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INTRODUCTION

Dans le monde, en particulier en Afrique subsaharienne, plus de 80% de la population
apprécient les vertus thérapeutiques des plantes pour leurs besoins médicaux (OMS, 2013 ;
Ake, 2011 ; Rhattas et al., 2016 ; Jamila, 2018). En effet, le pouvoir thérapeutique des plantes
était connu par nos ancétres et transmis de géneration en génération de facon empirique (Ake,
1988 ; Nacoulma, 1996). Cet engouement pour les plantes médicinales s’explique par les
difficultés d’ordre socio-économique liées a la pauvreté de la population, au codt élevé des
médicaments conventionnels et a I’insuffisance des infrastructures sanitaires dans les zones
rurales (Sanogo, 2006). Il s’explique également par des habitudes socio-culturelles des
populations et par la résistance de plus en plus élevée de certains agents pathogénes aux
médicaments modernes (Riviere et al., 2005 ; Kouadio, 2013 ; Fankam et al., 2014). Ainsi, le
développement de I’utilisation des connaissances sur les especes végétales médicinales pour
traiter diverses maladies telles que le paludisme, les hémorroides, I’hypertension artérielle, les
diarrhées, les maladies cardiaques, le rhume, la toux, la tuberculose et ’ulcére de Buruli, est
fréquent dans bon nombre de pays (Bouquet & Debray, 1974 ; Adjanohoun & Aké, 1985 ; Aké,
2011 ; Betti, 2011 ; Konan et al., 2019 ; Gnaoré et al., 2020). Aujourd'hui, les traitements a
base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des antibiotiques (considérés comme
la solution quasi universelle aux infections graves) présentent des limites (Andrew, 2021). De
plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se tournent
vers des soins moins agressifs pour I'organisme. On estime que 10 a 20% des hospitalisations
sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques (Andrew, 2021). Les remedes a
bases de plantes médicinales montrent une certaine efficacité ce qui fait qu’elles sont encore
sollicitées en phytothérapie. En plus, les plantes médicinales renferment de nombreux principes
actifs qui sont issus de leurs métabolismes primaires ou secondaires (Novais, 2004 ; Chaabi,
2008). Par ailleurs, de nombreuses recherches scientifiques ont permis de confirmer les activités
pharmacologiques de certaines espéces végétales utilisées traditionnellement (Pousset, 2006 ;
Aké, 2011). Ainsi, la recherche de principes actifs extraits des plantes est d’une importance
capitale, car elle permet la mise au point de médicaments essentiels. On peut citer comme
exemples, la tubocurarine, le relaxant musculaire le plus puissant qui dérive du curare
(Menispermaceae) et la morphine I’analgésique puissant, tirée du Papaver somniferum
(Papaveraceae). D'autres anesthésiants proviennent des plantes : la cocaine par exemple, est
tirée du coca (Erythroxylaceae) (Andrew, 2021). Aujourd'hui, Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) «
arbre aux mille écus », une des plantes médicinales les plus anciennes, favorise la circulation

du sang et est aussi utilisée dans I’industrie pharmaceutique (Andrew, 2017).
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Il est difficile d'imaginer le monde sans la quinine (dérivée du genre Cinchona), qui est
employée contre le paludisme, sans la digoxine (du genre Digitalis), qui soigne le cceur, ou
encore I'éphédrine (du genre Ephedra), qui soigne 1’asthme, 1’obésité et les rhumes (Andrew,
2021). Malgré les nombreuses vertus des plantes et leurs usages courants comme remedes par
les populations, fort est de reconnaitre que la méconnaissance des compositions chimiques
entraine régulierement les intoxications pouvant conduire la mort. Face a ces accidents, il
s’impose d’¢lucider la composition chimique des espéces végétales les plus employées comme
remedes contre les affections de la population. Le présent travail a pour objectif général de
contribuer a la valorisation des constituants chimiques des feuilles de Turraea heterophylla par
la détermination de sa composition chimique. De fagon spécifique il s’agira :

- de mettre en évidence les métabolites secondaires présents dans les extraits des feuilles ;

- de doser certains métabolites secondaires mis en évidence ;

- de déterminer les structures de certains métabolites secondaires ;

- d’évaluer la toxicité aigué, les activités antibactériennes in vitro et antioxydantes.

Ce document, qui présente les travaux réalisés et les résultats obtenus, est structuré autour de
trois grands chapitres. Le premier charpitre traite de la revue bibliographique. Ensuite, le
deuxiéme chapitre est consacré a la description du matériel et des méthodes utilisés pour la
réalisation du travail. Enfin, le troisiéme chapitre présente les résultats obtenus assortis d’une
discussion. Le mémoire se termine par une conclusion générale et quelques perspectives de

développement du theme de recherche.



PARTIE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I :
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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Ce premier chapitre est consacré a la revue bibliographie sur les plantes médicinales, les
métabolites secondaires des plantes, les techniques de détermination structurale, les bactéries
utilisees et la plante investiguée. Quelques informations sur la toxicité aigué et les

antioxydants y sont exposées.

I.1. PLANTES MEDICINALES

1.1.1. Définition

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie
qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine, etc.) peut étre employée dans le but de se
soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7 000 ans avant notre ére par les hommes et sont
a la base de la phytothérapie. Leur efficacité reléve de leurs composés, tres nombreux et tres
variés en fonction des espéces, qui sont autant de principes actifs différents (Andrey, 2017).
La phytothérapie vient du grec et signifie « soigner par les plantes ». Elle repose en partie sur
des pratiques traditionnelles, fondée sur I’utilisation ancestrale et/ou locale des plantes. Les
plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces composés actifs ont souvent été étudiés
et reproduits chimiquement pour étre incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments
(Andrey, 2017).

Par ailleurs, la pharmacopeée francaise, définit les plantes médicinales comme des drogues
végétales qui peuvent étre utilisées entieres ou sous forme d'une partie de plante et qui
possedent des propriétés médicamenteuses (Chevallier & Crouzet-Segarra, 2004).

1.1.2. Importance socio-économique des plantes médicinales

Malgre I’urbanisation, les populations continuent de se soigner avec les plantes médicinales.
A travers les villes ivoiriennes, on rencontre plusieurs points de vente de plantes médicinales :
dans les marchés, dans les arteres et des vendeurs ambulants. De plus en plus, la vente des
plantes médicinales s’organise et s’améliore pour faire face aux exigences du marché. Les
plantes médicinales ont une importance économique, car leur commercialisation constitue une
activité lucrative. En effet, une étude menée au Burkina-Faso en 2003, a estimé la
consommation par personne et par an & environ 480 g pour une valeur d’environ 2200F CFA
par personne (Banque mondiale-PROMETRA-Burkina-Faso-2003). De plus, le marche
mondial de médicaments traditionnels a base de plantes est actuellement estimé a 60 milliards
de dollars US (Sanogo, 2006).


https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-espece-2261/
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1.1.3. Présentation de la plante étudiée
La plante étudiée appartient & la famille des Meliaceae et au genre Turraea.

1.1.3.1. Famille des Meliaceae
La famille des Meliaceae est répandue dans les régions tropicales du monde entier, avec
quelques especes se trouvant en zones plus tempérées (Mabberley et al., 2007 ; Mabberley,
2011 ; Chase & Reveal, 2016).

1.1.3.2. Description botanique des Meliaceae
La famille des Meliaceae comprend des arbres et des arbustes dicotylédones. Elle comprend
environ 53 genres et 600 especes d’origine tropicale (ATIBT, 2016). Les principaux genres
sont Aglaia (100 especes), Trichilia (65 espéces), Turraea (65 especes), Dysoxylum (61
especes) et Toona (12 especes) (Chase & Reveal, 2009). Les feuilles sont souvent alternes,
composées pennées sans stipules. Quelques espéces sont a feuilles caduques, perdant leur
feuillage soit en saison des pluies, soit pendant la saison séche. Cette famille renferme des
plantes sempervirentes. Leurs fleurs actinomorphes sont de petites tailles renfermant jusqu’a
4-5 sépales et des péetales au nombre de 3 a 7. Les étamines au nombre de 8 a 10 sont souvent
soudées en tube. L’ovaire supere comprend 2 a 6 péricarpes. Ces fleurs sont en général
unisexuées. La famille des Meliaceae renferme les plantes monoiques et dioiques. La présence
de staminodes ou phyllodes leur donne parfois un aspect de fleurs bisexuées. Les
inflorescences sont variées en genéral cymes ou grappes, parfois épis. Les fruits sont
généralement des capsules, des drupes ou des baies. Les graines des Meliaceae sont
disséminées par le vent, les animaux et les oiseaux. Les especes a petites graines ailées
anémochores (dispersées par le vent) sont en général héliophiles (aiment la lumiére) et celles
a plus grosses graines non ailées avec ou sans arille (pulpe colorée enrobant la graine)
disséminées par les animaux (zoophores) sont sciaphiles (aiment I’ombre du sous-bois).
L’activité biologique des plantes de cette famille est aussi d0 aux limonoides, un groupe de
composés terpénoides (Yu & Wang, 2005 ; Wang et al., 2011). Ainsi la structure chimique

d’un limonoide est présentée dans la figure 1.
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Figure 1 : Structure chimique d’une limonine (Manners, 2003)

1.1.3.3. Quelques utilisations traditionnelles des Meliaceae

En Afrique subsaharienne, les Meliaceae sont utilisées pour le traitement des maux d’estomac,
la toux, des douleurs dorsales, de la fiévre, des troubles rénaux, des rhumatismes, la diarrhée
muqueuse, des maladies cardiaques (Mulholland et al., 2000 ; Aké, 2011), la fievre typhoide
(Konaté et al., 2011), le paludisme (Mpondo et al., 2017), les maladies vénériennes, comme
remeéde anthelminthique et téniacide (Olayinka et al., 1992 ; lwu, 1993) et la trypanosomiase
bovine (Noudeke et al., 2017). Elle est également utilisée contre 1’empoisonnement,
I’hépatite, I’hypertension artérielle, les infections de la peau et les infections buccales
(Kouitcheu et al., 2017). Les Meliaceae sont percues comme anti-inflammatoire dans la
médecine traditionnelle (Weber et al., 2009 ; Mbaye et al., 2013). De plus, les Meliaceae sont
aussi connues pour leurs propriétés bactéricides, fortifiante sur la gencive,
immunostimulantes, anti-inflammatoires, fébrifuges, fongicides, antivirales, antidiabétiques,
vulnéraires, vermifuges, antipaludéennes et contraceptives (Ermel et al., 1986 ; Roger, 1992 ;
Ouayogode, 2021).

1.1.3.4. Travaux antérieurs sur la famille des Meliaceae

1.1.3.4.1. Composition chimique des Meliaceae
Des études antérieures ont mentionné la présence d’alcaloides, de triterpénoides, de
saponosides, de flavonoides, de polyphénols, de stéroides, de coumarines et généralement de
limonoides (tétranortriterpénoides) dans la famille des Meliaceae (Tan & Luo, 2011 ; Boua et
al., 2013). En effet, certains triterpénoides tels que 1’acide oléanolique, 1’acide oléanonique,
I’acide 3-épi-oléanolique, I’acide 3,11-dioxooléan-12-en-28-oique, le melliférone et 1’acide
3-0x0-11,13 (18) oléandién-28-oique ont été identifies des extraits méthanoliques des graines

et des écorces de tige d’Ekebergia capensis (Murata et al., 2008).
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En plus, les coumarines comme 1’ekersenine, le 4,6-diméthoxy-5-méthylcoumarine, le 7-
hydroxy-6-méthoxycoumarine et les prégnanes: ékeberine A, ékeberine B et (2)-
volkendousine ont été isolés de cette méme espece (Sewram et al., 2000). Les structures de

ces composeés sont représentées dans la figure 2.
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. CyrHse04
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CapH3403 or C11H100, 4,6-diméthoxy-5-méthylcoumarine
Ekeberine B C23H3403 Ekersenine

(2) -volkendousine

Figure 2 : Triterpénoides et coumarines isolés des extraits méthanoliques des graines et des
écorces de tige d’Ekebergia capensis (Sewram et al., 2000 ; Murata et al., 2008)

Taylor & Taylor (1984) et Mulholland et al. (1998) ont isolé respectivement des extraits
méthanoliques de I’écorce et des feuilles d’Ekebergia pterophylla les composés qui sont :
’acide atrarique, le f-amyrine, le B-amyrone, le B-sitostérylacétate, le B-sitostérol, le lupéol,
le ptérophylline 1 et le ptérophylline 2. Les structures de ses composeés sont représentées dans
la figure 3.
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Figure 3 : Composés isolés des extraits méthanoliques des feuilles d’Ekebergia
pterophylla (Taylor & Taylor,1984 ; Mulholland et al., 1998)

La rohitukine (un alcaloide) a été isolée des feuilles et des tiges d ’Amoora rohituka (Harmon
et al., 1979). Ce méme composé est isolé des feuilles et des fruits de Dysoxylum
binectariferum par Mohana et al. (2014) et Mahajan et al. (2015). L’étude chimique des
racines d’Entandrophragma congoénse (Meliaceae) a conduit a I’isolement de deux nouveaux
triterpénes 3,4-seco-tirucallane qui sont les acides séco-tiaminiques B et C (Yakusu et al.,
2018). En outre, les limonoides et les composés tels que 1’obacunone, le nomiline, le
désacétylnomiline, 1’isoobacunoate de méthyle, 1’ichangensine, le désacétylnomilinate de
méthyle et ’isoobacunoate de méthyle ont été isolés des écorces de racine de C. tabularis
(Manners et al., 2003). A partir de cette espece, Nakatani et al. (2004) ont identifié six
nouveaux limonoides phragmalins tabulaline et tabulalides (A-E) des écorces de racine de C.
tabularis. Les molécules 3a,7a-didéacétylkhivorine, le la,3a,7a-trideacétylkhivorine, le
khayanone, le 1-O-acétylkhayanolide B, le khayanolide B, le khayanolide E, le 1-O-
désacétylkhayanolide E et le 6-déshydroxylactone ont été isolés des feuilles de Khaya
senegalensis (Zhang et al., 2007). De plus, deux flavonoides dimeéres ainsi que le 2,6-
dihydroxy-p-benzoquinone, le B-sitostérol, le 3-Oglucose-B-sitostérol et la catéchine ont été
isolés de I’extrait des écorces de tige de Khaya senegaleneis (Kayser et al., 2001). Deux
nouveaux triterpénoides (aglinone et aglinine E), le 3-épiocotillol, 1’aglinine A, 1’acide

eichlérianique ; les triterpénoides, I’argentine A, 1’argentine B, le dammar-24-én-3a-ol,
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le 3-épi-cabraleahydroxy lactone, le 25-hydroperoxydammar-23-én-3p,20-diol, I’acide
eichlériianique et le dammar-24-en-3a,20-diol ont été isolés de I'extrait méthanolique des
écorces de tige d'Aglaia argentea (Kindi et al., 2017). Par ailleurs, trois nouveaux
triterpénoides de type limonoide tels que : toonasine A, toonasine B et toonasine C ont été
identifiés des écorces de Toona sinensis (Qian et al., 2016). Notons qu’un diterpénoide du

nom de Gossweilone a été aussi isolé de cette espece (Xu et al., 2011).

1.1.3.4.2. Activités biologiques des Meliaceae
Les travaux antérieurs sur les Meliaceae ont établi un large éventail d'activités biologiques.
Les Meliaceae sont employées comme insecticides, bactéricides, antiviraux,
antisplasmodiques et antibactériennes (Chong et al., 2008 ; Ogni et al., 2014 ; Soha et al.,
2019). Les limonoides appartenant a la famille des Meliaceae auraient une activité
antimicrobienne (Joosten & Veen, 2011) et antifongique (Govindachari et al., 2000 ;
Abdelgaleil & EI-Aswad, 2005). En outre, Mane. (2012) et Ishaq et al. (2014) ont montré que
I’extrait éthanolique des écorces de la plante Khaya senegalensis a une activité antioxydante
assurant une bonne protection gastrique. En plus, P’extrait aqueux des feuilles de Khaya
senegalensis est un potentiel antioxydant et antibactérien contre Staphylococcus aureus et
Bacillus cereus (Konaté et al., 2011) et présente également un effet médical dans la réduction
de la glycémie (Kalman et al., 2013). Par ailleurs, les extraits dichlorométhanique et
méthanolique des écorces de tige d'Entandrophragma angolense, sur la souche résistante a la
chloroquine W2 de Plasmodium falciparum ont montré une activité inhibitrice, avec des Cl 5o

de 2 et 5,4 pug/ml respectivement (Bickii et al., 2006).

1.1.3.5. Présentation du genre Turraea
Le genre Turraea comprend environ 60 a 70 especes d'arbustes qu’on retrouve en Afrique

(Jensen et al., 2017), a Madagascar et aux Comores. On trouve une seule espece (Turraea
pubescens Enfe.) en Asie et en Australie (Mabberley et al., 1995 ; Chase & Reveal, 2016). Le
genre Turraea est riche en limonoides (Tan & Luo, 2011). Turraea est reconnaissable dans la
famille des Meliaceae par ses feuilles simples spiralées, ses fleurs a étamines totalement
soudées, un réceptacle pollinique et son fruit a capsule déhiscente possédant une graine portant

un arille (Randrianarivony et al., 2017).

10
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1.1.3.6. Quelques utilisations traditionnelles des Turraea
Il existe environ 11 especes du genre d’origine qui poussent en Afrique, dont certaines ont été
utilisées traditionnellement pour traiter diverses maladies telles que la toux, la diarrhée et les
douleurs d'estomac (Kokwaro, 2009 ; Kamatenesi et al., 2011). Certaines especes du genre
Turraea sont employées comme remeédes traditionnels. En effet, selon Mulholland &Taylor,
(1988), la décoction d'ecorces de racine de Turraea nilotica est utilisée pour traiter des
troubles gastriques. Turraea floribunda est utilisée comme émeétique et purgatif selon
Ndung’u et al. (2004). Quant a Turraea robusta, elle entre dans le traitement du paludisme, la
diarrhée et les malaises gastro-intestinaux (Rajab et al., 1988). Les feuilles de cette méme
plante sont souvent consommées comme antidote a I'empoisonnement (Gathirwa et al., 2008 ;
Kokwaro, 2009). La plante Turraea vogelii soigne également des douleurs du ventre et des

vers intestinaux (Rasamison et al., 2014).

1.1.3.7. Travaux antérieurs sur le genre Turraea

1.1.3.7.1. Composition chimique des Turraea
Des limonoides et triterpénoides ont été isolés du genre Turraea. En effet, Mulholland &
Taylor (1988) ont isolé plusieurs composés dont 1’azadirone, le 12a-acétoxy-7-
déacétylazadirone, le mzikonone, le 11a,3a-diacétyl-7a- tigloylvilasinine et le hispidol A des
feuilles, des racines et des écorces de tige de Turraea nilotica. Les protolimonoides tels que le
niloticine, le piscidinol A, I’hispidol B, le toonapubesine F, le nilotine, le B-sitostéerol, 1’oxo-
B-sitostérol, le stigmastérol, 1’oxo-stigmastérol, le niloticine acétate et le piscidinol A diacétate
ont été également isolés des racines et des écorces de tige de Turraea nilotica (Bentley et
al.,1995). On retrouve chez ces plantes, les composés glycosides tels que 1’acétate sitostérol-
3-O-D-glucopyranoside et ’acétate de stigmastérol-3-O-D-glucopyranoside (Zhao et al.,
1989 ; Jares et al., 1990 ; Kojima et al.,1990). Les structures de ces composes sont

représentées dans les figures 4 et 5.

11
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Figure 4 : Limonoides et triterpenoides isolés des feuilles, des racines et des écorces de tige
de Turraea nilotica (Mulholland &Taylor, 1988 ; Bentley et al.,1995)
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Figure 5 : Composés glycosilés isolés des feuilles, des racines et des écorces de tige
Turraea nilotica (Zhao et al.,1989 ; Jares et al., 1990 ; Kojima et al., 1990)
Les travaux réalisés sur les feuilles, les écorces de racine et de tige de Turraea holstii ont
abouti a des limonoides et des triterpénoides nommés : 1la,3a-diacétylvilasinine, 11- épi-
toonaciline, hostinine B, 12a-acétoxynéotrichilénone, 12-oméothylnimbolinine et oxo-f-

sistostérol (Champagne et al., 1992 ; Tan & Luo, 2011). Les structures de ces composés sont

représentées dans la figure 6.
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Figure 6 : Composés isolés des feuilles, des racines et des écorces de tige de Turraea holstii
(Champagne et al., 1992 ; Tan & Luo, 2011)

Les études phytochimiques des extraits méthanoliques des écorces de racine de Turraea
robusta ont aussi conduit a l'isolement de cing (5) limonoides : mzikonone, mzikonol,

azadirone, 1,2-dihydroazadirone et nimbolinine B, puis des triterpénoides tels que turranolide

13
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et butyrospermol (Rajab et al., 1988 ; Bentley et al., 1992). Les structures de ses composés
sont représentées dans la figure 7.

CogH3805 CygH4005 O Azadirone
mzikonone mzikonol

C3oH500
CsoH3905 C28H100s Butyrospermol
nimbolinine B Turranolide

Figure 7 : Triterpénoides et limonoides isolés des écorces de racine de Turraea robusta
(Rajab et al., 1988 ; Bentley et al.,1992)

A partir des graines et des racines de Turraea parvifolia, ont été isolés les triterpénoides :
turraparvine A, turraparvine B, turraparvine C, 12a-acétoxyazadironolide ,11-épi-
hydroxytoonacilide, 11-épi-23-hydroxytoonacilide et des limonoides qui sont : mzikonone ;
la-acétyl-3a-propionylvilasinine ; 1o,3a-diacétyl-7a-tigloyvilasinine et 12a-acétoxy-1,2-
dihydroazadirone (Cheplogoi & Mulholland, 2003a ; Cheplogoi & Mulholland, 2003b). Les
stuctures de ces composés sont représentées dans la figure 8.
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Figure 8 : Triterpénoides et limonoides isolés des graines et des racines de Turraea
parvifolia (Cheplogoi & Mulholland, 2003a ; Cheplogoi & Mulholland, 2003b)

Ces molécules turraflorine A, turraflorine B, turraflorine C, turraflorine G, turraflorine H et
turraflorine 1 ont été isolées des graines de Turraea floribunda (McFarland et al., 2004). A
partir des écorces de racine de Turraea floribunda, ont été identifiés les
triterpénoides::turraflorine D, turraflorine F, 1a,7a,11B-triacétoxy-4a-carbométhoxy-12a-(2-
méthylpropanoyloxy)-14B,15B-époxyhavanensine, 1a,11p-diacétoxy-4a-carbométhoxy-7a-
hydroxy-12a-(2-méthylpropanoyloxy) -15-oxohavanensine, 28- nor-4a-carbométhoxy-11§-
acétoxy-12a- (2-méthylbutanoyloxy)-14,15- désoxyhavanensin-1,7-diacétate, 28-nor-4a-
carbométhoxy-11p-hydroxy12a-(2-méthylbutanoyloxy-14,15-désoxyhavanensine-1 aceétate,
18-nor-4a-carbométhoxy-11p-acétoxy-12a(2-methylbutanoyloxy)-14,15désoxyhavanensine-
l-acétate, 11p-acétoxy-3,7-diacétyl-4a-carbométhoxy-12-trisobutyryloxy-28-nor-1-tigloyl-

15



PARTIE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

havanensine (Torto et al., 1995 ; Mulholland et al., 1998; McFarland et al., 2004; Ndung‘u et

al., 2004). Les stuctures de ces composés sont représentées dans la figure 9.
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Figure 9 : Limonoides et triterpenoides isolés des graines de Turraea floribunda (Torto et
al., 1995 ; Mulholland et al., 1998 ; Mulholland et al., 1999 ; McFarland et al., 2004)

D’autres limonoides avec des variations structurales ont été isolés et identifiés de 1’extrait
méthanolique des rameaux et des feuilles de Turraea pubescens. Il s’agit entre autres du
mzikonone, turraflorine A, 11- épi-toonaciline, 12a-acétoxy-7-déacétylazadirone, turrapubine
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A-1, nimonol, dihydroniloticine, piscidinol A, turrapubine H, 7-déacétylbruceajavanine B,
dihydrosapeline E acétate, hispidol B, mesendanine T, mesendanine U, turrapubesols A-C,
bourjotinolone B, grandifoliolenone, hispidone et 3-épisapeline A. A ceux-1a, on peut ajouter
les triterpénoides isolés tels que 11-epi-23-hydroxytoonacilide, 23,3,5p-trihydroxyprégn-20-
én-6-one, 3B-hydroxy-5a-prégn-7,20-dién-6-one,  3B-acétoxy-5a-prégn-7,20-dien-6-one,
turrapubesine C, D-G, acide turrapubesique A, Cyperusol C, turranine A-E (Wang et al.,
2008 ; Wang et al., 2011 ; Yuan et al., 2013). Les stuctures de ces composés sont représentées

dans les figures 10 et 11.
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Figure 10 : Protolimonoides et Triterpénoides isolés des feuilles de Turraea pubescens
(Wang et al., 2006 ; Wang et al., 2008 ; Yuan et al., 2013).
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Figure 11 : Protolimonoides et Triterpénoides isolés des feuilles de Turraea pubescens
(Wang et al.,2007 ; Wang et al., 2011 ; Yuan et al., 2013)

Selon I’espéce, les limonoides peuvent étre dominant soit dans les feuilles, les graines, les
racines ou les écorces de tronc. Turraea holstii fait partir des especes ou les racines et les
écorces de tronc sont tres riches en limonoides .En effet, plusieurs molécules de cette famille
ont été isolés de ces organes: la,3a-diacétylvilasinine, 11-épi-toonaciline, 11pB,120-
diacetoxycedrelone,12-Ométhylnimbolinine, 12a-acétoxyneotrichilénone,12a-acétoxy-7-
acétyl-1,2-dihydronéotrichilénone,12a-acétoxy-1,2-dihydronéotrichilénone, 1 13-acétoxy-7-
acétoxy-12a-hydroxy-1,2-dihydronéotrichilénone et puis des triterpénoides tels que
18
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holstinone A, holstinone B et holstinone C (Mulholland et al., 1998 ; Mulholland et al.,1999).
Les stuctures de ces composes sont représentées dans la figure 12.
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Figure 12 : Limonoides et triterpénoides isolés des écorces de racine et de tige de Turraea
holstii (Mulholland et al., 1998 ; Mulholland et al.,1999)

Concernant Turraea obtusifolia, ce sont plutot les graines qui sont riches en limonoides. De
ces graines, Fraser et al. (1995) et Sarker et al. (1997) été isolés prieurianine, rohitukine

rubrine E et villostérol. Les structures de ces composés sont représentées dans la figure 13.
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Figure 13 : Protolimonoides et Triterpénoides isolés des graines de Turraea obtusifolia
(Fraser et al., 1995 ; Sarker et al., 1997 ; Mulholland et al., 1998 ; Mulholland et al., 1999)

Au niveau de Turraea wakefieldii, ce sont plut6t les écorces de racine qui ont permis d’isoler
des limonoides et des triterpénoides : 11B,12a-diacétoxy-époxynéotecleanine ; 113,120-
diacétoxynéotecleanine ;  7a,12a-diacétoxy-11p-hydroxynéotecleanine ;7a,12a-diacétoxy-
epoxyhydroxynéotecleanine ; 11p,12a-diacétoxy-14-p,15B-époxynéotecleanine, 1a-acétoxy-
3a-propanoyloxyvilasinine et 11B,12a-diacétoxy-1-déoxo-14p3,15B-époxy-3p-hydroxy-2-
oxo-néotecleanine (Ndung‘u et al., 2003 ; Ndung‘u et al., 2004). C’est le méme constat avec
Turraea mombassana ou on a isolé plusieurs limonoides tels que le 12a-acétoxy-7-
déacétylazadirone, le mombasol et le mombasone (Adul et al., 1993 ; Owino et al., 2008. Les

structures de ces composés sont représentées dans la figure 14.
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Figure 14 : Limonoides et triterpenoides isolés des écorces de racine de Turraea wakefieldii
et de Turraea mombassana ( Ndung‘u et al., 2004 ; Owino et al., 2008)

D’autres stéroides qui ne sont pas du type limonoides, ont aussi été isolés de nombreuses
espéces du geure Turraea. C’est le cas de I’acide turranoique et de la turraénine, tous deux de
structures nouvelles, isolées de Turraea vogelii (Rasamison et al., 2014). Les structures de

ces composés sont représentées dans la figure 15.
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C30H4603 _ CaoHagOs . CaoHsgOs
Acide turranoique Acide triptocallique Acide esculentoique

COOH

CsgHg3NOg
Turraenine

Figure 15 : Triterpenoides isolés des feuilles de Turraea vogelii (Rasamison et al., 2014)

Les limonoides tels que : mzikonone, 12a-acétoxy-7-désacétylazadirone et la, 120 -
diacétoxy-7-désacétyl-1,2-dihydro-3a-hydroxyazadirone ont été isolés des écorces de racine
de Turraea cornucopia (Owino et al., 2008). Les structures de ces composés sont représentées

dans la figure 16.

~ CaoHgO7
CogHsg0s Lo, 120—diacetoxy- 7-déacétyl-1,2- ~ CygHae0s _
mzikonone dihydro-3a-hydroxyazadirone 12a-acétoxy-7-déacétylazadirone

Figure 16 : Limonoides isolés des écorces de racine de Turraea cornucopia
(Owino et al., 2008)

1.1.3.7.2. Activités biologiques des Turraea
L'extrait méthanolique des écorces de racine de Turraea robusta a des activités
antiplasmodiales avec une toxicité (DLso) orale supérieure & 5000 mg / kg de poids corporel)
(Irungu et al., 2007 ; Gathirwa et al., 2008).
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Les extraits méthanoliques de Turraea nilotica et de Turraea robusta (Glirke) ont été testés
sur les souches de Plasmodium falciparum sensibles et résistantes a la chloroquine (Irungu et
al., 2007). L’extrait au chloroforme des feuilles de Turraea vogelii Hook f. a montré une
activité cytotoxique sur les cellules de leucémie myéloide chronique K-562 (Clso=14,27
ug/mL). Tandis que les extraits de chloroforme, d'acétate d'éthyle et de méthanol de la tige de
la plante ont inhibé la croissance de ces mémes cellules K-562 avec Clso de 19,50 ; 24,10 et
85,40 pg / mL respectivement (Irungu et al., 2015). Un extrait brut éthanolique des feuilles
d'une espece de Turraea de Madagascar a été sélectionné pour enquéte car il a démontré une
activité antiplasmodiale in vitro a 3,9 pg / mL contre la souche résistante a la chloroquine FC-
M29 de Plasmodium falciparum lors d’un dépistage préliminaire. Des extraits d'acétate
d'éthyle et de méthanol de feuilles de Turraea vogelli ont montré des activités cytotoxiques
sur le carcinome leucémique (K-562) avec Clso de 85,00 pg / mL et 85,22 pg / mL de CMI
(Hamid et al., 2015).

