées sur le corps ou les décoctions d’écorce ou de feuilles sont également utilisées afin 

de repousser les moustiques et divers parasites (Grenand et al., 2004). Cette utilisation peut être 

associée à la présence de quassine, une molécule aux propriétés insecticides puissantes, pour 

laquelle Quassia amara est par exemple cultivé en Amérique du Sud (Bertani, 2006; Sarais et al., 

2010). Dans le cadre d’applications technologiques ou phytosanitaires, des activités anti-appétantes 

vis-à-vis des insectes xylophages (Hypsipyla grandella) ont été mises en évidence pour des extraits 

méthanoliques de bois et de feuilles (Mancebo et al., 2000). La pulvérisation d’un extrait aqueux de 

bois de Q. amara riche en quassine et néoquassine sur les cultures a également permis de protéger 

des vergers de l’attaque d’un hyménoptère, Hoplocampa testudinae (Psota et al., 2010). 

 

2. Les quassinoïdes : origine, activités biologiques et relations structure-

activité 

 

 Les espèces de la famille des Simaroubaceae contiennent des principes amers connus sous 

le nom de quassinoïdes. Il s’agit de triterpènes oxygénés dont la plupart sont classés en cinq groupes 

suivant le nombre d’atomes de carbone de leur squelette (C-18, C-19, C-22 et C-25). A ce jour plus de 

150 de ces composés ont été isolés et caractérisés (Fiaschetti et al., 2011; Guo et al., 2005). 

L’existence de principes amers dans Quassia amara avait été décrite dès 1835 (Almeida et al., 2007), 

mais il fallut attendre plus d’un siècle pour que la quassine et la néoquassine (Figure 24), les deux 

premiers quassinoïdes isolés, soient obtenus à partir de bois de Q. amara (Clark, 1937). Leur 

structure fut partiellement déterminée par Hanson et al. sur la base d’observations physiques et 

chimiques lors de l’étude d’un groupe de quassinoïdes (Hanson et al., 1954). La structure complète de 

ces molécules ne fut cependant totalement déterminée qu’en 1961 lorsque des techniques telles que 

la RMN purent leur être appliquées (Valenta et al., 1961). La synthèse de la quassine, premier 

quassinoïde entièrement synthétisée, a été effectuée en 1980 par Grieco et al. (Grieco et al., 1980). 

L’intérêt pour les quassinoïdes, en particulier ceux de type C-20, s’est accru dans les années 1970 

avec la mise en évidence de l’activité antileucémique marquée de certaines de ces molécules (Guo et 

al., 2005).  
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Figure 24 : Structure de la quassine et de la néoquassine, premiers quassinoïdes isolés de Q. amara 

 

 La brucéantine (Figure 25) fut en particulier isolée en 1973 par Kupchan à partir de Brucea 

antidysentrica Mill. (Simaroubaceae) et identifiée comme le principe actif de cet arbre utilisé contre le 

cancer en Ethiopie (Kupchan et al., 1973). Les essais cliniques n’ayant pas mis en évidence de 

régression des tumeurs, les études sur cette molécule furent interrompues à cette époque (Bedikian 

et al., 1979). Les auteurs avaient également montré qu’à faible dose, les patients souffraient 

d’hypotension, de nausées et de vomissements, effets secondaires fréquemment observés pour ce 

type de traitement, et qu’à plus forte dose (150 µg/kg/jour) une toxicité sanguine était observée, 

conduisant à une réduction importante du nombre de plaquettes. Des études récentes ont cependant 

montré des résultats plus encourageants, donnant à penser que l’activité de la brucéantine sur 

certains types de cancers (leucémie, lymphome, myélome) mériterait de nouvelles investigations 

(Cuendet et Pezzuto, 2004). D’autres quassinoïdes comme le brusatol (Figure 26), isolé de Brucea 

javanica, ont été largement étudiés pour leur activité antitumorale et leurs effets préventifs sur le 

cancer (Fiaschetti et al., 2011; Guo et al., 2005; Hitotsuyanagi et al., 2006; Itokawa et al., 2008). Une 

nouvelle molécule de cette famille, le yadanziolide S (Figure 26), a également été testée. Il s’agit cette 

fois d’un composé tétracyclique plutôt que pentacyclique (Itokawa et al., 2008).  
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Figure 25 : Structures de la brucéantine, du brusatol et du yadanziolide S 

  

 Parmi les nombreuses activités pharmacologiques décrites pour ces molécules (Almeida et 

al., 2007; Guo et al., 2005; Vitanyi et al., 1997; Wright et al., 1988) figurent également les propriétés 
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antipaludiques. En 1947, près de 600 extraits de plantes provenant de 126 familles différentes avaient 

été testés sur des formes aviaires du paludisme in vivo. Trente genres démontrèrent une activité, les 

deux familles conduisant aux meilleurs résultats étant les Amaryllidaceae et les Simaroubaceae 

(Phillipson et al., 1993). Depuis cette date, de nombreux quassinoïdes ont été évalués pour leur 

activité antiplasmodiale, environ 50 d’entre eux, issus de 13 espèces de Simaroubaceae appartenant 

à 9 genres (Ailanthus altissima, A. excelsa, Brucea javanica, Castela texana, Eurycoma longifolia, 

Hannoa chlorantha, Quassia indica, Q. amara, Simaba cedron, S. guianensis, S. orinocensis, 

Simarouba amara, Soulamea tomentosa)  possédant un effet marqué (Muhammad et Samoylenko, 

2007). Plusieurs de ces molécules possèdent des CI50 de l’ordre du nM vis-à-vis de P. falciparum, ce 

qui en fait des molécules plus actives que la chloroquine. Parmi celles-ci se trouvent par exemple la 

glaucarubinone avec une CI50 de 8 nM (Figure 27), la simalikalactone D (Figure 26) avec une CI50 de 

1,8 nM ou la brucéantine avec une CI50 de 1,5 nM sur la souche K1 de P. falciparum (Bray et al., 

1987; O'Neill et al., 1986). 
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Figure 26 : Structure de deux quassinoïdes présentant une activité antiplasmodiale 

  

 Les quassinoïdes antipaludiques possèdent un squelette carboné tétracyclique avec un cycle 

lactone (Guo et al., 2005; Phillipson et al., 1993). Des études de relations structures activités menées 

ou citées par plusieurs auteurs, principalement dans le cas de la recherche de molécules 

anticancéreuses, ont permis de mettre en évidence plusieurs autres éléments structuraux (Figure 27) 

jouant un rôle particulièrement important dans les activités, dont l’activité antiplasmodiale, de ces 

molécules. 
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Figure 27 : Relations structure / activité des quassinoïdes à activité antiplasmodiale (exemple de la brucéantine) 
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 La présence et la nature de la chaîne incluant une fonction ester en position 15 influent sur les 

activités anticancéreuse (Murakami et al., 2004), antivirale (Apers et al., 2002), antiamoebique (Wright 

et al., 1988) et antiplasmodiale (O'Neill et al., 1986) des quassinoïdes. Celle-ci pourrait en effet 

permettre d’accroître le caractère lipophile de la molécule, permettant ainsi une meilleure 

biodisponibilité, et sa nature influant sur ses capacités de liaison avec le site d’action (Lang'at et al., 

1998). Une comparaison des activités de la glaucarubinone et de la 6-sénécioyloxychaparrinone 

montre de plus que la présence d’une chaîne possédant une fonction ester en C-15 améliore l’activité 

antiplasmodiale observée par rapport à une position latérale en C-6 (O'Neill et al., 1986). La présence 

de deux fonctions ester, à la fois en C-6 et en C-15 comme dans le cas de l’undulatone conduit par 

contre à une diminution de l’activité par comparaison avec la molécule possédant une fonction ester 

seulement en C-15 (holacanthone) (Phillipson et al., 1993). 

 Les motifs de substitution du cycle A (atomes de carbone de 1 à 5), en particulier la présence 

d’une cétone ,-insaturée et la position du système conjugué, ont également été mis en évidence 

comme ayant un rôle crucial sur l’activité de ce type de molécules, ainsi que la présence de 

groupements hydroxyles libres répartis sur la structure (Fiaschetti et al., 2011; Guo et al., 2005; 

Hitotsuyanagi et al., 2006). 

 Enfin, la présence d’un pont méthyl-oxygène dans le cycle C entre les atomes de carbone C-8 

et C-13 ou C-8 et C-11 est une caractéristique structurale des quassinoïdes présentant les activités 

les plus élevées sur des souches chloroquino-résistantes ou chloroquino-sensibles de P. falciparum 

(Muhammad et Samoylenko, 2007), les quassinoïdes du premier groupe (isolés des genres Brucea, 

Simaba et Quassia) étant plus actifs que ceux du second (isolés des genres Eurycoma, Simarouba, 

Castela, Hannoa et Ailanthus), comme mis en évidence par O’Neill et al. (1986) dans le cas des CI50 

mesurées pour la simalikalactone D et la brucéantine (pont C-8(13)) d’une part et la glaucarubinone 

(pont C-8(11)) d’autre part. 

 Ainsi les quassinoïdes font partie des molécules possédant une activité antipaludique parmi 

les plus intéressantes, mais rencontrent des difficultés à passer l’épreuve des essais cliniques du fait 

du lien fréquent entre activité et cytotoxicité. Les études de relation structure-activité restent donc 

essentielles, afin d’améliorer la sélectivité de ces composés par synthèse (Lang'at-Thoruwa et al., 

2003). Une autre voie possible est également celle consistant à évaluer les potentiels effets 

synergiques entre ces molécules et des médicaments antipaludiques, en mettant ainsi en valeur les 

fortes activités relevées à faibles doses aussi bien in vitro qu’in vivo pour ces molécules (Muhammad 

et al., 2004). 

 Dans le cas de Q. amara, les quassinoïdes représentent de 0,05 à 0,25 % du bois, les 

molécules majoritaires étant la quassine, la néoquassine et la 18-hydroxyquassine (Vitanyi et al., 

1997). Ces molécules ont également été isolées d’un extrait brut commercial, ainsi que la paraïne, la 
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nigakilactone A et le quassialactol (Dou et al., 1996). D’un extrait méthanolique du bois ont également 

été extraits la 11--O-(-D-glucopyranosyl)-16--O-méthylnéoquassine, la 1--O-méthylquassine, la 

12--hydroxy-13,18-déhydroparaïne, la 16--O-méthylnéoquassine, la 11-acétylparaïne (Barbetti et 

al., 1993), la 11-dihydro-12-nornéoquassine, l’isoparaïne (Grandolini et al., 1987). Un certain nombre 

d’autres molécules isolées des parties ligneuses de Q. amara sont citées dans la revue de Lopez 

Saez et al. (2008). Les molécules isolées des parties non ligneuses sont moins nombreuses : la 

quassine (Lopez Saez et Perez Soto, 2008) à partir des feuilles, fleurs et fruits, la simalikalactone D et 

la quassimarine à partir de la sève (Kupchan et Streelman, 1976). 

 Ainsi, si Q. amara, comme de nombreuses espèces de la famille des Simaroubaceae, est 

renommée en médecine populaire pour son effet antipaludique, l’activité antiplasmodiale des extraits 

n’a été que peu ou pas évaluée in vitro et in vivo. De plus, la composition chimique des feuilles, 

également utilisées de façon traditionnelle, reste très peu décrite. Une évaluation de l’activité 

antipaludique du remède préparé à partir des feuilles de Quassia amara prend donc tout son sens, 

avec comme objectifs à la fois de valider – ou non – la préparation traditionnelle et d’en mettre à jour 

la composition pour en éclairer le mécanisme d’action. 

 

3. Etude de preparations phytothérapeutiques à base de feuilles de 

Q. amara L. 

 

 En Guyane française le paludisme reste un problème majeur. Alors que les médicaments sont 

aussi accessibles qu’en métropole, les pharmacopées traditionnelles occupent encore une place 

importante au sein des différentes communautés guyanaises. Une enquête épidémiologique de type 

comportements – attitudes – pratiques orientée sur les itinéraires thérapeutiques suivies en cas de 

crise palustre y a été menée en 2005 (Vigneron et al., 2005). Il a ainsi été mis en évidence que le 

schéma thérapeutique observé dans ce cas de figure associe deux types de traitements, des 

médicaments conventionnels et des remèdes traditionnels à base de plantes. Le potentiel 

antipaludique de ces remèdes a ensuite été étudié sur différents modèles expérimentaux : P. yoelii in 

vivo et P. falciparum in vitro (Bertani et al., 2005). Parmi les préparations capables d’inhiber le 

développement de Plasmodium, celle à base d’une décoction de feuilles de Quassia amara L. 

(Simaroubaceae) s’est montrée particulièrement active aussi bien in vitro (CI50 de 8,9 µg/ml) qu’in vivo 

(62 % d’inhibition de la croissance du parasite à 90 mg/kg). Aucune toxicité n’a été relevée aux doses 

administrées. Des études complémentaires ont donc été menées sur ce remède possédant un fort 

potentiel antipaludique. Afin d’optimiser l’activité in vitro du remède, plusieurs préparations ont été 

réalisées et testées, la plus active d’entre elle étant une infusion de jeunes feuilles fraîches 
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(Figure 28). Le travail réalisé dans le cadre de cette thèse débute ici. Ce travail a été publié dans trois 

articles reproduits ci-après et décrivant : 

- le fractionnement chimique bioguidé de ce remède, qui a permis d’en isoler un quassinoïde 

connu pour son activité antiplasmodiale, la simalikalactone D (SkD), molécule qui inhibe 50% 

du développement parasitaire à 10 nM in vitro et à 3,75 mg/kg/jour in vivo, c'est-à-dire à des 

concentrations comparables à celle de l’artémether et inférieures à celle de la chloroquine, 

médicaments de référence (Bertani et al., 2006).  

 

- une étude menée sur l’impact de la maturation des 

feuilles et de leur état de fraîcheur sur l’inhibition de la 

croissance du parasite in vitro et in vivo afin de mieux 

comprendre les différences d’activité observées entre 

les différentes préparations. Ainsi, l’infusion de jeunes 

feuilles fraîches se révèle largement plus active que 

les autres préparations testées. In vitro, l’activité 

observée est bien corrélée à la concentration en 

simalikalactone D malgré quelques subtiles 

variations inexpliquées. In vivo, le meilleur résultat est obtenu pour l’infusion de jeunes feuilles 

sèches, ce qui pourrait sous-entendre que dans ce cas certains composés favorisent l’action 

ou la biodisponibilité du principe actif (Bertani et al., 2007).  

 

- un travail mené afin de savoir s’il pouvait être envisagé de recommander la tisane de jeunes 

feuilles fraiches comme traitement contre le paludisme auprès des populations, étant donné 

que malgré une absence de toxicité citée par les utilisateurs de préparations à base de Q. 

amara, les données de la littérature indiquent que la simalikalactone D est cytotoxique sur un 

certain nombre de lignées cellulaires. Les constituants de l’infusion de jeunes feuilles fraîches 

ont donc été isolés, identifiés, et leur activité antipaludique et cytotoxique évaluée. Il s’est 

avéré que parmi ces molécules – simalikalactone D, quassine, néoquassine et picrasines B, 

H, I (nouvelle) et J (nouvelle) (fiches produits et spectres RMN en Annnexes 1-6) – seule la 

première joue un rôle dans les activités biologiques relevées. De plus, dans le contexte d’un 

traitement contre le paludisme, il apparait que la dose nécessaire afin d’obtenir un effet curatif 

est proche de la dose toxique d’un analogue de la simalikalactone D, la brucéantine. Avant 

d’émettre une conclusion définitive, une étude clinique chez l’homme similaire à celle 

effectuée pour la brucéantine devrait être réalisée (Houël et al., 2009). 

Figure 28 : Jeune feuille de Q. amara L. 

(photographie G. Bouchon) 



 

65 



 

66 



 

67 

 



 

68 

 



 

69 

 



 

70 

 



 

71 

 



 

72 

 



 

73 

 



 

74 

 



 

75 

 

 

  



 

76 

4. Conclusion sur l’étude de preparations phytothérapeutiques à base de 

feuilles de Q. amara L. 

 

 Cette étude, qui s’inscrit dans le cadre des directives de l’OMS concernant l’évaluation des 

médecines traditionnelles en vue de leur intégration dans les politiques de santé dans le traitement du 

paludisme a permis :  

- D’identifier le principe actif d’une infusion de jeunes feuilles fraîches de Q. amara, et d’en 

décrire la composition, 

- De mettre en évidence le rôle fondamental de l’état de maturation et de dessiccation du 

matériel végétal dans le cadre de l’étude de préparations phytothérapeutiques, 

- De souligner la nécessité d’études cliniques sur ce remède avant toute recommandation 

éventuelle d’usage. 

 Ainsi Q. amara (Figure 29) et les quassinoïdes, en particulier la simalikalactone D, présentent 

encore un potentiel non négligeable dans l’optique de nouveaux traitements du paludisme. Dans cet 

objectif, des travaux ont été effectués à la suite de cette thèse (contribution mineure) tels que 

l’isolement d’un nouveau quassinoïde antipaludique, la simalikalactone E à partir des feuilles de Q. 

amara (Cachet et al., 2009), ou l’étude des synergies entre la simalikalactone D et des substances 

actives de référence (Bertani et al., New findings on quassinoid Simalikalactone D,  a natural 

antimalarial product from Quassia amara L. (Simaroubaceae), soumis Exp. Parasitology). 

 

 

Figure 29 : Feuilles, fleurs et fruits de Quassia amara L. (photographie G. Bourdy) 
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C. Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae), un remède Wayana contre le 

paludisme – Takamalaïmë, malaleja wajana epit 

1. P. acutangulum DC., un remède original du Haut-Maroni 

 

 P. acutangulum est une espèce de la famille des Myrtaceae, qui comporte près de 150 genres 

et plus de 3 800 espèces. Il s’agit d’arbres et d’arbustes (Figure 30), fréquemment producteurs 

d’huiles aromatiques, souvent originaires d’Australie, d’Asie du Sud-Est et d’Amérique tropicale 

(Gomes et al., 2009; Wilson et al., 2001). Cette famille possède une importance à la fois économique 

– bois d’Eucalyptus spp., huile essentielle de Pimenta racemosa (Mill.) Moore (bois d’Inde), épices 

(Eugenia sp., clou de girofle) ou fruits (Psidium guajava L.) – et écologique – présence dans des 

écosystèmes souvent menacés, et espèces dont les fruits représentent une part importante du régime 

alimentaire de certains primates et oiseaux (Atchinson, 1947; Lughadha et Proenca, 1996; Mabberley, 

1997). 

 

Figure 30 : Ecorce, feuilles et fleurs de Syzygium australe (Link) B. Hyland, une Myrtacée australienne 

 

 Le genre Psidium appartient au groupe des Myrtoïdes (Wilson et al., 2005). L’espèce la plus 

connue reste P. guajava, d’où est issue la goyave, fruit riche en polyphénols antioxydants (Jimenez-

Escrig et al., 2001). Cette espèce est bien connue en médecine populaire dans tout le monde tropical 

pour son usage antidiarrhéique (Grenand et al., 2004). En plus de cet usage, les fruits et les feuilles 

sont par exemple également utilisés au Bangladesh pour soigner la toux, les problèmes respiratoires 

et les rhumes, ainsi qu’en application sur les plaies (Hanif et al., 2009). Ces applications peuvent être 

notamment liées aux propriétés antibactériennes, attribuables à la présence de flavonoïdes, dont la 

guaijaverine, et démontrées pour des extraits aqueux de feuilles et d’écorce (Geidam et al., 2007; 

Rahim et al., 2010). L’évaluation biologique d’un extrait méthanolique de feuilles a mis en évidence 
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des activités antidiarrhéiques, analgésiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques. Ces deux derniers 

effets pourraient selon les auteurs expliquer l’utilisation traditionnelle au Nigéria de cette espèce en 

cas d’accès palustre (Olajide et al., 1999). L’usage de P. guajava comme antipaludique au Nigéria est 

également relevé dans trois communautés du nord-est du pays, qui utilisent toutes les feuilles de cette 

espèce seules ou en mélange dans des préparations (Ene et al., 2010). Dans le sud-ouest du pays, 

12,5 % des 514 personnes interrogées ont également cité P. guajava (écorce) comme remède contre 

les fièvres (Ajaiyeoba et al., 2003). 

 Psidium acutangulum (synonymes P. persoonii McVaugh, P. guianense Pers., P. grandiflorum 

Ruiz & Pav., Britoa acida (DC.) O. Berg) (Figure 31) est un arbuste ou petit arbre (6-8 m) indigène du 

nord de l’Amérique du Sud, commun sur les îlots rocheux des fleuves (da Silva et al., 2003). L’huile 

essentielle de cette espèce a été étudiée, conduisant à l’identification de l’-pinène (14,8 %), du 1,8-

cinéole (12,9 %) et du -pinène (10,1 %) comme constituants majoritaires (da Silva et al., 2003). 

D’autres auteurs ont mis en évidence les propriétés anti-inflammatoires et analgésiques de cette huile 

(Santos et al., 1997). A partir d’un extrait au dichlorométhane de feuilles de P. acutangulum 

présentant des propriétés antifongiques, un composé antimicrobien, la 3’-formyl-2’,4’,6’-trihydroxy-5’-

méthyldihydrochalcone, a été isolée (Miles et al., 1991). Cette molécule, isolée également des racines 

d’Ampelocissus sp. (Vitaceae) aux Philipines a été de plus mise en évidence comme inhibant de 

façon significative la croissance de cellules cancéreuses de différentes lignées cellulaires. 

  

                

Figure 31 : Goiyave saut sur l'Oyapock (photo de gauche, arbustes à feuilles rouges au premier plan) - feuilles et fruit de P. 

acutangulum à Taluhwen (à droite, photographie Marie Fleury) 

  

 P. acutangulum est fréquent dans les bassins de l’Oyapock et du Maroni, mais absent ou rare 

dans les autres bassins fluviaux en Guyane française, et est connu sous les noms de goiyave saut 

(Créole), liba goyaba (Aluku) et takamalaïmë (Wayana). Les Créoles, Aluku et Wayãpi l’utilisent en 

décoction (écorce seule ou accompagnée des feuilles) en cas de diarrhée (Grenand et al., 2004). Les 

Amérindiens Wayana des communes de Taluhwen et Antécume-Pata, sur le Haut-Maroni, décrivent 
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quant à eux un usage original de cette espèce. Une enquête réalisée dans le cadre du programme 

TRAMAZ sur 10 % de la population d’Antécume-Pata et 20 % de la population de Taluhwen a mis en 

évidence l’utilisation d’une décoction de feuilles et de tiges de P. acutangulum en cas d’accès 

palustre. Ce remède a été cité par 8 % des personnes interrogées à Taluwhen et 10 % à Antécume-

Pata (Fleury, 2007). Cette étude présente donc un intérêt tout particulier car elle permettrait d’éclairer 

un usage déjà cité pour P. guajava mais jamais démontré à ce jour pour P. acutangulum, et spécifique 

à une commauté donnée dans un lieu précis de Guyane française. Une décoction de feuilles de P. 

acutangulum avait en effet été évaluée sur P. falciparum en 2005 mais sans donner, à la surprise des 

auteurs au vu des enquêtes menées sur le terrain, de résultats permettant de valider cet usage 

(Bertani et al., 2005). Il a donc été décidé de poursuivre cette étude de façon plus approfondie. 

 

2. Etude de préparations phytothérapeutiques à base de rameaux de Psidium 

acutangulum DC. 

 

 Dans le cadre de ce travail plusieurs lots de décoction ont été étudiés successivement. Les 

résultats obtenus lors des différentes étapes sont décrits dans les paragraphes ci-dessous. 

 

Etude du lot MF2057 

 Une décoction réalisée à partir de 20 g de matériel végétal selon le protocole décrit par Marie 

Fleury (2007) a été soumise à des fractionnements successifs par extraction liquide – liquide, qui ont 

conduit à l’obtention de 4 fractions. Celles-ci ont été testées sur Plasmodium falciparum FcB1 (souche 

chloroquino-résistante), et les valeurs de CI50 suivantes ont été obtenues (Tableau 1). Les phases 

aqueuses PSI 1, PSI 3 et PSI 3A n’ayant pas été pesées au préalable, les résultats sont obtenus en 

termes de dilution et non de CI50. Les dilutions sont faites de 2 en 2 dans la plaque dans le sens 

vertical ce qui signifie que dans le puit n° 8, le produit a été dilué au 1/128ème par rapport à la 

concentration du premier puits. 

Tableau 1 : Activités des fractions de P. acutangulum (lot MF2057) sur P. falciparum FcB1 (inactif : 

signifie dans ce cas que la CI50 n’a pas été atteinte même plus faible dilution de la fraction) 

 

Fraction testée CI50 (µg/ml) sur P. falciparum FcB1 

PSI 1 inactif 

PSI 2 0,3 

PSI 3 inactif 

PSI 3A inactif 

PSI 3B 5 
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 Dans le cadre de ce test, la fraction obtenue après décoction (PSI 1) ne présente pas 

d’activité antiplasmodiale aux dilutions testées, mais ce résultat ne donne qu’une indication partielle, 

la CI50 de la fraction n’ayant pas été calculée. Il n’est cependant pas contradictoire par rapport à celui 

obtenu sur le même lot de feuilles par Bertani et al. en 2005, qui avait conduit à la conclusion que ce 

remède, préparé à partir de 150 g de feuilles mises à bouillir dans 1 litre d’eau pendant 15 minutes, 

n’était pas actif contre P. falciparum (Bertani et al., 2005). Le fractionnement de la décoction a 

cependant permis de mettre en évidence des extraits inhibant la croissance du parasite in vitro. La 

fraction présentant la meilleure activité antiplasmodiale dans le cadre de ce test est l’exrait au 

dichlorométhane PSI 2 avec une CI50 de 0,3 µg/ml, ce qui est un excellent résultat, en particulier dans 

le cas d’un extrait non purifié. Pour comparaison, la CI50 de la chloroquine obtenue sur cette souche 

est de 0,06 µg/ml. Lors de cette première étape, 6,2 mg de cette fraction ont été obtenus, soit un 

rendement de 0,03 % par rapport au poids de plante sèche extraite. L’analyse et le fractionnement de 

cet extrait ont donc été réalisés dans les étapes suivantes.  

 Le fractionnement de l’extrait PSI 2 en CLHP semi-préparative a été réalisé selon le profil 

suivant (Figure 32) et a permis d’obtenir 5 fractions numérotées de F1 à F5, F4 étant la fraction 

contenant le produit majoritaire en visible en UV : 

 

Figure 32 : Profil obtenu en CLHP semi-préparative pour le fractionnement de l'extrait PSI 2 de P. acutangulum (gradient eau / 

acétonitrile allant des proportions 80:20 à 0:100 en 10 minutes et maintenu à 100 % d’acétontrile, colonne C18, débit 1 ml/min, 

détection UV 214 nm) 

 

 La fraction F4 obtenue suite à cette séparation avec un rendement de 39 % (2,3 mg obtenus) 

a été analysée en CLHP avec la même méthode, ce qui a permis de montrer que cette fraction n’était 

pas pure, mais composée d’au moins 2 produits différents qui se sont dégradés avant de pouvoir être 

analysés en RMN. 

 Les résultats obtenus sur Plasmodium falciparum ont été les suivants (Tableau 2): 

F1 F5 

F2 
F3 

F4 
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Tableau 2 : Activités des fractions de P. acutangulum (lot MF2057) sur P. falciparum 

 

Fraction testée CI50 (µg/ml) sur P. falciparum FcB1 

F1 5 

F2 < 1,25 

F3 n.t. 

F4 > 10  

F5 > 10 

 

 La fraction F3 n’a pas été testée car les analyses en CLHP ont montrées que sa composition 

était identique à celle de la fraction F4. L’activité de cet extrait semble donc être principalement due 

aux produits contenus dans la fraction 2. Cependant, aucune information supplémentaire n’a pu être 

obtenue sur cette fraction, extraite avec un rendement de 5 %, à cause de la trop faible quantité de 

produit récupéré (0,3 mg).  

 La quantité de matériel végétal disponible pour ce lot ne permettant pas de réaliser une 

seconde décoction en quantité suffisante pour effectuer un nouveau fractionnement, l’étude n’a pu 

être poursuivie sur cet extrait. Les activités sur le parasite étant cependant très encourageantes, 

l’étude a été poursuivie sur d’autres lots de Psidium acutangulum.  

 

Comparaison des lots MF2057 et MF2100  

 Les extraits directement réalisés avec des solvants organiques pour les deux lots ont été 

analysés en CLHP afin de comparer les profils obtenus pour deux récoltes différentes préalablement à 

toute évaluation de l’activité biologique : 

- les profils des extraits bruts au dicholorométhane (Figure 33) sont totalement différents de 

ceux obtenus pour l’extrait dichlorométhane de la décoction étudiée précédemment. En 

particulier, on ne retrouve pas les produits correspondant aux fractions F2 et F4. De façon 

générale, les intensités des profils obtenus sont faibles, peu de molécules détectables en UV 

semblant avoir été extraites par cette méthode. Il est donc difficile d’effectuer une 

comparaison efficace des deux lots dans ce cas. 
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Figure 33 : Comparaison des profils obtenus en CLHP analytique pour les extraits au dichlorométhane des lots MF2057 (à 

gauche, solution de concentration 53 mg/ml) et MF2100 (à droite, solution de concentration 55 mg/ml) (gradient eau / 

acétontrile allant des proportions 80:20 à 0:100 en 10 minutes et maintenu à 100 % d’acétontrile, colonne C18, débit 1 ml/min, 

détection UV 214 nm, injection de 5 µl) 

 

- les profils obtenus pour les extraits à l’acétate d’éthyle (Figure 34) sont qualitativement très 

similaires et dominés par un pic majoritaire. La différence de saison de récolte n’est donc pas 

visible par l’étude des extractibles obtenus à l’acétate d’éthyle, même si le lot MF2100 semble 

plus concentré en métabolites secondaires. 

 

Figure 34 : Comparaison des profils obtenus en CLHP analytique pour les extraits à l'acétate d'éthyle des lots MF2057 (à 

gauche, solution de concentration 52 mg/ml) et MF2100 (à droite, solution de concentration 52 mg/ml) (gradient eau / 

acétontrile allant des proportions 80:20 à 0:100 en 10 minutes et maintenu à 100 % d’acétontrile, colonne C18, débit 1 ml/min, 

détection UV 214 nm, injection de 5 µl) 

 

 Au vu de ces analyses, il est donc possible que l’activité antiplasmodiale détectée dans le lot 

MF2057 soit également présente dans le lot MF2100. Afin de vérifier cette hypothèse, les décoctions 

des deux lots ont donc été préparées à partir de 2 g de plante, puis extraites au dichlorométhane. Les 

essais biologiques ont été effectués sur tous les extraits étudiés précédemment, et les résultats 

suivants ont été obtenus (Tableau 3) : 
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Tableau 3 : Comparaison des activités d'extraits de P. acutangulum sur P. falciparum  - 1D = extrait 

dichlorométhane, AE = extrait acétate d’éthyle, DC = décoction, DD = extrait dichlorométhane de la 

décoction 

 

Fraction testée1 CI50 (µg/ml) sur P. falciparum FcB1 

MF2057-D 5-10 

MF2100-D > 10 

MF2057-AE 5-10 

MF2100-AE > 10  

MF2057-DC 5-10 

MF2100-DC 5-10 

MF2057-DD << 1,25 

MF2100-DD > 10 

 

 Il apparait au vu des résultats obtenus sur P. falciparum que le second lot récolté, MF2100, ne 

présente aucune activité et ne peut donc être utilisé afin de reprendre le fractionnement amorcé avec 

MF2057. D’autres conclusions également peuvent être tirées de cette étude : 

- l’extrait dichlorométhane de la décoction du lot MF2057 possède toujours une activité 

antiplasmodiale intéressante, le résultat obtenu lors de la première étude de ce lot est donc confirmé. 

- la réalisation d’une extraction au solvant (dichlorométhane ou acétate d’éthyle) ne permet pas 

d’obtenir directement un extrait d’activité aussi intéressante : l’étape de la décoction semble donc 

fondamentale pour l’obtention d’un extrait actif. L’influence du mode d’extraction sur le contenu en 

métabolites secondaires de certains extraits a déjà été mise en évidence, par exemple dans le cas du 

contenu en polyphénols d’extraits de Limoniastrum monopetalum (L.) Boiss. (Plumbaginaceae) 

(Ksouri et al., 2008) ou sur les métabolites secondaires extraits des algues (Cronin et al., 1995). Il a 

également été démontré dans le cas d’Artemisia annua que la préparation en infusion ou en décoction 

permet d’obtenir des concentrations différentes en artémisinine (Willcox et al., 2004).   

- la période de récolte de la plante – et donc de fait son état de maturité – joue donc a priori un rôle 

important pour l’activité de la préparation. La variation de la composition en extractibles en fonction de 

la saison, du génotype, du lieu de culture, du mode de séchage a en effet été décrite (Bertani et al., 

2007; Mueller et al., 2000; Willcox et al., 2004), et il serait intéressant de relier cette donnée chimique 

aux données d’usage de ce remède par la population Wayana ou à des données écologiques sur la 

croissance de la plante.  
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Etude du lot MF2176 

Extraction et fractionnement 

 Immédiatement après la récolte deux décoctions ont été réalisées à partir de la plante sèche 

dans un premier cas, et fraîche dans un second. En effet, dans le cas des préparations traditionnelles, 

les plantes sont plutôt utilisées fraîches par les populations concernées (Bourdy et al., 2008). De plus, 

les études réalisées sur Q. amara ont montré que dans certains cas l’état de dessiccation du matériel 

végétal pouvait avoir une influence non négligeable sur l’activité des remèdes (Bertani et al., 2007). 

Les tests réalisés sur P. falciparum (souche FcB1 chloroquino-résistante) ont montré une CI50 du 

même ordre de grandeur pour les deux décoctions : 21 µg/ml pour la décoction issue de la plante 

fraîche, et 17 µg/ml pour la décoction issue de la plante sèche. Pour des raisons pratiques dues aux 

difficultés de conservation de la plante fraîche entre le lieu de récolte et le laboratoire, l’étude a été 

poursuivie sur du matériel végétal sec. 

 Le protocole d’extraction a été modifié par rapport au travail effectué sur le lot MF2057. En 

effet dans ce premier cas l’extrait le plus actif était celui au dichlorométhane, mais une seconde 

extraction de la phase aqueuse à l’acétate d’éthyle conduisait tout de même à un extrait présentant 

une CI50 de 5 µg/ml. Afin de rassembler de façon plus efficace les molécules actives dans un seul 

extrait, l’acétate d’éthyle, solvant de polarité moyenne, a donc été choisi. Une extraction à l’hexane de 

la décoction est cependant préalablement effectuée afin de retirer les produits les plus apolaires. La 

décoction réalisée à partir de 50 g de matériel végétal a conduit à l’obtention de 11,1 mg d’extrait à 

l’hexane PSI C, soit un rendement de 0,02 % par rapport à la quantité de plante de départ. Suite à ce 

processus, 489 mg d’extrait PSI F ont également été obtenus, soit un rendement de 1 % en poids par 

rapport au matériel végétal sec extrait. 

 La décoction réalisée à partir des rameaux (tiges et feuilles) de Psidium acutangulum DC (PSI 

A) ainsi que les extraits successifs obtenus ont été testés sur la souche FcB1 de Plasmodium 

falciparum. Les CI50 suivantes ont été obtenues (Tableau 4) : 

Tableau 4 : Activités des extraits de P. acutangulum (lot MF2176) sur P. falciparum FcB1 

 

Fraction testée CI50 (µg/ml) sur P. falciparum FcB1 

PSI A (décoction) 4,2 

 PSI C (extrait à l’hexane) 45 

PSI D (fraction aqueuse) 3,75 

PSI E (fraction aqueuse) 26 

PSI F (extrait à l’acétate d’éthyle) < 1 

 

 La décoction a montré une activité antiplasmodiale non négligeable (CI50 < 10 µg/ml), 

confirmant ainsi l’intérêt d’une étude approfondie de ce remède traditionnel Wayana. La valeur de CI50 
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obtenue est inférieure à celle relevée lors de la comparaison entre la plante sèche et la plante fraîche, 

mais ce résultat peut être expliqué par le fait que les décoctions testées sont issues de deux 

préparations différentes. Au cours des extractions successives, l’activité s’est confirmée, le meilleur 

résultat étant obtenu pour l’extrait à l’acétate d’éthyle PSI F. En parallèle, la cytotoxicité des extraits 

PSI A et PSI F a été évaluée sur cellules VERO, et dans les deux cas la valeur d’ED50 mesurée était 

supérieure à 100 µg/ml, ce qui démontre que la décocotion tout comme l’extrait à l’acétate d’éthyle ne 

présentent pas de toxicité sur cette lignée cellulaire. Le fractionnement de l’extrait PSI F a donc été 

poursuivi. Il a été réalisé en CLHP semi-préparative à partir du profil suivant (Figure 35):   

 

Figure 35 : Profil obtenu en CLHP semi-préparative pour le fractionnement de l'extrait PSI F de P. acutangulum (gradient eau / 

acétontrile de 90:10 à 50:50 en 20 minutes, colonne C18, débit 15 ml/min, détection UV 214 nm) 

  

 Les fractions ont été collectées à partir de 10 minutes car un fractionnement bioguidé effectué 

préalablement avec la même méthode (Figure 36) avait permis de déterminer de façon large les 

zones d’activité antiplasmodiale. Il était cependant intéressant d’un point de vue purement 

phytochimique d’isoler et d’identifier également le produit correspondant au pic à 10,86 minutes.  

 

Figure 36 : Mise en évidence de l'activité antiplasmodiale des fractions de l'extrait PSI F sur le profil chromatographique 
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 Il est intéressant de noter que les CI50 relevées pour les zones d’activité antiplasmodiale dans 

le cadre de ce fractionnement bioguidé préliminaire sont supérieures à 1 µg/ml, alors que la CI50 de 

l’extrait PSIF avait été mesurée comme < 1 µg/ml. En première approche, ce résultat pourrait être 

expliqué par une possible dégradation des produits lors du fractionnement réalisé, ou par la perte de 

certains produits lors de cette étape, les rendements d’extraction étant inférieurs à 100 %. 

 Une première séparation a permis d’obtenir 14 fractions, dont 4 produits purs : les molécules 

(1), (2), (3) et (8) (la numérotation a été effectuée dans l’ordre des temps d’élution). Un nouveau 

fractionnement en CLHP semi-préparative de l’une des fractions obtenues a permis d’isoler 4 

nouvelles molécules, les produits (4), (5), (6) et (7). Huit produits purs (Figure 37) ont ainsi été isolés. 

Les mélanges ont également été conservés pour être testés sur la souche FcB1 afin d’effectuer un 

suivi exhaustif de l’activité antiplasmodiale. Les rendements d’extraction par rapport à l’extrait PSI F 

sont indiqués entre parenthèses. Le rendement total d’extraction par rapport à PSI F suite au premier 

fractionnement est de 67,5 %, soit un rendement de 0,68 % par rapport au matériel végétal. Le 

rendement d’extraction du second fractionnement (celui des fractions HIJ rassemblées) est de 28,5 %. 

 

 

Figure 37 : Bilan des fractions et molécules pures obtenues à partir de l'extrait PSI F de P. acutangulum – Les rendements 

après extraction sont indiqués en gras par rapport à l’extrait PSI F et la quantité de molécule isolée disponible pour les analyses 

chimiques et biologiques est indiquée en mg. 
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Analyse structurale des composés isolés 

 Parmi ces composés, six d’entre eux ont pu être identifiés par l’analyse des données 

obtenues en RMN et par comparaison avec les données de la littérature (Figure 38). Les produits 

identifiés sont tous, en dehors de la catéchine, des flavonols glycosylés en position 3. Les molécules 

(2) et (8) n’ont à ce jour pas encore été identifiées, la quantité de produit disponible pour l’analyse par 

RMN étant insuffisante. Les quelques éléments structuraux identifiables conduisent cependant à 

penser qu’il s’agit également de flavonoïdes glycosylés. Les spectres de RMN sont décrits dans les 

tableaux suivants (Tableaux 5-10) et sont présentés en Annexe (Annexes 7-12) ainsi que les fiches 

descriptives des produits isolés.  

 Les pouvoirs rotatoires des molécules ont été mesurés lorsque la quantité de produit 

disponible le permettait. La littérature donne cependant une valeur différente pour l’avicularine, avec 

un pouvoir rotatoire de -156,2° (valeur expérimentale -56°) mesuré dans les mêmes conditions. Les 

spectres de RMN des signaux correspondant aux protons et aux atomes de carbone sont cependant 

identiques pour cette molécule à ceux décrits dans notre étude (Mechikova et al., 2008). Les valeurs 

des pouvoirs rotatoires mesurées pour les molécules (2) et (8) sont respectivement de 318 ° et -40°. 
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Figure 38 : Composés isolés dans l’extrait à l’acétate d’éthyle de rameaux de  P. acutangulum 

 

Catéchine (1) 

 Ce composé identifié comme la (+)-catéchine a été décrit d’après l’analyse des données ci-

jointes (Tableau 5) et la comparaison avec les données de la littérature (Davis et al., 1996; Lu et Yeap 

Foo, 1999; Watanabe, 1998). En particulier, les signaux des protons aromatiques de la molécule 

isolée correspondent bien à ceux de la catéchine. Les trois protons aromatiques à 6,89 ; 6,79 et 6,75 
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ppm indiquent en effet la présence d’un cycle 1,3,4-trisubstitué, les valeurs des constantes indiquant 

bien un couplage en position méta entre les protons 2’ et 6’, un couplage en position ortho entre les 

protons 5’ et 6’, et deux couplages, un en position ortho (8,2 Hz) et un en position méta (2,0 Hz) pour 

le proton 6’. De plus, les deux signaux à 5,88 et 6,02 ppm sont cohérents par rapport à l’existence du 

cycle 1,2,3,9-tétrasubstitué de la catéchine, la constante de couplage de 2,3 Hz caractéristique d’un 

couplage en méta des deux protons étant clairement observée. Malgré le fait que l’analyse ait été 

effectuée dans l’acétone-d6, les groupements hydroxyles de la molécule n’ont pas été observés. 

