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RESUME

Le présent travail porte sur 1I’étude phytochimique de 1’extrait au méthanol des écorces
du tronc de Sapium cornutum, une plante de la famille des Euphorbiaceae, utilisée en

pharmacopée traditionnelle.

Les écorces du tronc de Sapium cornutum (Euphorbiaceae) ont été récoltées dans la
région du Centre au Cameroun, plus précisément dans la ville de Soa située dans le Département
de la Mefou Afamba. Ces écorces ont été découpées, séchées puis broyées pour donner une
poudre de 2,4 kg qui a été extraite par macération au méthanol a température ambiante pendant
48h. Apres filtration et évaporation, 240,8 g d’extrait ont été obtenus. 3 g ont été prélevés pour
les tests biologiques et 237,8 g a subi une extraction liquide-liquide en utilisant comme solvant
I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Suite a cette extraction, nous avons obtenu deux (2) fractions
indexées F1 et F2 respectivement. La fraction F1 a donc subi une chromatographie sur colonne

de gel de silice et éluée avec le systeme n-Hex/AcOEt de polarité croissante.

De cette fraction F1, ont été isolés au moyen de méthodes chromatographiques usuelles,
cing (05) composés dont trois (03) ont été enticrement caractérisés et identifiés comme étant
les dérivés de 1’acide ellagique, plus spécifiquement, il s’agit de ’acide 3,3'-di-O-méthyl-
ellagique-4'-O-a-L-rhamnose 75 (SCES); I’acide 3,3'-di-O-méthylellagique 54 (SCE4) et
I’acide ellagique 53 (SCE3).

L’¢lucidation des structures de ces composés a été rendue possible grace a une analyse
rigoureuse de leurs données spectrales notamment la résonance magnétique nucléaire (RMN) a
une dimension (*C et 'H) et a deux dimensions (COSY, HSQC et HMBC), associée a la
spectrométrie de masse faisant appel a la méthode d’ionisation douce (ESI) a haute résolution,

et par comparaison de leurs données spectrales avec celles décrites dans la littérature

Mots clés: Euphorbiaceae, Sapium cornutum, acide ellagique, dérivés, RMN.
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ABSTRACT

The present work report the phytochemical study of the methanolic extract of the stem
barks of Sapium cornutum, a Cameroonian medicinal plant, belonging to the Euphorbiaceae

family, widely used in traditional pharmacopoeia.

The stem barks of Sapium cornutum (Euphorbiaceae) was harvested at Soa, a locality
in the Centre region of Cameroon, The stem barks were cut, dried and then pulverized to give
a powder of 2.4 kg, which was extracted by maceration in methanol at room temperature for 48
hours. After filtration and evaporation, a crude extract 240.8 g was obtained. 3 g was reserved
for biological tests and 237.8 g was subjected to liquid-liquid partition extraction using ethyl
acetate and »n -butanol as solvent. This extraction afforded two (2) fractions indexed F1 and F2
respectively. Fraction F1 was purified using usual column chromatography on a silica gel

column and a solvent system of n - Hex/AcOEt in an increasing polarity.

The purification of this fraction of this fraction F1, led to the isolation of five (05)
compounds. Three (03) of which were fully characterized and identified as derivatives of ellagic
acid, more specifically, these are 3,3'-di-O-methyl-ellagic-4'-O-a-L-rhamnose acid 75 (SCES);
3,3'-di-O-methylellagic acid 54 (SCE4) and ellagic acid 53 (SCE3).

The structures of these compounds have been elucidated with the help of spectroscopic
techniques that is, one-dimensional (‘H and !°C) and two-dimensional (COSY, HSQC and
HMBC) nuclear magnetic resonance (NMR), and spectrometry technique using high-resolution

(ESI) methods, and by comparison of their spectral data with relevant date from the literature.

Keywords: Euphorbiaceae, Sapium cornutum, ellagic acid, derivetives, NMR.
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La flore tropicale, reconnue pour sa biodiversité exceptionnelle, abrite une multitude de
micro-organismes, de champignons et de plantes, parmi lesquelles figurent des arbres, arbustes,
herbes et algues. Ces ressources naturelles jouent un rdle central dans la médecine
traditionnelle, ou elles sont utilisées sous diverses formes, telles que les décoctions et les
infusions, pour traiter de nombreuses maladies. Ces pratiques, profondément enracinées dans
les cultures locales, témoignent de la richesse et de I’importance des savoirs traditionnels en

matiére de santé.

Cependant, de nombreuses plantes utilisées en médecine traditionnelle demeurent encore
sous-explorées, tant sur le plan chimique que pharmacologique. Cette lacune limite leur
valorisation scientifique et leur utilisation optimale dans un cadre médical sir et efficace. C’est
le cas de Sapium cornutum, une espéce de la famille des Euphorbiaceae, largement employée
en médecine traditionnelle camerounaise pour le traitement de nombreuses maladies. Bien que
les plantes du genre Sapium soient reconnues pour leurs usages dans le traitement de maladies
telles que le paludisme, les douleurs abdominales, le surmenage, la constipation et la hernie, les

données spécifiques sur Sapium cornutum restent quasi inexistantes.

Face a cette situation, la nécessité d’investiguer les potentiels chimique et pharmacologique
de cette espece devient évidente. Une telle étude permettrait non seulement d’élargir les
connaissances scientifiques sur cette plante, mais également de contribuer a son exploitation
rationnelle en médecine. Dans ce contexte, une question centrale se pose: quels métabolites
secondaires bioactifs sont-ils présents dans les écorces du tronc de Sapium cornutum, et quelles

activités biologiques pourraient-elles expliquer son usage en médecine traditionnelle ?

Pour répondre a cette question, nous formulons 1’hypothese selon laquelle Sapium cornutum
contient des métabolites secondaires dotés d’activités biologiques significatives, capables de

justifier ses usages traditionnels et de révéler un potentiel thérapeutique prometteur.

Ainsi, ’objectif général de cette étude est de contribuer a une meilleure connaissance
chimique de Sapium cornutum afin de favoriser son utilisation efficace et sécurisée en

médecine. Plus précisément, il s’agira:

1. D’extraire efficacement les composés bioactifs a partir de 1’extrait méthanolique des

écorces de tronc de Sapium cornutum.
2. D’isoler, d’identifier et de caractériser les composés purs obtenus.

Ce mémoire est structuré en trois chapitres principaux:
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* Chapitre I: Une revue de la littérature sur le genre Sapium, ses usages traditionnels, et

les études chimiques et pharmacologiques disponibles.

* Chapitre II: Présentation et discussion des résultats obtenus a travers les travaux réalisés

en laboratoire.

* Chapitre III: Description détaillée des méthodes expérimentales utilisées, suivie de

conclusions générales et de perspectives pour la poursuite du projet.

Enfin, une liste de références bibliographiques conclura ce document, mettant en lumicre les

sources consultées pour cette étude.
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CHAPITRE I: REVUE DE LA LITTERATURE
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I.1. La famille des Euphorbiaceae

I.1.1. Généralités sur la famille des Euphorbiaceae

La famille des Euphorbiaceae, également connue sous le nom de famille des euphorbes,
est l'une des plus grandes familles de plantes a fleurs. Elle compte plus de 8000 espéces reparties
en 300 genres. La famille est trés diversifiée en termes de morphologie et est composée de
diverses espéces qui poussent sur les terres continentales sous forme d'arbustes, d’herbes et
d'arbres grands/ligneux, ou de lianes grimpantes. Le genre FEuphorbia représente
numériquement 1’un des plus grands de cette famille des Euphorbiaceae et contient plus de 2000
especes. Les plantes de cette famille se caractérisent généralement par la production dans leurs

tissus d’une substance laiteuse (Kemboi et al., 2020).

[ Régne ]——'[ Plantae ]

|—>[ Sous-régne ]——» [ Tracheobionta ]

|—>[ Division ]-—»[ Magnoliophyta]

|—>[ Classe ]—*[ Magnoliopsida]

I—»[ Ordre ]—>[ Euphorbieles]

|—>[ Famille ]—>[ Euphorbiaceae]
|—>[ Genre ]__,[ Sapium ]

|—>[ Espece ]—>[ Sapiumcornutum]

Figure 1: Classement taxonomique de I’espece Sapium cornutum

I.1.2. Distribution géographique des Euphorbiaceae

La famille des Euphorbiaceae est presque cosmopolite bien que principalement
tropicale. Il existe cependant des concentrations locales, notamment le genre Euphorbia dans
le sud de 1'Amérique du nord, le bassin méditerranéen, le Moyen Orient et le sud de 1'Afrique.
Bien que tres présente en Afrique, la famille n'y est pas aussi riche et variée que dans les deux
autres régions tropicales. De méme, elle est bien moins représentée dans les régions tempérées

ou les especes du genre Euphorbia sont les seules représentées (Jussieu, 1789).