1.1.3.8. Présentation de I’espéce Turraea heterophylla (Smith)
Turraea heterophylla (Figure 17) est une espece qui pousse dans les foréts tropicales et les
savanes. En Céte d’Ivoire, on la retrouve dans les foréts de 1’ouest, plus précisément dans la
région de Daloa. Cette espece est également retrouvée dans la région de savane (Bouaké et
Korhogo). L’espece est connue en Cote d’Ivoire sous diverses appelations selon les langues
régionales : Kplélé (Baoulé), Nonéme bouki (Bété), N’zan flélem (Senoufo), Yoého n’drou

(Guéré), Loman so (Gagou).
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Figure 17 : Photographie de Turraea heterophylla Smith (Meliaceae), Source : Kouadio

(2022)
1.1.3.8.1. Description botanique
Classification APG Il (Arbonnier, 2009)
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Santalales

Famille : Meliaceae

Genre : Turraea

Espece : heterophylla
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Turraea heterophylla appartient a la famille des Meliaceae. Elle comprend environ 53 genres
et 600 espéces d’arbres et d’arbustes, originaires des régions tropicales (ATIBT, 2016). La
plupart des membres de la famille ont de grandes feuilles composées, avec des folioles
disposées en forme de plume et des grappes de fleurs ramifiées. Turraea heterophylla est un
arbuste bas glabre en forét et en savane pouvant atteindre 1,2 m. Les nervures latérales
courbées, atteignent la marge de la feuille. Les fleurs tres nombreuses, petites, blanchatres
sont des panicules groupées aux extrémités des rameaux sans epines. Les étamines sont trois
a quatre fois plus nombreuses que les pétales. Les fruits arrondis, deviennent rouges lorsqu’ils

sont matures. Le fruit est charnu et coloré avec une capsule coriace (Bouquet & Debray, 1974).

1.1.3.8.2. Utilisations traditionnelles de Turraea heterophylla
Turraea heterophylla, est tres utilisée traditionnellement en thérapie depuis de nombreuses
annees. Cette plante est utilisée pour soigner diverses maladies. En effet, en Cote d'lvoire, la
décoction de la pulpe racinaire de cette plante est prise en lavement pour lutter contre la
trypanosomiase (Bouquet & Debray, 1974) et comme aphrodisiaque (Boua et al., 2013). Selon
Cek et al. (2007), cet aphrodisiaque améliore le comportement sexuel en stimulant la
production de la testostérone, ce qui rehausse la libido chez I’homme. En outre, I’extrait des
écorces de racine est pris comme tonifiant contre les troubles gastriques. Le jus de la pulpe de
I'écorce est utilisé comme gouttes nasales pour les yeux et la pulpe des feuilles est utilisée
comme une lotion pour la peau. Le jus des feuilles est aussi pris comme gouttes nassales pour
les yeux (N'guessan et al., 2009a). En médecine traditionnelle, certains organes de la plante
telles que les feuilles, les écorces, les racines sont utilisées dans le traitement d’affections
courantes comme la fiévre typhoide, les diarrhées, le paludisme, la bronchite et I’hypofertilité
(N’guessan et al.,2009b). De méme, une décoction de pointes de feuilles est utilisée comme
boisson ou pour les bains de fievre par les Anyis (Cote d’Ivoire) (N’guessan et al., 2009b).
Les travaux menés par Tra Bi (1997) et Opa (2003) ont montré que Turraea heterophylla est
utilisée sous forme de cure-dents par les guérisseurs pour soigner I’infection sexuelle (L.S).
En Afrique, le décocte des racines est utilisé en application sur la peau pour la fievre (Bouquet
& Debray, 1974). En plus, les feuilles sont considérées comme une valeur médicinale
considérable et aussi utilisées pour les golts amers mis dans les rhums pour traiter

I'impuissance sexuel (Irvine, 1961).
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Par ailleurs, des travaux menés par Singh et al. (2012), ont attesté son effet aphrodisiaque en

association avec la tige, les écorces de racine et les graines.

1.1.3.8.3. Travaux antérieurs sur Turraea heterophylla

1.1.3.8.3.1. Etudes phytochimiques antérieurs sur Turraea heterophylla
Dans la littérature, les travaux réalisés sur Turraea heterophylla par Boua et al. (2013) en
Cote d’Ivoire et Akrofi (2011) au Ghana font mention de la composition chimique. En effet,
par des tests de caractérisations des CCM avec des révélateurs appropries sur 1’extrait
méthanolique de T. héterophylla, Boua et al. (2013) ont identifié les stérols, les terpénes, les
alcaloides, les coumarines, les sucres réducteurs, les polyphénols, les saponosides stéroides et
les protéines. Quant aux travaux d'Akrofi (2011) sur les extraits méthanolique et
dichlorométhanique des écorces de racine, ils indiquent que I’espece renferme des tanins, des
saponines, des terpénes, des stéroides et environ huit limonoides différents. En plus, plusieurs
molécules y ont été isolées et identifiées dont les limonoides nommés le rohituka-7,

I'obacunone et un diterpénoide nommé margocinine (Figure 18)

Co1H2g04
Margocinine

C35H44013 CasH3007
Rohituka Obacunone

Figure 18 : Structures de quelques composés isolés des écorces de racine de Turraea
heterophylla (Akrofi, 2011)

1.1.3.8.3.2. Activités biologiques de Turraea heterophylla

L’incorporation des extraits végétaux de T. heterophylla dans I’alimentation du tilapia O.
niloticus améliore nettement les performances de croissance des alevins comparée a I’aliment
commercial simple couramment utilise en pisciculture (Kophy et al., 2018). Des extraits
méthanolique et dichlorométhanique des écorces de racine de T. heterophylla ont montré une
activité antimicrobienne contre des bactéries Gram positifs et négatifs, notamment,
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa en enregistrant

respectivement une zone d'inhibition (18 mm ; 10 mm et 12 mm) a la concentration de 5
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mg/mL (Akrofi, 2011). Des tests biologiques indiquent que T. heterophylla a non seulement
des propriétés érectiles mais egalement manifeste des effets secondaires négligeables sur la

pression artérielle (Boua et al., 2013).
1.2. METABOLITES SECONDAIRES DES PLANTES

1.2.1. Définition
Les métabolites secondaires sont des composés phytochimiques non directement impliqués dans
les processus vitaux de bases (croissance, la division cellulaire, la respiration, la photosynthése,
reproduction). En effet, les métabolites secondaires (phytophénols) sont synthétisés dans les
especes vegétales en partie en réponse aux pressions écologiques et physiologiques telles que les
attaques d’agents pathogenes et d’insectes, les rayons UV et les blessures (Lincoln & Eduardo,
2006). Contrairement aux métabolites secondaires, les métabolites primaires sont de type de
métabolites qui sont directement impliqués dans la croissance, le développement et la
reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. Ces composés ont généralement une

fonction physiologique dans 1’organisme, c'est-a-dire une fonction intrinseque.

1.2.2. Quelques composés phénoliques des plantes
Les composés phénoliques sont des molécules aromatiques constituées d’un groupement benzéne
(Ce) et au moins d’un hydroxyle (-OH) qui facilitent les substitutions électrophiles. Il existe
environ 4500 composés. Ces composés sont typiques des plantes vasculaires et ont colonisé
I’environnement aérien. Les composés phénoliques comme la lignine font partir des fibres
alimentaires qui ont un réle bénéfique dans le transit intestinal et stimulent la flore bactérienne
(Michael, 2015). La lignine est accumulée dans les structures de conduction de la plante, ce qui
lui confére sa rigidité et une croissance indéfinie. Les polyphénols ont aussi des propriétés
biologiques  trés  marquées; antioxydantes, anticancéreuses, anti-inflammatoires,
antibactériennes et vasodilatatrices (Kéita, 2002). Ils sont fortement répandus dans le régne
végétal. On les rencontre dans les racines, les écorces, les feuilles et les fruits (Pincemail et al.,
2002 ; Fleuriet et al., 2005). On peut nommer quelques composés phénoliques tels que : les acides

phenoliques, les tanins, les quinones, les flavonoides et les coumarines.
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1.2.2.1. Acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des composés non flavoniques et ils sont présents dans les plantes
sous forme combinée. Ils dérivent de 1’acide benzoique et existent sous forme d’ester ou de
glucoside. Les plus fréquents sont les acides hydroxy benzoiques et les hydroxy cinnamiques
(Muanda et al., 2010) (Figure 19).

HO (o) HO (o)
HO (0]
OH
OH OH

Acide benzoique . ,

HO 0 HO.___o
OCH; H,CO~ E “OCHj OH/é\OH
OH o4

HO_ .o

OH
Acide vanilique Acide syringique Acide gallique
@) 0 o
/ / HO /" ou
OH HO OH
HO
Acide cinnamique acide coumarique Acide caféine

Figure 19 : Structures des acides hydroxy benzoiques et hydroxy cinnamiques

1.2.2.2. Tanins
On distingue deux types de tanins : les tanins hydrolysables (gallotanins et ellagitanins) et les
tanins condenseés (procyanidines).

- Les tanins hydrolysables sont des esters d’acide gallique ou d’acide ellargique et de
glucose. Ils sont présents dans 1’écorce, les feuilles et stockés dans des vacuoles. Certains
mammiféres comme les moutons et les antilopes sont sensibles aux tanins (Okuda & Ito, 2011).
En effet, ils ont un pouvoir d’astringence, ils agglomerent les glycoprotéines de la salive qui
lubrifient la langue grace a leurs nombreux groupements hydroxyles qui provoquent le
desséchement de la bouche.

- Les tanins condensés ont des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti

inflammatoires (Okamura et al., 1993). Leur aptitude a piéger les radicaux libres pourrait
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réduire le risque de maladies cardio-vasculaires et de cancers. La figure 20 donne les

tructures de quelques tanins.

Acide ellagique Epigallocatéchine Tanin condensé

Figure 20 : Structures de quelques tanins

1.2.2.3. Quinones et déerivés anthracéniques
Les quinones sont des substances oxygénées issues de 1’oxydation des dérivés
aromatiques et caractérisées par le motif 1,4-dicétocyclohexa-3,5-diénique. Les quinones
naturelles sont des benzoquinones, naphtoquinones, anthraquinones (Figure 21). Les
benzoquinones sont des composés anti-appétants, anti-microbiens, , insecticides et nématicides
et sont souvent les principes actifs des Myrsinaceae qui présentent ce type
d’activités. L’embéline (benzoquinone) posseéde des propriétés anthelminthiques (Ogweno et
al., 2002), et contraceptives (Krishnaswamy & Purushothaman, 1980; Seth et al., 1982).
Cette molécule a, outre ses propriétés contraceptives, des propriétés analgésique,
antiinflammatoire, anti-oxydante, anti-tumorale et anti-bactérienne (Chitra et al., 2003). Les
dérivés anthracéniques sont des hétérosides ayant en commun un noyau
anthracénique de base (Figure 21) (Paris & Haisbielle, 1981). Les dérivés anthracéniques
libres appartiennent au groupe des quinones et ont une action purgative et laxative sur le gros
intestin en provoquant non seulement les contractions des parois intestinales mais en
stimulant également les évacuations fécales environ 10h aprés leur ingurgitation. Ils rendent

les selles plus fluides, facilitant ainsi le transit intestinal (Bruneton, 1999).
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b o dpocs

Benzoquinone Naphtoquinone Anthraguinone Anthracéne

Figure 21 : Structures de quelques quinones et dérivés anthracéniques

1.2.2.4. Flavonoides
Les flavonoides représentent une classe de métabolites largement répandus dans le régne végétal.
Ce sont des pigments des végétaux, qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles (Bors et al., 1998). Le groupe de composés est défini par une
structure en Css, caractérisés par un enchainement de deux noyaux aromatiques A et B liés par
une unité de trois carbones Cs: Ar(A)- Csz- Ar(B) (Figure 22).

i
8
7 9.0 2‘\\1' : 3
Cls
0 10 OH

5 4

Figure 22 : Structure de la Flavan-3-ol

Les différentes classes sont déterminées par le degré d’oxydation de I'unité de liaison, tandis que
les composés de la méme classe sont déterminés par le pont d’hydroxylation ou d’autres
substitutions du noyau A ou B. On distingue les flavonoides au sens strict du terme (Flavones,
Flavonols, Flavanones, Flavanols, Flavanes, Flavan-3-ol, Chalcones, Aurones) et les
isoflavonoides (isoflavones, isoflavanes, isoflavonols, 3-arylcoumarines) (Harbone, 1998). Les
flavonoides sont hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4’ et 7° et sont souvent glycosylées. On
attribue aux flavonoides des propriétés variées: antioxydantes, antiallergiques, anti-
spasmodiques, antibactériennes, hépato-protectrices, cancéro-protectrices et oestrogéniques
(Cowan, 1999 ; Didry et al., 1982 ; Li & Jiang, 2007). Les flavonoides ont également d’autres
fonctions. Ils ont un effet attracteur sur les pollinisateurs et protegent également les plantes des

rayons ultraviolet.

1.2.2.5. Coumarines
Les coumarines sont le point de départ de famille de composés qui se forment par

une ou des substitutions sur le cycle aromatique. Le squelette de base des coumarines est
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constitué de deux cycles accolés de types Cs-Cs. Ce sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que
I’on peut considérer en premiere approximation comme étant des lactones des acides 2-
hydroxy-Z-cinnamiques. Elles constituent une classe importante de composés naturels. Leur
structure se trouve dans environ 150 especes, appartenant a 30 familles de plantes différentes.
Elles donnent une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché (Deiana
et al., 2003 ; Booth et .al.,2004).

Les coumarines possedent des propriétés biologiques trés diverses (antifongique, anti-
microbienne, anti-tumorale, anti-agrégation plaquettaire, inhibitrice de plusieurs enzymes,
anti-virale, anti-inflammatoire, anti-coagulante, diurétique et analgésique), lesquelles varient
selon la substitution sur le cycle benzopyrane (Reddy et al., 2005). Les coumarines sont
utilisées dans la composition de nombreux parfums et pour aromatiser des alcools par exemple

le Zubrowka. Les structures chimiques de quelques coumarines sont réprésentées dans la

figure (Figure 23).
CHj;
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Figure 23 : Structures de quelques coumarines

1.2.3. Quelques composés terpéniques des plantes
Les terpenes sont des molécules a 5 atones de carbone, connu sous le nom d’isoprene, et dont le
précurseur est I’isopentényldiphosphate (IPP). Ce sont 20 lipides synthétisés a partir de I’acétyl-
CoA, ils sont donc des molécules hydrophobes. Il existe 20 000 molécules connues avec comme
motif commun cette base isoprene. Les composés terpéniques sont stockés dans les vacuoles au
niveau des écorces, des épines, des racines ou encore des feuilles (Kéita, 2002 ; Christianson,
2008) ; on en retrouve également dans le latex. Les terpénes sont pour la plupart des anti-
herbivores. Ils ont des effets différents selon la plante, et peuvent provoquer des convulsions, des
allergies de la peau. Ils ont un goQt amer et peuvent également inhiber les micro symbioses de
I’appareil digestif (Bruneton, 1999). En effet, les terpénoides et les stéroides, dérivés des terpénes
sont issus des mémes précurseurs, et formés a partir de l'assemblage d'unités a 5 carbones
ramifiées. Les terpénoides et les stéroides constituent la plus large classe de composés
secondaires. Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques des végétaux puisque le squaléene, le

cholestérol ou encore des sesquiterpénes, des diterpénes, des triterpenes et tétraterpénes se
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rencontrent chez les animaux. Ces hormones proches de la testostérone sont présentes chez
I’homme, chez les animaux ou les végétaux. Les stéroides comprennent le cholestérol, les
hormones sexuelles, les glucocorticoides et I'aldostérone. Ils stimulent la moelle osseuse.
Pendant des décennies, les stéroides ont été le pilier de la thérapie des anémies hypoplasiques
comme celles dues a certaines leucémies ou a I’insuffisante rénale (Basaria et al., 2001).

Ces stéroides ont été largement remplacés dans ce cadre par des hormones protidiques
synthétiques qui stimulent la croissance sélective des précurseurs des cellules sanguines. Ces
hormones sont utilisées pour traiter le retard de croissance des enfants (Ranke. & Bierich, 1986).
En pratique, les hormones stéroidiques de synthése sont utilisés pour plusieurs fins :

- stimulation de I'appétit : préservation et augmentation de la masse musculaire ; des stéroides
ont été donnés a des personnes souffrant de dénutrition chronique dans des situations telles que
le cancer et le sida (Grunfeld et al.,2006).

- induction de la puberté masculine : les androgénes sont donnés a des adolescents de sexe
masculin ayant un retard tres important de puberté. La testostérone est maintenant presque le seul
androgéne utilisé a cette fin et on a montré qu'elle permettait d'augmenter la taille et le poids sans
apport de matiéres grasses excessives chez les garcons ayant un retard pubertaire (Arslanian. &
Suprasongsin, 1997).

- substitution hormonale : pour les hommes avec de faibles niveaux de testostérone et
amélioration de la libido chez les personnes agées de sexe masculin (Nieschlag et al., 1999 ; Shah
et al., 2007 ; Yassin & Saad, 2007).

- adaptation du morphotype : au souhait du patient pour permettre a des individus ressentant
une dysphorie du genre, et qui souhaitent une apparence plus masculine (modification de la voix,
croissance du volume des os et de la masse musculaire, pilosité masculine, augmentation des
niveaux de globules rouges dans le sang et augmentation du volume du clitoris) (Moore et al.,
2003).

Quant aux phytostérols, ils ont une structure semblable a celle due au cholestérol. Contrairement
au cholestérol qui se retrouve uniquement dans les produits d’origine animale, les phytostérols
se retrouvent, pour leur part, en quantité variable dans tous les aliments d’origine végétale. Selon
Shaghaghi et al. (2013) et Abumweis et al. (2014), la consommation de phytostérols serait
bénéfique pour la santé du ceeur en ce sens qu’ils réduisent la concentration de cholestérol total

dans le sang sans diminuer le HDL (le bon cholesteérol).
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Les terpénes contenus dans le latex sont utiles a la plante pour lutter contre les prédateurs. Les
terpenes sont également utiles au développement de la plante :

- les brassinostéroides étant une classe de polyhydroxystéroides, sont reconnue comme la
sixieme classe d’hormones végétales. Ces hormones stimulent la croissance des feuilles, puis
protégent les plantes subissant un stress froid ou la sécheresse (Bajguz, 2007).

- les gibbérellines (diterpénes) sont des hormones vegétales de croissance impliquées dans
beaucoup de réponses de la plante, elles provoquent aussi un allongement de la tige et favorisent
la floraison (Grennan, 2006).

- les caroténoides, quant a eux, sont impliqués dans la photosynthese et donnent I'aspect coloré
des végétaux (carotte, tomate), mais sont aussi précurseurs d'hormones végétales (Phan-Thi &
Wache, 2014).

Comme des flavonoides, les terpenes figurent parmi les composants utilisés parles
consommateurs. Pourtant, celles-ci représentent 10 a 30 % des substances absorbées par
I’organisme a chaque repas. Les terpénes sont des constituants majoritaires des huiles extraites
des végétaux. Elles permettent a la plante de se défendre contre les espéces nuisibles, d’assurer
certaines réactions essentielles a son développement et d’attirer les insectes pollinisateurs (Allard
et al., 2017). Les huiles essentielles ont une fonction de défense contre les herbivores et les
insectes (Margareta, 2017). Les constituants des huiles essentielles, terpénes ou terpénoides, ont
la particularité de dégager de fortes odeurs. 1ls sont utilisés comme antiseptiques et dans certains

domaines comme la cosmétique. Les terpenes peuvent également étre classés selon leur nombre

d’unités (Figure 24).

Figure 24 : Structure chimique de I’isopréne

On peut citer par exemples :

- les hémiterpénes composées d’une unité isoprene (Cs) : CsHs

- les monoterpénes composés de deux unités isoprene (Cio) : 2 (CsHg)
Les monoterpenes sont des composes de 2 unités isopréne atomes de carbones, volatils et
biologiquement actifs. Certains sont de structures linéaires et d’autres cycliques (monocycles et

bicycles) (Figure 25).
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Figure 25 : Structures de quelques monoterpénes

- les sesquiterpenes (C1sH24) sont des composés a 3 unités d’isopréne

On distingue les sesquiterpenes lineaires et les sesquiterpénes cycliques (monocycliques et

2
| 2
| (4
|/
OH

Trans-farnésoll

polycycliques) (Figure 26).
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Figure 26 : Structures de quelques sesquiterpenes

les diterpenes (C20H32) sont des composés de quatre unités isoprenes. Ces diterpenes sont
des composés a 20 atomes de carbones et peuvent étre aliphatiques ou cycliques (Figure
27).
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Figure 27 : Structures de quelques diterpénes

- les sesterpénes (CasHao) sont des composés a 5 unités d’isoprene, construits a partir de 5

unités d’isopreéne (Cs) (Figure 28). lls sont isolés des plantes, des champignons, des

insectes.

/

Cericerene 1-benzylcyclooctadecene Thalianatriene Pentadéca-2,5,9,13-tétraéne

Figure 28 : Structures de quelques sesterpenes

- les triterpenes (CsoHas) sont des substances d'origine organique a 30 atomes de
carbone (Figure 29). lls sont trés répandus dans la nature. On les trouve notamment dans les

résines, a I'état libre (phytostérols), sous forme estérifiée ou hétérosidique (saponosides).
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Figure 29 : Structures de quelques triterpénes

- les tétraterpénes (CaoHea) sont composés de huit unités isopréne
On retrouve dans cette famille, les caroténoides dont un pigment photosynthétique majeur est le
B-caroténe (Carotte) mais également des pigments aux propriétés antioxydantes comme le
lycopéne (Tomate) (Figure 30). Ces pigments sont des antioxydants liposolubles que 1’on
retrouve dans les légumes comme la carotte, le brocoli, la tomate et la citrouille (Kéita, 2002 ;
Pincemail et al., 2002).

H5C

Lycopene

Figure 30 : Structures du B-carotene et du Lycopene
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1.2.4. Quelques limonoides des plantes

Les limonoides sont une classe de triterpénoides, hautement oxygeéneés, ayant un squelette formé
de perhydrocyclopentanophénanthrene ou sterane. Les principaux limonoides que renferment les
agrumes sont la limonine et la nomiline (Manners et al., 2003). Au cours des derniéres années,
des études pharmacologiques ont indiqué leurs effets bénéfiques: antioxydantes,
anticancéreuses, antipaludiques, antimicrobiennes, cardioprotectrices, aphrodisiaques,
insecticides, immuno- stimulantes (Krief et al., 2004 ; Yu et al., 2009). Poulose et al. (2005) ont
montré que certains limonoides des agrumes ont des propriétés anti-cancéreuses in vitro sur des
modeles animaux. lIs diminueraient la prolifération de cellules cancéreuses du sein, de I’estomac,
du poumon, de la bouche et du célon (Miller & Porter, 2004). De plus, ils inhibent la réplication
du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et ils induisent les enzymes de phase Il (Tian &
Miller, 2001 ; Perez et al., 2010). Par exemple, I’obacunone a montré son efficacité dans la
diminution de I’incidence des tumeurs du c6lon et de la bouche. Les limonoides en synergie avec
les flavonoides réduiraient I’hypercholestérolémie (Kurowska & Banh, 2000). Les Trichirubines
A et B extraits de Trichilia rubescens possedent une activité antipaludique significative
contre Plasmodium falciparum (Krief et al., 2004 ). Par ailleurs, des études épidémiologiques
ont démontré qu’un apport régulier en limonoides et flavonoides provenant d’agrumes est associé
a une diminution du risque de maladies cardiovasculaires. Ces métabolites contribueraient a
améliorer la vasodilatation coronarienne, a diminuer 1’agrégation des plaquettes sanguines et a
prévenir 1’oxydation du mauvais cholestérol (LDL) (Yu et al., 2020). Les limonoides, par les
propriétés antioxydantes peuvent ralentir la prolifération des lignées de cellules cancéreuses et
diminuer la croissance des métastases (Chow et al., 2011). Par leur aptitude a diminuer le
cholestérol sanguin, les limonoides contribuent a réduire I’incidence des maladies
cardiovasculaires. Ces propriétés pourraient servir a I’élaboration de thérapies anti tumorales (Yu
et al., 2020). Il a été démontré que les limonoides obtenus a partir d'agrumes exercent des effets
inhibiteurs sur la prolifération du carcinome colorectal, hépatocellulaire, gastrique, pancréatique,
mammaire ou prostatique, I'oophorome, le mélanome, le neuroblastome et le carcinome
épidermoide de la poche des joues (Kim et al., 2013 ; Kim et al., 2014 ; Gualdani et al., 2016).
La figure 31 représente la structure de quelques limonoides.

37



PARTIE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

”
’

Nimonol CO

turrapubesine C Obacunone

Cr
AcO _ =

Nomiline

Turraflorine H
(0]

AcO

12a-acétoxy-
7-déacétylazadirone

COOMe
Turrapubine G {0

Rohitukine 12a-acétoxynéotrichilénone Trichirubine A Lla-3a-diacéty-7a-tigloyvilasinine

Figure 31 : Structures de quelques limonoides (Manners et al., 2003 ; Krief et al., 2004)

1.3. QUELQUES TECHNIQUES DE DETERMINATION STRUCTURALE

1.3.1. Spectrométrie de masse
La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la détermination des masses
moléculaires des composés analysés ainsi que leur identification et leur quantification. Son
principe est basé sur la séparation et la détermination de la masse d’ions formés dans une source
d’ionisation ou dans une chambre de collision (Menet, 2011 ; Zhang et al., 2012). Le
spectrometre de masse ionise I’échantillon en un faisceau d’ions (phase vapeur.). Les ions
obtenus sont séparés en fonction de leur rapport masse/charge (valeurs m/e ou m/z). Les ions
ainsi produits émettent des signaux qui sont enregistres sous la forme de raies en fonction de leur

abondance relative (Yadav et al., 2016).
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Le graphique représentant I’intensité des ions en fonction de leur rapport m/z est appelé spectre
de masse. Dans le cas de méthodes d’ionisation dites « douces », I’ion moléculaire ou pseudo
moléculaire formé peut étre consécutif a ’addition d’un ion (H* par exemple) ou a la soustraction
d’un électron a la molécule. Dans le cas de méthodes d’ionisation moins douces ou dans une
chambre de collision, les ions pseudo-moléculaires ou moléculaires se fragmentent pour donner
des ions fils en suivant des regles de fragmentation connues et caractéristiques des structures des
molécules a analyser (Menet, 2011). La spectrométrie de masse est utile pour la caractérisation
des composés organiques de deux facons. Elle permet de :

- donner les masses moléculaires exactes, donc les formules brutes des molécules ;

- montrer la présence de certaines unités structurales et leurs points d’attachement dans la
molécule, donc une idée de la structure de la molécule (Yadav et al., 2016).

Depuis plusieurs années, la spectrométrie de masse est couplée aux méthodes séparatives telles
les chromatographies en phase gazeuse et en phase liquide. Dans ces cas, le spectrométre de
masse fonctionne alors comme un détecteur classique. On peut citer trois modes differents
d’ionisation :

- impact électronique (E I) : ancienne technique d’ionisation qui consiste a obtenir, sous
vide, l'interaction d'une molécule M et d'un électron accéléré a quelques dizaines de volts
(généralement 70 eV)

- ionisation chimique (C 1) : une réaction ion-molécule entre une molécule M et un ion
réactant NH.* ; il en résultera soit un transfert de proton et I'on obtiendra (M + H) *, soit
la réaction d'adduit et I'on obtiendra (M + NHa)."

- ionisation par Electrospray (E S 1) : technique qui permet de désolvater et d’ioniser les
molécules d'échantillons dissoutes dans un solvant sous I’influence d'un champ électrique
ou magnétique. Elle a lieu dans une source a la pression atmosphérique.

Par ailleurs, la spectroscopie de masse apporte des renseignements non seulement au sujet de
I’ion moléculaire mais €galement, en raison de sa fragmentation a propos des entités structurales
qui composent la molécule.

La réactivité des ions moléculaires obtenus dépend de leur énergie interne. Le faisceau d’¢électron
a une energie bien supérieure au potentiel d’ionisation de la molécule. En conséquence, la
molécule bombardée perd non seulement un électron mais elle absorbe également une certaine
énergie transferée au moment de la collision. Cette energie supplémentaire place I’ion M* dans

un vibrationnel excité qui étre instable et il dissipe son energie en se fragmentant.
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1.3.2. Spectroscopie ultraviolet-visible
Les techniques de spectroscopie UV visible sont des méthodes simples et rapides qui fournissent
des informations sur la nature chimique des composés. C’est une méthode qualitative et
quantitative de grande utilité pour les analyses chimiques. Dans les composés, chaque fonction
absorbe a une longueur d’onde bien déterminée qui permet de caractériser les molécules. La
mesure de I’absorption UV permet également de connaitre ou de déterminer la composition

chimique d’un mélange, par comparaison avec des témoins (Skoog et al., 2007).

1.3.3. Spectrométrie HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS
Le couplage HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS récemment développé est devenu un outil puissant pour
la caractérisation de systéemes complexes de composés chimiques (Han et al., 2012 ; Yuan et al.,
2019). C’est un systéme qui combine plusieurs méthodes d’analyses :
la méthode HPLC qui consiste a la séparation, I’identification et la quantification de la
composition d’un mélange a haute pression.
la méthode Q-TOF-MS/MS qui donne la masse a haute résolution et permet de confirmer la
composition €lémentaire des ions parents et des ions fils (Quirantes et al., 2013).
Les détecteurs de masse a temps de vol sont d’une grande résolution et d'une bonne sensibilité
(puisque tous les ions générés sont conservés pour la détection, contrairement aux filtres
quadripolaires qui n'en conservent qu'un a chaque instant). Les systemes hybrides comportant un
premier filtre de masse quadripolaire permettent I’identification de molécules par sélection
(éventuellement automatique) d'ions parents intenses, fragmentation et identification des
formules atomiques les plus probables pour les fragments générés, en fonction de leur masse
exacte (Michael, 2003 ; Jongmin et al., 2017).

1.3.4. Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS)
La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS) est une
méthode de choix pour I’analyse du métabolisme. En effet, elle permet de séparer les composés
et souvent leurs isomeres, de limiter la suppression d’ionisation et le bruit de fond. Contrairement
a la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS), elle
présente I’avantage d’€tre applicable a I’analyse de composés non volatils. Par ailleurs, la
(LC/MS) autorise la plupart du temps, peu ou pas d’étape de traitement de 1’échantillon. Enfin,
contrairement aux études de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC/MS),
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les sources et les analyseurs utilisés en LC/MS permettent d’obtenir la masse moléculaire d’un
métabolite et de réaliser ensuite des expériences complémentaires (MS/MS) afin de I’identifier
(Giles et al., 2010 ; Ovcacikova et al., 2016).

1.4. BACTERIES ETUDIEES
Cette partie porte essentiellement sur les microorganismes (germes) impliqués dans cette étude.
I s’agit de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Ces germes

sont généralement impliqués dans les infections couramment rencontrées a 1’hopital

(Darie,2003 ; Guessennd et al., 2013).

1.4.1. Staphylococcus aureus

Bactérie a gram positif, Staphylococcus aureus est la plus rencontrée en pathologie humaine
parmi toutes les bactéries. En effet, elle se développe sur tous les milieux usuels dont quelques
souches donnent un pigment jaune-orangé. Plusieurs substances de la paroi de S. aureus jouent
un role important dans les réactions immunologiques (Meyer et al., 1994). Il s’agit du
peptidoglycane ou antigéne O, des acides, des polysaccharides de surface et de la protéine A qui
est un produit antigénique. Les infections a aureus sont fréquentes dans le monde et se présentent
sous des aspects cliniques tres variés parmi lesquelles nous avons :

- les staphylococcies cutanées, sous-cutanées et muqueuses (nassale, buccales et pharynx)
Cette bacterie provoque les furonculoses, les syndromes des enfants ébouillantés, des
sinusites, des panaris, des absces (Prescott et al.,2003).

- les staphylococcies a localisation viscérale comme 1’ostéomyeélite, 1’endocardite et les
staphylococcies pleuropulmonaires et urogénitales. Signalons que les staphylococcies

pleuropulmonaires apparaissent apres une grippe (Vandendriessche et al., 2011).