 

Tableau 5 : Déplacements chimiques (δ) et couplages homonucléaires 1H  1H (COSY) et 

hétéronucléaires 1H  13C (HMBC) dans l’acétone-d6 pour la (+)-catéchine (1) 
 

Position (ppm); multiplicité; J(Hz) 
13C : (ppm) d'après les 

analyses HSQC et HMBC ; mult. 
HMBC (1H  13C) COSY (1H  1H) 

2 4,56 ; d ; J = 7,8 Hz ; 1H 83,5 ; CH C3, C4, C1', C2', C6' H3 

3 3,99 ; td, J = 7,8 ; 5,5 Hz ; 1H 69,1 ; CH   H2, H4a, H4b  

4a 2,91 ; dd ; J = 16,1 ; 5,5 Hz ; 1H 
29,6 ; CH2 C2, C3, C5, C10 

H3 

4b 2,53 ; dd ; J = 16,1 ; 8,5 Hz ; 1H H3 

5 
 

157,7 ; C 
  

6 6,02 ; d ; J = 2,3 Hz ; 1H 96,9 ; CH C7, C8, C10   

7 
 

158,2 ; C 
  

8 5,88 ; d ; J = 2,3 Hz ; 1H 96,2 ; CH C5, C6, C10   

9 
 

156,9 ; C 
  

10   101,3 ; C     

1' 
 

132,9 ; C 
  

2' 6,89 ; d ; J = 2,0 Hz ; 1H 116,0 ; CH C2, C4', C6'   

3' 
 

146,3 ; C 
  

4'   146,3 ; C     

5' 6,79 ; d ; J = 8,2 Hz ; 1H 116,5 ; CH C1', C3'  
 

6' 6,75 ; dd ; J = 8,2 ; 2,0 Hz ; 1H 120,8 ; CH C2, C2', C4'   
 

Quercitine-3-O--D-xylofuranoside (3) 

 Par analyse des données des spectres de RMN (Tableau 6) et comparaison avec la 

littérature, cette molécule a pu être identifiée comme la quercitine-3-O-β-D-xylofuranoside. Les 

signaux des protons aromatiques relevés pour la partie aglycone de cette molécule correspondent 

bien aux déplacements et couplages caractéristiques du squelette quercitine (Fraisse et al., 2000), les 

corrélations en HMBC permettant de confirmer cette structure. Les trois protons aromatiques à 7,56 ; 

6,73 et 7,54 indiquent la présence d’un cycle 1,3,4-trisubstitué, même si la résolution des signaux ne 

permet pas ici d’observer les constantes de couplage entre ces protons. Les deux signaux à 6,34 et 

6,18 ppm des protons du cycle 1,2,3,9-tétrasubstitué des flavonoïdes sont visibles, même si la 

constante de l’ordre de 2 Hz caractéristique d’un couplage en méta des deux protons n’a pu être 

observée ici. Les corrélations entre les protons H6 et H8 n’ont pas été relevées, la différentiation avec 

le signal de la diagonale étant peu évidente. 
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 La comparaison avec les données de la littérature (Moravcova et al., 1997; Saxena et 

Chaturvedi, 1992; Xue et al., 2006) a permis de déterminer la nature et la stéréochimie du sucre 

associé au squelette quercitine, aucune description de l’intégralité de cette molécule n’ayant été 

trouvée dans la littérature. Le proton à 5,20 ppm est identifié comme le proton anomérique du sucre 

porté par la molécule, du fait de son déplacement chimique caractéristique. Le signal qui lui est 

associé est un doublet de constante de couplage 7,3 Hz, indiquant donc que l’aglycone de la molécule 

ainsi que le groupement hydroxyle en position 2’’ sont en position trans (sucre en configuration ). La 

corrélation observée en COSY entre le proton anomérique et le multiplet à 3,49 ppm ne permet pas 

d’identifier clairement le proton voisin (H2’’) parmi les trois protons du massif. Les corrélations 

observées en HMBC entre ce multiplet et les atomes de carbones C1’’ (atome de carbone 

anomérique) à C4’’ permettent cependant de reconstituer le squelette furanose du sucre. Les 

déplacements chimiques relevés en HSQC pour les atomes de carbones C2’’, C3’’, C4’’ et C5’’ sont 

attribués d’après la littérature. La forme furanose est de plus indiquée par l’isochromie des protons 

H5’’ (Vvedenskaya et al., 2004). 

 

Tableau 6 : Déplacements chimiques (δ) couplages homonucléaires 1H  1H (COSY) et 

hétéronucléaires 1H  13C (HMBC) dans le CD3OD pour la quercitine-3-O-β-D-xylofuranoside (3) ; 

[]D 27 = 384 (c 0,208 ; CH3OH) 
 

Position (ppm); multiplicité; J(Hz) 
13C : (ppm) d'après les 

analyses HSQC et HMBC ; mult. 
HMBC (

1
H  

13
C) COSY (

1
H  

1
H) 

2 
 

159,1 ; C 
  3   135,4 ; C     

4 
 

? ; C 
  5   158,0 ; C     

6 6,34 ; s ; 1H 94,5 ; CH C5, C7, C8, C10 
 7   165,8 ; C     

8 6,18 ; s . 1H 99,7 ; CH C6, C7, C9, C10 
 9   162,6 ; C     

10 
 

105,2 ; C 
  1'   122,7 ; C     

2' 7,56 ; s . 1H 117,0 ; CH C2, C3', C4', C6' 
 3'   145,5 ; C     

4' 
 

149,4 ; C 
  5' 6,73 ; m ; 1H 115,8 ; CH C1', C3',C4' H6' 

6' 7,54 ; d ; J = 8,4 Hz ; 1H 123,3 ; CH C2', C4' H5' 

1" 5,20 ; d ; J = 7,3 Hz ; 1H 104,0 ; CH  C3  3,49; m 

2" 

3,49 ; m ; 3H 

75,6 ; CH 

C1", C2", C3", C4" H1" 3" 71,3 ; CH 

4" 77,9 ; CH 

5"a 
4,30 ; m ; 2H 64,1 ; CH2 

 
  

5"b   
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Reynoutrine (4)  

 Par analyse des données des spectres de RMN (Tableau 7) et comparaison avec la 

littérature, cette molécule a pu être identifiée comme la quercitine-3-O-β-D-xylopyranoside, ou 

reynoutrine. La présence de cette molécule a été décrite dans de nombreuses plantes dont des 

Myrtaceae comme Syzygium samarangense (Bloom) Merr. et L.M. Perry (Simirgiotis et al., 2008) ou 

Siphoneugena densiflora Berg (Gallo et al., 2006), et dans produits végétaux, comme le marc de 

pomme (Garcia et al., 2009). Le squelette quercitrine est toujours bien caractérisé par les 

déplacements chimiques des protons aromatiques, les constantes caractéristiques d’un couplage en 

position para entre les protons 2’ et 5’ (J = 0,5 Hz) étant même visibles sur le spectre de RMN dans ce 

cas. Comme dans le cas de la molécule précédente, les corrélations en COSY entre les protons H6 et 

H8 n’ont pas été relevées pour cause de manque de clarté du signal à proximité de la diagonale.  

 Concernant le sucre associé à la molécule, le proton anomérique H1’’ à 5,13 ppm est 

caractérisé par une constante de couplage de 7,2 Hz indiquant encore une fois un sucre en 

configuration . Cette constante est également mesurée dans un des doublets du signal à 3,51 ppm, 

qui est donc attribué au proton H2’’, en configuration axiale, la constante de couplage étant dans la 

gamme des valeurs caractéristiques (entre 6 et 14 Hz). L’attribution de ce proton H2’’ est confirmée 

par une interaction visible en COSY entre les signaux à 5,13 et 3,51 ppm. L’attribution du proton H3’’ 

est également faite grâce à la constante de couplage de 8,8 Hz commune aux signaux des protons 

H2’’ et H3’’, ainsi qu’à une corrélation visible en COSY. La multiplicité du signal à 3,39 ppm (triplet 

large) indique que le proton H3’’ couple de façon équivalente avec ses deux voisins, et que ceux-ci 

sont donc placés dans la même configuration, c'est-à-dire en position axiale, comme confirmé par la 

valeur de la constante de couplage mesurée ici (8,6 Hz). Encore une fois les corrélations COSY entre 

le signal observé à 3,39 ppm et H2’’ confirment que ce signal est bien celui de H’’3. Aucune 

corrélation en COSY ne permet de relier directement les protons H3’’ et H4’’, mais ces corrélations 

sont cependant visibles entre le proton H4’’ et les deux protons H5’’. L’étude des constantes de 

couplage des protons H5’’ permet de mettre en évidence que celui correspondant au signal à 

3,78 ppm est caractérisé par un couplage axial-équatorial (J = 5,1 Hz) alors que le proton 

correspondant au signal à 3,10 ppm se caractérise par un couplage axial-axial (J = 9,5 Hz). Le proton 

H4’’ ayant été déterminé comme placé en position axiale, celui à 3,78 ppm est donc le H5’’eq et celui 

à 3,10 ppm le H5’’ax. Il est de plus logique que le proton en position équatoriale ait un déplacement 

chimique plus élevé en valeur absolue car il est soumis à un effet de champ dû aux électrons des 

liaisons du cyclohexane tendant à le déblinder, alors que le proton en axial, nettement à l’extérieur du 

cycle, ne subit pas cet effet. Cette stéréochimie est confirmée par les corrélations observées en 

NOESY (Figure 39). Les déplacements chimiques des atomes de carbone du sucre sont cohérents 

par rapport à ceux décrits dans la littérature pour la reynoutrine (Lu et Yeap Foo, 1997), et 

l’enchaînement ainsi que la stéréochimie des atomes de carbone et d’hydrogène du sucre associé à 
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la molécule correspondent parfaitement à la description faite pour le -D-xylopyranose des molécules 

isolées de Pittosporum pancheri Brongn. & Gris (Pittosporaceae) (Eparvier et al., 2007) et de Ruscus 

hypophyllum L. (Liliaceae) (Mimaki et al., 2008). 

 

Figure 39 : Interactions NOE importantes pour déterminer la structure du -D-xylopyranose de la reynoutrine 

 

Tableau 7 : Déplacements chimiques (δ) couplages homonucléaires 1H  1H (COSY et NOESY) et 

hétéronucléaires 1H  13C (HMBC) dans le CD3OD pour la quercitine-3-O-β-D-xylopyranoside 

(reynoutrine) (4) 

 

Position 
(ppm); multiplicité; J 

(Hz) 

13C : (ppm) d'après 
les analyses HSQC et 

HMBC ; mult. 
HMBC (1H  13C) COSY (1H   1H) NOESY (1H   1H) 

2 
 

158,0 ; C 
   3    134,9 ; C 

 
    

4 
 

? ; C 
   5   158,4 ; C       

6 6,32 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 95,2 ; CH C5, C8, C10 H8 
 7    ? ; C       

8 6,14 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 100,7 ; CH C10 H6 
 9   ? ; C        

10 
 

104,1 ; C 
   1'   122,6 ; C       

2' 7,60 ; dd ; J = 2,1 ; 0,5 Hz ; 1H 116,8 ; CH C1', C4', C2 
  3'   145,7 ; C       

4' 
 

149,6 ; C 
   5' 6,85 ; dd ; J = 8,2 ; 0,5 Hz ; 1H 115,7 ; CH C1', C3', C4' H6' H6' 

6' 7,59 ; dd ; J = 8,2 ; 2,1 Hz ; 1H 123,0 ; CH C2', C3', C4', C2 H5' H5' 

1" 5,13 ; d ; J = 7,2 Hz ; 1H 104,6 ; CH C3  H2" H5"ax 

2" 3,51 ; dd ; J = 8,8 ; 7,2 Hz ; 1H 75,0 ; CH C1", C3" H1", H3" 
 3" 3,39 ; brt ; J = 8,6 Hz ; 1H 77,4 ; CH C2", C4" H2"   

4" 3,51 ; m ; 1H 70,8 ; CH C3" H5"ax, H5"eq H5"eq 

5"ax 3,10 ; dd ; J = 11,7 ; 9,5 Hz ; 1H 
66,9 ; CH2 

C1", C4" H5"eq, H4" H1", H5"eq 

5"eq 3,78 ; dd ; J = 11,7 ; 5,1 Hz ; 1H C1", C3", C4" H5"ax, H4" H4", H5"ax 
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Guaijaverine (5) 

 Par analyse des données des spectres de RMN et comparaison avec la littérature, cette 

molécule a été identifiée comme la quercitine-3-O-α-L-arabinopyranoside, ou guaijaverine. Cette 

molécule, souvent isolée de façon simultanée avec la reynoutrine, l’avicularine et la quercitrine (An et 

al., 2005; Lu et Yeap Foo, 1997; Nunes et al., 2010; Simirgiotis et al., 2008; Vvedenskaya et al., 2004) 

est un constituant des feuilles de P. guajava (Prabu et al., 2006). Comme pour les molécules 

précédentes, le squelette quercitrine est clairement identifiable. 

 De la même façon que pour la molécule précédente, la structure du sucre peut être décrite par 

analyse des signaux observés en RMN du proton et aux corrélations en COSY et NOESY, qui 

permettent de reconstruire la molécule de proche en proche. Le proton anomérique est clairement 

identifiable à 5,11 ppm, avec un déplacement chimique du carbone caractéristique de 104,7 ppm. La 

constante de couplage de valeur élevée entre H1’’ et H2’’ (6,6 Hz) indique une position axiale sur le 

cycle pour chacun de ces deux protons, voisins d’après la multiplicité des signaux et la corrélation 

observée en COSY. L’indication concernant la position axiale du proton H3’’ est également donnée 

par la grande constante de couplage des signaux observés pour H2’’ et H3’’ (8,4 Hz), H4’’ étant donc 

de fait en position équatoriale (J (H3’’ H4’’) = 3,2 Hz). Les positions axiales et équatoriales des deux 

protons H5’’ ne peuvent être déduites des signaux du spectre de RMN 1H, les deux protons ayant des 

constantes de couplage du même ordre. Cependant, une corrélation en NOESY relevée entre le 

proton H1’’ et le proton à 3,44 ppm indique que ce dernier est bien le proton H5’’ax, du même côté de 

la molécule que H1’’. L’ensemble de la stéréochimie du sucre, identifié comme l’-L-arabinopyranose 

suite à cette analyse et à la comparaison avec les données de la littérature (Mechikova et al., 2008; 

Paradowska et al., 2008; Prabu et al., 2006; Stark et al., 2005), a pu être confirmée par les 

corrélations observées en NOESY (Figure 40). L’identification de cette molécule a également été 

effectuée par comparaison du spectre de RMN du proton obtenu avec celui d’un standard commercial 

analysé au laboratoire. 

 

Figure 40 : Interactions NOE importantes pour déterminer la structure de l’-L-arabinopyranose de la guaijaverine 
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Tableau 8 : Déplacements chimiques (δ) couplages homonucléaires 1H  1H (COSY et NOESY) et 

hétéronucléaires 1H  13C (HMBC) dans le CD3OD pour la quercitine-3-O--L-arabinopyranoside 

(guaijaverine) (5) 

 

Position (ppm); multiplicité; J (Hz) 

13C : (ppm) d'après 
les analyses HSQC et 

HMBC ; mult. 
HMBC (1H  13C) COSY (1H   1H) NOESY (1H   1H) 

2 
 

157,8 ; C 
   3    135,1 ; C       

4 
 

186,5 ; C 
   5    158,6 ; C       

6 6,33 ; d ; J = 2,0 Hz ; 1H 95,4 ; CH C5, C8, C4 H8 
 7    ? ; C       

8 6,15 ; d ; J = 2,0 Hz ; 1H 100,9 ; CH 
 

H6 
 9   ? ; C        

10 
 

? ; C 
   1'   122,5 ; C       

2' 7,74 ; d ; J = 2,2 Hz ; 1H 117,0 ; CH C1', C4', C2 
  3'   145,8 ; C       

4' 
 

149,9 ; C 
   5' 6,86 ; d ; J = 8,5 Hz ; 1H 115,9 ; CH C1', C3' H6' H6' 

6' 7,58 ; dd ; J = 8,5 ; 2,2 Hz ; 1H 122,6 ; CH C4' H5' H5' 

1" 5,11 ; d ; J = 6,6 Hz ; 1H 104,7 ; CH C3  H2" H3’’, H5"ax 

2" 3,90 ; dd ; J = 8,4 ; 6,6 Hz ; 1H 72,7 ; CH C1", C3" H1", H3" 
 3" 3,64 ; dd ; J = 8,4 ; 3,2 Hz ; 1H 74,0 ; CH C2" H2" H1’’, H4’’ 

4" 3,81 ; m ; 1H 68,9 ; CH 
 

H5"ax H3’’ 

5"ax 3,44 ; dd ; J = 12,4 ; 3,0 Hz ; 1H 
66,8 ; CH2 

 
H4" H1", H5’’eq 

5"eq 3,82 ; dd ; J = 12,4 ; 2,9 Hz ; 1H C1" 
 

H5’’ax 

 

Avicularine (6) 

 Les données des spectres de RMN sont indiquées dans le Tableau 9. La forme furanose de la 

quercitin-3--arabinoside est indiquée en particulier par l’isochromie des protons H5’’ par comparaison 

avec des déplacements chimiques observés dans le cas de la guaijaverine, comme décrit par 

Vvedenskaya et al. (2004) pour ces deux molécules. Le proton anomérique est caractérisé par un 

déplacement chimique de 5,45 ppm. Sa constante de couplage n’est pas visible cependant. L’ordre de 

grandeur de cette constante doit cependant être faible, a priori de l’ordre de 1 Hz d’après les 

constantes de couplages observées pour H2’’, ce qui serait cohérent avec le signal caractéristique 

décrit pour une configuration  de l’arabinofuranose (Torres-Mendoza et al., 2006). La constante de 

couplage entre H2’’ et H3’’ (J = 2,9 Hz) indique un couplage trans, retrouvé également entre les 

protons H3’’ et H4’’. Les corrélations observées en COSY et en NOESY confirment les attributions et 

la stéréochimie de la molécule. Les déplacements chimiques obtenus pour les spectres de RMN du 

proton et du carbone sont cohérents par rapport à ceux décrits dans la littérature pour cette molécule 

(Lu et Yeap Foo, 1997; Mechikova et al., 2008; Pistelli et al., 1993; Vvedenskaya et al., 2004) ou pour 
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le groupement arabinofuranoside (Correia et al., 2008). L’identification de cette molécule a également 

été effectuée par comparaison du spectre de RMN du proton obtenu avec celui d’un standard 

commercial analysé au laboratoire. 

 

Tableau 9 : Déplacements chimiques (δ) couplages homonucléaires 1H  1H (COSY et NOESY) et 

hétéronucléaires 1H  13C (HMBC) dans le CD3OD pour la quercitine-3-O--L-arabinofuranoside 

(avicularine) (6) ; []D 27 = -56 (c 0,208 ; CH3OH) 

 

Position (ppm); multiplicité; J(Hz) 

13C : (ppm) d'après les 
analyses HSQC et HMBC ; 

mult. 
HMBC (1H  13C) COSY (1H  1H) NOESY (1H  1H) 

2 
 

158,7 ; C 
   3    ? ; C       

4 
 

? ; C 
   5   158,4 ; C       

6 6,34 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 94,5 ; CH C8, C10, C5 H8 
 7   162,8 ; C       

8 6,17 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 99,7 ; CH C6, C10, C7, C9 H6 
 9   167,5 ; C       

10 
 

104,6 ; C 
   1'   122,8 ; C       

2' 7,52 ; d ; J = 2,0 Hz ; 1H 116,5 ; CH C6', C3', C4', C2 
  3'   146,2 ; C       

4' 
 

149,7 ; C 
   5' 6,89 ; d ; J = 8,4 Hz ; 1H 116,1 ; CH C1', C3', C4' H6' H6’ 

6' 7,48 ; dd ; J = 8,4; 2,0 Hz ; 1H 122,6 ; CH C2', C4', C2 H5' H5’ 

1" 5,45 ; brs ; 1H 109,3 ; CH C4" H2" H2’’ 

2" 4,32 ; dd ;  J = 2,9 ; 1,0 Hz ; 1H 83,0 ; CH C3" H1", H3" H1’’, H3’’ 

3" 3,91 ; dd ; J = 5,2 ; 2,9 Hz ; 1H 78,4 ; CH   H2" H2’’, H5’’b 

4" 3,87 ; brq ; J = 4,5 Hz ; 1H 87,7 ; CH C3" H5"b 
 5"a 3,49 ; m ; 1H 

62,2 ; CH2 
    

H3’’ 
5"b 3,48 ; dd ; J = 12,0 ; 4,6 Hz ; 1H C3" H4" 

 

Quercitrine (7) 

 Cette molécule (données de RMN dans le Tableau 10) se caractérise encore une fois par un 

squelette quercitine aisément identifiable et par un proton anomérique à 5,34 ppm de constante de 

couplage de 1,7 Hz, indiquant la configuration  du sucre associé. Celui-ci se distingue des glycosides 

précédemment décrits du fait de la présence d’un signal associé à un déplacement chimique de 0,94 

ppm pour le proton et 17,4 ppm pour la RMN du carbone, signe de la présence d’un groupement 

méthyle sur la partie sucrée. L’attribution des différents signaux et l’identification de la stéréochimie du 

sucre peuvent comme précédemment être effectuées par l’analyse des constantes de couplage et des 

corrélations observées en COSY. La constante de couplage de 9,4 Hz relevée dans le signal de H3’’ 
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(couplage avec H4’’) indique que ce proton est en position axiale. De fait H2’’ se trouve donc en 

position équatoriale (J = 3,4 Hz). Une unique corrélation est observée en NOESY entre H3’’ et H2’’. 

(Figure 41). L’identification de cette molécule a également été effectuée par comparaison du spectre 

de RMN du proton obtenu avec celui d’un standard commercial analysé au laboratoire.  

 

Figure 41 : Interaction NOE visible pour la détermination de la structure de l’-L-rhamnopyranose de la quercitrine 

 

Tableau 10 : Déplacements chimiques (δ) couplages homonucléaires 1H  1H (COSY et NOESY) et 

hétéronucléaires 1H  13C (HMBC) dans le CD3OD pour la quercitine-3-O-α-L-rhamnopyranoside 

(quercitrine) (7) 

 

Position 
(ppm); multiplicité; 

J(Hz) 

13C : (ppm) d'après 
les analyses HSQC et 

HMBC ; mult. 
HMBC (1H  13C) COSY (1H  1H) NOESY (1H  1H) 

2 
 

? ; C 
   3    ? ; C       

4 
 

? ; C 
   5    ? ; C       

6 6,31 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 95,1 ; CH 
 

H8 
 7    ? ; C       

8 6,15 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 100,5 ; CH 
 

H6 
 9    ? ; C       

10 
 

? ; C 
   1'   122,8 ; CH       

2' 7,33 ; d ; J = 2,1 Hz ; 1H 116,6 ; CH C4' 
  3'   ? ; C       

4' 
 

149,4 ; CH 
   5' 6,90 ; d ; J = 8,2 Hz ; 1H 116,1 ; CH C1" H6' H6’  

6' 7,30 ; dd ; J = 8,2 ; 2,1 Hz ; 1H 122,5 ; CH 
 

H5' H5’ 

1" 5,34 ; d ; J = 1,7 Hz ; 1H 103,4 ; CH C3" H2" 
 2" 4,21 ; dd ; J = 3,4 ; 1,7 Hz ; 1H 71,8 ; CH  H1", H3" H3" 

3" 3,74 ; dd ; J = 9,4 ; 3,4 Hz ; 1H 71,8 ; CH   H2", H4" H2" 

4" 3,34 ; m ; 1H 72,7 ; CH  H3" 
 5" 3,42 ; m ; 1H ? ; CH   H6" 
 

6" 0,94 ; d ; J = 6,1 Hz ; 3H 17,4 ; CH3 C4" H5"   
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Evaluation de l’activité antiplasmodiale des molécules isolées et des fractions 

 Les résultats obtenus pour les molécules pures isolées sont les suivants (Tableau 11):  

 

Tableau 11 : Mesure de l'activité antiplasmodiale et de la cytotoxicité des molécules pures isolées 

de l’extrait { l’acétate d’éthyle de Psidium acutangulum (n.i. : non identifié) 

 

N° Molécule 
CI50 P. falciparum FcB1 

(µg/ml) 
CI50 P. falciparum FcB1 

(µM) 
ED50 VERO 

(µg/ml) 

(1) Catéchine 21,0 72,3 n.t. 

(2) n.i. 19,5 - > 100 

(3) Quercitine-3-O--D-xylofuranoside 2,4 5,5 > 100 

(4) Reynoutrine 11,5 26,5 > 100 

(5) Guaijaverine 3,0 6,9 > 100 

(6) Avicularine 28,0 64,5 > 100 

(7) Quercitrine 32,0 71,4 > 100 

(8) n.i. 3,5 -  > 100 

 
Chloroquine 0,06 0,18 - 

 

 Les résultats obtenus mettent en évidence trois molécules présentant une activité 

antiplasmodiale modérée : la quercitine-3-O--D-xylofuranoside, jamais décrite à ce jour dans la 

littérature à notre connaissance, la guaijaverine et la molécule (8) non encore identifiée, mais donc les 

données de RMN indiquent cependant qu’il s’agit encore une fois d’un flavonoïde glycosylé. Ces trois 

molécules possèdent une CI50 de l’ordre de 2 à 3 µg/ml (5,5 µM et 6,9 µM respectivement pour la 

molécule (3) et la guaijaverine). Aucune des molécules isolées ne présente de cytotoxicité 

(ED50 > 100 µg/ml) sur la lignée cellulaire testée.   

 D’après les données de la littérature, de toutes les molécules isolées précédemment, seule la 

quercitrine possède une activité antiplasmodiale connue sur Plasmodium falciparum, avec une CI50 

mesurée de 4,1 µg/ml (9,1 µM) sur souche chloroquino-sensible CDC1 (Liu et al., 2007) et une 

inhibition de la prolifération du parasite de 34 % sur souche FCR3 cycloguanil-résistante de Gambie 

pour une concentration en quercitrine de 0,05 ng/ml (Murakami et al., 2001). Dans le cas de notre 

étude cependant, cette molécule n’est pas considérée comme active (CI50 > 10 µg/ml). Aucune 

donnée n’a été trouvée dans la littérature concernant une éventuelle activité antimalarique de la 

reynoutrine, de la guaijaverine ou de l’avicularine.  

 Afin d’avoir un suivi plus exhaustif de l’activité antiplasmodiale de l’extrait, les fractions 

intermédiaires récupérées entre les molécules pures ont également été évaluées sur P. falciparum 

FcB1 (Tableau 12). 
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Tableau 12 : Activités antiplasmodiales des fractions intermédiaires de l’extrait { l’acétate d’éthyle 

de de P. acutangulum 

 

Référence CI50 P. falciparum FcB1 (µg/ml) 

BC 32 

G 3,5 

HIJ 3,8 

K 3,2 

L 3,25 

N 3,3 

 

 Ainsi la fraction BC, isolée entre la catéchine et la molécule (2), toutes deux inactives, ne 

présente pas non plus d’activité. Les fractions G et HIJ contiennent en particulier les molécules 

séparées grâce à un fractionnement supplémentaires ayant abouti à l’isolement des produits (4) à (7). 

Il est donc logique de mesurer pour ces fractions une activité modérée. La fraction K est constituée 

d’un mélange de molécules non identifiées et non isolées, dont l’étude pourrait donc s’avérer 

intéressante – même si au vu de la CI50 de cette fraction les activités des molécules qui en seraient 

éventuellement isolées seraient sans doute également modérées. Enfin, les fractions L et N 

contiennent de façon majoritaire la molécule (8), qui présente une activité modérée et peut donc 

expliquer la valeur relevée pour ces deux mélanges. Les molécules isolées donnent donc une image 

relativement complète de l’activité de l’extrait à l’acétate d’éthyle. 

 Afin d’avoir une meileure visibilité du rôle de chaque molécule ou fraction dans l’activité de cet 

extrait, la concentration de chaque molécule ou mélange dans la décoction a été calculée à partir des 

masses de produits isolées après fractionnement et en prenant en compte le rendement d’extraction 

(Tableau 13). Pour mieux visualiser la contribution de chacun des produits, l’effet inhibiteur (EI), 

décrivant la contribution de chaque molécule ou fraction en fonction de sa concentration, a été calculé 

comme décrit par Deharo et Ginsburg, par la formule : 

 

       
   

          
 

 

 Avec x la concentration (calculée à partir du rendement d’extraction du composé) à la CI50 de 

l’extrait (c'est-à-dire le rendement d’extraction multiplié par la CI50 de l’extrait brut, prise ici à 1 µg/ml) 

et CI50 la mesure de l’activité antiplasmodiale de ce composé (Deharo et Ginsburg, 2011). Le calcul a 

également été appliqué ici aux fractions intermédiaires. La contribution de chaque composé est 

ensuite mesurée en pourcentages. 
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Tableau 13 : Concentration et activité antipaludique des constituants de la décoction de tiges de P. 

acutangulum 

 

Référence Nom 
Concentration 
dans la tisane 

(mg/ml) 

CI50 P. falciparum 
FcB1 (µg/ml) 

Rendement / 
PSIF (%) 

Effet inhibiteur 
Contribution du 

composé à l'activité 
de l'extrait (%) 

(1) Catéchine 0,22 21,0 9,1 0,43 0,86 

BC Mélange 0,09 32,0 3,7 0,12 0,23 

(2) n.i. 0,15 19,5 6,2 0,32 0,63 

(3) 
Quercitine-3-

O--D-
xylofuranoside 

0,22 2,4 9,1 3,65 7,31 

G Mélange 0,10 3,5 4,0 1,13 2,26 

(4) Reynoutrine 0,15 11,5 1,8 0,16 0,31 

(5) Guaijaverine 0,06 3,0 0,7 0,23 0,47 

(6) Avicularine 0,12 28,0 1,5 0,05 0,11 

(7) Quercitrine 0,06 32,0 0,7 0,02 0,04 

K Mélange 0,15 3,2 6,2 1,90 3,80 

L Mélange 0,08 3,3 3,5 1,07 2,13 

(8) n.i. 0,13 3,5 5,5 1,55 3,09 

N Mélange 0,08 3,3 3,5 1,05 2,10 

 

 Il apparait ainsi que l’activité de l’extrait et de la décoction sont dues au mélange des 

molécules, et non à une molécule en particulier, comme dans le cas des préparations à base de 

feuilles de Q. amara. Les molécules (3) et (8), ainsi que le mélange K, sont les principaux 

contributeurs à l’activité antiplasmodiale du mélange. L’activité des molécules pures isolées ici ne 

semble cependant expliquer la totalité de l’activité antiplasmodiale de l’extrait à l’acétate d’éthyle de 

Psidium acutangulum (CI50 < 1 µg/ml) mais seul un dosage précis de la concentration des molécules 

dans l’extrait total permettrait de conclure à ce sujet.  

 Le fait que les CI50 de chacune des molécules isolées soient inférieures à la valeur de CI50 

relevée pour l’extrait total est un phénomène courant dans le domaine des substances naturelles. 

Ceci peut être de façon générale dû soit à la perte de produits lors du fractionnement, les molécules 

les plus actives n’ayant finalement pas été isolées, soit à une dégradation de certains produits lors 

des étapes de séparation, les composés pouvant être plus fragiles une fois isolés qu’en mélange, ou 

soit enfin à des phénomènes de synergie entre les différents constituants de l’extrait ou de la 

préparation (Houghton et al., 2007). Ces divers aspects peuvent être illustrés par l’exemple de la 

valériane (Valeriana officinalis L., Caprifoliaceae), plante pour laquelle les propriétés sédatives ne sont 

actuellement pas totalement expliquées du fait des molécules isolées (acide valérinique, 

valéranone…). Il a été suggéré que l’activité pourrait provenir de produits de dégradation de ces 

molécules, mais le fait de savoir si l’activité des extraits est liée à un seul composé, à plusieurs 

composés inconnus ou à des phénomènes de synergie reste à ce jour inexpliqué (Gurib-Fakim, 
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2006). Ces effets de synergie sont en effet de plus en plus soulignés dans le cadre de l’étude des 

substances naturelles. De nombreux exemple in vitro (Ginkgo biloba, Cannabis sativa 

(Cannabaceae), huiles essentielles…) et cliniques (écorce de saule (Salix alba L., Salicaceae), 

millepertuis (Hypericum sp.)…) sont en particulier cités dans une revue récente (Williamson, 2001). Le 

calcul de la contribution de chaque constituant à l’activité de l’extrait permet ici de supposer que soit le 

composé actif n’a pas été isolé, et n’est pas non plus présent dans les fractions intermédiaires, soit il 

existe effectivement un fort effet de synergie entre ces molécules, la contribution de la molécule la 

plus active n’expliquant que 7 % de l’activité totale de l’extrait. Encore une fois cependant, un dosage 

précis de la concentration de chacune des molécules serait nécessaire pour conclure de façon 

certaine. 

 L’activité antipaludique des flavonoïdes, et en particulier des flavonols glycosylés dont les 

dérivés de la quercitine, a déjà été mise en évidence dans le cadre de plusieurs travaux, comme dans 

le cas de la 5-galloylquercitine-3-O--L-arabinofuranoside isolée de Calycolpus warszewiczianus O. 

Berg (Myrtaceae), avec une CI50 mesurée sur une souche chloroquino-résistante (W2) de P. 

falciparum de 14,5 µM (Torres-Mendoza et al., 2006). Comme dans le cas de notre étude, aucune 

cytotoxicité de ce composé et des autres arabinosides de flavonol, dérivés de la myricétine, sur 

cellules VERO n’a été relevée. Dans le cadre des travaux de Liu et al. et Murakami et al. cités plus 

haut, des études de relations structure – activité ont été menées sur les flavonols glycosylés. Il a ainsi 

été mis en évidence que les diglycosides de flavonols présentent une activité antiplasmodiale 

modérée, tout comme les monoglycosides de flavonols, alors que les flavonols non glycosylés 

(quercitine et kaempférol) ne montrent aucune activité. Aucune relation claire entre l’activité et la 

concentration n’a cependant pu être mise en évidence dans ce cas de figure (Murakami et al., 2001). 

D’autres types de flavonoïdes (citflavanone, lonchocarpol A et 8-prényldaïdzéine), non glycosylés, ont 

dans le cadre d’une évaluation sur la souche K1 de P. falciparum été caractérisés par des CI50 ≤ 5 

µg/ml (Khaomek et al., 2008). Le mode d’action de la quercitrine a également été étudié, et il a été 

démontré (Liu et al., 2007) que cette molécule interrompt le cycle érythrocytaire du parasite lors de la 

transition entre le stade trophozoïte et le stade schizonte. Il a également été mis en évidence par les 

mêmes auteurs que la quercitrine inhibe 100 % de la croissance du parasite à une dose de 10 µg/ml 

(22 mM) (souche CDC1 chloroquino-sensible), ce qui n’est pas le cas dans les essais biologiques 

réalisés dans notre étude pour cette molécule (souche FcB1 chloroquino-résistante).  
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3. Conclusion de l’étude de préparations phytothérapeutiques à base de 

rameaux de Psidium acutangulum DC. 

 

 Cette étude a permis de mettre en évidence l’existence de plusieurs molécules antipaludiques 

dans la décoction de rameaux de P. acutangulum utilisée par les Amérindiens Wayana du Haut-

Maroni (Figure 42) en Guyane française en cas d’accès palustre. L’importance de la saison de récolte 

du matériel végétal – et donc de l’état de maturation de la plante – pour l’évaluation de l’activité 

biologique in vitro du remède a également été soulignée. L’état de dessication de la plante n’a pas 

semblé ici présenter d’effet notable sur l’activité antiplasmodiale in vitro.  

 Les molécules isolées et identifiées sont des flavonols glycosylés, famille dont ont déjà été 

isolés des composés inhibant la croissance de P. falciparum in vitro. Dans le cadre de la recherche de 

nouvelles substances antipaludiques, les flavonoïdes et leurs analogues sont considérés comme des 

sources potentielles de composés d’intérêt. Ce type de molécule a par exemple été utilisé afin de 

générer un modèle de pharmacophore pour la recherche de molécules inhibant la biosynthèse des 

acides gras chez le parasite (Gupta et al., 2010). 

 Les molécules isolées présentent une activité antipaludique modérée (CI50 allant de 2,4 à 

3,5 µg/ml, soit des valeurs de 5,5 µM pour la quercitine-3-O--D-xylofuranoside, composé 

nouvellement isolé, et 6,9 µM pour la guaijaverine, dont l’activité antiplasmodiale n’avait jamais été 

décrite. Cependant, la non-toxicité de ces molécules comme de l’extrait brut fait de ce remède une 

préparation présentant un certain potentiel en vue du développement d’un traitement contre le 

paludisme. Contrairement à Q. amara, espèce pour laquelle l’activité de l’infusion de feuille n’était due 

qu’à une seule molécule, la simalikalactone D, l’activité de la décoction est due ici au mélange des 

molécules. L’absence de toxicité et les valeurs d’activité relevées indiquent que ce remède serait 

intéressant à étudier dans l’optique de la mise au point d’un médicament phytothérapeutique à partir 

de la totalité de la décoction de rameaux, plutôt que dans la recherche de nouvelles têtes de série. Il 

est bien sûr trop tôt au vu de l’étude réalisée pour conclure à la validation de ce remède traditionnel, 

les tests effectués ne l’ayant été qu’in vitro. Lors du passage à l’in vivo, la possibilité que certains 

composés soient métabolisés, et que les phénomènes de pharmacocinétique interviennent 

également, n’est pas négligeable (Gertsch, 2009). Une étude poussée de la décoction in vivo serait 

donc d’un grand intérêt dans ce cas de figure. 

 Enfin, il est souligné dans la littérature qu’il est parfois regrettable qu’un extrait évalué suite à 

une indication antipaludique ne le soit que vis-à-vis de l’inhibition de la croissance de P. falciparum, et 

non en sus de cette étude pour ses éventuels effets anti-inflammatoires ou antipyrétiques, activités 

pouvant aider à la réduction des symptômes en cas d’accès palustre (Houghton et al., 2007). Ce type 

d’activités ayant été mis en évidence pour un extrait de feuilles de P. guajava (Olajide et al., 1999), 
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des essais pourraient d’avérer pertinents dans le cas de la décoction de P. acutangulum ou de son 

extrait à l’acétate d’éthyle. 

 

 

Figure 42 : Tukusipan (carbet communautaire) du village de Taluhwen, Haut-Maroni (photographie P. Lecomte, 2005) 
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Chapitre 2 : Conclusion  

 L’étude de deux remèdes traditionnels de Guyane française recommandés pour le traitement 

du paludisme a pu mettre en évidence deux modes d’action différents : dans le cas de Q. amara, une 

unique molécule, la simalikalactone D, est responsable de l’activité (et de la toxicité) de l’infusion de 

jeunes feuilles fraîches, et dans le cas de la décoction de P. acutangulum, c’est un mélange de 

molécules modérément actives qui a été mis en lumière, avec potentiellement des effets de synergie 

entre les différents constituants de l’extrait. D’un côté, la mise en évidence de l’activité de la 

simalikalactone D pourrait permettre de relancer les débats sur l’intérêt des quassinoïdes dans la 

recherche de nouvelles molécules antipaludiques, et ouvrir des voies sur les potentialités de ce 

composé en termes de combinaison avec d’autres médicaments, permettant ainsi de limiter les doses 

utilisées, et donc de réduire la toxicité. D’autre part, le fait que l’activité de la décoction de P. 

acutangulum soit due à un mélange de molécules oriente plutôt la poursuite des études concernant ce 

remède vers la voie des médicaments phytothérapeutiques. L’extrait total, riche en flavonols 

glycosylés, pourrait également être utilisé en combinaison avec les antipaludiques du marché, 

s’inspirant ainsi de l’exemple de l’artémisinine, dont l’activité est augmentée par divers flavonoïdes 

présents dans la plante d’où elle est issue (Bilia et al., 2006), ou de la mise en évidence de la 

potentialisation in vivo de cette molécule par un extrait de racine d’Eurycoma longifolia Jack, 

contenant en particulier des flavonoïdes (Mohd Ridzuan et al., 2007; Sriwilaijaroen et al., 2010). Un 

des avantages majeur de cette préparation et de ses constituants est qu’ils ne présentent aucune 

toxicité sur les cellules VERO testées. 

 Ces deux études ne permettent pas de valider l’usage des remèdes étudiés, mais donnent 

des éléments en vue de recommandations de ce type. Dans le cas de la tisane de feuilles de Q. 

amara, une étude clinique sur la molécule active, la simalikalactone D, devrait être menée comme 

cela a déjà été fait sur un analogue de ce composé, la brucéantine, avant toute recommandation 

d’usage. Dans le cas de la décoction de P. acutangulum, si l’écueil de la toxicité semble ici contourné, 

des études in vivo devraient être réalisées sur la décoction et son extrait afin de mieux identifier leurs 

activités. Ainsi, la plus grande attention doit être portée aux conclusions émises suite à des études 

menées sur la base d’enquêtes ethnopharmacologiques, car celles-ci peuvent rapidement avoir un 

impact sur la société, en particulier quand des recommandations d’usage sont effectuées. La 

publication de données en ethnopharmacologie n’est donc pas seulement une question scientifique, 

mais aussi éthique. 