Mémoire de Master rédigé et soutenu par ASSOUMOU Junior D5




Etude phytochimique de [’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum
(Euphorbiaceae)

Zone de localisation

Figure 2: Distribution géographique des Euphorbiaceae dans le monde (Jussieu, 1789)

I.2. Le genre Sapium

1.2.1. Description du genre Sapium

Le genre Sapium appartient a la famille des Euphorbiaceae, ses especes sont réparties
en Inde, au Vietnam, en Chine, en Malaisie et en Afrique (Esser et Welzen, 2005; Mwine et
Damme, 2011). De plus, certaines espéces du genre sont également distribuées au Mexique, en
Amérique centrale, dans les Caraibes, en Amérique du Sud et au Sud du Brésil (Richter et
Dallwitz, 2000). Au Cameroun, ce genre est réparti uniquement en deux espeéces parmi

lesquelles Sapium ellipticum et Sapium cornutum (Nana et al., 2023; HNC, 2024).

Les plantes du genre Sapium sont généralement des arbres de taille moyenne (entre 12
a 25 m de hauteur) pouvant atteindre une taille maximale de 35 m. Les écorces brun clair,
parfois trés foncées (presque noires) et rugueuses; les rameaux sont lisses et ont tendance a
tomber. Les jeunes parties dégagent du latex blanc lorsqu'elles sont coupées (Orwa et al.,

2009).

(b)

Figure 3: Arbre de Sapium sebiferum (a) et écorce du tronc de Sapium cornutum (b)
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Les feuilles sont généralement caduques ou semi caduques, simples, 6-15 x 2,5-4 cm,
vert foncé, brillantes, alternées; bases effilées et presque arrondies; bords irréguliérement
dentés, 1 a 2 glandes de chaque co6té de la base, portées par de courtes tiges; nervures médianes
et nervures surélevées en dessous avec environ 10 paires de nervures latérales atteignant 10 mm

de long (Orwa et al., 2009).

Figure 4: Feuilles de Sapium cornutum

L.3. Sapium cornutum

1.3.1. Aperc¢u botanique

Les parties de Sapium cornutum sont trés variées. Ainsi, ses fleurs sont jaunes et pouvant
mesurer entre 5 a 10 cm de long, pas de pétales ni de sépales. Elle contient de nombreuses fleurs
males et 1 a 5 fleurs femelles arrondies a la base. Les fleurs méles sont plus longues que les

femelles.

Ses fruits sont en forme de capsules a trois lobes, de 0,95 a 1,7 cm de diamétre avec
trois graines, dont une dans chaque lobe et recouvertes d'une cire blanche. Les graines sont
semi-ovales, ressemblant a du pop-corn, de 0,6 a 1,0 cm de long et dont la largeur est comprise
entre 0,43 et 0,6 cm. Son épaisseur quant a elle comprise entre 0,5 et 0,77 cm (Orwa et al.,

2009).

Figure 5: Fruits de Sapium cornutum
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1.3.2. Répartition géographique de I’espéce Sapium cornutum au Cameroun

D’aprées I’Herbier National du Cameroun (HNC) en 2024, I’espece Sapium cornutum se
trouve principalement dans les régions du grand Sud et dans le Littoral du pays selon le tableau

ci-apres.

Tableau 1: Répartition géographique de Sapium cornutum (Euphorbiaceae) au Cameroun

Espece Régions Localités Reference

Akonolinga
Makak

Centre Ndikiniméki

Nnanga-Eboko

Yaoundé

Along
Batouri
Sapium cornutum Est Bertoua HNC, 2024
Lomié

Moloundou

Littoral Mouanko

Akonétyé
Sud Ambam

Djoum

1.4. Usages des espéces du genre Sapium
Les plantes du genre Sapium sont utilisées sur plusieurs plans tant économique,

alimentaire que sur le plan thérapeutique.

I.4.1. Usages économiques et alimentaires
Les plantes du genre Sapium peuvent étre utilisées pour la fabrication du papier, le
carton et les meubles, C’est le cas de I’espece Sapium sebiferum (Liu et Zou, 1981). Le bois

est utilisé comme combustible pour le chauffage.

Les fruits sont comestibles aussi bien par les oiseaux que par les volailles domestiques

(Orwa et al., 2009).
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1.4.2. Usages thérapeutiques

Plusieurs espéces du genre Sapium possedent une large gamme de propriétés
médicinales et elles ont été utilisées comme médicaments traditionnels par des groupes
autochtones dans plusieurs pays tels que la Malaisie, I’ Afrique du Sud, la Chine et le Cameroun
(Wansi et al., 2014; Nana et al., 2023). Ainsi, dans le sud de la Chine, les espéces telles que
Sapium chihsianum, Sapium discolor, Sapium rotundifolium et Sapium sebiferum ont été
utilisées pour le traitement des maladies liées a la peau telles que 1'eczéma, la gale et 1'herpés.
Ces especes sont également utilisées dans les cas de surmenage, le lumbago, la constipation et

la hernie (Hajdu et Hohmann, 2012).

Les plantes de ce genre sont aussi utilisées pour traiter les plaies et les morsures de
serpents. De plus, les sucs/latex de Sapium glandulosum, Sapium indicum et Sapium sebiferum

ont des effets toxiques et sont utilisés comme poisons pour les oiseaux et les poissons.

L'écorce des racines et les feuilles de Sapium japonicum ont été trouvés étre efficaces
pour traiter le surmenage, le lumbago et les douleurs des genoux. Il a été signalé que les écorces,
les graines et les racines de Sapium sebiferum ont un potentiel médicinal pour les troubles
digestifs et excréteurs, tels que la constipation, l'ascite, la dysurie et l'urine trouble (lai et al.,
2004; Shimizu et al., 2007). La résine de Sapium glandulosum a été utilisée pour traiter la

hernie en Bolivie (Hajdu et Hohmann., 2012).

De méme, le jus d'écorce de Sapium insigne est utilisé traditionnellement au Népal pour

aider a la cicatrisation des plaies en tuant les germes (Manandhar, 2002).

Sapium ellipticum est largement utilis¢ dans différentes régions d’Afrique dans le
traitement de certaines maladies. En effet, sa décoction est utilisée pour traiter la toux au Kenya.
Par contre, en Tanzanie, la tige séchée est réduite en poudre et mélangée a de 1'eau est appliqué
sur les blessures, les douleurs de la poitrine et de la téte (Neuwinger, 1994; Mwine et Damme,

2011).

Au Cameroun, les populations utilisent les décoctions de Sapium ellipticum pour traiter
le paludisme et les douleurs abdominales (Nana et al., 2023). De plus, ces décoctions sont
également utilisées pour traiter les troubles gastro-intestinaux, plus précisément la diarrhée

(Wansi et al., 2014).
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La décoction de racine est utilisée contre le paludisme. Les guérisseurs traditionnels de
la Zambie et le Burundi prescrivent la décoction d'écorce de tige contre l'anémie, fiévre,

I’¢léphantiasis et les problemes de rhumatisme.

Grace a ces différentes utilisations en médecine traditionnelle, les chercheurs ont
entrepris des travaux chimiques et pharmacologiques pour trouver les métabolites secondaires

responsables de ces activités observées en médecine traditionnelle.

L.5. Travaux chimiques et pharmacologiques antérieurs sur le genre Sapium

I.5.1. Travaux chimiques antérieures

De par leurs intéréts économiques, nutritionnels et thérapeutiques, les plantes de la
famille des Euphorbiaceae en général et celles du genre Sapium en particulier ont fait 1’objet de
nombreuses ¢tudes phytochimiques, études ayant conduit a I’isolement de plusieurs métabolites
secondaires dont les plus représentatifs sont les flavonoides. On y retrouve également un bon

nombre d’acides ellagiques (Al Muqarrabun et al., 2014).

