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RESUME

Le présent travail porte sur I’isolement et la caractérisation des métabolites secondaires de
la fraction a 1’acétate d’éthyle des écorces d’Acacia seyal, une espéce de la famille des Fabaceae.
Aprés extraction des écorces au méthanol, I’extrait brut a subi une partition liquide -liquide a
I’hexane et I’acétate d’éthyle. L’étude phytochimique de la fraction a I’acétate d’éthyle a été
réalisée grace aux différentes techniques chromatographiques (CC, CCM), ce qui a conduit a
I’isolement de trois composés indexés ASE1, ASE2 et ASE3 donc deux d’entre eux appartenant a
la classe des flavonoides ont été caractérises et identifies au diosmetin et au 6°’-O-
acetylscoparoside. Les structures de ces composés ont été déterminées grace a I’analyse des
spectres de RMN D (H, 13C) et 2D (COSY, HMBC et HSQC) et par comparaison de ces données

a celles de la littérature.

Mots clés : Fabacecae, Acacia, Acacia seyal, Chromatographie, Flavonoides, RMN
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ABSTRACT

The present Work deals with the isolation and characterization of secondary metabolites from the
ethyl acetate fraction of the barks of Acacia seyal, a species of the Fabaceae family. After
extraction of the barks with methanol, the crude extract was partition with hexane and ethyl acetate.
The phytochemical study of the ethyl acetate fraction was carried out using different
chromatographic techniques, such as Column Chromatochraphy and Thin Layer Chromatography,
which led to the isolation of three compounds labelled ASE1, ASE2, and ASE3. The structures of
these compounds were determined using the analysis of D and D NMR spectra and by
comparison of their data with those of the literature. Two of these compounds belonging to

flavonoids class were characterized as diosmetin and 6-O-acetylscoparoside.

Keywords : Fabacecae, Acacia, Acacia seyal, Chromatography, Flavonoids, NMR.
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De nombreux traitements médicamenteux font face a des résistances des agents pathogénes.
Ces multi-résistances aux médicaments disponibles seraient dues d’une part a I’utilisation réguli¢re
et parfois excessive, et a des ciblages non spécifiques de ces derniers et d’autre part a ’apparition de
nouvelles souches de microorganismes et leurs différentes mutations. Toutefois, la résistance
croissante aux medicaments conventionnels existants pourrait compromettre les efforts visant a
éradiquer des maladies auxquelles fait face la société malgré des progres réalisés en médecine ces
dernieres décennies. Cette pharmaco-résistance observée a conduit & une nouvelle approche pouvant
permettre d’améliorer la prise en charge des patients. Pour cela, un intérét renouvelé aux plantes
médicinales est fortement grandissant. En effet, on estime qu’environ 80% de la population mondiale
utilise les plantes médicinales pour se soigner (Dike et al., 2012). De plus, un grand nombre de
médicaments conventionnels (40% environ) utilisés en Afrique dérive directement ou indirectement
des plantes (Dieye et Sarr, 2021).

Les études menées sur les plantes médicinales constituent des sources précieuses pour la
majorité de la population rurale et urbaine en Afrique et représentent le principal moyen par lequel
les individus se soignent (Hadjadj et al., 2019). Malgré les grandes avancées de la science et de la
médecine moderne au cours de ces derniéres décennies, ces plantes continuent de contribuer de fagcon
importante a lI'amélioration de I'état de santé des populations, notamment celles des pays en
développement comme le Cameroun, le Soudan et I’inde (Ouedraogo et al., 2021). Le choix de cette
plante a été motivé d’une part que les espéces du genre Acacia sont douees des propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, antidiarrhéiques (Rajvaidhya et al., 2012) , d’autre part de son

usage régulier par les riverains du grand nord du Cameroun.

Ces informations laisseraient-elles présager que Acacia seyal, ne posséderait-il pas des métabolites
secondaires douées d’activités biologiques ? Acacia seyal pourrait posséder des métabolites secondaire

ayant des propriétés biologiques.

Ayant pour objectifs spécifiques d’isoler, purifier et de caractériser les métabolismes secondaires
de la fraction a I’acétate d’éthyle des écorces du tronc de cette plante. Ce travail sera donc articulé

autour de trois chapitres :
- Le premier chapitre sera consacreé a la revue de la littérature.
- Le second chapitre présentera les résultats et discussion.

- Le troisieme chapitre présentera le materiel et les méthodes employeées pour la realisation

de ce travail ; et nous terminerons par la présentation de la bibliographie consultée.
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CHAPITRE | : REVUE DE
LITTERATURE
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I. APERCU BOTANIQUE

1.1. GENERALITES SUR LA FAMILLE DES FABACEAE
Le nom Fabaceae vient du Latin « Faba » qui signifie simplement « haricot » encore appelé

légumineuse, la famille des 1égumineuses (Fabaceae) est la troisieme plus grande famille de plantes

a fleurs avec plus de 750 genres et 18000 espéces decrites ; elle n’est dépassée en taille que par la

famille des Orchidaceae (environ 20000 especes) et la famille Asteraceae (environ 24000 espéces)

(Parrotta, 2002).

Cette famille regroupe les herbes, les arbustes, les lianes et les vignes repartis a travers le monde,
en particulier dans la forét tropicale et est celle qui fournit le plus grand nombre d’espéces utiles a

I’homme, qu’elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales (AgroBio, 2012).

Les Fabaceae peuvent étre réparties en quatre sous-familles selon I’APG III (2009), la sous-
famille de Bauhinioideae avec les arbres a Orchidées (Bauhinia) et les arbres de Judée (Cercis), la
sous-famille des Caesalpinoideae, la sous-famille des Papilionoideae ou Faboideae et la sous-famille
des Mimosoideae.

1.2. GENERALITES SUR LE GENRE ACACIA

1.2.1. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE

C’est un genre cosmopolite contenant plus de 1350 especes. L’identification taxonomique des
espéces du genre Acacia est difficile. Cependant, de nouvelles études sur ce genre confirment qu’il
est une agglomération d’au moins cing groupes discrets (Seigler, 2003 ; Lorenzo et al., 2010). Les
fleurs sont régulieres, généralement petites, groupées en tétes globuleuses ou en épis cylindriques.
Certaines especes ont les fleurs blanches denses de 1 a 2 cm de diamétre sur un pédoncule axillaire
de 0,4-2,5 cm de long. Selon les espéces, les inflorescences peuvent comporter plus ou moins une
centaine de fleurs. En général, ils fleurissent tout au long de I’année avec une éclosion principale au
printemps (saison de pluies) et une floraison de moindre importance le reste de I’année. Les feuilles
sont plus petites chez de nombreuses espéces et ont 2 a 6 paires de pétioles secondaires. Chaque
pétiole porte 5 a 12paires de folioles linéaires d’environ 3 mm de long et 1 mm de large (Noumi,
2010).

1.2.2. CLASSIFICATION TAXONOMIQUE

L’espéces Acacia seyal appartient a la classification de (P.J.H Hurter, 2008).
ci-apres

Régne : plantae
Classe : Magnoliopsida
Famille : Fabaceae
Genre : Acacia
Espece : Acacia seyal
Variétés : Acacia- seyalvar. fistitula

Mémoire de Master en Chimie, rédigé et présenté par DJOMO TCHAPNDA Franky Larissa 4
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1.2.3. REPARTITION GEOGRAPHIQUE DU GENRE ACACIA

On retrouve les especes du genre Acacia principalement dans les régions tropicales et semi-
tropicales. Elles s’adaptent facilement aux conditions des zones arides (Abdelrahman et Krzywinski,
2008). Ce genre est originaire d’Afrique, le premier ensemble, grossiérement delimité par les frontieres
ouest du Congo Démocratique et du Soudan, engloberait donc toute I'Afrique de I'Est et méridionale. La
Tanzanie est le pays le plus riche en espéces du genre Acacia avec plus de 70 especes. Les pays au
voisinage de la Tanzanie (Ethiopie, Kenya) et I'Afrique méridionale (Afrique du Sud) sont également
tres riches avec plus de 40 espéeces par pays. Les espéeces du genre Acacia sont encore nombreux (environ
30 par pays) au Mozambique, au Zimbabwe, en Somalie, au Soudan, au Botswana, en Angola, en
Ouganda, en Zambie, au Congo Démocratique et en Namibie. Dans le second ensemble, cette richesse
décroit, plus ou moins rapidement, quand on s’éloigne de I'Afrique de I'Est vers I'Afrique de I'Ouest. La
limite nord de cet ensemble serait constituée par les frontieres nord du Sénégal, du Mali, du Niger, du
Nigéria, du Tchad et la zone tropicale du sud de I’Egypte. La zone cétiére forestiere, s'étendant de la
Gambie au Congo est relativement pauvre en especes du genre Acacia, alors que la zone de savanes,
plus au nord du Sénégal, a la République Centrafricaine, le grand nord du Cameroun est nettement plus
riche. Ce genre se trouve aussi dans les savanes d’Ethiopie et de Madagascar. Les points noirs sur la
carte d’Afrique suivante nous présentent quelques endroits o on rencontre les espéces du genre Acacia
(Orwa et al., 2009 ; Noumi, 2010).