 Quoi qu’il en soit, dans le cadre des essais réalisés ici, il est inutile d’ajouter un crabe aux 

préparations étudiées ! 
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Chapitre 3 : La « Quinte Essence » 

amazonienne contre les mycoses 

Etude chimique et mise en évidence des propriétés antifongiques de 

l’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) Ronse 

(Plantaginaceae) 

Criblage et étude métabolomique d’huiles essentielle à activité 

antifongique   
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A. Terpènes et huiles essentielles 

 Les huiles essentielles (Figure 43) sont composées de molécules volatiles odorantes, 

majoritairement issues de la famille des terpénoïdes, et qui s’accumulent dans des glandes et tissus 

spécialisés des végétaux : cellules épidermiques des pétales chez les Rosaceae ou les Oleaceae, 

glandes épidermiques des Labiaceae, poches sécrétrices des Rutaceae ou canaux sécréteurs des 

Apiaceae (anciennement Ombelliferae) (Gilly, 1997). Le fait que les huiles soient produites dans des 

cellules spécialisées permet à la fois de réduire le risque d’autotoxicité pour la plante et de stocker 

des quantités importantes de métabolites secondaires à l’endroit où ils seront le plus utiles pour leur 

rôle de défense ou d’attraction (Figueiredo et al., 2008). Ces huiles sont obtenues par entraînement à 

la vapeur ou hydrodistillation pour 93 % d’entre elles, ainsi que par d’autres techniques comme 

l’expression à froid (dans le cas des zestes d’agrumes par exemple) (Masango, 2005). Depuis 

quelques années, de nouveaux produits, les huiles volatiles, sont également obtenus par extraction 

aux fluides – en particulier le CO2 – supercritiques (Damjanovic et al., 2005; Pourmortazavi et 

Hajimirsadeghi, 2007).  

 

 

 

Figure 43 : Huiles essentielles obtenues au laboratoire de chimie à Cayenne 

 

 Actuellement, près de 3 000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ 300 

présentent une importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques, cosmétiques, 

alimentaires, agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie (Bakkali et al., 2008; Dorman et 

Deans, 2000; Hammer et al., 1999; Mishra et Dubey, 1994; Tajkarimi et al., 2010).  

  Dans le domaine de la cosmétique, ces huiles sont utilisées afin de donner une odeur 

agréable au produit – masquage de l’odeur des principes actifs, meilleure régularité dans l’utilisation 

du produit du fait de la sensation agréable apportée, odeur unique des cosmétiques développés – 

mais aussi comme conservateurs, du fait des propriétés antimicrobiennes – c'est-à-dire antifongiques 

et antibactériennes – fréquemment rencontrées pour les huiles essentielles (Buchbauer, 2000). Dans 

le domaine de la parfumerie, même si les produits naturels ont pu connaitre un déclin lors de l’essor 

de la chimie de synthèse, les huiles essentielles jouent toujours un rôle fondamental. Le bois de rose 
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de Guyane française (Aniba rosaeodora Ducke, Lauraceae) en est un bon exemple : largement 

exploité au début du XXe siècle – les premières distilleries ouvrirent en 1900, la plus importante 

appartenant à Roure-Bertrand-Fils, une famille de parfumeurs grassois – son exploitation fut stoppée 

dans les années 1970 du fait de la raréfaction d’une ressource naturelle mal gérée mais aussi du 

remplacement de l’huile essentielle dans la formulation des parfums par du linalol de synthèse 

(Bruleaux, 1990). L’huile essentielle de bois de rose, composée en très grande majorité de linalol – de 

70 à 90 % pour les huiles trouvées habituellement dans le commerce (Santana et al., 1997) – possède 

cependant une plus grande richesse olfactive que la molécule pure, du fait de la présence des 

constituants minoritaires, le chemotype recherché étant celui le plus riche possible en linalol levogyre 

(Chantraine et al., 2009). De fait, la demande auprès des parfumeurs, même moins importante, reste 

constante (Vial-Debas, 1996). L’huile essentielle de bois de rose, à l’odeur florale, légèrement boisée, 

rosée, poivrée, est utilisée principalement en parfumerie fine de luxe, par exemple pour la formulation 

de Jicky de Guerlain dès 1889 ou de Parfum sacré de Caron (1991)12. Le bois de rose de Guyane 

française ayant en particulier une excellente réputation dans le domaine de la parfumerie, la 

production de l’huile essentielle en a été relancée à petite échelle par une entreprise locale, 

Sylvessence, et une étude (projet Anib@rosa, PO FEDER) portant sur les conditions optimales pour 

la production d’huile essentielle (climat, sol et terrain génétique) et le développement d’un outil de 

traçabilité permettant de certifier l’origine de la graine est actuellement en cours. Cette approche 

permettra de lever les verrous règlementaires liés à l’inscription du bois de rose sur la liste des 

espèces protégées, mais également de remettre cette ressource au cœur de l’histoire et de 

l’économie de la Guyane.  

 Les applications thérapeutiques sont dues en particulier au fait que certaines de ces huiles 

possèdent des activités intéressantes, par exemple l’action antimicrobienne de l’huile essentielle de 

Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae) (Carson et Riley, 2003). La diversité des mécanismes 

d’action impliqués dans les activités de ces produits permettrait en particulier de limiter le taux de 

développement des résistances. Les huiles essentielles semblent en effet ne pas avoir de cibles 

cellulaires spécifiques, du fait de leur grand nombre de constituants. Elles peuvent par exemple avoir 

une action antimicrobienne par lyse de la cellule entière du fait de l’endommagement de la membrane, 

altérer la perméabilité de la membrane cellulaire et de ce fait mettre en cause les capacités de 

régulation osmotique de la cellule ou d’exclusion des composés toxiques, et empêcher la respiration 

cellulaire des mitochondries, comme mis en évidence dans le cas de l’-pinène sur des levures 

(Carson et al., 2002). D’autres mécanismes comme des perturbations des voies de biosynthèse ou 

des systèmes enzymatiques peuvent également être impliqués (Tajkarimi et al., 2010). Ces actions 

sont dues aux constituants lipophiles des huiles essentielles, pouvant donc traverser facilement les 

                                                      

12 http://www.osmoz.fr/Encyclopedia/Matieres-premieres/Bois/Bois-de-Rose-Aniba-Rosaeodora, 

consulté le 02/02/2011 
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membranes cellulaires et en bouleverser la structure et le fonctionnement (Bakkali et al., 2008). De 

plus, certains facteurs tels que la stéréochimie des molécules impliquées, leur lipophilie, les 

groupements fonctionnels qui les caractérisent ou leur degré de solubilité en milieu aqueux influencent 

l’activité antifongique et antibactérienne des huiles essentielles (Dorman et Deans, 2000; Tajkarimi et 

al., 2010). Il a ainsi été montré que les isomères  et cis des terpènes constituant les huiles 

essentielles sont plutôt inactifs relativement aux isomères  et trans, et que la présence de fonctions 

oxygénées (groupement hydroxyle des composés phénoliques, groupement acétate, fonction 

aldéhyde conjuguée avec une double liaison carbone-carbone…) accroit les propriétés 

antimicrobiennes des terpénoïdes (Dorman et Deans, 2000).  

 De façon générale, les terpénoïdes jouent un rôle fondamental dans les interactions entre 

organismes vivants, permettant par exemple à une plante d’attirer les pollinisateurs, ou les prédateurs 

ou parasitoïdes des herbivores venant l’attaquer (Gershenzon et Dudareva, 2007; Pichersky et 

Gershenzon, 2002; Unsicker et al., 2009), et participent au système de défense antimicrobien des 

plantes (Tajkarimi et al., 2010). C’est en particulier ce dernier rôle qui donne toute sa cohérence à une 

stratégie bioinspirée de recherche de composés antifongiques et antibactériens parmi les métabolites 

secondaires, et en particulier les huiles essentielles (Figueiredo et al., 2008). 

B. Les pathologies fongiques humaines  

1. Infections fongiques : causes et description 

 

 Les champignons, organismes saprophytes et ubiquitaires, se classent généralement en deux 

catégories : les levures et les champignons filamenteux. Les infections fongiques chez l’homme, 

causées par l’une ou l’autre de ces deux classes, sont décrites sous le nom de mycoses (Ratnajara, 

2006). Celles-ci peuvent être de plusieurs types : superficielles (peau, cheveux, ongles), sous-

cutanées ou systémiques (Hay, 2006; Lupi et al., 2005). 

 Les mycoses superficielles sont le plus souvent causées par des champignons filamenteux, 

dits dermatophytes, et incluant en particulier les genres anamorphiques de champignons asexués (ou 

imparfaits) Trichophyton, Microsporum et Epidermophyton (Ratnajara, 2006; Weitzman et 

Summerbell, 1995). Ces infections sont généralement connues sous le nom de teignes, les espèces 

du genre Trichophyton (T. rubrum, T. mentagrophytes) étant par exemple responsable du très 

répandu « pied d’athlète » (Venkatesan et al., 2005; Weitzman et Summerbell, 1995). Ces 

champignons infectent l’organisme en dégradant la kératine des tissus humains et animaux 

(Weitzman et Summerbell, 1995). 
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 Les levures du genre Candida sont également responsables d’un grand nombre de mycoses 

superficielles, le pathogène le plus répandu étant C. albicans, causant par exemple le muguet du 

nourrisson. Ces mycoses superficielles touchent généralement toutes les catégories de population 

(Hay, 2006; Ratnajara, 2006). Elles sont répandues dans le monde entier, certaines d’entre elles étant 

cependant plus présentes dans les zones tropicales du fait de facteurs climatiques (chaleur et 

humidité favorables au développement des mycoses) ou sociaux (question de l’accès aux soins) (Hay, 

2006). Les infections à Malassezia  spp. (hyper- ou hypo-pigmentation de la peau) sont en particuliers 

plutôt limitées aux tropiques, l’exposition au soleil pouvant être un facteur déclenchant (Ratnajara, 

2006). 

 Les mycoses sous-cutanées sont quant à elles majoritairement présentes dans les zones 

tropicales et sub-tropicales. Il s’agit d’infections dues à une contamination du derme et des tissus 

sous-cutanés par des pathogènes généralement originaires de l’environnement extérieur (sol, 

plantes…). Elles peuvent éventuellement s’étendre à l’épiderme et regroupent en particulier les 

mycoses du type sporotrichoses, mycétomes ou chromoblastomycoses (Hay, 2006; Lupi et al., 2005). 

Le concept de biofilm dans le cas des champignons dermatophytes a également été introduit afin 

d’expliquer en particulier certains cas d’onychomycoses résistantes aux traitements classiques et 

nécessitant une intervention chirurgicale (Martinez-Rossi et Peres, 2008). 

 Les mycoses systémiques opportunistes touchent plus particulièrement les patients 

gravement malades (VIH en particulier) ou immunodéprimés. Elles sont en particulier causées par les 

levures du genre Candida, présentes à l’état normal dans la flore microbienne de la peau, des 

muqueuses, de l’appareil digestif et du système reproducteur humain (Galvan et Mariscal, 2006). La 

virulence de ces souches s’explique par leur grande capacité d’adaptation à des habitats divers, ainsi 

que par la possibilité pour les cellules de ces levures de s’associer pour former des biofilms – de façon 

plus ou moins efficace selon les espèces et les souches – qui adhèrent aux surfaces et sont 

responsables des mycoses (Miceli et al., 2011). 

 C. albicans est l’espèce majoritairement à l’origine de ces infections, mais C. glabrata – 

second agent responsable des candidémies aux Etats-Unis – C. tropicalis et C. parapsilosis – espèces 

les plus fréquentes après C. albicans en Amérique latine – et dans une moindre mesure C. krusei sont 

également rencontrés (Nucci et Marr, 2005; Ratnajara, 2006; Warnock, 2007). C. parapsilois infecte 

préférentiellement les patients de soins intensifs et les nouveau-nés, alors que C. krusei et C. 

tropicalis seront plutôt rencontrés dans le cas des patients subissant des greffes de moelle ou de 

cellules-souches (Miceli et al., 2011). Actuellement, plus de 50 % des infections systémiques causées 

par des Candida le sont par des espèces non-albicans (Miceli et al., 2011; Nucci et Marr, 2005). Ces 

infections peuvent par exemple être endogènes, causées par des traitements lourds aux antibiotiques 

déséquilibrant la flore intestinale et permettant la prolifération des pathogènes, mais aussi par des 
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contaminations exogènes dues à la colonisation par les micro-organismes des dispositifs médicaux 

(cathéters, dispositifs intravasculaires, sondes urinaires…) (Galvan et Mariscal, 2006). Elles peuvent 

conduire à des complications telles que les endocardites, des obstructions de la veine cave ou des 

thromboses veineuses, et peuvent également atteindre les yeux, le système nerveux central ou les 

poumons (Ratnajara, 2006). D’autres infections systémiques peuvent par exemple être causées par 

des levures (Cryptococcus sp., Trichosporon sp.) ou des champignons filamenteux (Aspergillus sp.) 

(Miceli et al., 2011; Ratnajara, 2006; Venkatesan et al., 2005; Warnock, 2007). Ces infections 

opportunistes sont présentes partout dans le monde, mais certains types d’infections systémiques, 

dites endémiques, existent également de façon spécifique dans les zones tropicales (infections 

respiratoires) (Hay, 2006).  

 L’incidence des infections fongiques, quelle que soit leur catégorie, est en nette croissance 

ces dernières années du fait de l’augmentation du nombre de patients à haut risque et du 

développement des résistances aux antifongiques actuels (Georgopapadakou et Walsh, 1996; 

Ratnajara, 2006). En effet, les progrès thérapeutiques et chirurgicaux ont permis des avancées 

notables dans le domaine des greffes, du traitement des maladies chroniques comme le diabète, des 

traitements contre le VIH, des opérations chirurgicales lourdes ou des soins aux enfants grands 

prématurés. Ces patients sont cependant beaucoup plus sensibles aux mycoses du fait de l’altération 

de leurs défenses immunitaires (Galvan et Mariscal, 2006; Warnock, 2007). Une étude menée entre 

1980 et 1990 aux Etats-Unis par le NNISS (National Nosocomial Infections Surveillance System) avait 

à l’époque déjà mis en évidence une augmentation du nombre d’infections fongiques chez les patients 

des hôpitaux américains, le nombre de cas étant passé en une décennie de 2,0 à 3,8 pour 1 000 

patients à la fin de leur période d’hospitalisation (Beck-Sagué et al., 1993). 

 

2. Traitements actuels et problématiques rencontrées 

 

Traitements 

 Les champignons sont des organismes eukaryotes dont la membrane plasmique est 

constituée en grande majorité d’ergostérol, un analogue du cholestérol (Martinez-Rossi et Peres, 

2008) – molécule remplissant cette fonction chez les mammifères – synthétisé à partir du squalène 

dans un premier temps, puis du lanostérol dans une seconde étape. La plupart des antifongiques 

actuels agissent donc, à un stade ou à un autre de la voie de biosynthèse, sur cette molécule 

(Elewski, 1998; White et al., 1998). Des classes de composés ayant des mécanismes d’action 

différents ont cependant été développées récemment, en particulier les échinocandines. Cinq types 

de traitements sont présentés ci-dessous (Figure 44).  
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Polyènes 

 Parmi les traitements les plus répandus contre les mycoses figure toujours l’amphotéricine B, 

découverte en 1956, qui présente cependant une toxicité non négligeable (Georgopapadakou et 

Walsh, 1996; White et al., 1998). Cette molécule, de la classe des polyènes tout comme la nystatine, 

a été au départ isolée d’une souche de Streptomyces d’un échantillon de sol. Lipophile, elle est 

efficace aussi bien vis-à-vis des levures que des champignons filamenteux, se liant aux stérols tels 

que l’ergostérol, augmentant ainsi la perméabilité de la membrane, conduisant à la perte du contenu 

cytoplasmique et à la mort de la cellule (Georgopapadakou et Walsh, 1996; Jamieson, 2006). Sa 

toxicité provient en conséquence de ce mécanisme d’action non spécifique sur la membrane cellulaire 

(Jamieson, 2006). Des formulations lipidiques (dispersion colloïdale, liposomes…) développées ces 

dernières années permettent de diminuer en particulier la toxicité néphrologique, et donc d’administrer 

des doses de médicament plus importantes (Jamieson, 2006; Venkatesan et al., 2005).  

Allylamines 

 La classe des allylamines, qui inclut notamment la terbinafine, regroupe des molécules de 

choix pour le traitement des mycoses ongulaires dues aux dermatophytes (Georgopapadakou et 

Walsh, 1996). La terbinafine agit en inhibant l’action de la squalène époxydase, ce qui conduit d’une 

part à une déficience en ergostérol dans la membrane de la cellule (effet fongistatique) (Jamieson, 

2006) et d’autre part à une accumulation de squalène dans la cellule, provoquant la destruction de 

celle-ci (effet fongicide) (Elewski, 1998; Roberts et al., 2003). 

Azoles 

 La mise sur le marché des molécules triazolées comme le fluconazole, l’itraconazole et plus 

récemment le voriconazole ont permis de nets progrès dans le traitement des mycoses cutanées et 

systémiques et de certaines mycoses sous-cutanées (Hay, 2006; Venkatesan et al., 2005), en 

complément des imidazoles tels que le cétoconazole. Ces molécules de synthèse agissent par liaison 

avec une enzyme du cytochrome P450, la lanostérol déméthylase, durant la synthèse de l’ergostérol 

en interférant avec la déméthylation du lanostérol. Les fonctions associées à la membrane et sa 

fluidité sont ainsi altérée du fait de la diminution de la concentration en ergostérol et de l’accumulation 

de méthylstérols (Elewski, 1998; Jamieson, 2006; White et al., 1998). Les effets secondaires de ces 

molécules sont dus à ce mécanisme, les enzymes du cytochrome P450 intervenant dans un grand 

nombre de voies de biosynthèses. En se liant moins fortement avec ces enzymes que le 

cétoconazole, le fluconazole et l’itraconazole possèdent donc moins d’effets secondaires et en 

particulier un moindre risque hépatotoxique (Elewski, 1998). 

 Le cétoconazole, premier imidazole oralement actif sur les dermatophytes et les levures, et 

développé dans les années 1980, est utilisé pour traiter les mycoses superficielles et systémiques, par 

voie orale ou topique. Une possible hépatotoxicité de cette molécule a été relevée (Elewski, 1998; 

Weitzman et Summerbell, 1995). Le fluconazole quant à lui peut être administré oralement ou par voie 
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intraveineuse pour traiter les infections superficielles et systémiques à dermatophytes, à Candida, 

ainsi que certaines infections à Cryptococcus (Elewski, 1998; Jamieson, 2006). L’itraconazole est 

indiqué dans les cas des onychomycoses, de mycoses systémiques à Candida, d’aspergilloses 

invasives, d’infections à Cryptococcus ou d’histoplasmose par exemple, par voie orale ou 

intraveineuse (Jamieson, 2006). L’itraconazole, insoluble dans l’eau et devant donc nécessairement 

être formulé en association avec des cyclodextrines pour son administration, reste cependant d’emploi 

difficile au vu des difficultés de prédiction de sa capacité d’absorption par voie orale (Jamieson, 2006; 

Venkatesan et al., 2005). Son utilisation par exemple dans le traitement des teignes (tinea corporis, 

tinea manuum, tinea pedis) aboutit malgré tout à de bons résultats (Weitzman et Summerbell, 1995). 

Le voriconazole enfin est indiqué dans le cas des aspergilloses invasives et des candidémies en 

particulier, par voie orale et intraveineuse (Jamieson, 2006). 

Echinocandines  

 L’introduction ces dernières années d’une nouvelle famille de composés antifongiques, les 

échinocandines, dont fait partie la capsofungine active contre les candidoses et les aspergilloses 

invasives, ont permis de grandes avancées dans le traitement des infections fongiques. La 

capsofungine ne possède cependant à l’heure actuelle pas de préparation par voie orale, ce qui limite 

son spectre d’action (Venkatesan et al., 2005). Cette classe de molécules possède un mode d’action 

innovant, inhibant la synthèse du 1,3-β-D-glucane, constituant des membranes cellulaires leur 

conférant rigidité et intégrité (Baixench et al., 2007; Jamieson, 2006). L’enzyme impliquée étant 

présente chez la plupart des champignons pathogènes mais absente des cellules de mammifères, les 

risques d’effets secondaires sont donc diminués. 

Griséofulvine 

 La griseofulvine quant à elle reste un traitement de choix dans le cas des infections à T. 

tonsurans (tinea capitis) ou des mycoses des pieds dues à T. mentagrophytes ou T. rubrum 

lorsqu’elles sont résistantes aux composés azolés ou présentent un caractère chronique, et ce 

d’autant plus que cette molécule est facilement accessible dans la plupart des pays tropicaux (Hay, 

2006; Weitzman et Summerbell, 1995). Elle agit en inhibant la synthèse des acides nucléiques, 

bloquant ainsi la mitose et empêchant la synthèse des parois cellulaires (Elewski, 1998; Roberts et al., 

2003). Son efficacité pour le traitement des infections dues à des dermatophytes vient du fait qu’elle 

possède la propriété de s’accumuler dans la kératine. Bien tolérée pour le traitement des mycoses 

chez les enfants, biodisponible par voie orale, elle présente cependant une foetotoxicité et un effet 

tératogène chez l’animal et est donc déconseillée avant et pendant une grossesse (Jamieson, 2006; 

Roberts et al., 2003). Chez l’homme, les effets secondaires les plus remarqués sont une 

hypersensibilité de la peau (7 % des patients) ainsi que des maux de tête, nausées et photosensibilité 

(8-15 % des patients) (Elewski, 1998). 
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Figure 44 : Structure de quelques antifongiques usuels 
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La question du développement des résistances 

 Les phénomènes de résistance in vitro de certaines souches peuvent être soit d’origine 

intrinsèque, la résistance étant inhérente à l’espèce et s’étant développée au cours de l’évolution de la 

souche, soit d’origine acquise, lorsque la résistance émerge d’une population autrefois sensible au 

traitement (Martinez-Rossi et Peres, 2008; White et al., 1998). Le développement de certains 

phénomènes de résistance a été observé ces dernières années en parallèle à l’utilisation croissante 

des antifongiques en prophylaxie et pour des traitements longs dans le cas de patients 

immunodéprimés (White et al., 1998). La résistance peut se définir soit comme un phénomène in vitro 

lié à une augmentation de la CIM soit comme un phénomène clinique défini comme la persistance ou 

la progression d’une infection en dépit d’une thérapie antimicrobienne appropriée (Baixench et al., 

2007; White et al., 1998). Entre ces deux phénomènes interviennent en particulier l’état immunitaire 

de l’hôte et la biodisponibilité du traitement (White et al., 1998). 

 La résistance des isolats cliniques de Candida aux antifongiques du marché est par exemple 

un défi majeur dans le cadre de la recherche de thérapies contre les mycoses (Miceli et al., 2011). 

Dans le cas de C. albicans, la capacité des levures à former des biofilms accroit encore les 

phénomènes de résistance, les cellules impliquées dans un biofilm étant moins sensibles aux 

thérapies que celles cultivées en suspension (White et al., 1998). La résistance des Candida vis-à-vis 

de l’amphotéricine B reste rare, mais elle est par exemple plus courante dans le cas des pathogènes 

émergents tels que Fusarium ou Trichosporon (Georgopapadakou et Walsh, 1996). Des phénomènes 

de sélection de souches de C. albicans moins sensibles aux antifongiques azolés chez des patients 

VIH-positifs atteints de candidoses oropharyngées et traités de façon massive par l’emploi de 

fluconazole ont par exemple été remarqués au début des années 1990 (Georgopapadakou et Walsh, 

1996; Warnock, 2007). Ce phénomène de résistance est cependant beaucoup plus marqué dans le 

cas de C. glabrata, deuxième cause de mycoses systémiques en Amérique du Nord, où 5 à 10 % des 

isolats cliniques sont résistants au fluconazole (Nucci et Marr, 2005; Venkatesan et al., 2005; 

Warnock, 2007). Dans le cas de C. parapsilosis, une souche résistante au fluconazole a par exemple 

été mise en évidence du fait de l’utilisation de cette molécule en prophylaxie pour les soins de 

néonatologie. Des cas de résistances in vitro au fluconazole ont également été relevés pour des 

isolats de T. rubrum (Santos et Hamdan, 2007). Des échecs peuvent également advenir pour cette 

espèce en cas de traitement à la capsofungine (Miceli et al., 2011). Quant à C. krusei, tout comme 

Aspergillus fumigatus, il est intrinsèquement résistant au fluconazole et au cétoconazole. (Venkatesan 

et al., 2005; Warnock, 2007; White et al., 1998). Quelques résultats ont également mis en évidence 

une augmentation de la valeur de la concentration d’inhibition minimale (CIM) voire un développement 

de résistances pour certains isolats de Candida spp. (C. parapsilosis, C. albicans, C. glabrata, C. 

krusei) vis-à-vis des échinocandines, en particulier la capsofungine, dans des cas 
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d’immunosuppression sévère, de candidémies chroniques et d’exposition prolongée au traitement 

(Baixench et al., 2007; Miceli et al., 2011; Nucci et Marr, 2005). 

 L’augmentation de la prévalence des infections fongiques, couplée à une résistance accrue 

aux antifongiques et à des problèmes de toxicité rencontrés sur le long terme avec les traitements 

actuels, rend donc nécessaire la recherche de nouveaux traitements des mycoses (Venkatesan et al., 

2005; White et al., 1998). De plus, les traitements conventionnels de ces maladies sont limités par 

comparaison avec les antibiotiques disponibles pour traiter les infections bactériennes, les cellules 

eucaryotes des champignons étant beaucoup plus proches des cellules humaines que ne le sont les 

cellules procaryotes des bactéries (Jamieson, 2006; Martinez-Rossi et Peres, 2008). Enfin, certains 

traitements restent difficilement accessibles, en particulier dans les zones tropicales pourtant 

largement touchées par les mycoses (Hay, 2006). En conséquence, un intérêt croissant pour les 

plantes médicinales comme alternative aux molécules de synthèse se développe actuellement, même 

si il n’existe pour le moment pas de médicament d’origine végétale ou qui en soit directement inspiré. 

Cette recherche de substances biologiquement actives a encouragé, parmi d’autres voies, l’étude et 

l’utilisation des huiles essentielles (Rios et Recio, 2005).  

C. Etude de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) Ronse : 

une belle plante de Guyane contre les mycoses  

1. Otacanthus azureus (Linden) Ronse (Plantaginaceae) : état de l’art 

 

 Otacanthus azureus (Linden) Ronse 

(Figure 45) est une espèce anciennement 

membre de la famille des Scrophulariaceae et 

récemment reclassée parmi les 

Plantaginaceae (Albach et al., 2005). Originaire 

du Brésil (états de Rio de Janeiro et Espírito 

Santo, dans la région de la Mata Atlântica), elle 

est  également présente en Amazonie (Manaus 

(Amazonas), Guyane française, Colombie) ou 

naturalisée dans des zones sub-tropicales 

(Madagascar, Seychelles, île Maurice, Réunion, 

Hawaï).  

Figure 45 : Otacanthus azureus (Linden) Ronse        

(photographie A. Jahn) 
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 Cette espèce fut introduite en Europe en 1861 et nommée à la fois O. coeruleus par le 

botaniste Lindley et Stemodia azureus par son confrère Linden en 1862. Cultivée en serre pour 

l’ornement de la seconde moitié du XIXe siècle jusqu’au début du XXe siècle, elle disparut ensuite de 

ces régions jusqu’en 1977, date à laquelle elle fut réintroduite pour la culture (De Pooter et al., 1989). 

L’espèce étudiée ici est recensée sous le nom d’O. caeruleus Lindl. par le Missouri Botanical 

Garden13 avec pour synonyme O. azureus (Linden) Ronse. Une révision taxonomique du genre 

Otacanthus a été effectuée (Ronse, 2001). La systématique de cette espèce peut être présentée 

comme suit : 

- Classe : Equisetopsida 

- Sous-classe : Magnoliidae 

- Sur-ordre : Asteranae 

- Ordre : Lamiales 

- Famille : Plantaginaceae Juss. 

- Genre : Otacanthus Lindl. 

- Espèce : Otacanthus azureus (Linden) Ronse 

- Synonymes : O. caeruleus (Lindl.), Stemodia azurea (Linden), Tetraplacus tauberti (Mez.) 

  

 

Figure 46 : Otacanthus azureus (Linden) Ronse : détail d’une feuille (à gauche) et fleur (à droite) 

 

 Il s’agit d’une herbacée terrestre pérenne de 1 à 2 m de hauteur environ portant de larges 

inflorescences terminales d’un violet très vif et lumineux. Les feuilles, simples, opposées, à limbe 

décurrent, discolores, sont couvertes de minuscules poils glandulaires et légèrement collantes au 

toucher (Figure 46). En les froissant, il s’en dégage une forte odeur aromatique, mentholée, 

résineuse, rappelant l’encens. Cette plante est ainsi connue sous le nom vernaculaire de « fleur 

                                                      

13 Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 17 Nov 2010 <http://www.tropicos.org/Name/50078854> 

http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000109&conceptid=1
http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000013&conceptid=1
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d’encens » en Guyane française et « incenso » au Brésil, ou « fleur cirage » à la Réunion, son odeur 

évoquant également l’encaustique. Elle est également nommée « Brazilian Snapdragon », ses fleurs 

évoquant la gueule ouverte de ces créatures fantastiques. 

 D’un point de vue écologique, O. azureus est à l’origine une espèce héliophile des habitats 

rocheux de la zone côtière de la Mata Atlântica. Cette espèce ne fait l’objet d’aucune mesure 

particulière de protection, mais du fait de sa zone de distribution réduite et de ses besoins écologiques 

spécifiques, elle reste cependant vulnérable comme la plupart des espèces de ce genre. Il peut être 

déduit d’après les herbiers déposés pour les différentes espèces d’Otacanthus dans les zones où 

cette plante est rencontrée que la floraison s’effectue tout au long de l’année, avec des pics 

remarqués en août-septembre et mai-juin (Ronse, 2001). En particulier, les échantillons déposés à 

l’Herbier de Guyane indiquent une floraison en avril, mai et août, mais pas en novembre. Aucun autre 

usage que l’aspect ornemental ou le potentiel de cette espèce à fournir des fleurs coupées du fait de 

sa couleur bleu-violet inhabituelle n’a été relevé dans la littérature (Anderson, 2004).  

 Lors d’une étude comparative, dix taxa de cinq espèces d’Otacanthus et trois formes 

intermédiaires ont été étudiés pour leur contenu en huiles essentielles, dont la composition a mis en 

évidence dans chaque cas un mélange d’une trentaine à une centaine de mono- et sesquiterpènes 

(Ronse et al., 1997). Le rendement le plus important a été obtenu pour O. azureus avec une quantité 

d’huile obtenue représentant 0,2 % du poids de la plante fraîche, ce résultat étant proche de celui 

obtenu par De Pooter et al. (0,2 à 0,3 % suivant le stade de maturité de la plante) (De Pooter et al., 

1989). Une analyse de la composition de ces huiles a mis en évidence des similarités entre O. 

azureus et O. fernandesii, deux espèces possédant des caractères morphologiques intermédiaires 

communs (absence ou faible présence de poils non glandulaires sur les parties végétatives de la 

plante) (Ronse, 2001). Un travail supplémentaire a été mené en 2006 sur les huiles essentielles de 

différentes parties d’O. azureus, conduisant dans ce cas pour les feuilles à un rendement en huile 

essentielle de 0,4 % par rapport au poids de plante fraîche, et à une composition proche de celle 

décrite dans les études précédentes : des monoterpènes majoritaires issus du groupe des pinanes 

(trans-pinocarvéol, pinocarvone, myrtenal, -pinène), une présence en quantité importante de -

copaèn-4--ol en plus de sesquiterpènes tels que le viridiflorol, l’-copaène ou la -opoplénone 

(Andrade et al., 2006). 
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2. Obtention de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) Ronse 

 

 Dans le cas de l’étude menée ici, les parties aériennes de la plante (feuilles, tiges et fleurs) 

ont été distillées. Les valeurs de rendement obtenues ont été de 0,04 % pour le premier lot (mars 

2007) et 0,03 % pour le second (mars 2008) par rapport au poids de plante fraîche. Ces valeurs sont 

très inférieures aux chiffres donnés par Ronse (pousses en fleurs) et De Pooter (feuilles) cités plus 

haut (De Pooter et al., 1989; Ronse et al., 1997), ainsi qu’à celle obtenue pour l’huile essentielle de 

feuille (0,4 %) par Andrade et al. (Andrade et al., 2006). Elles sont cependant du même ordre de 

grandeur que celles obtenues par ces derniers auteurs pour les huiles essentielles de tiges et de 

fleurs, avec dans les deux cas moins de 0,05 % d’huile essentielle obtenue (Andrade et al., 2006).  

 Ces différences dans le cas des huiles obtenues à partir de l’intégralité des parties aériennes 

de la plante peuvent être expliquées par des différences de terrain, de maturité de la plante ou de 

saison de récolte entre les distillations réalisées par les différents auteurs (Assad et al., 1997; 

Figueiredo et al., 2008; Wang et al., 2009), ou par un ratio feuilles / tiges / fleurs différent. Dans le cas 

de notre étude, pour une plante récoltée au même endroit à la même saison à deux années 

différentes, les valeurs sont en effet presque identiques, et d’autres distillations effectuées plus 

tardivement dans la saison ont permis d’obtenir des valeurs de rendements plus importantes (0,06 % 

en mai et jusqu’à 0,12 % en juin 2007). Ces résultats vont donc effectivement dans le sens d’une 

variation marquée du rendement en huile suivant la saison de récolte. Un autre facteur, technique 

celui-ci, peut également expliquer les faibles valeurs de rendement : le fait que l’hydrodistillateur 

artisanal utilisé au laboratoire ne permette pas de récupérer l’huile essentielle de façon optimale. Un 

essai réalisé sur 30 g de plante avec un hydrodistillateur de la Pharmacopée (de type Clevenger) a en 

effet permis de mesurer un rendement en huile de 0,1 % par rapport au poids de plante fraîche après 

3 heures de distillation. Il est donc possible que les chiffres obtenus pour les deux lots étudiés ici 

soient légèrement sous-estimés. 

 L’huile obtenue possède une odeur très agréable, sucrée, miellée et boisée, avec des notes 

d’encens et un caractère camphré et herbal rappelant les bonbons au pin.  

 La majeure partie du travail décrit ici (détermination des constituants de l’huile et recherche 

d’effets synergiques) a été effectuée sur le second lot, mis en évidence comme le plus actif des deux 

lors d’essais in vitro sur des levures et des champignons filamenteux (voir plus bas). 
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3. Détermination de la composition de l’huile essentielle d’Otacanthus 

azureus (Linden) Ronse par GC/MS  

 

 La description exhaustive de la composition de l’huile obtenue, les indices de rétention et les 

stratégies analytiques utilisées pour l’identification des différentes molécules sont présentés en 

annexe (Annexe 13). Les molécules sont organisées en fonction de leur structure chimique. La 

distinction entre les familles de molécules aurait parfois pu être affinée, par exemple en ajoutant le 

sous-groupe des aromadendranes – dont fait partie le viridiflorol – au groupe des germacranes dont ils 

sont issus, ou en distinguant les muurolanes dans le groupe des cadinanes et dérivés, parmi lesquels 

ils se différencient selon la stéréochimie de la jonction des cycles et la position axiale ou équatoriale 

du groupement isopropyle (Cavalli, 2002), ou encore tenir compte du nombre de cycles observés. 

 Pour identifier les constituants de l’huile essentielle, plusieurs techniques ont été utilisées : 

- La comparaison des indices de rétention (indices de Kovats) calculés avec ceux donnés dans 

la littérature, couplée avec la comparaison des spectres de masse obtenus avec ceux des 

bases de données de référence disponibles dans le logiciel MSWorkStation (Varian) : NIST08 

et ADAMS. Pour les indices de rétention, les données de référence choisies sont celles 

décrites par Adams (Adams, 1995)14 et Courtois et al. (Courtois et al., 2009), étude dans 

laquelle les molécules ont été décrites dans des conditions très proches de celles rencontrées 

ici. 

- La comparaison des données obtenues par injection ou co-injection de standards 

commerciaux, 

- La comparaison des spectres de masse et des temps de rétention des molécules du mélange 

à ceux des composés d’une bibliothèque réalisée au laboratoire à partir d’huiles essentielles 

commerciales de composition connue (Aroma-Zone), 

- L’analyse RMN 1H de l’huile essentielle (voir plus bas) et la comparaison des signaux obtenus 

avec les données de la littérature pour confirmer l’identification des molécules majoritaires. 

 Pour les cas les plus difficiles, l’aide d’un spécialiste (Jean-Marie Bessière) a permis 

d’identifier quelques molécules supplémentaires par l’étude de leur spectre de masse. 

 Certains partis ont été pris, concernant par exemple les isomères cis et trans du para-mentha-

2,8-diénol. L’identification attribuée (isomère trans, IK 1126, avant l’isomère cis, IK 1142) correspond 

à l’ordre d’élution donné par Adams, avec des indices de Kovats de 1126 et 1134 pour les isomères 

trans et cis respectivement (Adams, 1995), ou 1123 et 1138 (Adams et al., 2005). L’identification 

inverse (isomère cis avant le trans) a cependant été relevée dans la littérature (Asuming et al., 2005; 

                                                      

14 Accès à ces valeurs par les sites http://www.pherobase.com et http://webbook.nist.gov/chemistry/ 
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Gallori et al., 2001), cet ordre d’élution correspondant en effet à celui le plus fréquemment rencontré 

en chromatographie en phase gaz sur colonne apolaire pour les diastéréoisomères - cas des hydrates 

de sabinène par exemple - les molécules cis en général plus mobiles (plusieurs conformations) 

interagissant moins bien avec la phase stationnaire de la colonne15. 

 Dans le cadre de cette analyse, 86 composés ont été identifiés, ce qui représente près de 95 

% de la composition totale de l’huile essentielle étudiée (94,8 %). De façon générale et sans tenir 

compte des composés non identifiés, l’huile est majoritairement sesquiterpénique, avec 27 % de 

sesquiterpènes hydrocarbonés et 46 % de sesquiterpènes oxygénés. Les monoterpènes représentent 

donc 21 % du total des molécules identifiées, avec une forte représentation des composés de la 

classe des pinanes (15 % de l’huile, soit plus de 70 % des monoterpènes identifiés, représentés en 

particulier par le myrténal, le trans-pinocarvéol et la pinocarvone), ce qui correspond à la description 

faite par Andrade et al. (2006). Les sesquiterpènes les plus représentés sont les molécules de la 

famille des cadinanes et leurs dérivés, avec 45 % de l’huile (62 % des sesquiterpènes identifiés).  

 Les molécules les plus abondantes identifiées dans l’huile (proportions calculées par 

intégration des pics du chromatogramme) sont le -copaèn-4--ol (23,3 %), l’-humulène (10,6 %), 

l’-copaène (8,8 %), le myrténal (5,6 %) et le viridiflorol (5,1 %). A elles seules ces 5 molécules 

représentent 53,4 % du contenu total de l’huile essentielle obtenue. Le trans-pinocarvéol (4,3 %) et un 

isomère non déterminé du bulnésol (4,1 %) sont également présents en quantités importantes 

(Figure 47). 

 Cette composition est proche de celles décrites par Andrade et al. (2006), Ronse et al. (1997) 

et De Pooter et al. (1989). Dans les trois cas, le -copaèn-4--ol, molécule possédant une forte odeur 

d’encens rappelant le parfum caractéristique de la plante fraîche, était soit majoritaire (15,6 % pour 

Andrade et al.) soit présente, mais l’huile obtenue ici se caractérise par une proportion de cette 

molécule plus importante que les valeurs rencontrées dans la littérature. L’-humulène (odeur boisée) 

et l’-copaène (odeur à caractère plus floral) sont également présentes en quantités plus importantes 

que ce qui est décrit dans la littérature, où les huiles possèdent au contraire une proportion plus 

élevée en pinocarvone (de 6,5 à 12 %, contre 2,6 % seulement ici). De façon générale, les huiles 

décrites étaient également plus riches en monoterpènes, avec par exemple des pourcentages en - et 

-pinènes de 2,7 à 6,2 %, contre seulement 1,3 et 0,8 % dans notre cas. Certaines molécules comme 

le bulnésol (isomère non déterminé), l’oxyde d’humulène, le cadalène ou les isomères du cubébol 

sont à notre connaissance décrites pour la première fois dans l’huile essentielle d’Otacanthus sp., 

toutes espèces confondues. 

                                                      

15 Comm. pers. Jean-Marie Bessière. 
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Figure 47 : Structure et proportion relative des molécules majoritaires de l'huile essentielle d'Otacanthus azureus (Linden) 

Ronse 

 

4. Confirmation de l’identification des molécules majoritaires par RMN 1H 

  

 Afin de confirmer l’identification des molécules majoritaires, un spectre de RMN du proton du 

mélange a été effectué dans le CDCl3. Des spectres 1H ont également été obtenus dans les mêmes 

conditions pour les standards commerciaux suivants : -humulène, -copaène, myrténal, et trans-

pinocarvéeol, afin de comparer les données avec une meilleure précision. Le -copaèn-4--ol, 

molécule majoritaire, n’ayant pu être obtenu commercialement, il a été isolé de l’huile essentielle par 

chromatographie sur colonne de silice puis également analysé par RMN, son identification étant 

confirmée par comparaison avec les données de la littérature (de Buyck et al., 1989). De même, le 

viridiflorol n’a pu être obtenu commercialement, mais une fraction contenant un mélange de -copaèn-

4--ol et de viridiflorol a été obtenue suite au fractionnement sur colonne de silice et a donc permis de 

vérifier l’identification de cette molécule par comparaison avec les données de la littérature (Bombarda 

et al., 2001). 