I.5.1.1. Les flavonoides

1.5.1.1.1. Généralités sur les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux représentant l'une
des plus grandes classes de métabolites secondaires et sont impliqués dans une multitude de
fonctions physiologiques telles que la protection contre les rayons UV, I’attraction des insectes,
défense contre les agents pathogenes, la symbiose et la variation de couleur des fruits et fleurs

(Winkel-Shirley, 2001).

Du point de vue structural, les flavonoides sont des composés aromatiques dont le
squelette carboné en Cis est caractérisé par un enchainement en Cs-C3-Cs et présentant trois
(03) isomeres. L’isomére 1 est un 1,3-diphenylpropane qui correspond a un flavonoide tandis
que I’isomere_2 est le 1,2-diphénylpropane qui est un isoflavonoide (Harbon et Williams,

2000). L’isomere 3 représente les néoflavonoides.

Figure 6: Structures de base des flavonoides
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1.5.1.1.2. Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides sont synthétisées dans les plantes au niveau des chloroplastes, ces
métabolites secondaires dérivent de la phénylalanine 6 et du malonyl-coenzyme (noyau A)
(Paris et Hurabielle, 1981). Leur biosynthése se fait a partir d'un précurseur commun la 4, 2',

4, 6'- tétrahydroxychalone (13)

COOH

0]
" CJJ\OH ©\—> W W/\/@
’ HO" NH, henylam e

OH Phénylalanine ammonialyse
Acide shikimique 6

5 cinamat
4'-hydyroxylase

W eiCo \H/\/©/

01de para coumarlque

para- coumarleoA carboxylase
\ 9 10 SCoA S

O cinnnamonyl-CoA
1

OH
e

HO @
Il 0
SCoA chalcone
2 / Synthetase OH O B pinocembia chalcone
4,2'.4',6'-tétrahydroxychalcone OH 1(‘)‘

ou naringeninchalcone

o

chalcone

isomérase
HO (0]
on C

HO OH O
Pinocembia
15
16
OH O Flavone -
synthétase

Schéma 1: Voie de biosynthése des flavonoides (Milane, 2004)
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1.5.1.1.3. Classification des flavonoides
Selon le mode d’enchainement précédent, la classe des flavonoides comprend deux sous
classes principales parmi lesquelles les flavonoides et les isoflavonoides qui sont réparties dans

les figures 7 et 8.

19 0 20
Oc i Aurone
Anthocyanidine Chalcone
o L (
® :
w ®
Catéchi 2 23
atéchine Dihydrochalcone “Flavane
CL CC
OH
24 © 0
Flavanone 26
Flavonol Flavanonol
CC
OH
OH
28
Leucoanthocyanidine

Flavone

Figure 7: Squelettes de base des différents flavonoides (Morreel et al., 2006)
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Figure 8: Squelettes de base des différents isoflavonoides (Depeint et al., 2002)

Les travaux phytochimiques antérieurs sur les plantes du genre Sapium ont permis
d’isoler plusieurs composés dont 1’¢lucidation structurale s’est fait au moyen de quelques

techniques d’analyses incluant différentes méthodes spectroscopiques d’analyse.

1.5.1.1.4. Détermination structurale des flavonoides

La caractérisation de la structure des flavonoides est liée a 1'élucidation de leurs spectres
spectroscopiques et spectrométriques obtenus par des techniques telles que la résonance
magnétique nucléaire (RMN), la spectrométrie de masse (MS), les spectrophotométries
ultraviolette (UV) et infrarouge (IR). Les propriétés physiques des flavonoides telles que le
point de fusion, le dichroisme circulaire (CD) et le pouvoir rotatoire optique ([a]) sont
également utiles pour la caractérisation complete du flavonoide isolé, en particulier lorsqu'il
contient un stéréocentre pour CD et [a] (Awouafack et al., 2017). L’utilisation de ces

différentes méthodes d’analyse a conduit a la caractérisation de plusieurs flavonoides.
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1.5.1.1.5. Les flavonoides isolés du genre Sapium

Les investigations menées sur les plantes du genre Sapium ont conduit a 1’isolement de

plusieurs flavonoides. L’on dénombre prées de trente et une (31) flavonoides isolés de S. insigne,

S. sebiferum, S. japonicum et S. haematospermum (He et al., 2021). Quelques structures des

flavonoides sont représentées dans le tableau 2 suivant.

Tableau 2: Structures de quelques flavonoides du genre Sapium

Composés

Noms

Parties et especes

Références

3-Hydroxy-5,7,8- Racine Saxena et al.,
40
triméthoxyflavone - S. insigne 1986
R= Glu-Rha Feuille Devkota et al.,
41
Nicotiflorin — S. insigne 2009
R=galactose Feuilles
42
Trifolin S. japonicum
R=Glu Feuilles
: 43
Astragalin S. japonicum Ahn et al.,
R=Rha Feuilles 1996
Afzelin 44
S. japonicum
R; = H; R, = Glc; Feuilles
R,=H 4 S. sebiferum Wang et al.,
Kaempferol-3-O-f-D-glucose 2013

R1 = H; RZ = Rha;

S. sebiferum Leaves,

R; =rha 46 latex Guetal., 2013
Kaempferitrin
R, = OH
R, = (2" — galloyl) — Glc; | Feuilles Liu et Kong.,
R, =H 2005
Quercetin-3-0-(2"-O-galloyl) | S. sebiferum
-B-D- glucose 47
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Latex, Feuilles
Catechin 48 S. sebiferum, Gu et al., 2013
Plante entiére
49

a-(R),B-(S),3.,4,5,2',4',6'-
Octahydroxydihydrochalcone

S. haematospermum

Woldemichael
etal., 2004

Kaempferol 350

Feuilles et serve

S. sebiferum

Gao etal. 2015

5]

b

Figure 9: Structures du glucose (Glc) a et du thamnose (Rha) b

Outre les flavonoides, d’autres composés polyphénoliques ont été isolés des plantes de

ce genre, c’est le cas des acides ellagiques. On dénombre prés de vingt-un (21) composés

¢lucidés (He et al., 2021).

1.5.2. L’acide ellagique et les ellagiques tanins

Les ellagitanins et les acides ellagiques sont des polyphénols principalement présents

dans certains fruits, les noix et les graines. Les ellagiques tanins peuvent étre hydrolysés en

acide ellagique dans des conditions physiologiques in vivo, I'acide ellagique obtenu est ensuite

métabolisée progressivement par le microbiote intestinal pour produire différents types

d'urolithines. La consommation d'aliments riches en ellagique tanin et en acide ellagique peut

avoir un effet protecteur contre certaines maladies chroniques (Landete, 2011).
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11 faut noter qu'il existe des ellagiques tanins qui ne sont pas hydrolysables, mais ils sont
toutefois classés comme tanins hydrolysables, c’est le cas de la vescalagine (Khanbabaee et

van Ree, 2001).

1.5.2.1. Biosynthése des acides ellagiques

La biosynthese de 1’acide ellagique est un processus complexe qui implique plusieurs
étapes et voies métaboliques, qui passent toutes par la formation de 1’acide gallique. La voie
principale de biosynthese de l'acide gallique (voie A) est la déshydrogénation directe de l'acide
shikimique 56. Cette voie est catalysée par I'enzyme shikimate déshydrogénase. La voie (B) est
I’hydroxylation de l'acide protocatéchuique, qui est formé par oxydation de l'acide café¢ique 55
ou la déshydratation de I'acide 3-déhydro-shikimique 60. Cette voie est catalysée par I'enzyme
protocatéchuique hydroxylase. La voie (C) est la p-oxydation de l'acide 3,4,5-
trihydroxycinnamique 54, qui n'a jamais été trouvé dans les plantes. Cette voie est catalysée par

I'enzyme cinnamate B-oxydase (Ishikura et al., 1984).

COOH

COOH
=
Acide ellaglque
O Acide 3,4,5- tr1hydr0xycmnamlque Acide caffelque
Tanins
COCH COOH
COOH

Glucose

HO OH OH

OH
/ 6 ACidTe gallique ide protocatechulque COOH 8 OH
HO.__COOH COOH COOH T
o,
OH HO 62 Phenylalanln

OH 59
Acide 3-déhydro-quinique 61Acide sh1k1m1que COOH

Acide 3-déhydro-sh1k1m1que
%;de cinnamique

64 Acide phényllactique

PAL= Phénylalanine ammonia-lyase

Schéma 2: Voie de biosynthese des acides ¢éllagiques (Ishikura et al., 1984)
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1.4.1.4. Ellagiques tanins isolés du genre Sapium

Plus de vingt ellagiques tanins ont été isolés dans les plantes du genre Sapium. Quelques

structures sont représentées dans le tableau ci-dessous (He et al., 2021).