1.4.2. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif., entouré d’une pseudo-capsule appelée
slime jouant un r6le important dans la pathogénicité de la bactérie. Elle est beaucoup responsable
d’infections nosocomiales. Elle se développe sur tous les milieux usuels en aérobie entre 30°C
et 37°C. Elle produit une odeur caractéristique de seringa due a la production d’ortho-amino-
acétophénone. Les malades particulierement sensibles sont les enfants, les personnes agees, les
sujets atteints d’infections graves chroniques, diabétes et cancers. Cependant, les infections
généralement observées sont des infections pulmonaires, uro-génitales, ostéro-articulaires,
oculaires, cutanées et méningées (Jarvis et al., 1992 ; Aaron et al., 2010).
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1.4.3. Escherichia coli
Escherichia coli est une bactérie a gram négatif qui se trouve principalement dans le tube digestif.
Il peut étre pathogéne pour I’appareil urinaire. Il existe quatre types d’Escherichia coli

responsables de la diarrhée chez I’homme :

- Escherichia coli entéro-pathogéne (EPEC) responsable de la diarrhée infantile grave ou
toxicose.

- Escherichia coli entéro-toxinogene (ETEC) qui provoque les diarrhées liquides.

- Escherichia coli entéro-invasives (EIEC) isolée des syndromes dysentériques chez
I’adulte et chez 1’enfant.

- Escherichia coli entéro-hémorragique (EHEC) responsable des épidémies de diarrhée
aqueuses hemorragiques et du syndrome hémolytique-uréique (Johson, 1991 ; Olivier et
al., 2010).

1.5. TOXICOLOGIE

La détermination de la toxicité d’un produit comporte plusieurs étapes qui sont la toxicité aigué,

la toxicité subaigué et la toxicité chronique (Bijaoui, 2012).

1.5.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué est la méthode qui permet de déterminer la dose létale 50 % (DLso). Elle est
caractérisée par 1’administration d’une dose unique, et se déroule en 24 heures. La dose létale
50% (DLso) se définit comme la dose entrainant la mort de 50 % des animaux mis en

expérimentation aprés administration unique (Alwashli et al., 2012).

1.5.2. Toxicité subaigué
La toxicité subaigué est une épreuve de toxicité par une administration réitérée. Elle a pour but
de mettre en évidence les altérations fonctionnelles consécutives aux administrations répétées de
la substance active ou I’association des substances actives. La durée de 1’étude expérimentale est

de deux semaines (Hodgson & Cunny, 2010).

1.5.3. Toxicité chronique
Elle étudie les effets toxiques apreés une période de 90 jours. Cette étude peut s’étendre
sur une période de 18 a 24 mois pour les non rongeurs. Elle permet de déceler les effets
toxiques demandant un long temps de latence avant d’agir. Ce sont des phénomenes par effet

cumulatif (Stephen, 2016).
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1.6. GENERALITES SUR QUELQUES TESTS ANTIOXYDANTS

1.6.1. Définition
Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche l'oxydation d'autres substances
chimiques, en neutralisant les radicaux libres a leur contact. Les antioxydants luttent contre le
stress oxydatif responsable du vieillissement cellulaire. Ils auraient donc un effet anti-age (Kodio
et al., 2017). Les antioxydants sont également des molécules chargées de lutter contre la
prolifération des radicaux libres dans 1’organisme. De plus, les antioxydants sont en fait des
agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec
I’oxygene ou des agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres.
Certains agissent en formant des produits finis non radicalaires. D’autres, en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, réagissent rapidement avec un radical d’acide gras avant que
celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. En plus, ils absorbent 1’énergie excédentaire

de I’oxygene singulier pour la transformer en chaleur (Yaacoub, 2009 ; Hellal, 2011).

1.6.2. Quelques techniques de mesure de I'activité antioxydante
Il existe différentes méthodes de mesure compte tenu de la complexité des processus d’oxydation
et de la nature diversifiée des antioxydants. Nous avons entre autres, le captage de I’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux

ou de peroxydes et la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

1.6.2.1. Technique DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un test facile et trés reproductible pour tester la
capacité antioxydante sur des antioxydants uniques dans des solutions aqueuses, des aliments,
des boissons, des extraits de plantes. Le test DPPH mesure I'activité antioxydante des composés
capables de transférer des atomes d'hydrogéne. Le composé (DPPH) est un cation radical coloré
et stable de couleur pourpre qui montre un maximum d’absorbance a 517 nm. Les composés
antioxydants, qui sont capables de transférer un éelectron provoquent une décoloration de la
solution. Cette reaction est rapide et proportionnelle a la capacité antioxydante de 1’échantillon
(Pernin, 2019).
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1.6.2.2. Technique ABTS

Le sel d’ammonium de 1’acide 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) est un
composé chimique utilisé notamment en biochimie dans I'étude de la cinétique de certaines
enzymes. Le radical ABTS"" (absorbant a 734 nm) est formé par arrachement d’un électron

(e)a un atome d’azote. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de H), I’atome d’azote
concerné piege un H°, conduisant a ’ABTS"", ce qui entraine la décoloration de la solution. De
plus, I'ABTS est utilisé couramment par 1’indusrie agroalimentaire et les scientifiques dans le
domaine agricole pour évaluer la capacité antioxydante des aliments (Dejian et al., 2005). Pour
ce faire, on le convertit en radical cationique par addition de persulfate de sodium Na,S,0g. Ce
cation est de couleur bleue (Roberta et al., 1999). Le radical cationiqgue ABTS™ réagit avec la
plupart des antioxydants, notamment les phénols, les thiols et la vitamine C (Richard & Jace,
2009) . Au cours de ces réactions, il perd sa couleur bleue et retrouve son état neutre, incolore.
Ces réactions peuvent étre suivies par spectrophométrie. Cette mesure est souvent appelée
capacité antioxydante en équivalent Trolox (TEAC), qui permet de comparer la réactivité des

antioxydants par rapport auTrolox, équivalent gramme de la vitamine E (Lawrence et al., 1985).
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Dans ce deuxiéme chapitre, nous exposons le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation

de notre travail.
11.1. MATERIEL

11.1.1. Matériel végetal
Turraea heterophylla (Smith) a été récoltée a Gadouan au centre ouest de la Cote d’Ivoires
selon les coordonnées GPS (6°38'64. O’’N 6°09°19.3°’W). Puis, I’identification a été faite au
CNF (Centre National de Floristique) de I'Universite Feélix Houphouét-Boigny (Abidjan) par le
botaniste Assi Jean, a partir du spécimen conservé sous le numéro 31235.

11.1.2. Matériel technique et solvants utilisés pour I’étude chimique
11.1.2.1. Appareillage

L’appareillage utilisé pour les manipulations chimiques est constitué :
- d’une balance électrique de marque Sartorius AG : BL 600 ; Max 600g (P £ 0,1) pour les

différentes pesées ;

- d’un bain marie pour la concentration des extraits ;

- d’un bain de sable pour évaporer les extraits dans les capsules en porcelaine ;

- d’un spectrophotométre HACH : DR 2400 pour la mesure des absorbances ;

- d’une spatule pour le prélevement de I’échantillon ;

- d’une hotte de protection contre les produits dangereux ;

- d’un agitateur magnétique pour la macération ;

- d’un évaporateur rotatif de type BUCHI-461 pour concentrer les extraits ;

- d’un spectrometre de masse pour identifier les composés ;

- d’un séchoir pour les feuilles récoltées ;

- d’un systéme de Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC Agilent 1260
Infinity) couplée a un Q-TOF-MS Agilent 6530. La figure 32 donne un apercu du systéme
HPLC-ESI-Q-TOF, série TOF/ 6530 utilisé.

46



PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES

Figure 32 : Photographie du systeme HPLC-ESI-Q-TOF, série TOF/ 6530

11.1.2.2. Verrerie

La verrerie ayant servi a 1I’étude chimique est constituée :

de tubes a essais permettant le triphytochimique ;

d’erlenmeyers pour la réalisation des mélanges ;

d’éprouvettes graduées ;

de fioles jaugeées ;

de micropipettes ;

d’une baguette de trituration pour ’homogénéisation des solutions ;

d’une ampoule a décanter pour les contre-extractions.

11.1.2.3. Autres matériels techniques

Les autres matériels techniques utilisés comprennent :

des papiers wattman N° 2 pour des filtrations ;
des pinces de crocodiles pour chauffer les plaques en aluminium ;
une plaque chromatographique en silice ;

une calotte chauffante pour faire des distillations et chauffer des solvants.

11.1.2.4. Solvants organiques

Le méthanol, I’acétate d’éthyle, le dichlorométhane et I’hexane provenant de la Chimtec,

Boulevard du Gabon, Abidjan sont les solvants ayant servi a I’extraction et au fractionnement.
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11.1.3. Matériel pour I’étude biologique

11.1.3.1. Matériel animal pour I’étude de la toxicité
Les animaux utilisés proviennent de I’animalerie du Département de Biologie de I’Ecole
Normale Supérieure (ENS) d’Abidjan. Ce sont des rates blanches de souche Wistar, agées de 8
a 9 semaines, dont le poids est compris entre 108 et 112 g (Figure 33). Les rates ont été choisies
a cause de leur sensibilité. Ces rates sont maintenues dans les conditions avec des granulés
provenant de la société Ivograin faits & base de céréales et d’un complexe minéralo vitaminiques
(55 % de glucides, 18 % de protéines brutes, 2,5 % de matiere grasse brute, 3,9 % de cellulose
brute, 4,9 % de cendres brutes et 1,7 % de vitamines).
L’acclimatation a duré quinze (15) jours avant I’expérimentation.
Au cours du traitement, les animaux sont privés de nourriture, mais pas d’eau. Chaque animal
est identifié par un numéro et une marque différente. La voie d'administration est la voie orale

(par gavage) a l'aide d'une sonde gastrique.

Figure 33 : Photographie des rates blanches de souche Wistar, Source : Kouadio (2022)

11.1.3.2. Matériel pour I’étude de I’activité antibactérienne

Pour I’étude de ’activité antibactérienne, le matériel est essentiecllement constitué d’extraits de
la plante et de souches bactériennes. Les souches bactériennes de référence et la souche
hospitaliere utilisees ont été fournies par trois centres de recherche : le Laboratoire de
Bactériologie-Virologie de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI), le Laboratoire National
de Santé Publique de Cote d’Ivoire (LNSP) et le Centre Suisse de Recherches Scientifiques de
Cote d’Ivoire (CSRS). Les tests ont éte realises au Centre Suisse de Recherches Scientifiques a
Abidjan (CSRS).
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Les souches de référence sont des Cocci a Gram positif (Staphylococcus aureus sensible et
Staphylococcus aureus CIP 483), et Bacilles a Gram négatif (Escherichia coli CIP 54127AF,
Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). La souche
de Staphylococcus aureus d'origine hospitaliére, est sensible a la pénicilline. Chaque germe a
été conservé a la température du laboratoire (25°C) dans de la gélose profonde pour la
conservation des souches bactériennes. Au déla de ceux-ci, nous avons utilisé d’autres matériels

techniques tels que :

un incubateur bactériologique (JOUAN type : EB 170 EL SANS, Afghanistan) ;
une autoclave (Trade Raypa, modele AE-75BRY, Espagne) ;
un solvant diméthylsulfoxide (DMSO) ;

des milieux de culture (gélose Mueller-Hinton, gélose nutritive) ;

des antibiotiques de reférence (Gentamycine, Tétracycline) ;

des petits matériels (microplaques, micropipettes, boites de Petri).
Il.2. METHODES D’ETUDE CHIMIQUE

11.2.1. Récolte, séchage et broyage des feuilles de Turraea heterophylla
Les feuilles de T. heterophylla (Smith) ont été collectées en avril 2016 pendant la saison
pluvieuse a Gadouan selon les coordonnées GPS (6°38'64. O’’N 6°09°19.3’W) dans le
département de Daloa (Cote d’Ivoire). Ensuite, elles ont été séchées a I’abri de la lumiére du
soleil au laboratoire de Constitution et Reaction de la Matiere, de I’Université Félix Houphouét-
Boigny a température ambiante a 25°C pendant deux semaines (Figure 34A). La matiere seche
obtenue a été pulvérisée a I’aide d’un broyeur électrique (RETSCHSK,100) pour faciliter
I’extraction des principes actifs. La poudre obtenue aprés broyage des feuilles sechées (Figure
34B) a été conservée a I’abri de la lumiére dans un bocal étanche et placé dans un dessiccateur

pour la suite des travaux.
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Figure 34 : Photographie des feuilles (A) et du broyat des feuilles (B) de Turraea
heterophylla

11.2.2. Préparation de I’extrait méthanolique des feuilles de Turraea heterophylla
Pour préparer 1’extrait méthanolique des feuilles de Turraea heterophylla, 200 g de poudre
végétale ont été extraits par maceration dans 300 mL de méthanol pendant 24h. Apreés filtration
sur papier Wattman n°2, le filtrat est recuperé et le Marc est extrait dans les mémes conditions
opératoires jusqu’a épuisement. Les différents filtrats sont réunis, concentrés puis évaporés a
sec sous pression réduite a la température de 60°C, a 1’aide d’un évaporateur rotatif de type
BUCHI-461, pour obtenir I’extrait brut méthanolique. Cet extrait a été conservé dans un bocal
étanche, dans un dessiccateur en verre, pour la suite des travaux. Le schéma d’extraction est

représenté par la figure 35.
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Broyat
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- Macération dans 300 mL de MeOH (24h)
- Filtration
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Marc Filtrat méthanolique

120 mL

Concentration au rotavapor
(60°C)

Extrait MeOH
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Figure 35 : Schéma d’extraction solide-liquide

11.2. 3. Fractionnement de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla
L’extrait brut méthanolique a été fractionné successivement a partir de solvants de polarités
croissantes (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et eau) suivant la méthode rapportée par
Attioua et al. (2012). Une partie de 1’extrait brut méthanolique (Emeon =7,2 g) a été dissoute
dans ’eau distillée puis filtrée pour obtenir 100 mL de solution aqueuse. Dans une ampoule a
décanter, les 100 mL ont été épuisés successivement avec I’hexane (3x 100 mL), le
dichlorométhane (4x 100 mL) et I’acétate d’éthyle (5x 100 mL). La phase aqueuse résiduelle
est séchée a I’étuve a 60°C, puis extraite avec le mélange méthanol/eau (5x 80 mL). L’extrait
obtenu est considéré comme étant une fraction aqueuse résiduelle. La matiére vegétale a eté
totalement épuisée. Les différentes phases organiques obtenues sont séchées avec du sulfate de
sodium anhydre, puis filtrées sur papier Wattman n°2 avant d’éliminer les solvants sous
pression réduite. Ce traitement a abouti a quatre extraits : hexane (Fnex), dichlorométhane
(Focwm), acétate d’éthyle (Fag) et aqueux résiduel (Faq). Les différentes étapes de cette extraction

sont résumees par la figure 36.

51



PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES
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Figure 36 : Schéma d’extraction liquide-liquide

11.2.4. Criblage phytochimique de ’extrait méthanolique de Turraea heterphylla et ses
fractions

11.2.4.1. Etude qualitative de D’extrait méthanolique de Turraea heterphylla et ses
fractions

L’analyse qualitative est basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs

chimiques spécifiques réalisees sur les extraits et fractions de la plante étudiée.

11.2.4.1.1. Test des polyphénols par réaction au chlorure ferrique
Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner (1983). A 2 mL d’extrait est ajoutée
une goutte de chlorure ferrique alcoolique a 2%. L’apparition d'une coloration bleu noiratre ou

verte plus ou moins foncée indique la présence de polyphénols.
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11.2.4.1.2. Test des stérols et des polyterpenes par la réaction de Lieberman et Burchard
Le test a été realisé suivant la méthode décrite par Wagner (1983). Dans une capsule, 5 mL
d’extrait sont évaporés sur un bain de sable. Le résidu est dissous a chaud dans 1 mL d'anhydride
acetique, puis transféré dans un tube a essai ou 0,5 mL d'acide sulfurique concentré sont ajoutés.
L'apparition a l'interphase d'un anneau violet, virant au bleu puis au vert, indique la présence

de stérols et de terpénes.

11.2.4.1.3. Test des flavonoides par réaction a la cyanidine
Le test a été réalise suivant la méthode décrite par Wagner (1983). Dans une capsule, 2 mL
d’extrait sont évaporés sur bain de sable. Le résidu froid est repris avec 5 mL d'alcool
chlorhydrique dilué & moitié et transféré dans un tube a essai. La formation de coloration rose-
orange ou violacée, aprés ’ajout de 2 a 3 copeaux de magnésium, révele la présence de

flavonoides.

11.2.4.1.4. Test des tanins
v" Test des tanins catéchiques par le réactif de Stiasny
Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner (1983). Dans une capsule, 5 mL
d’extrait sont évaporés sur bain de sable avant d’ajouter au résidu 15 mL de réactif Stiasny. Le
mélange est maintenu au bain-marie a 80 °C pendant 30 min, puis laissé refroidir. L'observation
des précipités sous forme de gros flocons indique la présence de tanins catéchiques.
v Recherche de tanins galliques
La solution précédente, issue de la caractérisation des tanins catéchiques, est filtrée et le filtrat

est saturé d’acétate de sodium.

L'ajout a la solution saturée de 3 gouttes de chlorure ferrique (FeCls) a 2% provoque l'apparition

d'une coloration bleu-noir intense en cas de présence de tanins galliques.

11.2.4.1.5. Test des alcaloides
Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Harbone (1998). Dans une capsule, 6 mL
d’extrait sont évaporés sur bain de sable puis le résidu est repris dans 6 mL d'alcool a 96%. La
solution alcoolique est distribuée dans deux tubes a essai. Dans le premier tube n°1, sont
ajoutées 2 gouttes de réactifs de Dragendorff. L’apparition d’un précipité ou d’une coloration
orange indique la présence d’alcaloides. Dans le deuxiéme tube n°2, sont ajoutées 2 gouttes de
réactif de Bouchardat. L’apparition de coloration brune-rougeétre confirme la présence

d’alcaloide.
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11.2.4.1. 6. Test des quinones
Le réactif Borntraegen (ammoniaque a moitié dilué) permet la détection de quinones libres. Le
test a été réalisé suivant la méthode décrite par Harbone (1998). Dans une capsule, évaporer 2
mL d’extrait sur bain de sable puis trituré le résidu dans 5 mL d'acide chlorhydrique 1/5. Dans
un tube a essai, porter la solution dans un bain d'eau bouillante pendant une demi-heure. Apres
refroidissement, extraire I'nydrolysat avec 20 mL de dichlorométhane dans un tube a essai.
Recueillir la phase chlorométhylénique dans un tube a essai puis ajouter 0,5 mL d'ammoniaque
a moitié dilué. L'apparition d'une couleur allant du rouge au violet indique la présence de

quinone.

11.2.4.1.7. Test des saponines
Le test a eté réalisé suivant la méthode décrite par Harbone (1998). Dans un tube a essai,
dissoudre 1 g d’extrait dans 100 mL d’eau distillée, chauffer 1égerement le mélange, filtrer,
refroidir et compléter a 100 mL avec de I’eau distillée. Dans un tube a essais, introduire 20 mL
du filtrat et agiter vigoureusement pendant 15 secondes. Placer le tube verticalement pendant
15 minutes. Au bout de cette période, si la mousse persiste, alors la drogue végétale contient
des saponines.
11.2.4.1.8. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs
constituants; elle est basée sur les différences d’affinité des substances a I’égard de la phase
stationnaire et de la phase mobile. Pour analyser les extraits végétaux : MeOH, Hex, DCM, AE,
Ag au moyen de la CCM, des chromatoplaques (gel de silice 60 F254, support aluminium
(Merck)), une cuve de developpement, un séchoir électrique, des pipettes Pasteur, des
capillaires, une pince, une lampe ultra-violet (UV) et des solvants organiques (solvants de
migration) ont été utilises. Les solutions sont déposées a |aide de capillaires sous forme de
points distants de 1cm les uns des autres et de 0,8 cm des deux bords des plaques
chromatographiques. Les plaques sont introduites dans la cuve de développement contenant la
phase mobile (développant) constituée par un mélange de plusieurs solvants organiques. La
migration du développant par capillarité, provoque la séparation des composés. Le
développement ascendant est arrété lorsque le front du solvant est atteint. Les développants
utilisés a cet effet sont respectivement les gradients de solvants CH2Clo/Acétate d’éthyle (7/3 ;
v/v) et Hex/ CH2Cl2 (2/8 ; vIv).
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Les plaques sont ensuite séchées et les taches colorées détectées par observation directe sous
une lampe UV a longueur d’onde (254 nm et a 366 nm) (Vernin, 1970). Ainsi les
chromatogrammes révelés sous la lumiere UV 366 nm et 254 nm (Figure 39) présentent des
empreintes moléculaires diversement colorées (bleue, violette, marron, orange, verte, rouge,
noire) correspondant & plusieurs groupes de métabolites secondaires : bleue, verte plus ou
moins foncée (polyphénols) (Wagner,1983) ; bleue, verte, violette (stérols et polyterpenes)
(Ladigina et al., 1983) ; jaune, verte, bleue (flavonoides) (Ladigina et al., 1983 ; Békro et
al.,2007) ; orange ( alcaloides) (Harbone, 1998). Pour préciser leur nature, les réactifs
spécifiques / révelateurs aux polyphénols (FeCls, NHz), aux flavonoides (réactifs de Neu,
vanilline, AICIs), aux stérols et polyterpenes (Liebermann-Birchard ; H2SO4 & 10%) et les

alcaloides (reactif de Dragendorff) ont été utilises.

11.2.4.2. Etude quantitative de I’extrait méthanolique de Turraea heterphylla et fractions
Les mesures sont réalisées a I’aide d’un spectrophotometre UV et les droites d’étalonnage sont
tracées en utilisant I'acide gallique et la quercétine comme standards respectivement pour les
polyphénols et les flavonoides. Les teneurs (concentrations) en polyphénols totaux sont

calculées a partir de la formule.
CVD
£=——
m
: Teneur ou concentration (mg. EAG/g ou mg. EQ/g d’extrait sec).
: concentration de 1’échantillon
: volume de la solution préparée (mL)

: facteur de dilution
: masse de I’extrait (g)

B O<Om

11.2.4.2.1. Détermination des teneurs en polyphénols totaux
La méthode décrite par Kouamé et al. (2021) a été utilisée pour le dosage des polyphénols
totaux. Un volume de 2,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1/10) est ajouté a 30 pL
d’extrait méthanolique. Le mélange est maintenu 2 minutes dans 1’obscurité a température
ambiante, puis 2 mL de solution de carbonate de sodium (75 g /L) sont ajoutés. Le mélange est
ensuite placé pendant 15 minutes au bain-marie a 50°C, puis refroidi rapidement. L’absorbance
est mesurée a longueur d’onde 760 nm, avec de I’eau distillée comme blanc. Les essais ont éte
réaliseé trois fois pour chaque échantillon et la concentration en polyphénols est exprimée en

milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg.EAG/g extrait sec).
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Ainsi, les teneurs en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique et ses fractions ont été
déterminées a partir de la courbe d’étalonnage Y = 0,9829 X + 0,0005 avec R? = 0,9936 tracée

en utilisant I'acide galliqgue comme standard.

11.2.4.2.2. Détermination des teneurs en flavonoides totaux
La méthode décrite par Kouamé et al. (2021) a été utilisée pour le dosage des flavonoides
totaux. Dans une fiole de 25 mL, 0,75 mL de nitrite de sodium (NaNO3) a 5% (m/v) a été ajouté
a 2,5 mL d’extrait. Le mélange a été additionné de 0,75 mL de chlorure d’aluminium (AICI3) a
10% (m/v), puis incubé pendant 6 minutes a 1’obscurité. Apres I’incubation, 5 mL de soude
(NaOH, 1N) ont été ajoutés puis le volume a été complété a 25 mL. Le mélange a été agité
vigoureusement avant d’étre dosé au spectrophotométre UV-visible. La lecture de
I’abssorbance a été faite a longueur d’onde 510 nm. Les essais ont été realisés trois fois pour
chaque échantillon et la teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent
quercétine par gramme d’extrait sec (mg. EQ/g d’extrait sec). Les teneurs en flavonoides de
I’extrait méthanolique et ses fractions ont été déterminées a partir de la courbe d’étalonnage Y=

1,0071X-0,0014 avec R? = 0,9985 tracée en utilisant la quercétine comme standard.

11.2.5. Identification des constituants chimiques de I’extrait méthanoliques de Turraea
heterophylla

11.2.5.1. Analyse de I’extrait méthanolique de de Turraea heterophylla par spectroscopie
ultraviolette

En analyse structurale, les valeurs des longueurs d’ondes (Amax) permettent d’identifier les
groupements d’atomes responsables de I’absorption au niveau des molécules appelées
groupement chromophores : ce sont des groupes d’atomes liés dans une molécule et qui sont
responsables des pics d’absorption importants dans l'ultraviolet ou le visible.
Le chromophore sera saturé ou insaturé selon la structure de la molécule (C=C, C=0, C=N,
N=N, CHa).

11.2.5.2. Analyse de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla par HPLC-ESI-

QTOF-MS/MS

Les échantillons ont été dissouts dans du méthanol, puis injectés dans la colonne du systeme
HPLC. Les analyses ont éte réalisées en mode positif. Une colonne analytique Sunfire® C18
(150%2,1 mm ; 3,5 um, Waters) a été utilisée avec un débit de 250 puL/min et un gradient linéaire
a deux voies : Voie A (95-0% de H20 + 0,1% d'acide formique), Voie B (5-100%) de B (ACN)
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pendant 30 minutes pour une meilleure séparation. Les conditions ESI ont été définies avec
température capillaire a 320 °C, tension de source a 3,5 kV et un débit de gaz de 10 L/min.
Dans le mode ion positif, la purine CsHsNa4 (ion a m/z 121,050873 g/mol) et la phosphazéne
C18H18F24N306P3 (ion & m/z 922,009798 g/mol) ont été utilisées comme masses de verrouillage
internes. Les scans complets ont été acquis a une résolution de 11000 & m/z 922.

Le volume d'injection des échantillons a été fixé a 5 pL. Le gradient utilisé pour 1’élution est
donné dans le tableau |.

Tableau I : Programme d’élution des échantillons sur le systétme HPLC-Q-TOF

Temps Solvant A Solvant B
(minutes) (%) (%)

0 100 0

5 100 0

15 95 5

25 5 95

30 0 100

32 0 100

42 0 100

52 100 0

NB : Solvant A : H,0 + acide formique 0,1% et Solvant B : ACN

Une étude de déréplication a été menée sur I’extrait méthanolique brut afin d’identifier les pics
correspondant aux molécules décrites dans la littérature. Pour cela, un traitement automatisé
des données brutes de HPLC-ESI-MS a eté réalisé par le logiciel MassHunter (Jongmin et al.,
2017). Celui-ci fait ressortir une liste de données qui se traduit graphiquement en pics
correspondant chacun a un composé présent dans 1’extrait. En cliquant sur un pic donné, le
logiciel génére un ensemble de formules qui correspondent chacune aux ions moléculaires
[M+H] *. La formule donnant le meilleur score par le logiciel est celle qui correspond a la

formule brute de la molécule retenue.

Avec cette formule retenue, on effectue des recherches dans les bases de données DNP®
(Dictionary of Natural Products), Scifinder et Reaxys®, pour avoir suffisasmment de
I’information pour déterminer la structure exacte d'un composé connu dans la littérature

(McFarland et al., 2004)
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11.3. METHODE BIOLOGIQUE

11.3.1. Etudes biologiques de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla et ses
fractions

11.3.1.1. Evaluation de la toxicité aigué et effet sur le poids de I’extrait méthanolique de
Turraea heterophylla

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé le protocole OCDE 423 (OCDE, 2002). Chaque
lot est constitué de trois rates. Pour la dose initiale, on choisit une parmi les quatre suivants : 5,
50, 300 et 2000 mg/kg de poids corporel. La dose choisie est celle pour laquelle on peut
s’attendre a observer la mortalité parmi quelques unes des rates traitées. Le choix du sexe de
I’animal (femelle) est exigé par ladite ligne directrice, du fait de la forte sensibilité des rates.
Les rates de chaque lot d’essai ont été gavées chacune avec un temps d’observation (chaque 30
min). Lorsque le lot traité ne présentait aucun animal mort et aucun signe de toxicité
(agressivité, mobilité, vigilance, état des selles, vomissement, mortalité etc.), le lot suivant était
traité a son tour. Au terme de I’expérience, les lots ont été traités et les rates sont observées le
premier jour, et réguliérement chaque jour pendant 15 jours.

11.3.1.1.1. Préparation des différentes concentrations de D’extrait méthanolique de

Turraea heterophylla

Les différentes concentrations de I’extrait méthanolique sont préparés et les quantités injectées
sont déterminées également selon le tableau I1.

Tableau Il : Différentes concentrations de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla
correspondants aux doses administrées aux rates.

Lots 1 2 3 4 5
Dose injecté ( mg/kg de PC*) 0 5 50 300 2000
Quantité d’extrait injecté par rate

(malkg de PC*) 0 0,5 55 33 220
Concentration ( mg/mL) 0 1,1 11 66 440

*PC : poids corporel

v" Exemple de calcul : lot 3
Pour avoir une dose de 50 mg/kg chez les rates de poids moyen 110 g, il faut
50x110/ 1000 = 5,5 mg (quantité d’extrait)
v" Exemple de calcul : lot 4
Pour avoir une dose de 300 mg/kg chez les rates de poids moyen 110 g, il faut
300110/ 1000 = 33 mg (quantité d’extrait)
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La concentration d’extrait a injecter pour un volume de 0,5 mL est calculée selon la formule ci-
apres : C=m/v ou m la masse d’extrait et v le volume a injecter
v' Exemple de calcul : lot 3 et lot 4
Pour avoir 5,5 mg dans un volume de 0,5 mL il faut : 5,5/0,5= 11 mg/mL
Pour avoir 33 mg dans un volume de 0,5 mL il faut : 33 /0,5= 66 mg/mL

11.3.1.1.2. Administration des doses aux rates
Aprés avoir soumis les rates a un jeun de 24 heures, elles sont gavées a l'aide d'une sonde rigide.
La technique repose sur un principe simple. Il faudrait bien tenir la rate pour qu'elle ne bouge
pas lors de I'administration. Une fois qu’on introduit la sonde dans la gorge de I’animal, la

substance est injectée doucement (Figure 37).

seringue

sonde gastnque

rate

Figure 37 : Photographie du gavage des rates avec I'extrait méthanolique de Turraea
heterophylla

Pour les expériences, les rates sont réparties en 5 lots de 3 rates qui seront soumises au
traitement suivant :

- Lot I (ttmoin) : eau distillée

- Lot II (traité) : 5 mg/kg de poids corporel d’extrait méthanolique

- Lot 111 (traité) : 50 mg/kg de poids corporel d’extrait méthanolique

- Lot IV (traité) : 300 mg/kg de poids corporel d’extrait méthanolique

- Lot V (traité) : 2000 mg/kg de poids corporel d’extrait méthanolique
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Apres le traitement, les rates sont observées individuellement chaque heure pendant le premier
jour et chaque jour sur une durée de deux semaines (14 jours). Les parameétres physicologiques

(mobilité, toilettage, taux de mortalité) sont déterminés.

11.3.1.1.3. Détermination du poids corporel des rates
Le poids des animaux pendant les 15 jours d’expérience est mesuré tous les 3 jours.
11.3.1.2. Etude in vitro des activités antibactériennes de I’extrait méthanolique de
Turraea heterophylla
L’étude de [I’activité antibactérienne a ¢été réalisée par la méthode de diffusion
par puits en milieu gélosé pour déterminer la sensibilité de 1’extrait méthanolique des feuilles

de Turraea heterophylla.