Figure 1: Répartition géographique des Acacia en Afrique (Noumi, 2010).

Au Cameroun, le genre Acacia est présent dans la partie aride du grand nord. Le Tableau |

présente quelques especes du genre Acacia que 1’on trouve au Cameroun.
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Tableau I : Répartition géographique de quelques espéces du genre Acacia dans le grand nord
(Jiagho et al., 2017).

Espéces Répartition géographique
Acacia hockii De wild Waza, Guider, Kaéle, Kakala, Golombé, Tchatiabali
Acacia macrothyrsa Harms Waza, Guérémé, Tchatibali, Golombé, Yagoua
Acacia nilotica Wild. Figuil, Guider, Maroua, Waza, koussérie, Yagoua, Kaélé
Acacia polyacantha Wild. Kaélé, Guider, Maroua, Garoua, Golombé, Yagoua
Acacia senegal (L.) Wild. Kousserie, Waza, Yagoua, Kaéle, Koussérie

Sorael, Baila, Waza, Moutourwa ,Yagoua, Kaélé, Guider, Koussérie,
Maroua, Garoua
Baila, Waza, Kaélé, Hina, Maroua, Garoua, Guider, Sorawel, Figuil,
Moutourwa, Yagoua, Moumour
Acacia sieberiana Baila, Kaélé, Maroua, Figuil, Garoua, Yagoua, Moumour
Acacia ataxacantha Kaélé, Waza, Maroua, Moumour, Yagoua, Guider, Baila, Figuil

Acacia seyal Del. Var.

Acacia albida Del.

1. 3. DESCRIPTION DE L’ESPECE ACACIA SEYAL
Acacia seyal est un arbuste pouvant atteindre 9 m de haut avec une couronne habituellement
aplatie. L’écorce du tronc est poudreuse, blanche a jaune verdatre ou rouge orangé au Soudan (Orwa
et al., 2009). Les épines atteignent 8 cm de long et sont
majoritairement situées sur les tiges secondaires. Les feuilles portent 10 a 16 paires de
folioles. La floraison est jaune vive avec une forte odeur épicée et son fruit est une gousse
qui s’ouvre naturellement une fois a maturité (Orwa et al., 2009).
Acacia seyal se retrouve quasi exclusivement dans I’ Afrique tropicale, du Sénégal au Soudan
et d’Egypte au Mozambique (Orwa et al., 2009). C'est un arbre qui pousse dans les oueds ou cours

d’eau, dans les déserts subtropicaux et tropicaux, et dans les zones forestiéres trés seches.

Figure 2 : Ecorce d’Acacia seyal Figure 3 : Feuilles d’Acacia seyal

1.4. QUELQUES USAGES DES ESPECES DU GENRE ACACIA

Le genre Acacia comme la majeure partie des genres de la grande famille des Légumineuses est
dans son ensemble d’une importance économique remarquable. Originaire d’Afrique, de Chine,

d’Indonésie, d’Europe, d’ Amérique du Sud, une revue de la littérature a révélé que certaines plantes

Mémoire de Master en Chimie, rédigé et présenté par DJOMO TCHAPNDA Franky Larissa 6




Etude Phytochimique de la fraction a Pacétate d’éthyle de ’extrait au méthanol des écorces d’Acacia seyal Del. Var. (Fabaceae)

appartenant au genre Acacia présentent une importance sur les plans alimentaire, industrielle et
médicinale (AgroBio, 2012).

% Sur le plan alimentaire

Les graines de certains Acacia jouent un role considérable  dans
I'alimentation humaine. C'est le cas des graines d'Acacia macrostachya qui sont
largement consommées cuites. Les graines d’Acacia nilotica sont généralement consommeées en

mélange de mil sous forme de bouillie lactée (Guinko et al., 1990).
% Sur le plan industriel

Les Acacia sont a la base de la production de la gomme arabique qui possede un intérét
économique réel. C'est une substance visqueuse exsudant du tronc des arbres, qui est utilisée dans les
industries textiles, pharmaceutiques, miniéres, alimentaires, cosmétiques. On distingue Acacia
Sénégalia et Acacia nilotica qui produisent des gommes de meilleure qualité qualifiée de gomme
dure. Au Soudan, Sénégal, Mali, Nigéria, Niger, Tchad, Mauritanie, Tanzanie. Acacia Sénégalia
constitue la principale espéce productrice de gomme arabique car sa production représente 90% de la

production commercialisée.

Les gousses seches des trois variétés Acacia nilotica (adansonii, nilotica et tonzentosa) sont
tres utilisées par les cordonniers dans le tannage des peaux. Elles font I'objet d'un commerce interne

entre le Sahel et la zone soudanienne (Wara, 1979).

Acacia raddiana est largement utilisé par les populations locales de la région saharienne
(Mali, Niger, Burkina-Faso) comme le fourrage (le foin) et son bois produit du bon charbon en raison
de son pouvoir calorifique élevé. Cette plante joue donc un réle important dans I'économie rurale
(Orwa et al., 2009).

% Sur le plan médicinal

Les études montrent que les especes du genre Acacia sont tres sollicitées en médecine traditionnelle
Africaine. C’est ainsi que les racines, les feuilles et les branches d’Acacia seyal sont utilisées par la
population rurale soudanaise pour lutter contre la tuberculose, la lepre, la toux, la dysenterie et le
cancer. La décoction de ses écorces est employée contre la diarrhée, 1’hémorroide (Mekbib, 2007;
El-Hallouty et al., 2015).

Les écorces d’Acacia tortilis sont utilisees en médecine traditionnelle pour traiter la dysenterie, la
diarrhée, 1la toux, [I’inflammation intestinale, [I’irritation gastrique, la  tuberculose,
I’hémorragie et pour soulager les douleurs de la bralure (Mekbib, 2007;
El-Hallouty et al., 2015)
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Acacia nilotica est utilisé contre les troubles digestifs, la syphilis, le choléra, la dysenterie et
lalepre (Das et al., 1983 ; katewa et al., 2004). Ses racines sont utilisées en médecines traditionnelles
indienne et Camerounaise (Tonga) pour le traitement de la malaria, du mal de gorge, du mal de dents.
Elles sont également employées pour traiter la tuberculose (Jain et al., 2005 ; Kubmarawa et al.,
2007 ; Fagg, 2001). En Afrique et en Italie, ses tiges sont employées pour traiter la varicelle (Fagg,
2001). En Afrique de 1’Ouest, ses écorces sont employées pour le traitement des cancers et/ou des
tumeurs (d'oreilles, yeux ou testicules) (Rajvaidhya et al., 2012). La pate de ses feuilles fraiches est
appliquee sur le front contre les maux de téte (Satish et Kelkar, 2012). Ses feuilles sont aussi
employées pour traiter des ulceres (Satish et Kelkar, 2012). Au Liban, sa résine est melangée aux
fleurs pour traiter la typhoide. La décoction de ses écorces est consommée pour traiter la bronchite et
la poudre seche d'écorce est prise oralement avec de I'eau pour soigner le diabéte (Satish et Kelkar,
2012). Les graines d’Acacia catechu sont utilisées pour le traitement du mal d’estomac, de la diarrhée,
des taches sur la peau. Ses écorces sont utilisées contre les régles douloureuses. La décoction de ses
feuilles est employée contre la dysenterie et la gonorrhée et, sa gomme est utilisée pour soigner
I'asthme et le cancer (Das et al., 1983 ; Katewa et al., 2004). En Australie elle est utilisées contre la
toux, ses feuilles machées soignent la dysenterie et la cendre de son bois est utilisée comme

antiseptique (Kjaerstad et al., 2010)

