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RESUME

Le présent travail porte sur 1’étude des constituants chimiques de la fraction a 1’acétone
des tiges de Garcinia nobilis (Clusiaceae), une plante médicinale Camerounaise choisie en
raison de ses nombreux usages en médecine traditionnelle.

Ainsi, la poudre (2 Kg) des tiges de Garcinia nobilis a subi une macération au méthanol
pendant 48h (x2) pour donner un extrait brut au méthanol de 100 g. 98 g de cet extrait brut a
subi un fractionnement par trituration respectivement a 1’hexane, au dichlorométhane, a
I’acétone et nous avons obtenu respectivement 15 g, 30 g, et 29 g de chaque extrait en plus d’un
résidu au méthanol d’environ 20 g. De la fraction a 1’acétone (27g), nous avons a I’aide des
méthodes chromatographiques (CCM, CC), isolé huit (08) composés dont quatre (04) ont été
entierement caractérisés grace a une analyse rigoureuse des données spectrales notamment la
résonnance magnétique nucléaire (RMN) a une dimension (1*C et 'H) et a deux dimensions
(COSY, HSQC, HMBC) et par comparaison de leurs données spectrales décrites dans la
littérature. Ces quatre (04) composés ont été identifiés respectivement a la friedeline 67
(triterpene), la euxanthone 87 (xanthone), le norathyriol 19 (xanthone) et au 3-$-O-D-
glucopyranosyl-stigmastérol 88 (stérol glucosylé).

Mots-clés : Clusiaceae, Garcinia nobilis, xanthones, triterpenes, stérols.
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ABSTRACT

_

This work focuses on the phytochemical investigation of acetone fraction of Garcinia
nobilis (Clusiaceae) stems, a Cameroonian medicinal plant chosen for its uses in traditional
medicine.

The powder (2 kg) of Garcinia nobilis stems underwent maceration in methanol for 48
hours (x2) to yield a crude methanol extract of 100 g. 98 g of this crude extract underwent
fractionation by trituration with hexane, dichloromethane, and acetone, respectively, and we
obtained 15 g, 30 g, and 29 g of each extract, respectively, in addition to a methanol residue
of approximately 20 g. From the acetone fraction (27g), we have, using chromatographic
methods (TLC, CC), isolated eight (08) compounds, four (04) of which were fully
characterized through rigorous analysis of spectral data, including one-dimensional (13C and
1H) and two-dimensional (COSY, HSQC, HMBC) nuclear magnetic resonance (NMR) and
by comparison of their spectral data described in the literature. These four (04) compounds
were identified respectively as friedeline 67 (triterpene), euxanthone 87 (xanthone),

norathyriol 19 (xanthone) and 3-4-O-D-glucopyranosyl-stigmasterol 88 (glucosylated sterol).

Keywords : Clusiaceae, Garcinia nobilis, xanthones, triterpenes, sterols.
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INTRODUCTION GENERALE
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Le Cameroun est un pays d’Afrique centrale qui s’étend sur une superficie de 475442
km? et se situe le long de 1’Océan Atlantique en partageant ses frontiéres avec la République
Centrafricaine a 1’Est, le Tchad au Nord, la Guinée Equatoriale au Littorale, le Gabon au Sud
et le Nigéria au Nord-Ouest (Kelodjoué et al., 2012). 11 reste et demeure 1’un des pays de la
sous-région dont la flore trés riche reste encore sous exploitée. Cette flore qui constitue environ
90% de son patrimoine, est tres diversifiée et constitue un réservoir énorme de plantes
médicinales. Ces plantes possédent des propriétés médicamenteuses pour traiter des maladies
ou des infections que présente I’homme (Sandhya et al., 2006).

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, prés de 80% de la population africaine
dépend des plantes médicinales pour des soins de santé primaire (Mangambu et al., 2013;
Organisation Mondiale de la Santé, 2013) et au Cameroun , il s’agit d’environ 95% de la
population qui en dépend. Ainsi, Le manque des moyens techniques, le colt élevé des
prestations et des médicaments conventionnels associés a leurs effets indésirables,
I’insuffisance des campagnes d’éducation pour la santé et la disponibilité des plantes expliquent
ce recours massif aux plantes médicinales (Kuete et Efferth, 2010). Des investigations
chimiques et biologiques continuent de faire I’objet des travaux de recherche dans des
laboratoires afin de déterminer la connaissance empirique des constituants chimiques ainsi que
les propriétés pharmacologiques des plantes médicinales pour une meilleure valorisation. Au
Cameroun, environ 8300 plantes médicinales ont été répertoriés et pres de S000 de ces plantes
n’ont pas encore fait I’objet d’études phytochimiques.

Pour une connaissance empirique des constituants chimiques des plantes de la
pharmacopée africaine en générale et camerounaise en particulier, le laboratoire des Substances
Naturelles et de Synthese Organique Appliquée (LANAPOS) par le biais du département de
chimie organique participe a la valorisation de la flore médicinale de notre pays en faisant des
substances naturelles une source d’études phytochimiques.

C’est ainsi qu’il nous a été proposé dans le cadre de nos travaux de recherche en vue de
I’obtention du diplome de Master II en Chimie Organique, 1’étude phytochimique de la fraction
a ’acétone des tiges de Garcinia nobilis. Le choix porté d’une part sur la plante médicinale
camerounaise Garcina nobilis, s’est fait sur la base de ses usages en médecine traditionnelle en
rapport avec les thématiques développées dans notre laboratoire notamment dans le traitement
des maladies telles que le paludisme, la fievre typhoide, le cancer, les infections cutanées, des
goitres, la stérilité féminine (Obolskiy et al., 2009; Khumalo et al., 2021; Ramadwa et
Meddows-Taylor, 2023; Chinsembu et al., 2019) et sur la base des données chimio
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taxonomiques des especes du genre Garcinia et d’autre part sur la fraction a 1’acétone s’est fait
grace bonnes activités anti bactériennes présentées contre les souches M.tuberculosis ATCC
27294 avec une CMI de 128ug/mL et E.coli ATCC10536 avec une CMI de 64 ug/mL qu’a
d’apres les travaux de Fouotsa et al. en 2013 (Fouotsa et al., 2013). En effet, les plantes du
genre Garcinia sont des sources riches de composés bioactifs parmi lesquels les xanthones, les
benzophénones sont les principaux biomarqueurs (Acuna et al., 2012). Les plantes appartenant
a ce genre se reconnaissent comme plantes dotées de propriétés anti bactérienne, anti
inflammatoire et analgésique (Almeida et al., 2008; Panthong et al., 2007).

La recherche des différents constituants chimiques contenus dans la fraction a 1’acétone
des tiges de Garcinia nobilis est 1’ objectif principal de ce travail. Pour y arriver, extraire, isoler,
purifier et ¢élucider les différentes structures des métabolites secondaires de cet extrait
apparaissent comme nos objectifs spécifiques.

Le présent mémoire en plus d’une introduction générale, d’une conclusion et d’une liste
de références bibliographiques s’articulera autour de trois chapitres :

- Le premier chapitre porte sur une revue de la littérature sur la famille, le genre et

I’espece,

- Le second chapitre présente les résultats et discussions des travaux personnels obtenus
au laboratoire,

- Le troisieme chapitre présente la partie expérimentale.
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CHAPITRE I : REVUE DE LA "
LITTERATURE |
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I.1. Apercu botanique

I.1.1. Généralités sur la famille des Clusiaceae

La famille des Clusiaceae (Guttiferae) (Ruhfel et al., 2011), est une famille de plantes
dicotylédones appartenant a I’ordre des angiospermes (plantes a fleurs) (Ruhfel et al., 2013).
Les Clusiaceae sont rencontrées principalement dans les zones tempérées, tropicales et
subtropicales d’Afrique, du Sud d’Amérique, du Nord de I’Australie et du Sud-Est d’Asie
(Duclos, 1950). Les plantes de la famille des Clusiaceae se distinguent par leur habilité a
produire la gomme-gutte. Elles peuvent étre des arbres ou arbustes contenant un latex résineux
jaune ou orange qui s’écoulent des écorces, fleurs ou fruits lorsqu’on les entaille mais
difficilement des feuilles (Busson, 1965). Le tronc ou I’écorce est dur, ferme avec des poires
de taille moyenne dont les rayons sont visibles (Letouzey, 1982). Les feuilles sont simples,
entieres et opposées ; le limbe est souvent muni de glandes; la marge est généralement entiére
et les stipules sont presque absentes (Berhaut, 1975). Les fleurs sont régulicres, solitaires,
terminales, unisexuées et hermaphrodites de teinte blanche, jaune ou rose (Xi-Wen et al., 2009).
Les graines sont petites ou grandes soudées en corps charnu (Stevens, 2001). Les fruits sont
des capsules en drupes ou baies trés charnu (Stevens, 2007). Les Clusiaceae comptent environ
1600 espéces reparties en 37 genres (Kuete et al., 2013) parmi lesquels le genre Garcinia qui

est le deuxiéme grand genre de cette famille et qui fait I’objet de notre étude.

I.1.2. Généralités sur le genre Garcinia

Le genre Garcinia est ’'un des genres le plus répandu de la famille des Clusiaceae (Lin
et al., 2021). 11 dénombre pres de 405 especes (Powo , 2024) dont 22 en Chine (Lin et al.,
2021), 49 en Malaisie (Emlee et al., 2023), 31 en Indochine (Ngernsaengsaruay et al., 2023)
et environ 200 présentes dans les régions tropicales africaines (Bamps, 1970). Les plantes du
genre Garcinia sont connues pour leur résine sous forme de gomme jaune-brunatre (Wong et
Klemmer, 2008). Elles sont essentiellement constituées d’arbres pouvant atteindre jusqu'a 30
m de hauteur et d’arbustes dioiques (Supasuteekul et al., 2016). Les feuilles sont simples,
opposées, verticillées (Adam, 1971); les inflorescences sont solitaires et terminales ou
axillaires ; les fleurs sont polygones ou dioiques (Berhaut, 1975); les fruits sont des drupes,
lisses, et contiennent des graines ou pépins dans la pulpe de 1’épiderme (Heitz et Guinier,
1943). Les graines sont entourées d’un tissu pulpeux, considérées parfois comme arille (Bamps
et al., 1978).et les écorces sont marron foncés ou noire (Aubréville, 1959). Concernant leurs
répartition géographique, les plantes du genre Garcinia sont largement présentes en Asie et

Afrique tropicale (Espirito Santo et al., 2020). On les retrouve dans les pays tels que le Brésil,
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la Polynésie, la Chine, I’Inde, la Malaisie, I’Indochine, I’ Australie, le Sénégal, la cote d’ivoire,
le Kenya, le Nigéria, le Gabon, I’Afrique du Sud, 1’Angola, la Tanzanie, le Cameroun, I’ile de

Madagascar (Bamps et al., 1978).

W
' Pays ou on retrouve les plantes du Genre Garcinia dans le monde

-

Figure 1: Répartition géographique des especes du genre Garcinia dans le monde

Au Cameroun, on recense environ 21 espéces identifiées au Cameroun grice aux
échantillons conservées a 1’herbier National du Cameroun (HNC), soit 11% de 1’ensemble des

200 especes déclarées confinées sous les tropiques (Guedje et al., 2001). Les espéces

retrouvées au Cameroun sont consignées dans le tableau 1 (Guedje et al., 2001).
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Tableau 1: Répartition géographique de quelques especes du genre Garcinia au Cameroun

Espéces Répartition géographique
G. afzelii Mokolo (Extreme-Nord).
G.barteri Ngaoundéré (Adamaoua); Tcholliré (Nord).

G. brevipedicellata

Mundenba (Sud-Ouest); Douala (Littoral); Kribi (Sud).

G. chromocarpa

Manf¢ (Sud-Ouest).

G.conrouana

Bafang (Ouest); Manfé (Sud-Ouest); Eséka (Littoral).

G. elliotii

Wum (Nord-Ouest); Eséka (Littoral); Kribi (Sud).

G. epunctata

Banyo (Adamaoua); Foumban (Ouest); Kribi (Sud).