11.3.1.2.1. Préparation de I’inoculum bactérien
Les souches bactériennes préalablement conservées dans des tubes Eppendorf ont été prélevées
par simple raclage puis repiquées par quadrant (épuisement de la semence) sur une boite de
gélose Mueller-Hinton. La culture a été incubée a 37 °C durant 18 heures, afin d’obtenir des
jeunes colonies isolées. Pour chaque inoculum, une colonie bien isolée de la culture bactérienne
jeune de 18 heures a été prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur, puis écrasée sur la paroi d’un
tube contenant 10 mL d’eau distillée stérile. Par la suite, a I’aide d’un micropipette, 1000 pL
pour les Staphylococcus aureus, 100 pL pour les entérobactéries et 10 pL Pseudomonas
aeruginosa ont été prélevés et dilués dans 10 mL d’eau distillée stérile. Cette suspension
bactérienne a été ajustée a 0,5 MacFarland afin d’obtenir une suspension bactérienne estimée a
108 UFC/mL constituant ainsi 1’inoculum bactérien de départ pour chacune des souches

bactériennes (Koné et al., 2004).

11.3.1.2.2. Détermination des diamétres d’inhibition

L’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé dans des cupules (puits) a éte utilisé pour
réaliser le test (Koné et al., 2004). Une solution de concentration 3000 mg/mL de I’extrait a été
préparee. Des boites de Pétri de 90 mm contenant de la gélose Mueller-Hinton ont été
ensemenceées par écouvillonnage avec I’inoculum préparé.

Ensuite, des cupules de 6 mm ont été creusées en enfongant le gros bout d’une pipette Pasteur
dans la gélose et remplies avec 50 pL de la solution d’extrait préparé, une distance minimale
de 15 mm du bord de la boite de Pétri et 30 mm entre les puits a été realisée pour éviter que les

zones d’inhibition ne se chevauchent. L’ensemble a été incubé a 37 °C pendant 24 heures.
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Apres ce délai, le diamétre d’inhibition autour de chaque cupule a été mesuré a 1’aide d’un pied

a coulisse. En fonction du diamétre d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible, trés

sensible, extrémement sensible ou résistante. Selon Etuaful et al. (2005), la souche est qualifiee

non sensible ou résistante en fonction du diamétre d’inhibition. Ainsi, on notera :

souche non sensible ou résistante : diametre inférieur 8 9 mm
souche sensible : diametre compris entre 9 et 14 mm
souche tres sensible : diamétre compris entre 15 et 19 mm

souche extrémement sensible : diamétre supérieur a 20 mm

Nous avons utilisé la tétracycline et la gentamycine. Ces deux antibiotiques en solution

injectable de (25 pg/mL) chacun, ont servi de controles positifs. Les résultats sont exprimés par

le diamétre de la zone d’inhibition, et seuls les diametres d’inhibition supérieurs a 8 mm ont été

pris en compte (Aubry et al., 2006). La figure 38 montre le schéma simplifié de la méthode de

diffusion.

Croissance  Cupule remplie  Cromssance

Bacténenne . de composé . Bacténenne

[ R

——
Zone d'mhibition

-

Figure 38 : Schéma simplifié adapté de la méthode de diffusion sur puits en milieu solide

11.3.1.3. Evaluation de P’activité antioxydante de D’extrait méthanolique de Turraea
heterophylla

L’activité antiradicalaire a été évaluée par les tests de réduction du DPPH (2, 2-diphényl-I-

picrylhydrazyle) et de I’ABTS (acide 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).
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11.3.1.3.1. Mesure de P’activité antiradicalaire par le test DPPH
La détermination de I’activité antiradicalaire des extraits a eté effectuée par le test au 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) selon la méthode de Dieng et al. (2017) avec quelques
modifications. Une solution méthanolique de DPPH a été préparée en disolvant 5 mg de ce
produit dans un mélange méthanol/eau (70/30) (v/v). Ensuite, & un volume de 50 pl d’extrait a
une concentration donnée sont ajoutés 950 pul de la solution DPPH. Les extraits ainsi que la
référence (acide ascorbique) sont testés a différentes concentrations (0,5;1;1,5;2;3,5;4 ;4,5
:5 mg/mL); puis les absorbances ont été mesurées a 517 nm apres 30 minutes d’incubation a
I’obscurité. Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé.
Une droite d’étalonnage a été réalisée avec les concentrations de 1’acide ascorbique : Le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé selon 1’équation suivante

(A0 — Aextrait)x100
A0

(%)Inhibition du DPPH =
Ao absorbance DPPH diluée,

Abs extrait : absorbance DPPH dilué + échantillon

La concentration inhibitrice 50 (Clso) qui est la concentration d’extrait ou de 1’acide ascorbique
responsable de 50% d’inhibition des radicaux DPPH est déterminée graphiquement.

11.3.1.3.2. Mesure de I’activité antiradicalaire par le test ABTS
Cette méthode est basée sur la capacité des composés a réduire le radical-cation ABTS" (acide
2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le test a été réalisé selon la technique
utilisée par Dieng et al. (2017). Le radical-cation ABTS" a été produit par réaction de 8 mM
ABTS (87,7 mg dans 20 mL d’eau distillée) et 3 mM de persulfate de potassium (0,0162 g dans
20 mL eau distillée) dans un ratio 1 : 1 (v/v). Le mélange a été ensuite incubé a 1’obscurité a
température ambiante pendant 4 heures. Ce mélange a été diluée progressivement avec du
méthanol (MeOH) jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 0,7 + 0,02 a 734 nm. Ainsi, une
prise d’essai de 3,9 mL de cette solution diluée d’ABTS™ a été ajoutée a 100 pL d’extrait ou de
la référence (acide ascorbique) a différentes concentrations (3,5 ; 5 ;6,25 ;10 ;11,25 ;13,75 ; 15
mg/ml). Apres agitation, le mélange a été incubé pendant 6 minutes a 1’obscurité (T=30 = 2°C).
L’absorbance résiduelle du radical ABTS® a été ensuite mesurée a 734 nm au
spectrophotomeétre UV-visible et devrait étre comprise entre 20%-80% de I'absorbance du
blanc. Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé et les résultats
ont été exprimes (mg/mL). Une droite d’étalonnage a été réalisée avec les concentrations de

Ttrolox.
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Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS est calculé selon 1’équation suivante :

(A0 — Aextrait)x100
A0

(%) Inhibition du ABTS =

Ao : absorbance ABTS diluée,

Abs extrait : absorbance ABTS dilué + échantillon

Analyses des résultats expérimentaux.
Toutes les mesures expérimentales ont été réalisées en triple. Les résultats obtenus sont

exprimés sous forme de moyenne * écart-type : moyen (SE) & d’écart-type.
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CHAPITRE 11 :
RESULTATS ET DISCUSSION



PARTIE IIl : RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce troisieme chapitre, nous présentons les résultats de notre travail assortis d’une

discussion.
I11.1. ETUDE CHIMIQUE

I11.1.1. Rendements d’extraction de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla et de
ses fractions
L’extraction réalisée sur la poudre des feuilles de T. heterophylla a donné les résultats consignés

dans le tableau IlI.

Tableau I11 : Rendement de I’extrait méthanolique des feuilles de Turraea heterophylla
Organe P1 Pext Rendement  Aspect physique
Feuilles 200g 13,59 5,40 % pateuse

Pi: Poudre végétale ; Pext : extrait végétal

L’extrait méthanolique des feuilles de 7. heterophylla a donné un rendement de 5,40 %. Ce
rendement indique que les feuilles de T. heterophylla contiennent des métabolites secondaires
extractibles par le méthanol. Le partitionnement de I’extrait Emeon (7,2 g) par ’hexane, le
dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et 1’eau ont abouti respectivement aux rendements des
fractions (Tableau 1V).

Tableau 1V : Rendements et aspects physiques des fractions issues de I’extrait méthanolique
des feuilles de Turraea heterophylla

Echantillons Aspects physiques Masses () Rendements (%0)
Fraction Hex pateuse 0,95+ 0,32 13,2+ 0,04
Fraction pcwm pateuse 1,38+ 0,35 19,2+ 0,04
Fraction ae pateuse 1,92 +0,38 26,7 £ 0,05
Fraction Aq. pateuse 2,52 +0,50 35,0 £ 0,07

Hex : hexane ; DCM : dichlorométhane ; AE : acétate d’éthyle ; Ag : aqueux

On note que les rendements les plus importants sont obtenus avec la fraction aqueuse résiduelle
(Faq:35+0,07%), suivie de la fraction acétate d’éthyle (Fae: 26,7 = 0,05%). Ces deux fractions
renferment environ 62 + 0,12%, en masse, des métabolites contenus dans I’extrait brut
méthanolique. Le méthanol, 1’acétate d’éthyle et 1’eau étant des solvants hydrophiles, ceux-ci

ont donc la méme affinité a extraire les composés hydrosolubles (Silverstein et al., 2005).
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La différence des rendements pourrait étre liée a la durée de 1’extraction ou a la granulométrie

des broyats, deux facteurs qui ont influencé le rendement d’extraction selon nos résultats (Koné,
2017).

11.1.2. Etude qualitative et quantitative de D’extrait méthanolique de Turraea
heterophylla et de ses fractions

111..1.2.1. Etude qualitative

111..1.2.1.1. Tri-phytochimique
La mise en évidence des grandes familles chimiques a été réalisée par les tests en tube,
conformément a la méthode décrite par Attioua et al. (2012), avec une legere modification.
L’analyse qualitative est basée sur I’intensité de coloration ou de précipitation grace aux tests
de caractérisations chimiques. Ainsi, le criblage phytochimique réalisé sur 1’extrait brut
méthanolique des feuilles de T. heterophylla (Emeon) et ses fractions a visé principalement huit
(8) familles de métabolites secondaires : les alcaloides, les polyphénols, les flavonoides, les
tanins, les stérols, les polyterpénes, les quinones et les saponines (Tableau V).

Tableau V : Tri-phytochimique de 1’extrait brut méthanolique des feuilles de Turraea
heterophylla et de ses fractions

. . L Extrait Fractions

Meétabolites secondaires Tests chimiques

Emeon | Frex | Foom | Fae Faq
Alcaloides Dragendorff-Bouchardat + - -
Polyphénols Chlorure ferrique +
Flavonoides Copeaux de magnésium +
Tanins galliques Réactif Stiasny - - - - -
Tanins catéchiques Chlorure ferrique (FeCls) - - - - -
Stérols et polyterpenes Liebermann-Biirchard + + + - -
Quinones Ammoniac dilué - - - - -
Saponines Mousse + - - + +

+ . Présence ; -: Absent ; Emeon: extrait méthanolique ; Frex: fraction hexanique ; Focm: fraction

dichlorométhane ; Fae . fraction acétate d’éthyle ; Faq : fraction aqueuse résiduelle

Les résultats indiquent que sur les huit (8) familles recherchées, seuls les tanins et les quinones
sont absents (Tableau V). Ces résultats sont similaires a ceux précédemment obtenus a partir
des écorces de tige de la méme plante (Akrofi, 2011 ; Boua et al., 2013). Cependant, 1’absence
de tanins dans 1’extrait méthanolique et les fractions des feuilles est contraire aux résultats des
travaux de Bouquet & Debray (1974). Cette contradiction pourrait s’expliquer par une

différence d’approche méthodologique des tests.
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En effet, 1’étude des écorces de racine de la méme plante par ces auteurs ont révelé la présence
des tanins. Cette différence peut s’expliquer par le fait que les deux organes (feuilles et racines)
jouent des réles différents chez la plante. Elle peut aussi se justifier par plusieurs facteurs : agro-

pédologiques, climatiques et géographique (Lee et al., 2003).

Le tri-phytochimique montre que la composition chimique des feuilles de T. hererophylla est
similaire a celle des autres espéces du genre Turraea (Tan & Luo, 2011 ; Boua et al., 2013). Le
tableau V montre aussi que toutes les familles chimiques caractérisées dans 1’extrait brut
méthanolique (Emeon) Se retrouvent reparties dans les fractions Frex, Focwm, Fae et Faq. Le fait
que les polyphénols et les flavonoides se retrouvent dans tous les extraits (apolaires et polaires)
permet d’affirmer qu’il y a coexistence des formes aglycone (génines) et glycoside dans les
feuilles de T. heterophylla (Muyonga et al., 2014). Concernant les stérols et les polyterpenes,
ils se retrouvent, apreés fractionnement, dans les solvants apolaires : hexane et dichlorométhane.
Cette observation est normale, puisque ces composés sont généralement trés solubles dans les
solvants lypophiles tels que les hydrocarbures. Quant aux saponines, ils sont dans les fractions
polaires (acétate d’éthyle et eau). La richesse en différents groupes chimiques de I’extrait brut
méthanolique des feuilles de T. heterophylla pourrait justifier I’utilisation de sa décoction dans

de nombreux traitements traditionnels (N’guessan et al., 2009b).

111.1.2.1.2. Profil chromatographique
Les résultats de I’identification des familles de composés par la chromatographie sur couche
mince de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla et ses fractions a 1’hexane (FHex), au

dichlorométhane (Focwm)), a ’acétate d’éthyle (Fag)) et aqueuse résiduelle (Fag) sont consignés

dans le tableau V1.
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Tableau VI : Familles de composés identifiés par CCM de I’extrait méthanolique et de ses

fractions
Extrait/fractions | Rapport frontal (Ry) Coloration Révélateur Composes
identifiés

0,33;0,58;0,78; 0,98 | Bleue, violette H.SO,a10% | Stérols et terpenes

Emeon 0,72;0,78 Bleue noiatre FeCls Polyphénols
0,33;0,58; 0,92 Bleue, rose ,violacée | AICIs Vaniline | Flavonoides

Fae 0,33,;0,58; 0,92 Bleue noiatre FeCls Polyphénols
0,33;0,63;0,98 Bleue, rose -violette | AICl3 Vaniline | Flavonoides

Focm 0,35 Bleue H,SO4 a 10% Stérols et terpénes
0,49 Bleue noiatre FeCl; Polyphénols
0,39; 0,60 Bleue, rose violacée | AlCI3 Vaniline | Flavonoides

Frex 0,37 Bleue H,SO4a 10% Stérols et terpénes
0,69 ;0,88 Bleue noiatre FeCls Polyphénols
0,75 Bleue; rose violacée | AICIs,Vaniline | Flavonoides

Faq 0,28 Bleue noiatre FeCls Polyphénols
0,18 rose violacée AICIl3 vaniline | Flavonoides

EmeoH : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focwm : fraction dichlorométhane ; Fae : fraction acétate d’éthyle
: Faq : fraction aqueuse résiduelle

Les CCM de Emeon, Fpem et Frex révélés avec 1’acide sulfurique a 10% et puis visualisés sous
UV a 366 nm et 254 nm (figure 39), confirment la présence des stérols et terpénoides par de
diverses couleurs. Les spots observés a ce niveau sont tous des teintes bleues aux rapports
frontaux (Rf= 0,33 ; 0,35; 0,37 ;0,58 ;0,78 ;0,98). Pour I’identification des différents spots,
nous sommes référés aux travaux de N’gaman (2009).

Les chromatogrammes de Emeon, Fae, Faq, Focm et Frex obtenus, apres traitement avec le réactif
de FeCls, ont montré des taches colorées en bleue noiratre (Figure 39), confirmant ainsi la
présence des polyphénols dans les feuilles de la plante. Les rapports frontaux mis en évidence
sont (Rf = 0,28;0,33 0,49; 0,58; 0,69;0,72;0, 78 ;0,88 ; 0,92) (Ladiguina et al., 1983 ;
Michelle, 2007). Les spots visualisés sous UV a 366 nm et 254 nm et apres révélation avec le
réactif AICI3, HCI dans les chromatogrammes (Emeon, Fag, Faqg,, Focm et Frex et nous a permis
d’identifier des flavonoides aux couleurs bleue, rose violacée avec les rapports frontaux (R¢=
0,18;0,33;0,39;0,58;0,60;0,63;0,75; 0,92 ; 0,98). Les rapports frontaux (Rf = 0,18 ; 0,
28 ;0,33 et 0,35) aux petites valeurs, justifieraient la polarité des solvants tels que le méthanol,

I’acétate d’éthyle et ’eau (Mamyrbekova-Bekro et al., 2010).
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Il faut noter que les fluorescences ont été observées dans 1’extrait méthanolique et certaines
fractions sous UV a 366 nm (Figure 39). Toutefois, elles pourraient caractériser la présence des
coumarines et aussi d’autres groupes de composés.

La présence des composes phenoliques, des stérols et terpenoides dans les tests en tube est en
accord avec ceux réalisés en CCM. Ce qui confirme la richesse des feuilles de T. heterophylla
en composés phénoliques, stérols et terpénoides. L abscence des saponines et des alcaloides a
cette expérience pourrait s’expliquer par une approche méthododique. Il est a noter que les
composés phénoliques ainsi que les stérols et terpénoides detectés sont majoritairement polaires

grace au groupement hydroxyles qu’ils possédent (Azwanida 2015).

UV :366 nm UV : 254 nm

.!"wm

Emveon  Fae Focwm Frex Fres Emeon  Fae Focwm Fhex Frés

Figure 39 : Profil chromatographique des empreintes moléculaires

Ewmeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focwm : fraction dichlorométhane ; Fak : fraction acétate d’éthyle ;
Faq : fraction aqueuse résiduelle

111..1.2.2. Etude quantitative de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla et de ses
fractioons

111.1.2.2.1. Teneurs en polyphénols totaux
La droite d’étalonnage (Figure 40) d’équation y = 0,9829x+0, 0005 avec un coefficient de

régression R?=0,9936 a été obtenue en utilisant I'acide gallique comme standard.
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Figure 40 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique

Les teneurs en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla
(Emeon) et de ses fractions (FHex, Focm, Fake et Fag) ont été traduites sous forme d’histogramme
(Figure) 41.

140
125+ 0,70 125+£0,70

EXTRAITS

Figure 41 : Histogrammes des teneurs en polyphénols totaux de 1’extrait méthanolique et de

ses fractions
Ewmeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focwm : fraction dichlorométhane ; Fae . fraction acétate
d’éthyle ; Faq : fraction aqueuse résiduelle
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On note que I’extrait méthanolique (Emeon) et ses fractions a I’acétate d’éthyle (Fag) et aqueuse
résiduelle (Faq) ont des teneurs en polyphénols totaux respectivement de 75 + 0,04 mg.EAG/g
d’extrait sec ; 125 + 0,70 mg EAG/g d’extrait sec et 125 + 0,70 mg EAG/g d’extrait Sec.
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Ils sont deux a trois fois plus riches en polyphénols que les fractions hexanique (Frex) et au
dichlorométhane (Focwm) qui ont respectivement des valeurs de 25 + 0,02 et 50 + 0,03 mg EAG/g
d’extrait sec. La variabilité des teneurs en polyphénols est probablement due a la composition
phénolique des extraits, aux conditions biotiques telles que I’espéce, 1’état physiologique et aux
conditions abiotiques (saison, climat et température) (Mounira, 2015). Cette différence
confirme aussi que les polyphénols présents dans 1’extrait brut méthanolique des feuilles de T.
heterophylla sont majoritairement glycosyleés. lls sont donc plus solubles dans le méthanol,
I’acétate d’éthyle et 1’eau (Markham, 1982 ; Azwanida 2015). Les aglycones qui sont
faiblement solubles dans les solvants hydrophiles, ont été trés peu extraits par le méthanol. Cette
proportion des polyphénols dans les feuilles de T. heterophylla pourrait neutraliser les radicaux

libres et contribuer ainsi a prévenir diverses pathogenes dégenératrices.

111.1.2.2.2. Teneurs en flavonoides totaux
Pour déterminer les teneurs en flavonoides, la droite d’étalonnage (Figure 42) d’équation
y=0,9829x+0, 0005 avec un coefficient de régression R? = 0,9985 a été obtenue en utilisant la

quercétine comme standard.
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Figure 42 : Droite d’étalonnage de la quercétine

Les teneurs en flavonoides totaux de I’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla
(Emeon) et de ses fractions (Frex, Fpcwm, Fae et Fag) ont été traduites sous forme d’histogramme
(Figure 43).
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Figure 43 : Histogrammes des teneurs en flavonoides totaux de 1’extrait méthanolique et de
ses fractions

Ewmeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focwm : fraction dichlorométhane ; Fae : fraction acétate
d’éthyle ; Faq : fraction aqueuse résiduelle

La figure 43 réprésente les teneurs en flavonoides de I’extrait méthanolique et ses fractions
respectivement avec les valeurs Emeon = 150 + 0,05 mg EQ/g d’extrait sec ; Frex = 82,5 £ 0,03
mg EQ/g d’extrait sec ; Fpocm = 107 £ 0,04 mg. EQ/g d’extrait sec ; Fae = 150 + 0,10 mg EQ/g
d’extrait sec et Faq = 175 + 0,40 mg EQ/g d’extrait sec). Ces résultats concordent avec ceux
obtenus avec le criblage phytochimique qui montre que les flavonoides se retrouvent dans tous
les extraits, apolaires comme polaires (Tableau V). Les teneurs en flavonoides augmentent
lorsqu’on passe des fractions les moins polaires (FHex) aux plus polaires (Faq) (Figure 43). Par
conséquent, les flavonoides contenus dans 1’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla
seraient majoritairement glycosylés (Markham, 1982). Ainsi, les flavonoides non glycosylés
(génines) se retrouvent dans les fractions hexane (Fxex) et dichlorométhane (Focm) (Muyonga
et al., 2014). Quant aux flavonoides glycosylés, c’est plutot dans les fractions acétate d’éthyle
(FaEe) et aqueuse residuelle (Faq) qu’ils se trouvent. Ce résultat est en accord avec le principe
selon lequel les composés possédant des groupements hydroxyles sont plus solubles dans les
solvants hydrophiles tels que le méthanol, I’acétate d’éthyle et 1’eau (Markham, 1982 ;
Azwanida, 2015).

Les informations contenues dans la revue bibliographique révélent que les polyphénols, les
polyterpenes et les stérols sont des métabolites secondaires dont l'intérét thérapeutique et

I'emploi industriel sont importants en raison de leur diversité structurale.
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De ce fait, il est opportun d’identifier les structures de certains métabolites secondaires issus de
ces grandes familles dans les feuilles de T. heterophylla.

111.1.3. Identification des constituants chimiques de I’extrait méthanolique de Turraea
heterophylla

Dans le but d’identifier les molécules de I’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla,
un traitement automatisé des données brutes par HPLC-ESI-QTOF-MS/MS a été fait a I’aide
du logiciel Agilent MassHunter Workstation Software. Celui-ci fait ressortir les
chromatogrammes, les spectres ESI-MS et MS/MS et génére une liste de formules brutes de
données correspondant aux composes présents dans 1’extrait brut. Puis, la structure
correspondant a la formule la plus proche de la masse est retenue. Cette identification des
composés s’est également faite grace a la spectroscopie ultraviolet-visible (UV) et au couplage
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) / spectrométrie de masse tandem
(MS/MS / QTOF).

111.1.3.1. Analyse par spectrométrie ultraviolet-visible
L’étude réalisée par spectrométrie UV aux longueurs d’ondes 254 nm et 280 nm a permis

d’obtenir les chrommatogrammes des figures 44 et 45.
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Figure 44 : Chromatogramme UV 254 nm de I’extrait MeOH des feuilles de Turraea
heterophylla
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Figure 45 : Chromatogramme UV 280 nm de 1’extrait MeOH des feuilles de Turraea
heterophylla

On notera que les chromatogrammes obtenus aux longueurs d’onde 254 nm et 280 nm ont les
profils similaires a quelques pics prées. Les molécules observées a ces longueurs d’ondes (254
et 280 nm) sont celles possédant au moins une double liaison (C=C ou C=0) dans leur chaine
carbonée. Ces chromatogrammes UV permettent donc de carcatériser des fonctions chimigques.
Afin d’identifier les composés revelés a ces longueurs d’onde, il a été réalisé une analyse par
chromatographie liquide couplée a la spectroscopie de masse a tandem (HPLC-ESI-Q-TOF-
MS/MS).
111.1.3.2. Analyse par HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS

L’analyse en couplage LC-MS/MS de I’extrait méthanolique brut des feuilles de T. heterophylla
a conduit au spectre de masse LC- ESI- MS (Figure 46).

x102 425 TIC NSial) NDELHEER ¢
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Figure 46 : Spectre en LC-ESI-MS de I’extrait méthanolique de feuilles de Turraea
heterophylla
74



PARTIE IIl : RESULTATS ET DISCUSSION

Le traitement du spectre de masse LC-ESI-MS par le logiciel Agilent MassHunter a donné le
chromatogramme HPLC-ESI-Q-TOF-MS (Figure 47), qui révéle quarante cing (45) pics
correspondants aux composés majoritaires détectés.

En effet, le traitement de chaque pic de ce chromatogramme HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS par le
logiciel MassHunter, et en confrontant les résultats aux donnés de la littérature, nous a permis

d’identifier les structures de douze (12) composeés.
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Figure 47 : Chromatogramme HPLC-ESI-Q-TOF-MS de I’extrait méthanolique des feuilles
de Turraea heterophylla
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111.1.3.3. Identification des limonoides
Les résultats des pics 7, 24 et 25 (Figure 47) correspondent a des dérivés limonoides. Leurs

structures ont été déterminées grace aux donnees spectrales et conformément aux bases de

données Reaxys® et Dictionary of Natural Products® (DNP) et de la littérature.

111.1.3.3.1. Identification du composé 7
Sur le chromatogramme de la figure 47, le pic 7 qui apparait au temps de rétention (Tr= 19,125

min) a été intégré pour donner le spectre ESI-MS (Figure 48).
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Figure 48 : Spectre en ESI-MS du composé 7

Sur ce spectre, on observe le pic de I’ion moléculaire a m/z= 701,3527 [M+H] *. Plusieurs
formules brutes ont été proposées par le Logiciel MassHunter Workstation Software (Tableau
VII). Parmi celles-ci, la formule CzsHs2012 a été retenue comme la meilleure au score (94,22)
conformément aux données de la littérature. La masse molaire correspondant a cette formule

est 700,3449 g/mol.
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Tableau VII : Formules brutes proposées pour 1’ion moléculaire & m/z : 701,3527

Formula TR Species vR O miz v ODiff(pvR S Wl

BNy C32 H52 012 (M+H)+ 7013527  -D.65

-- C35 HA8 N4 OB (M+H)+ 701.3527 1,15 33,35
m- | C37H46NT 07 (M+H)+ 7013527 | -088 92.65
w- | C38HA2N1103 (M+H)+ 7013527 | 093 916
@ |C36HA0N1402 (M+H)+ 7013527 [-1.11 90,27
W |C45HEONO4S (M+H)+ 7013527 | -0.%6 89,03
@ |C4TH50NO3 (MH)+ 7013527 | 347 3884
@ | C36HEO N3 O11 (M+H)+ 7013527 | -267 88,54
@ |CADH44 NB 04 (M+H)+ 701.3527 2,95 87,52
W |CABHAENSS (M+H)+ 7013527 | 095 87.16
@ |C51H44N20 (M+H)+ 7013527  |-1.36 26,63
- | C35H44N10 06 (M+H)+ 701.3527 | -2.91 86,45
@ |C3TH4ZN1705 (M+H)+ 701.3527 1.06 8554
W |C32H4BN10D6S | (M+H)+ 701.3527 1,31 8428
@ |C43H4EN403S (M+H)+ 7013527 | -2.89 84,49
W |C29HAON20S (M+H)+ 701.3527  [-1.01 84,03
@ |[C30H4ENI305S | (M+H)+ 7013527 | -074 83,95
w- | C33HBANZOMS | (M+H)+ 701.3527 157 837
@ |[C34H3BNITO (M+H)+ 701.3527 -3.15 82,53
w- |C31HSZNEOT0S | (M+H)+ 7013527 | -0.48 8329

Pour identifier la structure exacte correspondant a cette formule brute, les recherches ont été
menees dans les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP),
ChemSpider, PubChem et de la littérature. Le seul composé correspondant est 28-nor-4a-
carbométhoxy-11p-acétoxy-12a-(2-méthylbutanoyloxy)-14,15-déoxyhavanensin-1,7-
diacétate (7) (Figure 49).

CssH52012
Masse exacte : 700,3459
28-nor-4o.-carbométhoxy-11p-acétoxy-12a-(2-méthylbutanoyloxy)
14,15-déoxyhavanensin-1,7-diacétate

Figure 49 : Structure du 28-nor-4a-carbométhoxy-11p-acétoxy-12a-(2-méthylbutanoyloxy)-
14,15- déoxyhavanensin-1,7-diacétate
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Cette structure est conforme aux fragmentations MS/MS observées sur le spectre de
fragmentation ESI-MS/MS (Figure 50).
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Figure 50 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du compose 7

Les fragments observés nous permettent de proposer une voie de fragmentation du composé 7
(Figure 51). En effet, le fragment observé a m/z : 555,3163 [M+H-146] * correspond a la perte
de I’acide tiglique (CsHgO2 : m/z 100), suivie d’un réarrangement entrainant la perte d’un énol
(C2HsO : m/z 46). Le fragment a m/z: 555,3163 [M+H-146]" perd deux groupements
méthanoate de méthyle (2C2H4O: : m/z 2x60), suivi d’un réarrangement conduisant a 1’addition
de six hydrogénes (+6H) pour donner le fragment a m/z : 441,2272 [M+H-146-114] *. La perte
des groupements : éthyléne (C2Ha:. m/z 28), méthyle (CHz : m/z 15) et I’eau (H20 : m/z 18),
suivie de réarrangement avec 1’addition deux atomes d’hydrogéne (+2H m/z : 2) aboutit au
fragment a m/z : 384,2301 [M+H-146-114-61] *. De méme, le fragment a m/z 305,1855 [M+H-
146-114-61-79] * correspondant a la perte d’un méthanoate de méthyle (C2H4O2 m/z : 60) et du
méthyle (CHs m/z :15), suivie d’un réarrangement. La perte d’un autre groupe de méthanoate
de méthyle (C2H4O2 : m/z 60) et d’un méthyle (CHz m/z :15), suivie de réarrangement avec
’addition de trois atomes d’hydrogéne (+3H m/z :3) ; conduit au fragment a m/z : 234,1409
[M+H-146-114-61-79-74] *.
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Figure 51 : Schéma de fragmentation du 28- nor-4a-carbométhoxy-11p-acétoxy-12a-(2-
méthylbutanoyloxy)-14,15-déoxyhavanensin-1,7-diacétate (7)

Cette fragmentation est caractéristique des limonoides ; surtout celle a m/z 555 [M+H-acide
tiglique] * (Akrofi, 2011). Ce composé naturel connu est un limonoide et abondant dans les
espéces du genre Turraea. En effet, il a été déja isolé de Turraea floribunda (Torto et al.,
1995 ; McFarland et al., 2004), de Turraea holstii (Mulholland et al., 1998 ; Mulholland et
al., 1999) et de Turraea wakefieldii (Ndung'u et al., 2004). Ce limonoide identifié pourrait
traiter I’infection urinaire (Torto et al., 1995 ; McFarland et al., 2004).
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111.1.3.3.2. Identification du composé 24
Le composé correspondant au pic 24 (Tr= 32,593 min) donne I’ion moléculaire [M+H]"
am/z=425,2723 (Figure 52).
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Figure 52 : Spectre ESI-MS du composé 24

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes (Tableau V1II). Parmi celles-ci, la
formule C27H3604 a été retenue au score (72,78) conformément aux données de la littérature ;
ce qui donne comme masse molaire 424,2645 g/mol.