Tableau 3: Dérivés d’acide ellagique isolés du genre Sapium

Parties et
Structures Noms espéces Références
@)
0] OH
Feuilles,
HO O Q OH Acide ellagique écorces du tronc | Fu et al., 2015
HO O S. sebiferum
@)
53

Acide 3,3'-di-O- | Ecorces du tronc

méthylellagique S. baccatum Lietal,2019

Acide 4,4' -di-O- Tiges Qi et al., 2003

méthylellagique S. chihsinianum

Acide 3,4,3' -tri-O- Tiges Jia et al., 2007

methylellagique S. discolor

Acide  3,4-di-O- | Ecore du tronc | Pradhan et
méthylellagique S. sebiferum Khastgir, 1973
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OHOH

Acide ellagique-4-
B-D-glucose

Feuillles

S. chihsinianum

Xu et al., 2004

De par la diversité chimique des plantes de ce genre, d’autres classes de métabolites

secondaires ont été isolés des plantes du genre Sapium a I’instar de tritepénes et les coumarines.

[.5.1.4. Triterpenes et autres composés isolés du genre Sapium

Comme les flavonoides et les acides ellagiques, d’autres classes de composés ont

également été isolés des plantes de ce genre: c’est le cas des triterpénes, et les coumarines (He

et al., 2021).
Tableau 4: Triterpénes et coumarines du genre Sapium
Classes Noms et structures Sources Parties Références
Sapium Feuilles Ahmed et al.,
HO 4 baccatum 2010
Sapium
Triterpénes
baccatum Feuilles Al Mugqarrabun
2 etal., 2014
71 Téraxerone
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Sapium discolor

Tiges et

Zhang et al.,

74 6,7-Dimethoxy-coumarin

et feuilles

; feuilles 2018
72 Acide leuritolonique
H
HO
H5CO 0”0 Sapium discolor | Tiges et | Jia et Min., 2005
73 H ) branches
L2 [soscopoletin
Coumarines
H
H,CO
H3CO 0~ o Sapium discolor | Brindilles | Liu et al., 2016
H

I.5.2. Travaux pharmacologiques antérieures sur le genre Sapium

Depuis des millénaires, ’homme s’est toujours servit des éléments de son

environnement, en particulier les plantes, pour lutter contre plusieurs maladies (Manzo et al.,

2016). Grace a ses diverses vertus thérapeutiques en médecine traditionnelle, les especes du

genre Sapium ont attirés la curiosité des chercheurs qui ont ainsi fait de nombreuses études

pharmacologiques.

% Antiplasmodiale: [’extrait méthanolique brute des écorces des tiges de Sapium

cornutum Pax présente une activité antiplasmodiale prononcée contre la souche sensible

du Plasmodium falciparum avec une ICso de 2,0 £ 0,3 ng/mL. La référence utilisée était

la chloroquine 2H3PO4 avec une Clso de 0,08 + 0,01 pg/mL (Mesia et al., 2008).

s Cytotoxique: L’extrait éthanolique des feuilles de Sapium ellipticum qui a révélé une

bonne activité cytotoxique contre les lignées cellulaires Hela provoquant une inhibition

de plus de 50 %. Les standards utilisés €taient la cisplatine a 10 et 100 uM, (Sowemimo

et al., 2009).
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¢ Antioxydant: I’extrait éthanolique brute des feuilles de Sapium glandulosum présente
une bonne activité¢ antioxydante avec ICso de 58,55 + 6.35 ug/mL (Silva et al, 2011;
Fu et al., 2013).
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CHAPITRE II: RESULTATS ET DISCUSSION
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I1.1. Extraction et isolement des composés
Les écorces du tronc de Sapium cornutum (Euphorbiaceae) ont été récoltées dans la ville
de Soa, région du Centre Cameroun. L’identification a ¢ét¢ faite a I’Herbier National du

Cameroun (HNC) ou un échantillon avait été¢ déposé sous le numéro 6681/SRF/Cam.

Apres la récolte, les écorces du tronc de Sapium cornutum ont été découpées séchées et
broyées pour donner une poudre de 2,4 kg. L’extraction s’est faite par macération a température
ambiante dans 15 L de Méthanol pendant 48 h. Apres filtration, la solution résultante a été
concentrée sur évaporateur rotatif pour donner un extrait brut de 240,8 g. De cet extrait brut, 3
g ont été prélevés pour les tests biologiques tandis que les 237,8 g restant ont été soumis a la
partition liquide-liquide. Pour cela, nous avons utilisé deux solvants organiques notamment
acétate d’éthyle et n-butanol, ce qui a conduit a I’obtention de deux fractions indexées F1 et F2
respectivement. Le traitement dans une colonne chromatographique sur gel de silice de la
fraction a 1’acétate d’éthyle en phase normale, ¢élué avec les systémes Hex/AcOEt et
AcOEt/MeOH de polarité croissante. De cette colonne chromatographique, nous avons obtenu
cinq composés indexés de SCE1 a SCES dont trois ont été entierement caractérisés sur la base
de leurs données spectrales et comparée a celles décrite dans la littérature. Le schéma 3 ci-

dessous résume ’ensemble de notre protocole expérimental.
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Ecorcre du troncde
Sapium cornutum

Découpage, séchage et broyage

Poudre (m=2,4 kg)

Macération au MeOH a température
ambiante 48h, filtation,

l évaporation
Y

Poudre résiduelle Extrait brute (m=240,8 g)

Partionnement (extration
liqude-liquide)

Y Y

Résidu F1 AcOEt (m=61,4 g) F2 n-BuOH (m=120,2 g)

Tests biologiques et
autres analyses Y

F2" m=36,8 g FI' (m=24,6 g)

CC sur gel de silice

Hex/AcOEt, AcOEt,

AcOEt/MeOH
Hex/AcOlEt 30%) Hex/AcOit (40%) Hex/AcO&t (75%) Hex/ACOiEt (50%)ACOE‘[/MiOI(—:I (109 )e
0

Y

SCE1 SCE2 SCE3 SCE4 SCES
m=10,1 mg  m=154 mg m=20,2 mg m=18,6 mg  m=24,5 mg

Schéma 3: Protocole expérimental d’extraction et d’isolement des composées des écorces du
tronc de Sapium cornutum

I1.2. Elucidations structurales des composés isolés
Des cinq composés isolés, trois ont été entierement identifiés notamment SCES, SCE4

et SCE3.
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I1.2.1. Identification du composé SCES: Acide 3,3’-di-O-méthyl-ellagique-4'-O-a-L-
rhamnose

Le composé SCES a ¢été obtenu sous forme de poudre jaune dans le systeme Hex/AcOEt
(25:75). 1l est soluble dans le DMSO et répond positivement au test au chlorure ferrique (FeCls)
et donne une coloration violette, traduisant le caractére phénolique du composé, par addition il
répond positivement au test de Molisch suggérant ainsi la présence d’une unité osidique dans

sa structure.

Sa formule brute C22H20012 a été déduite de I’analyse de son spectre ESI en haute
résolution qui montre le pic de 1’ion moléculaire déprotoné [M-H] a m/z 475,0515 (calculé pour

475,0870), renfermant 13 degrés d’insaturation, suggérant une molécule fortement conjuguée.

ntens. J F4SCT8.d: -MS, 0.0-1.1min #1-62
[
x104

/

475.0515

[M-HJ

543.0323

11111111

Figure 10: Spectre de masse ESI a haute résolution de SCES

L’ensemble des données spectrales couplés a celles de la littérature nous ont permis
d’attribuer au composé SCES la structure 75 suivante, un ellagique tannin isol¢ déja du genre

Sapium (He et al., 2021).