G.gnetoides Wum (Nord-Ouest); Eseka (Littoral); Kribi (Sud).

G.kola Manfé (Sud-Ouest); Mfou (Centre); Batouri-Ngoila (Est).
G.letestui Kribi (Sud).

G.lucida Manfé  (Sud-Ouest);  Akonoliga-Ndikiminéki-Mfou-Yaoundé

(Centre); Lolodorf-Ebolowa-Kribi (Sud).

G.mangostana

Dschang (Ouest).

G.manii Tignere (Adamaoua); Kribi (Sud); Mfou (Centre) ; Matom-Douala
(Littoral).

G.nobilis Banguem (Sud-ouest); Lolodorf (Est); Okola (Centre).

G.ovalifolia Guider (Extreme-Nord); Tibati (Adamaoua); Kribi (Sud); Nanga-
Eboko (Centre).

G.polyantha Bertoua et Abong-Mbang (Est); Kumba (Sud-Ouest); Yaoundé
(Centre).

G.punctata Banyo (Adamaoua); Foumban (Ouest); Yaoundé-Bafia (Centre);
Ebolowa-Samgmélima-Kribi (Sud);.

G.pneussii Abong-Mbang (Est); Yaoundé (Centre); Eseka (Littoral).

G.smeathmannii Nkambé-Bamenda (Nord-Ouest); Bafoussam-Foumban (Ouest);
Eséka (Littoral).

G.staudii Douala (Littoral).

G.tinctoria Dschang (Ouest)
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1.1.3. Généralités sur ’espéce Garcinia nobilis
Garcinia nobilis est un petit arbre dioique de taille moyenne d’environ 8 a 13 m (Kennedy,
1936; Bouquet, 1969; Berhaut, 1975);
+* Les branches sont étalées horizontalement;
% Le tronc est cylindrique avec un diametre qui varie entre 8 a 25 cm;
¢ Les feuilles sont tres larges de couleur verte au-dessus et jaune en dessous;
¢ Les fleurs sont ramifiées et disposées en fascicule avec une couleur blanche;

¢ Les fruits sont longs de 6 a 7 cm, violacés et possédent un latex jaune.

Figure 2: Tiges et feuilles de Garcinia nobilis (Varelle NZOGOUNG 2023)

I.1.3.1. Répartition géographique de I’espéce Garcinia nobilis

Garcinia nobilis pousse dans les milieux humides et le long des rivieres (Kennedy,
1936; Bouquet, 1969; Berhaut, 1975). En Afrique elle est présente principalement au
Cameroun et au Gabon. Au Cameroun, on la retrouve plus précisément dans les régions du Sud

(Lolodorf), Centre (Okola) et Sud- Ouest (Bangem).
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Figure 3: Répartition géographique de 1’especes Garcinia nobilis au Cameroun

1.1.3.2. Taxonomie
La classification botanique illustrée dans le tableau 2, montre la position systématique
de Garcinia nobilis dans le régne végétal (Stevens, 2001).

Tableau 2: Taxonomie de I’espéce Garcinia nobilis

REGNE Plantae
SOUS-REGNE Tracheophyta
EMBRANCHEMENT Spermatophyta
SOUS-EMBRANCHEMENT | Magnoliophyta (angiospermes)
CLASSE Equisetopsida
SOUS-CLASSE Magnoliidae
SUPERORDRE Rosanae
ORDRE Malpighiales
FAMILLE Clusiaceae
SOUS-FAMILLE Clusioideae
TRIBU Garcinieae
GENRE Garcinia
ESPECE Nobilis-engl
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1.2. Usages ethnobotaniques des espéces du genre Garcinia
Les travaux effectués a nos jours sur les plantes du genre ont confirmé et /ou affirmé
certaines utilisations ethnobotaniques de ses espéces sur le plan nutritionnel, industriel et

thérapeutique.

1.2.1. Sur le plan nutritionnel

Prés de deux tiers des espéces du genre Garcinia produisent des fruits comestibles comme
le Camboge issu de Garcinia morella (Walter et Sam, 1999). Les fruits de Garcinia
mangostana sont d’une source importante de nutrition en Asie du Sud car ils ont la réputation
d’étre treés agréables au golt alors que ceux de Garcinia gummi-gutta et Garcinia forbesii ont
un gott acide (Burkill, 1966). La pulpe de Garcinia livingstonei est fraiche et peut étre utilisée
pour préparer de la créme glacée et des boissons alcoolisées (Ramadwa et Meddows-Taylor,
2023). La noix de kola du Garcinia kola et Garcinia lucida est plus utilisée comme adjuvant au
Cameroun. L’apport en éléments minéraux, vitamines et acides aminés que contiennent ces
fruits fait d’eux des aliments d’appoint complémentaire et parfois indispensable, en période de
soudure pour les populations locales forestieres (Guedje et al., 2001). Au Cameroun, 1’écorce
de la tige de Garcinia kola, Garcinia lucida, Garcinia mannii est couramment utilisée pour la
fermentation du vin de palme ou de raphia et pour la distillation de ces vins en liqueur

traditionnelle (Guedje et al., 2001).

1.2.2. Sur le plan industriel

Le bois du tronc de I’espece Garcinia paucinervis est dur, résistant aux termites et sert a la
transformation des produits comme les Papiers, tables. Il est non seulement utilisé par les
populations dans les constructions des pirogues, des ponts mais aussi dans la confection d’objets
d’art et de décoration (Normand, 1955). Les plantes du genre Garcinia produisent également
une résine ou une gomme commerciale précieuse. Le péricarpe de garcinia mangostana a aussi
une utilit¢ dans le polissage des ornements en Or et en Argent. Pour la plupart, 1’huile des
graines des plantes du genre Garcinia est utilisée dans la production de savon et pour le
graissage des machines. Les graisses extraites des graines servent comme émolliant dans la
fabrication de produits cosmétiques (Kumar et al., 2013; Semwal et al., 2015; Kvist et al.,

2001).

1.2.3. Sur le plan thérapeutique
Dans la médicine traditionnelle, les plantes du genre Garcinia sont utilisées dans le
traitement d’acné, d’infections et d’cedémes. Les fruits de Garcinia gummi-gutta sont parfois

consommés comme remedes traditionnels pour traiter la tuberculose, diarrhée et la dysenterie
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amibienne (Chinsembu et al., 2019). La médecine traditionnelle asiatique les prescrit en
infusion contre les affections cutanées telles que les rougeurs ou les brilures, 1’infusion de ses
fruits serait aussi tonique pour le coeur et le foie (Semwal et al., 2015; Khumalo et al., 2021).
Le péricarpe de Garcinia mangostana soigne traditionnellement les plaies infectées et les
ulcéres chroniques (Pedraza-Chaverri et al., 2008; De Melo et al., 2014). Les feuilles et les
¢corces de Garcinia mangostana et Garcinia livingstonei peuvent étre utilisées dans le
traitement de [’eczéma, la cystite, les troubles urinaires, les troubles menstruels, les
rhumatismes, la constipation, les hémorroides et des infections parasitaires de I’intestin
(Obolskiy et al., 2009; Khumalo et al., 2021; Ramadwa et Meddows-Taylor, 2023). Les
feuilles et fruits de Garcinia cambogia contiennent de I’acide hydroxycitrique qui est utilisé
pour la perte de poids corporel (Heymsfield et al., 1998).

Au Cameroun, les graines de Garcinia kola, Garcinia polyantha sont employées comme
antidote de poison ou de venin. Elles entrent dans la composition des médicaments servant a
traiter de multiples affections gastro-intestinales et pulmonaires (Guedje et al., 2001). Les
plaies du tronc de Garcinia Polyantha exsudent une résine épaisse d’un beau jaune de chrome
gluante et collante ; cette résine est utilisée au Sénégal par les populations en pansement sur les
plaies (Bouquet, 1969). Le latex de Garcinia smeathmannii est prescrit en instillation oculaires
contre les ophtalmies. Garcinia punctata Oliv est utilisé dans la région de Boko au Congo
Brazzaville pour soigner les maux de cotes et la toux. La poudre d’écorce de cette derniere est
utilisée pour soigner les morsures de serpent (Bouquet, 1969). La décoction des écorces du
tronc de Garcinia kola, est utilisée pour le traitement de ’hypertension artérielle. Les graines
consommeées avec du vin de palme nettoieraient le ventre et surtout seraient aphrodisiaques
(Bouquet, 1969). Garcinia epunctata Stapf est utilisé au Congo Brazzaville pour le traitement
du mal d’estomac (Bouquet, 1969). De méme, en Cote d’Ivoire, ses feuilles en décoction sont

utilisées pour soulager les douleurs dentaires (Visser, 1975).

L.3. Travaux antérieurs faits sur le genre Garcinia
Du fait de leurs multiples usages en médecine traditionnelle, les plantes du genre

Garcinia ont fait I’objet de nombreuses études tant chimiques que pharmacologiques.

1.3.1. Travaux chimiques antérieurs du genre Garcinia
Les plantes du genre Garcinia sont une source importante de métabolites secondaires.
De ce fait, de nombreux composés ont €t¢ isolés appartenant a diverses classes de métabolites

secondaires parmi lesquelles: les triterpenes, les stéroides, les depsidones, les acétogénines et
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les cinnamates mais majoritairement les xanthones, les benzophénones, les flavonoides et les
bi flavonoides.
1.3.1.1. Les xanthones
1.3.1.1.1. Définition, structure et nomenclature

Les xanthones constituent une classe de métabolite secondaire chez les plantes
supérieures. L appellation « xanthone » a été inventée par Schmid et découle du mot grec «
xanthods », qui signifie jaune, afin de désigner la couleur jaune du composé isolé du péricarpe
de mangoustan issu de Garcinia mangostana L. en 1855 (Badiali et al., 2023). Plus de 250
xanthones ont été isolées et identifiées dans des plantes des familles des Gentianaceae,
Clusiaceae et Hypericaceae (Feng et al., 2020). En effet, les xanthones sont des composés
hétérocycliques oxygénés dont la structure de base est la dibenzo-y-pirone 1, connu sous le nom
de 9H-xanthéne-9-one, de formule moléculaire Ci13HgO». La nature symétrique du squelette
xanthonique associée a son origine biogénique mixte chez les plantes supérieures, nécessite la
numérotation selon des conventions biosynthétiques (Bennett et Lee, 1989). De ce qui précede,
le squelette xanthonique est constitué d’un cycle A (dérivé de la voie polyacétate), d’un cycle
B (dérivé de la voie du shikimate) et d’un cycle C (résultant d’une cyclisation entre les cycles

Acet B).

@]
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En dépit de leur nombre sans cesse croissant, les xanthones ont une répartition restreinte
dans le regne végetal. Elles sont particulierement abondantes dans certaines familles. Les
travaux de Peres et al. (Peres et al., 2000) ont confirmé que ses métabolites étaient abondants
dans une vingtaine de familles parmi lesquelles les Hypericaceae et Clusiaceae. Les xanthones
jouent un réle important dans la chimiotaxonomie des Clusiaceae. Les xanthones se subdivisent
en plusieurs groupes a savoir: les xanthones oxygénées simples, les xanthones glycosylées,
prénylées, les xanthonolignoides , les furannoxanthones et les bisxanthones (Vieira et Kijjoa,
2005).
1.3.1.1.2. Biosynthése des xanthones

Chez les végétaux supérieurs, la biosynthese des xanthones fait intervenir deux voies :

la voie mixte (polyacétate et shikimique) et la voie des polyacétates.
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» La voie mixte
Ici, la voie des polyacétates est impliquée dans la synthése du cycle A, tandis que le cycle

B dérive de la voie de I’acide shikimique. La condensation des unités benzoyl-CoA et malonyl-
CoA implique une benzophénone synthase, enzyme ayant été étudiée notamment chez Garcinia
mangostana (Nualkaew et al., 2012). En effet, une molécule d’acide shikimique 2 va subir
certaines transformations afin d’obtenir en premier I’acide cinnamique 3 et en second ’unité
benzoyl 4. Une condensation de Claisen permet ensuite 1’aromatisation de la chaine latérale en
cycle A, conduisant a une benzophénone intermédiaire 5. La cyclisation de cette derniére

donnera une xanthone simple dioxygénée (Hay et al., 2004; Zhou et al., 2008).
COOH

COOH HOOC COOH COOH
@HOOC @\« -CO, _Enzyme
-2H;0 -H20 Reductrice
2

Acide prephenlque Acide phenylpyruvique

O _on o SCoA CoAS 0]
3 1. 03 __Activation CoAS 0
>~ —_—
2. H,0,/ HCI (HSCoA) (3 unités de Ac-SCoA)
0O O
Benzophénone synthase
Acide benzoique =
_ N

: O
0|08
S | 2o

= | o
5|8z
o >
=] a
(0]

O OH
O g Cyclisation HO @ OH
O OH
Xanthone
OH

lon

Schéma 1: Biosynthése des xanthones par voie mixte

> La voie polyacétate

La voie polyacétate fait intervenir la condensation de sept unités d’acétyl coenzyme A

6 et celle-ci va subir une cyclisation de claisen et d’autres transformations jusqu’a 1’obtention

d’une xanthone simple trioxygénée 7 (Zhou et al., 2008).
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Schéma 2: Biosynthése des xanthones par la voie polyacétate

1.3.1.1.3. Méthodes de détermination structurale des xanthones

L’¢lucidation structurale des xanthones se fait aux moyens des techniques
spectroscopiques telles que la spectroscopie UV, IR, la résonnance magnétique nucléaire 'D et
’D ainsi que la spectrométrie de masse (Sun et al., 2013).