Tableau V111 : Formules brutes proposées pour 1’ion moléculaire a m/z : 425,2688

Formula T3 Species ¥R miz ¥R Diff(pvR S5cvFR
C28 H3Z2 N4 [(M+H)+ 425 2688 0,98 7495
C27 H36 04 (M+H)+ 425 2688
CHOHMNO (M+H)+ 425 2688 426 6733
C25H34 N3 03 (M+H)+ 425 2688 -5.31 63,04
CHHIBNEOZS (M+H)+ 425 2688 -0.77 61,83
C13HZE NI 0O [(M+H)+ 425 2688 1.31 0,69
C22H3EN3035 (M+H)+ 425 2688 256 e017
Cl14 H34 N9 06 (M+H)+ 425 2688 1,74 581
C12 H3Z N12 05 (M+H)+ 425 2688 -1,68 5624
C15H30N13 02 (M+H)+ 425 2688 47 54 62
CI12H34 N3OS [M+H)+ 425 2688 -4.11 54,05
CI19H40 N2 06 5 (M+H)+ 425 2688 -3.72 53,91
C13H36 N12 52 (M+H)+ 425 2688 03 53,36
Cl16 H36 NE OF (M+H)+ 425 2688 513 51,09
C24 HAD 04 5 (M+H)+ 425 2688 588 506
C23IH3IZNE 02 [M+H)+ 425 2688 -8.62 494
C15H38 NSO 52 (M+H)+ 425 2688 369 4343
CITHIENEO5S (M+H)+ 425 2688 -7.08 40,58
CI6H3IZN125 (M+H)+ 425 2688 -7.48 40,45
C17 H40 N6 02 52 (M+H)+ 425 2688 7.06 3714
C21H30N3 0 [M+H)+ 425 2688 -11.95 7.0
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La détermination de la structure exacte correspondant a cette formule brute est recherchée dans
les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP), ChemSpider et

PubChem. Ainsi, le composé correspondant est la 1,2- dihydroazadirone (24) (Figure 53).

Co7H3604
Masse exacte : 424,2614
1,2-dihydroazadirone

Figure 53 : Structure de la 1,2- dihydroazadirone (24)

Pour confirmer cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure 55)

conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 54).
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Figure 54 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 24

Selon le schéma de fragmentation, 1’ion moléculaire & m/z : 425,2728 ([M+H] *) perd le
groupement éthanal (C2H4O : m/z : 44) pour donner le fragment observé a m/z : 380,2351
[M+H-44]". La perte d’une molécule d’eau (H20 : m/z : 18), d’un groupement méthyle (CHs :
m/z : 15), suivie d’un réarrangement conduit au fragment a m/z : 346,1933 [M+H-44-34] *. A
partir du fragment a m/z : 380,2351 [M+H-44] *, la perte du noyau furane (CsH4O : m/z : 68),
d’une molécule d’eau (H20 : m/z : 18) accompagnée d’un réarrangement avec 1’addition de

quatre atomes d’hydrogéne (+4H) aboutit au fragment a m/z : 298,2297[M+H-44-86+4H] *.
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Ce dernier fragment subit un réarrangement avec la perte de (CsHw2 : m/z : 108) pour donner
le fragment & m/z : 190,1358[M+H-44-86+4H-108] *.

:
0 O oy

Q& ‘O
© O

m/z 380,2351 m/z 346,1933

m/z 425,2728

m/z 298,2297

m/z 190,1358

Figure 55 : Schéma de fragmentation de la 1,2-dihydroazadirone (24)

Cette voie de fragmentation est conforme & la structure de la 1,2-dihydroazadirone qui est aussi
un dérivé limonoide connu, car deja isolé des ecorces de racine de Turraea robusta (Rajab et
al., 1988 ; Bentley et al., 1992). Ce limonoide connu pourrait traiter les maux d'estomac, la

diarrhée et des troubles gastriques (Rajab et al., 1988 ; Bentley et al.,1992).

111.1.3.3.3. Identification du composé 25
Le composé correspondant au pic 25 (Tr= 32,944 min) donne I’ion moléculaire [M+H] *a m/z=
457,2954 (Figure 56).
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Figure 56 : Spectre ESI-MS du composé 25
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Le Logiciel MasHunter a propose plusieurs formules brutes correspondant a cette valeur de
[M+H] * (Tableau IX). Parmi celles-ci, la formule C2gHa00s a été retenue au score (73,75)
conformément aux données de la littérature ; ce qui donne comme masse molaire 456,2876
g/mol.

Tableau IX : Formules brutes proposées pour I’ion moléculaire a m/z : 457,2954

Formula TR Species W R mz TR Diff(pwvR ScvFR

m | C29H44s2 (M+H)+ 4572954 | -2.14 20.85
@ | C29H36N40 (M+H)+ 4572954 | 062 747
NS C28 H40 05 (M+H)+ 4572954

B |C23H42N3 045 (M+H)+ 4572954 | 0,58 732
@ | C26H48S3 (M+H)+ 4572954 | 4.82 72.84
m | C27H34NT (M+H)+ 4572954 | -254 7027
@ |C3TH3&8NO2 (M+H)+ 4572554 | 3.77 £9.99
@ |CIEH42ZNI0Z252 | (MeH)+ 45729554 | 0.88 6961
& |C25H44 055 (M+H)+ 4572954 | 3.79 5878
M- |C24H38NTS (M+H)+ 4572554 | 3.31 6873
& | C21HAONEO3S (M+H)+ 4572954 | -2564 6823
@ | C15H38 N3 07 (M+H)+ 4572954 | 0,93 55.2
@ |CI8H44NEO3S2 | (M+H)+ 4572954 | 411 6497
E | CI4HAONI2ZOS2 | (MeH)+ 4572954 | -2.37 64 87
@ | C26 H33 CI NS (M+H)+ 4572554 | -06 5434
@ | Cl4H32N1602 (M+H)+ 4572954 | 025 6298
& |C26HIBN2O4 (M+H)+ 4572954 | -526 5268
m- | C28H41CINZO (M+H)+ 4572954 |25 6196
& | C13H36N1206 (M+H)+ 4572954 | -2.37 6138
m- | C17 H40 N6 08 (M+H)+ 4572954 | 4.18 50,59
@ |Cl16H34N1302 (M+H)+ 45729554 | 3.58 597
@ | C25H43CIN 04 (M+H)+ 4572954 |-3.36 58,94

Deux spectres ESI-MS/MS ont été générés par le Logiciel MassHunter Workstation Software ;
cela suppose que le pic 25 présente deux isomeres qui seront représentés par 25A et 25B (Figure
57). Les recherches effectuées dans les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural
Products® (DNP), ChemSpider, PubChem et de la littérature ont permis de proposer deux
structures possibles pour le composé 25 (25A, 25B).
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C2gH4005 C28H4005
Masse exacte: 456,2876 Masse exacte : 456,2876
Mzikonol Turranolide

Figure 57 : Structure des isoméres du composé 25 (25A et 25B)

Pour différencier ces isoméres, 1’analyse des spectres de fragmentation ESI-MS/MS (Figures
58 et 60) a été déterminante. L’interpréation des fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 58)
a permis de proposer une voie de fragmentation (Figure 59) pouvant aboutir a la structure du

composé 25A.
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Figure 58 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 25A

L'ion moléculaire a m/z 457,2954 [M+H] * perd un noyau de furane (C4H4O : m/z : 68) et une
molécule d’eau (H20 : m/z : 18) pour donner le fragment observé a m/z : 371,2581 [M+H-86]".
Ce méme fragment perd le méthanoate de méthyle (C2H4O- : m/z : 60), un méthyle et une
molécule d’eau (H20 : m/z : 18) pour aboutir au fragment observé a m/z : 279,2107 [M+H-86-
92] * Ce dernier fragment perd deux groupements méthyle (2CHs : m/z : 2x15) et cing atomes
d’hydrogéne (-5H) pour donner le fragment a m/z : 244,1252 [M+H-86-92-35] *.
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m/z 371,2581 -

m/z 457,2954 ~ )
-92

OO 2 CH3 | -5H . .

-35 m/z 279,2107

m/z 244,1252

Figure 59 : Schéma de fragmentation du Mzikonol (25A)
Ce schéma de fragmentation nous a permis de conclure qu’il s’agit du Mzikonol (25A) (Figure
57). Ce composé est un limonoide connu, déja isolé de Turraea robusta (Rajab et al., 1988 ;
Bentley et al.,1992). Ce limonoide connu pourrait traiter les maux d'estomac, la diarrhée et des

troubles gastriques (Rajab et al., 1988 ; Bentley et al.,1992).

L’interprétation des fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 60) a permis de proposer une

voie de fragmentation (Figure 61) pouvant aboutir a la structure du composé 25B.
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Figure 60 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 25B
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Sur le schéma de fragmentation, I’ion moléculaire a m/z : 457,2954 [M+H]" perd une lactone
(C4HsO2 : m/z : 86), suivi d’un réarrangement avec 1’élimination d’un atome d’hydrogéne
pour donner le fragment observé a m/z : 370,2508 [M+H-86]". Ce fragment perd a son tour le
méthanoate de méthyle (C2H402 : m/z : 60) et deux groupements méthyle (2CHs : m/z : 2x15)
pour aboutir au fragment observé a m/z : 278,1671 [M+H-87-92] *. Enfin, ce dernier fragment
perd un méthyle (CHs : m/z :15) et une molécule d’eau (H20 : m/z :18), suivie d’un

réarrangement pour conduire au fragment a m/z : 245,1409 [M+H-87-92-33]".

+
(@)
O OAc
Ob/\J H
87 m/z: 370,2508

L (13 _

Ny

— m/z 457,2954 -92 2CH,4

-2H

— —+ — —

OO H.0.Che . ‘?Q
HO

m/z: 245,1409

m/z: 278,1671

Figure 61 : Schéma de fragmentation de la Turranolide (25B)

Ce schéma de fragmentation nous a permis de conclure qu’il s’agit de la Turranolide(25B)
(Figure 57). Cette molécule est un limonoide connu, car deja isolé de Turraea robusta (Rajab
et al., 1988 ; Bentley et al.,1992). Ce limonoide pourrait traiter les maux d'estomac, la diarrhée

et des troubles gastriques (Rajab et al., 1988 ; Bentley et al.,1992).

111.1.3.3.4. Identification des stéroides
Les résultats des pics (8, 20, 23, 30, 35, 38 et 39) (Figure 47) revélent des stéroides. Leurs
structures ont été déterminées grace aux données spectrales et conformément aux bases de

données Reaxys® et Dictionary of Natural Products® (DNP).
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111.1.3.3.4.1. Identification du composé 8
Le composé correspondant au pic 8 (Tr= 18,071 min) donne 1’ion moléculaire [M+H]*
am/z = 415,2052 (Figure 62).

x10% +ES Scan (t 18,071 mn) Frage! 75,0V NOBLHEBR ¢
197415

24

b
o | 2
| o TRIN MED W mm

o LT S -u.nl n-lul»LvuLv- ll.... ' .u-an.-mJ.L--L i L.l; ek ) " sBA A L 4B M) [

—

L

Figure 62 : Spectre ESI-MS du compose 8

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes (Tableau X). Parmi celles-ci, la
formule C31H260 a été retenue au score (83,31) conformément aux données de la littérature ; ce

qui donne comme masse molaire 414,3862 g/mol.
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Tableau X : Formules brutes proposées pour 1’ion moléculaire a m/z : 415,2062

-

Formula T Species W@ miz VR Diff (ppm) 7T & Score W B
CI6H3Z N O11 | (M+H)+ 4152062 | -3.67 3415
CI2H3Z N5 02 | (M+H)+ 4152062 | 0.6 23,32
C31H26 0 (M+H)+ 4152062

C15 H26 NB 06 | (M+H)+ 4152062 | -4.13 328
C20H26 N6 04 | (M+H)+ 415.2062 | 5,81 8157
Cl4 H2Z0 MN15 0 | (M+H)+ 4152062 | -4.6 20,76
CI1TH24 N15 0 | (M+H)+ 4152062 | 277 7373
CITHIENOES | (M+H)+ 4152062 | -2 44 7954
CIEHIONEO S | (M+H)+ 4152062 | -2.85 79,14
C2OHIM NZ03 | (M+H)+ 4152062 | 403 7852
CI12H30NEOE | (M+H)+ 4152062 | 327 721
CZBH3DO S (M+H)+ 4152062 | 6.06 7691
C29 H24 N3 (M+H)+ 4152062 | -4,26 76,33
CIIHZE N5 02 | (M+H)+ 4152062 | -7.25 7622
CI3H2E N120 | (M+H)+ 4152062 | 629 71.96
CI4 H3Z N5 OT7 | (M+H)+ 4152062 | 677 €9.71
CIEH40 N O 54 | (M+H)+ 4152062 | -0.58 63,01
CZ2 H2BN305 | (M+H)+ 4152062 | 924 63
CI4H30 N4 01 | (M+H)+ 4152062 | -7,14 687
C11 H3Z2 M11 53 | (M+H)+ 4152062 | 159 679
C21 HZ22 N10 (M+H)+ 4152062 | 827 6767
CI5H34 N4 05 | (M+H)+ 4152062 | -5.89 671
CI3H24 N11 0 | (M+H)+ 4152062 | -7.63 66,93

Pour déterminer la structure exacte correspondant a cette formule brute, les recherches ont été

menées dans les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP),

ChemSpider et PubChem. Le composé correspondant est le B-sitostérol (Figure 63).

HO

CaoH500
Masse excate: 414,3862
B-sitostérol

Figure 63 : Structure du B-sitostérol (8)
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Pour confirmer cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure 65)

conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 64).

x108 [+ES! Product lon {rt 18,155 mun) Frage205 0V COB30.0 (415, 2046f2=1] -> ) NOELHEER 4

4 M +H-85+3H-57-33-28+2HT* ——. 14 (4] M +H-21*
[M +H-85+3H-57]* [M +H-85+3H]*
[M +H-85+3H-57-33-28+2H-30]"  [M +H/85+3H-57-33]* x \
031 e [M +H]*
18%9 W5 18905 el X 1 3338789 2000

]

W 10 W W W A W W A M N X W W XN N N W
Courts v, Mass-o-Charge (m2)

Figure 64 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 8

Selon le schéma de fragmentation, I’ion moléculaire a m/z : 415,2062 [M+H]" perd deux
atomes d’hydrogéne (-2H) pour donner le fragment observé a m/z : 412,3705 [M+H-2] *. A
partir du fragment a m/z : 415,2062 ([M+H] ™), I’élimination du groupement alkyl (C¢H13:m/z :
85) accompagnée de réarrangement avec 1’addition de trois atomes d’hydrogene (+3H) aboutit
au fragment a m/z : 333,8589[M+H-85+3H]. La perte du groupement butyle (C4Hq . m/z : 57)
conduit au fragment a m/z : 278,3015 [M+H-85+2H-57] *. Cet ion fragment a m/z : 278,3015
[M+H-85+2H-57]", subit a son tour I’élimination d’un groupement méthyle (CHz : m/z : 15) et
d’une molécule d’eau (H20 : m/z : 18), pour donner le fragment a m/z : 345,2348 [M+H-
85+2H-57-33] . La perte d’une unité (C2Ha : m/z : 28), suivie de réarrangement avec 1’addition
de deux atomes d’hydrogéne (+2H) conduit au fragment a m/z : 219,2191 [M+H-85+2H-57-
33-28] *. Ce dernier fragment subit la perte de deux groupements méthyle (CHz : m/z :2x15)
traduisant le fragment a m/z : 189,0581[M+H-85+2H-57-33-28-30] *.
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HO HO
m/z: 415,2062 m/z 412,3705

-85
CeH1z

+3H +
A anl |

CH3 , H,0
HO HO =
m/z: 333,8589 -57 m/z: 278.3016 m/z: 245,2348
-28|C,H, .
ot ]
2CH3
-30

m/z: 189,0581
m/z:219, 2191

Figure 65 : Schéma de fragmentation du B-sitostérol (8)

Cette voie de fragmentation est conforme a la structure du B-sitostérol qui est un dérivé
stéroidique connu, car déja isolé de Turraea nilotica (Mulholland & Taylor, 1988 ; Bentley et
al., 1995), de Turraea floribunda (Torto et al., 1995 ; McFarland et al., 2004) et de Turraea
holstii (Mulholland et al., 1998). En effet, B-sitostérol serait efficace dans le traitement du
cancer et de la prostate (Berges et al. 2000 ; Jourdain et al., 2006). Ce stéroide fait diminuer la
concentration de "mauvais" cholestérol (LDL) sans faire baisser le taux de "bon™ cholestérol
(HDL) (Lecerf, 2006). Le stress oxydatif induit par la glucose oxydase et la peroxydation
lipidique, pourrait étre évité par incorporation de B-sitostérol dans la membrane cellulaire (Shi
et al., 2013). L'administration de B-sitostérol favorise la sensibilité a I'insuline (Radika et al.,
2013) et réduit les taux de glucose et d'oxyde nitrique sur des rats diabétiques ; le B-sitostérol
est donc un excellent antidiabétique. Le B-sitostérol a aussi montré un effet protecteur sur le

tissu pancréatique avec I'amélioration de I'antioxydant pancreatique (Gupta et al.,2011).
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Par ailleurs, Ovesna et al. (2004) ont montré expérimentalement I'inhibition du développement

du cancer du célon et du sein par le B-sitostérol. En outre, B-sitostérol a été aussi isolé des

racines et des écorces de tige de Trichilia rubescens. L’activité anti-plasmodiales évaluée contre

les stades érythrocytaires de la souche 3D7 Plasmodium falciparum, a présenté une activité in

vitro anti-plasmodiale significative avec une valeur de Clso de 1,13 M (Gabay et al., 2010).

111.1.3.3.4.2. Identification du composé 20

Le composé correspondant au pic 20 (Tr=30,836 min) donne I’ion moléculaire [M+H]*

am/z =333,2417 (Figure 66).

x104 +ESI Scan (rt: 30,836 mun) Frag=175.0V NDBLHEBR 4
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Figure 66

: Spectre ESI-MS du composé 20

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes (Tableau XI). Parmi celles-ci, la

formule C31H260 a été retenue au score (59,75) conformément aux données de la littérature ; ce

qui donne comme masse molaire 332,2351 g/mol.

Tableau XI : Formules brutes proposées pour 1’ion moléculaire a m/z : 333,2417

Formula TR Species VR miz VR ODIff (ppm) W R Score W
CITH3BE N2 52 | (M+H)+ 3332417 | -3.26 79.39
CI7HZE NGO (M+H)+ 3332417 | 0.81 66.16
CI12ZH30 N3 5 (M+H]+ 3332417 (3,85 65,31
CI6H3Z N2 05 | (M+H)+ 3332417 | -293 64.06
CI4H31CINT | (M+H)+ 3332417 | -0.68 63.99
C15 H26 NG (M+H)+ 3332417 | -368 60,71
CIGH33ICING | (M+H)+ 3332417 (362 60.45
CI9H30 N3 02 | (M+H)+ 3332417 | -2.03 60.16
C21H3203

Cl14H3ZNE0 5 | (M+H)+ 3332417 (B35 5334
CI8H3SCIND | (M+H)+ 3332417 | 7.89 47,51
CIEH34 N3 02 | (MsH)+ 3332417 (12,82 40.75
C24HION (M+H)+ 3332417 (102 35,56
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L’identification de la structure exacte, correspondant a cette formule brute est recherchée dans
les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP), ChemSpider et
PubChem. Ainsi, le composé correspondant est Villostérol (20) (Figure 67).

HO Ho

@)

Masse exacte 332,2351
Villosterol

Figure 67 : Structure de villostérol (20)

Pour confirmer cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure 69)

conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 68).

k102 |+ES| Product lon (rt: 30,903 min) Frag=205.0V CID@30.0 (333.2377[z=1] -> =) NDBLHEBR 4
51 1351168
. [M +H-32-28-28-40+42H]*  [M +H-32-28]*
3. ey [M +H-32-28-28]" J [M +H-32]"
[V +HI'

Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)

Figure 68 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 20

Selon le schéma de fragmentation, I’ion moléculaire a m/z : 333,2417[M+H] * perd deux
molécules d’eau (H20 : m/z : 2x18) pour aboutir au fragment observé a m/z : 297,2140 [M+H-
32] *. Ce fragment subit la perte d’un groupement carbonyle (C=0 : m/z : 28) qui conduit au
fragment a m/z : 269,2191 [M+H-32-28] *. Ainsi, ce fragment obtenu perd a son tour la
molécule d’éthyléne (C2Ha : m/z : 28) pour donner le fragment observé am/z : 241,1951 [M+H-
32-28-28] *. Enfin, ce dernier fragment perd une unité (CsHs: m/z : 40), accompagné de
réarrangement avec 1’addition de deux atomes d’hydrogene (+2H) pour aboutir au fragment a
m/z :203,1722 [M+H-32-28-28-40+2H]". De plus, les ions fragments les plus courants [M+H-
18] et [M+H-28] *, corespondant a la molécule d’eau (H20: m/z: 18) et au groupement
carbonyle (C=0 : m/z : 28) sont caractéristiques des stéroides et aussi bien connus d’autres
terpénoides (Yuan et al., 2013).
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-2 H,0
-36

m/z 269,2191

m/z 333,2417

_|+ 28| CoHa

m/z 241,1951

Figure 69 : Schéma de fragmentation du villostérol (20)

Cette voie de fragmentation est conforme a la structure du Villostérol qui est un dérivé
stéroidique connu. En effet, il a été déja isolé de Turraea Villosa (Chiplunka et al.,1993), de
Turraea obtusifolia (Mulholland et al., 1999 ; Sarker et al.,1997) et de Turraea pubescens
(Yuan et .al, 2013). Ce stéroide serait efficace pour traiter le cancer et la diarrhée (Chiplunkar
et al., 1993). Le composé villostérol a présenté une activité inhibitrice contre la production
d'oxyde nitrique (NO) induite par les lipopolysaccharides (LPS) dans les cellules RAW?264,7
avec une valeur Clso de 11,5 uM (Yuan et al., 2013).
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111.1.3.3.4.3. Identification du composé 23
Le composé correspondant au pic 23 (Tr= 32,241 min) donne I’ion moléculaire [M+H]"
am/z = 345,2428 (Figure70).

X104 +£S Scan (1t 32,241 mn) Frags175 0V NOGLHEER 4
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s e ISP A
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Figure 70 : Spectre ESI-MS du composeé 23

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes (Tableau XII). Parmi celles-ci, la
formule C22H3203 a été retenue au score (80,32) conformément aux données de la littérature ;

ce qui donne comme masse molaire 344,2350 g/mol.

Tableau XII : Formules brutes proposées pour 1’ion moléculaire a m/z : 345,2428

Faormula TR Species v miz TR Off(pvR S vl

B C22 H3Z2 03 (M+H)+ 3452424 80,32
F- C20H30 N3 02 (M+H)+ 345 2424 -4.04 73.66
F- CIBHIZNEOS (M+H)+ 345 2424 15 66,13
- C25 HION (M+H)+ 345 2424 778 66.08
F- CI3HIONG S (M+H)+ 345 2424 -268 62.53
F- CIBHZENED (M+H)+ 3452424 -8.15 h8.57
- CI7THMNIOZS (M+H)+ 3452424 h.64 58

- CIH30N3 05 (M+H)+ 3452424 4,45 h4.66
- CI0H26 N130 (M+H)+ 3452424 8.09 44 96
- CI19H3603S (M+H)+ 3452424 977 44 51

Pour identifier la structure exacte correspondant a cette formule brute, les recherches ont été
menées dans les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP),
ChemSpider et PubChem. Le composé correspondant est 33-acétoxy-5a-prégn-7,20-dién-6-one
(23) (Figure 71).
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C22H3203
Masse exacte: 344,2354
3p—acétoxy-5a-prégn-7,20-dién-6-one

Figure 71 : Structure de la 3p-acétoxy-5a-prégn-7,20-dién-6-one (23)

Pour la confirmation de cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure

73) conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 72).

110 {+ESt Product bon (rt: 32.314 min) Frag=225.0V CID@50.0 (45.26%z2=1] -> ) NOBLHEER 4
18 U s 1% 47
W s 196,425 19 J782 -17-29- + 17T
‘ v v [M+H-17-29-28+3H1" [/ 1440 sope [M+H-17]
o - o IM+H-17-29:28+3H-62+3HT*
157 238 £ oy
: .J 1 ) v v
\ V6K g 5 R B g
l Wil W y
, L
I"d |

'“I'_T—F'_?—ﬁ_T_W_-'T_T_T_'f_F'_Tﬁ_T'_T_T—T_Y_T_T_T_ﬁﬁ'—T_T_T'
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Figure 72 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 23

Selon le schéma de fragmentation, I’ion moléculaire a m/z : 345,2428 [M+H] * perd le
groupement méthyle (CHs : m/z : 15), suivie d’élimination de deux atomes d’hydrogene (-2H)
pour traduire le fragment observé a m/z : 328,2038 [M+H-17]". Ce fragment d’abord subit une
tautomeérie en énol pour sa stabilité et perd une unité (CHO : m/z :29) qui conduit au fragment
am/z : 299,2006 [M+H-17-29] *. La perte du groupement carbonyle (C=0 : m/z : 28), suivie de
réarrangement avec 1’addition de trois atomes d’hydrogene (+3H) aboutit au fragment a
m/z :275,2369 [M+H-17-29-28+3H] *. Ce dernier ion fragment perd deux groupements méthyle
(CHz: m/z :2x15), une molécule d’eau (H20: m/z: 18) et une unité (CH2 : m/z:14),
accompagnee de réarrangement avec I’addition de trois atomes d’hydrogéne (+3H) pour donner
le fragment a m/z :216,1878 [M+H-17-29-28+3H-62+3H] *.
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0
)J\O
_ CHg,-2H OH
— m/z 328,2038

m/z 328,2038

m/z 345 2428 . -29 | CHO
2CHs, H,0, CH, /<j(5j:>
-62,+3H

-28 ,+3H

miz 216,1878 m/z 275,2369 m/z 299,2006

Figure 73 : Schéma de fragmentation de la 3p-acétoxy-5a-prégn-7,20-dién-6-one (23)

Cette voie de fragmentation est conforme a la structure du 3p-acétoxy-5Sa-prégn-7,20-dién-6-
one qui est un dérivé stéroidique connu, car précedemment isolé de Turraea Villosa (Chiplunka
etal.,1993) et de Turraea pubescens (Wang et al., 2008 ; Yuan et al., 2013). Ce stéroide pourrait
traiter le cancer et la diarrhée (Chiplunka et al.,1993).

111.1.3.3.4.4. Identification du composé 30
Le composé correspondant au pic 30 (Tr= 35,520 min) donne I’ion moléculaire [M+H] *
am/z =413,3399 (Figure 74).

x10%  +ESI Scan (it 35.520 min) Frag=175.0V NDBLHEBR o
M 121
1.2« -
14
0.84 r IR
2231697 m
i1 . 2712615 T
168 204 %4 361
044 110388 199.2046 b 155.2809
] | L b
OJ,lL.LllLIAIllJLthJLJI l..umulL:.-.H lll&..hLlJ .Al&llAlLl.-uJ-‘L ‘.Ablllvu ml J‘mw“u‘ Jhl m&. { Hd

Figure 74 : Spectre ESI-MS du composé 30

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes correspondant a cette valeur de
[M+H] * (Tableau XIII). Parmi celles-ci, la formule C2gHssO a été retenue au score (96,46)
conformément aux données de la littérature ; ce qui donne comme masse molaire 412,2705

g/mol.
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Tableau XI11 : Formules brutes proposées pour I’ion moléculaire a m/z : 413,3399

Formula TR Species VR O miz w4 Diff(pwvR Scwh
H- C27 H46 N3 (M+H)+ 4133769 -0,91 599,09
‘+;| C29H48 0 (M+H)+ 413.3769
£| C24 H4B N2 032 (M+H)+ 4133769 -7.39 78,61
‘£| C24HBO N3 S (M+H)+ 4133769 6.65 76,93
£| C2EHRZ0S (M+H)+ 4133769 10.1 64.45 |

La détermination de la structure exacte correspondant a cette formule brute est recherchée dans
les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP), ChemSpider et

PubChem. Ainsi, le composeé correspondant est Stigmastérol (30) (Figure 75).

HO

CagHsg0
Masse exacte: 412,3705
Stigmastérol

Figure 75 : Structure de Stigmastérol (30)

Pour confirmer cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure 77)

conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 76).

x102 |+ESI Product lon (rt: 35,587 min) Frage205.0V CID@30.0 (413,3352{z«1] -> =) NDBLHEER d
6 [M +H-30-56+2H-36-29+7H]*
54 + «~¢. - +
7l ;L\g T}E"_SO-?_’G+'\2‘\H-36-29+7H-38] 2711897 [M +H-30-56+2H] M +HT*
1771220 M +H;30-56+2H-36]* [M +H-30]*
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Figure 76 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 30
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Selon le schéma de fragmentation, 1’ion moléculaire a m/z : 413,3276 [M+H] * perd deux
groupements méthyle (CHz : m/z : 2x15) pour donner le fragment observé a m/z : 383,3308
[M+H-30] *. La perte du buténe (CsHs : m/z : 56), suivie de réarrangement avec 1’addition de
deux atomes d’hydrogéne (+2H) pour aboutir au fragment a m/z : 329,2839 [M+H-30-56+2H]".
Ce fragment perd deux groupements méthyle (2CHs : m/z : 2x15), accompagnée d’élimination
de six atomes d’hydrogéne (-6H) qui conduit au fragment a m/z : 293,1900 [M+H-30-56+2H-
36] . A partir de ce fragment, la perte d’une unité (C2Hs :m/z :29), suivie de réarrangement
avec 1’addition de sept atomes d’hydrogene (+7H) abouit au fragment a m/z : 271,2056 [M+H-
20-56+2H-36-29+7H] *. Ce dernier fragment subit a son tour la perte du groupement méthyle
(CHz: m/z: 15) et une molécule d’eau (H2O: m/z: 18), suivie de réarrangement avec
élimination de cinq atomes d’hydrogene (-5H) pour avoir le fragment a m/z : 233,1900 [M+H-
20-56+2H-36-29+7H-38] *.

HO
m/z 413,3276 m/z 383,3308 m/z 329,2839
2CH, \ 30 .
.
‘| _T -6H j
CHz H,0 -5H Os
CaHs
.-38
HO -29 +7H HO
m/z 233,1900 iz 271.2056 m/z 293,1900

Figure 77 : Schéma de fragmentation du Stigmastérol (30)

Cette voie de fragmentation est conforme a la structure du Stigmastérol qui est un dérivé
stéroidique connu, déja isolé de Turraea nilotica (Mulholland & Taylor, 1988 ; Bentley, 1995),
de Turraea holstii (Mulholland et al., 1998) et de Turraea floribunda (Torto et al., 1995 ;
McFarland et al.,, 2004). En effet, Stigmastérol a été concentré sur lactivité
hypocholestérolémiante et a été apprécié comme facteur anti-raideur dans le traitement des
maladies rhumatismales. Ce stéroide a un effet anti-inflammatoire potentiel (Gabay et al.,
2010). En outre, stigmastérol a été aussi isolé des racines et des écorces de tige de Trichilia

rubescens.
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L’activité anti-plasmodiale évaluée contre les stades érythrocytaires de la souche 3D7
Plasmodium falciparum, a présenté une activité in vitro anti-plasmodiale significative avec une
valeur de Clso de 0,79 M (Gabay et al., 2010).