 Le fractionnement des huiles essentielles préalablement à leur analyse est réalisé par de 

nombreux auteurs (Boti et al., 2006; Cavalli et al., 2003; Lago et al., 2007; Lago et al., 2009) et peut 

être effectué de façon très poussée, comme décrit par exemple dans les travaux de Weyerstahl et al. 
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sur l’huile essentielle de Cistus ladaniferus L. (Weyerstahl et al., 1998) ou d’Achillea eriophora DC. 

(Weyerstahl et al., 1997), qui ont conduit dans le premier cas à l’identification de 186 composés, 

principalement grâce aux données de RMN, et à la détermination de 90 constituants dans le second 

cas. L’objectif du fractionnement réalisé ici était d’obtenir en particulier la molécule majoritaire 

suspectée, le -copaèn-4--ol, et non d’effectuer une étude détaillée des composés minoritaires.  

 Le résultat suivant a été obtenu (Figures 48 et 49). Les substituants dont les déplacements 

chimiques ont été observés sont présentés en Figure 50. L’intégralité du spectre de l’huile est 

également présentée en Annexe 14. 

 

 

 

Figure 48 : Signaux caractéristiques des molécules identifiées dans le spectre de RMN 1H de l'huile essentielle d'Otacanthus 

azureus dans le CDCl3 – spectre complet de l’huile essentielle 
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Figure 49 : Signaux caractéristiques des molécules identifiées dans le spectre de RMN 1H de l'huile essentielle d'Otacanthus 

azureus dans le CDCl3 – partie du spectre correspondant aux groupements méthyles des molécules de l’huile 

 

 Le -copaèn-4--ol a été isolé à l’issue d’une chromatographie sur colonne de silice (spectre 

de RMN présenté en Annexe 15) et son identification confirmée après analyse en GC/MS par 

comparaison avec les données RMN fournies pour cette molécule par De Buyck et al. Dans la fraction 

pure comme dans l’huile essentielle brute se retrouvent les signaux caractéristiques décrits par les 

auteurs : les deux singulets correspondants aux deux protons vinyliques à 5,01 et 4,83 ppm, le 

doublet du proton en alpha du groupement hydroxyle à 4,40 ppm (J = 7,3 Hz), le doublet des deux 

groupements méthyle en positions 14 et 15 (0,87 ppm, J = 6,6 Hz) et le singulet du groupement 

méthyle 11 à 0,63 ppm. 

 L’-humulène peut être identifié par comparaison avec le spectre du standard commercial 

(Annexe 16). Tous les signaux du spectre commercial sont visibles sur le spectre de l’huile, en 

particulier les signaux caractéristiques des deux protons situés de part et d’autres de la double liaison, 

un triplet de doublets situé à 5,60 ppm (J = 15,7 ; 7,4 Hz) pour le proton vinylique (A) et un doublet 

large à 5,17 ppm pour le proton vinylique (B). Deux triplets à 4,96 et 4,88 ppm correspondent 

respectivement aux protons vinyliques (E) et (F) (J = 6,6 Hz pour (E) et J = 7,4 Hz pour (F)). Le 

singulet correspondant aux deux groupements méthyle (C) est nettement visible à 1,07 ppm, de 

même que les signaux des deux autres groupements méthyle à 1,44 et 1,65 ppm. Les signaux 

correspondant aux deux protons (D) (2,52 ppm, d, J = 6,6 Hz), aux quatre protons (F) (2,10 ppm, m) 

et aux deux protons (H) (1,92 ppm, d, J = 7,4 Hz) sont également visibles. 
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 L’-copaène est assez difficilement visible dans le mélange, cependant le singulet des deux 

groupements méthyle portés par le même carbone est bien visible à 0,79 ppm, et le signal du 

groupement méthyle lié au pont se trouve bien à 0,85 ppm. Le multiplet correspondant au proton 

vinylique peut également être distingué à 5,20 pm. Le spectre du standard commercial est présenté 

en Annexe 17. 

 Le myrténal (spectre du standard commercial en Annexe 18) est aisément identifiable grâce 

au singulet du proton aldéhydique (A) présent à 9,44 ppm dans le spectre du standard commercial et 

à 9,45 ppm dans celui de l’huile essentielle. Le signal correspondant au proton de la double liaison (B) 

est également nettement visible sur le spectre du mélange (6,72 ppm, ddd, J = 4,7 ; 3,2 ; 1,4 Hz). Le 

triplet de doublet d’un des deux protons (C) peut également être distingué (2,88 ppm, dt, J = 5,5 ; 1,2 

Hz). Enfin, les singulets correspondant aux deux groupements méthyle sont bien visibles 

respectivement à 1,35 et 0,75 ppm. Le doublet à 1,06 ppm n’est par contre pas visible car dissimulé 

par le singulet à 1,07 ppm de l’-humulène. 

 Le trans-pinocarvéol peut être identifié par comparaison avec le standard commercial (Annexe 

19) grâce à la présence des deux singulets à 0,65 et 1,29 ppm correspondant aux deux groupements 

méthyle de la molécule. Les signaux compris entre 1,50 et 2,50 ppm sont difficilement 

reconnaissables du fait du grand nombre de pics présents dans cette zone. Les signaux présents 

entre 4 et 5 ppm étant quasiment identiques à ceux du -copaèn-4--ol, ils ne peuvent être utilisés 

pour identifier cette molécule car masqués par ceux du composé majoritaire. 

 Enfin, une fraction contenant un mélange de -copaèn-4--ol et de viridiflorol (Annexe 20) a 

été obtenue à l’issue du fractionnement de l’huile essentielle, permettant de confirmer l’identification 

obtenue en GC/MS pour cette dernière molécule, ainsi que la présence de celle-ci dans l’huile brute. 

Les signaux des groupements méthyle décrits dans la publication de Bombarda et al. (2001) 

correspondent à ceux relevés dans l’huile essentielle, avec des singulets à 1,16 ; 1,03 ; 1,01 et un 

doublet à 0,93 ppm respectivement pour les groupements méthyle 14, 12, 13 et 15.  

 L’identification du bulnésol n’a pas été vérifiée dans le cadre de cette analyse. Une étude plus 

approfondie du spectre de RMN pourrait peut-être permettre de déterminer la nature de l’isomère 

rencontré dans l’huile essentielle. 
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Figure 50 : Substituants des molécules de l'huile essentielle d'Otacanthus azureus dont les déplacements ont été identifiés en 

RMN (-copaène non représenté) 

 

 L’analyse du spectre de RMN du proton du mélange, bien que complexe, permet donc de 

vérifier les identifications des constituants majoritaires de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus. 

Une des limitations de cette technique en première approche reste donc le fait qu’elle ne permet que 

le contrôle de la présence d’un composé préalablement identifié ou suspecté suite à une autre 

approche (Cavalli, 2002). L’analyse unidimensionnelle du spectre proton dans le cas d’huiles 

essentielles reste cependant recommandée par certains auteurs comme Malcher et al., qui utilisent 

cette technique pour la caractérisation des profils chimiques de plusieurs chemotypes d’huile (Malcher 

et al., 2004). Cette technique permet également d’effectuer un dosage précis des proportions relatives 

des constituants majoritaires d’un mélange. Dans une autre perspective, l’obtention de données 

spectroscopiques en résonance magnétique nucléaire, en particulier de signatures métaboliques 

d'extraits bruts par RMN 1H, peut être à la base d’analyses métabolomiques qualitatives et 

quantitatives (Verpoorte et al., 2007; Ward et al., 2003). 

 

 Afin d’améliorer les résultats obtenus (meilleure précision, plus grand nombre de composés 

identifiés…) plusieurs techniques pourraient également être utilisées en complément : 

 

- Des analyses simples des corrélations proton-proton (COSY) ou proton-carbone (HSQC, 

HMBC) pourraient permettre d’affiner les résultats en associant certains des signaux entre 

eux, 
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- L’utilisation de la méthode DOSY (Diffusion Order SpectroscopY), qui en présentant dans sa 

configuration bidimensionnelle la mesure de la diffusion comme un axe spectroscopique 

supplémentaire – le premier axe étant celui des déplacements chimiques - permet ainsi de 

discriminer les composants d’un mélange le long de l’axe de diffusion (Gostan et al., 2004). Le 

phénomène de diffusion est à la fois lié aux propriétés de chaque molécule (taille, forme, 

poids, charge…) et à celles de leur environnement (concentration, température, état 

d’agrégation). Chaque composé d’un mélange peut donc être séparé en fonction de son 

coefficient de diffusion propre, en particulier les molécules ayant des déplacements chimiques 

identiques mais des masses différentes (Novoa-Carballal et al., 2011).  

 

Cette technique a par exemple été utilisée pour analyser la composition de préparations 

phytothérapeutiques utilisées pour résoudre les problèmes d’impuissance, permettant de 

détecter la présence des composés actifs et inactifs dans ces matrices complexes (Balayssac 

et al., 2009). Cependant, cette méthode est plus efficace lorsque les molécules étudiées sont 

de tailles différentes (et ont donc des coefficients de diffusion bien différenciés), certaines 

limitations pourraient donc être rencontrées dans le cas de l’étude de la composition d’une 

huile essentielle pour lesquelles les structures des molécules présentes sont souvent proches 

(Bradley et al., 2005; Sharman, 1999). Cette difficulté peut cependant être contournée en 

augmentant les différences entre coefficients de diffusion, par ajout de phases stationnaires 

(silice, supports pour chromatographie CLHP), de surfactants, de polymères ou d’agents de 

complexation (Novoa-Carballal et al., 2011; Pages et al., 2006). 

 

- Les expériences TOCSY (Total Correlation SpectroscopY) permettent d’étudier les couplages 

scalaires des protons. Cette technique peut également être utilisée en version 1D en 

effectuant une excitation sélective d’un des noyaux du spectre et en transférant son 

aimantation aux autres noyaux à l’aide d’une période de mélange. Elle pourrait donc 

permettre de différencier les signaux de différents constituants de l’huile essentielle. Cette 

méthode a en particulier été utilisée avec succès pour l’analyse d’impuretés dans un 

échantillon pharmaceutique, celles-ci étant présente à hauteur de 4 % en poids de 

l’échantillon total (Sharman, 1999). L’auteur estime que la limite de détection de ces 

impuretés pourrait être descendue à 0,5 %. De même, des résultats positifs ont été obtenus 

dans le cadre de l’étude d’acides aminés présents dans le miel (Sandusky et Raftery, 2005). 

L’avantage de cette méthode par rapport à la technique DOSY est le fait qu’aucune différence 

de taille ou de mobilité n’est indispensable à la différenciation des composés, la seule 

nécessité étant l’existence d’un multiplet du système de spin clairement isolé du reste du 

spectre (Novoa-Carballal et al., 2011). 
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- Des couplages DOSY / TOCSY (réalisation successives des expériences) peuvent également 

être réalisés, comme démontré par Bradley et al. (Bradley et al., 2005), qui ont utilisé une 

TOCSY en préparation d’une expérience de DOSY pour l’étude d’un mélange de sucres. 

 

- Le travail sur les spectres carbone-13 des mélanges est enfin devenu maintenant une 

approche classique d’étude de mélanges sans purification préalable des constituants. Cette 

technique a en particulier été développée au sein de l’équipe « Chimie et Biomasse » de 

l’Université de Corse, grâce à la mise en place de bases de données en 13C et de méthodes 

d’analyse assistées par ordinateur (logiciel d’aide à l’identification) (Cavalli, 2002). L’efficacité 

de cette technique est liée aux caractéristiques des spectres carbone-13 : grâce à la large 

fenêtre spectrale, même de petites différences de structure induisent une variation mesurable 

du déplacement chimique. Des composés ayant le même temps de rétention en 

chromatographie en phase gaz où ayant des spectres de masse non suffisamment 

différenciés, tels que des stéréoisomères, peuvent donc malgré tout être analysés en RMN du 

carbone-13 (Cavalli, 2002; Mariotti et al., 1997). La limite de détection de cette technique est 

de l’ordre de 0,5 – 1 % à partir du spectre du mélange (Mariotti et al., 1997). 

 

 Dans le cadre d’une prochaine étude ou de la nécessité d’un complément d’information sur 

l’huile essentielle d’Otacanthus azureus, une ou plusieurs de ces méthodes pourront donc être testées 

au laboratoire. Ces expériences, en particulier l’étude du spectre carbone-13, pourraient par exemple 

permettre de lever l’ambigüité sur la stéréochimie du calaménène (IK 1524 ; 0,72 %). Les deux 

isomères (cis et trans) possèdent en effet des spectres de masse parfaitement superposables et des 

indices de rétention identiques aussi bien sur colonne apolaire que sur colonne polaire, ce qui 

empêche de les distinguer dans le cadre d’une analyse par GC/MS seulement (Cavalli, 2002). 

 

5. Comparaison des compositions des huiles essentielles des lots 1 et 2 par 

GC/MS 

 

 Les chromatogrammes des deux lots d’huile essentielle obtenus préalablement à cette étude 

ont été comparés. Le premier lot (mars 2007) est le lot PSN43 et le second (mars 2008) est le lot 

Phi19. Les injections ayant été effectuées de façon qualitative et non quantitative, les échelles des 

deux chromatogrammes sont légèrement différentes mais permettent cependant d’apprécier les 

différences de proportions relatives des composés entre les deux huiles essentielles. Pour plus de 

rigueur, les chromatogrammes normalisés et superposés sont présentés en Annexe 21. La description 

détaillée de l’huile essentielle du lot 1 n’a pas été effectuée, mais quelques composés sont indiqués 

sur le chromatogramme afin d’en faciliter la lecture. 
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 Les compositions des deux huiles sont proches, même s’il apparait que la famille des 

monoterpènes est relativement plus représentée dans le lot PSN43 (lot 1), en particulier les 

monoterpènes hydrocarbonés (présents globalement de l’-pinène au terpinolène) (Figure 51). 

 

 
Figure 51 : Comparaison des chromatogrammes obtenus en GC/MS pour les deux lots d'huile essentielle d'Otacanthus azureus 

- en haut: lot 2 (Phi19, mars 2008), en bas: lot 1 (PSN43, mars 2007) (colonne VF-5ms). Légende : -P : -pinène, S : 

sabinène, -P : -pinène, -T : -terpinolène, p-C : para-cymène, L : limonène, -T : -terpinène, T : terpinolène, Li : linalol, -

H : -humulène, -C : -copaène-4--ol 

   

 Afin de préciser cette comparaison, les pourcentages relatifs de 37 composés parmi les plus 

importants quantitativement dans l’huile essentielle d’O. azureus sont présentés classés par familles 

dans le tableau suivant (Tableau 14). Les éventuels composés non communs aux deux lots n’ont pas 

été étudiés car ultra-minoritaires. 

 

Tableau 14 : Comparaison des proportions relatives obtenues par GC/MS de 37 constituants 

communs aux deux lots d'huile essentielle d'Otacanthus azureus – (1) Composition donnée dans 

l'ordre d'élution sur colonne VF-5ms, NI: non identifié ; * Isomère non déterminé 

 

 

Composés(3) 
Concentration 

relative (% ) lot 1 
Concentration 

relative (% ) lot 2 

Monoterpènes  25,8 18,7 

          Acycliques 
  

Linalol 0,5 0,2 

          Menthanes 
  

-terpinène  0,6 0,1 

-P 

S + -P 

-T + p-C 

+ L 

-T 

T + Li 

-H -C 

-C 
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para-cymène  1,0 0,7 

limonène  1,5 0,4 

-terpinène  1,1 0,2 

terpinolène  0,3 0,1 

terpinèn-4-ol  0,9 0,6 

cuminaldéhyde 0,5 0,6 

          Pinanes  et dérivés 
  

-pinène  5,0 1,3 

-pinène  2,8 0,8 

trans-pinocarvéol  2,5 4,4 

pinocarvone  1,4 2,6 

myrténal  4,7 5,6 

          Thujanes 
  

sabinène  2,5 0,9 

acétate de sabinyle* 0,5 0,2 

 
  

Sesquiterpènes  61,5 69,1 

          Humulanes et caryophyllanes 
  

-caryophyllène 1,2 0,5 

-humulène  11,4 10,6 

NI + oxyde d'humulène II 3,5 5,1 

caryophylla-7(12),8-dièn-5-ol 0,5 0,2 

          Germacranes et dérivés 
  

alloaromadendrène  0,7 1,0 

germacrène D  1,6 0,0 

bicyclogermacrène 0,3 0,3 

viridiflorol 3,7 5,1 

bulnésol* 1,1 4,1 

          Cadinanes et dérivés 
  

cyclosativène + -ylangène 0,5 0,9 

-copaène  6,6 8,8 

-cubébène 0,6 0,2 

trans-cadina-1(6)-4-diène 0,5 0,1 

trans-muurola-4(14),5-diène   0,6 0,2 

cis-cubébol 0,6 1,3 

-cadinène  4,1 2,9 

calaménène* 0,8 0,7 

-calacorène 0,5 0,4 

-copaèn-4--ol  16,7 23,3 

-muurola-4(10),14-diénol + cis-cadin-4-èn-7-ol 1,8 1,3 

cubénol + NI 1,4 0,8 

cadalène 2,8 1,3 

Total 87,3 87,8 

 

  

 Les comparaisons effectuées sur ces 37 molécules montrent effectivement que l’huile du lot 1 

est plus riche en monoterpènes (25,8 % contre 13 % pour le lot 2), en particulier hydrocarbonés (14,8 

% contre 4,4 % pour le lot 2). La proportion de sesquiterpènes hydrocarbonés est à peu près 
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équivalente dans les deux cas (lot 1 : 32,2 %, lot 2 : 28 %) mais les sesquiterpènes oxygénés sont 

plus représentés dans le lot 2 (41 % contre 29, 3 % dans le lot 1). 

 Dans les deux cas la molécule majoritaire reste le -copaèn-4--ol (16,7 % dans le lot 1, 23,3 

% dans le lot 2) suivie par l’-humulène (11,4 % dans le lot 1, 10,6 % dans le lot 2) et l’-copaène (6,6 

% dans le lot 1, 8,8 % dans le lot 2). Le myrtenal, quatrième molécule majoritaire du lot 2 (5,6 %) est 

toujours bien présente dans le lot 1 (4,7 %). Le viridiflorol, le trans-pinocarvéol et le bulnésol sont 

également présents dans les deux lots, bien qu’en quantité inférieure dans le lot 1 pour ces trois 

molécules. 

 Concernant les monoterpènes, la différence se fait en particulier au niveau des pinènes, avec 

5,0 et 2,8 % d’- et de -pinène respectivement dans le lot 1 contre 1,3 et 0,8 % dans le lot 2. Le 

sabinène, molécule de la famille des thujanes, est également plus présent dans le lot 1 (2,5 % contre 

0,9 % dans le lot 2), ainsi que le limonène et l’-terpinène, du groupe des menthanes. 

 Les deux lots récoltés provenant du même lieu (jardin, PK10, Piste de Bélizon), cette variation 

de la composition pourrait être en particulier expliquée par des possibles différences de climat entre 

mars 2007 et mars 2008. En Guyane, le mois de mars correspond normalement à une interruption de 

la saison des pluies connue sous le nom de « petit été de mars », qui se traduit par une acalmie des 

précipitations, avec des développements nuageux souvent générateurs de pluies nocturnes mais des 

journées généralement ensoleillées (Groussin, 2001). Cet intermède peut cependant être plus ou 

moins marqué selon les années (Gaucherel, 2002). Dans le cas des années 2007 et 2008, les 

données de pluviométrie relevées sur la plantation de la station de terrain de Paracou, à l’Ouest de 

Kourou (coordonnées GPS  (Magelan) : 05° 17' 29,4" Nord, 52° 53' 43,38" Ouest) indiquent en effet 

des mois de mars et avril beaucoup plus pluvieux en 2007 qu’en 2008 (respectivement 364 et 537 mm 

en mars et avril 2007, contre 239 et 208 mm en mars et avril 2008). Les différences climatiques 

(humidité relative, apport en eau, température…) peuvent en effet expliquer une variation de la 

composition des huiles essentielles (Figueiredo et al., 2008; Jordan et al., 2003). Ces changements 

peuvent également être responsables de phénologies différentes (floraison plus ou moins marquée, 

présence ou pas de jeunes pousse…), ce qui conduit également à des modifications de la 

composition en terpènes pour les huiles essentielles, comme mis en évidence par Schwob et al. dans 

le cas d’Hypericum perforatum L. (Schwob et al., 2004) ou par Andrade et al. dans le cas 

d’Otacanthus azureus (Andrade et al., 2006). Enfin, il a également été démontré lors d’une étude 

menée sur Calocedrus macrolepsis var. formosa que le rythme circadien de la plante et la 

température extérieure peuvent également avoir une influence sur l’émission des composés volatils 

par celle-ci (Chen et al., 2010). Ainsi, une mesure effectuée lors d’une journée ensoleillée a montré 

que les composés volatils majoritairement émis étaient en particulier l’-pinène (19,9 %) et le (-)-

limonène (54,3 %), ces pourcentages étant respectivement de 52,1 et 31,2 % pour une journée 
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pluvieuse, et variant également selon les heures de la journée. Les différences observées dans le 

cadre de notre étude peuvent donc sans doute être expliqués en première approche par une 

combinaison de ces différents facteurs.  

 Il est intéressant de rappeler que concernant les rendements cependant, une très faible 

différence a été notée pour les deux lots récoltés à la même période (0,04 % en mars 2007 et 0,03 % 

en mars 2008), alors que les rendements obtenus plus tard dans la saison (mai ou juin) étaient plus 

élevés (0,06 et 0,12 % respectivement). Le fait que les rendements soient quasi-identiques et les 

compositions légèrement différentes pourrait peut-être être expliqué par le fait que les variations de 

conditions climatiques ont dans ce cas une influence plus marquée sur la composition en volatils que 

sur la quantité de ces molécules, mais des études plus poussée de la biologie et de la biochimie de la 

plante devraient être réalisée pour obtenir plus de précisions.  

  

6. Activité biologique de l’huile essentielle d’O. azureus et des ses constituants 

 

 L’évaluation de l’activité antifongique a été réalisée par une méthode de microdilution 

consistant à mettre en contact les huiles essentielles et molécules testées avec une solution de 

mycélium en milieu de culture liquide. Avec cette approche, il est possible de lire la concentration 

inhibitrice minimale (CIM, calculée en µg/ml) en observant l’absence de croissance du champignon 

dans certains puits. Les produits utilisés comme contrôles positifs sont des antifongiques de 

référence : l’itraconazole dans le cas de l’ensemble des souches testées, ainsi que le fluconazole pour 

les levures, les CIM relevées pour cette molécule dans les cas des dermatophytes étant généralement 

élevées et donc non discriminantes. 

 Les souches choisies sont réparties en deux groupes : des espèces du genre Candida, une 

des causes les plus importantes de mycoses superficielles dans les zones tropicales, et systémiques 

sur l’ensemble de la planète, ainsi que des champignons filamenteux responsables des teignes 

(Trichophyton spp. et Microsporum spp.) aussi bien dans les régions tempérées qu’en milieu tropical 

(Hay, 2006; Warnock, 2007). 

 Les résultats obtenus sur les deux lots d’huile essentielle d’Otacanthus azureus ainsi que sur 

les molécules identifiées comme majoritaires dans l’huile sont présentés dans le tableau suivant 

(Tableau 15). Le -copaèn-4--ol testé est issu du fractionnement sur colonne de silice effectué sur 

l’huile essentielle brute. Le viridiflorol n’a pu être isolé seul, mais une fraction contenant un mélange 

de -copaèn-4--ol et de viridiflorol a cependant été inclue dans le cadre de cet essai. Les produits 

bruts (huiles essentielles) sont préparés de façon à obtenir une concentration de départ de 500 µg/ml, 

et de 64 µg/ml pour les produits purs. Les valeurs minimales permettant de considérer qu’un extrait ou 



 

130 

une molécule sont actives contre les souches testées sont fixées à 125 µg/ml pour les huiles. Cette 

valeur correspond à celle recommandée par Cos et al. (100 µg/ml) afin de rationaliser la présentation 

des résultats obtenus dans le cadre de l’évaluation d’une activité anti-infectieuse de produits bioactifs 

(Cos et al., 2006). Certains auteurs sont cependant moins restrictifs, des extraits étant même 

considérés comme actifs pour des valeurs de CIM inférieures ou égales à 1000 µg/ml (Svetaz et al., 

2010). 

 Il faut noter que la valeur de la CIM dépend de nombreux facteurs : virulence de la souche, 

quantité d’inoculum, composition et pH du milieu, température et durée d’incubation, ainsi que du 

solvant dans lequel le produit est dilué (Martinez-Rossi et Peres, 2008). Afin d’obtenir les résultats les 

plus reproductibles d’une part, et les plus comparables à ceux de la littérature d’autre part, les tests de 

microdilution ont été réalisés en suivant les recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute, ex-NCCLS, voir Matériel et Méthodes). Les résultats ont systématiquement été lus 

au bout de 2 jours d’incubation pour les levures et 5 jours d’incubation pour les champignons 

filamenteux afin de garantir au mieux la reproductibilité des résultats. Certains auteurs soulignent en 

effet que pour certaines souches, la date de lecture de la CIM peut avoir une forte influence sur le 

résultat obtenu (White et al., 1998). Une étude suggère qu’une lecture de la CIM pour le fluconazole 

au bout de 24 h au lieu de 48 h, et à 50 % d’inhibition de la croissance au lieu des 80 % 

recommandés par les normes du CLSI, permettrait, dans le cas de certaines souches de Candida, 

d’obtenir une meilleure corrélation entre les valeurs de CIM relevées in vitro et l’effet in vivo des 

molécules azolées sur modèle murin (Rex et al., 1998). Cependant, une étude récente menée sur 

l’efficacité d’antifongiques azolés sur Aspergillus fumigatus aboutit à la conclusion que, dans le cas de 

cette espèce, les CIM lues au bout de 24 heures ne sont pas suffisamment fiables et qu’un temps 

d’incubation de 48 heures reste nécessaire à une bonne reproductibilité des résultats (Rodriguez-

Tuleda et al., 2007). De même, il a été démontré que les valeurs de CIM obtenues à partir d’inocula 

réalisés à partir de fragments d’hyphes (morceaux de filaments), peuvent être notablement plus 

élevées que dans le cas d’inocula préparés à partir des conidies, c'est-à-dire des spores issues des 

filaments (Martinez-Rossi et Peres, 2008). Cependant, la comparaison des valeurs de CIM obtenues 

au laboratoire (inocula préparés à partir d’une solution de fragments de filaments passés au vortex) 

avec celles données dans les normes du CLSI montre que les ordres de grandeurs obtenus sont tout 

à fait cohérents. 
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Tableau 15 : Concentrations inhibitrices minimales (CIM en µg/ml) pour les deux lots d’huile essentielle d’Otacanthus azureus et pour les molécules 

majoritaires de ces huiles. Les valeurs inférieures ou égales à 125 µg/ml (valeur limite d’activité) sont indiquées en gras. Les valeurs indiquées sont des 

valeurs arrondies au chiffre entier. Dernière ligne : cytotoxicité sur cellules VERO (CI50 en µg/ml) pour le lot 2 d’huile essentielle d’Otacanthus azureus. 

 

 
Levures a 

 
Filamenteux a 

Produit 
C. a.                

ATCC 10231                   
C. a.                

LMGO 102                   
C. p.                     

ATCC 22019      
C. p.                 

LMGO 05      
C.t       

LMGO 25 
C.k.     

LMGO 174 
  

T.t.       
LMGO 45 

T.r.         
LMGO 6 

T. m.                  
LMGO 1931      

M. g.                  
LMGO 10      

M. c.                  
LMGO 22                    

Otacanthus azureus b 
(lot 1) 

> 500 > 500 > 500 500 500 500 
 

62 8 62 31 > 500 

Otacanthus azureus b 
(lot 2) 

250 250 125 125 125 > 500   62 4 31 31 > 500 

-copaèn-4--ol > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64   16 32 > 64 64 > 64 

-humulène > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 
 

31 64 > 64 > 64 > 64 

-copaène 64 16 32 32 32 > 64   16 4 > 64 64 > 64 

myrténal > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 
 

64 32 > 64 > 64 > 64 

F12 (38% -copaèn-4-

-ol, 23 % viridiflorol) 
> 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64   32 32 > 64 > 64 > 64 

trans-pinocarvéol > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64   > 64 64 > 64 > 64 > 64 

-pinène > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 
 

> 64 16 > 64 > 64 > 64 

-pinène > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 
 

> 64 64 > 64 > 64 > 64 

Itraconazole 0,25 0,5 0,25 0,5 0,25 > 16 
 

0,25 2 0,5 0,5 4 

Fluconazole 2 1 2 2 1 > 64   n.t.c n.t. n.t. n.t. n.t. 

Otacanthus azureus b 
(lot 2) 

VERO (CI50, 
µg/ml) 

> 100 
          

a C.a. = Candida albicans, C.p. = Candida parapsilosis, C.t. = Candida tropicalis, C.k. = Candida krusei, T.t. = Trichophyton tonsurans, T.r. = Trichophyton rubrum,    

T.m. = Trichophyton mentagrophytes, M.g. = Microsporum gypseum, M.c. = Microsporum canis 
      b HE = huile essentielle 

          
 

c n.t. = non testé 
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 Les résultats obtenus montrent que le lot 2 d’huile essentielle d’Otacanthus azureus est 

globalement plus actif que le lot 1. Le lot 2 est le seul à présenter une activité inhibitrice de la 

croissance des souches de levures testées, mais les valeurs relevées sont de 125 µg/ml pour 

Candida parapsilosis et Candida tropicalis, soit la limite fixée pour considérer une huile comme active. 

Le lot 2 est de plus légèrement plus actif que le lot 1 dans le cas de Trichophyton rubrum et 

Trichophyton mentagrophytes (4 et 31 µg/ml respectivement contre 8 et 62 µg/ml pour le lot 1), les 

valeurs obtenues démontrant cependant dans les deux cas une activité de l’huile brute très 

satisfaisante. Le résultat obtenu sur T. rubrum est particulièrement intéressant, car très proche de la 

valeur obtenue pour l’itraconazole, antifongique de référence (2 µg/ml), alors même qu’il s’agit d’un 

mélange complexe. Des CIM similaires ont été relevées pour les deux lots sur T. tonsurans, M. 

gypseum et M. canis, avec des activités modérées dans les deux premiers cas, mais aucune activité 

sur la dernière souche. 

 Il apparait ainsi que la composition de l’huile obtenue pour le lot 2 lui confère de meilleures 

propriétés antifongiques. En première approche, il semblerait donc qu’une proportion plus importante 

de sesquiterpènes, en particulier oxygénés, puisse être liée à cette activité, alors qu’une plus forte 

proportion de monoterpènes hydrocarbonés irait dans le sens d’une diminution de l’activité 

antifongique, plus particulièrement dans le cas des levures de type Candida. Dans le cas des 

monoterpènes, il a en effet été démontré l’importance de la présence d’un groupement phénol pour 

l’activité de ces composés : rôle du carvacrol comparativement à l’-terpinène et au p-cymène, 

totalement inactifs, dans l’activité antimicrobienne d’huiles essentielles d’Origanum sp. (Aligiannis et 

al., 2001), relation entre la présence de thymol et de carvacrol et l’activité antifongique de l’huile 

essentielle de Thymus pulegioides, avec encore une fois des valeurs de CIM élevées pour l’-

terpinène et le p-cymène (Pinto et al., 2006), importance du cinéole et de l’-terpinéol dans l’activité 

antifongique, en particulier sur Candida sp., de l’huile essentielle de Melaleuca alternifolia par rapport 

au terpinolène, à l’-terpinène et au -terpinène (Oliva et al., 2003). Le cas particulier du linalol a 

également été étudié, permettant possiblement d’élargir cette règle à la présence d’un groupement 

hydroxyle, que la structure soit cyclique ou acyclique (Hammer et al., 2003; Khan et al., 2010). En ce 

qui concerne les monoterpènes hydrocarbonés, l’- et le -pinène, seuls monoterpènes testés ici, 

n’ont effectivement montré aucune activité sur les levures, ce qui est cohérent avec des CIM relevées 

dans la littérature (310 µg/ml pour le -pinène sur C. albicans ATCC 14053 (Maggi et al., 2009), 156 

et 625 µg/ml pour l’- et le pinène respectivement sur C. albicans ATCC 90028 (Owolabi et al., 

2010)). L’isomère  est cependant modérément actif sur T. rubrum, plus que l’isomère , ce qui 

contredit dans ce cas la règle énoncé par Dorman & Deans (2000) (voir paragraphe A.Terpènes et 

huiles essentielles). Des activités très importantes, aussi bien sur les levures que sur les 

dermatophytes, ont également été relevées par certains auteurs (Hammer et al., 2003). Les résultats 

sur ce point semblent donc dépendre fortement des souches testées et des essais effectués. 



 

133 

 

 Concernant les données de la littérature, peu de références ont été trouvées donnant les CIM 

de sesquiterpènes purs sur des espèces de champignons étudiées ici, sauf par exemple une valeur 

de 625 µg/ml pour le germacrène D sur C. albicans ATCC 90028 (Owolabi et al., 2010) et des CIM de 

155 et 78 µg/ml pour le (E)-caryophyllène et l’oxyde de caryophyllène sur C. albicans ATCC 14053 

(Maggi et al., 2009). Ces composés sont présents respectivement à hauteur de 0,03, 0,52 et 0,56 % 

dans l’huile essentielle d’Otacanthus azureus. L’activité antifongique du viridiflorol a été évaluée sur 

des souches de champignons phytopathogènes, mais celle-ci s’est révélée faible (Scher et al., 2004). 

L’-humulène quant à lui a en particulier été testé sur des levures, dont Candida sake, sans montrer 

d’activité antifongique (Nissen et al., 2010). Des huiles composées majoritairement de sesquiterpènes 

oxygénés possèdent cependant de bonnes activités antifongiques, comme l’huile essentielle de Plinia 

cerrocampanensis, constituée en particulier d’-bisabolol (42,8 %), d’oxyde de bisabolol (10,3 %) et 

de trans-nérolidol (9,4 %), et testées sur des levures du genre Candida (CIM > 250 µg/ml) et sur des 

champignons dermatophytes (T. mentagrophytes : CIM 31 µg/mml, T. rubrum : CIM 62,5 µg/ml, M. 

gypseum : CIM 125 µg/ml) (Vila et al., 2010). 

 Afin d’obtenir plus d’éléments sur le lien entre composition de l’huile et activité antifongique, 

les molécules les plus présentes dans les deux lots d’huile ont donc été testées. Les isomères du 

pinène, représentés en quantité plus importante dans le lot 1 que dans le lot 2, ont également été 

inclus dans cet essai. 

 Sur les espèces de Candida testées, seul l’-copaène a démontré une activité antifongique, 

avec en particulier une CIM de 16 µg/ml (soit 78 µM) dans le cas de l’isolat clinique de C. albicans. 

Des valeurs de 31 µg/ml (156 µM) ont été mesurées pour C. parapsilosis et C. tonsurans. L’-

copaène étant présent en quantité plus importante dans le lot 2 que dans le lot 1 (6,6 % dans le lot 1, 

8,8 % dans le lot 2), l’activité de cette molécule pourrait expliquer les meilleurs résultats observés sur 

ces souches par l’huile essentielle obtenue en mars 2008 (lot 2). Cependant la présence et l’activité 

de l’-copaène ne suffisent apparemment pas à expliquer complètement l’ordre des activités de l’huile 

sur les différentes souches de Candida testées (C.p. et C.t. > C.a. LMGO 102, en particulier), les 

valeurs numériques d’activité n’étant pas directement corrélées entre l’huile et la molécule pure. 

Certains auteurs postulant qu’une différence de CIM inférieure ou égale à deux ordres de dilution n’est 

pas considérée comme significative (Baixench et al., 2007), l’-copaène pourrait malgré tout être 

considéré comme fortement lié à l’activité anti-Candida de l’huile essentielle d’Otacanthus caeruleus. 

 Dans le cas des champignons filamenteux, les deux lots d’huile tout comme les molécules 

pures testées présentent des valeurs de CIM plus faibles c'est-à-dire une activité plus marquée. Le fait 

que l’huile essentielle, ainsi éventuellement que ses composants majoritaires, soient plus actifs sur les 
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champignons dermatophytes que sur les levures a également été mis en évidence par plusieurs 

auteurs (Hammer et al., 2003; Pinto et al., 2006; Tavares et al., 2010).  

 Concernant les composés testés, l’-copaène reste la molécule la plus active, avec en 

particulier des CIM de 16 µg/ml (78 µM) sur T. tonsurans et 4 µg/ml (19,5 µM) sur T. rubrum. Même s’il 

reste difficile d’attribuer l’activité d’un mélange complexe à une unique molécule, l’activité de l’huile sur 

ces deux souches peut donc raisonnablement être corrélée à la présence de ce composé. Pour les 

deux espèces de Trichophyton précédemment citées, les autres molécules testées, y compris les 

pinènes, ont presque toutes présenté une activité plus ou moins marquée sur ces souches, les 

meilleurs résultats étant obtenus pour le -copaèn-4--ol sur les deux souches (CIM de 16 et 31 µg/ml 

respectivement, soit 72 et 144 µM), l’-humulène sur T. tonsurans (31 µg/ml, soit 156 µM), et le 

myrténal et l’-pinène sur T. rubrum (respectivement 31 et 16 µg/ml, soient 213 et 118 µM), ces 

valeurs restant cependant élevées et témoignant donc d’une activité modérée à faible. Dans le cas de 

M. canis, l’huile est inactive et aucune des molécules testées n’a présenté d’activité antifongique sur 

ce champignon dans notre essai. 

 Dans le cas des deux dernières souches, T. mentagrophytes et M. gypseum, la situation est 

plus complexe : dans le premier cas aucune des molécules testées n’a présenté d’activité, alors que 

les deux lots d’huile sont actifs sur cette souche, et dans le second cas seul l’-copaène est actif, 

mais sa CIM est plus élevée que celle de l’huile brute, l’activité de celle-ci n’étant donc pas expliquée 

seulement par la présence de cette molécule. Ces deux résultats plaident donc en faveur de 

l’existence de phénomènes de synergie expliquant les propriétés biologiques observées pour l’huile 

essentielle d’Otacanthus azureus pour ces deux souches. Selon Bakkali et al. (Bakkali et al., 2008), 

les huiles essentielles peuvent être caractérisées par deux ou trois molécules principales représentant 

la majeure partie de l’huile (de 20 à 70 %), ces composés déterminant généralement les propriétés 

biologiques de l’huile essentielle. Ce cas de figure n’est cependant pas systématiquement vérifié, des 

phénomènes de synergie entre les nombreux composés de l’huile pouvant intervenir dans l’activité 

biologique démontrée. Ce phénomène de synergie entre des constituants d’une huile essentielle 

antifongique a par exemple été décrit, dans le cas d’huiles essentielles de Thymus sp., entre le thymol 

et le cinéole, le thymol et le p-cymène, ainsi qu’entre le carvacrol et le cinéole et le carvacrol et le p-

cymène (Pina-Vaz et al., 2004). Des phénomènes de synergie et d’antagonisme entre les différents 

constituants de l’huile essentielle de menthe (menthone, carvone et pulgénone) ont également été mis 

en évidence dans le cadre de l’évaluation de son activité insecticide et génotoxique (Franzios et al., 

1997). De même, l’effet inhibiteur de l’acétylcholinestérase de l’huile de sauge (Salvia lavandulaefolia) 

est également lié à des effets synergiques (1,8-cinéole / -terpinène, 1,8-cinéole / oxyde de 

caryophyllène) ou antagonistes (1,8-cinéole / camphre) observés entre ses constituants suivant leur 

concentration (Savelev et al., 2003). 
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 Dans le cadre d’un approfondissement de cette étude, il serait donc intéressant d’effectuer ce 

type d’essai sur les molécules majoritaires de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus dans un 

premier temps, mais également en incluant des composés minoritaires dans un second temps si 

besoin. Certains monoterpènes possédant un groupement phénolique, structure connue pour son 

influence sur l’activité antifongique des molécules, pourraient par exemple jouer un rôle dans l’activité 

observée ici. Dans le cas de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus, ce type de molécules, de la 

famille des menthanes, n’est représenté que par des composés minoritaires tels que les para-mentha-

2,8-dièn-1-ol (isomère trans : 0,25 % dans le lot 2, isomère cis : 0,12 %), le terpinèn-4-ol (à hauteur de 

0,6 % dans le lot 2) et un isomère du menthadiénol (0,2 % de cette molécule dans le lot 2). Il est 

cependant possible que ces composés puissent avoir un effet sur l’activité antifongique de l’huile. Le 

seul essai de mélange de composés effectué ici l’a été du fait du fractionnement sur colonne de silice 

réalisé en amont et ayant abouti à une fraction contenant un mélange de viridiflorol (23 %), de -

copaèn-4--ol (38 %) et d’autres composés minoritaires. Ce mélange est soit autant soit moins actif 

que le -copaèn-4--ol (on relève par exemple une CIM de 16 µg/ml pour la molécule pure sur T. 

tonsurans, contre 32 µg/ml pour le mélange), mais il est difficile de tirer plus de conclusions du fait des 

39 % de composés autres que ces deux molécules. 

 Les relations entre composition et activité seront discutées d’un point de vue plus global lors 

du traitement statistique des résultats obtenus pour un lot d’huiles essentielles testées pour leur 

activité antifongique (Chapitre 3, point 2.). 

 En complément de l’étude de l’activité antifongique de l’huile essentielle et de ses 

constituants, une évalution de la cytotoxicité du lot 2 (le plus actif) a été effectuée sur cellules VERO 

(lignée épithéliale de rein de singe vert). La valeur de CI50 obtenue, supérieure à 100 µg/ml, montre 

que l’huile essentielle n’est pas toxique sur cette lignée cellulaire. Elle possède donc un potentiel 

intéressant pour une valorisation thérapeutique. 