» Spectrométrie de masse (MS)

La spectrométrie de masse est un outil nécessaire pour I’¢lucidation des xanthone. Elle
permet non seulement d’accéder a la formule brute mais ¢galement de déterminer le type de
xanthone présenté dans la molécule. En effet, pour les pics de 1’ion moléculaire a m/z 228, 244,
260 renseignent respectivement la présence d’une xanthone dioxygénée, trioxygénée et
tétraoxygénées simples.

» Spectroscopie ultraviolette visible (UV)

Cette technique permet de localiser les groupes hydroxyles libres dans les xanthones.
En effet, les bandes d’absorption maximale sont observées dans la zone 220-410 nm. La plupart
des substances présentent une absorption marquée a 400 nm, ce qui expliquerai leur couleur

jaune (Fouotsa et al., 2024).
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» Spectroscopie Infra rouge (IR)

Le spectre IR présente généralement une bande forte a la fréquence 1657 cm montrant
ainsi la présence d’un groupement carbonyle cétone des xanthones. Cette fréquence varie en
fonction des substituants occupant les positions du noyau xanthone. Un groupement hydroxyle
en position 1 ou 8 peut diminuer la fréquence a environ 1650 cm (Fouotsa et al., 2024).

> Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN 'H)

La RMN 'H renseigne sur le nombre de familles de protons que présente le spectre du
composé a analyser. Dans la classe des xanthones, elle donne des informations sur les
différentes substitutions de chaque cycle. Les protons aromatiques d’une xanthone simple
apparaissent entre 7,70-8,05 ppm 8. Lorsque les groupements hydroxyles sont substitués en
position 1 ou 8 comme le montre la structures 9, on observe des pics compris entre 12—13 ppm
et I'absorption des protons aromatiques apparait dans I’intervalle 6,80-7,60 ppm (voir A). Les
signaux entre 2,30-2,70 ppm et 3,50-4,05 ppm peuvent indiquer respectivement qu’un groupe
acétyle ou méthoxyle pourrait étre substitu¢ en position péri du groupe carbonyle (position 1
ou 8) comme le montre les structures 10 (Fouotsa et al., 2024). Les protons des xanthones 1,7-
dioxygénées apparaissent dans [’intervalle 6,60-7,70 ppm et forment généralement des
systtmes ABC (Cycle A) et ABX (cycle B) du noyau xanthone. Ces protons sont le plus souvent
regroupés en fonction des différentes valeurs de leurs constantes de couplage confére structure
11 (voir B). Les xanthones 1,3,6,7-tétraoxygénées 12, quant a eux présentent deux protons
couplés en méta dans le spectre RMN 'H. Les protons des méthyles sont contenus dans les

champs fort.

Avec

R= CH,C=0
ou CH3

H 9 H Ho 10 H

H:770-8,05ppm  OH:12,00-13,00 ppm R %’%%‘i’é% ppm
H : 6,80-7,60 ppm OU=,00 PPM

B)
Systéme ABC Systéme ABX
H:6,60-7,70 ppm H:6,60-7,70 ppm H : 6,30-6,99 ppm
J:. 7-8 Hz J: 8-9 Hz en Ortho J: 1,5-2 Hz

J: 2-3 Hz en Méta
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> Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du carbone (RMN 3C)

Le spectre RMN 3C renseigne sur le nombre exact de carbone contenu dans la
molécule. Lorsqu’on a un déplacement chimique a 184,5 ppm, ceci indique d’une part la
présence du carbonyle cétone et d’autre part que les positions 1 et 8 sont substituées par des
groupes hydroxyles 13. Cependant, lorsque 1'une de ces positions est occupée par un groupe
méthoxy ou un ose, le signal du carbonyle de la cétone est déplacé vers les champs faibles a
188,5 ppm 14 et si les deux positions (1 et 8) sont occupées par un groupe méthoxy ou des oses,
le déplacement chimique est a 194,5 ppm 15. Quant au groupement méthoxy situés en position

1 ou 8, leur déplacement chimique apparait autour de 60—61 ppm 15 (Fouotsa et al., 2024).

o 184,5 ppm 188,5 ppm 194,5 ppm
o o ﬁ
. 8
3 O0u ose
4b O 4a b O 4a b O 4a

5 4 4

Avec R= CH3 ou ose SiR= CH3. 60-61 ppm

1.3.1.1.4. Quelques xanthones isolés du genre Garcinia

Tableau 3: Quelques xanthones isolés du genre Garcinia

G.polyantha Xanthone
dioxygénée
Polyxanthone B prénylée
(Louh et al.,
2008)
G.picrorhiza
1,2,5-
trihydroxyxanthone
(Sukandar et al., | Xanthone
2021) trioxygénée
G.ovalifolia simple
Banfoxanthone

(Noudou et al.,
2015)
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Tableau 3: Quelques xanthones isolés du genre Garcinia (Suite)

O OH
Beee!
HO O OH

19

1,3,6,7-
tétrahydroxyxanthone
ou Norathyriol

G.mackeaniana

(Ha et al., 2020)

Xanthone
tétraoxygénée
simple

Garcixanthone C

G.mangostana

(Ibrahim et al.,|Xanthone
2018) tétraoxygénee
prénylée
G.oligantha
Olinganthin I
(Gong et al., 2020)
X G.delpyxanthone
Xanthone
O OH & Delpyxanthone B tétraoxygénée
H5CO géranylée
O O (Nhan et al., 2021)
H5CO 0 OH
22
OH O OH
HO G.picrorhiza Xanthone
O O 3’-hydroxycalothore furanoxanthone
0 O  OH |xanthone
23 (Sukandar et al.,
2021)
O OH
HO 1,3,6,7- G. mangonstana | Xanthone
O O tétrahydroxyxanthone glycosylée
HO 0 0 O-glucoside (Holloway et
24 Glc Scheinmann, 1975
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Tableau 3: Quelques xanthones isolés du genre Garcinia (Suite)

OH

OH O G.schomburgkiana

Schomburgkixanthone Bisxanthone

(Lien Do et al.,
2021)

De nombreuses études phytochimiques ont été effectuées sur toutes les parties de
I’espéce Garcinia nobilis. Cette espeéce apparait comme une source riche en composés
xanthonique. Les travaux de Fouotsa et al. en 2012, 2014 et 2021 sur I’extrait au méthanol des
¢corces, brindilles et feuilles de Garcinia nobilis ont permis d’isoler prés de 23 xanthones. Le

tableau ci-dessous présente quleques xanthones isolées de cette espece.

Tableau 4: Quelques xanthones isolés de I’espéce Garcinia nobilis

G.nobilis
Caroxanthone
Gartanine
8-hydroxycudraxanthone G

(Fouotsa et al., 2012)
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Tableau 4: Quelques xanthones isolés de 1’espece Garcinia nobilis (Suite)

0] OH
MeO 1,3-dihydroxy-6,7- G.nobilis
O O diméthoxyxanthone
MeO 0] OH
29
O OH
O O 1,3,5-trihydroxyxanthone
© OH (Fouotsa et al., 2014)
OH 30
OH O OH G.nobilis
=
O O mboudiexanthone
0]
oH 31 (Fouotsa et al., 2021)

1.3.1.2. Les triterpénes
1.3.1.2.1. Définition, structure et nomenclature

Le terme terpeéne dérive du mot allemand « terpentin » qui signifie « térébenthine » car
cette substance est exsudée par le térébinthe (Pistacia terebinthus) arbuste résineux
méditerranéen dont ont été isolés, pour la premiere fois, des composés appartenant a la famille
des Dipterocarpacées (McManus, 1973; Langenheim, 2003). Les terpenes constituent une tres
grande classe de métabolites secondaires. Cette classe contient les monoterpénes, diterpenenes,
sesquiterpenes, triterpénes. Les triterpénes 32 désignent un ensemble de métabolites
secondaires comportant 30 atomes de carbones issus de l’enchainement de six unités

isopréniques (CsH7)e . L’unité isoprénique 33 est le précurseur des terpenes

X X X
X X X )\/

32 33

Largement répandus dans le regne végétal qu’animal, Plus de 4 000 triterpénes a 1’état
libre, ont été isolés et repartis en pres de 40 squelettes différents (Laszczyk 2009). Les
triterpenes dérivent le plus souvent du 2,3-epoxysqualene. Ils sont presque toujours hydroxylés
en position C-3 du fait de I’ouverture de cet époxyde. L obtention des triterpénes a partir du

squalene se fait par une séquence de réaction impliquant I’oxydation, cyclisation,
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réarrangement sigmatropique [1,2] par migration d’hydrure et de méthyle. Selon la cyclisation
ou non du squaléne, plusieurs classes de triterpénes sont obtenues : les triterpénes acycliques,
monocycliques, bicycliques, tricycliques, tétracycliques, pentacycliques et hexacycliques.
Notons que dans le genre Garcinia, Ce sont plus les triterpénes tétracyclique et pentacycliques
qui ont été isolés.
» Les triterpénes pentacycliques
Ils sont fréquemment isolés des plantes supérieures. Les triterpénoides pentacycliques
issus de la biosynthése portent un groupe hydroxyle (OH) ou des fonctions carboxyles en C-3
et des groupes méthyles angulaires qui occupent différentes positions. Une fraction de sucre se
lie parfois a un triterpénoide au niveau de la fonction hydroxyle C-3 ou de la fonction carboxyle
C-28, formant ainsi une saponine. La structure des triterpénoides pentacycliques 34 a été
largement étudiée, conduisant a leur classification en 24 groupes structuraux, constitués de
cycles étiquetés A, B, C, D et E. La plupart forment cinq cycles de six atomes de carbone chacun
(Mahato et Kundu, 1994). Les types les plus isolés dans le genre Garcinia sont les oléanane
35, friedelane 36 et taraxerane 37.

Tableau 5: Squelette des triterpénes pentacycliques isolés des especes du genre Garcinia

29 30 29 30 29 30

27

= 23

» Triterpénes tétracycliques

Les triterpenes tétracycliques, constitués d’un enchainement de quatre cycles dont les
cycles A, B et C ont six carbones. Les triterpenes sont souvent confondus aux phytostérols qui
sont des stéroides issus des végétaux car ils peuvent étre regardés comme des triterpenes
tétracycliques qui ont perdu au minimum trois méthyles. Les phytostérols possedent alors 27
ou 28 ou encore 29 atomes de carbones. Ils ont presque tous une ou plusieurs doubles liaisons
se trouvant habituellement en position C-5, 7 ou 22 et un groupement hydroxylé (OH) en C-3.
Les phytostérols les plus rencontré dans le genre Garcinia sont le B-sitostérol et le stigmastérol

(Dey, 1989). La littérature montre que seuls les dérivés du clycloartane 38 et lanostane 39 ont
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¢t¢ isol¢é du genre  Garcinia. Leur  structure  continent un  noyau
perhydrocyclopentanophénanthréne 40.