111.1.3.3.4.5. Identification du composé 38
Le composé correspondant au pic 38 (Tr= 40,322 min) donne I’ion moléculaire [M+H] *
am/z =429,3720 (Figure 78).

X108 <ESI Scan (rt 40,322 min) Frage175,0V NDBLHEER ¢
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Figure 78 : Spectre ESI-MS du composeé 38
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Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes correspondant a cette valeur de
[M+H] (Tableau XIV). Parmi celles-ci, la formule CxoHs0- a été retenue au score (95,25)
conformément aux données de la littérature ; ce qui donne comme masse molaire 428,3654
g/mol.

Tableau XIV : Formules brutes proposées pour 1’ion moléculaire a m/z : 429,3720

Formula TR Species R omiz TR ODff (ppm) W R Score W R

C2THAEN3IO | (MsH)+ 4293720 | -1.05 9752
[CI2HABNES | (MsH)+ 4293720 | 29 90,74
C25 H44 N6 (M+H)+ 4293720 | -4.35 90,27
C24H50N30 S | (M+H)+ 4293720 | 6.23 80,63
C24 HAB N2 04 | (M+H)+ 4293720 | -7.28 77.99
C26H52025 | (MsH)+ 4253720 | 954 53,06
CI7TH4ZN13 | (M+H)+ 4293720 | 8.78 66,32

Pour identifier la structure exacte correspondant a cette formule brute, les recherches ont été
menées dans les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP),
ChemSpider, PubChem et de la littérature. Le composé correspondant est 1’Oxo-B-sitostérol
(38) (Figure 79).
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Figure 79 : Structure de 1’Oxo-p-sitostérol (38)

Pour la confirmation de cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure

81) conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 80).
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Figure 80 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 38

Selon le schéma de fragmentation, I’ion moléculaire a m/z : 429,3720 [M+H] * perd une
molécule de 1’éthyléne (CoHa: m/z : 28), accompagnée de réarrangement pour aboutir au
fragment a m/z : 401,3414 [M+H-28] *. Ce fragment perd a son tour un groupement butyle
(C4Ho : m/z : 57) suivie de réarrangement avec 1’addition d’un hydrogéne (+H) qui conduit au
fragment a m/z : 345,2794 [M+H-28-57+H] *. La perte d’une unité (C3HsO : m/z :57) aboutit
au fragment a m/z : 288,2448 [M+H-28-57+H-57] *. Ce fragment obtenu, subit I’élimination de
deux groupements méthyle (2CHs : m/z : 2x15) accompagnée de réarrangement avec I’addition
de quatre atmes d’hydrogéne (+4H) pour aboutir au fragment a m/z : 261,2213 [M+H-28-57+H-
57-30+4H] *. L’élimination d’une unité (CsHe : m/z : 42) conduit au fragment a m/z : 219,1743
[M+H-28-57+H-57-30+4H-42] *. La perte du méthyléne (C2H4 : m/z : 28) aboutit au fragment
am/z : 191,1430[M+H-28-57+H-57-30+4H-42-28] *.
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Ce dernier fragment perd une molécule d’eau (H20 : m/z : 18) et une molécule d’éthyléne
(C2Ha : m/z : 28) suivie de réarrangement avec 1’addition de quatre hydrogéne (+4H) pour
donner au fragment a m/z : 149,1325 [M+H-28-57+H-57-30+4H-42-28-26+4H] *.

+

C4Hg

OH -57+H HO

HO
miz 429,3436 © m/z 401,3414 m/z 345,2794
7 +
_I _‘I" C3H50 _57 \\‘|
C3Hg
2CH,
42
HO HO -30 + 4H
m/z 219.1743 miz 261,2213 HO

m/z 288,2448

og | CoHa

N —
A s
HO -26+4H

m/z 149,1325
m/z 191,1430

+

Figure 81 : Schéma de fragmentation de I’ Oxo-pB-sitostérol (38)

Cette voie de fragmentation est conforme a la structure de 1’Oxo--sitostérol qui est un dérivé
stéroidique connu, car précedemment isolé de Turraea nilotica (Mulholland & Taylor, 1988 ;
Bentley et al., 1995).

111.1.3.3.4.6. Identification du composé 39
Le composé correspondant au pic 39 (Tr= 40,556 min) donne 1’ion moléculaire [M+H] *
am/z = 305,2454 (Figure 82).
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Figure 82 : Spectre ESI-SM du compose 39

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes correspondant a cette valeur de
[M+H] *(Tableau XV). Parmi celles-ci, la formule CxHz.0. a été retenue au score (71,89)
conformément aux données de la littérature ; ce qui donne comme masse molaire 304,2402

g/mol.
Tableau XV : Formules brutes proposées pour I’ion moléculaire a m/z : 305,2454

Formula TR Species VR miz W OOiff (ppm) W R Score W R
C18H30 N3O (M+H)+ 3052454 | 211 g2.07
C16 H28 N& (M+H)+ 3052454 | -254 7963

b
C15HI2 N2 04 | (M+H)+ 305.2454 | -5,65 54,29
CI3HIZNGS | (MeH)= 3052454 | 8.37 5164
C13HION503 | (MeH)= 3052454 | -11.34 4678

La détermination de la structure exacte correspondant a cette formule brute est recherchée dans
les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP), ChemSpider,
PubChem et de la littérature. Le composeé correspondant est la 3p-hydroxy-5a-prégn-6-one (39)

(Figure 83).

CooH3202
Masse exacte: 304,2402
3B-hydroxy-5a—prégn-6-one

Figure 83 : Structure de la 3B-hydroxy-5a-pregn-6-one (39)

Pour confirmer cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure 85)

conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 84).
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Figure 84 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du composé 39

Selon le schéma de fragmentation, I’ion moléculaire a m/z : 305,1867 [M+H] * perd une
molécule d’eau (H20 : m/z : 18) et une molécule de méthane (CH4 : m/z :16) pour aboutir au
fragment a m/z : 270,1620 [M+H-34] *. Ce méme fragment a m/z : 305,1867 [M+H] *subit a
nouveau la perte de la molécule de propane (CzHs : m/z : 44) qui conduit au fragment a m/z :
261,1849 [M+H-44]*. Ce fragment perd dans un premier temps une unité (C2H4O : m/z : 44)
pour aboutir au fragment a m/z : 217,1587 [M+H-44-44] * et dans le deuxiéme temps la perte
d’une molécule d’eau (H20 : m/z : 18) suivi d’une molécule de propane (CsHg: m/z :44)

conduit au fragment a m/z : 217,1587 [M+H-44-62] * avec réarrangement.
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HO -
H o
m/z 305.1867 m/z 270.1620
-44 +
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A o) m/z 217.1587
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62| C3H100

OH
m/z 199.1123

Figure 85 : Schéma de fragmentation de la 33-hydroxy-5a-prégn-6-one (39)
Cette voie de fragmentation est conforme a la structure de la 3p3-hydroxy-5a-prégn-6-one qui
est un dérivé stéroidique connu, car déja isolé de Turraea Villosa (Chiplunka et al.,1993) et de
Turraea pubescens (Wang et al., 2007 ; Wang et al., 2008 ; Yuan et al., 2013). Ce stéroide

pourrait étre utiliser pour traiter le cancer et la diarrhée (Chiplunka et al.,1993).

111.1.3.3.5. Identification des sesquiterpenes
Le composé correspondant au pic 21 (Tr= 31,305 min) donne I’ion moléculaire [M+H] *
am/z = 239,2002 (Figure 86).
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Figure 86 : Spectre ESI-MS du compose 21

Le Logiciel MassHunter a proposé plusieurs formules brutes correspondant a cette valeur de
[M+H] * (Tableau XV1). Parmi celles-ci, la formule CisH260> a été retenue au score (85,80)
conformément aux données de la littérature ; ce qui donne comme masse molaire 238,1904

g/mol.
Tableau XVI : Formules brutes proposées pour I’ion moléculaire a m/z : 239,2002
Formula T Species ¥R miz v Diff(pvd S vl
C13H24 N3O (M+H)+ 2352002 =216 8749
s BT
C11 H22 NE (M+H)+ 2352002 -219 728r

La détermination de la structure exacte correspondant a cette formule brute, est recherchée dans
les bases de données Reaxys®, Dictionary of Natural Products® (DNP), ChemSpider,
PubChem et de la littérature. Le composé correspondant estle cyperusol C (21) (Figure 87).

HQ, & | ‘\

OH

Ci15H260;
Masse exacte: 238,1933
Cyperusol C

Figure 87 : Structure du Cyperusol C (21)

“

Pour confirmer cette structure, nous avons proposé une voie de fragmentation (Figure 89)

conformément aux fragments du spectre ESI-MS/MS (Figure 88).
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Figure 88 : Spectre de fragmentations ESI-MS/MS du compose 21

Selon le schéma de fragmentation , I’ion moléculaire a m/z : 239,2002 [M+H] * perd le groupe
méthyl (CHs: m/z:15), suivie d’un réarrangement avec I|’élimination d’un atome
d’hydrogéne(-H) pour donner le fragment a m/z : 223,1693 [M+H-16] *.Ce fragment perd a son
tour deux molécules d’eau (2H20 : m/z :2x18) suivie de réarrangement avec 1’addition d’un
hydrogéene (+H) qui conduit au fragment a m/z : 188,1565 [M+H-16-36+H]*.La perte d’une
molécule de méthylene (C2Ha: m/z :28) ;de deux groupements méthyle (2CHs), accompagnée
de réarrangement avec 1’addition de trois atomes d’hydrogéne (+3H) aboutit au fragmenta m/z :
133,1565 [M+H-16-36+H-57+3H]".

o] . _ .
HOs ”\ HO\ s W x W S
éo‘ CHg, -H é@ 2H,0 (;O 2CH3,CoHa (;O
: —16 - -36,+H -57 +3H
OH OH m/z: 188.1565 m/z: 133.1012
m/z: 239.1933 miz: 223.1693

Figure 89 : Schéma de fragmentation de Cyperusol C (21)

Cette voie de fragmentation est conforme a la structure du Cyperusol C qui est un dérivé
stéroidique connu, car déja isolé de Turraea pubescens (Wang et al., 2008 ; Yuan et al., 2013).
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Conclusion partielle

Le criblage phytochimique réalisé grace aux tests de caractérisation chimique a révélé la
présence de polyterpénes et stérols, d'alcaloides, de saponines, de polyphénols et de
flavonoides. Concernant les dosages, les résultats ont montré que I’extrait méthanolique et les
fractions acétate d’éthyle et aqueuse résiduelle de T. heterophylla ont des teneurs plus élevées
en polyphénols et en flavonoides. Aussi, cette étude montre que les feuilles de cette espece
synthétisent a la fois des polyphénols glycosylés et leurs génines (aglycones). Quant a I’analyse
chimique de I’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla, par la méthode HPLC-ESI-
QTOF-MS/MS, elle a permis d’identifier les structures de douze (12) composés dont quatre (4)
limonoides, sept (7) stéroides et un sesquiterpénoide. En ce qui concerne les composés
identifiés, ils pourraient justifier Il'utilisation traditionnelle de T. heterophylla comme
aphrodisiague ; car les limonoides et les stéroides sont connus pour leurs effets bénéfiques sur

le fonctionnement du cceur.

Nous allons évaluer les activités pharmacolgiques de I’extrait méthanolique de Turraea

heterophylla et de ses fractions.
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111.2. ETUDE BIOLOGIQIQUE

I11. 2.1. Toxicité aigué et effet de poids corporel de I’extrait méthanolique de Turraea
heterophylla

I11. 2.1.1. Toxicité et signes cliniques observées chez les rates aprés administration de
I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla

La toxicité¢ de I’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla a été déterminée en
administrant une dose unique de cet extrait, puis en observant les effets sur le comportement et
la vie de I’animal traité. Aprés administration par voie orale de 1’extrait aux rates a différentes
doses, quelques signes cliniques ont été constatés (peau et fourrure, yeux, muqueuses, diarrhées,
salivation, léthargies, rythmes cardiaque, agressivité, somnolence, alimentation, mobilité,

mortalité) dans le tableau XVII.

Tableau XVII : Signes cliniques observeés chez les rates

Observations Lot Témoin Lot Expérimental

6 heures 12 heures 6 heures 12 heures
Peau et fourrure Normal Normal Normal Normal
Yeux Normal Normal Normal Normal
Mugqueuses Normal Normal Normal Normal
Diarrhées Absence Absence Absence Absence
Salivation Absence Absence Absence Absence
Léthargies Absence Absence Absence Absence
Rythmes cardiaque | Normal Normal Normal Normal
Agressivité Absence Absence Absence Absence
Somnolence Non Non Non Non
Alimentation Oui Oui Oui Oui
Mobilité Oui Oui Oui Oui
Mortalité Non Non Non Non

Selon les données du tableau, I'extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla administré

a différentes doses aux rates, n'a entrainé aucun déceés sur 24h d’observation.

Pour étre certain que les effets de cet extrait ne sont effectivement pas nocifs pour ces rates, la

période d’observation a été prolongée a 15 jours
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I11. 2.1.2. Evolution du poids corprel des rates apreés administration de D’extrait
méthanolique de Turaea heterophylla
Le suivi des poids corporels des animaux sur une période de 15 jours est resumé dans le tableau
XVIII.
Tableau XVIII : Suivi des poids corporels des animaux sur une période de 15 jours

Météo hebdomadaire Lots | 1*" jour | 3®jour | 6°jour | 9% jour | 12°jour | 15°jour

Poids M (T) 110+2,3 | 111427 | 113+2,7 | 11543 117 £3 11943
A +1 +2 +2 +2 +2

Poids M (5 mg) 110+2,7 | 112+2,7 | 115+3,6 | 118+2,7 | 121+2)7 | 124+277
A +2 +3 +3 +3 +3

Poids (50 mg ) 110+3 112427 | 115+2,7 | 119+3,3 | 122+2,7 | 12627
A +2 +3 +3 +3 +4

Poids M (300 mg) 112+2,7 | 1154 118+3 122+3 12543 127+27
A +3 +3 +3 +3 +2

Poids M (2000 mg) 112+ 3 114+27 | 117+2,7 | 12143 125+2,3 | 12943
A +2 +4 +4 +4 +4

NB: T:Témoin; M : Moyen

Selon les résultats obtenus, nous remarquons une variabilité entre les poids corporels des rates
en fonction du temps et celui du témoin. On constate une legere augmentation de 2 unités tous
les trois jours pour les témoins. Puis, de 3 unités en moyenne pour les rates gavees de 5 mg / kg
de poids corporel. Elle varie également entre 3 a 4 unités pour les rates gavées de 50 a 2000 mg
/ kg de poids corporel. Dans 1’ensemble, nous constatons une variation du poids moyen des
rates traitées durant 15 jours. Ce qui montre de maniére générale, une légére augmentation du
poids corporel jusqu’a la fin de I’expérience. De ces deux expériences, 1’étude de la toxicite de
I’extrait méthanolique de T. heterophylla aux différentes doses aux rates n’a pas provoqué de
signes cliniques durant 24 heures. De méme, aucun signe de toxicité du point de vue
comportemental n’a été observé pendant les 15 jours d’expérience. Ce qui justifierait
I’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle (Bouquet & Debray ; 1974, Boua et al.,
2013 ; Tra Bi, 1997 ; Opa ,2003).

Apres I’étude de la toxicité aigué de 1’extrait méthanolique de la plante, nous ferons une étude

préliminaire afin de vérifier la sensibilité des souches bactériennes testées vis-vis de cet extrait.

I11. 2. 2. Activités antibactériennes de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla
L'activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla a été évaluee
contre les bactéries gram-positives et gram-négatives. Les diameétres des zones d'inhibition sont

consignés dans le tableau XIX.
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Tableau XIX : Diamétres d'inhibition (mm) de I’extrait méthanolique de Turraea
heterophylla sur les bactéries testées

Bactéries
Y g P
CIP 103467
T'.E;](;zirtor;ﬁ;:ﬁ”o'iq“e des feuilles | g 44 0,00 9,50+0,00 |950£029 |950£0,00 |9,0 0,00
Controles Tetracycline | 27,0.£000 | 27,00.£058 | 23,00+0,00 | 26,00+ 0,58 | 23,00 + 0,58
positifs Gentamycine | 26,00+ 0,87 | 28,00 +0,00 | 25,00 +0,00 | 27,00+ 058 | 26,00 + 0,00

P : Pseudomonas ; S : Staphylococcus ; E. : Escherichia ; CIP : Collection de I'lnstitut Pasteur ; ATCC :
American Type Culture Collection

D’apres le tableau XI1X, les diamétres d'inhibition (9-9,5 mm) de I’extrait méthanolique des
feuilles de T. heterophylla sur des bactéries testées sont inferieures a ceux des molécules de
références qui ont varié de 23,00 + 0,58 mm a 27,00 £ 0,58 mm pour la tétracycline et de 25,00
+ 0,00 mm a 28,00 £ 0,00 mm pour la gentamycine. Néanmaoins, toutes les souches bactériennes

testées étaient sensibles a I'extrait selon Ponce et al. (2003).

De facon génerale, cette inhibition de I’extrait pourrait s’expliquer par 1’induction d’une
synergie d’activité entre les composes extractibles et la concentration testée (3000 mg/mL).
Ceci corrobore avec les résultats obtenus par Akrofi (2011). En effet, il a revelé que, a la dose
de 5 mg/mL (plus grande concentration), les bactéries testées (Gram positifs et négatifs) ont
présenté une quasi résistance face a 1’extrait méthanolique de T. heterophylla. Selon Oussou et
al. (2008), la méthode de diffusion en milieu gélosé est un pré-test ou un test d’efficacité qui

permet de détecter 1’existence d’une activité antibactérienne d’une substance.
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I11. 2.3. Activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Turraea heterophylla et de ses
fractions

I11. 2.3.1. Activité antiradicalaire par le test de DPPH
Les valeurs des absorbances mesurées a 517 nm sont consignées dans le tableau XX.

Tableau XX : Valeurs des absorbances du test DPPH de 1’extrait méthanolique, des fractions
et de I’acide abscorbique

Concentration (mg/mL) | 0,5 1 15 2 2,5 3,5 4 45 5

% Inhibition DPPH
(aqueuse résiduelle) 30,50 | 30,69 | 34,29 | 3150 36,35 | 41,31 | 48,17 50,82 56,67

% Inhibition DPPH

(Acétate d’éthyle) 31,86 | 32,10 | 32,90 | 36,30 | 40,05 | 46,77 | 54,78 | 55,31 | 55,72
% Inhibition DPPH
(méthanolique) 20,62 | 20,67 | 28,14 | 30,57 | 30,21 | 49,15 | 50,74 | 62,10 | 62,57
% Inhibition DPPH
(hexanique) 2158 | 23,61 | 32,77 |30,05| 35,75 | 36,72 | 36,59 | 37,39 | 55,78

% Inhibition DPPH
(dichlorométhanique) 20,12 | 21,70 | 22,75 | 33,25 | 32,16 | 33,75 | 33,58 | 46,33 50,59

% Inhibition (Acide
abscorbique) 39,00 | 46,10 | 54,15 | 60,50 | 68,70 | 82,62 | 86,15 | 96,31 | 97,55

Le tableau XX montre que le pourcentage d“inhibition du radical libre DPPH augmente
progressivement avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait brut méthanolique, ses
fractions ainsi que la substance de référence, qui est 1’acide ascorbique. Mais pour la
concentration 4 mg/mL, les pourcentages d’inhibition du radical DPHH au niveau des fractions
a I’hexane et au dichlorométhane ont regressé. Ce recul pourrait s’expliquer par une approche
méthodologique. Pour mieux comprendre le pouvoir antioxydant des extraits étudiés, les
valeurs des Clso (mg /mL) ont été déterminées. Ce sont des concentrations d’extraits qui
inhibent 50% des radicaux libres représentés par la solution de DPPH in-vitro. Elles sont
déterminées graphiquement a I’aide des droites de pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations des fractions testées (Figure 90).
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Figure 90 : Droites d’étalonnage des pourcentages d’inhibition du DPPH par I’extrait
méthanolique, des fractions et 1’acide ascorbique

Ewmeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Foewm : fraction dichlorométhanique ; Fae: fraction
acétate d’éthyle ; Faq : fraction aqueuse résiduelle

On remarque que les allures de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de I’extrait méthanolique de T. heterphylla , ses fractions ainsi que 1’acide
ascorbique ont presque une droite de type y=ax+b avec des coefficients de corrélation variant
de R?=0,5613 a R?=0,9947. En effet, les graphes de ’extrait méthanolique de T. heterphylla
et ses fractions a I’acétate d’éthyle (Fae) et aqueuse residuelle (Faq) ont de bon coefficient de
correlation respectifs avec Emeon (R? = 0,9598), Fae (R?= 0,9540) et Faq (R? = 0,9195)

comparativement a celui de 1’acide ascorbique (R? = 0,9947).
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En plus, la lecture de ces graphes nous permet aussi d’estimer la concentration a partir de
laquelle 50% des radicaux libres DPPH ont été réduits. Ces résultats constituent un bon support
de fiabilité de I’effet antiradicalaire des extraits des feuilles de T. heterophylla. Les valeurs des
concentrations inhibitrices 50 (Clsp) en mg/mL de I’extrait méthanolique, des fractions et de

I’acide ascorbique sont représentées sous forme de diagramme (Figure 91).

[e))

5,61+0,54  5,55+0,61
3,75+0,10

4,430,58
3,85+0,63
l l 1,25+0,13
F AE FAq
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D
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Figure 91 : Diagramme des différentes valeurs de Clso du test DPPH

Ewmeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focm : fraction dichlorométhane ; Fae . fraction acétate
d’éthyle ; Faq : fraction aqueuse résiduelle ; Acsorb : Acide ascorbique

D’aprés les figures (90 et 91), on constate que I’extrait méthanolique de T. heterophylla et ses
fractions possédant une activité antiradicalaire dose dépendante. Les Clsg ont été déterminées.
Comme I’indique la figure 91, I’acide ascorbique (Antioxydant de référence) a montré une
bonne activité sur la réduction du DPPH a partir de la concentration inhibitrice 50 (Clso) égale
a 1,25 + 0,13 mg/mL, suivie de I’extrait méthanolique et ses fractions dans 1’ordre suivant :
Emeon (Clso = 3,75 £ 0,10 mg/mL), Fae (Clso = 3,85 = 0,63 mg/mL), Faq (Clso = 4,43 + 0,58
mg/mL), Focm (Clso = 5,55 + 0,61 mg/mL) et Frex (Clso = 5,61 + 0,54 mg/mL). Malgré le fait
que I’activité antioxydante des fractions (hexane et dichlorométhane) testées soit faible a celle
du témoin, I’activité au niveau de ces solvants n’est pas a négliger. Toutefois, il faut indiquer
que la différence d’activité entre I’extrait méthanolique et ses fractions serait liee a la
concentration en principes actifs. Ceci permet de confirmer que la fraction aqueuse bien qu’elle
contienne plus de composes phénoliques que la fraction acétate d’éthyle, demeure moins
concentrée en molécules activité antioxydante. En outre, le pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait
des feuilles de T. heterophylla observé serait liée a la présence des polyphenols et flavonoides
totaux qui sont détectés majoritairement dans les extraits polaires (méthanol, acétate d’éthyle
et eau). Plusieurs études ont montré que ’activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH est

tres influencée par le solvant d’extraction ;
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ce qui peut étre expliqué par la variation de la quantité et la qualité de I’activité antioxydante
en fonction de la nature du solvant utilisé (Floegel et al., 2011). Ce résultat est en accord avec
les travaux d’Akrofi (2011) et Boua et al. (2013) réalisés sur la méme plante qui montrent
qu’une bonne activité antioxydante serait due a la présence des composés phénoliques. Ces
composés phénoliques pourraient neutraliser les radicaux libres et contribuer ainsi a prévenir
diverses maladies dégénératrices. La concentration inhibitrice 50 (Clsp) de I’extrait
méthanolique (Emeon) étant modeérée par rapport a la Clso de référence (acide ascorbique), les
molécules identifiées de cet extrait pourraient avoir un pouvoir antioxydant. Les molécules
comme le villostérol, le B-sitostérol, le stigmastérol, la 3p-hydroxy-5a-prégn-6-one, la 1,2-
dihydroazadirone et la 3B-acétoxy-5a-prégn-7,20-dién-6-one justifieraient leur utilisation
contre les maladies telles que le diabéte, le cancer, la maladie d’alzheimer, les rhumatismes, les
maladies cardiovasculaires et les troubles gastriques (Bentley et al., 1992 ; Chiplunka et al,
1993, Gupta et al., 2011 ; Shi et al., 2013).

Afin de valider les résultats de 1’activité antioxydante de ’extrait et des fractions de Turraea
heterophylla obtenus précédemment par le radical DPPH, nous avons utilise un deuxiéme

radical qui s’appuie sur la capacité de piégeage du proton par le radical cationique ABTS®".

I11. 2.3.2. Activité antiradicalaire par le test de ABTS
Les valeurs des absorbances mesurées a 734 nm sont consignées dans le tableau XXI.

Tableau XXI : Valeurs des différentes absorbances du test de I’ABTS de 1’extrait
méthanolique , des fractions et du Trolox

Concentration

(mg/mL) 3,75 |5 6,25 |10 11,25 [115 [13,75 |15
% Inhibition ABTS
(Extrait aqueux) 20,81 3150 |34,07 |36,056 |3515 |4512 |4757 |55,87

% Inhibition ABTS
(Acétate d’éthyle) 2158 (27,30 [2550 |37,80 |40,15 |45,15 |46,67 |57,09
% Inhibition ABTS

(Méthanolique) 2131 (2158 |2166 |3503 (33,24 |4513 |55,10 |67,75
% Inhibition ABTS
(Hexanique) 31,61 (32,92 (3490 |34,03 (2858 |2453 |56,81 58,87

% Inhibition ABTS(
Dichorométhanique) |21,05 |2550 |29,15 |23,74 [36,54 |29,58 |50,50 |65,05

%Inhibition(Trolox) |19,29 |27,69 [33,46 |51,05 |55/43 |60,25 |68,62 |74,41
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Le tableau XXI montre que le pourcentage d“inhibition du radical libre ABTS augmente
progressivement avec I’augmentation de la concentration de I’extrait brut méthanolique, ses
fractions ainsi que la substance de référence, qui est 1’acide ascorbique . Mais pour la
concentration 10 mg/mL, le pourcentage d’inhibition du radical ABTS au niveau de la fraction
hexanique a regressé et puis a la concentration 11,5 mg /mL , le pourcentage d’inhibition de la
fraction au dichlorométhane a diminué également . Cette dinunition du pourcentage
d’inhibition pourrait étre du & une approche méthodologique. Ainsi pour mieux comprendre le
pouvoir antioxydant des extraits étudiés, les valeurs des Clso (mg /mL) ont été déterminées.

Ce sont des concentrations d’extraits qui inhibent 50% des radicaux libres ABTS. Elles sont
déterminées graphiquement a I’aide de la courbe des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations des fractions testées (Figure 92).
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Figure 92 : Droites d’étalonnage des pourcentages d’inhibition de I’ABTS par I’extrait
méthanolique, des fractions et de Trolox

Ewmeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focwm : fraction dichlorométhane ; Fae : fraction acétate
d’éthyle ; Fagq : fraction aqueuse résiduelle

On observe que les profils de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de I’extrait méthanolique de T. heterphylla , ses fractions ainsi que 1’acide
ascorbique ont presque une droite de type y=ax+b avec des coefficients de corrélation variant
de R?=0,5613 a R?=0,9970. En effet, les graphes de I’extrait méthanolique de T. heterphylla
et ses fractions a I’acétate d’éthyle (Fae) et aqueuse résiduelle (Faq) ont de bons coefficients de
correlation respectifs avec Emeon (R? = 0,9145), Fae (R?= 0,9558) et Faq (R? = 0,8823)

comparativement a celui de Trolox (R? = 0,9970).
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En plus, la lecture de ces graphes nous permet aussi d’estimer la concentration a partir de
laquelle 50% des radicaux libres ABTS ont été réduits. Ces résultats constituent un bon support
de fiabilité de I’effet antiradicalaire des extraits des feuilles de T. heterophylla. Les valeurs des
concentrations inhibitrices 50 (Clsp) en mg/mL de I’extrait méthanolique, des fractions et de

I’acide ascorbique sont représentées sous forme de diagramme (Figure 93).
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Figure 93 : Diagramme des différentes valeurs de Clso du test de I’ ABTS

Emeon : extrait méthanolique ; Frex : fraction hexanique ; Focwm : fraction dichlorométhane ; Fak: fraction acétate d’éthyle ;
Faq : fraction aqueuse résiduelle

Les résultats du deuxieme test basé sur la capacité de piégeage du proton par le radical
cationiqgue ABTS®" viennent corroborer ceux déja obtenus sur I’aptitude antioxydante de
I’extrait méthanolique et ses fractions avec le test de la DPPH.

En effet, les concentrations inhibitrices a 50% (Clso) de I’extrait méthanolique et ses fractions
obtenues des feuilles de T. heterophylla par rapport a Trolox (Clso = 9,98 + 0,49 mg/mL) sont
dans 1’ordre suivant : Emeon (Clso = 12,93 + 0,38 mg/mL), Fae (Clso = 13,69 + 0,33 mg/mL),
Faq (Clso = 13,93 + 0,30 mg/mL), Focm (Clso = 14,54 + 0,32 mg/mL) et Frex (Cl 50 = 15,04 +
0,25 mg/mL). Ces valeurs confirment bien que I’extrait des feuilles de T. heterophylla est doté
d’un effet antioxydant modéré. En outre, le pouvoir anti-radicalaire de I’extrait des feuilles de
T. heterophylla observé serait liée a la présence des polyphénols et flavonoides totaux qui sont
détectés majoritairement dans les extraits polaires (méthanol, acétate d’éthyle et eau). Plusieurs
¢tudes ont montré que 1’activité antiradicalaire vis-a-vis du radical ABTS est tres influencée
par le solvant d’extraction, ce qui pourrait s’expliquer par la variation de la quantité et la qualité

de I’activité antioxydante en fonction de la nature du solvant utilisé (Floegel et al., 2011).
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Dans I’ensemble, 1’extrait méthanolique et ses fractions a 1’acétate d’éthyle et aqueuse
résiduelle ont été plus actifs sur le radical libre DPPH et ABTS que des fractions au
dichlorométhane et hexane. Ces résultats montrent que 1’extrait méthanolique et les fractions
acétate d’éthyle et aqueuse étant polaires concentrent plus de constituants chimiques et
possedent la capacité de donner de I'hydrogéne a un radical libre. A notre connaissance, dans la
littérature aucun auteur n’a encore évalué 1’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique des
feuilles de T. heterophylla par le radical DPPH et ABTS, mais en comparaison a d’autres
especes, nos résultats sont similaires a ceux de Koné et al. (2015) qui ont montré que les extraits
éthanoliques et aqueux des feuilles de Uvaria chamae présentaient de bons potentiel
d’inhibition du radical DPPH avec une concentration inhibitrice a 50% (Clso = 4,02 mg/mL) en
comparaison avec la vitamine C (Clso = 3,52 mg/mL). Le pouvoir antioxydant modéré des
extraits des feuilles justifierait certainement 1’usage de T. heterophylla dans diverses affections
(N’guessan, 2009b ; Akrofi, 2011 ; Boua et al., 2013).