1.5. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS DE QUELQUES ACACIA

Le genre Acacia a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence des
activités trés variées. La majorité d’entre elles concernent surtout des effets cytotoxiques,
antimicrobiens,  antidiurétiques, antioxydants, anti-inflammatoires, antiviraux, etc. Le
Tableau Il présente les résultats de quelques tests d’activités biologiques réalisés sur les extraits de

quelques espéces d’Acacia.
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Tableau 11 : Activités biologiques des extraits de quelques espéces d’Acacia

Plantes P"f‘rt',e Extraits Activités présentees Références
utilisée
Activités (Malviya et al
A. nilotica Racines Extrait au methanol | antihelminthique et 20yll) N
analgésique
A. catechu Ecorces Extrait au methanol .ACt'Y'Fe
antibactérienne
Activités (Bachaya et al
A. arabica Fruits Extrait au méthanol antihelminthique 20369) N
et analgésique
. . Activité (Okpanachi et
A. polyacantha Ecorces Extrait au méthanol antidiabétique al.. 2010)
Activités (Mekbib, 2007;
A. seyal Feuilles Extrait au méthanol antimicrobienne El-Hallouty et
et anticancéreuse al., 2015)
A. sieberiana Feuilles Extrait a I’éthanol .ACt'V'te anti- (Wallace, 2002)
inflammatoire
A. confusa Bois Extrait a 1’éthanol Activité inhibitrice (Jyh-Horng et
al., 2008)
s Activités
A.podalyriifolia Fleurs EXtral,t 2 Pacétate antibactérienne et Andrade et
d’éthyle . al..,2005
antioxydante

1.6. TRAVAUX CHIMIQUES ANTERIEURS SUR LE GENRE ACACIA

Les plantes du genre Acacia, en plus d’étre largement utilisées en médecine traditionnelle pour

le traitement de plusieurs maladies, ont fait I’objet de plusieurs travaux phytochimiques. La littérature
disponible a cet effet indique plusieurs classes de métabolites secondaires isolées des différentes
parties des plantes du genre Acacia au rang desquelles les alcaloides, les acides gras, les triterpénes,

les saponines, Les cyclitols et les flavonoides.

1.6.1. ALCALOIDES

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou moins
basique et doué de propriété physiologique prononcées méme a faible dose (Kone, 2009). Ainsi, on
divise les alcaloides en trois groupes : les alcaloides vrais, les proto-alcaloides, et les pseudo-
alcaloides.

% Les alcaloides vrais

IIs représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et disposent d’un large spectre

d’activités biologiques importantes. Ils dérivent des acides aminés. Ces substances sont douées d’une
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activité biologique a faible dose. Ils sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous
forme de sel, soit comme N — oxyde (Bruneton, 1993 ; kone, 2009)

% Les pseudo-alcaloides
Ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas des
dérives des acides aminés. Les alcaloides stéroidiques et les purines sont les représentants principaux
de cette classe d’alcaloides (Bruneton, 1993 ; Kone, 2009)

% Les proto-alcaloides

Ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique ; ils ont
un caractere basique et sont élaborés in vivo a partir des acides aminés. Ils sont souvent appelés
(amines biologiques) et sont solubles dans 1’eau (Bruneton, 1993 ; Kone, 2009). Le Tableau Il

regroupe quelques alcaloides isolés du genre Acacia.

Tableau 111 : Quelques alcaloides isolés du genre Acacia
Structures Noms Sources Références
s Graines d’Acacia | Malviya et
N\ Tryptophane nilotica al., 2011
1)
3 . . Ecorce d’Acacia .
m N-méthylphenylalamine siebering Seigler, 2003
()
N-méthy-1,2,3,4- Graines d’Acacia .
N tetrahydro —f- carboline simplicifolia Seigler, 2003
A3)

Les alcaloides en tant que métabolite secondaire jouent un rdle écologique de défense contre
des herbivores, ils trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques chez 1’homme. En
effet,

les alcaloides sont des substances particulierement utilisées pour leurs activités

pharmacologiques (Bruneton, 1993).

1.6.2. ACIDES GRAS

Ce sont des composeés a chaines hydrocarbonées non ramifiées, saturées ou non, presque tous
de configuration cis, parmi les C16, C18, C20 et C22 rencontrés. Le Tableau IV regroupe quelques

acides gras isolés du genre Acacia.
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Tableau IV : Quelques acides gras isolés du genre Acacia

Structures Noms Source Références
OH
HO.
--20
) ) Chaubal et al.,
OH Heptocosam-1,2,3,-triol | Bois A nilotica
2006
4)

OH

/\AA/\/ Singh et
N-octacosanol

Bois A raddiana | Bhargava, 2013

(©)
/\/\M/\/ ' ‘ Singh ot
23 Triacontane Bois A raddiana
(6) Bhargava, 2013

Les acides gras sont une bonne source d’énergie, car ils possédent les liaisons riches en
énergie. Quand celles —ci sont rompues par action enzymatique, cela libére de I’énergie qui est alors
disponible pour les cellules. Les acides gras ont un rdle structurel dans la membrane cellulaire car ils
sont incorporés en position 2 dans les phospholipides membranaires. Ils permettent d’assurer la
fluidité membranaire et de maintenir 1’équilibre entre les échanges externes et internes de la cellule

Singh et Bhargava, 2013.

1.6.3. TRITERPENES

Les triterpénoides pentacycliques sont classés dans plusieurs groupes structuraux (Mahato et
Kundu, 1994). Généralement hydroxylés sur le carbone C-3, ils peuvent aussi porter dans la molécule
d’autres fonctions qui peuvent servir des points d’attaches de I’aglycone aux parties osidiques
(Mahato et al., 1992). Généralement formés de cycles notés A, B, C, D et E, certains groupes sont
constitués de cing cycles a six atomes de carbones chacun, d’autres ont des cycles a cinq ou a sept
atomes de carbone dans leur squelette (Mahato et Kundu, 1994). Le Tableau V donne les structures

de quelques triterpénes pentacycliques.
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Tableau V : Triterpenes pentacycliques isolés du genre Acacia Jangade et al.,2014

Noms Structures Sources références
Jangade et
Lupéol Feuilles A | ) 2014
nilotica
Ahmadu et
al., 2010
Lupenone Ecorces: de
A. nilotica
(8)
i Seigler.,2003
Sapogenine-B
Gousse de A
? sinuata
X
Acacigenin-B

1.6.4. SAPONINES

Les saponines sont une classe bien spécifique des métabolites secondaires héterosidiques, trés
souvent retrouvées dans le regne végétal en particulier chez les dicotylédones (racines, fruits, ecorces,
tiges, feuilles ou graines) (Sparg et al., 2004). Celles-ci sont également synthétisées par certains
organismes vivants d’origine animale et méme marine ou elles auraient un réle de défense contre les

agents pathogenes extérieurs (champignons, bactéries, insectes). Elles se composent d’une partie
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lipophile : la génine (ou aglycone) non polaire qui est lié a un ou plusieurs sucres encore appelé(s)

partie hydrophile osidique (Hostettmann et al., 1999).

Prenant leur origine du latin "sapo" signifiant "savon" en raison de leurs propriétés moussantes
en présence d’eau (Vincken et al., 2007), les saponines ont une structure formée de deux parties, une
partie osidique formée d’oligosacharides linéaires ou ramifiés contenant une a douze unités osidiques.
La seconde partie qui détermine 1’effet thérapeutique, permet de connaitre a quel groupe appartient
une saponine selon la nature de leur génine qui peut étre soit triterpénique, soit stéroidique dérivant
tous deux synthétiquement de 1’oxyde de squaléne. Les saponines monodesmosidiques portent une
seule chaine osidique alors que celle portant deux chaines osidiques sont dites saponines
bidesmosidiques. 1’évolution de la science, des nouvelles techniques chromatographiques et des
techniques d’analyse ont vu le jour, permettant ainsi d’améliorer la recherche en phytochimie, ce qui
a été mis en évidence des saponosides tridesmosidiques (trois chaines) ou tétradesmosidiques (quatre
chaines) (Kaipnazarov T.N et al., 2004).

La partie osidique est liée a la partie triterpénique ou stéroidique soit par une fonction ester,
et/ou par une fonction éther, ou les deux a la fois. La partie osidique d’un bon nombre de saponines
et méme les fonctions hydroxyles libres des génines peuvent étre substituées par certains acides

aromatiques ou aliphatiques.
Quelques saponines isolées du genre Acacia sont présentés dans le Tableau VI.