Tableau 6: Squelette des triterpénes tétracycliques isolés des especes du genre Garcinia

1.3.1.2.2. Biosynthése des triterpénes

Chez les plantes supérieures, la biosynthese des terpénoides a lieu exclusivement dans
le cytoplasme et les plastes en suivant différentes voies. Les deux voies partent du glucose et
utilisent 1’acide pyruvique comme intermédiaire. Ces deux voies de biosynthése de 1'unité
isopréne sont la voie de I’acide mévalonique (MVA) et la voie du 1-deoxy-D-xylose-5-
phosphate (DXP). Le pyrophosphate d’isopentényle (IPP) et le pyrophosphate de
diméthylallyle (DMAPP) sont les précurseurs de tous les terpénoides. Dans le cytoplasme, la
biosynthése se fait donc selon la voie MVA tandis que dans les plastides c’est la voie du DXP

qui est suivie (Chappell, 1995).

» Formation de I’'IPP et du DMAPP

Elle se fait a partir de deux voies : la voie mévalonique et du DXP (1-deoxy-D-xylulose-
5-phosphate). Nous allons utiliser la vioe mévalonique pour la formation de I’IPP et du DMAPP.
En effet, lors de la biosynthése des triterpenes, deux molécules d’acétyl CoA 6 subissent une
condensation de Claisen pour donner 1’acetoacetyl CoA 41. Une addition aldolique d’une
molécule d’acetyl CoA a I’acetoacetyl CoA conduit au B-hydroxy-B-methylglutarylCoA 42, qui
est par la suite réduit en acide mévalonique 43 a I’étape suivante. L’acide mévalonique est
ensuite phosphorylée par I’ATP qui lui céde en deux étapes deux groupements phosphates
formant un pyrophosphate 44. Ainsi activé, le mévalonate est converti par élimination du
phosphate et du dioxyde de carbone en isopenténylpyrophosphate (IPP) 45 qui est converti en
diméthylallylpyrophosphate (DMAPP) 46 a I’aide d’une isomérase (Bruneton, 1993).

Ilustration suivant le schéma 3 :
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Schéma 3: Synthése de I'unité isoprénique a partir de la voie mévalonique

» Formation du squaléne
Apres I’isomérisation de I’IPP 45 en DMAPP 46, les deux isomeres vont subir une
condensation téte a queue avec formation du farnésylpyrophosphate (FPP) 47, précurseur des
monoterpenes. Par la condensation téte a queue de ce composé a I’IPP, il y a formation du
géranylpyrophosphate (GPP) 48, molécule précurseur des sesquiterpénes. Une condensation
queue a queue de deux molécules de GPP conduit a la formation du squaléne 49. Le schéma 4

donne une illustration:
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49

Schéma 4: Formation du squaléne

» Cyclisation du squaléne
Le squaléne 49 subit le plus souvent une oxydation de la liaison C-2/C-3 par une
mono-oxygénase pour donner 1’époxyde chiral correspondant. L’ouverture de cet époxyde
amorce la cyclisation, I’enzyme responsable de cette cyclisation stabilise la conformation du
polyisopréne de telle sorte que les impératifs stéreoélectroniques soient respectés. C’est de la
conformation initiale de I’epoxysqualéne sur la surface de I’enzyme que dépend 1’orientation
de la biosynthéese vers les triterpénes tétra- et pentacycliques (Bruneton, 1993).

- Sil’epoxydosqualéne 50 est dans la conformation chaise-bateau-chaise-bateau 51, la
cyclisation conduit au cation protostanyle S3, précurseur des triterpenes
tétracycliques uniquement (schéma 5). 53 peut subir une migration et une succession
de transformation afin de conduire au lanostérol 55 et cycloartenol 56 qui est le
précurseur du cycloartane 38. (Schéma 6) (Ohyama et al., 2009).

- Par contre, si la cyclisation de I’époxydosqualéne 50 dans la conformation chaise-
chaise-chaise-bateau 52 conduit au cation dammarynyle 54, alors ce cation peut
évoluer pour donner les triterpenes tétracycliques de type euphane, tirucallane et plus
souvent les triterpenes pentacycliques (Schéma 5). 54 peut également subir des

transformations pour donner les triterpenes pentacycliques tels que le lupéol 57,
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Friedeline 58, Tarastérane 59, a-amyrin 60 et B-amyrin 61 (schéma 7) (Augustin e

al., 2011; Mahato et Sen, 1997).

e
49

o)
)LO\OH

Squaléne

mono-oxygenase |gnz

Protostanyle
Dammarynyle

|

t

Triterpénes pentacycliques

Triterpénes tétracycliques

Schéma 5: Formation du protostanyle et du dammarynyle
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Protostanyle

‘s
‘7

55

Lanostérol

56

Cycloarténol

> 38 HO

Cycloartane

Schéma 6: Formation des cycloartanes et lanostanes a partir du protostanyle

.|

Carbocation
olenyle

Friedeline

2 —_—

Tarasterane B-amyrin
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ursanyle

HO

a- amyrin

Schéma 7: Formation des triterpenes pentacycliques
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1.3.1.2.3. Méthode de détermination structurale des Triterpénes pentacycliques
La détermination structurale des triterpénes se fait au moyen des techniques telles que
la spectrométrie de masse, puis les résonnances magnétiques nucléaires uni et bi
dimensionnelles. En effet, la spectrométrie de masse et la résonnance magnétique nucléaire '*C
sont capitales dans I’élucidation des structures triterpéniques et permettent d’accéder a la classe

de triterpéne.

» La spectrométrie de masse (MS)

La technique de spectrométriec de masse a haute résolution est cruciale pour la
détermination des triterpénes. Elle permet d’accéder a la formule brute du composé et aux
fragments importants de la molécule. Sur le spectre de masse des hopanes, on observe la perte
d’un ion fragment a m/z 43 correspondant a la perte du groupement isopropyl C3Hz, et sur celui
des lupanes saturés et lupenes, les fragments observés a m/z 191 et 218 sont issus de la rupture
de la liaison C-8/C-14. Pour les oléananes et ursanes saturés, les fragments des pics de I’ion
moléculaire lié a la perte des substituants comme -CHj3, -CO;Et sont généralement observable
et dans le cas ou le composé posséde une fonction cétone le pic le plus abondant apparait a m/z
234 (Budzikiewicz et al., 1963). Pour la friedelane, le spectre de masse de la friedelan-3-one,
friedelan-21-one et friedelan-22-one présente un fragment a m/z 273. Les deux autres fragments

am/z 302 et 341 sont observés pour la friedelan-3-one (Shannon, 1963).

> La résonnance magnétique nucléaire 13C

Les spectres de RMN '*C sont d’une importance capitale pour 1’élucidation structurale des
triterpenes pentacycliques. Les déplacements chimiques des méthyles angulaires portés par les
triterpenes pentacycliques sont également utiles pour déterminer la classe de triterpénes. Ainsi,
les huit méthyles des oléananes 35 et des ursanes 62 résonnent respectivement entre 10,0-33,3
ppm et entre 10,0-28,7 ppm ; pour les lupanes 63 ces méthyles résonnent entre 14,6-33,4 ppm.
Pour les friedelanes 36, ils résonnent entre 6,8-35,0 ppm et entre 15,6-33,4 ppm pour les
hopanes 64 (Mahato et Kundu, 1994). En effet, les différentes variantes des spectres DEPT
permettent d’avoir le nombre de méthyles, méthines, méthylénes et carbones quaternaires de la
molécule, afin d’accéder a la classe concernée. Par ailleurs, les déplacements chimiques des
carbones vinyliques A'? et A'® permettent de distinguer aisément les oléan-12-énes 35 (Ci2 :

122ppm ; Ci3 : 144ppm) des urs-12-énes 62 (Ci2 : 125ppm ; Ci3 : 139ppm).
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29 3  CHj3:10,0-28,7 ppm ¥
29 :

"

% C-12:1220ppm 7 7 €-12:125,0 ppm
35  C-13:144,0 ppm g2  C-13:139,0 ppm

30

63 24 36
23 24 23

CHs: 14,6-34,0 ppm  CH3:6,8-350 ppm  CHj: 15,6-33,4 ppm

> Résonnance magnétique nucléaire 'H

Les spectres de RMN 'H des triterpénes sont assez caractéristiques. Ainsi, ces spectres
présentent un amas de pic apparaissant entre 0,5-2ppm et correspond le plus souvent aux
méthyles angulaires sous forme de singulet. Les pics des protons vinyliques apparaissent
généralement dans I’intervalle 4,50-6,50 ppm, et celui du proton H-3 apparait sous forme de
doublet dédoublé, résonnant entre 3,52 et 4,50 ppm selon le groupement donneur ou attracteur

qui est situé au pied du son carbone.
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1.3.1.2.4. Quelques triterpenes isolés du genre Garcinia

Tableau 7: Quelque triterpénes isolés du genre Garcinia

Garcinane

G.polyantha

(Lannang et al.,
2008)

Acide 2a-acétyl arjunolique

G.oligantha

(Peng et al., 2023)

Friedeline

G.ovalifolia

(Noudou et al.,
2015)

Bétuline

G. livingstonei

(Muriithi et al.,
2016)

HO

Stigmastérol

G. livingstonei

(Ramadwa et
Meddows-Taylor,
2023)
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Tableau 7: Quelque triterpénes isolés du genre Garcinia (Suite)

Hydroxyfriedel-2-one

G.oligantha
Acide 23-acétyl hovénique
(Peng et al., 2023)
G.celibica
Acide (24E)3-0x0-17,14-
friedolanosta-8,14,24-trien-
26-oique
(Bui et al., 2016)
G.nobilis

(Fouotsa et al.,
2012)

Acide bétulinique

Zéorine

G.nobilis

(Fouotsa et al.,
2021)
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1.3.1.3. Autres classes de métabolites secondaires isolées du genre Garcinia

Tableau 8: Quelques autres classes de composés isolés du genre Garcinia

Garciniol

G.preussii
G.kola

(Biloa et al.,
2017; Tauchen
et al., 2023)

G.celebica
G.livingstonei

(Jamila et al.,
2014)

Xanthochymol
Benzophénones
(Pasaribu et
al., 2021;
Kuete, Viertel
et Efferth,
2013)
G.macrophylla
Guttiférone A
(Cottet, 2015)
G.hombroniana
3,3'.4'.5,7-
pentahydroxyflavone Flavonoides
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Tableau 8: Quelques autres classes de composés isolés du genre Garcinia (suite)

OH
o
OH

Quercetine

G.atroviridis
G.cowa

(Shen et al.,
2007; Tan et
al.,2016)

Flavonoides

Morelloflavone

G.atroviridis

(Darwati et al.,
2022)

Preussianone

G.preussi

(Messi et al.,
2012)

Biflavonoides

Brévisipdone

G.brevisipdone

(Ngoupayo et al.,
2007)

Atrovirisidone B

G.atroviridis

(Permana et al.,
2001; Jamila et
al., 2014)

Depsidones

Mémaire de master Il rédigé et présenté par NZOGOUNG DOUMTSOP Varelle 31




Etude phytochimique de la fraction 4 ’acétone des tiges de Garcinia nobilis (Clusiaceae),
une plante médicinale Camerounaise

Tableau 4: Quelques autres classes de composés isolés du genre Garcinia (suite)

| G.cambogia
Acide hermonionique | G.cowa
(0] OMe
HOOC
OH Acétogénines
84
COOH
HO——H
HO——H (-)-Acide (Jena et al,
CH, hydroxycitrique 2002)
COOH 85
o) j\
- (1E,227)-1,22- G.multiflora
07 (CH2)220 || | diferuloxydotosane Cinnamate
HO 86 HO (Chiang et al.,
OMe = OMe 2003)

1.3.2. Travaux pharmacologiques antérieurs faits sur le genre Garcinia

Du fait de leurs multiples usages en thérapeutiques notamment dans les traitements de
nombreuses maladies en médecine traditionnelle, certains chercheurs ont effectué des travaux
pharmacologiques sur les especes du genre Garcinia. Il en ressort que les extraits bruts,
fractions et composés isolés du genre Garcinia renferment des nombreuses propriétés

biologiques a savoir :

» Anti bactérienne a I’exemple du norathyriol 19 avec une ICso de 88,0 ug/ml contre
S.aureus. Le xanthochymol 76 isolé de G.multiflora avec une CMI de 3,13-6,25 pg/ml
testées contre MRS A et methicillin-sensitive S.aureus (MSSA) avec une MIC de 3,13 a
25 png/ml . La caroxanthone 26 posséde des propriétés anti bactériennes naturelles tres
intéressante et I’extrait brut de Garcinia nobilis a montré une meilleure activité
antituberculeuse avec une CMI de 128 pg/ml M.tuberculosis testé contre la souche
ATCC 27294 et antibactérienne (CMI de 64pg/ml contre Escherichia coli ATCC 10536)
(Fouotsa et al., 2013)
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» Anti oxydante comme exemple nous avons le garcinol 75 isolé des écorces de G.indica.
I1 est considéré comme un puissant oxydant car il posseéde des propriétés chélatantes et
une capacité a piéger les radicaux libre (Sang et al., 2001).