I O.
6" 3" CH
H3C%2" 3
HO +HO

OH
15

En effet, I’analyse de son spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz, Figure 11 et 12) couplé a
son spectre HSQC (Figure 13) qui montre les corrélations hétéronucléaires 'H-'3C en 1J,

présente un ensemble des signaux allant des champs forts aux champs faibles. Ainsi on observe
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dans les champs faibles un ensemble de deux signaux singulets aromatiques intégrant pour un
proton chacun a éu 7,78 (1H, s, H-5")/ d¢c 111,8 et 7,51 (1H, s, H-5)/6c 111,7 caractéristiques
des protons des acides ellagiques en position 5 et 5’ respectivement (Da silva et al., 2008). Dans
les champs forts on observe un ensemble des cing signaux de proton des méthines oxygénés

parmi lesquels:

» Un doublet d’un proton a o 5.57 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-1")/8c 99,9 caractéristique
du proton anomérique d’un sucre.

Un multiplet d’un proton a du 3,36 (1H, m)/ &¢ 70,6

Un doublet a 6u 3,74 (1H, dq; 3,4; 9,3)/ d¢c 71,6

Un doublet dédoublé a on 3,98 (1H, dd; 3,5; 1,8)/ 6¢70,1

Un doublet dédoublé 3,53 (1H; dd; J=1,7; 3,1)/ 6c70,3

vV V VY V

Ces signaux sont ceux appartenant aux protons de 1’unité osidique.

La nature du sucre qui est celle du L-rhamnose a été aisément établi grace au signal du
proton d’un méthyle résonnant sous forme de doublet a du 1,14 (3H, d; J = 6,1 Hz; H-6"), La
configuration du sucre a été établit grace au proton anomérique ayant une constante de couplage

de J= 1,3 Hz confirmant ainsi que le sucre est un a (Da silva et al., 2008).

Nous observons €galement sur ce spectre deux signaux singulets intégrant pour trois
protons chacun a ou 4,07 (3H, s, H-3) et 4,05 (3H, s, H-3") attribuables aux protons des

méthoxyles.

atflsce5.10.60 v L
AT_F1SCES TMgE)s mm 30000
~o o~

—5.57
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73
72
71

I 28000

<
=

~—

~

( - 26000
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f 16000
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3.71 t 14000
22 12000
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Figure 11: Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz) de SCE5

25

Mémoire de Master rédigé et soutenu par ASSOUMOU Junior



Etude phytochimique de [’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum

(Euphorbiaceae)
atfisces.10.fid ~ NN O O WS NN — oY L 30000
AT_F1SCES : DMSO 5 mm S NN NN IH 1N 1NN wnwn St
< < 2 Baalas) MMM e Mmoo
N =\ —— t 28000
t- 26000
t- 24000
I 22000
I 20000
OCHz3 OCH
3

t 18000
t 16000
A (dd)|
3.71 t 14000
t 12000
t 10000

i 8000

4000
2000
1L AL A
- AN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.35 4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40
f1 (ppm)

I 6000

Figure 12: Spectre élargi R MN 'H (DMSO, 400 MHz) de SCES

Sur son spectre HSQC (Figure 13) on observe 11 taches de corrélations hétéronucléaires
'H-13C, indiquant ainsi que la structure de SCES5 compte 11 carbones quaternaires. Les
différentes corrélations observées sont entre le proton a du 7,78 (1H, s) et le carbone a d¢ 111,8

(C-5);

"Hadn7,51 (1H; s) et le carbone a 8¢ 111,7 (C-5);

'H a 615,57 (1H; d; 1,3 Hz) et le carbone a §¢ 99,9 (C-1");

"H a 613,72 (1H; dd; 1,7 et 3,1 Hz) et le carbone a &¢c 70,-6 (C-2");
"H 2 613,98 (1H; dd; 3,5 et 9,6 Hz) et le carbone a &¢ 70,3 (C-3");
'H a 85 3,36(1H; m) et le carbone a ¢ 71,8 (C-4");

'H a 613,52 (1H; dq; 3,4 et 9,3 Hz) et le carbone a 8¢ 70,6 (C-5");
"Haéu 1,14 (3H; d; 6,1 Hz) et le carbone a ¢ 17,8 (C-6")

VvV V.V V V V VY
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Figure 13 : Spectre HSQC (DMSO, 100 MHz) de SCE5
L’analyse de son spectre RMN 3C (DMSO-d6, 100 MHz ; Figure 14) totalement découplé

et large bande, montre la présence de 22 signaux de carbone correspondant aux 22 atomes de

carbones de la formule brute parmi lesquels:

®,

% Douze (12) carbones hybridés sp? quartenaires dont huit (08) oxygénés parmi lesquels
deux signaux résonnants a oc 158.3 (C-7) et 158.4 (C-7') attribuables aux carbonyles
des lactones des acides ellagiques de types a, 3 insaturés (Djoukeng et al., 2007).

» Six (06) carbones oxygénés apparaissant a dc 141,6 (C-2), 141.0 (C-3), 152,8 (C-4),
140,2 (C-2'), 141,9 (C-3") et 150,3 (C-4").

» Quatre (04) carbones non oxygénés résonnent a 6c 112,7 (C-1), 112,0 (C-6), 111,0 (C-
1) et 114,1 (C-6").

» Deux (02) signaux de méthine aromatiques a oc111.7 (C-5) et 111.8 (C-5")
caractéristiques des méthines des acides ellagiques.

% L’ensemble des signaux du rhamnose, tous hybridés sp> parmi lesquels cinq oxygénés
dont un signal a 3¢ 99,9 (C-1") attribuables au carbone anomérique du rhamnose, les
autres résonnant a o6c 70,3 (C-2"), 70,1 (C-3"), 71,6 (C-4"), 70,6 (C-5"), mais ¢galement
un signal d’un méthyle a 6¢ 17,9 (C-6").

¢ Les deux autres signaux restants sont attribuables aux signaux méthoxyles résonant a d¢

61,9 (OCH3) et 61,0 (OCH3).
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Figure 14: Spectre RMN '*C (DMSO) du composé SCES

Cette structure a ¢té confortée grace a 1’analyse de son spectre HMBC (Figure 15),
montrant ainsi les corrélations hétéronucléaires 'H-'3C a °J et °J ainsi, on observe les

corrélations entre:

» Le proton aromatique a on 7,51 (H-5) et le carbonyle de la lactone a 6c 158,3 (C-7), de
méme avec les carbones a oc 112,7 (C-1), 141,9 (C-3).

» Le proton aromatique a ou 7,71 (H-5") et le carbonyle de la lactone a ¢ 158,4 (C-7"), de
plus avec les carbones a ¢ 111,0 (C-1") et 141,9 (C-3).

» Le proton anomérique a ou 5,57 (H-1") et le carbone a 6c 150.3 (C-4") confirmant ainsi
que le sucre est attaché en position C-4'-O a I’aglycone.

» Les protons a 6u 4,07 (3-OCH3) et 4,05(3'-OCH3) et les carbones a d¢ 141,0 (C-3) et
141,9 (C-3') respectivement confirmant ainsi la position des deux méthoxyles en C-3 et

C-3.

Mémoire de Master rédigé et soutenu par ASSOUMOU Junior DZS



Etude phytochimique de [’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum
(Euphorbiaceae)

atfisce5.13.ser

CES.

. DMSO

5lm

\_ ‘ Corrélations HMBC

C2aCs i

AT_E1

Schéma 4: Corrélations HMBC du composé SCES

y

A
C3et C3
Ci

ngL

—

C4—>1

e

Ca
Cret C7

F100

=110

F120

F130

140

F150

F160

170

180

T
9.0

T
8.5

T
8.0

T
7.5

T
7.0

T
6.5

T
6.0

T
5.5

T
5.0

T
4.5

f2 (ppm)

T
4.0

T
3.5

T
3.0

T
2.5
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L’ensemble des tous ses données spectrales sont en accord avec celles décrites dans la

littérature qui est celle 1’acide 3,3'-di-O-méthyl-ellagique-4'-O-a-L-rhamnose composé connu

précédemment isolé de Dipentodon sinicus par (Ye et al., 2007). Ce composé a présenté une
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activité antioxydante modérée lors du test au DPPH avec une Clso de 10,9 9 uM, la référence

utilisée étant la quercetine Clso 4.3 uM (Sritularak et al., 2013).
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Tableau 5: Données spectrales de RMN 'H (DMSO, 400 MHz) et RMN 3C (DMSO) de
SCES et de I’acide 3,3'-di-O-méthylellagique-4'-O-a-L-rhamnose