Conclusion partielle
Au vu de nos résultats, Turraea heterophylla a montré une atoxicité par voie orale et une faible
activité antibactérienne. L’évaluation du potentiel antiradicalaire a montré une activité

antioxydante modéréé comparativement aux molécules de référence.
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Ce travail avait pour objectif de réaliser 1’é¢tude phytochimique et biologique des feuilles de
Turraea heterophylla. L’étude des feuilles de Turraea heterophylla a concerné le tri-
phytochimique, la quantification spectrophotométrique des polyphénols et flavonoides totaux,
I’identification des limonoides, des stéroides et des sesquiterpenoides et les tests biologiques.
Le tri-phytochimique réalisé grace aux tests de caractérisation chimique a révélé la présence
d’alcaloides, de saponines, de polyphénols, de flavonoides, de polyterpénes et stérols. En ce qui
concerne la quantification des polyphénols et flavonoides totaux, les résultats indiquent que
I’extrait méthanolique et ses fractions acétate d’éthyle et aqueuse résiduelle ont concentré plus
de polyphénols et flavonoides totaux. Aussi, cette étude révele que les feuilles de cette espece
synthétisent a la fois les polyphénols glycosylés et leurs génines (aglycones).

L’étude phytochimique menée en combinant les méthodes d’extractions (maceration et
fractionnement), la spectroscopie ultraviolet-visible (UV) et la chromatographie liquide a haute
performance couplée a la spectroscopie de masse tandem (HPLC-ESI-QTOF-MS/MS); a
permis d’identifier les phytocomposes de la famille des polyterpénoides et des stérols a savoir :
le28-nor-4a-carbométhoxy-11B-acétoxy-12a-(2-méthylbutanoyloxy)-14,15-déoxyhavanensin-
1,7-diacétate ; le cyperusol C ; la 3p-acétoxy-5a-prégn-7,20-dien-6-one; la 1,2-
dihydroazadirone ;la turranolide ; le mzikonol ; le B-sitostérol ; le stigmastérol ; 1’Oxo-f-
sitostérol ; 1’ Oxo-stigmastérol ; la 3B-hydroxy-5a-prégn- 6-one e tle villostérol.

Il est a noter que les douze (12) phytocomposes identifiés ont déja été isolés de plusieurs especes
du genre Turraea, mais identifiés pour la pemiére fois dans les feuilles de Turraea heterophylla
de Cote d’Ivoire. Cependant, cette technique d’analyse hautement sensible et permettant des
déterminations structurales sans isolement des composés, est un atout pour détecter la présence
de métabolites secondaires dans des extraits végétaux.

L’évaluation du potentiel pharmacologique de I’extrait méthanolique des feuilles a montré une
atoxicité par voie orale et une faible activité antibacterienne sur Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomonas aeruginos (CIP 103467) et Escherichia coli (CIP 54127AF), enregistrant
des valeurs de diamétre d’inhibition (9-9,5 mm). En plus, I’évaluation du potentiel
antiradicalaire a montré une activité antioxydante modérée vis-a-vis du radical DPPH et ABTS.
Cette activité antioxydante de I’extrait des feuilles de T. heterophylla, serait due a la présence
de la teneur elevée des polyphénols et des flavonoides totaux d’aprés notre étude.

En sommes, ces résultats justifieraient en partie 1’utilisation traditionnelle de T. heterophylla

dans diverses affections en Cote d’Ivoire.

120



CONCLUSION GENERALE

PERSPECTIVES
Les résultats obtenus étant encourageants, les perspectives du développement de notre
recherche font état de notre ambition a continuer les différents travaux selon les deux axes
définis comme suit :
- Au plan phytochimique
v" lsoler et caractériser les molécules de types stéroides et limonoides contenus dans 1’extrait
des feuilles de Turraea heterophylla
v' Etendre cette étude a d’autres organes de la plante tels que les racines, la tige et les fleurs
- Au plan biologique
v Poursuivre 1’activité antibactérienne

v' Etendre I’étude a d’aures pathologies
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Annexe 1 : Composés identifiés de I’extrait des feuilles de Turraea heterophylla.

N

HO
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Annexe 2 : Composés limonoides
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Annexe 3 : Composés stéroides
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Annexes 5 : Tableaux recapitulatifs des composés identifiés.

Masses Valeur
i Temps de | Formules lon . ) Erreur L. .
Pics . ., | expériment | calculée Fragments MS? Composants chimiques (Références)
retention | brutes sélectionné mDa
ales/ m/z /m/z
Limonoides C27-44H30-5005-17
28-nor-4a-carbométhoxy-11p-
668,8919 ;555,3166 ;500,1503 ;441,9465 ;
acétoxy-12a-(2-méthylbutanoyloxy)
7 19,125 CagHs52012 [M+H]* 701,3527 702,0027 | -0,65 | 384,2323 ;305,1855 ;263,0774 ;234,1099 ; ] ) o
14,15- déoxyhavanensin-1,7-diacétate
177,0503 ;129,1374.
( Ndung'u et al., 2004).
380,9896 ;346,2641 ;298,0988 ;190,1362 ; | 1,2-dihydroazadirone (Rajab et al.,
24 32,593 C31H3904 [M+H]* 425,2728 427,2828 | -2,01
153,0595 ;125,0619. 1988 ; Bentley et al., 1992 )
447,2742 ;404,6092 ;370,2919 ; 323,2150 ; ) ]
Turranolide (Rajab et al., 1988;
25 32,944 CagH100s5 [M+H]+ 457,2954 459,4054 | -2,11 | 278,3711 ;245,1855 ;212,9457 ;171,1152 ;
Bentley et al.,1992 )
139,0345
424,9184 ;371,9377 ;338,7283 ;306,4160 ; . )
Mzikonol (Rajab et al., 1988 ; Bentley
25 32,944 C28H400s [M+H]+ 457,2954 459,4054 | -2,11 | 279,1294 ;244,1073 ;197,0194 ;170,0648 ; tal,1992)
etal,
139,0373.
Stéroides Ci19-20H255001-3
297,2086 ; 269,2302 ;241,1534 ;203,1208 ; | Villosterol (Chiplukar et al., 1993 ;
20 30,836 C21H3203 [M+H]* 333,2417 331,0517 | 2,19
147,1185 ;135,1168 ;121,0990. Sarker et al.,1997)
328,3534 ;299,3652 ;275,1020 ;237,3753 ; | 3R-acétoxy-5a-prégn-7,20-dien-6-one
23 32,241 C22H3203 [M+H]* 345,2428 345,0128 | 0,23
216,9667 ;196,3782 ;157,2381 ;186,1265 (Wang et al., 2008 ; Yuan et al., 2013)
413,1975 ;381,1567 ;346,8304 ;324,3293 ;3 )
Oxo-stigmastérol ~ (Mulholland &
35 38,691 C29H4602 [M+H]* 427,3565 422,7665 | 4,59 01,2211 ;256,4069 ;225,0881 ;185,1135 ;13
Taylor,1988 ; Bentley et al.,1995)
7,1314 ;123,0734.
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429,3436 ;401,3583 ;345,2564 ;288,2014 ;

Oxo-B-sitostérol ~ (Mulholland &

38 40,322 CagH4g02 [M+H]* 429,3720 428,6120 | 0,76

261,1817 ;219,1358 ;191,1066 ;165,0904 Taylor, 1988 ; Bentley et al., 1995

270,0274 ;261,2185 ;217,1565 ;199,1412 ;1 | 3-pB-hydroxy-5a-prégn -6-one (Wang
39 40,556 C20H320; [M+H]* 305,1867 305,6167 | -0,43

31,0843 ;107,0785. etal., 2008; Yuan et al., 2013)

412,8074 ;333,3789 ;278,3016 ;245,1022 ;2 | B-sitostérol (Mulholland & Taylor,
8 20,071 Cs1H260 [M+H]* 415,2062 416,6962 | -1,49

19,0947 ;189,0581 ;157,5814 ; 128,9891. 1988 ; Bentley et al.,1995)

383,2423 ;319,2376 ;293,1768 ;271,1997 ;2 | Stigmastérol (Mulholland & Taylor,
30 35,520 C29H450 [M+H]* 413,3399 410,8299 | 2,51

33,1007 ;203,1819 ;177,1220 ;149,1306. 1988 ; Bentley et al.,1995)

Sesquiterpénoide Cis51H22-2602-8,

223,4535 ;188,9638 ;133,0969 ;117,0740 ; | Cyperusol C (Wang et al.,2008; Yuan

21 31,305 C15H2602 [M+H]* 239,2002 235,4002 | 3,8

105,0683.

etal., 2013)
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Annexe 6 : Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux

e Droite d’étalonnage de I'acide gallique
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Annexe 7 : Tableaux biologiques

e  Suivi du poids des rates

Météo hebdomadaire Lots | 1* jour 3¢ jour 6° jour 9¢ jour 12¢ jour 15¢ jour
Poids en (g) des rates | 1 108+ 2 109+ 3 111+ 2 114+ 2 115+ 4 117+ 3
témoins non traitées 2 110+ 3 112+ 2 114+ 3 115+ 4 117+ 3 119+ 2
3 112+ 2 114+ 3 115+ 3 117+ 3 119+ 2 121+ 4
Poids M (T) 110+2,3 111+2,7 113+2,7 11543 117 £3 11943
0 +1 +2 +2 +2 +2
Poids en (g) des rates | 1 109+ 3 112+ 2 115+ 3 118+ 2 121+ 2 124+ 2
traitées & la dose de 5mg / | 2 111+ 2 113+ 3 116+ 4 118+ 3 122+ 3 125+ 3
kg de poids corporel 3 112+3 113+ 2 116+ 4 119+ 2 121+ 2 125+ 2
Poids M (5 mg) 110+2,7 112+2,7 115+3,6 118+2,7 121+2,7 124+2,7
0 +2 +3 +3 +3 +3
Poids en (g) des rates | 1 108+ 2 111+ 3 115+ 2 118+ 3 121+ 2 125+ 3
traitées a ladose de 50 mg / | 2 110+ 4 113+ 3 117+ 3 121+ 4 123+ 3 126+ 3
kg de poids corporel 3 112+ 3 114+ 2 115+ 2 119+ 3 123+ 3 128+ 2
Poids (50 mg) 11043 112+2,7 115+2,7 119+43,3 122+2,7 126+2,7
0 +2 +3 +3 +3 +4
Poids en (g) des rates | 1 111+ 3 114+ 4 117+ 3 121+ 3 125+ 3 127+ 2
traitées a la dose de 300 mg | 2 112+ 2 115+ 4 117+ 3 122+ 3 126+ 3 128+ 3
/ kg de poids corporel 3 114+ 2 118+ 4 120+ 3 124+ 3 126+ 3 128+ 3
Poids M (300 mg) 112+2,7 115+4 118+3 122+3 125+3 127+2,7
0 +3 +3 +3 +3 +2
Poids en (g) des rates | 1 111+ 2 113+ 3 115+ 3 119+ 2 123+ 2 128+ 3
traitées a la dose de 2000mg | 2 112+ 4 113+ 3 117+ 2 121+ 3 125+ 2 129+ 4
/ kg de poids corporel 3 115+ 3 117+ 2 121+ 3 124+ 4 128+ 3 13242
Poids M (2000 mg) 11243 114+2,7 | 117+2,7 | 1213 125+2,3 | 12943
O +2 +4 +4 +4 +4
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e Dosage de DPPH

DOSAGE DE DPPH

Concentration (mg/mL) | 0,5 1 15 2 2,5 3,5 4 4,5 5
0,6107 |0,6098 |0,5774 |0,6009 |0,5593 |0,5156 |0,4554 |0,4319 |0,3805
Abs Extrait Aqueux 0,6109 |0,6088 |0,5777 |0,6019 |0,5590 |0,5159 |0,4559 |[0,4329 |0,3807
0,6105 |0,6085 |0,5770 |0,6028 |0,5597 |0,5155 |0,4551 |0,4317 |0,3809
Abs moyen 0,6107 |0,6090 |0,5773 |0,6018 |0,5593 |0,5156 |0,4554 |0,4321 |0,3807
% Inhibition DPPH 30,50 30,69 34,29 31,50 36,35 41,31 48,17 50,82 56,67
0,5985 |0,5959 |0,5881 |[0,5595 |0,5255 |0,4674 |0,3965 |[0,3925 |0,3890
Abs Acetate 0,5988 |0,5962 |0,5895 |0,5596 |0,5266 |0,4685 |0,3971 |[0,3924 |0,3889
0,5989 |0,5963 |0,5914 |0,5599 |0,5278 |0,4672 |0,3983 |[0,3932 |0,3893
Abs moyen 0,5987 |0,5961 |0,5896 |0,5597 |0,5267 |0,4677 |0,3973 |[0,3927 |0,3891
% Inhibition DPPH 31,86 32,10 32,90 36,30 40,05 46,77 54,78 55,31 55,72
0,6974 |0,6970 |0,6314 |0,6100 |0,6131 |0,4467 |0,4329 |0,3330 |0,3287
Abs Methanol 0,6975 |0,6669 |0,6313 |0,6101 |0,6134 |0,4468 |0,4327 |0,3332 |0,3289
0,6977 |0,6975 |0,6312 |0,6100 |0,6132 |0,4469 |0,4328 |0,3328 |0,3292
Abs moyen 0,6975 |0,6971 |0,6314 |0,6100 |0,6132 |0,4468 |0,4328 |0,3330 |0,3289
% Inhibition DPPH 20,62 20,67 28,14 30,57 30,21 49,15 50,74 62,10 62,57
0,7015 |0,6878 |0,6787 |0,5864 |0,6879 |0,7012 |0,6629 |0,4763 |0,4353
Abs Hexane 0,7017 |0,6880 |0,6785 |0,5863 |0,6878 |0,7015 |0,6630 |0,4766 |0,4354
0,7019 |0,6883 |0,6789 |0,5868 |0,6880 |0,7013 |0,6631 |0,4765 |0,4353
Abs moyen 0,7017 |0,6880 |0,6787 |0,5865 |0,6879 |0,7013 |0,6630 |0,4765 |0,4353
% Inhibition DPPH 20,12 21,70 22,75 33,25 21,71 20,19 24,55 45,77 50,46
0,6888 |0,6709 |0,5908 |0,6145 |0,5644 |0,5560 |0,5571 |[0,5502 |0,4374
Abs DCM 0,6892 |0,6715 |0,5906 |0,6144 |0,5647 |0,5561 |0,5572 |0,5501 |0,4375
0,6893 |0,6711 |0,5907 |0,6148 |0,5648 |0,5560 |0,5573 |[0,5500 |0,4376
Abs moyen 0,6891 |0,6712 |0.5907 |0,6146 |0,5646 |0,5560 |0,5572 |[0,5501 |0,4375
% Inhibition DPPH 21,58 23,61 32,77 30,05 35,75 36,72 36,59 37,39 50,21
Abs acide ascorbique 0,5360 |0,5263 |0,4029 [0,3471 |0,2750 |0,1527 |0,1217 |0,0324 |0,0127
% Inhibition 39,00 46,10 54,15 60,50 68,70 82,62 86,15 96,31 97,55
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Dosage de I’ABTS

DOSAGE DE L’ABTS

Concentration (mg/mL) |0 3,75 5 6,25 10 11,25 115 13,75 15
Abs Aqueux 0 0,5619 |0,4923 |0,4738 |0,4596 |0,4661 |0,3944 |0,3768 |0,3172
% Inhibition ABTS 0 20,81 |31,50 [34,07 36,05 |3515 |4512 |47,57 |5587
Abs Acétate d’éthyle 0 0,5636 |0,5225 |0,5354 |0,4470 |0,4301 |0,3942 |0,3833 |0,3084
% Inhibition ABTS 0 2158 |27,30 |2550 37,80 40,15 |4515 |46,67 |57,09
Abs MéthanolL 0 0,5655 |0,5636 |0,5630 |0,4669 |0,4798 |0,3943 |0.3227 |0,2318
% Inhibition ABTS 0 21,31 |2158 |21,66 |3503 3324 |4513 |5510 |[67,75
Abs Hexane 0 0,4915 |0,4821 |0,4679 |0,4741 |0,5133 |0,5424 |0,3104 |0,4393
% Inhibition ABTS 0 3161 3292 |3490 [34,03 [2858 |2453 |56,81 |58,87
Abs DCM 0 0,5674 |0,5354 |0,5092 |0,1887 |0,4561 |0,5061 |0,3557 |0,2512
% Inhibition ABTS 0 21,05 25,50 29,15 23,74 36,54 29,58 50,50 65,05
Abs Trolox 0 0,5801 |0,5169 |0,4782 |0,3518 |0,3203 |0,2856 |0,2255 |0,1839
% Inhibition 0 19,29 |27,69 [33,46 |51,05 |5543 |60,25 |68,62 |74,41

e Signes cliniques observés chez les rates

Observations Lot Témoin Lot Expérimental

6 heures 12 heures 6 heures 12 heures

Peau et fourrure Normal Normal Normal Normal

Yeux Normal Normal Normal Normal

Muqueuses Normal Normal Normal Normal

Diarrhées Absence Absence Absence Absence

Salivation Absence Absence Absence Absence

Léthargies Absence Absence Absence Absence

Rythmes cardiaque Normal Normal Normal Normal

Agressivité Absence Absence Absence Absence

Somnolence Non Non Non Non

Alimentation Oui Oui Oui Oui

Mobilité Oui Oui Oui Oui

Mortalité Non Non Non Non
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ABSTRACT: Turraea heterophylla Smith (Meliaceae) is a species used in Ivorian’s traditional for its antimalarial and aphrodisiac
properties. The objectives of this study are the phytochemical screening, the determination of polyphenols and flavonoids
present in the leaves and the determination of the antibacterial activity of the methanolic extract of the leaves. The screening
phytochemical was carried out using chemical characterization tests. The determination of total polyphenols and total
flavonoids was carried out using a spectrophotomer. Antibacterial activity was assessed using the agar well diffusion method
against Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (CIP 54127AF) and Pseudomonas aeruginosa (CIP 103467).
Phytochemical screening revealed the presence of polyterpenes, steroids, alkaloids, saponins, flavonoids and phenolic
compounds. The assay indicates a very high concentration of flavonoids and polyphenols in the ethyl acetate and aqueous
extracts. In terms of biological tests, the study indicates that the methanolic extract of the leaves of T. heterophylla has
bacteriostatic properties against the germs tested with MIC values greater than 3000 ug / mL.

KEYWORDS: Turraea heterophylla; phytochemistry; total polyphenols; antibacterial.

RESUME: Turraea heterophylla Smith (Meliaceae) est une espece végétale utilisée en médecine traditionnelle ivoirienne pour
ses propriétés antipaludiques et aphrodisiaques. Cette étude a pour objectifs le criblage phytochimique, le dosage des
polyphénols et des flavonoides présents dans les feuilles et la détermination de I'activité antibactérienne de I'extrait
méthanolique des feuilles. Le tri-phytochimique a été réalisé avec les tests de caractérisation chimique. Le dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides totaux a été réalisé a I'aide d’un spectrophotometre. L'activité antibactérienne a été
évaluée en utilisant la méthode de diffusion par puits sur gélose contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(CIP 54127AF) et Pseudomonas aeruginosa (CIP 103467). Le criblage phytochimique a révélé la présence de polyterpénes, de
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Criblage phytochimique, dosages des polyphénols totaux et flavonoides totaux, et évaluation de I'activité antibactérienne
des feuilles de Turraea heterophylla Smith (Meliaceae)

stéroides, d’alcaloides, de saponines, de flavonoides et de composés phénoliques. Le dosage indique une tres forte
concentration de flavonoides et polyphénols dans les contre-extraits a I'acétate d’éthyle et aqueux. Ces différents extraits sont
issus de I'extrait méthanolique. Au niveau des tests biologiques, I’étude indique que I'extrait méthanolique des feuilles de T.
heterophylla possede des propriétés antibactériennes contre les germes testés avec des valeurs de CMI supérieures a 3000
ug/mL. lls sont bactériostatiques.

MoOTs-CLEFS: Turraea heterophylla; phytochimie; polyphénols totaux; antibactérien.

1 INTRODUCTION

La famille des Meliaceae est composée d’arbres et d’arbustes dicotylédones. Elle comprend environ 51 genres et 600
espéces d'origine tropicale, selon la classification systématique de I'’Angiosperm Phylogeny Group (APG) [*2- Les espéces de
cette grande famille botanique sont tres employées en médecine traditionnelle africaine et principalement ivoirienne;
cependant leur composition chimique pouvant garantir leur emploi n’est pas suffisamment établie. En effet, les travaux réalisés
a ce jour sur certaines de ces espéces révelent la présence d'alcaloides, de triterpénoides, de-saponosides, de flavonoides, de
polyphénols, de stéroides, de coumarines et généralement de limonoides (tétranortriterpénoides) 345 En vue de contribuer
a I'enrichissement de la composition chimique des especes de cette famille botanique, nous avons sélectionné Turraea
heterophylla Smith (Meliaceae). Les précédents travaux réalisés sur cette espece végétale se limitent aux écorces de racines.
En effet, I'étude phytochimique a conduit a I'isolement de trois composés connus dont deux limonoides, le rohituka-7,
I'obacunone et un diterpénoide, le margocinine [ Au niveau activité biologique, les travaux réalisés par Akrofi et al. [6]
indiquent que les extraits méthanolique et chloromethylénique des écorces de racine ont des activités antimicrobiennes
intéressantes. La présente étude concerne les feuilles de T. heterophylla ol nous envisageons réaliser le tri-phytochimique de
I'extrait méthanolique, le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux puis évaluer I'activité antibactérienne de I'extrait
méthanolique.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL
2.1.1 MATERIEL VEGETAL

Les feuilles de T. heterophylla ont été collectées en avril 2016 a Gadouan dans le département de Daloa a I'ouest de la Cote
d’Ivoire. L'identification a été faite au CNF (Centre National de Floristique) de I'Université Félix HOUPHOUET-BOIGNY ou un
spécimen est conservé sous le numéro d’herbier 31235.

2.1.2 MATERIEL BIOLOGIQUE

Les souches bactériennes de référence et la souche hospitaliere utilisées ont été fournies par trois centres de recherche: le
Laboratoire de Bactériologie-Virologie de I'Institut Pasteur d’Abidjan (CIP), le Laboratoire National de Santé Publique de Cote
d’lvoire et le Centre Suisse de Recherches Scientifiques de Cote d’lvoire (CSRS).

Les tests ont été réalisés au Centre Suisse de Recherches Scientifiques a Abidjan (CSRS). Les souches de référence sont des
cocci a Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus CIP 483, et Bacilles a Gram négatif
(Escherichia coli CIP 54127AF et Pseudomonas aeruginosa CIP 103467). La souche de Staphylococcus aureus, d'origine
hospitaliere, est sensible a la pénicilline. Les germes ont été conservés a la température du laboratoire (25°C) dans de la gélose
nutritive coulée en tubes, puis étiquetés.

2.2  METHODES
2.2.1  PREPARATION DE L'EXTRAIT METHANOLIQUE DES FEUILLES DE T. HETEROPHYLLA
Pour préparer I'extrait méthanolique des feuilles de T. heterophylla, 200,0 g de matiére végétale séchée et broyée ont été

extraites par macération dans 600 mL de méthanol pendant 24h. Apreés filtration sur papier Wattman n°2, le Marc est extrait
deux fois de suite avec la méme quantité de méthanol pour une durée de 24h chacune. Les différents filtrats sont réunis,
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concentrés puis évaporés a sec sous pression réduite a la température de 60 °C, a I'aide d’un évaporateur rotatif de type BUCHI
461. U'extrait brut méthanolique (Emeon) ainsi obtenu a été conservé dans un bocal étanche, dans un dessiccateur en verre,
pour la suite des travaux.

2.2.2 FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT METHANOLIQUE

Une partie de I'extrait brut méthanolique (Emeon)) a été dissous dans I'eau distillée puis filtrée. Dans une ampoule a
décanter, le filtrat aqueux (100 mL) est épuisé successivement avec I’hexane (4x 100 mL), le dichlorométhane (4x 100 mL) et
I'acétate d’éthyle (4x 100 mL). La phase aqueuse résiduelle est séchée a I'étuve puis extraite avec le méthanol (3x 50 mL).
L’extrait obtenu est considéré comme étant un extrait aqueux. Les différentes phases organiques obtenues sont séchées sur
du sulfate de sodium anhydre, filtrées sur papier Wattman n°2 avant d’éliminer les solvants sous pression réduite. Ce
traitement a abouti a quatre contre-extraits: hexane (Fuex), dichlorométhane (Focw), acétate d’éthyle (Fae) et aqueux résiduel
(Faq).

223 CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE DE L’EXTRAIT METHANOLIQUE
2.23.1 TesT DS POLYPHENOLS PAR REACTION AVEC LE CHLORURE FERRIQUE

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner /- A 2 mL d’extrait est ajoutée une goutte de chlorure ferrique
alcoolique a 2%. L’apparition d'une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée indique la présence de polyphénols.

2.2.3.2 TEeSTS DES STEROLS ET DES POLYTERPENES PAR LA REACTION DE LIEBERMAN ET BURCHARD

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner 7' Dans une capsule, 5 mL d’extrait sont évaporés sur un bain
de sable. Le résidu est dissous a chaud dans 1 mL d'anhydride acétique, puis transféré dans un tube a essai ou 0,5 mL d'acide
sulfurique concentré sont ajoutés. L'apparition a I'interphase d'un anneau violet, virant au bleu puis au vert, indique la présence
de stérols et de terpenes.

2233 TesTs DEs FLAVONOIDES PAR REACTION A LA CYANIDINE

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner 7' Dans une capsule, 2 mL d’extrait sont évaporés sur bain de
sable. Le résidu froid est repris avec 5 mL d'alcool chlorhydrique dilué a moitié et transféré dans un tube a essai. La formation
de coloration rose-orange ou violacée, aprés |'ajout de 2 a 3 copeaux de magnésium, révele la présence de flavonoides.

2.23.4 TeST DES TANINS CATECHIQUES PAR LE REACTIF DE STIASNY

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner I’} Dans une capsule, 5 mL d’extrait sont évaporés sur bain de
sable avant d’ajouter au résidu 15 mL de réactif Stiasny. Le mélange est maintenu au bain-marie a 80 °C pendant 30 min, puis
laissé refroidir. L'observation des précipités sous forme de gros flocons indique la présence de tanins catéchiques.

2.2.35 RECHERCHE DE TANINS GALLIQUES

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Wagner " La solution précédente, issue de la caractérisation des tanins
catéchiques, est filtrée et le filtrat est saturé d’acétate de sodium. L'ajout a la solution saturée de 3 gouttes de chlorure ferrique
(FeCl3) a 2% provoque I'apparition d'une coloration bleu-noir intense en cas de présence de tanins galliques.

2.2.3.6  TeST DES ALCALOIDES

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Harbone 8 Dans une capsule, 6 mL d’extrait sont évaporés sur bain de
sable puis le résidu est repris dans 6 mL d'alcool a 96%. La solution alcoolique est distribuée dans deux tubes a essai. Dans le
premier tube n°1, sont ajoutées 2 gouttes de réactifs de Dragendorff. L’apparition d’un précipité ou d’une coloration orange
indique la présence d’alcaloides. Dans le deuxiéme tube n°2, sont ajoutées 2 gouttes de réactif de Bouchardat. L'apparition de
coloration brune-rougeatre confirme la présence d’alcaloide.
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2.2.3.7 TESTS DES QUINONES ET ANTHRAQUINONES

Le réactif Borntraegen (ammoniaque a moitié dilué) permet la détection de quinones libres. Le test a été réalisé suivant la
méthode décrite par Harbone [ Dans une capsule, évaporer 2 mL d’extrait sur bain de sable puis trituré le résidu dans 5 mL
d'acide chlorhydrique 1/5. Dans un tube a essai, porter la solution dans un bain d'eau bouillante pendant une demi-heure.
Aprés refroidissement, extraire I'hydrolysat avec 20 mL de dichlorométhane dans un tube a essai. Recueillir la phase
chlorométhylénique dans un tube a essai puis ajouter 0,5 mL d'ammoniaque a moitié dilué. L'apparition d'une couleur allant
du rouge au violet indique la présence de quinones.

2.2.3.8  Tests DES SAPONINES

Le test a été réalisé suivant la méthode décrite par Harbone ¥l Dans un tube 3 essai, dissoudre 1 g d’extrait dans 100 mL
d’eau distillée, chauffer légérement le mélange, filtrer, refroidir et compléter a 100 mL avec de I'eau distillée. Dans un tube a
essais, introduire 20 mL du filtrat et agiter vigoureusement pendant 15 secondes. Placer le tube verticalement pendant 15
minutes. Au bout de cette période, si la mousse persiste, alors la drogue végétale contient des saponines.

224 DOSAGES DES POLYPHENOLS ET DES FLAVONOIDES

Les mesures sont réalisées a I'aide d’un spectrophotometre et les droites d’étalonnage sont tracées en utilisant I'acide
gallique et la quercétine comme standards respectivement pour les polyphénols et les flavonoides. Les teneurs
(concentrations) en polyphénols totaux et en flavonoides totaux sont calculées a partir de la formule :

£: Teneur ou concentration (mg.AG/g ou mg.Qc/g d’extrait sec).

C: concentration de I’échantillon donnée par le spectrophotométre (mg/mL).
V: volume de la solution préparée (mL)

D: facteur de dilution

m: masse de I'extrait (g)
2.2.4.1 DOSAGE PAR SPECTROPHOTOMETRIE DES POLYPHENOLS TOTAUX

La méthode décrite par Patricia et al [9]. a été utilisée pour le dosage des polyphénols totaux. Un volume de 2,5 mL de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1/10) est ajouté a 30 pL d’extrait. Le mélange est maintenu pendant 2 minutes dans I'obscurité
a température ambiante, puis 2 mL de solution de carbonate de sodium (75 g.L-1) sont ajoutés. Le mélange est ensuite placé
pendant 15 minutes au bain-marie a 50°C, puis refroidi rapidement. L’absorbance est mesurée a 760 nm, avec de I’eau distillée
comme blanc. Une droite d’étalonnage est réalisée avec |'acide gallique a différentes concentrations. Chaque analyse est
réalisée en triple et la concentration en polyphénols est exprimée en milligramme par millilitre d’extrait équivalent acide
gallique (mg/mL). L’acide gallique est utilisé ici comme standard de référence pour la quantification des teneurs en polyphénols
totaux; cette grandeur est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg.€q.AG/g extrait).

2.24.2 DOSAGE PAR SPECTROPHOTOMETRIE DES FLAVONOIDES TOTAUX

La méthode décrite par Patricia et al [9]. a été utilisée pour le dosage des flavonoides totaux. Dans une fiole de 25 mL, 0,75
mL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5% (m/v) a été ajouté a 2,5 mL d’extrait. Le mélange a été additionné de 0,75 mL de chlorure
d’aluminium (AICI3) a 10% (m/v), puis incubé pendant 6 minutes a I'obscurité. Aprés l'incubation, 5 mL de soude (NaOH 1N)
ont été ajoutés puis le volume a été complété a 25 mL. Le mélange a été agité vigoureusement avant d’étre dosé au
spectrophotometre UV-visible. La lecture a été faite a 510 nm. Les essais ont été réalisés en triple. La teneur en flavonoides a
été exprimée en milligramme équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg.éq.Qc/g d’extrait). La quercétine est utilisée ici
comme standard de référence pour la quantification des teneurs en flavonoides totaux.
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2.25 EVALUATION IN VITRO DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE
2.2.5.1 PREPARATION DE L’ INOCULUM BACTERIEN

Une grosse colonie bien isolée d’une culture bactérienne de 18 heures a été prélevée a I'aide d’une pipette Pasteur stérile,
puis écrasée sur la paroi d’un tube contenant 10 mL d’eau distillée. A I'aide d’une pipette Pasteur, 5 a 6 gouttes de cette pré-
culture sont prélevées et diluées dans 10 mL d’eau distillée. Cette suspension bactérienne réalisée permet d’avoir environ 10°
UFC/mL (condition standard) et constitue I'inoculum bactérien de dilution 10°%€"°"a George et al [10].