» Anti proliférative : la mboudiexanthone 31, garcinol 75, I’acide bétulinique 73 et la
zéorine 74 ont été isolés des feuilles de Garcinia nobilis ont montré une activité
antiproliférative évaluée par rapport a la lignée cellulaire de cancer du sein humain
MCEF-7 avec les différentes valeurs de ICso égale a 111,45 mM pour zéorine , 35,26 mM
pour la mboudiexanthone, 32,91 mM pour euxanthone, 19,52 mM pour I’acide
bétullinique et 13,77 mM pour garcinol (Fouotsa et al., 2021).

> Autres proprietés: la 1,3-dihydroxy-6,7-diméthoxyxanthone 29, et 1,3,5-
trihydroxyxanthone 30 ont relevé une activité modéré cytotoxique contre la lignée
cellulaire de carcirone du col de I'utérus humain KB-3-1 Ces composés peuvent donc
étre utiliser dans le traitement des maladies cancéreuses. la gartanine 27, et la 8-
hydroxycudraxanthone G 28 ont présenté des propriétés antiglycationnelles avec les
valeurs respectives de Clso de 764,1 mM et 840,2 mM (Fouotsa et al., 2012). On réléve
aussi des activités cytotoxiques et anti-inflammatoires chez les benzophénones.
L’isolement des Gutifférones A-F et des benzophénones polyprénylées effectué par une
€quipe nationale cancer institute (NCI) ont monté une forte activité biologique in-vitro
sur les cellules humaines Tlymphoblastoides CEM-SS (Clso 1-10 pg/ml) alors que leur
cytotoxicité €tait supérieure a 50 pg/ml. Les xanthones de Clusiacées précisément du
genre Garcinia sont également anti-inflammatoires, cytotoxique, et ont des activités
antimicrobiennes, notamment antifongiques et antipaludiques. Certains flavonoides de
Garcinia sont décrits pour leurs activités anticholinestérasiques. Notons enfin qu’un

biflavonoide issu de Garcinia, la morelloflavone, inhibe ’HMG-CoA réductase in vitro.
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CHAPITRE II : RESULTATS ET
DISCUSSION |
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I1.1. Extraction et isolement des composés

Les tiges de Garcinia nobilis (Clusiaceae) qui font I’objet de notre étude ont été
récoltées, découpées, séchées puis broyées pour donner 2 Kg de poudre. Par la suite, cette
poudre (2 Kg) a été¢ extraite par macération a température ambiante dans le méthanol pendant
48h renouvelé¢ deux fois. Apres filtration, la solution recueillie a été évaporée sur un évaporateur
rotatif pour donner 100 g d’extrait brut sous forme de gomme de couleur marron. 98 g de cet
extrait brut a subi un fractionnement par trituration a 1’hexane pour donner 15 g d’extrait, au
dichlorométhane pour 30 g d’extrait et a I’acétone pour 29 g d’extrait et un résidu d’environ 20
g. 27 g de la fraction a 1’acétone ont été chromatographiés sur une colonne de gel de silice et
¢lués avec les systemes de solvant Hex, Hex/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH et MeOH de
polarité croissante. De cette colonne chromatographique, quatre (04) composés purs indexés
GNFA1 a GNFA4 ont été obtenus et deux (02) séries S4 et S10 ont été par la suite purifiées par
chromatographie sur colonne de silice avec des systemes Hex/AcOEt de polarité croissante
pour donner quatre (04) autres composés purs indexés GNFAS11, GNFAS12, GNFAS33 et
GNFAS34. L’ensemble de ces travaux nous ont permis d’isoler huit (08) composés dont quatre
(04) ont été enticrement caractérisés sur la base de leurs données spectrales. Les schémas ci-
dessous résument le protocole expérimental ayant conduit a I’isolement des composés purs.
Dans la suite, nous décrirons les structures de quatre (04) composés a savoir : GNFAI1 ;

GNFAS12 ; GNFAS34 et GNFA4.
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Efiges de Garcinia nobilis]

l Découpage, Séchage puis Broyage

[ Poudre m=2 K¢ ]

Macération au MeOH & température ambiante pendant 48h (x2)
Filtration et évaporation

{ Extrait brut m=100 g]

(Test biologique m=2 g} Extrait m=98 ¢

l Fractionnement (Trituration)

| | |

[chﬁonﬁl.hexane mzlsg] [Fraction au DCM m=30g} (Fractionﬁl'acétone m=29g] Résidu m=20

Y !

| 27 g d'extrait ) [test biologique m=2 gJ
cc Solvant/Systéme d'¢lution de polarit¢ croissante:

Hex

- Sur | Hex/AcOEt
Silice (Si0,) AcOEt

H

, AcOEt/MeOH
Hex/AcOEt Hex/AcOFt Hex/AcOEt Hex/AcOEt
2% -5% 15% 25% 70% - 80%

GNFAL GNFA2 GNFA3 GNFA4
m=35 mg m=20 mg m=20 mg m=30 mg

Schéma 8: Protocole expérimental d’isolement des composés purs
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{Fraction al'acétone m=27 g]

Obtenu a Obtenu a
Hex/AcOEt 10% Hex/AcOEt 50%
Y Y
[ S4m=02689) ) [ S10(m=52159)|
CcC Solvant/ Systéme dlution CcC Solvant/Systeme d'élution
sur de polarite croissante: sur de polarité croissante:
Silice (S10,) Hex/AcOEt Silice (Si0.) | Hex/AcOEt
ilice (Si
)| AcOFt ilice (S10,) MeOH
Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOFEt Hex/AcOEt
8% Y 10% 30% Y 50%

GNFAS11 GNFASI12 GNFAS33 GNFAS34
m=10 mg [ m=20 mg ] m=20 mg m=25 m

Schéma 9: Protocole de purification des séries S4 et S10
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I1.2. Elucidation structurale des composés isolés

I1.2.1. Identification du composé GNFA1

Le composé GNFAL1 est obtenu de la fraction a I’acétone des tiges de Garcinia nobilis

sous forme d’aiguille blanche dans le mélange Hex/AcOEt (98/2 - 95/5). 1l est soluble dans le

dichlorométhane (CH2Cl») et répond positivement au test de Lieberman Burchard en donnant

une coloration rouge qui vire au violet : caractéristique de sa nature triterpénique. Une analyse

détaillée de ses spectres uni et bidimensionnelle nous a permis de lui attribuer la formule

moléculaire C30Hs0O renfermant 6 degrés d’insaturations.

< Interprétation du spectre RMN 3C couplé au spectre DEPT 135 de GNFA1

Le spectre de RMN !3C (150MHz, CDCls, Figure 4) totalement découplé de GNFA1

présente 30 signaux d’atomes de carbone dont I’analyse au travers de la technique DEPT 135

permet de distinguer :

Un ensemble de huit signaux d’intensité positive a 8¢ 7,0; 14,8 ; 18,1 ; 18,8 ;20,4 ; 31,9
; 32,2; 35,2 correspondant a des méthyles dont sept a 8c 14,8 ; 18,1 ; 18,8 ; 20,4 ; 31,9
; 32,2; 35,2 sont angulaires et un a 7,0 ppm caractéristique du méthyle en position C-23
d’un squelette triterpénique de type friedelane (Mahato et Kundu, 1994).

Onze signaux d’intensité négative a 8c 18.,4; 22.4; 30,7; 32,6; 32,9; 35,5; 35,8; 36,2;
39,4; 41,4; 41,7 correspondant a onze méthylénes hybridé sp’.

Quatre signaux d’intensité positive a 8c 42,9; 53,3; 58,4; 59,6 correspondant a quatre
méthines hybridé sp’.

Sept signaux a 8c 28,3; 30,2; 37,6; 38,4; 39,8; 42,3; 213,3 correspondant a sept carbones
quartenaires dont six hybridés sp® et celui a 8¢ 213,3 hybridé sp? indique la présence

d’un carbonyle de cétone (C=0O) dans la structure de GNFAL.
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Figure 4: Spectre de RMN *C et DEPT 135 (150MHz, CDCl3) du composé GNFA1

% Interprétation du spectre RMN 'H couplé au spectre HSQC de GNFA1

L’analyse du spectre de RMN 'H (600MHz, CDCl3, Figure 5) couplée a la technique
HSQC (Figure 6 et 7) a permis de recenser huit signaux qui apparaissent dans la zone des
champs forts intégrant chacun pour trois protons parmi lesquels un apparait sous forme de
doublet a 8y 0,88 attribuable au méthyle C-23 (8c 7,0) en position C-4 du squelette triterpénique
de type friedelane et les autres sous forme de singulet a 8§y 0,72 (3H, s) /8c 14,8 (C-24); 0,87
(3H, 5) /8¢ 18,1 (C-25); 0,95 (3H, s) /8¢ 35,2 (C-29); 1,00 (3H, 5) /8¢ 31,9 (C-30); 1,01 (3H, s)
/8¢ 20,4 (C-26); 1,06 (3H, 5) /8¢ 18,8 (C-27); 1,18 (3H, 5) /8¢ 32,2 (C-28) sont attribuables aux
protons des différents méthyles angulaires du squelette triterpénique de type friedelane

(Mahato et Kundu 1994).

Mémaire de master Il rédigé et présenté par NZOGOUNG DOUMTSOP Varelle 39




Etude phytochimique de la fraction 4 ’acétone des tiges de Garcinia nobilis (Clusiaceae),
une plante médicinale Camerounaise

ﬁ\‘@wvﬂmﬂo.ﬁd

i ]

Solvant

Protons des
méthyles angulaires

0.11g
0.11%

T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 5.5

T T T
5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figure 5: Spectre de RMN 'H (600MHz, CDCl3) du composé GNFA 1
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Figure 7: Spectre HSQC ¢élargi du composé GNFA1

% Interprétation du spectre HMBC de GNFA1

L’analyse du spectre HMBC (Figure 8, 9 et 10) de GNFAT1 nous a permis d’attribuer
les positions du carbonyle (C=0) et celles des différents méthyles angulaires. En effet, les
protons a 8§y 0,88 (3H, s) /8¢ 7,0 (C-23) correlent avec les carbones a Sc 42,3 (C-5); 58,4 (C-4);
213,4 (C-3). Ces corrélations observées, permettent de dire que la structure de GNFAT1 possede
une cétone en position C-3 de 8c 213,4 et un méthyle angulaire (C-23) a 8c 7,0 porté par le
carbone a 58,4 ppm (C-4) du squelette friedelane. Nous observons également sur ce spectre, les
corrélations en °J entre les protons a 8y 0,72 (3H, s) /Sc 14,8 (C-24) et les carbones a 8c 41,4
(C-6); 58,4 (C-4). Ces corrélations confirment la jonction entre le cycle A et le cycle B. De
méme, les protons a 8y 0,87 (3H, s5) / Sc 18,1 (C-25) corrélent en *J avec les carbones a Sc 35,8
(C-11); 53,3 (C-8); 59,6 (C-10); démontrant ainsi la jonction du cycle B et du cycle C.