Acide 3,3'-di-O-méthylellagique-4'-
SCES O-0-L-rhamnose (Ye et al., 2007)
N° Joc (ppm) oy ppm (nH, m, J Hz) oc (ppm) on (nH, m, J Hz)
1 112,7 (C) - 111,0 -
2 141,6 (C) - 140,9 -
3 141,0 (C) - 140,1 -
4 152,8 (C) - 150,2 -
5 111,7(CH) 7,51 (1H, s) 111,6 7.53 (1H, s)
6 112,0 (C) - 111,9 -
7 158,3 (C) - 158,2 -
1 111,0 (C) - 114,0 -
2! 140,2 (C) - 141,5 -
3’ 141,9 (C) - 141,8 -
4' 150,3 (C) - 152,8 -
5! 111,8(CH) 7,78 (1H, s) 111,7 7,78 (1H, s)
6 114,1 (C) - 112,6 -
7 158,4 (C) - 158,3 -
1" 99,9 (CH) 5,57 (1H; d; 1,3) 99,8 5,57 (1H; d; 1,4)
2" 70,6 (CH) 3,72 (1H; dd; 1,7 et 3,1) 70,4 4,00 (1H; dd; 1,8 et 3,2)
3" 70,3 (CH) 3,98 (1H; dd; 3,5 et 9,6) 70.2 3,84 (1H; dd; 3.6 et 9.8)
4" 71,8 (CH) 3,36 (1H; m) 71,5 3,32 (1H; m)
5" 70,6 (CH) 3,52 (1H; dq; 3,4 et 9,3) 70,0 3,55 (1H; dq)
6" 17,9 (CH3) 1,14(3H; d; 1,6) 17,9 1,13 (3H; d; 1,6)
OCH3 61,0 4,05 (3H; s) 60,9 4,06(3H; s)
OCH3 61,9 4,07 (3H; s) 61,8 4,03 (3H; s)

I1.2.2 Identification du composé SCE4 (Acide 3,3'-di-O-méthylellagique)
Le composé SCE4 obtenu sous forme de poudre blanche dans le systtme Hex/AcOEt
(40:60). 11 est soluble dans le DMSO et répond positivement au test au chlorure ferrique (FeCls)

et donne une coloration violette, traduisant le caractére phénolique du composé.
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Sa formule brute CisH10Os a été déduite de 1’analyse de son spectre ESI a haute
résolution qui montre le pic de I’ion moléculaire protoné [M+H]" a m/z 331,0447 (calculé
pour 331,0450), couplé a I’analyse de son spectre RMN '*C (Figure 18). Cet ensemble
d’informations nous permet de dire que le compos¢ SCE4 renferme 12 degrés d’insaturation,

suggérant une molécule fortement conjuguée.

e

‘ - § . ‘
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Figure 16: Spectre de masse ESI a haute résolution du compos¢ SCE4

L’analyse de son spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz, Figure 17) couplé au HSQC
présente un signal dans les champs faibles un signal aromatique singulet, intégrant pour deux
protons a ou 7,78 (2H; s; H-5; H-5"), caractéristique des protons des acides ellagiques en

position 5 et 5' respectivement (Da silva et al., 2008).

Un (01) signal singulet intégrant pour six (06) protons, raisonnant a ou: 4,07 (6H, s )

attribuable aux protons des groupements méthoxyles (O-CH3).
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Figure 17 : Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz) du composé SCE4
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L’analyse de son spectre RMN *C (DMSO, 100 MHz ; Figure 18) totalement découplé
et large bande, montre la présence de 08 signaux de '*C au lieu de 16 comme indiqué dans sa
formule brute suggérant un élément de symétrie au sein de cette molécule. Parmi ces 8 signaux

on distingue sept (07) sont sp? parmi lesquels:

» Un (01) signal raisonnant 6c158,4 (C-7 et C-7') caractéristique de la fonction lactone
des acides ellagiques.

» Cing (05) signaux de carbones oxygéné raisonnant a 6c 140,2 (C-3 et C-3"); 141,2 (C-2
et C-2"); 152,1 (C-4 et C-4"); 111,6 (C-1 et C-1") et 112,1 (C-6 et C-6").

» Un (01) signal de méthine (CH) non oxygéné raisonnant a ¢ 111,4 (C-5 et C-5").

On note également la présence du signal d’un méthyle oxygéné raisonnant a 60,9.
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Figure 18: Spectre RMN '3 (DMSO) du composé SCE4

Par ailleurs, 1’analyse de son spectre HMBC (DMSO, Figure 19), présente des
corrélations entre le '"H a 817,51 et les atomes de carbone a §¢c 111,6; 140,2; 152,1 et 158,4.

La structure de SCE4 a été confortée grace a 1’analyse de son spectre HMBC (Figure
19), montrant ainsi les corrélations hétéro nucléaires 'H-'>C en %J et 7 J majoritairement. Ainsi

on observe les corrélations entre le 'H a 8u 7,51 et les atomes de carbone & 5c 111,6; 140,2;

Mémoire de Master rédigé et soutenu par ASSOUMOU Junior D%



Etude phytochimique de [’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum
(Euphorbiaceae)

152,2 et 158 d’une part, et les corrélations entre le 'H a 514,04 et I’atome de carbone a 8¢ 140,2

(C-3).
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Figure 19: Spectre HMBC (DMSO) du composé SCE4

Schéma 5: Corrélations HMBC de SCE4

L’ensemble de toutes ces données spectrales en comparaison avec celles de la littérature
nous a permis d’attribuer a SCE4 la structure 54 qui est celle de 1’acide 3,3'-di-O-
méthylellagique, précédemment isolé par Aljubiri et a/, (2021). Ce composé (acide 3,3'-di-O-
méthylellagique) a montré des activités antioxydantes significatives dans les tests de piégeage
de radicaux libres ABTS et DPPH avec des valeurs de Clso de 5,76 £ 0,06 et 6,64 + 0,42 pg/mL,
respectivement (Runde et a/ 2023).
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Acide 3,3'-di-O-méthylellagique

Tableau 6: Données spectrales de RMN 'H (DMSO, 400 MHz) et RMN 3C de SCE4 et de
I’acide 3,3'-di-O-méthylellagique

SCE4 Acide 3,3'-di-O-méthylellagique
(Aljubiri et al,.2021)
N° oc(ppm) OJwppm (nH,m,JHz) | Jc(ppm) oy (nH, m, J Hz)
/1 111,6 (C) - 111,6 -
2/2' 141,2 (C) - 141,3 -
3/3' 140,2 (C) - 140,3 -
4/4' 152,1 (C) - 152,3 -
5/5' 111,4 (CH) 7,51 (1H; s) 111,5 7,49 (1H; s)
6/6' 112,1 (C) - 112,2 -
717" 158,4 (C) - 158,6 -
3/3'-0O-CH3 60,9 4,04 (3H; s) 61,1 4,02 (3H; s)

I1.2.3 Identification du composé SCE3 (Acide ellagique)
Le composé SCE3 a été obtenu sous forme de poudre blanche dans le systeme
Hexane/Acétate (50:50). Il est soluble dans le DMSO et répond positivement au test au chlorure

ferrique (FeCls) caractéristique des composés phénoliques.

Sa formule brute Ci14He¢Os a été déduite de 1’analyse de son spectre ESI a haute
résolution qui montre le pic de 1’ion moléculaire déprotoné [M-H]™ & m/z 301,0630 (calculé

pour 300,9982), couplé a I’analyse de son spectre RMN '’C (Figure 22). Cet ensemble
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d’informations nous permet de dire que le composé SCE3 renferme 12 degrés d’insaturation,

suggérant une molécule fortement conjuguée.

intens. | F3ISCFB.d: -MS, 0.0-3.0min #1-174
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Figure 20: Spectre de masse ESI a haute résolution du composé SCE3

L’analyse de son spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz Figure 21) montre la présence
d’un signal de proton aromatique singulet, intégrant pour deux (02) protons, caractéristique des

acides ellagiques raisonnant a 7,45.
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Figure 21: Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz) du composé SCE3

L’analyse de son spectre RMN 3C (DMSO, Figure 22), permet d’observer la présence

de sept (07) signaux de '°C tous hybridés sp? au lieu de 14 comme indiqué dans sa formule
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brute, ce qui traduit la présence d’un élément de symétrie au sein de la molécule. Parmi ces

carbones on a:

» Un (01) signal raisonnant a 6c 159,6 (C-7 et C-7') caractéristique de la fonction lactone
des acides ellagiques.