 

7. Activité antifongique de l’huile essentielle d’O. azureus combinée avec des 

antifongiques azolés (itraconazole, fluconazole, cétoconazole) 

 

 Les études de combinaisons de substances médicinales en général, et antifongiques en 

particulier, sont de plus en plus souvent décrites dans la littérature (Jansen et al., 2009). Cette 

stratégie est en effet d’un grand intérêt en vue de potentielles applications cliniques, car permettant de 

réduire les éventuels effets secondaires des traitements actuels en diminuant la dose de composé 

utilisé (Rosato et al., 2007), limitant ainsi également le développement des phénomènes de résistance 

(Rosato et al., 2008). Cette approche permettrait également de diminuer la quantité d’huile essentielle 

nécessaire à l’obtention d’une activité antifongique – ce type de produits étant souvent connu pour le 
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fait de devoir être utilisés à des concentrations relativement élevées - et de contourner le problème de 

leur faible absorption au niveau intestinal, qui limite habituellement leurs applications en ce qui 

concerne le traitement des mycoses systémiques (Rosato et al., 2007; Shin et Lim, 2004). Ce type 

d’étude a de plus déjà prouvé son efficacité en montrant une bonne corrélation entre les synergies 

mise en évidence in vitro et les résultats cliniques obtenus dans le cas du traitement de certaines 

infections bactériennes (White et al., 1996). 

 Dans cette optique, l’huile essentielle d’Otacanthus azureus a été testée en combinaison 

(dilution sériées croisées, ou « checkerboard ») avec successivement 3 antifongiques azolés : 

l’itraconazole, le fluconazole et le cétoconazole, sur 3 souches de Candida (C. albicans LMGO 102, C. 

parapsilosis ATCC 22019 et C. parapsilosis LMGO 05) ainsi que sur deux souches de champignons 

filamenteux : T. mentagrophytes LMGO 1931 et M. gypseum LMGO 10). 

 Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 16). Les concentrations 

inhibitrices fractionnées (CIF) sont calculées en divisant la CIM de la combinaison des deux produits 

par la CIM des produits testés individuellement. L’ICIF (indice de CIF), obtenu par addition des deux 

valeurs de CIF, est interprété comme suit (Puyn et Shin, 2006; Shin et Lim, 2004):  

- ICIF > 2 : association antagoniste 

- 0,5 < ICIF ≤ 2 : association additive ou indifférente 

- ICIF ≤ 0,5 : association synergique 

 

Ce choix est arbitraire car les valeurs limites trouvées dans la littérature sont parfois 

différentes (antagonisme si l’indice est supérieur à 4 (White et al., 1996), supérieur à 1 (Rosato et al., 

2007), synergie si l’indice est inférieur à 1 plutôt que inférieur ou égal à 0,5 (Ringwald et al., 1999) 

mais permet d’assez bien discrimer les résultats obtenus. 
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Tableau 16 : Concentration inhibitrices minimales (CIM, µg/ml), concentrations inhibitrices fractionnées et indice de CIF pour des combinaisons d'huile 

essentielle d'Otacanthus azureus et d'antifongiques azolés. Les valeurs d’ICIF ≤ 0,5 sont indiquées en gras (synergie). 

 

 
Levures a 

 
Filamenteux a 

 

C.a. LMGO 102                     C. p. ATCC 22019        C. p. LMGO 05      
 

T. m. LMGO 1931        M. g. LMGO 10      

Produit / Résultats c CIMs CIMc CIF ICIF   CIMs CIMc CIF ICIF   CIMs CIMc CIF ICIF   CIMs CIMc CIF ICIF   CIMs CIMc CIF ICIF 

Otacanthus azureus - 
itraconazole                        

 HE b Otacanthus 
azureus 

500 16 0,03 
0,3  

125 31 0,25 
0,4  

250 62 0,25 
0,4  

62 8 0,13 
0,4  

31 16 0,52 
0,6 

Itraconazole 0,125 0,03 0,24 
 

0,25 0,03 0,12 
 

0,25 0,03 0,12 
 

0,5 0,125 0,25 
 

0,5 0,03 0,06 

Otacanthus azureus - 
fluconazole                         

HE b Otacanthus 
azureus 

500 4 0,01 
4,0  

125 4 0,03 
2,0  

250 4 0,02 
2,0  

62 31 0,50 
0,5  

31 16 0,52 0,6 

Fluconazole 0,25 1 4 
 

2 4 2 
 

8 16 2 
 

8 0,25 0,03 
 

8 1 0,13 
 

Otacanthus azureus- 
cétoconazole                         

HE b Otacanthus 
azureus 

500 62 0,12 
0,1  

125 16 0,13 
0,2  

250 31 0,12 
0,2  

62 16 0,26 
0,5  

31 16 0,516 
0,8 

Cétoconazole 16 0,03 0,002   0,5 0,03 0,06   0,5 0,03 0,06   1 0,25 0,25   2 0,5 0,25 

a C.a. = Candida albicans, C.p. = Candida parapsilosis, M.g. = Microsporum gypseum, T.m. = Trichophyton mentagrophytes 
 b HE = huile essentielle 

                       c CIMs : CIM du produit seul, CIMc: CIM du produit pour la combinaison la plus active, CIF: concentration inhibitrice fractionnée (ou partielle), 
ICIF: indice de CIF 
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 Les résultats obtenus sont également analysés selon la méthode des isobologrammes (Figure 

52): les CIM (µg/ml) de chaque combinaison entre les deux produits (antifongique commercial et huile 

essentielle) sont calculées et tracées graphiquement afin de déterminer l’effet de la combinaison 

(additivité, synergie, antagonisme). Si un phénomène de synergie est mis en évidence, la courbe aura 

un aspect concave et un effet antagoniste conduira à une courbe convexe (Williamson, 2001). 

 De façon générale, ces résultats mettent en évidence : 

- Une action synergique entre l’huile essentielle d’Otacanthus azureus et les trois antifongiques 

azolés (itraconazole, fluconazole et cétoconazole) dans le cas des deux espèces de 

champignons dermatophytes testées, 

- Une action synergique entre l’huile et l’itraconazole, et entre l’huile et le cétoconazole dans le 

cas des Candida, 

- Une action antagoniste de l’huile sur le fluconazole dans le cas des Candida. 

 Dans le cas des synergies, la combinaison huile / antifongique est particulièrement efficace 

sur Candida sp. (ICIF de 0,1 à 0,4), surtout dans le cas du cétoconazole (ICIF de 0,1 et 0,2). Avec 

cette combinaison, les concentrations d’itraconazole et de cétoconazole nécessaires à l’inhibition de 

la croissance des souches sont donc très nettement réduites (CIMc de 0,03), de même que la 

concentration en huile essentielle, alors que cette huile n’était que très légèrement active, voire 

inactive, lorsqu’utilisée seule. Pour les champignons filamenteux, les valeurs d’ICIF sont plus élevées 

(0,4 à 0,8). Dans le cas de Microsporum gypseum, elles sont même témoin d’un phénomène additif ou 

indifférent suivant le critère de classification choisi (Shin et Lim, 2004), mais les isobologrammes 

montrent bien un phénomène de synergie16. Cependant, dans le cas des champignons 

dermatophytes, si la concentration de l’huile nécessaire à une inhibition de croissance du micro-

organisme n’est que peu diminuée, la concentration en antifongique est cependant nettement réduite 

dans tous les cas (CIF des antifongiques de 0,03 à 0,25). L’intérêt d’une combinaison de produits 

dans le but de diminuer les doses d’antifongiques pour en réduire les effets secondaires et diminuer le 

phénomène de développement des résistances est donc également pleinement conservé dans ce 

cas. 

 Les isobologrammes obtenus (Figure 52) confirment bien les résultats déduits des valeurs de 

CIF et d’ICIF. 

 

                                                      

16 Selon le critère de Ringwald et al. (1999), ces valeurs d’ICIF seraient effectivement classées dans 

celles correspondant à une synergie. 
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Figure 52 : Isobologrammes mettant en évidence les phénomènes de synergie ou d'antagonisme de l'huile essentielle d’Otacanthus azureus en combinaison avec des antifongiques azolés 

(itraconazole, fluconazole, itraconazole) sur l’inhibition de la croissance de levures (C. albicans, C. parapsilosis) et de champignons dermatophytes (T. mentagrophytes, M. gypseum) 
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 Il est intéressant de noter que le fluconazole possède un comportement différent en 

combinaison avec l’huile essentielle vis-à-vis de l’inhibition de la croissance des souches testées. En 

effet, des phénomènes de synergie, bien que plus ou moins marqués, ont été mis en évidence aussi 

bien sur les levures que sur les champignons dermatophytes dans le cas de l’itraconazole et du 

cétoconazole. Pour le fluconazole cependant, la synergie n’existe que dans le cas des champignons 

filamenteux, les essais réalisés sur les souches de Candida mettant en évidence un très net 

phénomène d’antagonisme (ICIF entre 2 et 4, CIF du fluconazole entre 2 et 4 également).  

 Du point de vue du mécanisme d’action de ces molécules ce résultat est plutôt surprenant, 

étant donné que l’itraconazole et le fluconazole ont été mis sur le marché plus récemment, avec 

notamment comme avantage des effets secondaires moindres par rapport au cétoconazole plus 

ancien, ces molécules se liant en effet moins fortement aux enzymes du cytochrome P450 (Elewski, 

1998). La différence pourrait donc être à chercher plutôt du côté de la biologie des micro-organismes, 

même si ces trois molécules sont utilisées pour traiter aussi bien des infections à Candida que celles 

dues aux dermatophytes (Elewski, 1998; Jamieson, 2006). L’huile essentielle et ses mécanismes 

d’action propre rentrent sans doute également en ligne de compte de façon non négligeable. Shin et 

Lim ont par exemple mis en évidence des phénomènes de synergie pour des combinaisons entre 

l’huile essentielle de Pelargonium graveolens, le géraniol et le citronellol, et le cétoconazole sur 

l’inhibition de la croissance de Trichophyton soudanense et T. schloenleinii, mais un effet additif dans 

le cas de T. erinacei, pourtant de la même espèce (Shin et Lim, 2004). Les auteurs n’ont pu expliquer 

cette différence d’effet, due selon eux aux mécanismes d’action non clairement identifiés des huiles 

essentielles sur les champignons. Rosato et al. aboutissent à la même conclusion après avoir observé 

un effet synergique entre l’huile essentielle de Pelargonium graveolens et un certain nombre de 

bactéries (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus) et un effet additif ou indifférent pour B. subtilis et 

Escherichia coli (Rosato et al., 2007). Dans le cas des synergies, il est en particulier possible que les 

terpènes de l’huile essentielle, du fait de leur forte lipophilie, agissent également en tant que solvant 

des molécules antifongiques commerciales, facilitant leur passage à travers les membranes cellulaires 

(Gershenzon et Dudareva, 2007). 

 Cette étude pourrait être poursuivie en particulier en y incluant les autres souches testées sur 

lesquelles l’huile essentielle d’Otacanthus azureus a démontré une bonne activité antifongique (C. 

tropicalis LMGO 25, T. tonsurans LMGO 45 et T. rubrum LMGO 6 en particulier), ainsi que les 

molécules pures constituant l’huile (-copaène et -copaèn-4--ol notamment) en combinaison avec 

les antifongiques. Enfin, cette étude a été limitée à l’emploi d’antifongiques azolés. Ces essais de 

combinaison pourraient donc être élargis à d’autres classes de traitements antifongiques. Des essais 

in vivo sur des champignons dermatophytes filamenteux par voie topique seraient également 

intéressants à mener, au vu des activités in vitro observées. 
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8. Conclusion sur l’étude de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) 

Ronse 

 

 Dans le cadre de cette étude, deux lots d’huile essentielle de « fleur d’encens » (O. azureus) 

obtenus lors de deux récoltes différentes (mars 2007 et mars 2008) ont été étudiés d’un point de vue 

chimique et biologique.  La composition chimique du second lot, qui s’est révélé être le plus actif des 

deux lors d’une évaluation de l’activité de l’huile essentielle sur l’inhibition de la croissance de levures 

et de champignons dermatophytes, a été déterminée précisément grâce au couplage de plusieurs 

techniques : GC/RI, GC/MS, et RMN. Cette détermination a permis d’identifier 86 composés 

représentant 94,8 % de l’huile, en majorité des sesquiterpènes oxygénés. Les molécules les plus 

abondantes dans l’huile sont le -copaèn-4--ol (23,3 %), l’-humulène (10,6 %), l’-copaène (8,8 %), 

le myrténal (5,6 %) et le viridiflorol (5,1 %). Ces résultats ont permis d’établir que cette composition 

était relativement proche de celle des huiles d’O. azureus décrites dans la littérature, le -copaèn-4--

ol étant en particulier la molécules majoritaire dans tous les cas, même si les autres huiles décrites 

possèdent une proportion de monoterpènes plus élevée.  

 La faible différence de rendement pour les deux lots d’huile essentielle (0,04 % en mars 2007 

et 0,03 % en mars 2008) et le fait que leurs compositions, bien que proches, ne sont cependant pas 

identiques (proportion de monoterpènes hydrogénés plus importante dans le lot 1) montrent la 

complexité de l’influence des facteurs environnementaux sur la production de composés volatils par 

les plantes.  

 L’évaluation de l’activité biologique des huiles a mis en évidence une activité modérée à 

inexistante sur les levures du genre Candida testées, mais des activités beaucoup plus intéressantes 

dans le cas des champignons dermatophytes, en particulier T. rubrum, pour lequel la valeur de CIM 

de l’huile brute (lot 2) n’est que deux fois supérieure à celle mesurée pour l’itraconazole. L’importance 

de la présence d’-copaène pour l’activité de l’huile essentielle a été démontrée par la mesure de 

l’activité antifongique de cette molécule, même si des phénomènes de synergie sont a priori à prendre 

en compte pour rendre compte de l’activité de l’huile. Les essais de combinaison de l’huile et 

d’antifongiques azolés ont mis en évidence le fort potentiel de ce mélange complexe, du fait du grand 

nombre d’effets synergiques observés, en particulier sur les levures. L’association d’huile essentielle 

d’O. azureus avec les antifongiques azolés, en particulier l’itraconazole et le cétoconazole, pourrait 

donc permettre d’en diminuer les doses efficaces, minimisant ainsi les effets secondaires et limitant le 

développement de phénomènes de résistance. Des essais in vivo, aussi bien sur l’huile seule que sur 

les combinaisons de produits seront nécessaires afin de mieux cerner le potentiel de cette huile dans 

le cadre d’applications thérapeutiques. Cette étude met cependant en évidence l’intérêt de l’étude de 

mélanges complexes d’origine naturelle, en particulier les huiles essentielles. 
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D. Criblage d’huiles essentielles et analyse métabolomique : vers un 

outil de prévision de l’activité antifongique ? 

1. Comparaison des résultats d’activité antifongique de 23 huiles essentielles 

issues de la flore guyanaise par les méthodes de diffusion en cavité et de 

microdilution 

 

 Vingt-trois huiles essentielles issues de 18 espèces différentes (13 familles) ont été testées 

sur des levures et des champignons dermatophytes filamenteux par la méthode de diffusion en cavité 

(ou perforation en agar) ainsi que par la méthode de microdilution décrite précédemment. Les 

résultats obtenus par les deux approches ont été comparés. 

 Les plantes récoltées ont été sélectionnées pour leur intérêt olfactif sur le terrain, présageant 

de l’obtention possible d’huile essentielle, certaines d’entre elles étant cependant bien connue pour la 

présence de cette huile. Elles appartiennent aux familles suivantes : Asteraceae (Mikania micrantha 

Kunth (Figure 53), Sphagneticola trilobata (L.) Pruski), Unxia camphorata L.f.), Boraginaceae (Cordia 

curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. (Figure 53)), Burseraceae (Protium heptaphyllum (Aubl.) 

Marchand), Euphorbiaceae (Croton nuntians Croizat), Fabaceae (Vouacapoua americana Aubl.), 

Lauraceae (Licaria canella (Meisn.) Kosterm.), Myrtaceae (Pimenta racemosa (Mill.) Moore), Pinaceae 

(Pinus caribaea Morelet), Piperaceae (Piper aduncum L., P. hispidum Sw., P. marginatum Jacq.), 

Plantaginaceae (Otacanthus azureus (Linden) Ronse), Poaceae (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), 

Scrophulariaceae (Achetaria guianensis Pennell (Figure 54)), Turneraceae (Turnera odorata Rich. 

(Figure 54) et Verbenaceae (Lantana camara L.). 

 

 

Figure 53 : Fleurs de Mikania micrantha Kunth (à gauche) et Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. (à droite) 

 

 La première évaluation de l’activité antifongique de ces huiles l’a été par la méthode de 

diffusion en cavité, ou perforation en agar. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 
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suivant (Tableau 17). Les résultats obtenus par microdilution seront ensuite présentés. Les deux 

approches seront comparées d’un point de vue méthodologique, et les résultats obtenus discutés. 

Deux méthodes d’évaluation différentes ont été utilisées dans le but de savoir si le test de diffusion en 

cavité, plus rapide à effectuer que les microdilutions, pourrait être utilisé comme méthode préliminaire 

de sélection des huiles essentielles avant l’évaluation quantitative de leur activité antifongique par 

microdilution. 

 Le test de diffusion en cavité (ou de perforation en agar) est une méthode encore largement 

utilisée pour l’évaluation des propriétés antifongiques et antibactériennes de produits naturels, et en 

particulier des huiles essentielles (Fontenelle et al., 2008; Govinden-Soulange et al., 2004; Nantitanon 

et al., 2007; Oke et al., 2009). Des boîtes de Pétri sont préparées avec du milieu de culture (potato 

dextrose agar). Des cavités sont ensuite creusées dans le milieu de culture et les solutions de 

produits à tester sont placées dans ces cavités. Chaque suspension de champignon est déposée sur 

le milieu et étalée sur toute la surface. Dans ce type d’essais, les diamètres des zones d’inhibitions 

sont généralement mesurées après croissance homogène du champignon dans une boîte témoin, et 

les résultats numériques exploités. Une approche différente a été choisie ici : celle de présenter les 

résultats sous une forme qualitative, une zone d’inhibition de la croissance des champignons ou des 

levures mesurée conduisant à un + dans le tableau, et une absence d’inhibition conduisant à un -. Ce 

choix a été fait car ce type de protocole fait intervenir dans le résultat observé non seulement l’activité 

antifongique du produit testé, mais également le coefficient de diffusion des molécules considérées 

(Hammer et al., 1999; Hood et al., 2003; Rios et al., 1988).  

 

 

Figure 54 : Achetaria guianensis Pennell (à gauche) et Turnera odorata Rich. (à droite) 
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Tableau 17 : Interprétation qualitative des résultats obtenus pour les huiles essentielles 

sélectionnées (diamètres des zones d'inhibition de la croissance de levures et de champignons 

dermatophytes et de levures) pour le test de diffusion en cavité 

 

   
Levures a   Filamenteux a     

 
Espèce Organe b 

Concentration 
(mg/ml) 

C. k.                
LMGO 174                   

C. p.                 
LMGO 05      

  
T. m.                  

LMGO 1931      
M. c.                  

LMGO 22                    
  

Rendement 
c 
(%) 

 Achetaria guianensis F+T 20 - -   n.t. -   0,03 

 
Cordia curassavica PA 

20 - -   n.t. -   
0,4 

 100 + -   + -   

 
Croton nuntians F 

20 - - 
 

+ + 
 0,2 

 100 - -   + +   

 Cymbopogon citratus 
(lot 1) 

F 20 + + 
 

+ + 
 

0,3 

 Cymbopogon citratus 
(lot 2) 

F 20 + +   +  +   0,2 

 Lantana camara PA 20 - -   n.t. -   0,1 

 

Licaria canella 

B 20 - - 
 

n.t. + 
 -  

 B 100 + - 
 

+ + 
 

 ES 20 + - 
 

n.t. - 
 0,4 

 ES 100 + + 
 

+ + 
 

 EF 20 + -   + -    - 

 Mikania micrantha PA 20 + +   - -   0,06 

 Otacanthus azureus  
(lot 1) 

PA 
20 - -   n.t. +   

0,04 
 100 + -   + +   

 Otacanthus azureus 
(lot 2) 

PA 
20 - - 

 
+ + 

 0,03 
 100 + +   + +   

 Pimenta racemosa F 20 + +   + +   0,5 

 Pinus caribaea F 20 - -   n.t. -   0,1 

 
Piper aduncum F 

20 + -   n.t. +   
0,7 

 100 + -   + +   

 
Piper hispidum F 

20 - - 
 

n.t. - 
 0,06 

 100 + + 
 

+ + 
 

 
Piper marginatum F 

20 - +   n.t. -   
0,3 

 100 + + 
 

+ + 
 

 
Protium heptaphyllum FRV 

20 - +   + +   
1,4 

 100 + +   + +   

 Sphagneticola trilobata PA 20 + -   - +   0,1 

 
Turnera odorata PA 

20 - -   n.t. -   
0,1 

 100 - - 
 

- - 
 

 
Unxia camphorata PA 

20 - -   n.t. -   
0,1 

 100 - -   + +   

 Vouacapoua americana B 20 - -   - +   0,8 

 a C.k. = Candida krusei, C.p. = Candida parapsilosis, T.m. = Trichophyton mentagrophytes, M.c. = Microsporum canis ; b 
F+T = feuilles + tiges, PA = parties aériennes (tiges, feuilles, fleurs), F = feuilles, FRV = fruits verts, B = bois 
(aubier+duramen), ES = écorce sèche, EF = écorce fraîche ; c par rapport au poids frais de matériel végétal distillé 
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 Dans le tableau précédent (Tableau 17) les rendements obtenus pour chacune des huiles 

testées sont également indiqués (calculés par rapport au poids frais de matériel végétal distillé). 

 Les huiles mises en évidence comme les plus actives (inhibition de la croissance des quatres 

souches testées) après lecture des résultats obtenus sont les suivantes : 

 C. citratus (parties aériennes, lots 1 et 2) à une concentration de 20 mg/ml 

 L. canella (écorce sèche) à une concentration de 100 mg/ml 

 O. azureus (parties aériennes, lot 2) à une concentration de 100 mg/ml 

 P. racemosa (feuilles) à une concentration de 20 mg/ml 

 P. hispidum (feuilles) à une concentration de 100 mg/ml 

 P. marginatum (feuilles) à une concentration de 100 mg/ml 

 P. heptaphyllum (fruits verts) à une concentration de 100 mg/ml 

 Selon ce critère, 8 huiles sur 22 soit 36 % des huiles testées suite à cette sélection au hasard 

peuvent donc être considérées comme très actives, à la fois sur les levures et sur les champignons 

dermatophytes. Pour les huiles d’activité antifongique moyenne, certaines inhibent à la fois la 

croissance des levures et des champignons dermatophytes (C. curassavica, L. canella (bois et écorce 

fraîche), P. aduncum, S. trilobata), alors que d’autres voient leur action limitée aux seuls 

dermatophytes (C. nuntians, U. camphorata, V. americana) ou plus exceptionnellement aux seules 

levures (M. micrantha). Le nombre d’huiles présentant au moins une activité antifongique dans le 

cadre de cet essai est donc de 18, soit 82 % des huiles testées. Les huiles présentant une activité 

sont généralement plus efficaces sur les champignons dermatophytes filamenteux que sur les levures 

en ce qui concerne les souches utilisées ici. 

 Certaines huiles se sont révélées totalement inactives sur les souches testées : A. guianensis, 

L. camara, P. caribaea, T. odorata.   

 Avant de poursuivre la discussion, les résultats obtenus par la méthode de microdilution sont 

présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 18) pour comparaison. Le nombre de souches 

utilisées a été augmenté, seul C. krusei n’a pu être testé à nouveau. 
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Tableau 18 : Concentrations inhibitrices minimales (CIM en µg/ml) pour les huiles essentielles testées. Les valeurs inférieures ou égales à 125 µg/ml 

(valeur limite d’activité) sont indiquées en gras 
 

  
Levuresa   Filamenteuxa 

 
Espèce Organeb 

C. a.                
LMGO 102                   

C. p.                     
ATCC 22019      

C. p.                 
LMGO 05       

M. g.                  
LMGO 10      

T. m.                  
LMGO 1931      

M. c.                  
LMGO 22                    

Rendement 
c (%) 

Achetaria guianensis T+F > 500 500  > 500   > 500 > 500 > 500 0,03 

Cordia curassavica PA > 500 > 500 > 500   62 62 > 500 0,4 

Croton nuntians F > 500 > 500 500 
 

31 16 250 0,2 

Cymbopogon citratus (lot 1) 
F 

250 125 125   16 8 62 0,3 

Cymbopogon citratus (lot 2) 125 250 62   62 31 31 0,2 

Lantana camara PA > 500 > 500 > 500   250/>500 125 > 500 0,1 

Licaria canella 

B > 500 > 500 > 500 
 

62 125 500 - 

ES > 500 > 500 > 500 
 

500 250 > 500 0,4 

EF > 500 > 500 > 500   31 31 500  - 

Mikania micrantha PA > 500 > 500 > 500 
 

250 125 > 500 0,06 

Otacanthus azureus(lot 1) 
PA 

> 500 > 500 > 500   125 125 500 0,04 

Otacanthus azureus(lot 2) 250 125 125   16 8 125 0,03 

Pimenta racemosa F 500 500 250   62 62 125 0,5 

Pinus caribaea A > 500 > 500 > 500   250 125 > 500 0,1 

Piper aduncum F > 500 500 > 500   250 250 500 0,7 

Piper hispidum(lot 1) 
F 

> 500 > 500 > 500   125 62 500  - 

Piper hispidum(lot 2) > 500 > 500 > 500   125 62 500 0,06 

Piper marginatum F > 500 > 500 > 500   250 250 250 0,3 

Protium heptaphyllum FRV 125 62 125   62 31 62 1,4 

Sphagneticola trilobata PA 500 250 250   62 62 125 0,1 

Turnera odorata PA > 500 > 500 > 500   500 125 > 500 0,1 

Unxia camphorata PA 500 > 500 > 500   500 250 > 500 0,1 

Vouacapoua americana B > 500 > 500 > 500   62 62 500 0,8 

Fluconazole   < 0,25 4 32   64 32 > 128   

Itraconazole   < 0,0625 0,25 0,25   0,25 < 0,0625 > 32   
a C.a. = Candida albicans, C.p. = Candida parapsilosis, M.g. = Microsporum gypseum, T.m. = Trichophyton mentagrophytes, M.c. = Microsporum 
canis ; b F+T = feuilles + tiges, PA = parties aériennes (tiges, feuilles, fleurs), F = feuilles, A = aiguilles, FRV = fruits verts, B = bois (aubier+duramen), 
ES = écorce sèche, EF = écorce fraîche ; c par rapport au poids frais de matériel végétal distillé 
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 A la lecture des résultats de ce test, certaines huiles essentielles se sont révélées 

particulièrement actives avec au moins cinq valeurs de CIM inférieures ou égales à 125 µg/ml sur les 

6 souches sélectionnées : 

 C. citratus (parties aériennes, lots 1 et 2) (Figure 55) 

 O. azureus (parties aériennes, lot 2) 

 P. heptaphyllum (fruits verts) (Figure 55) 

 

Figure 55 : Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. (à gauche) et fruits de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (à droite) 

  

 Ces trois huiles essentielles, inhibant aussi bien la croissance des levures que des 

champignons dermatophytes filamenteux, étaient déjà mises en évidence comme très actives dans le 

cas du test de diffusion en cavité. Les valeurs de CIM obtenues pour ces huiles sont relativement 

faibles, avec en particulier une CIM de 16 µg/ml pour les huiles essentielles de Cymbopogon citratus 

(lot 1) et Otacanthus azureus (lot 2) sur Microsporum gypseum, et des CIM de 8 µg/ml pour ces deux 

mêmes huiles sur Trichophyton mentagrophytes.  

 Parmi les huiles ayant été mises en évidence comme très actives dans le cadre du premier 

test, P. racemosa confirme ce résultat avec une activité sur les trois souches de champignons 

dermatophytes testées. Les deux lots d’huile essentielle de Piper hispidum inhibent la croissance de 

T. mentagrophytes et M. gypseum, mais sont inactifs sur les levures. Enfin, pour les huiles 

essentielles de L. canella (écorce sèche) et P. marginatum, aucune activité n’a été relevée dans le 

test de microdilution, que ce soit sur les levures ou sur les champignons filamenteux. Sphagneticola 

trilobata, qui était active sur C. krusei et M. canis, inhibe ici la croissance des trois souches de 

champignons dermatophytes sélectionnées. 



 

150 

 Les huiles d’activité antifongique moyenne inhibent dans le cadre de cette étude seulement la 

croissance des champignons filamenteux, seules les trois huiles présentées comme les plus actives 

ayant une action antifongique sur les levures. 

 Enfin, certaines huiles ont démontré une activité inexistante ou très faible (une seule CIM 

inférieure ou égale à 125 µg/ml), il s’agit de A. guianensis, L. camara, M. micrantha, P. caribaea, P. 

aduncum, P. marginatum, T. odorata et U. camphorata, c'est-à-dire celles déjà mises en évidence 

comme inactive dans le test de diffusion en cavité, plus M. micrantha, qui avait démontré une ativité 

antifongique sur C. krusei et C. parapsilosis, et U. camphorata, inhibant la croissance de T. 

mentagrophytes et M. gypseum. 

 

Discussion sur les résultats obtenus d’un point de vue méthodologique 

Deux conclusions principales émergent de la comparaison des résultats obtenus par les deux 

méthodes sélectionnées : 

 Le test de microdilution semble plus sélectif que le test de diffusion en cavité, avec seulement 

trois huiles (14 % des huiles sélectionnées) considérées comme très actives contre 8 dans le 

premier cas, et 15 huiles actives (plus d’une CIM inférieure ou égale à 125 µg/ml), soit 68 % 

des huiles sélectionnées. Ces résultats vont donc plutôt dans le sens contraire de ce qui 

pouvait être attendu du fait de l’influence du coefficient de diffusion sur les résultats du test de 

perforation en agar (Hood et al., 2003). 

 Les trois huiles considérées comme très actives inhibent à la fois la croissance des 

champignons filamenteux et celle des levures, alors que dans le test de diffusion en cavité, 

cet effet sur les deux types de champignons testés était visible à la fois pour les 8 huiles les 

plus actives et pour 6 autres huiles moyennement actives. Dans le cas de notre étude, les 

résultats obtenus sont donc opposés à ceux relevés dans le cadre de la thèse d’Alice 

Rodrigues, pour laquelle les extraits de bois testés étaient globalement plus actifs vis-à-vis 

des levures pathogènes dans le cadre des tests de microdilution (Rodrigues, 2010). 

 Plusieurs facteurs peuvent éclairer ces résultats. Le choix d’effectuer une analyse qualitative 

et non quantitive des résultats a été fait suite aux recommandations de certains auteurs (Hadacek et 

Greger, 2000; Hammer et al., 1999; Nascimento et al., 2007) du fait de l’influence des coefficients de 

diffusion dans le résultat. Ils conseillent donc de n’utiliser cette technique que pour établir la 

susceptibilité d’une souche aux produits testés. La méthode de diffusion en cavité serait donc dans 

certains cas trop sélective, plus particulièrement dans le cas des huiles essentielles, substances par 

définition composées de molécules hydrophobes et donc susceptible d’avoir une mauvaise diffusion 

dans l’agar, milieu majoritairement aqueux (Hood et al., 2003; Rios et al., 1988). Ce problème est en 
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particulier contourné dans la littérature et dans le cas de notre étude en réalisant des solutions-mères 

d’huiles essentielles dans des émulsifiants permettant ainsi une meilleure diffusion des molécules 

dans le milieu (Hood et al., 2003; Nascimento et al., 2007). La cohérence des résultats obtenus pour 

une même huile testée à deux concentrations différentes (meilleure acivité à une concentration plus 

élevée) à la fois dans notre étude et dans la littérature (Fontenelle et al., 2008; Nantitanon et al., 2007) 

montre donc malgré tout qu’une certaine reproductibilité est possible. 

 De façon plutôt surprenante au vu de ces arguments, le test de diffusion en cavité réalisé ici 

est au contraire moins sélectif que le test de microdilution en ce qui concerne la sélection des huiles 

les plus actives. Des résultats de ce type ont cependant déjà été obtenus dans la littérature. Des 

absences de corrélation entre la valeur numérique de la zone d’inhibition de croissance et la 

concentration inhibitrice de croissance des micro-organismes ont par exemple été mises en évidence 

par certains auteurs, comme dans le cas des huiles essentielles de Croton (Fontenelle et al., 2008). 

En effet, l’huile essentielle de C. argyrophylloides conduit en fonction de la concentration à des zones 

d’inhibition de la croissance de M. canis de diamètre allant de 15 à 31 mm, avec une CIM de 9 à 19 

µg/ml suivant les souches testées, alors que pour les mêmes concentrations l’huile essentielle de C. 

zehntneri inhibe la croissance des champignons sur des zones de diamètre allant 12 à 22 mm – donc 

des valeurs proches – mais des valeurs de CIM de 620 à 1250 µg/ml. Selon nos critères (voir Chapitre 

3.C. page 124) la seconde huile serait donc considérée comme inactive alors que le résultat du test 

est positif dans les deux cas pour le test de diffusion en cavité. Ce type de résultat a également été 

obtenu dans le cadre de l’étude des extraits et molécules issus de Piper aduncum sur des levures et 

bactéries, des zones d’inhibition importantes conduisant malgré tout à des valeurs de CIM ≥ 100 µg/ml 

et donc à un résultat négatif en microdilution (Okunade et al., 1997). Il a également été mis en 

évidence par certains auteurs, par exemple dans le cas de l’huile essentielle de Melaleuca alternifolia 

(Hammer et al., 2003), que certaines molécules ont la capacité d’interagir avec le plastique de la 

plaque 96 puits utilisée pour réaliser le test de microdilution. Ce phénomène pourrait donc conduire à 

parfois sous-évaluer l’activité antifongique d’une huile essentielle si ce type d’interaction est 

susceptible de se produire, les molécules étant alors moins disponibles en solution pour interagir avec 

les micro-organismes testés (Pina-Vaz et al., 2004). 

 Dans un deuxième temps, il a également été remarqué que les huiles testées montraient une 

meilleure activité antifongique sur les levures pathogènes dans le cas de l’essai réalisé par la 

méthode de diffusion en cavité par rapport au test de microdilution, ce qui semble contradictoire par 

rapport aux résultats obtenus lors d’une autre étude réalisée dans le même laboratoire (Rodrigues, 

2010). La conclusion de cette étude était ainsi que la méthode sur milieu gélosé est mal adaptée à 

l’évaluation des activités antifongiques avec certaines levures pathogènes. Ce phénomène pourrait en 

effet s’expliquer par la capacité pour les cellules des levures du genre Candida de s’associer pour 

former des biofilms (Miceli et al., 2011), partiellement isolés du milieu de culture, limitant ainsi l’action 
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des produits diffusés dans le milieu. La contradiction aparente entre les résultats pourrait cependant 

être expliquée par la différence des produits testés : des extraits réalisés au méthanol et à l’acétate 

d’éthyle dans le cas des bois, donc relativement polaires comparés aux huiles essentielles évaluées 

ici, cette différence de comportement et de diffusion dans le milieu pouvant contribuer à des résultats 

différents, en dehors de la comparaison des activités intrinsèques des produits. Ce résultat reste 

cependant globalement cohérent par rapport aux données de la littérature, qui indiquent que les huiles 

essentielles testées en microdilution présentent fréquemment une meilleure activité sur les 

champignons dermatophytes que sur les levures (Hammer et al., 2003; Pinto et al., 2006; Tavares et 

al., 2010).  

 En conclusion, les tests semblent donc globalement cohérents (les huiles les plus actives 

mises en évidence dans le test de microdilution font bien partie du groupe identifié suite au test de 

diffusion en cavité, et les huiles totalement inactives sont globalement communes aux deux tests). Le 

test de diffusion en cavité pourrait donc effectivement être utilisé en première approche comme 

indicateur de la susceptibilité d’une souche à un produit à tester, même si le nombre d’inhibitions de 

croissance obtenues sur les levures pathogènes est plus important que dans le cas du test de 

microdilution. Cependant, au vu des valeurs de CIM mesurées en microdilution, seules les trois huiles 

retenues par le biais de cette méthode présentent un réel potentiel de valorisation thérapeutique, les 

autres valeurs de CIM mesurées étant plus élevées. La sélectivité du test de microdilution semble 

donc adaptée aux critères de sélection retenus. De plus ce test permet d’obtenir directement des 

valeurs numériques fiables, nécessite de faibles quantités de produits et permet de comparer les 

données obtenues avec celles de la littérature du fait de sa normalisation, il semble donc au final le 

plus adapté à l’étude de l’activité antifongique des huiles essentielles. 

 

Espèces identifiées comme ayant une huile essentielle possédant des activités antifongiques 

 Parmi les espèces identifiées comme très actives par les deux méthodes utilisées figurent C. 

citratus (citronnelle ou lemongrass), O. azureus (fleur d’encens) et P. heptaphyllum (encens), suivies 

de P. racemosa (bois d’Inde). Le cas d’O. azureus a été largement discuté au point C. de ce chapitre. 

Huile essentielle de Cymbopogon citratus  (citronelle ou lemongrass) 

 L’huile essentielle de C. citratus, plante aromatique largement cultivée pour la production 

d’une huile essentielle riche en citral à destination de la parfumerie, la pharmacie, ainsi que les 

industries cosmétiques et agro-alimentaires (Irkin et Korukluoglu, 2009), est très largement citée dans 

la littérature pour son activité antifongique. Les résultats obtenus ici ne sont donc pas suprenants. 

Cette huile essentielle a en particulier démontré une excellente activité antifongique en inhibant la 

croissance (CIM < 125 µg/ml) de plusieurs espèces de Trichophyton (Shin et Lim, 2004). Une valeur 

de CIM obtenue sur C. krusei s’est cependant révélée plus élevée (de l’ordre de 300 µg/ml), ce qui 
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tendrait à confirmer nos résultats, c'est-à-dire une meilleure activité de l’huile sur les champignons 

dermatophytes filamenteux que sur les levures (Correa-Royero et al., 2010). Cette huile a également 

été largement testée sur des champignons pathogènes intervenant dans la dégradation des récoltes 

ou des aliments, mettant en évidence son intérêt dans le contexte de la préservation de la qualité de 

ce type de produits (Mahanta et al., 2007; Nguefack et al., 2009; Tzortzakis et Economakis, 2007). 

Ses propriétés antibactériennes ont également été mises en évidence (Wannissorn et al., 2005). Peu 

de déterminations de CIM ont cependant été effectuées, les méthodes de diffusion en agar restant 

encore fréquemment employées (Da Silva et al., 2008; Irkin et Korukluoglu, 2009; Wannissorn et al., 

2005). 

 La composition de cette huile essentielle est fortement dominée par une proportion importante 

des isomères du citral, l’α-citral (géranial ou trans-citral) et le β-citral (néral ou cis-citral), malgré des 

variations suivant la diversité génétique et l’environnement (Mahanta et al., 2007; Rauber et al., 2007). 

Il a été montré que ces molécules sont en grande partie responsable de l’activité antifongique et 

antibactérienne de l’huile essentielle de C. citratus, en formant par transfert de charge un complexe 

avec un donneur d’électron de la membrane fongique, causant la mort de la cellule (Da Silva et al., 

2008; Onawunmi, 1989; Rauber et al., 2007). L’analyse GC/MS des deux lots d’huile permet d’obtenir 

le résultat suivant (Figure 56) : 

 

 

Figure 56 : Chromatogrammes en phase gazeuse et molécules majoritaires des deux lots d'huile essentielle de Cymbopogon 

citratus (lot 1: PSN84, en haut ; lot 2 : JA25, en bas) (colonne VF-5ms) 
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 Dans les deux cas, les molécules majoritaires sont donc bien les isomères du citral, ce qui 

explique l’activité antifongique observée pour cette huile (lot 1 : néral 31 %, géranial 56 % ; lot 2 : 

néral 34 %, géranial 41 %). Pour le lot 2, légèrement moins actif que le lot 1, la présence de -

myrcène, un monoterpène hydrocarboné, est également observée en proportion non négligeable (14 

%) (Figure 57). La plante hydodistillée pour l’obtention du premier lot d’huile essentielle (PSN84) a été 

récoltée sur la Route Nationale 2 au PK35 en avril 2007 (saison des pluies) et celle distillée pour 

l’obtention du second lot récoltée au PK8 de la Route Nationale 2 à Matoury en août 2008 (saison 

sèche), ces différences de lieu et de saison pouvant expliquer la différence de composition comme 

justifié plus haut. 