Tableau VI : Quelques saponines isolées du genre Acacia

Noms Structures Sources | Références

Albiziatrioside A
(R1=H et R2=H)

Acacioside A
(R1=H et R,=0H)
Acacioside B
(Ri=OCOCH=CHPh
et R2=0H)
Acacia
tenuifolia

Avicin D (R=0H)
Avicin G (R=H)

Youngwan
et al., 2002)
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1.6.5. CYCLITOLS

Par définition, les cyclitols sont des composés chimiques de type cycloalcane, dont au moins
trois atomes de carbone du cycle sont porteurs d’un groupe hydroxyle (Al-Suod et al., 2016). IIs sont
également appelés les polyols ou I’alcool de sucre, attirent I’attention puisqu’ils sont largement
distribués dans le régne végétal et méme dans d’autres cellules vivantes et affichent un large éventail
d’activités biologiques telles antioxydantes, anticancéreuses, antidiabétiques et font aussi partie des
osmoprotecteurs formés dans les plantes en réponse a un choc osmotique (Bieleski, 1994 ; Donahue
et al., 2010 ; Loewus and Murthy, 2000 ; Merchant et al., 2006).

De nombreuses études récentes indiquent que le D-pinitol, 3- O —méthyl éther de D — chiro -
inositol, posséde un large spectre d’applications pharmacologiques. Il a été trouvé dans les plantes de
Pinacae et dans la famille des légumineuses. En particulier le soja qui contient en quantité élevée
environ 1% du poids sec du tourteau de soja.

Les études antérieures ont démontré que le D-pinitol posséde des propriétés analogues a
I’insuline et peut étre utile dans le traitement du diabéte en réduisant le taux de glucose du sang chez
la souris ( Bates et al., 2000 ), le rat ( Kim et al., 2005 ) et I’ homme ( Herndndez-Mijares et al.,
2013 ) et la capacité des myo inositol et D — chiro inositol a agir comme un nouveau médicament
insulino-sensibilisant pour améliorer le taux d’ovulation ou améliorer la fertilité chez les femmes

atteintes du syndrome des ovaires polykystiques (Costantino et al., 2009).

Quelques cyclitols isolés des familles de Iégumineuse sont présentés dans le Tableau VII.
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Tableau VII : Cyclitols isolés des I[égumineuses

Structures et noms Origine Références
3 HO 5
4
HO OH
OH
o ! N
OH 41.c Graines de Lathyrus odoratus | (Obendorf etal., 2005)

D-(-)-bormesitol
(1D-1-O-methyl-myo-inositol)

(13)

OMe

Allophylus edulis (Jiang et al., 2014)

WY
HO 3 OH

OH
L-quebrachitol

(14)

OH OMe

HO OH
How\
6 ! Feuilles de Aptenia cordifolia, | (DellaGreca et al., 2007)

OH
3-O-methyl-chiro-inositol.

(15)

1.6.6. FLAVONOIDES

Les flavonoides sont des composés phénoliques trés largement distribués dans le regne végétal
présents dans les plantes sous forme de mélange complexe de composés (Tsimogiannis et al.,2007),
les flavonoides sont des substances généralement colorées répandus chez les végétaux. Ce sont des
pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles (Mills and Bone, 2013).
Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des
feuilles, et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement
UV. lIs font partie de la classe des polyphénols, principaux métabolites secondaires des plantes. A
I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Bruneton, 1999).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classe de molécules. En effet

rrrrr

1.6.6.1. STRUCTURE ET CLASSIFICATION DES FLAVONOIDES
Les flavonoides sont des dérivés du benzo-y-pyranne (Rasha et al., 2016). Leur structure de
base est celle du diphylpropane a 15 atomes de carbone (C6- C3-C6), constitué de deux noyaux
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aromatiques qui sont désignés par les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui porte la
lettre C (Ferreyra et al., 2012 et Mierzaiak et al., 2014). Les flavonoides peuvent étre subdivisés
en differents sous - groupes en fonction des carbones du cycle C sur lequel le cycle B est attaché et
le degré d’instauration et d’oxydation du cycle C. Les flavonoides dans lesquels 1’anneau B est i€ en
position 3 a I’anneau C sont appelées isoflavones. Ceux dont le cycle B est li¢ en position 4 sont
appelées néo flavonoides, tandis que ceux dans lesquels I’anneau B est 1i¢ en position 2 peuvent étre
subdivisé en plusieurs sous -groupes sur la base des caractéristiques structurelles du cycle C. ces sous-
groupes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanols,les anthocyanes

et les chalcones (panche et al., 2016).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans presque tous les organes de la plante et jouent un role
important dans le systéme de défense comme antioxydants. Ces métabolites secondaires sont connus
pour leurs diverses propriétés biologiques telles que les propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, anti-bactériennes, anti-tumorales, antivirales et antiallergiques (Andersson et al.,
1996).

1.6.6.2. BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES

Le mécanisme biogénétique qui conduit a la formation du squelette de base des flavonoides a
été élucidé par plusieurs chercheurs. Ce squelette qui présente 1’enchainement Ar-C1-C2-Cs-Ar’ ou

C

3
Ar-C1-Co-A™ 4 une origine mixte. Il a longtemps été présenté comme provenant de la condensation

de I’unité Ar-C-C-C avec trois unités d’acétyle CoA (Schéma 1). L’unité Ar-C-C-C dérive de I’acide
cinnamique qui provient de la conversion de la phénylalanine grace a 1’enzyme phénylalanine
ammonialyase. La premiére classe qu’on obtient est celle des chalcones qui se cyclise en flavanone.
Par la suite, le squelette de base transposé ou non peut étre métabolisé en différentes classes de
flavonoides : aurone (jaune), 2,3-dihydroflavonol ou flavanonol, flavone (ivoire), anthocyanidine
(rouge-bleu), flavonol (jaune), catéchine. Par des modifications supplémentaires a plusieurs étapes,
résultant de 1I’oxydation, de la réduction, de I’hydroxylation, de 1a méthylation, de la prénylation, etc.

(Harbone et Williams, 2000)
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Les composes de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des

substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles, prényles et autres) sur les deux cycles

aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire.

Hydrate de carbone |
AcetylCoA Acid£
y OH OH shikimique
o ) Aoy CooH
CoASOC HO e
PAL NH
9 h Ialanine2
0 Acide p. Acide cinnamique pheny
p. coumaroyl CoA coumarique
OH
COSCo
o)
o |
3.CH3COSCoA
C%alcone
OH synthétase OH

O HO OH O 0
| —_— CHOOH
flavone

synthétase 8’{' o O Aurone
alcone
JChaIcone

isomérasg

HO
isoflavone

syntl etase

OH O

Isoflavanone OH HO O
OH

OH
OH O ~
Flavonol HO O (0]
Pterocarpine OH OH
OH O
flavanonol

Schéma 1 : Voie de biosynthese générale des squelettes de base des différentes classes de

flavonoides (Harbone et williams, 2000).

I.7. DETERMINATION STRUCTURALE DES FLAVONOIDES

L’ultraviolet (UV), la résonance magnétique nucléaire 1D (RMN H et 3C) et 2D (COSY,
HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY) ainsi que la spectrométrie de masse (MS), font partie des

méthodes physico-chimiques couramment utilisées dans 1’¢lucidation de structure des flavonoides.
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% La spectrométrie de masse
La spectrométrie de masse dans la détermination de la structure des flavonoides, a I’avantage
sur les autres techniques dans la mesure ou elle nécessite trés peu de produit pour I’analyse. La
technique a éte trés largement decrite (Markam et al., 1975 et Pelter et al., 1965).
Le spectre de masse d’un flavonoide nous donne les informations suivantes ;
La masse moléculaire du composé ; la distribution des substituants sur les cycles A, B et C.
Les ions fragments importants résultent généralement d’une rupture de type retro Diels —Alder
¢ Spectroscopie ultra-violet (UV)

Les flavonoides sont considérés comme des pigments qui absorbent tres fortement les radiations
UV, par conséquent la spectroscopie visible reste un outil utilisé pour ’analyse structurale des
flavonoides. Les flavones et flavonols sont caractérisés en majorité par deux bandes d’absorption
majeures dans la région UV-Visible. Les flavones et les flavonols hautement oxygénés ont tendance
a absorber vers les longueurs d’ondes les plus longues en entrainant un déplacement du spectre vers
I’infrarouge. La méthylation ou la glycosylation des groupements hydroxyles des flavonoides résulte
généralement d’un déplacement hypsochromique de la bande. Les spectres UV des flavonoides
présentent deux bandes d’absorption principales dans la région 240-400 nm (Figure 5). La premiere
bande (bandel) est située entre 300 et 395 nm et a été associée a 1’absorbance de la partie cinnamoyle
(cycle B) des flavonoides. La deuxiéme bande (entre 240 et 280) correspond a I’absorbance de la
partie benzoyle des flavonoides ; c’est la bande 1.

