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RESUME

Le présent travail porte sur 1’extraction, 1’isolement et 1’identification des alcaloides
contenus dans le tronc de Hunteria ballayi, une plante médicinale camerounaise de la famille
des Apocynaceae. Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle pour soigner la stérilité
chez les femmes. L’étude chimique de ’extrait au méthanol du tronc de Hunteria ballayi au
moyen des méthodes chromatographiques usuelles (CC, CCM), a permis d’isoler quatre (04)
composés purs indexés HB1 (4 mg), HB, (6 mg), HB3 (5 mg), et HB4 (6 mg). Les composés
HB et HB> ont entierement été caractérisés grace aux méthodes spectrométriques (SM) et
spectroscopiques (RMN 1D et 2D). Ainsi ils ont été identifiés par comparaison de leurs
données spectrales avec celles de la littérature comme étant la 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-
3-yl]-3-éthylpyridinium hydroxyde et N*-méthyl-10-hydroxygeissochizol, respectivement.
Mots clés : Apocynaceae, Hunteria ballayi, alcaloides, 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-yl]-
3-éthylpyridinium hydroxyde et N*-méthyl-10-hydroxygeissochizol.
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ABSTRACT

The present work describes the extraction, the isolation and the identification of
alkaloids contents from the trunk of Hunteria ballayi, a Cameroonian medicinal plant from
Apocynaceae family. This plant is used in traditional medecine for the treatment of infertility
women. Chemical study done on the methanol extract of trunk from Hunteria ballayi using
usual chromatographic methods such as Column Chromatography (CC) and Thin Layer
Chromatography (TLC) led to the isolation of four (04) pure compounds labelled: HB; (4
mg), HB> (6 mg), HB3 (5 mg) and HBs (6 mg). Compounds HB; and HB, were fully
characterized using mass spectrometry (MS) and spectroscopic methods (NMR 1D and 2D).
Therefore by comparison of their spectral data with those reported in the literature, there were
identified as 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-yl]-3-éthylpyridinium hydroxyde and N*-
méthyl-10-hydroxygeissochizol, respectively.

Keys words: Apocynaceae, Hunteria ballayi, alkaloids, 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-yl]-
3-éthylpyridinium hydroxyde and N*-méthyl-10-hydroxygeissochizol.
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INTRODUCTION GENERALE
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Les plantes médicinales sont une source importante de médicaments et jouent un role clé
dans la sant¢ mondiale, elles sont connues comme une source potentielle de produits
thérapeutiques. Leur utilisation a acquis un réle prépondérant dans le systéme sanitaire et de
nombreux pays dans le monde dépendent des plantes médicinales pour les soins de santé
primaires (Islam et al., 2019).

Grace aux travaux de recherche en cours, des milliers de métabolites secondaires actifs
ont ¢été isolés des sources naturelles pouvant ainsi €tre rangés en plusieurs classes de composés
parmi lesquelles les alcaloides plus précisément les alcaloides indoliques tels que la vinblastine,
la vincristine, et la docetaxel (Javed et al., 2017). Ces derniers ont été identifiés dans plusieurs
plantes de la famille des Rubiaceae, des Loganiaceae et des Apocynaceae qui est la famille
¢tudiée dans ce travail. Ces alcaloides ont un pouvoir biologique et présentent des activités
pertinentes dans le domaine médical notamment antidiabétique, anticancéreuse, antibactérienne,
antiviral, antipaludique, antiinflammatoire, antidépresseur, analgésique, hypotenseur, anti
diarrhéique, antileishmanienne (Omar et al., 2021).

Cependant, 1’utilisation de ces alcaloides indoliques a ¢été confrontée a plusieurs
problémes parmi lesquels les effets secondaires, la toxicité, la cherté et la complexité (Javed et
al., 2017). 11 est donc urgent de rechercher des alcaloides indoliques présentant moins d’effets
secondaires et moins toxiques.

C’est dans cette optique que le Laboratoire de Pharmacochimie et de Substances
Naturelles du Département de Chimie Organique de I’Ecole Normale Supérieure de Yaoundé I a
entrepris depuis quelques années la valorisation et la vulgarisation des plantes du genre Hunteria
en vue de rechercher les métabolites secondaires moins toxiques et avec peu d’effets secondaires.
Ainsi, dans le cadre de nos travaux de Master, nous avons entrepris une étude chimique des
alcaloides du tronc de Hunteria ballayi. Le choix de cette plante a ét¢ motivé par son utilisation
en médecine traditionnelle pour traiter I’infertilit¢ chez les femmes (Boone, 2006). A notre
connaissance, aucun travail chimique n’a encore ¢été fait sur cette plante. L’objectif général de ce
travail est d’identifier et caractériser les alcaloides présents dans le tronc de Hunteria ballayi plus
spécifiquement :

- Récolter la matiere végétale ;