2.2.5.2 TeST DE SENSIBILITE

Le principe repose sur la diffusion du produit antimicrobien en milieu solide dans une boite de Pétri, avec création d’un
gradient de concentration aprés un bref moment de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit
antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’'une zone d’inhibition. En fonction du diamétre d’inhibition, la souche
sera qualifiée de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou résistante. Selon Etuaful et al [11]. la souche est qualifiée
non sensible ou résistante en fonction du diamétre d’inhibition. Ainsi, on notera:

° Souche non sensible ou résistante: diametre inférieur a 8 mm,
. Souche sensible: diametre compris entre 9 et 14 mm,

. Souche trés sensible: diamétre compris entre 15 et 19 mm,

e  Souche extrémement sensible: diamétre supérieur a 20 mm.

Pour le mode opératoire, la boite gélosée de Muller-Hinton pour les bactéries a été uniformément ensemencée par
inondation avec une suspension de I'inoculum microbien de dilution 10°. Le surplus a été aspiré a I'aide d’une pipette Pasteur
surmontée d’une pro-pipette. La boite ensemencée a été séchée pendant 15 minutes a la température ambiante. Ensuite, des
puits ont été faits a I'aide d’une pipette Pasteur dans des conditions de stérilité et une quantité de 50 uL de la substance a
tester (1,5 mg/mL) y est déposée. La boite de Pétri a ensuite été incubée a 37 °C pendant 18 heures. Cette opération est répétée
3 fois de suite. La tétracycline et la gentamycine (25 pug/mL) ont servi de contréles positifs. La lecture s’est faite par la mesure
du diameétre (mm) de la zone d’inhibition autour de chaque cupule a I'aide d’un pied a coulisse a affichage automatique. Les
résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition, et seuls les diametres d’inhibition supérieurs a 8 mm ont été
pris en compte [12;

2.2.5.3  DETERMINATION DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRICES (CMI)

L’extrait méthanolique ayant montré un diameétre d’inhibition supérieur ou égal a 9 mm ont été sélectionnés pour
déterminer les CMI par la méthode de diffusion par puits sur gélose. Aprés lecture de la CMI, les contenus des puits ne
présentant aucune croissance bactérienne visible a I'ceil nu sont ensemencés en stries de 5 cm en boites de pétri sur de la
gélose de Muller-Hinton a I'aide d’une anse puis incubés a 37 °C pendant 18 h.

2.25.4 MiLieux DE CULTURE ET AGENTS ANTIMICROBIENS

Pour les conditions d’aseptise, une hotte a flux laminaire (CYTAIR, France) a été utilisée. D’autres matériels techniques tels
que lI'incubateur bactériologique (JOUAN type: EB 170 EL SANS, Afghanistan), I'autoclave (Trade Raypa, modéle AE-75BRY
Espagne), des microplaques dont les cupules a un fond en U (12 x 8 rangées), une balance électronique de précision (AG 204
Delta Range), de la verrerie de laboratoire comprenant des micropipettes et des pipettes de précision et des embouts
adaptables ont été employés. Le diméthylsulfoxide (DMSO), la gentamycine poudre (Fluca; biochimika, Suisse), la tétracycline
(Sigma-Aldrich; USA), I’Amphotéricine B (Sigma-Aldrich; USA), la Nystatine (Sigma-Aldrich; USA), la gélose Miiller-Hinton (Bio-
Rad®, USA) et la méthode de diffusion par puits sur gelose (HIMEDIA; le Dextrose Agar; Bio-Rad®, USA) ont servi pour I'étude
de la sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis de I'extrait méthanolique de la plante.

3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1  RENDEMENT DE L’EXTRACTION ET DES FRACTIONNEMENTS

L’extraction réalisée sur 200,0 g de poudre des feuilles de T. heterophylla a conduit a 13,5 g d’extrait brut méthanolique
(Emeon), soit un rendement de 5,40%. Ce rendement, relativement élevé, indique que les feuilles de T. héterophylla contiennent
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suffisamment de métabolites secondaires extractibles par le méthanol. Les épuisements successifs d’une partie (7,2 g) de
I'extrait Emeon par I’hexane, le dichlorométhane, I'acétate d’éthyle et le méthanol ont abouti respectivement aux fractions Frex
(0,95 g; 13,2%), Foecm (1,38 g; 19,2%), Fae (1,92 g; 26,7%) et Faq (2,52 g; 35,0%). On note que les rendements les plus importants
sont obtenues avec la fraction aqueuse résiduelle (Faq: 35,0%), suivi de la fraction acétate d’éthyle (Fae: 26,7%). Ces deux
fractions renferment environ 62%, en masse, des métabolites contenus dans |'extrait brut méthanolique. Le méthanol,
I'acétate d’éthyle et I'eau étant des solvants hydrophiles, c’est normal qu’ils aient la méme affinité a extraire les composés
hydrosolubles (3!

3.2 CoMPOSITION CHIMIQUE DE L’EXTRAIT BRUT METHANOLIQUE

Le criblage phytochimique réalisé sur I'extrait brut méthanolique des feuilles de T. héterophylla (Emeon) a visé
principalement huit (8) familles de métabolites secondaires: les alcaloides, les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les
stérols, les polyterpenes, les quinones et les saponines. Les résultats indiquent que sur les huit (8) familles recherchées, seuls
les tanins et les quinones sont absents (Tableau 1). Ces résultats sont similaires a ceux précédemment obtenus sur les écorces
de tige de la méme plante [® 4 Cependant, I'absence de tanins dans I’extrait brut méthanolique des feuilles est contraire au
résultat des travaux réalisés sur les écorces de racine de la méme plante par Bouquet and Debray 2 qui indiquent la présence
des tanins. Cette différence peut s’expliquer par le fait que les deux organes (feuilles et racines) jouent des roles différents
chez la plante et aussi, par plusieurs facteurs tels qu’agro-pédologiques, climatiques et géographique [**F Le triphytochimique
montre que la composition chimique des feuilles de T. hererophylla est similaire a celle des espéces genre Turraea %5} Le
Tableau 1 montre aussi que toutes les familles chimiques caractérisées dans I’extrait brut méthanolique (Emeon) se répartissent
dans les fractions Fuex, Focm, Feaet Faq. Le fait que les polyphénols et les flavonoides se retrouvent dans tous les extraits (apolaires
et polaires) permet d’affirmer qu’il y a coexistence des fromes aglycone et glycoside dans les feuilles de T. heterophylia.
Concernant les stérols et les polyterpénes, ils ne se retrouvent que dans les solvants apolaires: hexane et dichlorométhane.
Cette observation est normale, puisque ces composés sont généralement trés solubles dans les solvants lyophiles tels que les
hydrocarbures.

Tableau 1. Résultats du tri-phytochimique réalisé sur 'extrait brut méthanolique des feuilles de T. heterophylla et les fractions
Métabolites secondaires Test chimique Extrait Fractions
Emeon FHex Focm Fae Faq
Alcaloides Dragendorff + Bouchardat + - - + +
Polyphénols Chlorure ferrique + + + + +
Flavonoides Cuivres de magnésium + + + + +
Tanins galliques Réactif Stiasny - - - - -
Tanins catéchiques Chlorure ferrique - - - - -
Stérols et polyterpenes Réactif de Lieberman ++ + + - -
Quinones Ammoniac dilué - - - - -
Saponines Mousse + - - + +

NB: Abondant (++); Présence (+); Absent (-)

Les résultats positifs obtenus ici sont certainement liés aux stérols; qui peuvent facilement se retrouver dans les solvants
tels que l'acétate d’éthyle et le méthanol; grace aux groupements hydroxyles qu’ils portent. La richesse de I’extrait brut
méthanolique des feuilles de T. heterophylla pourrait justifier I'utilisation de la décoction dans de nombreux traitements
traditionnels (26}

3.3 TENEURS EN POLYPHENOLS TOTAUX ET EN FLAVONOIDES TOTAUX

La droite d’étalonnage tracée en utilisant I'acide galligue comme standard a donné un coefficient de régression R?=0,9935.
La teneur en polyphénols totaux est de 75 + 0.00 mg éqAG/g pour I'extrait brut méthanoique des feuilles de T. heterophylla
(Emeon) et de 25 + 0 mg éqAG/g; 50 £ 0 mg éqAG/g; 125 + 7 mg éqAG/g et de 125 + 7 mg éqAG/g pour les fractions Frex, Focwm,
Fae et Faq respectivement (Tableau 2).
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Tableau 2. Teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles de T. heterophylla
Extrait et fractions
Teneur
Emeon Frex Focm Fae Faq

Teneur en polyphénols 7540 2540 5040 12547 12547
(mg éq.AG/g d’extrait sec)

Teneur en flavonoides 150,00,0 82,5£0,0 107,00 150,0+0,0 175,0£0,0
(mg éqg.Qc/g d’extrait sec)

Ces valeurs ont été traduites sous forme d’histogramme (Figure 1A). On note que les fractions acétate d’éthyle (Fae) et
aqueux résiduel (Faq) sont deux a trois fois plus riches en polyphénols que les fractions hexane (Fuex) et dichlorométhane (Foew).
Cette différence confirme que les polyphénols présents dans I'extrait brut méthanolique des feuilles de T. heterophylla sont
majoritairement glycosylés; et donc plus solubles dans le méthanol, I'eau et I'acétate d’éthyle; qui extraient mieux les
polyphénols 17 18- | es aglycones, qui sont faiblement solubles dans les solvants hydrophiles, ont été trés peu extraits par le
méthanol. Ces résultats concordent avec les données du tri-phytochimique.

A 125 135 A 175
" 1A = 1B 150
g o
% ]
=
f=]
S <0 =| 825
: .
FHEX FDCM FAE FAq FHEX FDCM FAE FAq

Fig. 1.  Histogramme des teneurs en polyphénols totaux (1A) et flavonoides totaux (1B) des fractions

Pour déterminer les teneurs en flavonoides, la droite d’étalonnage a été tracée en utilisant la quercétine comme standard,
et le coefficient de régression a pour valeur R? = 0,9983. On note que la teneur en flavonoides totaux est de 150,0 *+ 0,0 mg
€qQc/g pour I'extrait brut méthanoique des feuilles de T. heterophylla (Emeon), et de 82,5 £ 0,0 mg éqQc/g; 107,0 £ 0 mg éqQc/g;
150,0 + 0,0 mg égQc/g et de 175,0 + 0,0 mg éqQc/g pour les fractions Fuex, Focw, Fae et Fag respectivement (Tableau 2). Les
histogrammes représentant les teneurs en flavonoides des fractions (Figure 1B) montrent des valeurs croissantes lorsqu’on
passe des solvants les moins polaires aux plus polaires.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus avec le tri-phytochimique et la teneur en polyphénols des fractions. Par
conséquent, on peut aussi affirmer que les flavonoides contenus dans I'extrait brut méthanolique des feuilles de T. heterophylla
sont en majorité glycosylés; c’est-a-dire possédant une partie sucre. Ainsi, les flavonoides non glycosylés (algycones) sont
identifiés dans les fractions hexane (Fuex) et dichlorométhane (Focm); quant aux flavonoides glycosylés, c’est plutét dans les
fractions acétate d’éthyle (Fac) et aqueux résiduelles (Faq) qu’ils se retrouvent. Ce résultat est en accord avec le principe selon

lequel les composés possédant des groupements hydroxyles sont plus solubles dans les solvants hydrophiles tels que le
méthanol, 'eau et 'acétate d’éthyle 1718

3.4 ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

L'activité antibactérienne de I'extrait brut méthanolique des feuilles de T. heterophylla (Eveon) a été évaluée contre cing (5)
souches bactériennes: P. aeruginosa ATCC, P. aeruginosa CIP, S. aureus sensitive, S. aureus CIP et E coli ATCC. Les diametres
d’inhibitions sont tous supérieurs a9 mm (valeurs comprises entre 9 et 9,50 mm), ce qui signifie que ces bactéries sont sensibles
a cet extrait '* 1! Bien que I'extrait Emeon soit bactériostatique, les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
sont toutes supérieures 3000 ug/ml (Tableau 3). Les CMI de I'extrait Emeon sont négligeables devant celles de la Tetracycline et
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de la Gentamicine, prises comme contrdle positifs, dont les CMI sont comprises entre de 0,19 et 50 ug/mL et 1,56 et 50 pug/mL
respectivement.

Tableau 3. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) (ug / mL) de I'extrait des feuilles de T. heterophylla
P. aeruginosa P. aeruginosa S. aureus S. aureus E. coli
ATCC CIP sensitive CIP ATCC
Extrait méthanolique Emeon >3000 >3000 >3000 >3000 >3000
. . Tetracycline 0,19 3,125 50 0,19 >50
Controle positif —
Gentamicine 3,125 1,56 > 50 1,56 >50

Ce résultat montre que les feuilles de T. heterophylla possédent des propriétés antibactériennes comme les racines de la
méme plante [ Cette activité, méme faible, de I'extrait méthanolique pourrait justifier I'utilisation en médecine
traditionnelles, en Cote d'lvoire, des feuilles de Turraea heterophylla dans le traitement de diverses maladies telles que les
blessures a I'estomac, la fievre typhoide, les diarrhées et les crises hémorroidaires [*6- 4!

4  CONCLUSION

L’étude réalisée sur les feuilles de T. heterophylla a concerné le tri-phytochimique, les dosages et les tests biologiques. Le
tri-phytochimique réalisé a I'aide de tests de caractérisation chimique a révélé la présence de polyterpénes, stérols, alcaloides,
saponines, polyphénols et de flavonoides. Aussi, cette étude montre que les feuilles de cette espéce synthétisent a la fois les
polyphénols glycosylés et leurs génines (aglycones). En ce qui concerne les dosages, les résultats montrent que les extraits
aqueux résiduels et acétate d’éthyle ont une plus forte teneur en polyphénols et en flavonoides. Enfin, les tests biologiques
réalisés sur cing (5) souches de bactéries indiquent que I'extrait méthanolique de T. heterophylla posséde des propriétés
antibactériennes.
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Abstract

Turraea heterophylla (Smith) is a species used in lvoirian medicine as antimalarial, aphrodisiac and
various human diseases. Using the dereplication method, the analysis of the crude methanol extract of the
leaves led to the identification of six compounds including three limonoids (28-nor-4a-carbomethoxy-
11p-acetoxy-12a-(2-methylbutanoyloxy) 14,15- deoxyhavanensin-1,7-diacetate; mzikonol; 1,2- dihydro-
azadirone) and three steroids (3R-acetoxy-50-pregn-7,20-dien-6-one; 3B-hydroxy-5a-pregn-6-one;
villosterol). These secondary metabolites, which are reported for the first time in T. heterophylla, were
identified according to their HPLC-ESI-QTOF-MS/MS data.

Keywords: Turraea heterophylla, dereplication, identification, limonoids, steroids

1. Introduction

Medicinal plants are widely used in Africa traditional medicine to treat various diseases such
as malarial, hemorrhoids, hypertension and Buruli ulcer [Gnaoré et al., 2020; Jacques et al.,
2019] [+ 2, Many of them are used without their chemical composition being known; among
them are species of Turraea. The genus Turraea belongs to the Maliaceae family. Species of
this family are widely distributed in tropical regions of the world [APG Ill, 2009; ATIBT,
2016] B 4. Turraea plants grow as trees or shrubs [Mabberley et al., 2008] 1, and their
chemical composition is varied [Wang et al., 2018; Yuan et al., 2013] & 7. The species that
interests us here is Turraea heterophylla (Smith). In Céte d'lvoire, this species is found in both
forest and savanna regions; and it is known as aphrodisiac [Neuwinger 1996] . It is also used
to treat asthma, emphysema, lumbago and headaches [Bouquet et Debray, 1974] [,
Concerning the chemistry of this species, the literature reports the presence of tannins,
saponins, terpenes, steroids and limonoids in the roots bark [Boua et al., 2013; Akrofi, 2011]
(10, 1 In addition to this, our previous study of the leaves revealed the presence of
polyterpenes, steroids, alkaloids, saponins, polyphenols and flavonoids; with a very high
content of flavonoids and polyphenols in this organ [Kouadio et al., 2021] 4, Present study
aims to identify the structure of these secondary metabolites. For this, extraction was
performed using methanol and compounds were detected and identified by
HPLC-ESI-QTOF-MS/MS method.

2. Material and Methods

2.1 Plant material

The fresh leaves of T. heterophylla were collected from the forest area of Daloa department,
west of Cote d'lvoire, and identified by the National Floristic Center of the Félix
HOUPHOUET-BOIGNY University (CNF), where a specimen is kept under the herbarium
number 31235. The fresh leaves were then cleaned with distilled water and dried in an oven at
50 °C for 4 days before being reduced to powder using an electric mill (RETSCH, type SM
100).

2.2 General Experimental Procedures
The secondary metabolites were extracted using methanol 90% (v/v), and the solvent was
removed using a rotary evaporator BUCHI461 type. The sample analysis were carried out in
positive polarity, using Analytical HPLC runs coupled to an Agilent LC-MS system (Agilent
1260 Infinity HPLC and to an Agilent 6530 ESI-QTOF-MS/MS. The HPLC device was
equipped with a C1g column (150 x 4.6 mm, i.d. 5 pm, Waters) and a binary pump
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(Waters 2525); visualization was realized upon a UV-visible
diode array detector (190-600 nm, Waters 2996).

2.3 Methods

2.3.1 Preparation of methanol extract from the leaves of T.
heterophylla

The crude methanol extract of the leaves of T. heterophylla
was prepared following the method descripts by Kouadio et
al. 2021 [, The dried and ground plant material (200.0 g)
was extracted by maceration in 600 mL of methanol for 24
hours. After filtration on Whatman n°2 paper, the Mac is
extracted twice in a row with the same amount of methanol
for 24 hours each. The filtrates were combined, concentrated
and evaporated to dryness under reduced pressure (at 60 °C),
using a rotary evaporator. Part (5mg) of crude methanol
extract was dissolved in 1 mL of methanol (analytic, grad
HPLC), and then with the help of a syringe, ImL of this
extract is taken in 1 mL of methanol. The extract is filtered
again through a nylon syringe filter 0.5 um. Finally, 300 pL is
taken to be stored in a Vial before HPLC-QTOF-MS/MS
analysis.

2.3.2 Analysis of the methanol extract by HPLC-ESI-
QTOF-MS/MS method

The HPLC-ESI-QTOF-MS/MS analysis, or dereplication, is a
new method that allows identifying very quickly and
efficiently the known compounds in a complex mixture, such
as crude plant extracts. With this method, it becomes easy to
tell the difference between known and unknown compounds
in a complex mixture, based on database search [Jongmin et

http://www.phytojournal.com

al., 2017] 3. This analytical method is based on the coupling
system  ESI-QTOF-MS/MS  (electrospray  ionization-
quadrupole-time of flight-mass spectroscopy), that provides
sufficient information to determine the exact structure of a
known compound [McFarland et al., 2004] 4. For the
analysis of the crude methanol extract, using the system an
Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF coupled with a 1260
Agilent Infinity LC system, the flow rate was fixed to 0.25
mL/min, and mass spectra were acquired in positive mode in
the mass range of m/z 100 to 1200 Da.

3. Results and Discussion

The automated processing of raw data obtained from HPLC-
ESI-QTOF-MS analysis of T. heterophylla (Smth) leaves
extract, followed by analysis by Agilent Masshunter
Workstation Software, led to identify known constituents of
this crude extract. From the LC-ESI-MS and MS / MS spectra
obtained, a list of raw formulas was generated; then the
structure corresponding to the formula closest to the mass is
retained. Each protonated molecules [M+H]* were selected
according to their great abundance and their greater regularity
of fragmentation. To confirm the structures of the molecules,
the ESI-QTOF-MS/MS data were compared to those in the
public databases (DNP, Reaxys and SciFinder). The analysis
of the crude methanol extract from T. heterophylla gave the
LC-ESI-MS chromatography (Figure 1), which reveals
several peaks corresponding to the major constituents. Each
peak was analysis by Agilent Masshunter Workstation
Software.
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Fig 1: HPLC-ESI -QTOF-MS chromatogram of the methanol extract of the leaves of T. heterophylla

3.1 28-nor-4a-carbomethoxy-11p-acetoxy-12a-(2-
methylbutanoyloxy) 14, 15-deoxyhavanensin-1, 7-diacétate
In the HPLC-ESI-QTOF-MS chromatogram (Figures 1), the
peak 1 at retention time Rt= 19.125 min was identified to 28-

nor-4a-carbomethoxy-113-acetoxy-12a(2methylbutanoyloxy)
14,15- deoxyhavanensin-1,7-diacetate. To generate its ESI-
MS and ESI-MS/MS spectra (Figure 2), this peak was
analysis by Agilent Masshunter Workstation Software.
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Fig 2: ESI-MS spectrum (A) and ESI-MS/MS spectrum (B) of 28-nor-4a-carbomethoxy-11/-acetoxy-12a-(2-methylbutanoyloxy) 14,15-
deoxyhavanensin-1,7-diacetate.

According to the Masshunter software data, the molecular ion
peak at m/z 701.3527 [M+H] * on the ESI-MS spectrum
(Figure 2A) matches the molecular formula CssHsy Osz
(Cal.700.3449). In addition, several characteristic ion
fragments MS/MS (Figure 2B) were observed at m/z:
555.3163 [M+H-143]*; 441.9465[M+H-143-114]*;
305.1855[M+H-143-114-57-79]*;  234.1099[M+H-143-114-
57-79-71]*. According to this fragmentation pathway, the
corresponding structure was found in the databases Reaxys
and Dictionary of Natural Products (DNP) to be 28-nor-4a-
carbomethoxy-114-acetoxy-12a-(2-methylbutanoyloxy) 14,15-
deoxyhavanensin-1,7-diacetate. It is a known limonoid
previously isolated of Turreae floribunda [Torto et al., 1995;
McFarland et al., 2004; Mulholland, 1998, 1999; Ndung'u et
a'_, 2004] [15, 14, 16, 17]_

3.2 1, 2-dihydroazadirone

The compound corresponding to peak 2 at retention time Ry=
32.593 min (Figure 1) was identified to 1,2-dihydroazadirone
(Figure 3). Its ESI-MS and ESI-MS/MS spectra (Figures 3A
and 3B) were generated by Agilent Masshunter Workstation
Software. The molecular ion peak corresponding to this
compound was observed at m/z 457. 2954 [M+H]* on the
ESI-MS spectrum (Figure 3A), and this matches the
molecular formula Cy7H3s04 (Cal. 424.2650). Several
characteristic ion fragments MS/MS (Figure 3B) were
observed at m/z: 425.5810 [M+H]*; 380.2351[M+H-44]";
346.1933[M+H-44-34]*; 298.2297[M+H-44-82]*;
190.1358[M+H-44-82-108]".
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Fig 3: ESI-MS spectrum (A) and ESI-MS/MS spectrum (B) of 1,2-dihydroazadirone
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This fragmentation pathway matches the chemical structure of
1,2-dihydroazadirone (Figure 3); what structure was found in
the databases Reaxys and Dictionary of Natural Products
(DNP). This molecule is also a known limonoid previously
isolated from the roots bark and stem bark of Turraea robusta
[Rajab et al., 1988; Bentley et al., 1992] [18 191,

http://www.phytojournal.com

3.3 Mzikonol

The ESI-MS and ESI-MS/MS spectra (Figures 4A and 4B) of
the compound that gave the peak 3 at retention time Ry=
32.944 min (Figure 1) were generated by Agilent Masshunter
Workstation Software. The molecular formula corresponding
to the molecular ion peak at m/z 457.2954 [M+H] * (Figure
4A) was deducted as CogHaoOs (Cal. 456.2876).
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Fig 4: ESI-MS spectrum (A) and

The corresponding structure was founded in the databases
Reaxys and Dictionary of Natural Products (DNP) to be
Mzikonol. This known limonoid was previously isolated from
the roots bark and stem bark of Turraea robusta [Rajab et al.,
1988; Bentley et al., 1992] 18 191 Several characteristic ion
fragments MS/MS (Figure 4B), confirming this structure,

ESI-MS/MS spectrum (B) of Mzikonol
86]*; 279.1294 [M+H-86-92]*; 244.1073 [M+H-86-92-35]".

3.4 Villosterol

The peak 4 at retention time Rr= 30.836 min (Figure 1) was
analysis by Agilent Masshunter Workstation Software to
generate the ESI-MS and ESI-MS/MS spectra (Figures 5A

were observed at m/z: 457.2954 [M+H]*; 371.9377 [M+H- and 5B).
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Fig 5: ESI-MS spectrum (A) and ESI-MS/MS spectrum (B) of Villosterol.

On the ESI-MS spectrum (Figure 5A), the molecular ion peak
was observed at m/z 333.2417[M+H]*, and the corresponding
formula was deducted as CzH305; (Cal. 332.2339). In
addition, several characteristic ion fragments MS/MS (Figure

5B) were observed at m/z: 334.2476 [M+2H]*; 297.2086

[M+H-36]*; 269.2302[M+H-36-28]*; 241.1534[M+H-36-28-

28]"; 203.1208[M+H-36-28-28-38]*. According to this

fragmentation pathway, the corresponding structure was
~53~
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founded in the data bases Reaxys and Dictionary of Natural
Products (DNP) to be Villosterol. This compound is also a
steroid derivative which was previously isolated from the
seeds of Turraea obtusifolia [Fraser et al.,1995; Mulholland
etal., 1998; Sarker et al.,1997] [20.21.22],

3.5 3B-acetoxy 5a-pregn 7,20-dien-6-one

In the Figure 1, the peak 5 at retention time Ry= 32.241 min
was analysis by Agilent Masshunter Workstation Software to
generate the ESI-MS and ESI-MS/MS spectra (Figures 6A
and 6B). According to these data, the ion peak at m/z
345.2428[M+H]* was attributed to the molecular ion (Figure

http://www.phytojournal.com

5A), which value matches the molecular formula Cz;H3,03
(Cal. 344.2350). Several characteristic ion fragments MS/MS
(Figure 6B) were observed at m/z: 345.2351 [M+H];
328.3534 [M+H-171; 299.3652 [M+H-17-29]";
275.1020[M+H-17-29-24]*; 196.3782 [M+H-17-29-24-79]".
According to this fragmentation pathway, the corresponding
structure was founded in the data bases Reaxys and
Dictionary of Natural Products (DNP) to be 3R-acetoxy-5a-
pregn-7,20-dien-6-one. This steroid derivative was previously
isolated from the leaves and roots bark of Turraea pubescens
[Wang et al., 2008; Yuan, et al., 2013] &7,
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Fig 6: ESI-MS spectrum (A) and ESI-MS/MS spectrum (B) of 3R-acetoxy-5a-pregn-7, 20-dien-6-one

3.6 3p-hydroxy-5a-pregn-6-one

The analysis of the peak 6 at Rr= 40.556 min (Figure 1),
using Masshunter software, generated the ESI-MS spectrum
(Figure 7A) with the molecular ion peak at m/z
305.1867[M+H]*. This value matches the molecular formula
CaH3,02 (Cal. 304.1789). Several characteristic ion
fragments MS/MS (Figure 7B) were observed at m/z:
305.1867[M+H]*; 286.2297[M+H-18]*; 270.0274[M+H-18-

16]*; 217.1565[M+H-18-16-53]*. According to this
fragmentation pathway, the corresponding structure was
founded in the data bases Reaxys and Dictionary of Natural
Products (DNP) to 3B-hydroxy-5a-pregn-6-one. This
molecule is steroid derivative previously isolated from the
leaves of Turraea pubescens [Wang et al., 2007, 2008; Yuan,
etal., 2013] [20.7],
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Fig 7: ESI-MS spectrum (A) and ESI-MS/MS spectrum (B) of 33-acetoxy-5-pregn-7,20-dien-6-one

4. Conclusion
The analysis by the HPLC-ESI-QTOF-MS / MS method of
the methanol extract of the leaves of T. heterophylla made it

~gq~

possible to identify the structures of three limonoids (1 - 3)
and three steroids (4 - 6). In addition, several peaks (A - F)
revealed were not identified because their structures were not
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found in the databases used. Regarding the identified
compounds, they could justify the traditional used of T.
heterophylla as aphrodisiac. Indeed, limonoids and steroids
are known for their beneficial effects on the functioning of the
heart.
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RESUME

Turraea heterophylla Smith (Meliaceae) est une espéce végétale utilisée en médecine traditionnelle ivoirienne
pour ses propriétés antipaludiques et aphrodisiaques. Cette étude réalisée sur les feuilles de T. heterophylla s’inscrit
dans le contexte de la valorisation des espéces végétales médicinales de la flore ivoirienne. Pour ce faire, les
méthodes d’extraction, de dosages, de chromatographie, de spectroscopie et d’évaluations biologiques ont été
utilisées. Le criblage phytochimique réalisé grace aux tests de caractérisation chimique a révélé la présence de
polyterpénes, de stéroides, d’alcaloides, de saponines, de flavonoides et de composés phénoliques. La
guantification spectrophotométrique des polyphénols et des flavonoides totaux indique une trées forte concentration
de flavonoides et de polyphénols dans I’extrait méthanolique et les contre-extractions a ’acétate d’éthyle et aqueux
résiduel. L’identification des molécules par la spectroscopie ultraviolet (UV) et la chromatographie liquide haute
performance couplée a la spectroscopie de masse tandem (HPLC-ESI-QTOF-MS/MS) de I'extrait méthanolique
des feuilles de T. heterophylla a permis d'identifier les structures des limonoides, des stéroides et des
sesquiterpénoides. L’évaluation du potentiel pharmacologique de I’extrait méthanolique total des feuilles a montré
une atoxicité par voie orale et une faible activité antibactérienne sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (CIP 54127AF) et Pseudomonas aeruginosa (CIP 103467) enregistrant des valeurs de diamétre
d’inhibition (9-9,5mm). Quant au potentiel antiradicalaire réalisé, il a montré une activité antioxydante modérée
vis-a-vis du DPPH et ABTS.

Mots clés : Turraea heterophylla, phytochimie, polyphénols totaux, limonoides, stéroides, sesquiterpénoides,
antibactériens, antioxydants.

ABSTRACT

Turraea heterophylla Smith (Meliaceae) is a plant species used in traditional Ivorian medicine for its antimalarial
and aphrodisiac properties. This study carried out on the leaves of T. heterophylla falls within the context of the
development of medicinal plant species of the Ivorian flora. To do this, the methods of extraction, assays,
chromatography, spectroscopy and biological evaluations were used. Phytochemical screening carried out through
chemical characterization tests revealed the presence of polyterpenes, steroids, alkaloids, saponins, flavonoids and
phenolic compounds. The spectrophotometric quantification of polyphenols and total flavonoids indicates a very
high concentration of flavonoids and polyphenols in the methanolic extract and the residual aqueous and ethyl
acetate counter-extractions. The identification of molecules by ultraviolet (UV) spectroscopy and high
performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectroscopy (HPLC-ESI-QTOF-MS/MS) of the
methanolic extract of T. heterophylla leaves made it possible to identify the structures of limonoids, steroids and
sesquiterpenoids. Evaluation of the pharmacological potential of the total methanolic extract of the leaves showed
oral atoxicity and weak antibacterial activity on Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (CIP
54127AF) and Pseudomonas aeruginosa (CIP 103467) recording values of inhibition diameter (9-9.5mm). As for

the realized antiradical potential, it showed a moderate antioxidant activity towards DPPH and ABTS.

Keywords: Turraea heterophylla, phytochemistry, total polyphenols, limonoids, steroids, sesquiterpenoids,

antibacterials, antioxidants.