0
C

5
CINNAMOYLE.;BANDE:1

300-395 nm

BENZOYLE; BANDE : 1I O
240-280 nm !

Figure 5 : Domaine d’absorption UV des flavonoides
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Tableau V111 : Principales caractéristiques des spectres UV-visible des flavonoides (Markham,
1982).

Bande Il Bande | Types de flavonoides

250 — 280 310 -350 Flavones

250 — 280 330 - 360 Flavonols substitué en C3

250 — 280 350 — 385 Flavonols

245 — 275 310 -330 Isoflavones

275 205 (Epaulement pic & 320) Isoflavones (5-desoxy-6 ,7-dioxygénés)

330 — 390 Epaulement Flavanones et tdihydroflavonols

230 — 270 Faible intensité 340 -390 Chalcones

230 - 270 380 —430 Aurones

270 — 280 465 — 560 Anthocyanes

% Spectroscopie Infrarouge (IR)

En général, le spectre infrarouge des flavonoides donne trés peu d’informations comparées aux
autres techniques spectrales. 1l permet cependant de détecter les groupements hydroxyles (OH) autour
de 3300-3500 cm™?, la double liaison (C=C) 1700-1750 cm™ et les carbonyles (C=0) entre 1615-1685
cm* (Markham, 1982). La position du OH sur la molécule détermine la fréquence et I’intensité de
la bande correspondante. Plus ce groupement est impliqué dans les liaisons hydrogéne intra ou
intermoléculaires, plus la bande devient faible en intensité et apparait a des nombres d’ondes faibles.

% Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

L’application des techniques de RMN 1D (H, *C, DEPT) et 2D (COSY, TOCSY, NOESY,
HMBC, HSQC) permet de réaliser une élucidation structurale des flavonoides et d’assiéger
complétement tous les carbones et protons de la molécule.

En général, le cycle A des flavonoides est hydroxylé en position 5 et 7. Les protons H-6 et
H-8 apparaissent sous forme de doublets (J = 2,5 Hz) entre 5,7 et 6,5 ppm. Le signal du H-8 est
toujours légerement plus déblindé que celui du H-6. La présence d’une glycosylation en
position 7 déplace les deux signaux d’environ + 0,2 ppm. Dans le DMSO, le déplacement
chimique du proton de la fonction hydroxyle chélatée en 5 se situe entre 12 et 14 ppm, ce fort
déblindage étant d0 a une liaison hydrogéne contractée avec la fonction carbonyle en position
4. Les protons du cycle B présentent habituellement des déplacements chimiques entre 6.5
et 8.1 ppm. Ces signaux peuvent apporter des informations sur le degré d’oxygénation du
cycle B. Si le cycle B est oxygéné uniquement en position 4°, on observera alors deux
doublets (J = 8,5 Hz). Le doublet des protons equivalents H-3" et H-5’est toujours plus blindé
(déplacement chimique compris entre 6,5 et 7,1 ppm) que celui des protons H-2’ et H-6, quel que
soit le type de flavonoide. Par contre, le déplacement chimique du doublet associé aux protons H-2’
et H-6’ dépend du degré d’oxydation du cycle C. Le spectre de RMN des flavonoides oxygénés en

position 3’ et 4’ est plus complexe car le cycle B comporte alors trois protons non-équivalents. Pour
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les flavones et flavonols, le H-5 apparait sous forme de doublets (J=8,5 Hz) entre 6,7 et 7,1 ppm, le
H-6" sous forme de doublet dédoublé (J = 2,5 et 8,5Hz) et le H-2’sous forme de doublet (J = 2,5 Hz).
Ces deux derniers ont souvent des déplacements chimiques proches voire identiques, entre 7,2 et 7,9
ppm. Dans le cas des flavonoides trihydroxylés sur le cycle B, les protons H-2’ et H-6" sont
magnétiquement équivalents. 1l en résulte un unique singulet entre 6,5 et 7,5 ppm (Mabry et al.,
1970). Certains déplacements chimiques sont caractéristiques du type de flavonoides étudié
(Tableau 1X). Par exemple, le proton H-2 d’une isoflavone apparait sous forme de singulet entre
7,5 et 8,0 ppm, alors que le proton H-3 d’une flavone est en général plus blindé (environ 6,3
ppm). Le spectre de RMN *H des flavanones montre des signaux caractéristiques résultant des
interactions entre H-2, H-3 trans et H-3 cis. Le proton H-2 apparait comme un doublet dédoublé entre
5 et 6 ppm et les deux protons en position 3 apparaissent sous la forme d’un multiplet entre 2,5 et 3
ppm. La situation des dihydroflavonols est plus simple puisque seuls deux hydrogenes sont présents
sur ces positions, chacun apparaissant sous la forme d’un doublet : H-2 & environ 5,2 ppm et H-3 a
environ 4,2 ppm. Les protons des cycles A et B des aurones présentent des déplacements chimiques
similaires a ceux des autres flavonoides. La seule différence provient du proton =C-H, résonnant entre
6,4 et 6,9 ppm. Sur le spectre de RMN H des chalcones, les protons a et B de la double liaison
apparaissent sous forme de doublets (J=14-17 Hz), respectivement entre 6,7 — 7,4 et 7,3 — 7,7 ppm.
La RMN *H est aussi trés utile dans la détermination des structures des flavonoides glycosylés. Par
exemple, le proton anomérique du glucose a un déplacement chimique (environ 5,85 ppm) bien

différent de celui du rhamnose (environ 4,2 ppm) Markham, 1982.

Tableau IX : Déplacements chimiques des différents types de protons présents dans les flavonoides
(Markham, 1982).

H 8, ppm
5-OH 12-14
Cycle B 6,5-8,1
Cycle A 5,7-6,9
H-4 anthocyanes 6,0-8,0
H-2 isoflavones 7,5-8
H-3 flavones 6,3 environ
H-2 flavanones 5,0-6,0
H-3 flavanones 2,5-3
Protons anomériques des sucres 4-6
Autres protons des sucres 3-4
Méthoxyles 3,5-4
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Le spectre de RMN 3C des flavonoides est trés utile dans leur détermination structurale. Les

différents types de structures ne sont pas distinguables sur la base des déplacements chimiques des

carbones aromatiques des cycles A et B. Par contre les déplacements chimiques des 3 carbones du

cycle C sont souvent distinctifs.

Le Tableau X résume les déplacements chimiques de ces 3 carbones pour les différents types

structures.

Tableau X : Déplacements chimiques des atomes de carbone du cycle C des différents types des

flavonoides (Heller et Forkman, 1988).

Type aglycone | C-2 C-3 >C=0
Chalcones 136,9-145,4 (Ca) | 116,6-128 (CP) 188,6-194
Flavanones 75,0-80,3 42,8-44.,6 189,5-195,5
Flavones 160,5-165 103-111,8 176,3-184
Flavonols 145-150 136-139 172-177
Isoflavones 149,8-155,4 122,3-125,9 174,5-181
Aurones 146,1-147,7 111,6-111,9 (=CH) | 182,5-182,7
Anthocyanes 155-168 136-158 135-144
Tableau XI : Flavonoides isolés des especes du genre Acacia
Structures et noms Espéces Refer
ences
(Saleh et al.,
2013)
QUERCETIN Fleurs
(16) A. nilotica
OH
HO O \\\@
; OH
| (Rather et
OH al., 2015)
OH Catechin
(17)
HO.
HO OH
H;©\<O o ©/OH
Hoﬂmo Onf Fruits (Seigler,
A. farnesiana 2003)
OH O
Prunin-0-6"-gallate
(18)
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OH
OH

HO (0]

0)
OH O
(+)-2,3-trans-crombeone

(19)

Cceur du bois
A. carnei

(Brandt et
al., 1979)
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&

CHAPITRE Il : RESULTATS
ET DISCUSSION
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I1.1. INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE DES ECORCES D’ACACIA SEYAL

Les écorces d’Acacia seyal ont été récoltées dans la région du Nord du Cameroun plus
précisément dans la ville de Maroua en septembre 2023. Ces écorces ont été découpées, séchées a
I’air libre puis broyées. La poudre obtenue (500 g) a subi trois (3) extractions au MeOH a température
ambiante pendant 72 heures. Aprés filtration, le filtrat a été concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif
a I’issu duquel 15 g d’extrait brut de couleur rouge-orangé ont été obtenus. Cet extrait a subi une
dissolution dans H>O puis une extraction liquide-liquide a 1’aide des solvants hexane et acétate
d’éthyle pour donner des fractions a I’hexane (1,4 g) et a I’acétate d’éthyle (1 g) respectivement. La
masse (1g) de I’extrait brut de la fraction a I’acétate d’éthyle a été fixée a une masse 10g de silice
équivalente et avec lequel nous avons fait une CC. Pour 1’¢lution, nous avons fait usage de cing
systemes de solvants a savoir : Hex, Hex/AcOEt, AcOEt, AcCOEt/MEOH, MeOH de polarités
croissantes.