CHO

CHO

trans-citral (géranial)cis-citral (néral) -myrcène  

Figure 57 : Molécules majoritaires de l'huile essentielle de Cymbopogon citratus 

 

Huile essentielle de Protium heptaphyllum  (encens) 

 Dans le cas de Protium heptaphyllum, aucune référence n’a été trouvée dans la littérature 

concernant l’activité antifongique des huiles issues de cette espèce. Cet arbre, connu sous le nom 

vernaculaire d’ « encens », fait partie de la famille des Burseraceae, qui comporte 41 espèces 

réparties en 6 genres en Guyane française (ONF, 2004). Les arbres de cette famille, plutôt présents 

en forêt dense et humide, sont caractérisés par de nombreux canaux de sécrétion et cavités 

produisant des oléorésines et gommes résineuses (Rüdiger et al., 2007). Ces résines, riches en 

substances volatiles, sont utilisées en parfumerie comme matières premières odorantes ou comme 

fixateurs, pour la fabrication de vernis ou pour des utilisations médicales par les populations des 

zones où ces espèces sont présentes (Machado et al., 2003; Ramos et al., 2000). La résine est en 

particulier utilisée de façon traditionnelle pour le soin des plaies (bandages), comme émollient, 

antiseptique, et analgésique dans le cas de la fumée (Rüdiger et al., 2007), ainsi que comme 

stimulant ou tonique, pour le soin des ulcères et comme anti-inflamatoire (Ramos et al., 2000). Les 

activités de la résine mises en évidence en laboratoire sont les suivantes : antiseptique, anti-tumorale, 

acaricide, cercaricide (larvicide), anti-inflammatoire, immunostimulante et anti-cholinestérase (Ramos 

et al., 2000; Rüdiger et al., 2007; Siani et al., 1999). Les huiles essentielles de feuilles et de fruits de 

P. heptaphyllum ont également montré des propriétés acaricides (Pontes et al., 2007). 

 La composition chimique de l’huile essentielle obtenue à partir des résines et des feuilles 

d’encens en général, et du genre Protium en particulier, a été largement étudiée (Machado et al., 
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2003; Ramos et al., 2000; Siani et al., 2004; Siani et al., 1999). La composition de l’huile essentielle 

de fruits immatures de Protium heptaphyllum a été decrite dans le cadre d’une étude sur l’activité 

acaricide des huiles (Pontes et al., 2007). Le composé majoritaire présent dans l’huile était l’-

terpinène (47,6 %), suivi de l’acétate d’-terpinyle (5 %), de l’acétate d’iso-dihydro-carvéol et du 

limonène (3,7 % chacun). 

 Dans le cas de notre étude, le chromatogramme suivant a été obtenu (Figure 58) : 

 

 

Figure 58 : Chromatogramme en phase gazeuse et molécules majoritaires de l'huile essentielle de fruits verts de Protium 

heptaphyllum (colonne VF-5ms) 

 

 Une détermination de la composition de l’huile essentielle de fruits immatures de Protium 

heptaphyllum a montré que celle-ci est presque exclusivement composée de limonène (82 %), ainsi 

que de faibles proportions d’-pinène (5,4 %), de -pinène (2,5 %), de para-cymène (1,5 %), de trans-

carvéol (0,9 %) ainsi que de -myrcène et de carvone (0,7 % dans les deux cas) (Figure 59). Les trois 

molécules majoritaires ont été testées pour leur éventuelle activité antifongique sur les souches de 

levures et de champignons dermatophytes sélectionnées. Les CIM mesurées ont toutes été ≥ 62 

µg/ml pour ces produits en ce qui concerne les 6 souches testées dans ce criblage. L’activité de l’huile 

essentielle ne peut donc être attribuée à une de ces molécules majoritaires. Cette activité peut donc 

être due à un phénomène de synergie entre les constituants de l’huile, ou à l’activité d’un des autres 

composés, non testé dans le cadre de cette étude. Ce type de phénomène a été mis en évidence 

dans le cas de l’huile essentielle de baies de Juniperus communis L. (Filipowicz et al., 2003). Trois 

huiles différentes ont été testées, la plus active en particulier sur C. albicans étant celle composée 

majoritairement d’-pinène (22,9 %), de para-cymène (10 %), de limonène (6,5 %) et de -pinène 
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(5,6 %). Or aucun des composés testés isolément, bien que présentant une inhibition de la croissance 

fongique, n’a pu expliquer la totalité de l’activité de l’huile. Les auteurs attribuent donc cette activité au 

mélange spécifique composant l’huile ou à l’activité d’un composé minoritaite non identifié. 

L’hypothèse de l’importance du mélange de molécules est fortement étayée par une publication 

récente (Tserennadmid et al., 2011), dans laquelle les auteurs mettent en évidence une synergie (CIF 

de 0,375) entre l’-pinène et le limonène sur la levure S. cerevisiae. 

-pinène -pinèneLimonène para-cymène

OH

t rans-carvéol

O

carvone -myrcène  

Figure 59 : Molécules majoritaires de l'huile essentielle de fruits immatures de Protium heptaphyllum 

  

 Une éude plus approfondie de cette huile et de son activité, du type de celle effectuée sur 

l’huile essentielle d’O. azureus sera réalisée dans les meilleurs délais, l’huile essentielle de fruits 

immatures de P. heptaphyllum semblant présenter à la fois un fort potentiel thérapeutique et un 

mécanisme d’action original. 

Huile essentielle de Pimenta racemosa  (bois d’Inde)  

 Le bois d’Inde est une plante aromatique de la famille des Myrtaceae originaire des îles et des 

régions continentales du bassin caribéen, où elle est utilisée comme épice et aromate (feuilles et 

baies) ou en thérapeutique populaire (préparations réalisées à partir de l’huile essentielle des parties 

aériennes) (Bourgeois, 1995). L’huile essentielle de P. racemosa est également employée en 

parfumerie et cosmétologie. Cette espèce comporte plusieurs variétés, en particulier P. racemosa var. 

racemosa, elle-même représentée par trois sous-variétés distinguées par leur chemotype : un 

chemotype eugénol / chavicol à odeur de girofle (correspondant à l’appellation bois d’Inde), un 

chemotype estragole / méthyl eugénol (odeur d’anis) et un chemotype néral / géranial à odeur de 

citronelle (Abaul et al., 1995; Bourgeois, 1995). 
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 L’huile essentielle de bois d’Inde ainsi que l’eugénol testé isolément ont démontré une 

inhibition de la croissance de souches fongiques des phytopathogènes Pythophthora cactorum et 

Cryptonectria parasitica (Kim et al., 2008). L’évaluation de l’activité antifongique sur plusieurs souches 

de bactéries et de champignons, en particulier C. albicans, des huiles essentielles des trois 

chemotypes de P. racemosa var. racemosa a mis en évidence une meilleure inhibition de la 

croissance des souches par l’huile la plus riche en néral et géranial par rapport aux huiles des 

chemotypes eugénol / chavicol et méthyl eugénol / méthyl chavicol, ces deux derniers chemotypes 

étant cependant actifs sur C. albicans (Aurore et al., 1998). Ce résultat confirme l’activité du néral et 

du géranial déjà démontrée dans le cas de l’huile essentielle de C. citratus. 

 L’huile essentielle testée dans le cadre de cette étude correspond au chémotype eugénol (67 

%) / chavicol (13 %) (Figures 60 et 61). Son activité peut donc être expliquée en particulier du fait de 

la présence d’eugénol, molécule aux propriétés antifongiques connues (Cheng et al., 2008; Lee et al., 

2007; Yen et Chang, 2008). 

 

Figure 60 : Chromatogramme en phase gazeuse et molécules majoritaires de l'huile essentielle de Pimenta racemosa (colonne 

VF-5ms) 

 

-myrcène
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Figure 61 : Molécules majoritaires de l'huile essentielle de Pimenta racemosa 
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2. Etude statistique des données par analyse en composantes principales 

(ACP) : vers un outil de prévision de l’activité antifongique ? 

 

 Lors du criblage décrit dans le point précédent, ainsi que dans l’étude portant sur l’huile 

essentielle d’O. azureus, plusieurs mécanismes d’action liés à la composition des huiles ont été mis 

en évidence par des tests effectués au laboratoire ou par l’étude bibliographique : rôle prépondérant 

d’une ou deux molécules du mélange expliquant son activité (néral et géranial pour C. citratus, 

eugénol pour P. racemosa), présence d’une molécule active si testée de façon isolée, mais 

n’expliquant pas toute l’activité de l’huile (-copaène de l’huile essentielle d’O. azureus) ou molécules 

inactives seules mais inhibant fortement la croissance des champignons dans le cadre du mélange 

spécifique identifié dans l’huile essentielle de P. heptaphyllum. 

 Afin d’aller plus loin en essayant de mettre en évidence un ou plusieurs profil globaux liant 

composition chimique et activité biologique d’une huile essentielle, et de comprendre les effets de ces 

mélanges complexes, une étude statistique par analyse en composantes principales des métabolites 

volatils produits par ces plantes a été effectuée sur les 24 huiles testées précédemment. 

 La métabolomique se définit comme « l’analyse à la fois quantitative et qualitative de tous les 

métabolites d’un organisme » (Verpoorte et al., 2007). Cette stratégie d’étude est donc 

intrinsèquement liée aux techniques d’analyses multivariées permettant de traiter de larges jeux de 

données. Dans le cas de mélanges complexes, les profils peuvent ainsi être observés, analysés et 

interprétés, par exemple en les liant avec une activité biologique donnée (Heinrich, 2008). En ce qui 

concerne l’acquisition des données, la spectrométrie de masse est devenue une méthode de choix, 

du fait de sa rapidité, de sa sensibilité et de ses champs d’application larges (Dettmer et al., 2007; 

Hall, 2005). Dans le cas de notre étude, cette technique de détection est précédée d’une séparation 

des composés par chromatographie en phase gazeuse. Les données doivent ensuite être collectées 

et traitées. Une des méthodes de statistique multivariée les plus employées est l’analyse en 

composantes principales (ACP), mise au point par Pearson, qui permet la visualisation des données 

par transformation des variables liées entre elles (ou corrélées) en nouvelles variables orthogonales 

indépendantes les unes des autres. Les données sont représentées par un espace à n dimensions, n 

étant le nombre de variables, et réduites à des composantes principales qui sont les dimensions dans 

lesquelles les données sont décrites, mettant en relief les variations maximales enregistrées entre ces 

données. Ces composantes principales représentent donc les axes permettant d’observer d’éventuels 

regroupements dans le jeu de données (Boccard et al., 2010; Ward et al., 2003; Weckwerth et 

Morgenthal, 2005). 

 Dans le cas des données issues de la spectrométrie de masse, un pré-traitement est 

nécessaire préalablement à l’analyse statistique en elle-même (Hall, 2005). Ce type de méthode a par 
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exemple été développé au sein de l’équipe de M. Katajamaa et M. Oresic, avec la mise au point d’un 

logiciel de pré-traitement et d’analyse de données : MZmine17 (Katajamaa et al., 2006; Katajamaa et 

Oresic, 2005; 2007; Pluskal et al., 2010). Ce logiciel, centré au départ sur l’analyse des données 

obtenues en LC/MS, mais tout à fait adapté à la GC/MS, permet de filtrer le bruit, de détecter et 

d’aligner les pics observés en chromatographie, de normaliser les données et de visualiser les 

résultats obtenus suite à différents types d’analyses. L’analyse en composantes principales a 

cependant été au final réalisée grâce au logiciel XLstat après importation des données pré-traitées par 

MZmine et normalisation des hauteurs des pics obtenus.  

 La méthodologie de l’analyse est résumée par la Figure 62 : 

 

 

Figure 62 : Résumé des étapes de traitement et d'analyse des données dans une approche classique de métabolomique. 

D’après (Boccard et al., 2010; Katajamaa et Oresic, 2007). 

 

                                                      

17 http://mzmine.sourceforge.net/index.shtml 

http://mzmine.sourceforge.net/index.shtml
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 Le premier objectif de cette étude était de mettre au point une méthode d’analyse statistique 

des données non seulement issues des spectres de masse (rapport m/z, intensités relatives des 

fragments) mais également des données issues de l’analyse chromatographique (temps de rétention, 

intensités relatives des pics), soient au final des données en trois dimensions (temps de rétention, 

rapports m/z, intensités), sans chercher à identifier individuellement les constituants des huiles 

essentielles (démarche de « metabolic fingerprinting ») (Dettmer et al., 2007; Hall, 2005). Dans un 

second temps, il serait ensuite possible d’identifier certains des constituants afin d’aboutir à une 

meilleure compréhension des phénomènes intervenant dans l’activité antifongique des huiles. La 

méthode de traitement et d’analyse des données employée ici a tout d’abord été mise au point sur un 

lot de 60 huiles essentielles commerciales dont les activités antifongiques ont été évaluées au 

laboratoire, puis appliquée aux huiles essentielles issues de la flore guyanaise (voir Matériel & 

Méthodes).  

 Le résultat obtenu pour l’analyse est présenté sous forme de graphique des individus, ou 

« score plot ». Afin de faciliter la lecture, un score d’activité de chaque huile essentielle sur les 

champignons testés a été calculé et ajouté au nom de l’espèce sur le graphique. Ce score est d’autant 

plus élevé que les valeurs de CIM relevées sont faibles, donc d’autant plus élevé que l’huile inhibe la 

croissance d’un plus grand nombre de souches : pour une CIM > 500 µg/ml le score est nul, égal à 1 

pour une CIM de 500 µg/ml, 2 pour une CIM de 250 µg/ml… (voir chapitre Matériel et Méthodes 

p.188). Trois analyses successives ont été réalisées : une première sur les levures seules (genre 

Candida), une seconde sur les champignons dermatophytes filamenteux et une troisième sur 

l’ensemble des souches. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous (Figures 63, 64 et 65). 

 Grâce aux scores d’activités calculés par cette méthode sur le genre Candida, les huiles 

mises en évidences comme les plus actives sont : P. heptaphyllum (score de 10), C. citratus lot 2 (9), 

C. citratus lot 1 et O. azureus (8), S. trilobata (5) et P. racemosa (4) (chromatogrammes présentés en 

Annexe 22). Dans ce cas de figure, 39 % de la variabilité est expliquée par les deux composantes, 

avec 25 % pour la première composante 1 (axe horizontal) et 14 % pour la seconde (axe vertical). Le 

graphique obtenu (Figure 63) montre globalement trois zones distinctes : une zone dans la moitié 

supérieure du graphique, le long de l’axe vertical dans laquelle ne se trouvent que des huiles inactives 

exceptée l’huile essentielle d’Otacanthus azureus. La zone la plus centrale contient le plus grand 

nombre d’huiles actives, et dans la dernière la zone, la plus à droite le long de l’axe horizontal, seule 

l’huile essentielle de P. heptaphyllum a été mise en évidence comme active. Les huiles essentielles 

représentées le long des deux axes possèdent l’une ou l’autre des composantes principales choisies 

par le logiciel pour expliquer la variabilité, alors que celles représentées au centre du graphique ne 

possèdent pas ces composantes, et sont donc par définition toutes différentes. Ainsi, plus le point 

représentant un individu est éloigné de l’origine du graphique, plus sa composition est proche de celle 

des individus voisins. Au contraire, les points proches de l’origine représentent des individus dont les 
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compositions en molécules volatiles sont très différentes les unes des autres. Dans l’optique d’un outil 

de prévision de l’activité antifongique d’une huile essentielle, ce graphique permet donc de donner 

une réponse partielle : une huile dont l’analyse de la composition la place vers les extrémités des axes 

sera donc a priori inactive, et une huile représentée plutôt au centre du graphique aura de fortes 

chances d’inhiber la croissance in vitro des levures du genre Candida, des exceptions étant 

cependant possibles.  

 

Figure 63 : Analyse en composantes principales des profils GC/MS obtenus pour les huiles essentielles avec indications des 

scores d’activité antifongique sur les levures du genre Candida. Légende : L1 : lot 1 ; L2 : lot 2. 

 

 Ainsi, toutes les huiles inactives présentes vers le haut de l’axe de la seconde composante 

principale ont une composition chimique relativement proche (Annexe 22). Dans le cas de C. 

currassavica, C. nuntians, L. camara, T. odorata et A. guianensis, l’huile est majoritairement 

composée de sesquiterpènes, principalement hydrocarbonés (-caryophyllène par exemple, 

majoritaire pour C. nuntians, L. camara et T. odorata, avec dans certains cas une proportion plus ou 
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moins marquée de monoterpènes (notamment de l’-pinène, majoritaire pour C. currassavica). Les 

huiles essentielles de Piper hispidum sont également plutôt constituées de sesquiterpènes 

hydrocarbonés. Seule l’huile essentielle d’O. azureus se distingue vraiment par une plus forte 

proportion de sesquiterpènes oxygénés, et c’est également la seule de cette zone qui soit active. De 

plus, elle est l’huile essentielle située le plus vers l’origine des axes pour toutes celles de ce groupe. 

 Il est intéressant de se pencher sur le cas des huiles situées le plus à droite le long de l’axe de 

la première composante principale (Annexe 22). Elles sont en effet toutes composées d’un 

monoterpène ultra-majoritaire, qui s’avère être le limonène dans le cas de P. heptaphyllum (la plus 

active) et des huiles essentielles de L. canella (inactives). Dans ce cas de figure il semble donc 

effectivement que la molécule majoritairement présente n’explique pas forcément l’inhibition ou non 

de la croissance fongique par une huile essentielle, mais que la composition globale de l’huile, aussi 

bien qualitativement que quantitativement, influe donc fortement sur son activité. 

 Enfin, parmi les huiles essentielles situées dans la zone la plus centrale, une grande diversité 

de compositions a été remarquée lors de l’analyse GC/MS, avec aussi bien des huiles contenant un 

mélange complexe de molécules volatiles (O. caeruleus, P. hispidum, V. americana, P. marginatum) 

que des huiles composées majoritairement d’une ou deux molécules (C. citratus (citral), P. racemosa 

(eugénol), P. aduncum (dillapiole), S. trilobata (-pinène)). Ceci montre bien la complexité des 

phénomènes mis en jeu dans le cas de l’activité antifongique des huiles essentielles. 

 Le même travail a été effectué en attribuant des scores d’activité sur les trois souches de 

champignons dermatophytes filamenteux testés (M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes). Le 

graphique issu de l’analyse en composantes principales se présentent donc comme suit (Figure 64). 

Les huiles essentielles testées étant globalement plus actives sur les champignons filamenteux que 

sur les levures, les scores d’activité calculés sont moins discriminants que dans le premier cas. Pour 

faciliter la lecture, seules les huiles ayant obtenu un score supérieur à 10 ont été mises en valeur sur 

le graphique. Si on compare les résultats obtenus dans le cas des champignons filamenteux à ceux 

obtenus pour les levures, on remarque que : 

-  les huiles les plus actives se situent toujours le long de l’axe de la seconde composante 

principale, plutôt vers l’origine du graphique (C. citratus, P. racemosa, S. trilobata, zone 

centrale), 

- il existe toujours une zone à l’extrémité de l’axe de la première composante principale avec 

des huiles possédant une activité (P. heptaphyllum et L. canella, toutes deux riches en 

limonène) 

- l’extrémité supérieure de l’axe vertical (seconde composante principale) regroupe toujours 

une majorité d’huiles inactives ou moins actives, avec comme exceptions O. azureus comme 
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dans le cas des levures, située à l’extrémité inférieure de cette zone, et C. nuntians, située à 

l’extrémité supérieure de la zone.  

-  

-  

Figure 64 : Analyse en composantes principales des profils GC/MS obtenus pour les huiles essentielles avec indications des 

scores d’activité antifongique sur les champignons dermatophytes filamenteux. Légende : L1 : lot 1 ; L2 : lot 2. 

 

 En conclusion, cet outil semble légèrement moins discriminant dans le cas des champignons 

dermatophytes filamenteux, mais ceci est principalement dû au fait que les huiles essentielles 

présentent fréquemment une activité dans ce cas de figure. L’analyse est donc moins sélective. Au vu 

des différences obtenues dans le cas des levures et des dermatophytes, cette étude met également 

nettement en évidence le fait que les mécanismes d’action des huiles essentielles sur ces deux types 

de micro-organismes sont différents, certains composés ou mélanges de composés étant anti-

dermatophytes et d’autre anti-Candida (Silva et al., 2009b). 
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 Pour finir, le graphique représentant le résultat de l’analyse en composantes principales avec 

l’indication du score d’activité total a été représenté (Figure 65) : 

 

 

Figure 65 : Analyse en composantes principales des profils GC/MS obtenus pour les huiles essentielles avec indications des 

scores d’activité antifongique totale (levure et champignons dermatophytes filamenteux). Légende : L1 : lot 1 ; L2 : lot 2. 

  

 Les mêmes zones de regroupement que précédemment sont définies pour les huiles 

essentielles. Ceci est logique puisque le score d’activité total a été calculé en faisant la sommes des 

scores sur chacun des deux types de mircro-organismes, et les valeurs de CIM obtenues sur les 

champignons filamenteux étant nettement inférieures à celles obtenues sur les levures (et donc leur 

score d’activité beaucoup plus élevé). Les mêmes conclusions peuvent donc dans ce cas être tirées 

sur l’activité antifongique globale des huiles essentielles que sur leur activité inhibitrice de la 

croissance des champignons filamenteux. 
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 Ainsi, si l’analyse statistique des données GC/MS des huiles essentielle est fréquemment 

utilisée dans la littérature (sous la forme d’analyses en composantes principales (ACP) ou d’analyses 

des clusters (AHC) pour l’obtention de dendrogrammes) dans une optique de chimiotaxonomie 

(Amparo Blasquez et al., 2003; Ronse et al., 1997), celle-ci peut également être utilisée afin de lier 

composition chimique et activité biologique. Le meilleur résultat est obtenu dans le cas des levures du 

genre Candida, pour lesquelles une zone nette d’exclusion a été définie. Dans le cas des 

champignons dermatophytes filamenteux ou de l’activité globale, il s’agit plutôt de zones donnant un 

pourcentage de chance d’obtenir une huile inhibant la croissance fongique. Cette étude met en tout 

cas très nettement en évidence la complexité des phénomènes intervenant dans l’activité antifongique 

des huiles essentielles. 

 

3. Conclusion sur le criblage des huiles essentielles 

 

 Cette partie a été menée en plusieurs étapes : un criblage des huiles essentielles afin de 

rechercher des produits inhibant la croissance fongique, mais également de comparer les deux 

méthodologies utilisées (diffusion en agar et microdilution), suivi d’une étude statistique visant à 

évaluer s’il est possible de corréler la composition chimique d’une huile essentielle à son activité anti-

fongique. 

 Le criblage a permis de mettre en évidence plusieurs huiles possédant une activité inhibitrice 

de la croissance des champignons, aussi bien les levures que les champignons filamenteux : C. 

citratus, O. azureus et P. heptaphyllum, ainsi dans que de façon un peu moins marquée P. racemosa 

et S. trilobata (Figure 66). Dans le cas de la citronnelle (lemongrass) et du bois d’Inde ces activités 

antifongiques avaient déjà été mises en évidence, sur les souches testées ici ou sur d’autres, et le 

mécanisme de leur action élucidé (rôle prépondérant d’une ou deux molécules ultra-majoritaires). 

Dans le cas des trois autres huiles, ces activités n’avaient jamais été décrites à notre connaissance, et 

les mécanismes mis en jeu font a priori intervenir des phénomènes de synergie plus ou moins 

marqués entre les différents constituants expliquant l’activité de ces huiles essentielles. Ce criblage a 

également montré l’intérêt des essais effectués par la méthode de microdilution dans le cas des huiles 

essentielles, même si les résultats obtenus lors des deux tests étaient globalement cohérents. 

 L’analyse en composantes principales n’a pas permis de mettre en évidence un lien très net 

entre composition chimique et activité antifongique, mais aboutit cependant à plusieurs conclusions : 

- Deux zones de quasi-exclusion peuvent être définies aux extrémités des axes, 

- Une zone de forte probabilité d’obtenir une huile antifongique (sur les levures ou les 

champignons filamenteux) se trouve vers l’origine du graphique,  
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- Les huiles présentes dans cette zone se caractérisant par des compositions chimiques très 

différentes, cette analyse met donc en évidence la complexité des phénomènes intervenant 

dans l’explication de l’activité antifongique des huiles essentielles, 

- Cette analyse illustre graphiquement le fait que certains composés ou mélanges de composés 

possèdent plutôt une activité anti-dermatophytes ou une activité anti-Candida. 

 Ce type d’analyse mériterait donc d’être approfondi, à la fois dans l’optique de la mise au point 

d’un outil prévisionnel de l’activité plus précis, mais aussi dans le but de mieux comprendre les 

phénomènes mis en jeu dans ce type d’activité biologique de produits naturels. 

 

 

Figure 66 : Sphagneticola trilobata (L.) Pruski 
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Chapitre 3 : Conclusion  

 L’objectif de cette dernière partie du travail était de rechercher des composés à activité 

antifongique sur la base d’une stratégie bioinspirée, en partant du principe que les composés permettant 

aux plantes d’interagir avec leur environnement, et en particulier de se défendre contre les agressions 

des micro-organismes dans leur milieu naturel, pourraient également se révéler actif vis-à-vis d’autres 

micro-organismes, les champignons pathogènes pour l’homme. Il a ainsi été mis en évidence que sur 23 

huiles essentielles testées, de 14 à 36 % (selon la méthode d’évaluation de l’activité antifongique utilisée) 

des huiles essentielles se sont révélées très actives sur les souches choisies, inhibant fortement aussi 

bien la croissance des levures que celle des champignons dermatophytes filamenteux, et qu’au total de 

68 à 82 % des huiles essentielles ont démontré une activité intéressante, en particulier sur les 

champignons filamenteux. La recherche de composés antifongiques parmi les composés volatils utilisés 

pour la défense des végétaux se révèle donc efficace, ce qui corrobore les données de la littérature au vu 

du nombre d’études relatives aux activités antifongiques des huiles essentielles. 

 Dans le cadre de cette étude, l’huile essentielle d’Otacanthus azureus a été étudiée de façon 

détaillée. Nous avons ainsi en particulier pu observer des effets importants de synergie entre cette huile 

et les antifongiques azolés, en particulier l’itraconazole et le cétoconazole. A la lecture des résultats 

obtenus pour cette huile seule ou en combinaison, et du fait de sa non toxicité, il apparait nettement 

qu’elle possède un fort potentiel de valorisation thérapeutique. Des études complémentaires pourront être 

menées afin d’expliciter de façon plus précise le rôle de ses composants dans le cadre de cette activité 

antifongique. Une seconde huile dont les propriétés antifongiques n’ont jamais été décrites jusqu’alors, 

l’huile essentielle de fruits immatures de Protium heptaphyllum, a également montré une forte activité 

antifongique, et pourra être étudiée plus avant. 

  Enfin, l’analyse statistique des compositions des huiles essentielles analysées par GC/MS a 

permis de mettre en place un outil pouvant orienter l’étude des propriétés antifongiques des huiles 

essentielles vers les espèces les plus susceptibles de présenter une activité, et a mis en relief la 

complexité des mécanismes mis en jeu 

 Pour certains auteurs, il est cependant dommage que certains produits ne soient évalués que vis-

à-vis d’une seule espèce ou d’une seule classe de micro-organismes (Cos et al., 2006). En parallèle du 

travail effectué dans le cadre de cette thèse, une évaluation de l’activité antileishmanienne des huiles 

essentielles – le mécanisme d'action semblant identique entre ce parasite et les champignons,  les 

membranes contenant dans les deux cas une forte proportion d'ergostérol (Odonne, 2010) – a été 

effectuée par l’équipe du Dr Eric Deharo (UMR 152 IRD/UPS) à Lima. Les premiers résultats obtenus 

sont prometteurs, en particulier pour les huiles essentielles d’Otacanthus azureus, de Piper hispidum et 

dans une moindre mesure de Protium heptaphyllum, confirmant ainsi l’intérêt de ces produits. 
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Conclusion générale et perspectives 

 L’objectif de ce travail était la recherche de nouvelles substances actives d’origine végétale, 

présentant soit une activité antiplasmodiale, soit une activité antifongique. Cette étude a été menée suivant 

deux stratégies différentes : l’étude de remèdes traditionnels antipaludiques identifiés suite à des enquêtes 

ethnopharmacologiques, et la mise en évidence des propriétés antifongiques d’huiles essentielles grâce à 

une stratégie bioinspirée. La première partie de ce travail correspond à une méthode plus « ancienne », 

associée principalement au fractionnement bioguidé des extraits afin d’en isoler le ou les composés actifs. 

Elle a permis de mettre en évidence pour les deux remèdes étudiés deux modes d’actions différents : dans 

le cas des tisanes de feuilles de Q. amara, une unique molécule, la simalikalactone D, est responsable de 

l’activité, alors que dans le cas de P. acutangulum (décoction de rameaux), il s’agit d’un mélange contenant 

des flavonols glycosylés. Le premier résultat pourrait donc aboutir à un regain d’intérêt vis-à-vis de cette 

molécule ou de ses analogues, et des études de combinaison entre ce composé et les médicaments 

antipaludiques actuels sont actuellement en cours de publication. Dans le second cas, la voie de valorisation 

serait plutôt le développement d’un médicament phytothérapeutique, le remède ne présentant pas de 

toxicité, afin de permettre un accès aisé à un traitement antipaludique. De nombreuses études sont 

cependant encore nécessaires avant de pouvoir, dans un cas comme dans l’autre, aboutir à des 

recommandations d’usage. La seconde partie de ce travail correspond à une approche plus « moderne », 

couplant bioinsipiration et aspect métabolomique. Le nombre important d’huiles essentielles antifongiques 

mises en évidence montre bien la validité de cette démarche bioinspirée. En particulier, l’huile essentielle 

d’O. azureus a démontré une excellente activité, en particulier en ce qui concerne l’inhibition de la 

croissance des champignons dermatophytes filamenteux. Elle agit également en synergie avec les 

antifongiques du marché, et n’est pas cytotoxique. Tous ces aspects en font un produit original pouvant 

potentiellement être valorisé pour des applications thérapeutiques. L’étude métabolomique de la composition 

des huiles essentielles a permis de mettre au point un outil pouvant orienter la sélection des huiles en 

fonction des données obtenues en GC/MS dans l’optique de la recherche de nouvelles substances 

antifongiques.  

 L’ensemble de ces travaux confirme l’intérêt des substances naturelles dans le cadre de la 

recherche de composés bioactifs, ainsi que la validité des stratégies retenues – ethnopharmacologie et 

bioinspiration – dans la recherche de nouvelles molécules d’intérêt thérapeutique. L’étude des utilisations 

traditionnelles des plantes reste pertinente, surtout dans le contexte guyanais où l’usage des plantes 

médicinales reste vivace. Menées de façon rationnelles, ces études permettent d’éclairer les propriétés 

médicinales de certaines espèces. De façon générale, ces travaux participent également à une meilleure 

connaissance de la chimio- et de la biodiversité des espèces d’Amazonie guyanaise, premier pas vers une 

meilleure préservation de cet environnement. 
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Données générales 

1. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) analytique et semi-

préparative 

  

 Pour tous les fractionnements et analyses effectuées en CLHP, les solvants utilisés 

(acétonitrile et eau) sont de qualité CLHP. L’eau a été obtenue à partir d’un système Milli-Q (Milli-Q 

plus, Millipore Bedford, MA). 

 Les fractionnements ont été effectués sur une chaîne HPLC semi-préparative Waters équipée 

d’une colonne de type C18 (Supelco Discovery®, 25 cm x 21,2 mm, 5 μm ou 15 cm x 4,6 mm, 5 μm), 

avec un débit de 15 mL/min. La détection a été réalisée en UV sur un détecteur Waters à double 

longueur d’onde (W2487). Les fractions ont été recueillies à l’aide d’un collecteur de fractions (Waters 

Fraction Collector III) dans des tubes à hémolyse (100 mm x 8 mm). 

 Les diverses fractions obtenues ont été évaporées au speed vac (Savant SPD 121 P) sous 

pression réduite, avec centrifugation, et à température inférieure à 37°C. 

 Les analyses ont été effectuées sur deux chaines CLHP analytiques (CLHP Waters et CLHP 

Varian, colonnes Supelco Discovery® C18, 15 cm x 4,6 mm, 5 μm) avec une détection en UV 

(détecteur à barrette de diodes Waters, W2996) et en diffusion de lumière (Waters W2424) dans le 

premier cas, et une détection en UV (détecteur à barrette de diodes) dans le second, et dans tous les 

cas un débit de 1 mL/min. Les deux chaines sont équipées d’un dégazeur en ligne. 

 Les spectres UV des composés purs ont été enregistrés sur le détecteur à barrette de diodes 

Waters 2996. 

 

2. Analyses RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) 

  

 Les analyses de résonance magnétique nucléaire ont été effectuées pour les molécules 

issues de P. acutangulum et pour les huiles essentielles et terpènes sur un spectromètre Varian 400 

MR équipé d’une sonde inverse 5 mm (Auto X PGF 1H/15N-13C). Les spectres protons ont été 

enregistrés à 400 MHz et les spectres carbones à 100,6 MHz. Dans le cas des quassinoïdes, les 

spectres ont été enregistrés à 300-500 MHz pour les spectres proton et à 75,4 ; 100,6 ou 125,8 MHz 

pour les spectres carbones. Les produits ont été dissous dans 700 µL d’acétone-d6 (C3D6O), 

d’acétonitrile-d3 (CD3CN), de chloroforme-d (CDCl3) ou de méthanol-d4 (CD3OD) dans des tubes de 

5 mm. 
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 Dans les descriptions des spectres de RMN, s signifie singulet, d doublet, t triplet, m multiplet. 

Les constantes de couplage (J) sont mesurées en Hertz (Hz), et les déplacements chimiques (δ) sont 

mesurés en ppm par comparaison avec le déplacement chimique du tetraméthylsilane (TMS). 

L’attribution des différents signaux a été effectuée à l’aide des techniques de RMN à une dimension 

(1H) de RMN à deux dimensions, par corrélation homonucléaire 1H-1H COSY (COrrelation 

SpectroscopY) et NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) et corrélation hétéronucléaire 

1H-13C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) et HMBC (Heteronuclear Multiple Bond 

Correlation). Les spectres ont été traités avec le logiciel ACD-NMR. 

 

3. Analyses GC/MS (Chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de 

masse) des huiles essentielles et terpènes commerciaux 

  

 Les analyses ont été effectuées grâce à un chromatographe Varian 450-GC équipé d’un 

passeur automatique d’échantillons de type Combipal et d’un spectromètre de masse MS240 (Varian 

Instruments, Sunnyvale, CA, USA). La colonne utilisée pour les analyses chromatographiques est une 

colonne apolaire Varian factorFOUR VF-5ms (30 m × 0,25 mm de diamètre interne, épaisseur du film : 

0,25 μm), équivalente à une phase 5% phényle 95% diméthylpolysiloxane et communément utilisée 

pour l’analyse des composés volatils. L’hélium a été utilisé comme gaz porteur à un flux constant de 1 

ml/min. 

 La spectrométrie de masse a été réalisée en mode impact électronique (EI) à l’aide d’une 

trappe ionique équipée d’une source interne. Les molécules ont été bombardées avec un faisceau 

électronique d’une énergie de 70 eV. L’acquisition des données a été faite à partir de 4 min pour éviter 

le pic de solvant, pour une gamme de masse allant de 40 à 400 Da. Les températures des différentes 

parties du spectromètre ont été fixées à 200°C pour la trappe, 50°C pour le collecteur et 305°C pour la 

ligne de transfert. 

 Le programme choisi pour l’analyse GC/MS débute à une température 50°C, maintenue 

pendant 30 secondes, puis se poursuit par une montée en température de 25 min à 4°C/min pour 

arriver à 150°C, puis une seconde augmentation de 1,5°C/min pendant environ 7 minutes jusqu’à 

atteindre 175°C. Le programme se termine par une montée en température plus forte de 20°C par 

minute jusqu’à un palier de 300°C pendant 10 minutes, pour une durée totale d’analyse de 58,42 

minutes. La température fixée pour l’injecteur était de 250°C. L’injection a été réalisée en mode split 

avec un rapport de division 1/50 durant toute la durée de l’analyse. Les huiles essentielles ont été 

diluées dans de l’hexane de qualité CLHP, et 1 µl de ces solution a été injecté pour chacune des 

analyses via le passeur automatique (Combipal). Les informations concernant la spectrométrie de 

masse sont celles décrites dans les données générales. 
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 Pour le traitement des données chromatographiques, les indices de Kovats de chacune des 

molécules ont été calculés selon la formule suivante : 

 

         
                   

                   
  

Avec  

t(x) : temps de rétention du composé à identifier 

t(n) : temps de rétention de l’alcane ayant élué immédiatement avant le composé à identifier 

t(N) : temps de rétention de l’alcane ayant élué immédiatement après le composé à identifier 

n : nombre d’atomes de carbone de l’alcane ayant élué juste immédiatement avant le composé à 

identifier 

 Les indices de Kovats sont les temps de rétention relatifs des substances analysées par 

rapport à ceux d’une série d’alcanes linéaires injectés sur le même appareil (ici l’analyse a été 

effectuée à partir d’une série d’alcanes allant de C8 à C20). 

 

4. Test de microdilution sur levures et champignons dermatophytes 

 

 Le test de microdilution a pour objectif de déterminer la concentration inhibitrice minimale 

(CIM) d’un extrait sur la croissance des souches de champignons dermatophytes et levures en milieu 

liquide. La méthode utilisée a été adaptée des normes M38-A et M27-A2 du NCCLS (actuellement 

CLSI, 2002, Méthode de référence pour tests de dilution en milieu liquide pour détermination de la 

sensibilité d’une thérapie antifongique de champignons filamenteux et levures, respectivement).  

 La manipulation s’effectue sur une plaque de 96 puits. Dans chacun des puits sont déposés 

100 µl de RPMI. Dans les puits de la première colonne sont ensuite déposées les solutions des 

produits à tester (4 µl de solution d’huile essentielle à 50 mg/ml dans le DMSO complétés avec 96 µl 

de RPMI ou 1 µl de solution de molécule pure dans le DMSO complété avec 99 µl de RPMI), la 

concentration finale en produit dans ces puits étant de 500 µg/ml dans le cas des extraits, et 64 µg/ml 

dans le cas des produits purs. Les dilutions successives se font à partir de cette première colonne, 

jusqu’à la dixième (1 µg/ml pour les extraits, 0,1 µg/ml pour les molécules pures). Une solution 

d’inoculum (100 µl par puits) est ensuite déposée dans tous les puits de la première à la onzième 

colonne. Les dix premières colonnes de la plaque servent donc à mesurer la CIM (Concentration 

Inhibitrice Minimale), la onzième colonne est un témoin de la croissance du champignon, et la 

douzième, qui ne contient que du RPMI, un témoin pour vérifier la non-contamination du milieu. 
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 Les solutions d’huile essentielles à tester sont préparées dans le DMSO à 50 mg/ml et 

stockées au réfrigérateur jusqu’à analyse. Des solutions-mères des antifongiques utilisés comme 

contrôles positifs dans le test (itraconazole et fluconazole) sont préparées dans le DMSO de façon à 

obtenir une concentration de 6,4 mg/ml pour l’itraconzaole et 25,6 mg/ml pour le fluconazole. Les 

solutions-mères sont ensuite diluées dans le RPMI stérile afin d’obtenir une gamme de concentrations 

comprises entre 16 et 0,03 µg/ml pour l’itraconazole et entre 62 et 0,125 µg/ml pour le fluconazole 

dans les puits de la plaque (dépôt dans le premier puits de 100 µl d’une solution à 62 µg/ml dans le 

RPMI pour l’itraconazole et 100 µl d’une solution à 256 µg/ml dans le RPMI pour le fluconazole).  

 Conformément aux normes pour la détermination de la sensibilité des colonies vis-à-vis 

d’antifongiques ou autres substances que l’on désire tester, le milieu de culture utilisé est le RPMI-

1640 (avec glutamine, sans bicarbonate et avec un indicateur au rouge de phénol), comme 

recommandé par le CLSI pour ce type de tests. La solution de milieu de culture est tamponnée par 

ajout d’une solution de MOPS (acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique préparée dans l’eau 

distillée stérile à une concentration de 0,165 mol/l jusqu’à obtention d’un pH égal à 7. La solution 

tamponnée est ensuite filtrée sur une unité de filtration stérile équipée d’un filtre de porosité 0,22 µm 

et stockée au réfrigérateur. 

 Toutes les souches utilisées sont systématiquement repiquées 5 jours avant la manipulation. 

La solution mère de mycélium de chaque souche a été préparée par mise en suspension (agitation et 

vortex) des parties visibles des mycéliums dans de l’eau stérile. Toutes les solutions mères ont été 

ajustées visuellement au standard de turbidité McFarland 0,5 pour ensuite être diluées dans une 

proportion de 1:5 (v/v, dermatophytes) ou 1:1000 (v/v, levures) dans du RPMI stérile. Les plaques de 

microdilution contenant les extraits et les molécules commerciales antifongiques sont ensuite 

inoculées avec les solutions de mycélium (100 µl). 

 Les plaques de microdilution sont incubées à 32°C. Les résultats sont observés après 5 jours 

pour les champignons dermatophytes et après 2 jours pour les levures. La CIM est déterminée soit 

comme la concentration correspondante au dernier puits où la croissance fongique est absente (dans 

le cas des extraits et molécules pures), soit comme la concentration correspondante au dernier puits 

où la croissance fongique atteint au maximum 20% de la croissance fongique témoin (dans le cas des 

antifongiques).  

 Tous les essais ont été répétés en duplicat sur chaque plaque, et au moins en deux 

expérimentations distinctes. Les essais ayant donné des résultats différents ont été répétés jusqu’à 

obtenir une valeur fiable.   
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Matériel et méthodes relatif à Quassia amara L. 

 Pour les protocoles expérimentaux concernant l’étude de préparations phytothérapeutiques à 

base de feuilles de Q. amara L., se reporter directement aux parties expérimentales des publications 

insérées dans le Chapitre 2.  
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Matériel et méthodes relatif à Psidium acutangulum DC. 

1. Récolte de Psidium acutangulum DC. 

 

 Plusieurs récoltes de rameaux (feuilles, tiges et éventuellement fruits) de Psidium 

acutangulum DC ont été effectuées par Marie Fleury (ethnobotaniste, MNHN) à Taluhwen (Haut-

Maroni, Guyane Française). Pour des raisons de conservation du matériel végétal, les plantes ont été 

séchées avant utilisation. 

- Un premier lot (numéro d’herbier MF2057) a été récolté le 30 août 2003, en saison sèche, 

puis séché et broyé. Les pieds de Psidium poussent en effet sur les îlots rocheux du fleuve. 

La récolte ne peut donc se faire qu’au moment de la décrue, les pieds étant noyés lorsque les 

eaux sont hautes. 