» Cinqg (05) signaux de carbones quaternaires raisonnant a ¢ 140,5 (C-2 et C-2'); 148,6
(C-4 et C-4"); 136,8 (C-3 et C-3"); 112,8 (C-6 et C-6") et 110,5 (C-1 et C-1").

» Un (01) signal de méthine (CH) raisonnant a 6c 107,7 (C-5 et C-5).
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Figure 22: Spectre RMN 3C (DMSO) du composé SCE3

Toutes ces données spectrales, comparées a celles décrites dans la littérature ont permis
d’attribuer a SCE3 la structure 53 qui est celle de 1’acide ellagique, précédemment isolé de
Casearia sylvestris par (Da silva et al., 2008). L’acide ellagique a présenté en plus d’une
activité antioxydante, une activité antibactérienne. La valeur MIC est de 0,104 mg-mL™! contre

la souche S. aureus (Pacyga et al., 2024).
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53
Acide ellagique

Tableau 7: Données spectrales de RMN 'H (DMSO, 400 MHz) et RMN 3C (DMSO, 100
MHz) de SCE3 et de I’acide ellagique

SCE3 Acide ellagique
(Da silva et al., 2008)

N° oc (ppm) on ppm (nH, m, J Hz) | 6c (ppm) on (nH, m, J Hz)
/1 110,5 (C) - 112,6 -
2/2' 136,8 (C) - 136,8 -
3/3' 140,5 (C) - 140,3 -
4/4' 148,6 (C) - 148,7 -
5/5' 105,7 (CH) 7,45 (1H, s) 111,5 7,60 (1H, s)
6/6' 112,8 (C) - 110,8 -
77 159,6 (C) - 161,3 -

I1.3. Discussion

Au cours de nos travaux, il était question pour nous de faire une étude phytochimique
de I’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum (Euphorbiaceae). Sur la
fraction a I’acétate d’éthyle que nous avons travaillé, cinq (05) composés indexés SCE1 a SCES
ont été isolés parmi lesquels trois (03) ont été identifiés comme acide ellagique 53 et ses de
dérivés. Bien que les analyses biologiques étant en cours, ces composés auraient présenté
d’aprés les travaux de Sritularak et al. (2013) et Pacyga et al. (2024) des activités
antioxydante et antimicrobienne. Ces différentes activités biologiques pourraient justifier

I’utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle. Concernant sa taxonomie, bon nombre
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de travaux doivent encore s’effectuer sur cette plante pour pouvoir tirer une conclusion sur les

composés qui peuvent étre considéré comme des marqueurs chimiotaxonomiques.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Mémoire de Master rédigé et soutenu par ASSOUMOU Junior D40



Etude phytochimique de [’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum
(Euphorbiaceae)
-]

En somme, 1’objectif de ce travail consistait a rechercher, identifier et caractériser des
métabolites secondaires de I’extrait au méthanol des écorces du tronc de Sapium cornutum. Le
fractionnement de 1’extrait a I’aide des méthodes chromatographiques usuelles en phase liquide
et sur gel de silice normale ont permis d’isoler cinq (05) composés, dont trois (03) a savoir:
I’acide ellagique 53 (SCE3), I’acide 3,3'-di-O-méthylellagique 54 (SCE4) et I’acide 3,3'-di-O-

méthylellagique-4'-O-a-L-rhamnose 75 (SCES) ont été entiérement caractérisés.

Les structures de ces composés ont été ¢€lucidées aux moyens des méthodes
spectroscopiques dont la RMN ('H et '3C) a une et a deux dimensions en accord avec la
spectrométrie de masse. Ces structures ont été confirmées par comparaison de leurs données

spectrales a celles décrites dans la littérature.

Ces travaux qui représentent une étude phytochimique préliminaire sur cette plante
pourrait justifier 1’'usage des plantes de ce genre en médecine traditionnelle au vue de sa
composition chimique. En effet, les composés isolés présenteraient selon la littérature, des
activités antioxydantes (SCE3: acide ellagique 53 et SCE4: acide 3,3'-di-O-méthylellagique 54)
et antimicrobienne (SCE4: acide 3,3’-di-O-méthylellagique 54). Ceci corrobore 'utilisation de

ces plantes dans le traitement du surmenage et les troubles gastro-intestinaux.

Pour la suite de ce travail nous proposons de poursuivre 1’étude de la fraction au n-
butanol, ’analyse et I’¢lucidation de la structure des composés SCE1 et SCE2, d’¢tudier les
autres parties de la plante et valoriser les résultats obtenus par des tests biologiques a ’instar

des tests antipaludiques et antibactériens.
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CHAPITRE III: PARTIE EXPERIMENTALE
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I11.1. Appareillage
Le présent travail a été réalisé¢ au Laboratoire de Substance Naturelle et de Synthése

Organique Appliquée (LANAPOS) de I’Université de Yaoundé 1.
L’évaporation s’est faite sur évaporateur rotatif de marque BUCHI de type R215.

Les masses ont ét€ obtenues sur une balance mécanique de marque COBOS, mode¢le D-

600-SX et SARTORUIS, précision 1/1000.

La CC (Chromatographie sur Colonne) a été réalisée sur colonne ouverte en verre de 70
cm de hauteur et 4,5 cm de diameétre, avec comme phase stationnaire la silice (SiO2) de

granulométrie 60-80 um de type MERCK.

Les CCM (Chromatographies sur Couche Mince) ont été réalisées sur des plaques carré
préfabriquées en feuilles d’aluminium recouvertes de gel de silice de type 60 F254, d’épaisseur
0,2 mm et de dimension 20 cm x 20 cm. Ces plaques chromatographiques ont été développées
dans des cuves chromatographiques de formes cylindriques et ¢luées dans les systémes

Hex/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH.

Les purifications ont été faite en utilisant la Chromatographique sur Colonne avec une
colonne de 55 cm de longueur et 2,8 cm de diametre, et ayant pour phase stationnaire la silice

(Si02) de granulométrie 60-80 um de type MERCK.

La révélation des plaques CCM a été faite par une lampe UV (254 et 350 um) puis, par
des vapeurs d’lode et enfin par pulvérisation des plaques a 1’aide d’une solution d’acide

sulfurique dilue a 20% suivie d’un chauffage sur une plaque chauffante.

Les spectres RMN 'H et RMN '3C ont été enregistrés sur les appareils BRUKER, aux

fréquences de 400 MHz pour les spectres protons et 100 MHz pour les spectres carbones.

I11.2. Matériel végétal
Les écorces de Sapium cornutum ont été récoltées a Soa, localité située dans le

Département de la Mefou et Afamba, région du Centre au Cameroun. Cette plante a été

identifiée par le Monsieur Victor NANA, Botaniste a 1’herbier national du Cameroun
grace a un échantillon référencié de 1’Herbier National du Cameroun au numéro

6681/SRF/CAM.
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Apres séchage et broyage des écorces, nous avons obtenu 2,4 kg de poudre constituant

ainsi notre matériel végétal.

I11.3. Extraction

Le matériel végétal en poudre obtenu (2,4 kg) a été macéré successivement deux fois
dans 15L de méthanol a température ambiante pendant 48 h. Apres filtration, le filtrat obtenu a
¢été concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif et nous avons obtenu un extrait brut de 240,8 g,
dont 3 g ont été prélevés pour les tests biologiques, et le reste soumis a une méthode de
fractionnement a savoir la partition liquide-liquide avec deux solvants organiques notamment
acétate d’éthyle et n-butanol, I’extrait étant en phase aqueuse, pour aboutir a deux fractions

indexées F1 et F2 comme 1’indique le tableau ci-dessous.