Au terme de notre processus nous avons isolé et purifié 3 composés indexés ASE1, ASE: et
ASEs3 a partir des techniques chromatographiques usuelles (CC, CCM). Le protocole récapitulant est

illustré par le Shéema 2 :
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Ecorce d’Acacia seyal

Découpage, séchage, broyage

\ 4

Poudre (500 g)

¢ macération au méthanol (3,5 L)
% Evaporation

\ 4

Extrait brut (15 g)

Partition : liquide-liquide
e Hexane
e Acétate d’éthyle

A 4

Fraction a ’acétate
d’éthyle (1 g)

A\ 4

Fraction a I’hexane 1,4 g

Phase aqueuse

C. Csur gel de silice

+ Hexane
+ Hexane/ Acétate
s Acétate d’éthyle
s Acétate d’éthyle/Méthanol
J ¢ Méthanol (100%)
10% Hex/ 40% Hex/ 60% Hex/ 80% |Hex/ 100% AE 20% AE/ 30% |AE/ 40% |AE/ 100% MeOH
AE AE AE AE ° |pur MeOH MeOH MeOH Pur
S1 S, S3 S4 Ss Se Sz Ss So
\ 4 \ 4
Précipité Précipité CC sur gel de
Séphadex
Filtration ! Filtration LH-20 (Méthanol)
\ 4 v
ASE: SE ASE, ASE3
=30m =
m g m = 40 mg m=20 mg

Schéma 2 : Protocole d’extraction de fractionnement et purification de 1’extrait a I’acétate d’éthyle
d’Acacia seyal
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11.2. CARACTERISATION DES COMPOSES OBTENUS
Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyses spectroscopiques

particuliérement, la RMN 1D (*H et 3C) et la RMN 2D (COSY !H-H, HSQC et HMBC).

11.2.1. IDENTIFICATION DU COMPOSE ASE1

Le composé ASE: a été obtenu dans le systeme Hex/AcOEt (40/60). 1l se présente sous forme de
cristaux blancs solubles dans le DMSO. Il répond positivement au test au chlorure ferrique en donnant
un complexe de coloration violette caractéristique des composés phénoliques et au test de Shinoda
caractéristique des flavonoides. Et sa formule brute C16H1206 a été déduite de 1’analyse de ses spectres

de RMN 1D et 2D, renfermant 11 degrés d’insaturations.

L’analyse de son spectre RMN *H révéle la présence d’un singulet d’un proton a &y 6,90 (1H,
s) caractéristique du proton H-3 des flavones (Mabry et al., 1970). Le systeme AX de deux protons
aromatiques méta-couplés a on 6,20 (1H, d,1,9 Hz) et 6,51 (1H, d,1,9 Hz) attribuables aux protons H-
6 et H-8 du cycle A des flavonoides. On observe également sur ce méme spectre un systeme ABX
de trois protons aromatiques a o 6,94 (1H, d, 7,5 Hz) ; 7,57 (1H, dd, 1,9 ; 7,5 Hz) et 7.55 (1H, d, 1,9
Hz) caractéristiques d’un noyau aromatique B 1,3,4-trisubstitué des flavonoides. Le spectre de RMN
'H nous montre un singulet fortement déblindé a 13,00 ppm (1H, OH) caractéristique du proton de
I’hydroxyle chélaté en C-5. On observe également sur ce spectre un singulet de 3 protons on 3,89

caractéristiques d’un méthoxyle aromatique.
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Figure 6 : Spectre RMN H (500 MHz; DMSO-d6) du composé ASE1

Son spectre de RMN C complétement découplé présente 16 signaux tels qu’ils apparaissent
dans la formule brute. L’analyse combinée des spectres RMN *C et HSQC permet de mettre en
évidence 9 carbones quaternaires tous hybridés sp? parmi lesquels six oxygénés a 161,9 (C-5) ; 164,6
(C-7); 157,8 (C-8a) ; 182,1(C-4) ; 151,2 (C-4’) ; 148,5 (C-3”) ; six carbones tertiaires a ¢ 99,3 (C-
6) ; 94,5 (C-8) ; 103,7 (C-3) ; 116,2 (C-5") ; 120,8 (C-6") et 110,6 (C-2’) et un méthoxyle a 56,4.

Mémoire de Master en Chimie, rédigé et présenté par DJOMO TCHAPNDA Franky Larissa 27




Etude Phytochimique de la fraction a Pacétate d’éthyle de ’extrait au méthanol des écorces d’Acacia seyal Del. Var. (Fabaceae)

0C3_TehoukouaAb_0614_ORF-v1s.fid f-2100000

2
2
Ab. Tcmukoua 0OC3, ORF-19 g g3 o

56.43

[ Il

2000000

—151.19
—148.49
L=
—116.23
—110.65

_-104.17
- 103.68
—99.29
— 9452

1900000

{~ 1800000
1700000
1600000
1500000
{~ 1400000
1300000
OH O 1200000
- 1100000
1000000
900000
800000
C_4' C'5' - 700000
C_3' C-6' -2' C-8 4'-OMe - 600000
/ C-3 \ 500000

\ / 400000

300000
200000
100000

A‘ D\ w o

c2 C8a cA1  CHa CO -

-500000

f~-600000

T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

1 (ppm)

Figure 7 : Spectre RMN *3C (125 MHz ; DMSO-d6) du composé ASE1.

Le spectre COSY permet de montrer les corrélations proton — proton en 3J, %) et méme ®J. on
observe les corrélations entre on 6,51 (H-8) et 6,20 (H-6) ; 6+ 6,94 (H-5") et 7,55 (H-2°).
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Figure 8 : Spectre COSY (500 MHz; DMSO-d6) du composé ASE1
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Le spectre HSQC enregistré dans le DMSO met en évidence le couplage entre le 3C-H qui lui est

lie. Ainsi on observe que

Le proton a dn 6,94 (H-5) corréle avec le carbone a 6¢116,3 (C-57) ; le proton a 616,20 (H-

6) corréle avec le carbone a ¢ 99, 3(C -6) ;le proton a 6H 6,90 (H-3) correle avec le carbone a dc

104,2(C-3) ; le proton 6n 3,89(4°-OMe) a corréle avec le carbone a dc 56,4 (’-OMe).

H-5 H-3 H-6 H-3" “
o » * ‘\ '
J xl, B | J_ -
0C3_TchoukouaAb_0614_ORF-19.14.ser
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Figure 9 : Spectre HSQC (500 MHz; DMSO-d6) du composé ASE1
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Le spectre HMBC qui montre les correlations entre le proton et le carbone situés a trois
liaisons (3J), parfois a quatre liaisons (*J) et quelques fois a deux liaisons (1), nous a permis d’obtenir

différentes sous-structures, celles-ci nous conduisant & une structure plus considerable

L’interprétation de ce spectre nous a permis d’observer un bon nombre de corrélations, que

par la suite nous avons illustré sur des sous structures comme sulit :