On observe également sur ce spectre, les corrélations entre les protons du méthyle en C-
26 (1,01 (3H, s) /8¢ 20,4) et les carbones a 8§c 39,8 (C-13) et §c 53,3 (C-8); les protons du
méthyle C-27 a 8y 1,06 (3H, s) /8c 18,8 et les carbones a §c 30,7 (C-12) et Sc 38,4 (C-14)
justifiant la jonction entre les cycles C et D. La jonction du cycle D et du cycle E est confirmée

par la corrélation des protons du méthyle C-28 a 8y 1,18 (3H, s) / 8¢ 32,2 et les carbones a Sc
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30,2 (C-17), 8c 36,2 (C-16) et Sc 42,9 (C-18). La corrélation observée entre le méthyle a 8y
0,95 (3H, s5) /8¢ 35,2 et celui a 8y 1,00 (3H, s) /8¢ 31,9 justifie qu’ils soient portés par le méme

carbone (C-20). Ces valeurs sont respectivement d’apres la littératures, attribuées aux carbones

C-29 et C-30.
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Figure 8: Spectre HMBC du composé GNFAI
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Figure 9: Spectre HMBC ¢élargi du composé GNFA1
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Figure 10: Spectre HMBC ¢largi du composé GNFA 1
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L’ensemble de toutes ces données spectrales et comparé¢ a celles de la littérature

(Tableau 9), a permis d’attribuer a GNFA1, la structure 67 qui est celle de la friedelan-3-one

encore appelée friedeline isolé précédemment de I’espéce Garcinia lattissima par Ambarwati

et al. en 2019 (Ambarwati.et al., 2019)
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Tableau 9: Comparaison des données spectrales de RMN '°C (150MHz, CDCl3) et RMN 'H
(600MHz, CDCI3) de GNFA1 avec la friedelan-3-one (600MHz et 150MHz, CDCl3,

Ambarwati et al., 2019)
GNFA1 Friedelan-3-one

1 22,4 (CH») - 22,3 -

2 41,7 (CHp) | 2,31 (2H, ddd) 41,5 2,32 (2H, ddd)
3 213,4 (C) - 213,2 -

4 58,4 (CH) - 58,2 -

5 423 (C) - 42,1 -

6 41,4 (CH») - 41,2 -

7 18,4 (CH>) - 18,2 -

8 53,3 (CH) - 53,2 -

9 37,6 (C) - 37,4 -

10 59,6 (CH) - 59,5 -

11 35,8 (CH») - 35,6 -

12 30,7 (CH») - 30,5 -

13 39,8 (C) - 39,4 -

14 384 (C) - 38,2 -

15 32,6 (CH») - 32,9 -

16 36,2 (CH») - 354 -

17 30,2 (O) - 30,1 -

18 42,9 (CH) - 42,1 -

19 35,5 (CH») - 35,2 -

20 28,3 (O) - 28,2 -

21 32,9 (CH») - 32,9 -

22 39,4 (CH») - 39,4 -

23 7,0  (CH3) 0,88 (3H, s) 6,8 0,88 (3H, s)
24 14,8 (CH3) 0,72 (3H, s) 14,7 0,78 (3H, s)
25 18,1 (CHj3) 0,87 (3H, s) 17,9 0,88 (3H, s)
26 20,4 (CH3) 1,01 (3H, s) 20,6 1,01 (3H, s)
27 18,8 (CH3) 1,06 (3H, s) 18,3 1,09 (3H, s)
28 32,2 (CHy) 1,18 (3H, s) 32,1 1,10 (3H, s)
29 35,2 (CHy) 0,95 (3H, s) 34,9 0,96 (3H, s)
30 31,9 (CH3) 1,00 (3H, s) 31,8 0,94 (3H, s)
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I1.2.2. Identification du composé GNFAS12

Le composé¢ GNFAS12 est obtenu sous forme de poudre jaune dans un mélange
Hex/AcOEt (9/1) de la sous fraction S4. 1l est soluble dans le méthanol et répond positivement
au test au chlorure ferrique indiquant sa nature phénolique. Une analyse détaillée de ses spectres
uni et bidimensionnelle nous a permis de lui attribuer la formule moléculaire Ci3HgO4
renfermant 10 degrés d’insaturations.

< Interprétation du spectre RMN 3C couplé au spectre DEPT 135 de GNFAS12

Le spectre RMN !*C (125 MHz, méthanol-d4, figure 11) totalement découplé de
GNFASI12 présente 13 signaux de carbones dont un signal a d¢ 183,5 correspond a un carbonyle
de cétone (C=0). L’analyse de ce spectre au moyen de la technique DEPT 135 (Figure 11),
permet de relever la présence de six méthines aromatiques (=CH) a 6c 108,1; 109,3; 110,7;
120,3; 126,4; 137,9 et six carbones quartenaires aromatiques dont quatre a dc 151,5; 155,6;
157,9; 162,9 et les deux autres a 6c 109,5 et 122,2 correspondant a un squelette xanthonique

(Westerman et al., 1977)
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Figure 11: Le spectre de RMN '*C et DEPT 135 (125 MHz, méthanol-d4) du composé
GNFAS12

< Interprétation du spectre RMN 'H couplé au spectre HSQC de GNFAS12

L’analyse du spectre RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4, figure 12 et 13) associée au

spectre HSQC (figure 14 et 15) permet de mettre en évidence:

- La présence de deux groupements hydroxyles dont 1’un chélaté résonnant sous forme

de singulet a ou 12,68 (1H, s) et ’autre libre (échangeable a 1’eau lourde) sous forme

de singulet a oy 8,51

- Un ensemble de protons constitué de deux doublets dédoublés intégrant chacun un
proton a du 6,97 (1H, dd, J = 0,9-8,4 Hz) / 6c 108,1; 6,75 (1H, dd, J = 0,9-8,4 Hz) / éc
110,7 et d’un triplet d’un proton a o6u 7,64 (1H, ¢, J = 8,3 Hz) / dc 137,9 attribuables a

un noyau benzénique 1,2,3-trisubstitué (cycle A du noyau xanthonique) (Meechai et

al., 2016).
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- Un autre ensemble de proton constitu¢ d’un doublet d’un proton a on 7,53 (1H, d, J =

3,0 Hz)/ dc 109,3, d’un autre doublet d’un proton a ou 7,45 (1H, d, J = 9,0 Hz) / dc

120,3 et d’un doublet dédoublé d’un proton a du 7,33 (1H, dd, J = 9,0 et 3,0 Hz) / dc

126,4 attribuables a un noyau benzénique 1,2,4-trisubstitué (cycle B du noyau

xanthonique) (Meechai et al., 2016).
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Figure 12: Le spectre de RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4) du composé GNFAS12
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Figure 13: Le spectre de RMN 'H élargi (500 MHz, méthanol-d4) du composé GNFAS12
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Figure 15: Le spectre HSQC ¢largi du composé GNFAS12
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¢ Interprétation du spectre COSY de GNFAS12
Les corrélations observées sur le spectre COSY de GNFASI12 (Figure 16 et 17)
permettent de confirmer les différentes positions des protons aromatiques dans la structure
GNFAS12. C’est ainsi qu’on observe:
e Les corrélations homonucléaires en *J entre le proton a du 6,75 (1H, dd, J = 0,9-8,4 Hz)/
oc 110,7 et 7,64 (1H, ¢, J = 8,3 Hz)/ dc 137,9 d’une part et d’autre part ce méme proton
a 7,64 (1H, ¢, J= 8,3 Hz)/ 6c 137,9 et le proton a du 6,97 (1H, dd, J = 0,9-8,4 Hz)/ dc
108,1.
e Les corrélation homonucléaires en *J long range et °J respectivement entre le proton a
7,33 (1H, dd, J = 9,0, 3,0 Hz)/ c 126,4 et les protons a éu 7,53 (1H, d, J = 3,0 Hz)/ dc
109,3 et du 7,45 (1H, d, J = 3,0 Hz)/ ¢ 120,3.
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Figure 16: Spectre COSY (500 MHz, méthanol-d4) du composé GNFAS12
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Figure 17: Spectre COSY ¢largi (500 MHz, méthanol-d4) du compos¢ GNFAS12
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L’ensemble de ces données spectrales comparées a celles de la littérature, nous a permis

d’attribuer au composé GNFAS12, la structure 87 qui est celle de la 1,7-dihydroxyxanthone

encore appelé euxanthone isolé de I’espéce Garcinia.schomburgkiana par Meechai et al. en

2016 (Meechai et al., 2016).
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Tableau 10: Comparaison des données spectrales de RMN 3C (125 MHz, méthanol-d4) et
RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4) de GNFAS12 avec euxanthone (300MHz et 75 MHz,
méthanol-d4, Meechai et al., 2016)

GNFAS12

Euxanthone

4a

4b

8a

9a

162,9 (C)

110,7 (CH)
137,9 (CH)
108,1 (CH)
155,6 (C)
151,5 (C)
120,3 (CH)
1264 (CH)
157,9 (C)
109,3 (CH)
122,2 (C)
183,5 (C)

109,5 (C)

6,75 (1H; dd; J = 0,9;8,4)
7,64 (1H; t; J=38,3)

6,97 (1H; dd; J = 0,9;8,5)

7,45 (1H; d; J = 9,0)

7,33 (1H; dd, J= 9,0, 3,0)

7,53 (1H, d, J = 3,0)

162,8
110,6
137,8
109,4
155,5
151,4
120,3
126,3
157,8
109,2
122,1
183,5

108,0

6,71 (1H, dd, J=0,5:8,5)
7,60 (1H, ¢, J= 8,5)

6,92 (1H, dd, J=0,5;8,5)

7,44 (1H, d, J=9,0 Hz)

7,24 (1H, dd, J=9,0; 3,0)

7,50 (1H, d, J= 3,0)
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I1.2.3. Identification du composé GNFAS34
Le composé¢ GNFAS34 est obtenu sous forme de poudre jaune dans un mélange
Hex/AcOEt (1/1) lors de la purification de la sous fraction S10. II est soluble dans le méthanol
et répond positivement au test au chlorure ferrique, indiquant sa nature phénolique. Une analyse
détaillée de ses spectres uni et bidimensionnelle nous a permis de lui attribuer la formule
moléculaire C13HgOg renfermant 10 degrés d’insaturations.
< Interprétation du spectre de RMN 3C couplé au spectre DEPT 135 de GNFAS34
L’analyse du spectre de RMN !*C totalement découplé (125 MHz, méthanol-d4, Figure 18)
de GNFAS34 présente quelques similitudes avec celui du composé GNFAS12, notamment la
présence des 13 signaux de carbone du squelette xanthonique incluant le signal a ¢ 181,3
correspondant a un carbonyle de cétone. Comme ¢éléments de différence, on observe sur ce
spectre couplé au spectre DEPT 135 (Figure 19) :
- Quatre signaux de méthines (=CH) aromatique a 6c 94,7; 98,9; 103,5 et 109,2 au lieu de
SIX.
- Huit signaux de carbones aromatiques dont six oxygénés a dc 144,9; 153,3; 155,3; 159,5;
164,4; 166,3; au lieu de quatre comme dans le squelette de GNFAS12 et deux autres a
dc 103,4 et 109,2.
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Figure 18: Les spectres de RMN '3C (125 MHz, méthanol-d4) des composés GNFAS12 et
GNFAS34
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Figure 19: Les spectres DEPT 135 (125 MHz, méthanol-d4) des composés GNFAS12 et
GNFAS34

< Interprétation du spectre RMN 'H combiné au spectre HSQC de GNFAS34

Comparé a celui du composé GNFAS12, le spectre RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4,
figure 20) de GNFAS34 présente comme similitude un groupement hydroxyle chélaté
résonnant sous formes de singulet a 6u 13,05 (1H, s).

Les différences entre les deux composés résident sur les différents systémes de spins
observés sur les cycles A et B.