Tableau 8: Partitionnement de 1’extrait brut au méthanol des écorces du tronc de Sapium

cornutum
Solvant organique Fraction Masse Observation
Acétate d’éthyle F1 613 ¢ Poudre marron
n-Butanol F2 1202 g Poudre marron

I11.4. Isolement et purification des composés
I11.4.1. Isolement
I11.4.1.1 Traitement de la fraction a ’acétate d’éthyle F1

Une masse de 36,8 g de la fraction F1 (61,3 g) a été prélevée pour d’autres analyses
ainsi que pour les tests biologiques et 24,6 g de la quantité restante ont ensuite été prélevé et
dissout dans le méthanol, puis fixé sur la silice de masse 40 g, et séché a température ambiante.
L’ensemble a été monté dans une colonne de verre 4,5 cm de diametre et 70 cm de longueur
contenant 120,2 g de silice de granulométrie 63-200 um. Cette colonne a été tassée a 1’hexane.
L’¢lution s’est faite progressivement en partant du n-hexane, au n-hexane/acétate d’éthyle et
enfin a ’acétate d’éthyle/méthanol de polarités croissantes. 468 fractions de 5 mL chacune ont
été recueillies puis regroupées en séries sur la base leur CCM analytique. Les résultats sont

présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 9: Chromatogramme de la fraction a I’acétate d’éthyle F1

Elution CC Fraction | Série Elution CCM Observation
Hex pur 1-21 So Hex/AcOEt (95:5) Aucune tache
S1 05 taches
22-53 UV(+) ;12(+) ;H2SO4
(+)
S, Plusieurs taches
Hex/AcOEt (95:5) 54-57 UV(+) ;I(+) ;H2SO04
Hex/AcOEt (90:10) | (+)
S3 06 taches
58-64 UV(+) ;1a(+) ;H2SO4
(+)
65-70 Sa Plusieurs taches
Ss Plusieurs taches
71-116 UV(+) ;Ia(+);  H2SO4
(+)
117-139 Se Plusieurs taches
140-154 S7 Plusieurs taches
Hex/AcOEt (90:10) | 155-174 Ss Hex/AcOEt (90:15) Plusieurs taches
175-198 So Plusieurs taches
Hex/AcOEt (85:15) | 199-226 Sto Hex/AcOEt (80:20) Plusieurs taches
Hex/AcOEt (75:25) | 227-246 Si Plusieurs taches
247-273 Si2 Hex/AcOEt (70:30)
Hex/AcOEt (70:30) | 274-306 Si3 Hex/AcOEt (65:35) Plusieurs taches
307-331 Sia 02 taches + SCEI
UV(+) ;I2(+);H2SO4 (+)
Hex/AcOEt (60:40) | 332-363 Sis Hex/AcOEt (55:45) 01 tache + SCE2
UV(+) ;12(+) ;H2S04(+)
Hex/AcOEt (50:50) | 364-388 S16 Hex/AcOEt (45:55) 02 taches + SCE3
Hex/AcOEt (25:75) | 389-405 S17 04 taches
406-424 Sig Hex/AcOEt (20:80) Plusieurs taches
425-445 S19 Plusieurs taches
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AcOEt/MeOH 446-468 Sao AcOEt/MeOH Plusieurs taches
(90:10) (85:15)
MeOH - S - Lavage

I11.4.1.2. Obtention de SCE1 de la sous fraction Si4

Les sous-fractions de 307 a 331, apres évaporation partielle du solvant ont été réunies
sur la base de la CCM et laissées a température ambiante. Cette série a précipité pour donner
aprés lavage avec le mélange Hex/AcOEt (70:30) le composé SCE1 (10,1 mg) sous forme de

poudre jaune soluble dans le chloroforme (CHCI3).

111.4.1.3. Obtention de SCE2 de la sous fraction Sis

Les sous-fractions de 332 a 363, apres évaporation partielle du solvant ont été réunies
sur la base de la CCM et laissées a température ambiante. Cette série a précipité pour donner
apres lavage avec le mélange Hex/AcOEt (60:40) le composé SCE2 (15,4 mg) sous forme de
poudre blanche soluble dans I’acétone (C3HgO).

111.4.1.4. Obtention de SCE3 de la sous fraction Si9

Les sous-fractions de 432 a 436, apres évaporation partielle du solvant ont été réunies
sur la base de la CCM et laissées a température ambiante. Cette série a précipité pour donner
apres lavage avec le mélange Hex/AcOEt (50:50) le composé SCE3 (20,2 mg) sous forme de
poudre blanche soluble dans le diméthylsulfoxyde (DMSO).

I11.4.1.5. Purification de la sous fraction Sis et Obtention de SCE4 et SCES

La série Sig a été de nouveau soumise a une chromatographie sur colonne sur gel de
silice dans une colonne de 55 cm de long et 3,8 cm de diamétre. Cette colonne a été éluée avec
le mélange Hex/AcOEt (1:1), I’AcOEt et le mélange AcOEt/MeOH (90:10).De cette colonne,
40 fractions de 5 mL ont été recueillies et regroupées sur la base de la CCM. Les composés
indexé SCE4 (18,6 mg) soluble dans le DMSO et SCES (24,5 mg) soluble dans le DMSO ont

été obtenus.
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Tableau 10: Chromatogramme de la sous-fraction Sig

Elution CC Sous- Série Elution CCM Observation
fraction
1-3 S Plusieurs taches
Hex/AcOEt (1:1) UV(#) ;L(+) ;H2S0s(+)
4-7 S’y Hex/AcOEt (1:1) 02 taches + SCE4
UV(#) ;12(+) ;H2SO4(+)
8-33 S’y Plusieurs taches
AcOEt Pur 34-36 S's | AcOEt/MeOH (90:10) 02 taches + SCE5
UV(#) ;12(+) ;H2SO4(+)
AcOEt/MeOH 37-40 S's Plusieurs taches
(90:10) AcOEt/MeOH (90:10)

Les sous-fractions S’y de 4 a 7, apres évaporation partielle du solvant ont été réunies sur
la base de la CCM et laissées a température ambiante. Cette série a précipité pour donner apres
lavage le composé SCE4 (18,6 mg) sous forme de poudre jaune soluble dans le méthanol

(CH30H).

Les sous-fractions S'; de 34 a 36, apres €vaporation partielle du solvant ont été réunies
sur la base de la CCM et laissées a température ambiante. Cette série a précipité pour donner
apres lavage le composé SCES (24,5 mg) sous forme de poudre blanche et soluble dans le

diméthylsulfoxyde (DMSO).

IIL5. Caractéristiques physico-chimiques des composés isolés

SCES: Acide 3,3'-di-O-méthylellagique-4'-O-0-L-rhamnose 78 o’

OH
Aspect physique : Poudre jaune
Formule brute: C22H16012 O
O (0]
,. ) O.
Nombre d’insaturation: 13 % CHj
HsC
HO
HO  on
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Solvant de solubilité: DMSO
Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz): Figure 11 et 12
Spectre RMN 3C (DMSO ,100 MHz): Figure 14

Spectre HMBC: Figure 15

SCE4: Acide 3,3'-di-O-méthylellagique 54
Aspect physique: Poudre blanche
Formule brute: C16H100s

Nombre d’insaturation: 12

Solvant de solubilité : DMSO
Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz): Figure 17
Spectre RMN 3C (DMSO ,100 MHz): Figure 18

Spectre HMBC: Figure 19
SCE3: Acide ellagique 53

Aspect physique: Poudre blanche o
Formule brute: C14H6Os
edat

Nombre d’insaturation: 12
Solvant de solubilit¢: DMSO
Spectre RMN 'H (DMSO, 400 MHz): Figure 21
Spectre RMN 3C (DMSO, 100 MHz): Figure 22

SCE1: En cours d’analyse

Aspect physique: Poudre jaune

49
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Solvant de solubilité: dichlorométhane (DCM)

SCE?2 : En cours d’analyse
Aspect physique: Poudre blanche
Solvant de solubilité: Acétone

I11.6. Tests de caractérisation des composés isolés
C’est un ensemble de tests permettant de mettre en évidence certaines fonctions dans un

composé, ou de mettre en €évidence une famille de composé.

I11.6.1. Test au chlorure ferrique
C’est une réaction chimique permettant de mettre en évidence la présence du phénol

dans un composé organique.
Mode opératoire

Une petite quantité d’échantillon a été dissout dans de 1’eau distillée, puis on a ajouté
quelques gouttes d une solution de chlorure ferrique (FeClz). Aprés quelque seconde, la solution

a changé de coloration: elle est devenue violette.

I11.6.2. Test de Molisch
Le test de Molisch est une réaction chimique utilisée pour détecter la présence de sucres

dans un échantillon:
Mode opératoire

Une petite quantit¢ d’échantillon (Acide 3,3’-di-O-méthylellagique-4'-O-a-L-
rhamnose) a ¢t¢ dissout dans de 1’eau distillée, ensuite nous avons ajouté quelques gouttes de
a-naphtol (dilué a 1%) a la solution précédente, enfin nous avons ajouté quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré dans la solution. Nous avons observé une coloration violette dans

le tube a essai, ce qui indique la présence du sucre dans la molécule.
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