Sur ce spectre on observe d’une part les corrélations entre le proton a on 6,20 (H-6) et les
carbones a oc 164,7 (C-7); 94,5 (C-8); 161,9 (C-5) et 104,2(C-4a), les corrélations entre le proton a
oH 6,51 (H-8) et les carbones a 6C 99, 3 (C-6); 104,2 (C-4a); 164,7 (C-7) et 157,8 (C-8a) ce qui

nous permet d’avoir la sous-structure (a) suivante :

sous-structure a

d’autre part, les corrélations entre le proton a on 6,94 (H-5") et les carbones a 6C 122,0 (C-1');
120,7 (C-6") ; 148,5 (C-3") etle 8C 151,2(C-4’) les corrélations entre le proton a oH 7,57 (H-6") et
les carbones a 6C 151,2 (C-4); 120,8 (C-6°): 164,1(C-2);120,8 (C-6') ; le proton a 816,90 (H-3) et les
carbones o¢ 182,1(C-4) ; 164,1 (C-2) ; 122,0 (C-17) ; 104,2 (C-4a) ce qui nous donne la sous-structure
(b) ci-dessous et nous permet de dire que le cycle B est rattaché au cycle C au niveau de la liaison (C-
11-(C-2)

sous-structure b

En fin la corrélation entre le proton 6H 3,89 (3’-OMe) et le carbones 6¢148,5(C-3’) d’ou la sous-

structure (c) suivante.
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Figure 10 : Spectre HMBC (500 MHz; DMSO-d6) du composé ASE1
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L’ensemble de toutes ces données nous a permis d’attribuer au composé ASE1 le nom isomeére du

diosmetin précédemment isolée de salvia palaestina L (Mahmoud et al., 2014) :
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Tableau XII : Données spectrales RMN 3C (DMSO, 500 HZ) de ASE1

ASE; Diosmetin
N® (Lunesacetal .,
2011)
oc on (NH, m, J en HZz) oc
1 - - -
2 164,1 - 163,2
3 103,7 6,90 (1H, s) 103,5
4 182,3 - 181,7
4a 104,2 - 103,6
5 161,9 OH 161,4
6 99, 3 6,20 (1H, d, 1,9) 98,9
7 164,6 OH 164,4
8 94,5 6,51 (1H, d, 1,9) 94,0
8a 157,8 - 157,3
I 122,0 - 122,8
2’ 110,6 7,56(2H, d,2,5) 128,2
3’ 151,2 OH 1145
4’OMe 56,4 3,89(3H,S) 55,5
4 148,5 O-CH3 162,28
5 116,2 6,94 (1H, d, 7,5) 1145
6 120,8 7,57 (dd,2,5 et 8,5) 128,2

11.2.2. IDENTIFICATION DU COMPOSE ASE?2

Le composé ASE?2 a été obtenu sous forme de cristaux blancs dans le systeme AcOEt/MeOH
(80/20). 1l répond positivement au test au chlorure ferrique en donnant une coloration violette
caractéristique des composés phénoliques, au test de Shinoda caractéristique des flavonoides ainsi
qu’au test de Molish caractéristique des sucres. I’analyse de ses spectres de RMN 1D et 2D, ont
permis d’attribuer au composé ASE2 la formule brute CisH24012 , renfermant 13 degres

d’insaturations.

L’analyse de son spectre de RMN *H révéle la présence d’un singulet d’un proton a 8w 6,62 (1H,
s) caractéristique du proton H-3 des flavones ; un singulet d’un proton a 1 6,22 (1H, s) attribuable
au proton H-6 du cycle A des flavonoides, ce qui suggere que le cycle A est pentasubtitué ; un singulet
fortement déblindé a 12,99 ppm (1H, OH) caractéristique du proton d’un groupement hydroxyle
chélaté avec un groupement carbonyle ; un singulet intégrant pour 3 protons a 6+ 3,85 caractéristique
d’un méthoxyle aromatique. On observe également un systeme ABX de trois protons aromatiques a
o1 6,99 (1H, d, 7,5 Hz) ; 7.62 (1H, d, 1,9 Hz) et 7,75 (1H, s) caractéristiques d’un noyau aromatique
B trisubstitue des flavonoides. En plus des signaux attribuables aux protons d’un flavonoide, on
observe des signaux d’un sucre entre 3.80 et 5.30 ppm et les protons du méthyle d’un groupement

acétyle a on 1,98.
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Figure 11 : Spectre proton (600 MHZ ; acétone) du composé ASE2
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En comparaison des données RMN *H et RMN 3C nous pouvons conclure que le composé

ASEL1 différe du composé ASE?2 par une substitution en position 8. Contrairement a ASE1, ASE2 est

substitué. Ceci se traduit par I’apparition du signal de H-6 sous forme de singulet au lieu du doublet

comme dans ASE1. L’analyse des données de RMN 3C et *H suggeére que le proton H-8 serait

substitué par un sucre. Le spectre RMN *H et H RMN *3C couplé au spectre présente les signaux de
cing oxymethines a on/dc 5,26/75,7, 4,12/69,2 ; 4,13/70,9 ; 3,85/74,6 ; 4,15/76,7, un signal d’un

oxymeéhylene dn/dc a dc 4,33(2H)/63,8 correspondant a un fragment hexosyle caractéristique d’une

unité C-glucosidique. On observe également les signaux d’un groupement acétoxyle a dc¢ 170,0 et

dc/én 19,8/1,98.
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Figure 12 : Spectre RMN *3C (150 MHz, Acetone-d6) du composé ASE2
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L’analyse de son spectre COSY, permet d’observer des corrélations entre les protons a 6+ 6,99
(H-5°) /7,62 (H-6"), 7,75 (H-2") /7,61 (H-6) ; 4.13 (H-5"")/5,25 (H-1"") ;H-3""(3.85)/H-4""(4,12) ;

4,33 (H-6"")/4,33(H-6"") :H-37(3,85 )/H-2"(4,13)
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Figure 13 : Spectre COSY (600 MHZ ; acétone) du composé ASE?2

Les valeurs des RMN 'H et RMN *3C ont été attribuées sur la base des corrélations HSQC. Sur ce
spectre on observe les corrélations entre le proton a o4 7,75 (H-2") et le carbone a 6¢ 110,0 (C-2°);
entre le proton a o1 7,61 (H-6") et le carbone a &c 120,6 (C-6) ; entre le proton a 6n 6,99 (H-5") et
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le carbone a 6c 115,5 (C -5”) ; entre le proton a 616,66 (H-3) et le carbone a d¢ 104,2 (C-4a) ; entre
les protons & o 6,22 (H-6) et le carbone 6 99,9(C-6) ; entre les protons a n 5,25(H-1"") et le carbone
a dc 75,7(C-1"") ; entre les protons a 614,33 (H-6"a, H-6"’b) et le carbone a & 63,8 (C-6’) ; entre
le proton & o4 4,15 (H-5"’) et le carbone a oc 76,7 (C-5") ; entre le proton a o1 3,85 (H-3") et le
carbone & &c 74,6 (C-3"’) entre le proton a 644,13 (H-2") et le carbone a &c 70,9 (C-2"’). Les valeurs

du déplacement chimique du proton et le carbone a 6n/d¢ 5,25/75,7 indiquent la présence d’un C-

glucose.
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Figure 14 : Spectre HSQC (600 HZ ; acétone) du composé ASE2

La structure complete de ce composé a été confirmée d’apres 1’analyse de son spectre HMBC.
Sur ce spectre on observe des corrélations entre le proton a dn 7,75 (H-2’) et les carbone a 6C
164,3(C-2) ;150,4(C-3) ;147,9(C-4’) ; 120,6(C-6" ) entre le proton a o1 7,61(H-6’) et les carbones a
oC 164,3(C-2) ;150,4(C-3");110,0(C-2") ; entre le proton a 81 6,99(H-3) et les carbones a 4C 150,4(C-
3%) ;147,9(C-4’) ;123,0(C-1°) ;110,0(C-2’) ; entre le proton a on 6,22(H-6) et les carbones a
0C164,0(C-7) ;161,9(C-5) ;103,4 (C-3); 182,5(C-4) ; entre le proton a 6+ 5,25(H-1"") et les carbones
a oC 70,7(C-2"’) ;103,4(C-3) ; 154,7(C-8a) ;164,0(C-7) ; entre le proton a dn 1,98(H-2""") et les
carbones a 0C(19,8) ; entre le proton a o 3,85(3’OMe) et les carbones a 6C(3’OMe) ; ce qui suggére
que le groupement glucosidique serait fixe en position 8 de la flavonoide.
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Figure 15 : Spectre HMBC (600 HZ ; acétone) du composé ASE?2

La position du sucre a été déduite par la corrélation entre les carbones 6c 103,4 et le carbone dc
74,6. L’ensemble de toutes ces données nous a permis de conclure qu’il s’agit d’un C-glucose d’ou
la structure de ASE2 est celle-ci ; déja isolé.
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L’ensemble de ces informations comparées aux données de la littérature nous a conduit a

identifier ASE2 au 6°’-O-acetylscoparoside. Précédemment isolée de (Bousquet et al., 1977).