En effet, le spectre de RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4, figure 20) de GNFAS12 fait
ressortir :

e Deux doublets d’un proton chacun a du 6,18(1H, d, J= 2,0Hz)/ dc 98,9 et a dn
6,28(1H, d, J= 2,2Hz)/6c 94,7 caractéristique d’un noyau A 1,2,3,5-
tétrasubstitué au lieu du systeme 1,2,3-trisubstitu¢ de GNFAS12.

e Deux singulets d’un proton chacun a éu 6,81(1H, s)/ 6c 103,5 et a on 7,43 (1H,
s5)/ 8¢ 109,2 caractéristique d’un noyau B 1,2,4,5-tétrasubstitué au lieu du noyau

1,2,4-trisubstitué de GNFAS12.
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Figure 20: Le spectre de RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4) du composé GNFAS34
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Figure 21: Le spectre HSQC du composé¢ GNFA34
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Figure 22: Le spectre HSQC ¢largi du composé GNFA34

+«» Interprétation du spectre HMBC

L’analyse du spectre HMBC (Figure 23 et 24) nous a permis de fixer les protons et les
différents carbones appartenant a chaque cycle. Ainsi, des corrélations hétéronucléaires sont
observées entre les protons H-2 (6,18 ppm) et H-4 (6,28 ppm) avec les carbones a 103,3 ppm
(C-9a) d’une part et entre le proton H-4 (6,28 ppm) et les carbones C-2 (98,8 ppm), C-4a (159,5
ppm), C-3 (166,3 ppm) d’autre part pour le cycle A. Les corrélations *J respectivement *J entre
les protons a 7,43 ppm et 6,81 ppm avec le carbonyle C-9 (181,3 ppm) nous a permis de
positionner ces protons respectivement en C-8 (109,2 ppm) et C-5 (103,5 ppm). D’autres
corrélations de ces deux protons H-8 (7,43 ppm) et H-5 (6,81 ppm) sont observées avec les

carbones aromatiques oxygénés C-6 (144,9 ppm) et C-4b (155,3 ppm).
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d’attribuer au composé GNFAS34,

tétrahydroxyxanthone encore appelé norathyriol

une plante médicinale Camerounaise

la structure 19 qui

isolé précédemment de

schomburgkiana par Meechai et al. en 2016 (Meechai et al., 2016).

Tableau 11: Comparaison des données spectrales de RMN '*C (125 MHz, méthanol-d4) et
RMN 'H (500 MHz, méthanol-d4) de GNFAS34 avec le norathyriol (300MHz et 75 MHz,
méthanol-d4, Meechai et al., 2016)

4a

4b

8a

9a

O OH
HO_7 1
(1 T s
HO 6 o) OH

19

164,4 (C)

98,9 (CH)
1663 (C)
94,7 (CH)
159,4 (C)
155,4 (C)
103,5 (CH)
144,9 (C)
153,2 (C)
109,2 (CH)
113,9 (C)
181,3 (C)

103,3 (C)

GNFAS34

6,18(1H, d, J=2,0)

6,28 (1H, d, J=2,0)

6,81 (1H, s)

7,43 (1H, 5)

Norathyriol

163,0
97,3

164,8
93,2

158,0
151,8
107,8
143.,4
153.,8
102,1
112,5
179,7

101,9

6,15 (1H, d, J=2,0)

6,29 (1H, d, J=1,8)

6,82 (1H, s)

7,44 (1H, s)
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I1.2.4. Identification du composé GNFA4

GNFA4 est obtenu des tiges de Garcinia nobilis sous forme poudre blanche dans le
mélange Hex/AcOEt (30/70 - 20/80). 1l est soluble dans le méthanol et réponds positivement
aux tests de Lieberman-Burchard en donnant une coloration bleue verdatre et au test de Molish,
indiquant a la fois sa nature stéroidique et glycosidique. Une analyse détaillée de son spectre
unidimensionnel nous a permis de lui attribuer la formule moléculaire C3sHs106 renfermant 7
degrés d’insaturations.

En effet, le spectre de RMN 'H (600MHz, méthanol-d4, Figure 25) de GNFA4 présente

les signaux du glucose et ceux de 1’aglycone. Pour la partie aglycone on observe :

- Un signal d’un proton a ou. 5,38 (1H, s) apparaissant sous forme de singulet
correspondant au méthine en position 6 de la double liaison C-5-C-6 du stigmastérol.

- Deux doublets dédoublés d’un proton chacun a ou. 5,05 et 5,18 correspondant aux
protons oléfiniques en C-22 (1H, dd, J=15,1,8,7 Hz) et C-23 (1H, dd, J=15,1,8,7 Hz)
de la chaine latérale du stigmestérol.

- Un signal a du. 3,42 (1H, m) correspondant au proton au pied d’un hydroxyle en C-3
des terpenoides.

- Trois signaux a ou. 0,84 ; . 0,85 ; 0,86 intégrant pour neuf protons attribuables a des
méthyles en C-26, C-27 et C-29

- Un signal a 6u 0,95 intégrant pour trois protons, apparaissant sous forme de doublet
attribuable au méthyle en C-21

- Deux signaux a dx 0,73 et 1,03 intégrant pour trois protons chacun, apparaissent sous
forme de singulet et correspondent aux protons des méthyles C-18 et C-19.

Le glucose quant a lui a été identifi¢ au f-D-glucopyranose grace a la valeur du proton
anomérique a ou. 4,39 (1H, d, J=7,7 Hz). Les quatre signaux a ou. : 3,63; 3,65; 3,84; 3,86; 3,42
d’un proton chacun correspondant d’apres la littérature aux protons H-2’, H-3’, H-4’, H-5’, H-

6.
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Figure 25: Spectre RMN 'H (600MHz, méthanol-d4) de GNFA4

Cette analyse spectrale en comparaison avec les données de la littérature, et la CCM
avec un échantillon du laboratoire nous a permis de conclure que GNFA4 est le 3-4-O-D-
glucopyranosyl-stigmastérol 88 isol¢ de I’espéce Phyllanthus reticulatus par Khatun et al. en

2012 (Khatun et al., 2012).

HOH
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Tableau 12: Comparaison des données spectrales de RMN 'H (600 MHz, méthanol-d4) de

GNFA4 avec le 3-4-O-D-glucopyranosyl-stigmastérol (S00MHz, méthanol-d4, Khatun et al.,

2012)

GNFA4

3-f-0-D-glucopyranosyl-stigmastérol

3 3.42 (1H, m) 3.51 (1H, m)
6 5.38 (14, ) 5.29 (1H, bs)

18 0.73 GH, ) 0.61 3H, )

19 1.03 3L, s) 1.02 3L, s)

21 0.95 (3H, d) 0.84. 3H, d)

22 5.18 (11, dd, J=15,1,8,7) | 5.08 (1H, dd, J=12;8)
23 5.05 (11, dd, J=15,1,8,7) | 4.96 (1H, dd, J=12,8)
26 0.84 3H, m) 0.75 GH, d, J=6.5)
27 0.85 3H, m) 0.74 3H, d, J=6.8)
29 0.86 3H, m) 0.77 GH, ¢, J=6.9)

I’ 439 (1H, m) 433 (1H, d, J=7.9)
2’ 3.63 (1H, m) 3.31 (1H, m)

3 3.65 (1H, m) 3.1 (1H, m)

L 3.84 (1H, m) 3.31 (1H, m)

5 3.86 (1H, m) 3.39 (1H, m)

6 3.42 (1H, m) 2.33 (1H, m)
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[ CONCLUSION ET PERSPECTIVES J
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Le présent travail avait pour objectif I’é¢tude phytochimique de la fraction a 1’acétone
des tiges de Garcinia nobilis une plante camerounaise de la famille des Clusiaceae. Au cours
de nos travaux, nous avons isolés et purifiés huit (08) composés dont quatre (04) ont été
entiérement caractérisés grace notamment a 1’analyse de leurs données spectrales de RMN 'H
et 13C a une et deux dimensions, la comparaison de celles-ci avec les données spectrales décrites
dans la littérature et quelque fois par CCM avec des échantillons disponibles au laboratoire. Ces
quatre (04) composés décrits dans ce mémoire, appartiennent a différentes classes de
métabolites secondaires notamment les terpénoides et les xanthones. Ils ont été¢ identifiés
respectivement a la friedeline ou friedelan-3-one, au 3-$-O-D-glucopyranosyl-stigmastérol, a

I’euxanthone et au norathyriol.
Pour la suite de nos travaux, nous envisageons :

e Etendre I’analyse et 1’¢lucidation de la structure des quatre (04) composés restants

GNFA2, GNFA3, GNFAS11, GNFAS33.
e FEtudier les autres parties (fruits et racines) de la plante

o Faire les tests anti bactériens sur les composés isolés
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CHAPITRE I1I : PARTIE |
EXPERIMENTALE |
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II1.1. Appareillages, verreries et matériel végétal

I1I.1.1. Appareillages et verreries

Le présent travail a été réalisé au Laboratoire des Substances Naturelles et de Synthése

Organique appliquée (LANAPOS) de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé.

R/
L X4

X/
°e

K/

Les différentes mesures ont été¢ effectuées sur deux balances de marque COBOS,
model D-600-SX et de marque SARTORIUS de précision 1/1000.

Des erlenmeyers de 1000ml ont été utilisés pour la macération des tiges de Garcinia
nobilis.

Les extraits obtenus ont ét¢ filtrés a 1’aide d’un papier filtre et d’un entonnoir.

Les filtrats et fractions obtenus ont été¢ concentrés a 1’aide d’un évaporateur rotatif de
type Heidolph connecté a un circulateur d’eau du fabricant LAUDA type WKL 230.
Les chromatographies sur colonne (CC) ont été faites sur des colonnes en verre de
S5cm et 3cm de diamétre avec pour phase stationnaire la silice (Si02) de type MERCK
et de granulométrie 0.04-0.06 mm.

Les Chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réaliser sur des plaques
carrées préfabriquées en feuilles d’aluminium, recouverte de gel de silice de type 60
F254, d’épaisseur 0,2 mm et de dimension 20 cmx20 cm.

Les plaques chromatographiques ont été développées avec les solvants ou des
mélanges de solvants notamment Hexane, Hexane/AcOEt, AcOEt/MeOH et MeOH
de polarité croissante dans les cuves chromatographiques de forme cylindrique.

Les spots sur les plaques de CCM ont été révélées successivement sous lampe UV de
type Herolab (UV-8S/L) aux longueurs d’ondes allant de 254 a 366 nm, puis aux
vapeurs d’iode, et enfin par pulvérisation avec une solution d’acide sulfurique H>SO4
diluée a 20% suivie du chauffage sur plaque électrique.

Les analyses de résonnance magnétique nucléaire ont été réalisées sur un appareil
Bruker de 500- 600MHz pour la RMN 'H et 125-150MHz pour la RMN '3C en
utilisant le chloroforme-deuteré (CDCl3), et le méthanol-d4 (MeOD) comme solvant.
Les déplacements chimiques exprimés en ppm avec comme référence interne le
tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage sont exprimées en Hertz (Hz).
Les expériences COSY, HSQC, HMBC et DEPT ont été effectués avec les s€quences

d’impulsion usuelles.
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I11.1.2. Matériel végétal
Les tiges de Garcinia nobilis ont été récoltées en octobre 2023 a Okola, dans la région
du Centre au Cameroun. Cette espece a été identifiée par Monsieur NANA Victor botaniste a
I’herbier national du Cameroun grace a un échantillon référencié de HNC 50779/HNC/Cam/Mt
Zamangoug.

I11.2. Extraction de la poudre des tiges de Garcinia nobilis et fraction de I’extrait
brut

II1.2.1. Extraction de la poudre des tiges de Garcinia nobilis

Les tiges de Garcinia nobilis ont été découpées, séchées et broyées pour donner 2 kg de
poudre. Cette poudre (2 kg) a été extraite par macération avec du méthanol a température
ambiante (25-27°C) pendant 48h et ’opération a été répété deux fois. Apres filtration, la
solution résultante a été concentrée par un évaporateur rotatif pour donner 100 g d’extrait brut

de couleur marron.