- Un second lot MF2100 a été récolté le 10 juillet 2005, en début de saison sèche, lors de 

l’apparition des jeunes feuilles, puis séché et broyé. 

- Un troisième lot MF2176 a été récolté le 16 février 2007 et séché. Dans ce dernier cas les 

rameaux (feuilles, tiges et fruits) ont été conservés tels quels, sans broyage préalable à la 

préparation du remède.  

 

2. Préparation des remèdes et extraits  

 

 Les décoctions ont été préparées selon le protocole décrit par Marie Fleury dans son ouvrage 

sur les remèdes wayana (Fleury, 2007).  

 

Etude du lot MF2057 

 Dans le cas du lot MF2057, 400 ml d’eau ont été portés à ébullition avec 20 g de matériel 

végétal pendant 2 heures, jusqu’à obtention d’un volume final de 200 ml de décoction (PSI 1). Après 

filtration, les extractions suivantes ont ensuite été réalisées (Figure 67) : 
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Figure 67 : Fractionnement de la décoction obtenue à partir du lot MF2057 

 

 Les extractions au dichlorométhane et à l’hexane ont été réalisées dans une ampoule à 

décanter par lavage de la phase aqueuse avec 4 fractions de 50 ml de solvant organique. Ces 

fractions organiques ont été regroupées, séchées sur sulfate de sodium anhydre, évaporées. 

 Les extraits ont ensuite été testés directement sur Plasmodium falciparum FcB1 chloroquino-

résistant. Les résultats obtenus ont conduit à la poursuite du processus d’analyse et de 

fractionnement sur l’extrait PSI 3. 

 

Comparaison des lots MF2057 et MF2100  

 Afin de comparer les compositions et les activités des deux lots disponibles, des extraits aux 

solvants du matériel végétal ont été réalisés selon les protocoles suivants : 

- extraits au dichlorométhane (20 ml) sur environ 1 g de matériel végétal pesé exactement 

- extraits à l’acétate d’éthyle (20 ml) sur environ 1 g de matériel végétal pesé exactement 

Des décoctions des deux lots ont ensuite été réalisées à partir de 2 g de matériel végétal porté à 

ébullition dans 40 ml d’eau jusqu’à obtention de 20 ml de solution, ensuite extraite au dichlorométhane 

afin d’obtenir une phase organique et une phase aqueuse pour les essais suivants. 

Etude du lot MF2176 

 Afin d’étudier l’influence de l’état de dessiccation du matériel végétal, deux décoctions ont été 

réalisées immédiatement après la récolte sur 20 g de matériel végétal, sec dans un cas, frais dans 
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l’autre, selon le même protocole que pour le lot MF2057. Après filtration et évaporation, les deux 

extraits secs ont été testés sur P. falciparum. 

 Une décoction a ensuite été réalisée à partir de 50,0 g de matériel végétal (feuilles et tiges 

sèches simplement cassées à la main) mises à bouillir dans un Erlenmeyer de 2 L dans environ 1 L 

d’eau (feuilles  recouvertes) pendant 2 h jusqu’à obtention d’un volume final de 300 mL de décoction. 

Ce protocole correspond à celui décrit par Marie Fleury dans son ouvrage sur la pharmacopée 

wayana (Fleury, 2007). La décoction ainsi obtenue a été filtrée sur coton et stockée au réfrigérateur 

dans l’attente des extractions. 

 Des extractions successives ont été effectuées sur la décoction obtenue selon le schéma 

suivant (Figure 68): 

 

 

Figure 68 : Fractionnement du lot MF2176 

  

 Le lavage à l’hexane a été réalisé dans une ampoule à décanter par 3 ajouts successifs d’un 

volume de 80 mL de solvant de qualité analytique. La phase organique obtenue a été séchée sous 

pression réduite avec un évaporateur rotatif (Heidolph Laborota 4000), à une température inférieure à 

37°C. 

 L’extraction à l’acétate d’éthyle a été effectuée dans une ampoule à décanter par 3 ajouts 

successifs d’un volume de 80 mL de solvant de qualité analytique. Les phases aqueuse et organique 

obtenues ont été séchées sous pression réduite avec un évaporateur rotatif (Heidolph Laborota 4000), 

à une température inférieure à 37°C. 
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 Au vu des résultats obtenus lors des tests d’activité sur Plasmodium falciparum FcB1, le 

processus de fractionnement s’est poursuivi sur l’extrait PSI F. 

 

3. Protocole des analyses et fractionnements effectués en CLHP sur Psidium 

acutangulum DC. 

 

Etude du lot MF2057 

 La méthode de fractionnement retenue pour l’extrait au dichlorométhane PSI 2 issu du lot 

MF2057 est la suivante : un gradient eau - acétonitrile avec au départ un mélange 80:20 des deux 

solvants, pour aboutir à 100 % d’acétonitrile en 10 min, maintenu pendant 5 minutes supplémentaires. 

Le fractionnement a été réalisé sur une colonne de 25 cm de longueur, et la détection effectuée à 214 

nm, cette valeur correspondant au maximum d’absorbance observé préalablement en CLHP 

analytique. Deux injections ont été réalisées avec des volumes de 500 et 600 µl d’une solution de 

l’extrait PSI 2 dans un mélange eau-acétonitrile 50:50 pour des questions de solubilité de l’extrait. La 

totalité de l’extrait PSI 2 a été injectée afin d’effectuer le fractionnement. Les fractions obtenues suite 

à cette séparation ont été analysées avec la même méthode (mais un débit de 1 ml/min au lieu de 15 

ml/min précédemment), avec un volume de solution injecté de 5 µL. La détection en UV a été 

effectuée à 214 nm.  

 

Comparaison des lots MF2057 et MF2100 

 Les analyses effectuées sur les extraits au solvant des lots MF2057 et MF2100 afin de 

comparer les profils des deux lots de plantes ont été effectuées avec la méthode décrite plus haut 

pour les fractions issues de PSI 2. 

 

Etude du lot MF2176 

Fractionnement de l’extrait { l’acétate d’éthyle PSI F 

 La mise au point de la méthode de fractionnement de l’extrait PSI F a été faite directement en 

mode semi-préparatif, sur une colonne de 15 cm de longueur. La détection a été effectuée à 214 nm, 

cette valeur correspondant au maximum d’absorbance observé préalablement en CLHP analytique. 

La méthode retenue consiste en une élution par un gradient linéaire en 20 minutes évoluant d’un 

mélange eau-acétonitrile 90:10 vers un mélange 50:50. Une élution en mode isocratique eau-

acétonitrile 50:50 a ensuite été maintenue pendant 10 minutes afin de s’assurer de l’élution de tous 

les composés, même si aucun produit n’était visible à 214 nm au-delà de 20 min. Les injections ont 

été réalisées avec un volume de 1 mL d’une solution de l’extrait PSI F à 10 mg/mL dans un mélange 
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eau-acétonitrile 90:10. Plusieurs injections successives de ce mélange ont été effectuées afin 

d’obtenir des fractions en quantité suffisante.  

Analyse des fractions obtenues 

 Les fractions obtenues suite à cette séparation ont été analysées, avec un volume de solution 

injectée de 5 µL. La détection en UV a été effectuée à 214 nm. La méthode d’analyse retenue 

consiste en un gradient linéaire d’un mélange eau-acétonitrile 90:10 évoluant en 30 minutes vers 100 

% d’acétonitrile. Les fractions ont ensuite été rassemblées en fonction de leur temps de rétention et 

de leur maximum d’absorption en UV à 214 nm, puis évaporées. Quatorze fractions de A à N ont ainsi 

été obtenues.  

 Ces fractions A-N ont été à leur tour analysées par CLHP analytique et RMN (1H) afin de 

confirmer ou non leur pureté. La détection UV en CLHP analytique a été dans ce cas effectuée à 214 

et 354 nm, avec une élution en mode isocratique par un mélange eau-acétonitrile 83:17 pendant 20 

minutes, suivie par un gradient linéaire allant jusqu’à un mélange eau-acétonitrile 50:50 pendant 10 

minutes. 5 µL de solution de chacune des fractions reprises dans le solvant de départ ont été injectés. 

 Quatre fractions pures (A, DE, F et M) ont été identifiées par ces méthodes, et il a également 

été mis en évidence qu’une purification supplémentaire des fractions H, I et J (qui contenaient les 

mêmes molécules) permettrait d’isoler d’autres composés purs.  

 

Sous-fractionnement de la fraction HIJ 

 Un nouveau fractionnement sur chaine semi-préparative a donc été effectué suite à l’injection 

de 800 µL d’une solution de 11,4 mg des fractions H, I et J rassemblées et diluées dans 1 mL d’un 

mélange eau-acétonitrile 83:17. La méthode utilisée a consisté en une élution en mode isocratique par 

un mélange eau-acétonitrile 83:17 pendant 20 minutes, suivie par un gradient linéaire allant jusqu’à un 

mélange eau-acétonitrile 50:50 en 5 minutes. Les fractions obtenues ont été évaporées puis 

analysées en CLHP analytique avec la même méthode que celle employée pour les fractions A-N, et 

éventuellement en RMN (1H). Quatre nouvelles molécules pures ont ainsi été obtenues: HIJ69-73, 

HIJ87-89, HIJ91 et HIJ93. Huit molécules pures ont donc été au total isolées de l’extrait PSI F.  

 

4. Mesure du pouvoir rotatoire des composés purs isolés 

 

 Les mesures ont été effectuées sur un appareil Perkin Elmer 241 à la longueur d'onde de la 

raie D du sodium (589 nm) dans une cuve de contenance 1 mL et de trajet optique 10 cm. La 

température fixée pour les mesures a été de 27 °C. Le solvant utilisé était le méthanol, sauf dans le 
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cas de la catéchine, diluée dans un mélange eau-acétone 50:50. Les conditions expérimentales pour 

chacune des molécules étudiées sont détaillées dans le tableau suivant (Tableau 19) : 

Tableau 19 : Conditions expérimentales pour la mesure des pouvoirs rotatoires des molécules 

pures isolées de l'extrait à l'acétate d'éthyle PSI F de la décoction de P. acutangulum  

 

N° Molécule 
Masse 
(mg) 

Volume de 
solvant pour la 
dilution (mL) 

C 
(g/100mL) 

Mesure [a]D Remarque 

1 catéchine 0,45 1,20 0,038 0,001 3 Non significatif 

2 n.i. 1,70 1,20 0,142 0,450 318 
 3 quercitine-3-O-b-D-xylofuranoside 2,50 1,20 0,208 0,800 384 
 4 reynoutrine 0,50 1,20 0,042 -0,003 -7 Non significatif 

5 guaijaverine 0,40 1,20 0,033 -0,007 -21 Non significatif 

6 avicularine 0,80 1,20 0,067 -0,037 -56 
 7 quercitrine 0,40 1,20 0,033 -0,004 -12 Non significatif 

8 n.i. 1,10 1,20 0,092 -0,037 -40   

 

5. Tests d’activité sur le stade érythrocytaire de cultures de Plasmodium 

falciparum in vitro  

 

 Trager et Jensen (1976) ont décrit un protocole pour la culture des stades érythrocytaires de 

P. falciparum in vitro (Trager et Jensen, 1976). Desjardins et al. (Desjardins et al., 1979) ont proposé 

une miniaturisation et semi-automatisation permettant la culture sur des plaques de microtitration et la 

quantification de la croissance parasitaire par l'incorporation d'un précurseur d'acides nucléiques 

radio-marqué. Cette technique nous a permis de déterminer l’activité antipaludique des fractions et 

des composés isolés. Elle est aussi le point de départ des techniques de détermination du stade 

sensible et de combinaison de drogues. 

 Les essais réalisés sur les lots MF2057 et MF2100 l’ont été par le Dr Eric Deharo (UMR 152 

IRD/UPS) et le Dr Stéphane Bertani (MNHN) au laboratoire de parasitologie de l’Institut Pasteur de la 

Guyane. 

 

Entretien de la culture de Plasmodium falciparum in vitro 

 P. falciparum est maintenu en culture dans du milieu RPMI 1640 (Sigma®) avec 10 mM de 

glucose et 25 mM de bicarbonate de sodium, supplémenté de 10 % de sérum humain 

(MarcopharmaTM) décomplémenté, et dans un environnement à 37°C et 5 % de CO2. Le milieu est 

changé quotidiennement et l’hématocrite maintenu à 10% avec des globules rouges sains. La 

parasitémie de la culture (qui ne doit pas excéder 5 %) est contrôlée quotidiennement à l’aide d’un 

frottis coloré au Giemsa HEMATOCOLOR® (MerckTM). 
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Test de chimiosensiblité de Plasmodium falciparum 

 La technique utilisée est la méthode du test de microdilution mise au point par Desjardin et al. 

(Desjardins et al., 1979) et modifiée par Le Bras et Deloron (Le Bras et Deloron, 1983). Ce test permet 

d’évaluer la concentration d’un composé déterminant 50 % d’inhibition de la croissance parasitaire 

(CI50) par rapport à un contrôle sans drogue. Le principe du test est la mise en culture des parasites 

pendant 42 heures en présence de différentes concentrations d’un composé à tester, dans un milieu 

contenant de l’hypoxanthine tritiée (molécule-précurseur de la thymidine). La radioactivité incorporée 

est mesurée, permettant une estimation de la vitalité des parasites. 

 Une culture parasitaire est déposée dans une plaque 96 puits (1 % de parasitémie; 2,5 % 

d’hématocrite; 1,44 µCi/ml d’hypoxanthine tritiée (AmershamTM); volume de 200 µl). Des dilutions 

sériées de composés à tester sont déposées dans les puits (en volume de 50 µl), et la plaque est 

incubée pendant 42h à 37°C et 5% de CO2. A la fin de l’incubation, la plaque est congelée-

décongelée afin de lyser les globules rouges et l’ADN parasitaire est récolté sur un filtre en fibres de 

verre. La radioactivité incorporée est évaluée à l’aide d’un compteur à scintillation liquide (modèle 

MicroBeta® Trilux; Wallac 1450; logiciel version 4.1). La CI50 est ensuite déterminée à l’aide d’un 

programme log/Probit. 

 

 Les essais réalisés sur le lot MF2176 l’ont été par les équipes du Dr Valérie Jullian et du Pr 

Alexis Valentin à l’UMR 152 (IRD/UPS) à Toulouse. 

 

Entretien de la culture de Plasmodium falciparum in vitro 

 Les globules rouges parasités sont cultivés dans des flacons de 25 cm3 contenant 8,5 ml de 

milieu RPMI 1640, 0,7 ml de SH, 0,1 ml de L-glutamine et 400 µl de sang parasité (hématocrite = 4 

%). La parasitémie est maintenue entre 0,7 et 3 % (autour de 2 %). Les ajustements de parasitémie 

sont réalisés avec des hématies saines lavées. 

  Les cultures sont incubées dans une étuve à 37°C, avec 5 % de CO2, et une humidité autour 

de 90 %. Le milieu est renouvelé quotidiennement et un contrôle microscopique (x 1000) de la 

parasitémie est effectué par la réalisation d’un frottis sanguin fixé au méthanol, coloré au Giemsa, afin 

de vérifier le bon état de la culture. 
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Test de chimiosensiblité de Plasmodium falciparum 

 Les souches de Plasmodium falciparum ont été travaillées avec une parasitémie ajustée entre 

1 et 2 % dans les conditions de cultures décrites précédemment. Le test s’effectue en microplaques 

de 96 puits à raison de 200 µl par cupule en triples essais. Plusieurs témoins sont également préparés 

(témoin de croissance et témoin négatif) : 

- Puits test: 100µl de solution à tester + 100 µl de suspension globulaire (RPMI, SH 10%, L-

Glutamine 1%, GRP hématocrite 1,5%), 

- Témoin de croissance (sans produit): 100 µl RPMI + 100 µl suspension globulaire (RPMI, SH 

10%, L-Glutamine 1%, GRP hématocrite 1,5%), 

- Témoin négatif (hématies saines): 100 µl RPMI + 100 µl suspension globulaire (RPMI, SH 

10%, L-Glutamine 1%, GRS hématocrite 1,5%), 

 Pour les microtests, les différentes concentrations de composés à tester sur les formes jeunes 

en anneau des stades sanguins de Plasmodium falciparum (obtenues par synchronisation avec 5 % 

D-sorbitol, voir annexe 3) sont mises à agir. Après 24 h de croissance sont ajoutés au milieu 0,25 

µCi/puit d’hypoxanthine tritiée (l'hypoxanthine est un précurseur de l'acide nucléique, donc un 

marqueur de croissance). L’incubation a été poursuivie jusqu’à la 48ème heure, puis les plaques on été 

congelées à -18°C. Elles ont été ensuite décongelées à température ambiante. Cette étape de 

congélation/décongélation permet une lyse des globules rouges ce qui entraîne la libération des 

parasites dans le milieu. 

 

Détermination de la parasitémie 

 Une fois les plaques décongelées, les parasites ont été collectés sur un papier filtre au moyen 

d’un collecteur de cellules. Le papier-filtre est ensuite séché dans un four à chaleur sêche puis placé 

dans un sac spécial (Sample Bag, Wallac) contenant 5 ml de liquide de scintillation (BetaPlate Scint 

de Wallac). Le compteur Wallac Microbeta 1450 possède une interface de chargement robotisée, 

avec des cassettes spéciales. La radioactivité collectée sur chaque puits est alors mesurée, elle est 

proportionnelle à la croissance parasitaire.  

 

Détermination des Concentrations Inhibitrices 50% (CI50) 

 La lecture de radioactivité permet de déterminer (par analyse de régression linéaire) la 

Concentration Inhibitrice 50 (CI50) qui est définie comme la concentration de produit nécessaire pour 

diminuer de 50% la parasitémie d’une culture mise en contact avec le produit à tester par rapport à la 

parasitémie d’une culture témoin de croissance (sans produit). 
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 Chaque parasitémie (exprimée en %) rapportée au témoin de culture, en fonction des 

concentrations de produit, nous permet d’établir une relation graphique appelée "courbe effet-dose". 

Grâce à cette courbe et par régression linéaire, nous pouvons déterminer la CI50 du produit testé. 

6. Evaluation de la toxicité sur lignée cellulaire VERO 

 

 Les cellules VERO (lignée épithéliale de rein de singe vert) sont cultivées dans un milieu de 

culture de type EMEM (Eagle’s Minimimal Essential Medium) contenant 2 mM de L-glutamine, 2 mM 

d’acides aminés non essentiels, 2 mM de pyruvate de sodium, et supplémenté avec 10 % de sérum 

fœtal bovin. Toutes les expériences sont réalisées en utilisant des cellules en phase de croissance 

exponentielle. Après ajout de trypsine, les cellules sont remises en suspension dans le milieu de 

culture et distribuées dans une plaque de 96 puits à raison de 20 000 cellules par puits. Après 24 h le 

milieu de culture est remplacé par du milieu frais contenant les molécules à testées diluées à des 

concentrations allant de 100 à 0,01 µg/ml. Les plaques sont incubées à 37°C ±1°C et 5 % (CO2) 

pendant 24 h, délai au bout duquel 20 µl d’hypoxanthine triciée sont ajoutés dans chaque puits. Les 

plaques sont ensuite de nouveau incubées pendant 24 h supplémentaires.La réaction est arrêtée par 

congélation des plaques à -20°C. Les plaques sont ensuite décongelées et le contenu de chaque 

puits récupéré. Après ajout de Betaplate Scint (SC/9200/21, 1205/440) un comptage de la 

radioactivité est effectué, et la CI50 (concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire) déterminée 

graphiquement suivant la courbe dose-réponse obtenue. Le SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10 % (v/v) 

dans l’eau est utilisé comme contrôle.  

Ces tests ont été effectués au sein de l’UMR 152 IRD/UPS (Pharmacologie et pharmacochimie pour 

le développement - PHARMA-DEV) à Toulouse (Dr Valérie Jullian, Pr Alexis Valentin). 
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Matériel et méthodes relatif à Otacanthus azureus (Linden) 

Ronse 

1. Récolte du matériel végétal et obtention de l’huile essentielle  

 

 Pour cette étude, deux lots d’huile essentielle ont été étudiés. Dans les deux cas, le matériel 

végétal a été récolté dans un jardin d’ornement (carbet KLR), au point kilométrique 10 de la piste de 

Bélizon, en Guyane française (coordonnées GPS : 52°22’W, 4°18’N). Un échantillon d’herbier a été 

déposé à l’Herbier de Guyane (CAY) par le collecteur, Pierre Silland. 

 Les hydrodistillations ont été effectuées dans un hydrodistillateur du laboratoire permettant de 

travailler sur des quantités de plantes allant de 1 kg à 2,5 kg pour une seule distillation. Les lots ont 

été distillés immédiatement après récolte, le premier (PSN43) en mars 2007 et le second (Phi19) en 

mars 2008.  

 

2. Fractionnement de l’huile essentielle par chromatographie sur colonne de 

silice 

 

 Le fractionnement de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus a été réalisé sur colonne de 

silice enrichie en nitrate d’argent (AgNO3, 1 %). L’ajout de nitrate d’argent permet d’obtenir une 

meilleure séparation en jouant sur le nombre d’insaturations portées par les molécules (Cavalli, 2002). 

 L’adsorbant choisi est une silice fine de granulométrie 40-60 µm. La silice (90 g) a été ajoutée 

à une solution de nitrate d’argent dans l’éthanol (0,9 g dans 250 à 300 ml de solvant jusqu’à 

dissolution complète du nitrate d’argent). L’excès de solvant est ensuite évaporé à l’évaporateur rotatif 

avec un chauffage modéré. La silice enrichie est ensuite séchée à l’étuve (120°C, 6 heures) jusqu’à 

obtention d’un gel de couleur grise. 

 Environ 1,5 g d’huile essentielle d’Otacanthus azureus ont ensuite été élués par un gradient 

hexane / dichlorométhane / acide acétique (2 %) selon les proportions suivantes : 100/0 ; 99/1 ; 95/5 ; 

90/10 ; 80/20 ; 70/30 ; 60/40 ; 50/50 ; 49/51 ; 48/52 ; 47/53 ; 46/54 ; 45/55 ; 44/56 ; 43/57 ; 42/58 ; 

41/59 ; 40/60 ; 35/65 ; 30/70 ; 25/75 ; 20/80 ; 10/90 ; 0/100. Ces mélanges ont été choisis suite aux 

résultats obtenus pour les chromatographies sur couche mince (CCM) effectuées préalablement sur 

l’huile brute. 200 fractions ont ainsi été obtenues, et analysées à la fois par CCM, ainsi que par 

chromatographie en phase gaz pour certaines d’entre elle afin d’affiner leur regroupement.  



 

185 

 Ce regroupement a conduit à l’obtention de 16 fractions desquelles le solvant a été évaporé 

sans chauffer afin de préserver autant que possible les molécules isolées. Les fractions ont été 

rassemblées de la façon suivante : F1 : Oc 5 ; F2 : Oc 6 ; F3 : Oc 7-10 ; F4 : Oc 11-22 ; F5 : Oc 23-

31 ; F6 : Oc 32 ; F7 : Oc 36-39 ; F8 : Oc 40-42 ; F9 : Oc 43-48 ; F10 : Oc 50-53 ; F11 : Oc 54-56 ; 

F12 : Oc 57-60 ; F13 : Oc 61-70 ; F14 : Oc 71-75 ; F15 : Oc 76-85 ; F16 : Oc 86-200. Les résultats de 

l’analyse GC/MS de ces fractions sont présentés en annexe (Annexe 23). 

 Le rendement de la séparation a été de 77,3 % avec une masse de produits obtenus de 

1,16 g. 

 

3. Evaluation de la toxicité sur lignée cellulaire VERO 

 

 Les cellules VERO (lignée épithéliale de rein de singe vert) sont cultivées dans un milieu de 

culture de type EMEM (Eagle’s Minimimal Essential Medium) contenant 2 mM de L-glutamine, 2 mM 

d’acides aminés non essentiels, 2 mM de pyruvate de sodium, et supplémenté avec 10 % de sérum 

fœtal bovin. Toutes les expériences sont réalisées en utilisant des cellules en phase de croissance 

exponentielle. Pour la manipulation, les cellules sont comptées à l’hémacytomètre puis distribuées 

dans une plaque de 96 puits à raison de 50 000 cellules par puits. Les composés à évaluer sont 

ajoutés à concentration décroissante (de 100 à 0,01 µg/ml) et incubés à 37°C ±1°C et 5% (CO2). 

Après 48 h d’incubation, du MTT (bromure de 3(4,5-diMéthylThiazol-2-yl)-2,5-diphényl-Tétrazolium, 

Sigma) est rajouté à hauteur de 25 µL de MTT (5 mg/mL) dans chaque puit durant une période de 4 h. 

La réaction est arrêtée par ajout de 100 µL d’une solution 50/50 (v/v) d’acide acétique (1 %) et éthanol 

(96 %) contenant du SDS (sodium dodécyl sulfate) à 20 % (m/v). Les densités optiques (DO) sont 

lues après 30 minutes d’incubation à température ambiante sur un lecteur de microplaques–ELISA 

(modèle 3550, Bio-Rad) à 595 nm. 

 La CI50 (concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire) est déterminée en fonction du 

pourcentage d’inhibition de la viabilité de la cellule aux concentrations de composés donnés selon la 

formule suivante :  

                           
                       

           
      

Avec DO : densité optique 

 La CI50 est calculée par Probit. 

 Ces tests ont été effectués au sein de l’UMR 152 IRD/UPS (Pharmacologie et 

pharmacochimie pour le développement - PHARMA-DEV) à Lima (Dr Eric Deharo).  
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4. Tests de synergie entre l’huile essentielle et des antifongiques azolés 

(itraconazole, fluconazole, cétoconazole) sur levures et champignons 

dermatophytes 

 

 Dans ce test, deux produits à évaluer en combinaison sont déposés en dilutions sériées 

croisées sur une plaque de 96 puits selon le schéma de plaque présenté ci-dessous (Figure 69): 

 

Figure 69 : Schéma de plaque utilisée pour les essais de combinaison entre l'huile essentielle d'Otacanthus azureus et les 

antifongiques azolés 

  

 Le mode opératoire de ce test est basé sur celui du test de microdilution décrit dans les 

données générales du chapitre Matériel et Méthodes (pages 169-170). 

 Dans tous les puits sont d’abord déposés 100 µl de RPMI stérile. La solution d’antifongique 

est ensuite déposée dans le premier puits des lignes A (antifongique seul, détermination de la 

concentration inhibitrice minimale) à G. Pour l’itraconazole, la concentration dans le premier puits est  

C =16 µg/ml. Dans le premier puits de la ligne A sera donc déposée une solution d’itraconazole dans 

le RPMI (100 µl) de concentration 64 µg/ml (4 x C) et des lignes B à G de concentration 128 µg/ml (8 x 

C) (100 µl également). Pour le fluconazole, la concentration de départ est fixée à 64 µg/ml, et à 16 

µg/ml pour le cétoconazole. Les dilutions dans le sens horizontal sont ensuite effectuées sur les lignes 

A-G des colonnes 1 à 10. Dans le dernier puits, les concentrations en antifongiques sont donc de 0,03 

µg/ml pour l’itraconazole et le cétoconazole, et de 0,125 µg/ml pour le fluconazole. 

 La solution d’huile essentielle est ensuite déposée, à une concentration de 2 mg/ml dans le 

DMSO (4 µl de solution à 50 mg/ml dans le DMSO + 96 µl de RPMI) pour le premier puits de la ligne 
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H (détermination de la CIM, concentration de départ dans le premier puits de 500 µg/ml) et à une 

concentration de 1 mg/ml dans les puits des lignes B à G de la colonne 1 (2 µl de solution à 50 mg/ml 

dans le DMSO + 98 µl de RPMI), afin d’obtenir une concentration de départ de 125 µg/ml pour l’huile 

essentielle en combinaison. Les dilutions verticales sont ensuite effectuées des lignes B à G, et la 

dilution horizontale pour la détermination de la CIM de l’huile essentielle effectuée ligne H. 

 Les plaques sont ensuite inoculées avec les solutions de champignons (100 µl d’inoculum par 

puits) selon le même protocole que pour la microdilution. La lecture des résultats se fait par le 

repérage des puits dans lesquels une croissance fongique a eu lieu, afin de déterminer les CIM des 

produits purs et des mélanges. 

 Les résultats sont analysés par le calcul des concentrations inhibitrices fractionnées (CIF) et 

des indices de CIF, définis comme suit : 

                 
                                                                       

                    
  

 

                     

   
                                                                       

                          
  

 

 Les résultats sont également analysés selon la méthode des isobologrammes (Figure 71) : les 

CIM de chaque combinaison entre les deux produits sont calculées et tracées graphiquement afin de 

déterminer l’aspect de la combinaison. Dans le cas où les produits se substituent mutuellement, la 

courbe tracée est une diagonale, qui montre un effet additif. Quand les deux produits accentuent 

mutuellement leurs activités respectives, la courbe qui en résulte se rapproche de l’origine des deux 

axes et prend un aspect concave : il s’agit dans ce cas d’un effet de synergie. A l’inverse  lorsque la 

courbe est convexe et se situe au-dessus de la diagonale, l’inhibition mutuelle des activités indique 

que l’on est en présence d’antagonisme. 
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Figure 70 : Représentation graphique des isobologrammes. Les différents effets  combinatoires pouvant êtres observés 

(additivité : carré ; synergisme : rond ; antagonisme : pentagone) sont indiqués. 
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Matériel et méthodes relatif à l’étude des huiles essentielles  

1. Préparation des huiles essentielles 

 

 Pour les huiles sélectionnées, les hydrodistillations ont été effectuées dans un hydrodistillateur 

du laboratoire permettant de travailler sur des quantités de plantes allant de 1 kg à 2,5 kg pour une 

seule distillation. Suivant l’espèce étudiée, différentes parties du matériel végétal frais (plante entière, 

feuilles, bois, écorce, fruits) frais ont été lavées, coupées et soumises à la distillation.   

 

2. Test de diffusion en cavité (Figure 71) 

  

 L’évaluation de l’activité antifongique des huiles essentielle par diffusion en cavité (ou 

perforation en agar) est réalisée dans des boites de Pétri de diamètre 14 cm dans lesquelles a été 

distribuée une solution de milieu de culture gélosé, en l’occurrence un mélange préalablement stérilisé 

de dextrose de pomme de terre et d’agar (potato dextrose agar ou PDA) dans le cas des levures et 

champignons dermatophytes, à raison de 50 ml de solution par boite. Les boites de Pétri sont 

conservées au réfrigérateur jusqu’au moment de la manipulation.  

 Les inocula sont préparés en versant directement de l’eau distillée stérile directement sur la 

surface gélosée d’un tube de culture contenant la souche étudiée dans le cas des champignons 

filamenteux (M. canis, T. mentagrophytes et M. gypseum), ainsi que pour la levure C. krusei. La 

surface du milieu de culture est ensuite frottée délicatement avec une anse de platine de façon à 

mettre le mycélium en suspension dans la solution. Dans le cas de C. parapsilosis, un petit fragment 

de mycélium est prélevé directement au bout de l’anse de platine et déposé dans l’eau distillée stérile. 

Les solutions sont ensuite homogénéisées au vortex. Les inocula sont enfin ajustés au standard de 

turbidité McFarland 2, et déposés de façon homogène à l’aide d’un coton-tige stérile sur toute la 

surface de la boite de Pétri préalablement préparée. L’excès d’eau des suspensions a été évaporé 

sous la hotte. 

 Les extraits sont préparés par pesée des huiles essentielles et ajout du volume nécessaire de 

DMSO stérile pour obtenir des solutions à 20 et 100 mg/ml. Des cavités (diamètre 6 mm) sont 

perforées à l’aide d’une canule en verre stérile sur les milieux de culture ensemencés. Les solutions 

d’extrait (50 µl) sont ensuite déposées dans chacune des cavités, ainsi que 50 µl de DMSO stérile 

utilisé comme témoin négatif dans le cadre de ces essais. Les boites sont enfin scellées avec du 

parafilm et incubées à l’étuve à 32°C jusqu’à ce que la croissance fongique permette de mesurer 

visuellement une zone d’inhibition de croissance autour de chaque cavité. Une boite témoin a 
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Milieu: dextrose de pomme 
de terre et agar

Répartition de la 
solution de 

champignon

Dépôt de 50 µL de solution 
d’huile essentielle à 20 et/ou 

100 mg/mL dans le DMSO Cavité

Halo 
d’inhibition

Croissance du 
champignon

Lecture du résultat: croissance 
homogène sur le milieu de culture 
(boîte témoin)

également été préparée afin de vérifier que la croissance du champignon en l’absence de produits à 

tester est bien homogène sur la surface de la boite à la fin du temps d’incubation. Les résultats sont 

ensuite reportés de façon qualitative, la présence d’une zone d’inhibition étant comptée comme un 

résultat positif, et l’absence de zone d’inhibition comme un résultat négatif. Chaque extrait a été testé 

en duplicat. 

 

 

 

Figure 71 : Schéma de principe du test de diffusion en cavité (perforation en agar) à gauche et photographie d’une boite de 

Pétri inoculée avec de l’huile essentielle de P. heptaphyllum (souche T. mentagrophytes) après incubation (à droite) 

 

3. Etude métabolomique des données GC/MS obtenues pour les huiles 

essentielles 

 

Conversion des données  

 Les données obtenues après analyses GC/MS sont récupérées sous le format .sms utilisé par 

Varian, et transformées par le logiciel GC and GCMS File Translator au format NetCDF (.cdf) afin de 

pouvoir être traités ensuite par MZmine. Cette étape permet de réunir l’ensemble des données 

obtenues lors de chaque analyse en un seul fichier de données brutes. 

 

Traitement des données sous MZmine 2 

 Les données sont ensuite importées au format NetCDF dans le logiciel MZmine 2.2 via la 

commande Raw data methods > Raw data import. Ces données sont ensuite sauvées sous forme de 

projet avant traitement dans leur intégralité (mode Run batch). Les étapes successives de l’analyse 

sont donc programmées sur l’ensemble des données du projet, la première étape étant réalisée sur 

les données brutes importées et les analyses suivantes se faisant sur le résultat obtenu à l’issue de 

l’étape immédiatement précédente. Les paramètres indiqués pour les différentes étapes ont été 

choisis lors de la mise au point de la méthode sur 60 huiles commerciales (Aroma-Zone). Toutes ces 

huiles essentielles ont été analysées par GC/MS, certaines injections étant faites en duplicat, l’objectif 
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du réglage des paramètres étant que les points identiques se retrouvent bien au même endroit dans le 

graphique de l’ACP (analyse en composantes principales). 

 

 Les actions suivantes sont ainsi programmées : 

 

- Filtering 

Un premier filtre est appliqué à l’intégralité des fichiers de données brutes afin de réduire le brut 

de fond des analyses importées. Le type de filtre choisi est Scan by scan filtering avec application 

d’un filtre de Savitsky-Golay, avec comme paramètre number of data points = 5. Ce type de filtre 

fonctionne par l’application d’une régression polynômiale sur une série de valeurs afin de déterminer 

pour chacun des points une valeur filtrée. 

 

- Chromatogram builder 

Il s’agit du module principal pour la détection des pics dans le logiciel MZMine 2. L’objectif est de 

créer une liste de masses uniques formant des chromatogrammes continus dans le fichier de données 

brutes. Ceux-ci seront ensuite déconvolués en pics individuels à la fin de l’analyse. Trois étapes sont 

incluses dans ce module : la détection en masse, l’application d’un filtre et la construction du 

chromatogramme. La détection en masse s’effectue ici en mode Centroid, pour lequel chaque signal 

situé au-dessus du niveau de bruit limite est considéré comme un ion détecté. Cette méthode permet 

de combiner les diverses valeurs de m/z obtenues pour un pic donné en une donnée unique 

caractérisée par une seule valeur de m/z, le centre de gravité de l’ensemble des valeurs et de leurs 

intensités respectives. Le niveau de bruit est ici fixé à 1,00.103. Le filtre appliqué ensuite est du type 

FTML shoulder peaks filter. L’utilité de ce type de filtre est de supprimer, ou au moins réduire le bruit 

analytique ou les variations de ligne de base des chromatogrammes obtenus. La résolution en masse, 

qui définit la largeur du modèle et doit donc être équivalente à la résolution des pics dans les 

donnnées brutes, est fixée à 400. La fonction de construction des pics est choisie de type gaussien 

(Gaussian). Lorsque la détection en masse et la filtration sont terminées, les valeurs de m/z de 

chaque scan doivent être connectées pour former des chromatogrammes. Cette transformation 

s’effectue en mode Highest data point, c'est-à-dire que les données issues de la liste des ions 

générée précédemment sont traitées par ordre d’intensité décroissante. Les paramètres sont les 

suivants : min time span 0:10 (réglé en fonction de la durée standard d’un pic des chromatogrammes 

sélectionnés, correspond à la durée minimale durant laquelle le même ion est considéré), min height 

2,00.104 (intensité minimum du plus haut point du chromatogramme), m/z tolerance 0,100 m/z 

(différence maximum entre deux valeurs de m/z de scans consécutifs pour être considérées dans le 

même chromatogramme). 
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- Chromatogram deconvolution 

Les chromatogrammes obtenus lors de la première étape sont ensuite déconvolués en pics 

individuels. Cette étape permet, dans le cas de méthodes d’ionisation conduisant par exemple à des 

fragments (comme dans le cas de l’impact électronique) de regrouper, en utilisant à la fois le profil 

spectral et le profil chromatographique, les ions provenant d’une même molécule. La méthode choisie 

ici est Baseline cut-off. Elle consiste à couper dans un premier temps la partie inférieure du 

chromatogramme en dessous d’une ligne de base de niveau spécifié par l’utilisateur. Les pics restants 

au dessus de cette ligne de ligne de base sont reconnus comme tels s’ils repectent les critères fixés 

en termes de hauteur et durée minimales. Les paramètres choisis ici sont min peak height 102, min 

peak duration 0:10 et baseline level 102. 

 

- Join aligner 

Malgré les avancées techniques dans le domaine de la chromatographie, de légères variations 

entre les temps de rétention sont toujours observables pour une même molécule dans deux injections 

différentes. Un alignement des pics est donc nécessaire afin de corriger ces variations et de permettre 

de combiner efficacement les données obtenues au cours d’une série d’analyses. L’alignement 

s’effectue également sur les valeurs de m/z de chaque métabolite. La méthode d’alignement utilisée 

ici est le Join aligner, qui compare les pics obtenus pour les différentes analyses en fonction d’un 

score de correspondance calculé à partir de la masse des ions et du temps de rétention de chaque 

pic, ainsi qu’en fonction des paramètres fixés lors de l’analyse. Ces paramètres sont les suivants : m/z 

tolerance 0,200 (écart acceptable pour que deux pics soient alignés), weight for m/z 10 (poids assigné 

aux différences de m/z lorts du calcul du score de correspondance. Si les deux valeurs correspondent 

parfaitement, le score reçoit le poids total), retention time tolerance type : absolute (différence 

maximale entre deux temps de rétention en valeur absolue), absolute RT tolerance 2:00 (différence 

absolue maximum entre deux temps de rétention), relative RT tolerance : 15 %, weight for RT : 10 

(même définition que pour les valeurs de m/z), require same charge state : no, required same ID : yes 

(dans le cas où l’identité des pics est vérifiée), compare isotope pattern : no, isotope pattern score : 

15 %. 

 

- Linear normalization 

La dernière étape du traitement des données avant analyse est leur normalisation. Le but est de 

supprimer les variations inter-échantillons. La normalisation linéaire divise l’aire (ou la hauteur) de 

chaque pic par un facteur de normalisation déterminé en fonction des paramètres spécifiés (et donc 

indépendamment pour chacun des fichiers traités). Le paramètre (peak measurement type) choisi ici 

est l’aire du pic, et la normalisation (normalization type) s’effectue en fonction du signal total. 
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 Ce traitement étant effectué, les données sont exportées sous le format texte .csv vers Excel 

pour un traitement statistique manuel. 

 

Traitement des données sous Excel 2010 

 Une fois les données exportées de MZmine2.2 sous le format .csv, elles sont importées dans 

Excel via le module d’importation des données externes dans l’onglet Données > Données externes > 

A partir du texte. Pour réussir les importations, il est nécessaire de spécifier les caractéristiques 

suivantes : 

- Les données sont délimitées dans le fichier .csv par des virgules et non par des largeurs fixes. 

- L’import doit débuter à la ligne 1. 

- L’origine du fichier doit être spécifiée comme 1250 Europe centrale (windows). 

- Il est nécessaire de spécifier que les séparateurs contenus dans les données sont les 

tabulations et les virgules. L’identificateur de texte est le guillemet (« »). 

- Le format d’importation des données est en colonne. 

- Dans le module avancé, pour les paramètres utilisés dans la reconnaissance des données 

numériques il est nécessaire de spécifier que le séparateur de décimale est le point et non la 

virgule. 

- En dernier lieu, il convient de spécifier l’endroit à partir duquel les données importées vont 

être inscrites puis éditées dans le fichier Excel : il faut choisir la case A1 de la première feuille 

de calcul du nouveau fichier Excel. 

 L’édition des données importées fait apparaitre : 

- Colonne 1 row ID : il s’agit de l’identification des molécules via MZmine2 (non effectué ici) ou 

à défaut un numéro pour chaque molécule concernée, 

- Colonne 2 row m/z : fait apparaître, pour chacune des molécules identifiées, la valeur de m/z 

calculée par le modèle centroïde, 

- Colonne 3 row retention time : fait apparaître, pour chacune des molécules identifiées, la 

valeur du temps de rétention correspondant, 

- Colonne 4 row comment : correspond, pour chacune des molécules identifiées au 

commentaire qui lui a eventuellement été associé dans MZmine2 par l’operateur, 

- Colonne 5 row number of detected peaks : indique, pour chacune des molécules identifiées, 

leur dénombrement sur l’ensemble des échantillons analysés (huiles essentielles).  