Tableau X111 : Données spectrale RMN 3C (Acétone, 600 HZ) de ASE2.

N° carbone ASE2

6n (nH, mult., J(Hz)) e

1 - -
2 - 164,3
3 6,66 (1H, s) 103,4
4 - 182,5
4a - 104,2
5 OH 161,9
6 6,22 (1H, s) 99,9
7 - 164,0
8 - 103,4
8a - 154,7
N - 123,0
2’ 7,75 (1H, s) 110,0
3 OH 150,4
4 - 147,9
5 6,99 (1H, d, 7,0) 115,5
6’ 7,62 (1H, sl) 120,6
1”7 5,26 (1H, d, 7,0) 75,7
2”7 4,13 70,9
3” 3,85 (d, 7,0) 74.6
4 4,12 69,2
5” 4,15 76,7
6 4,33 63,8

4,33

1 - 170,1
2 1,98 (3H, s) 19,8
4’0OMe 3,85 (3H, s) 55,7
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Au terme de notre travail qui portait sur 1’étude phytochimique de I’extrait de la fraction a
I’acétate d’éthyle des écorces d’Acacia seyal, nous avons a 1’aide des méthodes chromatographiques
en phase liquide (CC, CCM,) isolé trois composés indexés ASE1, ASE2 et ASE3. Les structures de
deux d’entre ecux, notamment ASE1l et ASE2 ont été élucidées au moyen des techniques
physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire a
une et a deux dimensions. Ces composes ont été identifiés par comparaison de leurs données

spectrales avec celles de la littérature. 1ls appartiennent a différentes classes des flavonoides dont :

o Un flavonoide : de type flavone
o Un glucoside de flavone.
Le compose ASE3 est en cours d’analyse.
Nous nous proposons en perspectives :
o D’étudier les fractions restantes
o D’¢étendre I’étude a d’autres parties (les racines, feuilles) de cette plante
o De soumettre les produits isolés aux tests d’activités biologiques (antimicrobienne
et anticancéreuse ) afin de confirmer ou d’infirmer les vertus thérapeutiques suggérées par les

usages en médecine traditionnelle.
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I11.1. APPAREILLAGE ET MATEIEL VEGETAL

111.1.1. APPAREILLAGE

Lors de ce travail, le matériel végétal et ’extrait brut ont été pesés a 1’aide d’une balance
électronique de type DIGITAL SCALE. Une cuve de 5 L a été utilisée pour la macération. Apres,
macération nous avons utilisé un évaporateur de type Blichi pour concentrer. L’extrait brut obtenu a
¢été par la suite partitionné a I’aide d’une ampoule a décanter de 2 L. La fraction a 1’acétate d’éthyle
obtenue a été fractionnée avec une colonne en verre fritté de 5 cm de diametre et de 70 cm de hauteur
lors de la chromatographie sur colonne. Les résultats obtenus ont été analysés avec un spectrométre

de résonance magnétique nucléaire pour I’enregistrement des spectres.

Figure 16 : Evaporateur rotatif de marque Buichi.

111.1.2. MATERIEL VEGETAL
Les écorces d’Acacia seyal ont été recoltées dans la région du Nord Cameroun plus

précisement dans la ville de Maroua en Septembre 2023.

111.2. EXTRACTION ET ISOLEMENT
111.2.1. EXTRACTION

Les écorces d’Acacia seyal ont été séchées pendant deux semaines et broyées pour donner une
poudre de masse 500 g. Cette poudre a été extraite par macération au MeOH pendant 72 heures a
température ambiante, Le filtrat obtenu a été évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif de type Biichi
et a permis d’obtenir 15 g d’extrait brut. L’extrait brut obtenu a été dissout dans I’eau distillée et une
partie liquide-liquide a été faite. En utilisant I’hexane et 1’acétate d’éthyle, successivement ; nous

avons obtenu 1 g de la fraction a I’acétate 1’éthyle.
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111.2.2 ISOLEMENT

1 g de la fraction a acétate ont été fixes sur 10 g de silice de type MERCK 60 de granulométrie
variant de 0,040 a 0,063 mm de diameétre de porosité 230-400 MSH ASTM. Aprés évaporation
compléte du solvant, la poudre obtenue est montée dans une colonne en verre fritté contenant
préalablement une bouillie de silice faite a I’hexane. Une élution a été faite en polarité croissante dans

le systéme hexane, hexane/acétate d’éthyle, acétate d’éthyle/méthanol. Plusieurs sous-fractions ont

été recueillies Sur la base de la CCM. Les résultats sont présentés dans le Tableau XIV.

Tableau X1V : Chromatogramme de dégrossissement de la fraction a I’acétate d’éthyle des

écorces d’Acacia seyal

Systéme d’élution Systéme ccm Fraction Observation
Hexane pure Hexane pure SO Rien
Hexane /AcOEt 10% Hexane/AcOEt 15% S1 Trainée
Hexane/AcOEt 20% Hexane /AcOEt 25% S2 Mélange
Hexane /AcOEt 40% Hexane /AcOEt 40% S3 Mélange
Hexane/AcOEt 60% Hexane /AcOEt 65% S4 ASE1
Hexane/AcOEt 80% Hexane/AcOEt 85% S5 Mélange
Hexane/AcOEt 100% | AcCOEt/MeOH S6 Trainé
ACOET /MeOH 10% | AcOEt/ MeOH 15% S7 Mélange
AcOEt/ MeOH
AcOEt/MeOH 20% + une goutte S8 ASE2
d’acide acétique 5%
ACOEt MeOH Mé!a.nge_qui a subi une
+ une goutte d’acide pl{“flcatlon sur
AcOEt/MeOH 30% - S9 Séphadex
acetique 5% + une (LH-20) MeOH Sous
goutte d’cau fraction F9° ASE3
AcOEt/MeOH 100% | AcOEt pure S10 Trainée

111.2.3. TRAITEMENT DES DIFFERENTES SOUS FRACTIONS

®,

s Traitement de la sous fraction F4
La CCM des séries F 4 montrent une tache sur la plague chromatogramme et une tache a température
ambiante dans 1’hexane-acétate (60%). Il apparait un dép6t blanc, le produit est lavé a I’hexane et
purifiés ASE1.

% Traitement de la sous fraction F§
La CC M des séries F8 montre une tache sur la plague chromatographique et précipitent a température
ambiante dans le systtme AcOEt/MeOH (20%). il apparait un dépét blanc le produit est lavé a

I’hexane et purifiés ASE2.
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*» Traitement de la sous fraction F9
Les séries F9 ont été purifies grace au séphadex ce qui nous conduit a la series F9’ il apparait au siens
de cette sous fraction apres précipitation a la température ambiante un dépdt de couleur blanche le
produit ASE3.

111.2.4. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES ET SPECTROSCOPIQUES DES
COMPOSES ISOLES

» ASEl1:

= Aspect physique : cristaux blancs
» Formule brute :C16H1206

= Solvant de solubilité : DMSO

= Test de SHINODA : Positif

= Test chlorure ferrique : violette

> ASE2:

e Aspect physique : cristaux blancs
e Formule brute : C24H24012

e Solvant de solubilité : MeOH

e Test de SHINODA : Positif

e Test chlorure ferrique : violette

® Test de molish : positif

Mémoire de Master en Chimie, rédigé et présenté par DJOMO TCHAPNDA Franky Larissa 45




Etude Phytochimique de la fraction a Pacétate d’éthyle de ’extrait au méthanol des écorces d’Acacia seyal Del. Var. (Fabaceae)

ANNEXE
%  TEST DE MOLISH (caracteristique des sucres)

Dans un tube a essai, dissoudre une petite quantité de produit dans le méthanol. Dissoudre 100
mg de a-naphtol dans 10 mL d’éthanol. Prélever 2 mL de cette solution et 1’ajouter a la
solution du produit puis homogénéiser. Faire couler doucement quelques gouttes d’acide sulfurique
concentré sur le mélange. L’observation d’une coloration violette a I’interface indique la présence

d’un sucre (Rosine et Momo, 2009)
« TEST DE SHINODA (caractéristique des flavonoides)

A une solution de produit a analyser, on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique
concentré et quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides se manifeste
par D’effervescence suivie d’un changement brusque de couleur de la solution qui passe au rose

(Ciulel, 1982 ; Karumi et al., 2004)
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