I11.2.2. Fractionnement de I’extrait brut
Une masse de 2 g a été prélevée des 100 g d’extrait brut pour les tests biologiques et le

reste de 98 g a été fractionné par la méthode d’épuisement pour donner 15 g d’extrait de la
fraction a 1’hexane, 30 g d’extrait de la fraction au DCM et 29 g d’extrait de la fraction a

[’acétone.

IT1.3. Isolement et purification de la fraction a I’acétone

27 g de cette fraction dissout dans I’acétone, a été fixé sur 54 g du gel de silice et
I’ensemble séché a température ambiante. L’amalgame a été chromatographié sur une colonne
de gel de silice de 5 cm de diamétre et 43,5 cm de hauteur. L’élution s’est faite avec des solvants
ou mélange de solvant (hexane/acétate d’éthyle, acétate d’éthyle, acétate d’éthyle/méthanol et
méthanol) de polarité croissante. 691 fractions de 100 mL chacune ont été recueillies et
regroupées sur la base de la CCM tel que I’illustre le tableau 13:

Tableau 13: Chromatogramme de I’extrait a la fraction d’acétone

Hex/AcOEt 2% 1-41 S1 Solution colorée jaune ayant plusieurs
taches, (+) UV, (+) I et (+) H2SOas.
Obtention de GNFA1

Hex/AcOEt 5% 42-73 S2 Solution jaunatre présentant plusieurs
taches avec trainée, (+) UV, (+) > et
(+) H2SO4. Obtention de GNFA1
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Tableau 13: Chromatogramme de I’extrait a la fraction d’acétone (suite)

Hex/AcOEt 8% 74-147 S3 Solution de couleur marron foncé
présentant deux taches tres proches
entre elles avec trainée. Elle est (+) UV,
(+) I et (+) H2SO4

Hex/AcOEt 10% | 148-183 S4 Solution jaunatre présentant plusieurs
taches avec trainée, (+) UV, (+) > et (+)
H>SOs4,
Hex/AcOEt 15% 184-216 S5 Solution jaunatre présentant plusieurs

taches. Elle est (+) UV, (+) I et (+)
H>SO4. Obtention de GNFA2

Hex/AcOEt 20% | 217-253 S6 Solution est un mélange de quatre
taches avec trainée, (+) UV, (+) L et (+)
H>SOs.
Hex/AcOEt 25% | 254-290 S7 Me¢élange de plusieurs taches avec

trainée ; (+) UV, (+) > et (+) H2SO4.
Obtention de GNFA3

Hex/AcOEt 30% | 291-320 S8 Me¢élange de plusieurs taches avec
trainée est (+) UV, (+) L» et (+) H2SO4

Hex/AcOEt 40% | 321-370 S9 Me¢lange avec trainée ; (+) UV, (+) [r et
(+) H2SO4

Hex/AcOEt 50% 371-410 S10 Me¢lange avec trainée, (+) UV, (+) > et
(+) H2SO4..

Hex/AcOEt 60% | 411-440 S11 Me¢lange avec trainée ; (+) UV, (+) > et
(+) H2SO4

Hex/AcOEt 70% 441-477 S12 Me¢lange avec trainée, (+) UV, (+) [r et
(+) H2SO4. Obtention de GNFA4

Hex/AcOFEt 80% | 478-520 S13 Me¢lange avec trainée, (+) UV, (+) > et
(+) H2SOs4. Obtention de GNFA4

AcOEt pur 521-540 S14 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) > et
(+) H2SO4

AcOEt/MeOH 2% | 541-573 S15 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) b et
(+) H2SO4

AcOEt/MeOH 5% | 574-596 S16 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) > et
(+) H2SO4

AcOEt/MeOH 597-621 S17 Me¢élange avec trainée ; (+) UV, (+) I et
10% (+) H2SO4
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Tableau 13: Chromatogramme de I’extrait a la fraction d’acétone (suite)

AcOEt/MeOH 622-643 S18 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) 12 et

15% (+) H2S0O4
AcOEt/MeOH 644-663 S19 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) 12 et
20% (+) H2S0O4
AcOEt/MeOH 664-683 S20 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) 12 et
25% (+) H2S0O4
AcOEt/MeOH 684-691 S21 | Mélange avec trainée ; (+) UV, (+) 12 et
30% (+) H2S0O4
MeOH pur - S22 Lavage

= Obtention de GNFA1 : GNFA1 précipite dans les séries S1 et S2 obtenu dans le
systeme Hex/AcOEt 2% - 5%. Il se présente sous forme d’aiguille blanche et est soluble
dans le DCM.

* Obtention de GNFA2 : GNFA2 précipite dans la série S5 obtenu dans le systéme
Hex/AcOEt 15%. 11 se présente sous forme d’aiguille verte et est soluble dans le
méthanol.

= Obtention de GNFA3 : GNFA3 précipite dans la série S7 obtenu dans le systéme
Hex/AcOEt 25%. Il se présente sous forme de poudre verte et est soluble dans le
méthanol.

= Obtention de GNFA4 : GNFA4 précipite dans les séries S12 et S13 obtenu dans le
systéme Hex/AcOEt 70% -80%. Il se présente sous forme de poudre blanche et est
soluble dans le DMSO.

Les séries S4 et S10 ont de nouveau fait objet d’une purification par chromatographie sur
colonne
» Purification de la série S4 (0,268 g)
La série S4 (0,268 g) a été chromatographié sur une colonne de gel de silice de 2 cm de
diametre et 28 cm de hauteur. S4 a été ¢lué avec un systéme de solvant Hex/AcOEt par gradient
de polarité croissante. 173 fractions de 10 mL chacune ont été recueillies et regroupées sur la

base de la CCM tel que I’illustre le tableau 14 :
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Tableau 14: Chromatogramme du traitement de la série S4

Hex/AcOEt 8% 1-4 Si Solution présentant 2 taches.
Obtention de GNFAS11

Hex/AcOEt 5-156 S2 Solution jaunatre présentant 2

10% taches avec trainée. Obtention
de GNFAS12
Hex/AcOEt 157-173 S3 Solution incolore présentant
15% plusieurs taches avec trainé
AcOEt pur - S4 Lavage

* Obtention de GNFAS11 : GNFASI11 précipite dans la sous série S1 obtenu dans le
systeme Hex/AcOEt 8%. Il se présente sous forme de poudre blanche et est soluble
dans le méthanol.

= Obtention de GNFAS12 : GNFAS12 précipite dans la sous série Sz obtenu dans le

systéme Hex/AcOEt 10%. Il se présente sous forme de poudre jaune et est soluble dans

le méthanol.
> Purification de la série S10 (5,215 g)
La série S10 a fait I’objet d’'une chromatographie sur colonne de gel de silice de 3 cm
de diamétre et 22 cm de hauteur. Le systéme d’¢lution a été fait avec un systéme Hex/AcOEt

de polarité croissante. 482 fractions de 50 mL chacune ont été collectées, concentrées et

regroupées sur la base de la CCM comme le démontre le tableau 15 :

Tableau 15: Chromatogramme du traitement de la série S10

Hex/AcOEt 1-35 Si Solution incolore présentant
15% plusieurs taches ; (+) UV, (+) 12
et (+) H2SO04 dilu¢ a 20%
Hex/AcOEt 36-94 S> Solution incolore ; (+) UV, (+)
20% 12 et (+) H2SO4 dilué a 20%
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Tableau 15: Chromatogramme du traitement de la série S10 (suite)

Hex/AcOEt 95-150 S3 Solution incolore (+) UV et (+)
25% 2
Hex/AcOEt 150-218 S4 Solution incolore présentant une
30% tache (+) UV et (+) I H2SO4
dilué¢ a 20%. Obtention de
GNFAS33
Hex/AcOEt 219-264 Ss Solution incolore ; (+) UV, (+) 12
35% et (+) HaSOg4 dilué a 20%.
Hex/AcOEt 265-323 Se Solution incolore ; (+) UV, (+) 12
40% et (+) H2SO4 dilué a 20%
Hex/AcOEt 324-382 S7 Me¢lange jaune présentant trois
50% taches ; (+) UV, (+) 12 et (+)
H2SO04 dilué a 20%. Obtention
de GNFAS34
Hex/AcOEt 383-434 Sg Me¢lange avec trainée ; (+) UV,
60% (+) 12 et (+) H2SO4 dilué a 20%
Hex/AcOEt 435-482 So Solution marronne présentant
70% trois taches ; (+) UV, (+) 12 et
(+) H2SOq4 dilué a 20%
MeOH pur - Sio Lavage

= Obtention de GNFAS33 : GNFAS33 précipite dans la sous sériec S4 obtenu dans le
systeme Hex/AcOEt 30%. Il se présente sous forme de poudre jaune et est soluble dans
le méthanol.

= Obtention de GNFAS34 : GNFAS34 précipite dans la sous série S7 obtenu dans le
systéme Hex/AcOEt 50%. Il se présente sous forme de poudre jaune et est soluble dans

le méthanol.
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II1.4. Caractéristiques physico chimiques des composés isolés

+ Composé GNFAL1 : Friedelan-3-one

= Aspect physique : Aiguille blanche

= Solvant de solubilité : DCM

= Formule brute : C30Hs:0

* Spectre de RMN 'D : Figure 4, 5 o
* Spectre de RMN 2D : Figure 6, 7, 8, 9, 10.

+ Composé GNFAS12 : Euxanthone

= Aspect physique: Poudre Jaune
=  Solvant de solubilité : Méthanol O OH

HO
*  Formule brute : C13HcO4 O O
= Spectre de RMN !D : Figure 11, 12, 13. 0
» Spectre de RMN 2D : Figure 14, 15, 16, 17.

+ Composé GNFAS34 : Norathyriol

= Aspect physique: Poudre Jaune
= Solvant de solubilité : Méthanol O OH

= Formule brute : C13H4O¢ HO
* Spectre de RMN D : Figure 18, 19, 20
HO O OH

» Spectre de RMN 2D : Figure 21, 22, 23, 24.

+ Composé GNFA4 : 3-$-0-D-glucopyranosyl-stigmastérol

= Aspect physique: Poudre blanche

= Solvant de solubilité : Méthanol \\
= Formule brute : C3¢He1O6 HOH
» Spectre de RMN 'D : Figure 25 H(I_)IO Ho
H " OH
H
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IIL.5. Tests caractéristiques des composés isolés
IL5.1. Test de Liebermann-Burchard
Ce test permet I’identification des triterpénes et des stérols
e Réactifs : le réactif de Liebermann-Burchard est composé d’anhydride acétique et
d’acide sulfurique
e Mode opératoire :
Dissoudre quelques milligrammes du produit dans 1ml de dichlorométhane. Puis
Ajouter a la solution obtenue 1ml d’anhydride acétique et 0,5 mL d’acide sulfurique concentré.
e Résultat et interprétation :
L’observation de la coloration rouge violacée nous indique sur la présence des

triterpénes et de la couleur bleue verdatre indique la présence des stérols.

II1.5.2. Test du Chlorure ferrique
Ce test est caractéristique des composés phénoliques

e Réactifs : Chlorure ferrique, méthanol, le composé a tester
e Mode opératoire :
Dissoudre une petite quantité du composé phénolique dans une solution méthanolique.
Y ajouter quelques gouttes de chlorure ferrique.
e Résultat et interprétation :
11 se forme un complexe de type [(Fe (OAr)s)]* de couleur bleue, rouge, violette ou verte

selon la structure du composé.

I11.5.3. Test de Molish
Ce test permet de mettre en évidence la présence d’un sucre dans une molécule.

e Réactifs : le réactif de Molish , I’éthanol et I’acide sulfurique
e Mode opératoire :

Préparation du réactif de Molish : 50ml de réactif se prépare en dissolvant 1g de o-
naphtol dans 50ml d’éthanol.

Dissoudre quelques milligrammes du produit dans un tube a essai, y ajouter Iml de
réactif de Molish et en faisant couler lentement sur la paroi du tube 1ml d’acide sulfurique
concentré.

e Résultat et interprétation :

La formation d’un anneau violet nous indique sur la présence d’un sucre.
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