 Dans les colonnes suivantes et pour chaque huile essentielle cinq colonnes décrivent dans 

l’ordre : 

- peak status : la détection de la molécule ou bien N/A, 
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- peak m/z : la valeur du centre de gravité des m/z pour chaque molécule, qui doit correspondre 

à row m/z, 

- peak retention time : le temps de rétention correspondant à chaque molécule, qui doit 

correspondre à row retention time, 

- peak height : la hauteur du pic pour chacune des molécules, 

- peak area : l’aire du pic pour chacune des molécules. 

 

 Avant de procéder à l’analyse en composantes principales, il convient de sélectionner dans 

une nouvelle feuille de calcul les molécules identifiées ainsi que l’aire du pic correspondant pour 

chacune des 23 huiles essentieles, de renommer les huiles essentielles en donnant le nom de 

l’espèce dont elles sont issues et en faisant apparaître le score d’activité antifongique calculé comme 

suit (Tableau 20) et enfin de transformer les données numériques des aires des pics pour chaque 

molécule en pourcentage relatif de la composition de chacune des 23 huiles essentielles (une même 

valeur fixe d’aire est attribuée au pic majoritaire de chaque huile et les proportions relatives de chaque 

constituant recalculées en fonction de façon à normaliser tous les chromatogrammes pré-traités par 

MZmine). 

 

Tableau 20 : Valeurs des scores d'activité antifongique attribués en fonction de la CIM mesurée en 

µg/ml 

 

MIC >500 500 250 125 62 31 16 8 

Score 0 1 2 3 4 5 6 7 
 

 

Traitement des données sous XLstat version 3.02 

 L’analyse en composantes principales est réalisée avec n = 23 échantillons d’huiles 

essentielles. L’ACP est associée à une matrice diagonale de corrélation de Pearson entre les 23 

huiles essentielles et à une seconde matrice de corrélation entre les 23 huiles essentielles et les 23 

facteurs des composantes principales de l’ACP. 
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Annexe 1 : Fiche produit et spectres de RMN 1H, 13C (Jmod), HMQC, HMBC, COSY et NOESY 

de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 

 

O
H H

H

OMe

O

H
O

O

OHO

Me

 

C22H30O7 

M = 406,47 

 

Temps de rétention : Tr = 6,5 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

70:30 à 50:50 en 10 min, puis 50:50 à 0:100 en 5 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H2O/ACN) : 252,3 nm  

 

[]18D = -25 (c 0,2 ; MeOH) 

 

HRMS calculé pour C22H31O7+ (MH+) 407,2064, mesuré 407,2060; HRMS calculé pour C22H34NO7+ (MNH4+) 

424,2329, trouvé 424,2327 

 

RMN 1H (500 MHz, CD3CN) ppm 4,38 (1H, d, J = 8,9 Hz, H2), 4,33 (1H, t, J = 2,8 Hz, H7), 3,55 (3H, s, CH3O-

C12), 3,54 (1H, d, J = 3,7 Hz, HO-C3), 3,36 (3H, s, CH3O-C2), 3,12 (1H, s, H9), 2,91 (1H, dd, J = 17,2 ; 5,6 Hz, 

H15eq), 2,57 (1H, dd, J = 11,9 ; 5,6 Hz, H14), 2,51 (1H, dd, J = 17,2 ; 11,9 Hz, H15ax), 1,96 (1H, m, H6), 1,91 

(1H, m, H4), 1,88 (1H, m, H6), 1,86 (3H, s, Me21), 1,43 (3H, s, Me19), 1,16 (1H, m, H5), 1,15 (3H, s, Me20), 

1,00 (3H, d, J = 6,4, Me18). 

 

RMN 13C (125,8 MHz, CD3CN) ppm 207,8 (C1), 192,1 (C11), 169,9 (C16), 148,8 (C12), 142,8 (C13), 86,8 

(C2), 82,5 (C7), 80,9 (C3), 60,0 (CH3O-C12), 58,6 (CH3O-C2), 49,6 (C10), 48,1 (C9), 47,3 (C14), 42,2 (C5), 

37,2 (C8), 36,4 (C4), 31,9 (C15), 26,4 (C6), 23,0 (Me20), 15,7 (Me21), 15,6 (Me19), 15,5 (Me18). 
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Spectre de RMN 1H de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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PICRASINE I_JMOD.ESP
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Spectre de RMN 13C (Jmod) de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Spectre de RMN HMQC de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Spectre de RMN HMBC de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Spectre de RMN COSY de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Spectre de RMN NOESY de la picrasine I (3R-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Annexe 2 : Fiche produit et spectres de RMN 1H, 13C, HMQC, HMBC, COSY et NOESY de la 

picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 

 

O
H H

H

OMe

O

H
O

O

OHO

Me

 

C22H30O7 

M = 406,47 

 

Temps de rétention : Tr = 7,2 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

70:30 à 50:50 en 10 min, puis 50:50 à 0:100 en 5 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H2O/ACN) : 252,3 nm  

 

[]18D = -22 (c 0,6; MeOH) 

 

HRMS calculé pour C22H31O7+ (MH+) 407,2064, mesuré 407,2073; HRMS calculé pour C22H34NO7+ (MNH4+) 

424,2329, trouvé 424,2327 

 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) ppm 4,48 (1H, d, J = 3,8 Hz, H2), 4,26 (1H, brt, J = 2,5 Hz, H7), 4,20 (1H, dd, 

J = 3,6 ; 1,8 Hz, H3), 3,64 (1H, s, HO-C3), 3,46 (3H, s, CH3O-C2), 3,24 (1H, s, H9), 2,93 (1H, dd, J = 18,3 ; 

6,4 Hz, H15eq), 2,62 (1H, dd, J = 18,3 ; 12,4 Hz, H15ax), 2,40 (1H, dd, J = 12,4 ; 6,4, H14), 2,05 (1H, m, H4), 

2,03 (1H, td, J = 11,5 ; 2,7, H5), 1,91 (1H, m, H6eq), 1,90 (3H, s, Me21), 1,81 (1H, m, H6ax), 1,45 (3H, s, 

Me19), 1,19 (3H, s, Me20), 1,06 (3H, d, J = 6,2, Me18). 

 

RMN 13C (75,4 MHz, CDCl3) ppm 206,4 (C1), 191,0 (C11), 168,8 (C16), 148,2 (C12), 139,7 (C13), 82,1 (C7), 

81,3 (C2), 76,4 (C3), 59,6 (CH3O-C12), 57,8 (CH3O-C2), 48,5 (C10), 47,5 (C9), 47,2 (C14), 39,0 (C5), 36,8 

(C8), 33,0 (C4), 31,5 (C15), 26,0 (C6), 23,2 (Me20), 15,6 (Me21), 14,7 (Me19), 14,6 (Me18). 
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Spectres de RMN 1H  de la picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 
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Spectre de RMN 13C  de la picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 
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Spectre de RMN HMQC de la picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 
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Spectre de RMN HMBC de la picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 
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Spectre de RMN COSY de la picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 
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Spectre de RMN NOESY de la picrasine J (3S-3-hydroxy-2-O-methylpicrasine B) dans le CDCl3 
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Annexe 3 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et 13C (Jmod) de la picrasine B dans le 

CD3CN 

 

O
H H

H

OMe

O

H
O

HO

O
 

C21H28O6 

M = 376,44 

 

Temps de rétention : Tr = 8,7 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

70:30 à 50:50 en 10 min, puis 50:50 à 0:100 en 5 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H2O/ACN) : 253,5 nm  

 

RMN 1H (500 MHz, CD3CN) ppm 4,84 (1H, ddd, J = 11,5 ; 7,4 ; 6,2 Hz, H2), 4,32 (1H, t, J = 2,9 Hz, H7), 3,55 

(3H, s, CH3O-C12), 3.41 (1H, d, J = 6,1 Hz, HO-C2), 3,20 (1H, s, H9), 2,92 (résonance X d’un spectre ABX, 1H, 

│JAX + JBX│ = 11,5 Hz, JAX = -12,2 Hz, JBX = 0,6 Hz, H15), 2,56 (résonance AB d’un spectre ABX, 2H, 

JAB = 11,9 Hz, JAX = -12,2 Hz, JBX = 0,6 Hz , νA = 1281,28 Hz, νB = 1268,16 Hz, H14 [B] + H15 [A]), 2,38 (1H, 

ddd, J = 12,6 ; 7,5 ; 4,0 Hz, H3), 2,04 (1H, m, H4), 1,89 (2H, m, H6), 1,86 (3H, s, Me21), 1,41 (3H, s, H19), 1,28 

(1H, m, H5), 1,16 (3H, s, Me20), 1,06 (1H, s, H3), 0.89 (3H, d, J = 6,5 Hz, Me18).  

 

RMN 13C (125,8 MHz, CD3CN) ppm 214,4 (C1), 192,1 (C11), 179,9 (C16), 148,8 (C12), 142,6 (C13), 82,5 

(C7), 70,7 (C2), 59,9 (CH3O-C12), 49,2 (C10), 48,5 (C3), 48,4 (C5), 48,2 (C9), 47,3 (C14), 37,4 (C8), 31,8 

(C15), 28,9 (C4), 27,0 (C6), 23,0 (Me20), 18,7 (Me18), 15,8 (Me21), 15,3 (Me19). 

 



 

237 

Picrasine B_PROTON.esp

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

N
o
rm

a
li
z
e
d
 I
n
te

n
s
it
y

3.243.113.215.241.281.273.081.121.000.974.351.200.93

 

Spectre de RMN 1H de la picrasine B dans le CD3CN 
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Picrasine B_13C.esp
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Spectres de RMN 13C (Jmod) de la picrasine B dans le CD3CN 
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Annexe 4 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et 13C (Jmod) de la picrasine H (2-O-

methylpicrasine B) dans le CD3CN 

 

Me

O
H H

H

OMe

O

H
O

O

O
 

C22H30O6 

M = 390,47 

 

Temps de rétention : Tr = 10,5 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

70:30 à 50:50 en 10 min, puis 50:50 à 0:100 en 5 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H2O/ACN) : 252,30 nm  

 

RMN 1H (500 MHz, CD3CN) ppm 4,55 (1H, dd, J = 11,9 ; 7,1 Hz, H2ax), 4,30 (1H, t, J = 2,8 Hz, H7eq), 3,54 

(3H, s, CH3O-C12), 3,29 (3H, s, CH3O-C2), 3,18 (1H, s, H9), 2,90 (résonance X d’un spectre ABX, 1H, │JAX + 

JBX│ = 11,7 Hz, JAX = -17,9 Hz, JBX = 6,2 Hz, H15), 2,53 (1H, m, H14), 2,53 (résonance AB d’un spectre ABX, 

2H, JAB = 11,9 Hz, JAX = -17,9 Hz, JBX = 6,2 Hz , νA = 1249,98 Hz, νB = 1265.,3 Hz, H14eq [B] + H15 [A]), 2,30 

(1H, ddd, J = 12,5 ; 7,0 ; 4,0 Hz, H3eq), 2,03 (1H, m, H4ax), 1,86 (2H, m, H6), 1,87 (3H, s, Me21), 1,40 (3H, s, 

Me19), 1,25 (1H, m, H5), 1,15 (3H, s, H20), 1,11 (1H, q, J = 12,3 Hz, H3ax), 0,88 (3H, d, J = 6,5 Hz, Me18). 

 

RMN 13C (125,8 MHz, CD3CN) ppm 211,1 (C1), 192,3 (C11), 170,0 (C16), 148,9 (C12), 124,6 (C13), 82,6 

(C7), 79,8 (C2), 60,0 (CH3O-C12), 57,6 (CH3O-C2), 49,8 (C10), 48,3 (C5), 48,0 (C9), 47,4 (C14), 45,3 (C3), 

37,3 (C8), 31,9 (C15), 29,2 (C4), 27,1 (C6), 23,2 (Me20), 18,8 (Me18), 17,8 (Me21), 15,3 (Me19). 

 

 

 



 

240 

Picrasine H_PROTON.esp

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

N
o
rm

a
li
z
e
d
 I
n
te

n
s
it
y

3.004.071.423.124.921.251.422.311.161.003.093.171.071.12

 

Spectre de RMN 1H de la picrasine H (2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Spectre de RMN 13C (Jmod) de la picrasine H (2-O-methylpicrasine B) dans le CD3CN 
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Annexe 5 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et 13C de la néoquassine et isomère (60 : 

40) dans le CDCl3 

 

O
H H

H

OH

OMe

O

H
O

OMe

 

C22H30O6 

M = 390,47 

 

Temps de rétention : Tr = 11,1 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

70:30 à 50:50 en 10 min, puis 50:50 à 0:100 en 5 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H2O/ACN) : 253,30 nm  

Isomère majoritaire: 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) ppm 5,40 (1H, d, J = 2,5 Hz, H16eq), 5,27 (1H, d, J = 2,4 Hz, H3), 3,94 (1H, t, 

J = 2,9 Hz, H7), 3,63 (3H, s, CH3O-C12), 3,57 (3H, s, CH3O-C2), 3,17 (1H, s, H9), 2,41 (1H, m, H4), 2,38 (1H, 

dd, J = 12,5 ; 4,8 Hz, H14), 1,84 (3H, s, Me21), 1,54 – 2,07 (6H, m, H5, H6a, H6b, H15a, H15b, HO-C16), 1,52 

(3H, s, Me19), 1,08 (3H, d, J = 6,9 Hz, Me18), 1,08 (3H, s, Me20). 

 

RMN 13C (75,4 MHz, CDCl3) ppm 198,9 (C1), 192,9 (C11), 148,3 (C12), 148,1 (C2), 139,5 (C13), 116,2 (C3), 

91,0 (C16), 69,3 (C7), 59,1 (CH3O-C12), 54,9 (CH3O-C2), 46,2 (C10), 45,8 (C9), 43,8 (C5), 43,3 (C14), 38,5 

(C8), 31,3 (C15), 25,7 (C6), 22,1 (Me20), 19,5 (Me18), 15,3 (Me21), 12,8 (Me19). 

 

Isomère minoritaire: 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) ppm 5,27 (1H, d, J = 2,4 Hz, H3), 4,78 (1H, dd, J = 9,6 ; 2,1 Hz, H16ax), 3,64 (3H, 

s, CH3O-C12), 3,57 (3H, s, CH3O-C2), 3,41 (1H, t, J = 2,9 Hz, H7), 3,18 (1H, s, H9), 2,41 (1H, m, H4), 1,84 (3H, 

s, Me21), 2,14 (1H, ddd, J = 13,0 ; 4,4 ; 2,1 Hz, H15eq), 1,54 – 2,07 (6H, m, H5, H6a, H6b, H14a,  H15ax, HO-

C16), 1,53 (3H, s, Me19), 1,09 (3H, d, J = 7,0 Hz, Me18), 1,04 (3H, s, Me20). 

 

RMN 13C (75,4 MHz, CDCl3) ppm 198,5 (C1), 192,9 (C11), 148,3 (C12), 148,1 (C2), 137,8 (C13), 116,1 (C3), 

95,8 (C16), 77,6 (C7), 59,1 (CH3O-C12), 54,8 (CH3O-C2), 46,6 (C10), 46,5 (C9), 46,2 (C10), 43,7 (C5), 38,3 

(C8), 34,5 (C15), 31,3 (C4), 25,9 (C6), 21,7 (Me20), 19,5 (Me18), 15,2 (Me21), 12,9 (Me19). 
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Spectre de RMN 1H de la néoquassine et isomère (60 : 40) dans le CDCl3 
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Spectre de RMN 13C de la néoquassine et isomère (60 : 40) dans le CDCl3 
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Annexe 6 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et HMQC de la simalikalactone D dans le 

CD3CN 
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C24H34O9 

M = 478,54 

 

Temps de rétention : Tr = 12,0 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

70:30 à 50:50 en 10 min, puis 50:50 à 0:100 en 5 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H2O/ACN) : 244.,00 nm  

 

RMN 1H (500 MHz, CD3CN) ppm 6,14 (1H, brd, J = 12,8 Hz, H15), 6,02 (1H, m, H3), 4,71 (1H, t, J = 2,6 Hz, 

H7), 4,50 (1H, m, H11), 4,49 (1H, d, J = 7,8 Hz, H20), 4,26 (1H, s, H1), 3,54 (1H, brs, H12), 3,48 (1H, dd, J = 

7,7 ; 1,6 Hz, H20), 2,97 (1H, brd, J = 13,0 Hz, H5), 2,45 (1H, brd, J = 12,8 Hz, H14), 2,41 (1H, m, H2'), 2,37 (1H, 

brd, J  = 3,4 Hz, H9), 2,25 (1H, brdt, 1H, J = 15,3 ; 2,6 Hz, H6eq), 2,18 (brs, 3H, OH), 1,92 (3H, t, J = 1.2 Hz, 

Me18), 1,82 (1H, ddd, J = 15,3 ; 13,0 ; 2,6 Hz, H6ax), 1,67 (1H, dquint, J = 13,6 ; 7,7 Hz H3'), 1,48 (1H, dqd, J = 

13,6 ; 7,7 ; 6,2 Hz, H3'), 1,30 (3H, s, H21), 1,13 (3H, d, J = 6,9 Hz, H5'), 1,10 (3H, s, H19), 0,93 (2H, dd, J = 3,7, 

3,7 Hz, H4').  

 

RMN 13C (100,6 MHz, CD3CN) ppm 199,0 (C2), 175,6 (C1'),169,0 (C16), 165,5 (C4), 124,5 (C3), 84,4 (C7), 

82,3 (C1), 81,2 (C13), 80,0 (C12), 75,3 (C11), 72,4 (C20), 68,7 (C15), 53,0 (C14), 48,8 (C10), 46,7 (C8), 44,1 

(C5), 42,8 (C9), 41,8 (C2’), 28,8 (C6), 27,5 (C3’), 23,6 (C21), 22,7 (C18), 16,9 (C5’), 11,9 (C4’), 11,4 (C19). 
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Spectre de RMN 1H de la simalikalactone D dans le CD3CN 
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Spectre de RMN HMQC de la simalikalactone D dans le CD3CN 
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Annexe 7 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et gHSQCAD de la (+)-catéchine (1) dans 

l’acétone-d6 
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C15H12O6 

M = 288,25 

 

Temps de rétention : Tr = 12,3 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, gradient eau-acétonitrile 

90:10 à 0:100 en 30 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H20/ACN) : 279,6 nm  

 

RMN 1H (400 MHz, C3D6O) ppm 6,89 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H2’), 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H5’), 6,75 (dd, J = 8,2 ; 

2,0 Hz 1H, H6’), 6,02 (d, J = 2,3 Hz, 1H, H6), 5,88 (d, J = 2,3 Hz, 1H, H8), 4,56 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H2), 3,99 (dt, 

J = 7,8 ; 5,5 Hz, 1H, H3), 2,91 (dd, J = 16,1 ; 5,5 Hz, 1H, H4a), 2,53 (dd, J = 16,1 ; 8,5 Hz, 1H, H4b). 

 

RMN 13C (100,6 MHz, C3D6O) ppm 158,2 (C7), 157,7 (C5), 156,9 (C9), 146,3 (C3’), 146,3 (C4’), 132,9 (C1’), 

120,8 (C6’), 116,5 (C5’), 116,0 (C2’), 101,3 (C10), 96,9 (C6), 96,2 (C8), 83,5 (C2), 69,1 (C3), 29,6 (C4). 

 

. 
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Spectre de RMN 1H de la (+)-catéchine (1) dans l’acétone-d6 

 



 

250 

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F2 Chemical Shift (ppm)

0

20

40

60

80

100

120

F
1
 C

h
e
m

ic
a
l 
S

h
if
t 
(p

p
m

)

 

 

Spectre de RMN gHSQCAD de la (+)-catéchine (1) dans l’acétone-d6 
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Annexe 8 : Fiche produit et spectres de RMN 1H, gHSQCAD, gHMBCAD et COSY de la 

quercitine-3-O--D-xylofuranoside (3) dans le CD3OD 
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C20H18O11 

M = 434,35 

 

Temps de rétention : Tr = 7,1 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, élution eau-acétonitrile 

83:17 pendant 15 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H20/ACN) : 265,3 / 352,3 nm  

 

[]D 27 = 384 (c 0,208 ; CH3OH) 

 

1H NMR (400 MHz, CD3OD) ppm 7,56 (s, 1H, H2’)  7,54 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H6’), 6,73 (m, 1H, H5’), 6,34 (s, 

1H, H6), 6,18 (s, 1H, H8), 5,20 (d, J = 7,3 Hz, 1H, H1”), 4,30 (m, 2H, H5”a, H5”b), 3,49 (m, 3H, H2”, H3’’, H4’’). 

 

13C NMR (100.6 MHz, CD3OD)  ppm 165,8 (C7), 162,6 (C9), 159,1 (C2), 158,0 (C5), 153,4 (C3), 149.4 (C4’), 

145,5 (C3’), 123,3 (C6’), 122,7 (C1’), 117,0 (C2’), 115,8 (C5’), 105,2 (C10), 104,0 (C1’’), 99,7 (C8), 94,5 (C6), 

77,9 (C4’’), 75,6 (C2’’), 71,3 (C3’’), 64,1 (C5’’). 
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Spectre de RMN 1H de la quercitine-3-O--D-xylofuranoside (3) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN gHSQCAD de la quercitine-3-O--D-xylofuranoside (3) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN gHMBCAD de la quercitine-3-O--D-xylofuranoside (3) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN COSY de la quercitine-3-O--D-xylofuranoside (3) dans le CD3OD 
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Annexe 9 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et gHSQCAD de la reynoutrine (quercitine-

3-O--D-xylopyranoside) (4) dans le CD3OD 
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C20H18O11 

M = 434,35 

 

Temps de rétention : Tr = 11,3 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, élution eau-acétonitrile 

83:17 pendant 15 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H20/ACN) : 254,7 / 354,7 nm  

 

1H NMR (400 MHz, CD3OD) ppm 7,60 (dd, J = 2,1 ; 0,5 Hz, 1H, H2’)  7,59 (dd, J = 8,2 ; 2,1 Hz, 1H, H6’), 6,85 

(dd, J = 8,2 ; 0,5 Hz, 1H, H5’), 6,32 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H6), 6,14 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H8), 5,13 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 

H1”), 3,78 (dd, J = 11,7 ; 5,1 Hz, 1H, H5”eq), 3,51 (dd, J = 8,8 ; 7,2 Hz, 1H, H2”), 3,51 (m, 1H, H4”), 3,39 (brt, J 

= 8., Hz, 1H, H3”), 3,10 (dd, J = 11,7 ; 9,5 Hz, 1H, H5”ax). 

 

13C NMR (100.6 MHz, CD3OD)  ppm 158,4 (C5), 158,0 (C2), 149,6 (C4’), 145,7 (C3’), 134,9 (C3), 123,0 (C6’), 

122,6 (C1’), 116,8 (C2’), 115,7 (C5’), 104,6 (C1’’), 104,1 (C10), 100,7 (C8), 95,2 (C6), 77,4 (C3’’), 75,0 (C2’’), 

70,8 (C4’’), 66,9 (C5’’). 
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Spectre de RMN 1H de la reynoutrine (quercitine-3-O--D-xylopyranoside) (4) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN gHSQCAD de la reynoutrine (quercitine-3-O--D-xylopyranoside) (4) dans le CD3OD 
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Annexe 10 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et gHSQCAD de la guaijaverine 

(quercitine-3-O-α-L-arabinopyranoside) (5) dans le CD3OD 
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C20H18O11 

M = 434,35 

 

Temps de rétention : Tr = 12,7 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, élution eau-acétonitrile 

83:17 pendant 15 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H20/ACN) : 254,7 / 358,8 nm  

 

1H NMR (400 MHz, CD3OD) ppm 7,74 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H2’), 7,58 (dd, J = 8,5 ; 2,2 Hz, 1H, H6’), 6,86 (d, J = 

8,5 Hz, 1H, H5’), 6,33 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H6), 6,15 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H8), 5,11 (d, J = 6,6 Hz, 1H, H1’’), 3,90 

(dd, J = 8,4 ; 6,6 Hz, 1H, H2’’), 3,82 (dd, J = 12,4 ; 2,9 Hz, 1H, H5’’b), 3,81 (m, 1H, H4’’), 3,64 (dd, J = 8,4 ; 3,2 

Hz, 1H, H3’’), 3,44 (dd, J = 12,4 ; 3,0 Hz, 1H, H5’’a) 

 

13C NMR (100.6 MHz, CD3OD)  ppm 186,5 (C4), 158,6 (C5), 157,8 (C2), 149,9 (C4’), 145,8 (C3’), 135,1 (C3), 

122,6 (C6’), 122,5 (C1’), 117,0 (C2’), 115,9 (C5’), 104,7 (C1’’), 100,9 (C8), 95,4 (C6), 74,0 (C3’’), 72,7 (C2’’), 

68,9 (C4’’), 66,8 (C5’’). 
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Spectre de RMN 1H de la guaijaverine (quercitine-3-O-α-L-arabinopyranoside) (5) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN gHSQCAD de la guaijaverine (quercitine-3-O-α-L-arabinopyranoside) (5) dans le CD3OD 
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Annexe 11 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et gHSQCAD de l’avicularine (quercitine-

3-O-α-L-arabinofuranoside) (6) dans le CD3OD 
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C20H18O11 

M = 434,35 

 

Temps de rétention : Tr = 13,7 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, élution eau-acétonitrile 

83:17 pendant 15 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H20/ACN) : 255,9 / 351,1 nm  

 

[]D 27 = -56 (c 0,208 ; CH3OH) 

 

1H NMR (400 MHz, CD3OD) ppm 7,52 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H2’), 7,48 (dd, J = 8,4 ; 2,0 Hz, 1H, H6’), 6,89 (d, J = 

8,4 Hz, 1H, H5’), 6,34 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H6), 6,17 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H8), 5,45 (brs, 1H, H1’’), 4,32 (dd, J = 

2,9, 1,0 Hz, 1H, H2’’), 3,91 (dd, J = 5,2 ; 2,9 Hz, 1H, H3’’), 3,87 (brq, J = 4,5 Hz, 1H, H4’’), 3,49 (m, 1H, H5’’a), 

3,48 (dd, J = 12,0 ; 4,6 Hz, 1H, H5’’b). 

 

13C NMR (100.6 MHz, CD3OD)  ppm 167,5 (C9), 162,8 (C7), 158,7 (C2), 158,4 (C5), 149,7 (C4’), 146,2 (C3’), 

122,8 (C1’), 122,6 (C6’), 116,5 (C2’), 116,1 (C5’), 109,3 (C1’’), 104,6 (C10), 99,7 (C8), 94,5 (C6), 87,7 (C4’’), 

83,0 (C2’’), 78,4 (C3’’), 62,2 (C5’’). 
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Spectre de RMN 1H de l’avicularine (quercitine-3-O-α-L-arabinofuranoside) (6) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN gHSQCAD de l’avicularine (quercitine-3-O-α-L-arabinofuranoside) (6) dans le CD3OD 
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Annexe 12 : Fiche produit et spectres de RMN 1H et gHSQCAD de la quercitrine 

(quercitine-3-O-α-L-rhamnopyranoside) (7) dans le CD3OD 
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C21H20O11 

M = 448,38 

 

Temps de rétention : Tr = 14,5 min (Supelco Discovery® C18, 15 cm x 21,2 mm, 5 μm, élution eau-acétonitrile 

83:17 pendant 15 min, débit 1 ml/min). 

 

UV, max (H20/ACN) : 254,7 / 345,1 nm  

 

1H NMR (400 MHz, CD3OD)  ppm 7,33 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H2'), 7,30 (dd, J = 8,2 ; 2,1 Hz, 1H, H6'), 6,90 (d, J 

= 8,2 Hz, 1H, H5'), 6,31 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H6), 6,15 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 5,34 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 4,21 (dd, J = 

3,4 ; 1,7 Hz, 1H, H2’’), 3,74 (dd, J = 9,4 ; 3,4 Hz, 1H, H3’’), 3,42 (m, 1H, H5’’), 3,34 (m, 1H, H4’’), 0,94 (d, J = 6,1 

Hz, 3H, H6’’).  

 

13C NMR (100.6 MHz, CD3OD)  ppm 149,4 (C4’), 122,8 (C1’), 122,5 (C6’), 116,6 (C2’), 116,1 (C5’), 103,4 

(C1’’), 100,5 (C8), 95,1 (C6), 72,7 (C4’’), 71,8 (C2’’), 71,8 (C3’’), 17,4 (C6’’). 
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Spectre de RMN 1H de la quercitrine (quercitine-3-O-α-L-rhamnopyranoside) (7) dans le CD3OD 
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Spectre de RMN gHSQCAD de la quercitrine (quercitine-3-O-α-L-rhamnopyranoside) (7) dans le CD3OD 
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Annexe 13 : Composition chimique de l'huile essentielle d'Otacanthus azureus 

(Linden) Ronse 
 

IK exp 
(1)

 
Concentration 
relative (%) 

(2)
 

Composés 
(3)

 
IK Courtois 

2009 
(4)

 
IK Adams 

1995 
(5)

 
Identification 

(6)
 Formule 

Monoterpènes  
      

Acycliques 
      

990 0,06 -myrcène  992 991 RI, MS, HE, S C10H16 

1100 0,17 linalol 1103 1098 RI, MS, HE, S C10H18O 

Menthanes 
      

1020 0,09 -terpinène  1022 1018 RI, MS, HE C10H16 

1028 0,66 para-cymène  1030 1030 RI, MS, HE, S C10H14 

1033 0,40 limonène  1034 1031 RI, MS, HE, S C10H16 

1035 0,01 -phellandrène  1036 1031 RI, MS, HE C10H16 

1037 tr 1,8-cinéole  1038 
 

RI, MS, HE C10H18O 

1062 0,19 -terpinène  1062 1062 RI, MS, HE C10H16 

1088 0,07 terpinolène  1089 1088 RI, MS, HE C10H16 

1093 0,09 para-cymenène 1096 
 

RI, MS, HE C10H12 

1126 0,25 trans-para-mentha-2,8-dièn-1-ol 
 

1123 RI, MS C10H16O 

1142 0,12 cis-para-mentha-2,8-dièn-1-ol 
 

1134 RI, MS C10H16O 

1185 0,61 terpinèn-4-ol  1188 1177 RI, MS, HE C10H18O 

1191 0,16 trans-para-mentha-1(7), 8-dièn-2-ol 
 1185 RI, MS C10H16O 

1223 0,09 trans-carvéol  
 

1229 RI, MS, HE C10H16O 

1228 0,04 cuménol* 
  

MS C9H12O 

1235 0,19 menthadiénol *   
MS C10H16O 

1249 0,56 cuminaldéhyde  
1239 RI, MS, HE C10H12O 

1295 0,07 para-cymèn-7-ol  
1287 RI, MS, HE C10H14O 

Pinanes  et dérivés 
      

936 1,28 -pinène  940 939 RI, MS, HE, S C10H16 

954 0,06 camphène  958 953 RI, MS, HE C10H16 

981 0,84 -pinène  985 980 RI, MS, HE, S C10H16 

1147 4,35 trans-pinocarvéol  1149 1139 RI, MS, HE, S, RMN C10H16O 

1169 2,63 pinocarvone  1170 1162 RI, MS, HE C10H14O 

1182 0,03 cis-pinocamphone  
 

1160 RI, MS, HE C10H16O 

1195 0,03 myrténol  
 

1194 RI, MS, HE C10H16O 

1199 5,59 myrténal  1204 1193 RI, MS, HE, S, RMN C10H14O 

1270 0,09 trans-myrtanol  
1258 RI, MS C9H16O 

1327 0,10 acétate de myrtényle  
1325 (a) RI, MS C12H18O2 

1388 0,04 acétate de myrtanyle* 
 

1381 (b) RI, MS C12H20O2 

Thujanes 
      

928 0,02 -thujène 932 931 RI, MS, HE C10H16 

958 0,01 thujadiène (thuja-2,4(10)-diène) 
 

957 RI, MS, HE C10H14 

976 0,91 sabinène  978 976 RI, MS, HE C10H16 

1074 0,13 hydrate de cis-sabinène  (thujanol) 
 

1068 RI, MS, HE C10H18O 

1103 0,09 hydrate de trans-sabinène 
 

1097 RI, MS C10H18O 

1165 0,34 sabinacétone 
 

1156 RI, MS, HE C9H14O 

1188 0,11 -thujenal (thuj-3-èn-10-al) 

 
1182 (c) RI, MS, HE C10H14O 

1298 0,20 acétate de sabinyle*  
1298 (a) RI, MS C12H18O2 

Bornanes 1,81 
     

1132 0,19 -campholénal 1133 1125 RI, MS, HE C10H16O 

1288 0,12 acétate de bornyle  
1285 RI, MS, HE C12H20O2 

Caranes 
      

1007 0,02 3-carène 1014 1011 RI, MS C10H16 

1203 0,06 4-trans-caranone 
  

MS C10H16O 

1212 0,10 4-cis-caranone + NI 
  

MS C10H16O 

Sesquiterpènes  
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Acycliques 
      

1607 0,93 -oplopénone  
 

1607 (d) RI, MS C15H24O 

Humulanes et 
caryophyllanes       

1424 0,52 -caryophyllène 1427 1454 RI, MS, S C15H24 

1461 10,56 -humulène  1462 1454 RI, MS, HE, S, RMN C15H24 

1586 0,56 oxyde de caryophyllène 1592 
1578 (a), 
1583 (e) 

RI, MS, HE C15H24O 

1613 / 1614 5,05 NI + oxyde d'humulène II 
 

1608 (f) RI, MS C15H24O 

1641 0,19 caryophylla-7(12),8-dièn-5-ol 
 

1619 (g), 
1629 (h) 

RI, MS C15H24O 

Germacranes et 
dérivés       

1465 1,03 alloaromadendrène  1467 1461 RI, MS, HE C15H24 

1485 0,03 germacrène D  1487 1480 RI, MS C15H24 

1506 0,33 bicyclogermacrène 1502 
 

RI, MS C15H24 

1574 0,07 palustrol 1581 1567 (h) RI, MS C15H26O 

1599 5,11 viridiflorol 
 

1600 (i) RI, MS, RMN C15H26O 

1638 4,06 bulnésol* 
 

1666 RI, MS C15H26O 

Cadinanes et 
dérivés       

1351 0,19 -cubébène 1349 1351 RI, MS C15H24 

1374 0,86 cyclosativène (c) + -ylangène (y) 1375 (y) 1368 (c)  RI, MS, HE C15H24 (c) / (y) 

1380 8,77 -copaène  1381 1376 RI, MS, HE, S, RMN C15H24 

1391 0,24 -cubébène 1385 1390 RI, MS, HE C15H24 

1395 0,12 sativène 
 

1396 RI, MS C15H24 

1454 0,04 cis-muurola-3,5-diène 
 

1446 RI, MS C15H24 

1476 0,13 trans-cadina-1(6)-4-diène 
 

1475 (i) RI, MS C15H24 

1479 0,12 -muurolène 1480 1477 RI, MS C15H24 

1482 0,09 4,10-époxy-amorphane + NI   
MS C15H26O 

1496 0,22 trans-muurola-4(14),5-diène   
 

1494 (f) RI, MS C15H24 

1499 1,33 cis-cubébol 
  

MS C15H26O 

1501 0,08 -muurolène   1507 
 

RI, MS C15H24 

1518 1,43 trans-cubébol 1514 1513 (j) RI, MS C15H26O 

1520 2,91 -cadinène  1521 1524 RI, MS, HE C15H24 

1524 0,68 calaménène* 1526 (trans) 
 

RI, MS C15H22 

1535 0,09 cadina-1,4-diène* 1538 (trans) 
 

RI, MS C15H24 

1544 0,40 -calacorène 
 

1542, 1546 
(k, f) 

RI, MS, HE C15H20 

1565 0,10 -calacorène  1547 1563 (k, f) RI, MS C15H20 

1582 0,07 epi-OH--copaèn-4--ol 
  

MS C15H24O 

1592 23,27 -copaèn-4--ol  
 

1586 (c) RI, MS, RMN C15H24O 

1630 / 1631 1,28 
-muurola-4(10),14-diénol (-m) + 
cis-cadin-4-èn-7-ol (c-c)  

1637 (c) (l) RI, MS 
C15H24O (-m) / 

C15H26O (c-c) 

1645 / 1647 0,75 cubénol + NI 1624 1642 RI, MS C15H26O 

1649 0,19 -muurolol (torreyol) 
 

1645 RI, MS, HE C15H26O 

1658 / 1659 0,22 
-cadinol (-c) + cis-calaménèn-10-
ol (c-c) 

1666 (-c) 
1653 (-c), 

1661 (c-c) (f) 
RI, MS 

C15H26O (-c)/ 
C15H22O (c-c) 

1668 0,08 trans-calaménèn-10-ol 
 

1669 (f) RI, MS C15H22O  

1676 1,33 cadalène 1635 1677 (f) RI, MS C15H18 

1699 0,05 amorpha-4,9-dièn-2-ol 
 

1679 (m) RI, MS C15H24O 

1704 / 1705 0,13 NI + 10-norcalaménèn-10-one   1677 (n) RI, MS C14H18O 

Total composés 
identifiés 

94,78           

Non identifiés > 0,1 % 
     

1491 0,37 NI (M = 218) 
     

1579 0,27 NI (M = 218) 
     

1603 0,11 NI (M = 220) 
     

1651 0,12 NI (M = 220)      
1732 0,16 NI (M = 220)         
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 (1) IK : indice de rétention ou indice de Kovats calculé  à partir d'un mélange de n-alcanes de C8 à C20 sur colonne VF-5ms ; (2) 

Pourcentage relatif obtenu à partir de l'aire des pics ; (3) Composition donnée dans l'ordre d'élution sur colonne VF-5ms, m: 

mélange, NI: non identifié ; (4) (Courtois et al., 2009), colonne DB-5ms ; (5) Sauf indication d'une autre référence ; (6) RI: indice de 

rétention (Kovats), MS: spectrométrie de masse, S: comparaison avec une injection de standard commercial, HE: comparaison 

avec une injection d'huile essentielle commerciale de composition connue. 

* Isomère non déterminé 

Références :  (a) (Amparo Blasquez et al., 2003), colonne DB-5 ; (b) (Jordan et al., 2003), colonne HP-5; (c) (Gallori et al., 2001), 

colonne HP-5 ; (d) (Juliani et al., 2004), colonne HP-5ms ; (e) (Gauvin and Smadja, 2005), colonne HP-5ms ; (f) (Adams et al., 

2005), colonne DB-5 ; (g) (Schwob et al., 2004), colonne DB-5 ; (h) (Hazzit et al., 2006), colonne HP-5ms ; (i) (Asuming et al., 

2005), colonne HP-5ms; (j) (Adams, 2000), colonne DB-5  ; (k) (Velickovic et al., 2002), colonne HP-5; (l) (Su et al., 2006), 

colonne DB-5 ; (m) (Stojkovic et al., 2009), colonne DB-5 ; (n) (Silva et al., 2009a), colonne DB-5.
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Annexe 14 : Spectre de RMN 1H de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) Ronse (lot 2) dans le CDCl3 

HE_OC_PHI19_PROTON_01.ESP

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

N
o
rm

a
li
z
e
d
 I
n
te

n
s
it
y

9
.4

5

6
.7

2

5
.0

1 4
.8

3

1
.6

5

1
.3

5
1
.2

9
1
.1

6
1
.0

7
0
.8

8
0
.8

6
0
.8

5
0
.6

3

 



 

272 

Annexe 15 : Spectre de RMN 1H de la fraction F14 obtenue { partir de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus (Linden) Ronse (lot 2) et 

composée de -copaèn-4--ol (spectre dans le CDCl3) 
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Annexe 16 : Spectre de RMN 1H de l’-humulène (standard commercial) dans le CDCl3 
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Annexe 17 : Spectre de RMN 1H de l’-copaène (standard commercial) dans le CDCl3 
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Annexe 18 : Spectre de RMN 1H du myrténal (standard commercial) dans le CDCl3 
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Annexe 19 : Spectre RMN 1H du trans-pinocarvéol (standard commercial) dans le CDCl3 
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Annexe 20 : Spectre RMN 1H du viridiflorol dans la fraction F12 (38 % selon l’analyse GC/MS, et 23 % de -copaèn-4--ol) dans le CDCl3 
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Annexe 21 : Comparaison des chromatogrammes (normalisés) obtenus pour les deux lots d’huile essentielle d’Otacanthus azureus 

(Linden) Ronse : lot 1 PSN43 (mars 2007) et lot 2 Phi19 (mars 2008) : chromatogramme complet et focalisation sur la zone des 

monoterpènes. 

 

 

 

       Monoterpènes 

 

Sesquiterpènes 
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Monoterpènes hydrocarbonés 

 

Monoterpènes oxygénés 
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Annexe 22 : Chromatogrammes obtenus pour les huiles essentielles soumises { l’analyse en composantes principales, classés par 

catégories. 

1. Chromatogrammes obtenus pour les huiles inhibant la croissance de C. albicans in vitro 
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2. Chromatogrammes obtenus pour les huiles situées dans la partie supérieure du graphique des individus (“score plot”)  
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3. Chromatogrammes obtenus pour les huiles situées le long de l’axe de la première composante principale, à droite du graphique 
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Annexe 23 : Analyses GC/MS des fractions obtenues par chromatographie de l’huile essentielle d’Otacanthus azureus sur colonne de 

silice (AgNO3 1%, élution par un gradient hexane / dichlorométhane / acide acétique 2 %) après rassemblement.  

La fraction F1 n’est pas représentée car non significative (aucun composé). Les numéros des fractions sont indiqués en haut à droite (OCF2 : Otacanthus caeruleus 

fraction 2). Le premier chromatogramme représente celui de l’huile essentielle d’O. azureus (syn. caeruleus) 
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