- Isoler et purifier les alcaloides,

- Caractériser et identifier les composés isolés,

Mémoire présenté et soutenu par FOPA TIOMELA Leatitia Page 2
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- Evaluer les activités biologiques des extraits et des composés obtenus.
Ce mémoire s’articule autour de trois chapitres :
Le premier chapitre est consacré a une revue de littérature non exhaustive sur le genre Hunteria
et plus précisément sur 1’espece Hunteria ballayi,
Le deuxiéme chapitre présente les résultats obtenus et une discussion suivie d’une conclusion et
perspectives,
Le troisieme chapitre a trait a la partie expérimentale qui présente le matériel et les méthodes

utilisées suivie d’une liste de références bibliographiques.
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CHAPITRE I : REVUE DE LA LITTERATURE
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I.1. Famille des Apocynaceae
I.1.1. Etude botanique

Les Apocynaceae sont une famille de plantes dicotylédones. Ils représentent une famille
cosmopolite pour la plupart des lianes ou plantes herbacées, quelques arbustes ou arbres a latex et
feuilles persistantes. Les plantes de cette famille ont des caractéristiques morphologiques
communes : les feuilles sont généralement opposées ou verticillées a nervation pennée. Les
inflorescences sont groupées en cymes ou en racémes ; les fleurs peuvent étre soit solitaires, soit
terminales, ou axillaires. Les fleurs, pentaméres, sont remarquables et de grande taille, a corolle
tubulaire avec 5 lobes, 5 étamines insérées sur la corolle, 2 a 8 carpelles fusionnés ou 2 carpelles
libres. Les fruits, souvent gémings, sont des baies ; des drupes ou alors des follicules déhiscents

(Dupont et al., 2012).

1.1.2 Distribution géographique

Les especes appartenant a la famille des Apocynaceae se trouvent majoritairement dans
les régions tropicales, subtropicales et rarement dans les régions tempérées. Les Apocynaceae
sont regroupés en cinq sous familles a savoir: les Rauvolfioides ; les Apocynoidées ; les
Périplocoidées ; les Sécamonoidées et les Asclepiadoidées.

Selon la classification phylogénique APG III (2009), cette famille compte pres de 4600
espeéces divisées en 424 genres (Endress et al., 2014) a ’exemple du genre Alafia, Carissa,

Elytropus, Rauvolfia, Tabernaemontana et le genre Hunteria qui fait I’objet de notre étude.
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L rm

_ Présence des Apocynaceae

Figure 1: Répartition géographique des Apocynaceae dans le monde (Vernon et Francoise,

1996)

I.1. 3. Usages des plantes de la famille des Apocynaceae

Les plantes de la famille des Apocynaceae possedent plusieurs usages en médecine
traditionnelle, nous pouvons citer :

- Les feuilles et les tiges de Tabernaemontana divaricata sont utilisées pour le traitement
de la fievre, de la douleur et la dysenterie. Elles sont €galement utilisées pour soigner
I’asthme, les infections oculaires, 1’épilepsie, la lepre, ces plantes ont des propriétés
aphrodisiaques, diurétiques, et sont un remeéde contre le poison et un tonique pour le
cerveau (Warrier, 1993).

- Les feuilles de Catharanthus roseus sont utilisées comme agent antiseptique pour
cicatriser les plaies et comme bain de bouche pour traiter les maux de dents (Kuo et al.,
2001).

- Les tiges d’Alstonia boonei sont utilisées pour traiter les maladies fébriles, les mictions
douloureuses, la jaunisse, le paludisme et la fievre (Bello et al., 2009).

- Carissa carandas produit des fruits qui sont utilisés comme produits gastriques,

anthelminthiques ; des feuilles pour soigner la fievre (Kirtikar, 1998).
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1.2 Le genre Hunteria
1.2.1 Description botanique

Hunteria est un genre de la famille des Apocynaceae décrit en 1824 et comprend 12
especes a savoir Hunteria umbellata, Hunteria Smii, Hunteria ghanensis, Hunteria camerunensis,
Hunteria congolona, Hunteria densiflora, Hunteria hexaloba, Hunteria macrosiphon, Hunteria
myriantha, Hunteria oxyantha, Hunteria zeylanica et Hunteria ballayi qui fait 1’objet de notre
¢tude. Les espéces de ce genre sont originaires de la Guinée - Bissau, Sierra Leone, Liberia,
Ghana, Benin, Gabon, Nigeria, République Démocratique du Congo et Cameroun (Kaur et al.,
2016).

C’est un arbuste d’environ 15 a 22 m de haut qui pousse dans toute 1’ Afrique occidentale
et centrale, il est glabre et lisse contenant au moins 12 graines en forme de disque noyées dans la
pulpe gélatineuse, les fleurs ont une forte odeur agréable, constituée d’une corolle créme ou jaune
fleurit en novembre et de mars en mai. Le fruit est d’environ 5,25 cm diametre, jaune a orange

pale (Omino, 1996).

- Présence du genre
|:| Absence du genre

o
;?
L

Figure 2: Répartition géographique du genre Hunteria en Afrique

1.2.2 Usages des plantes du genre Hunteria
Les plantes du genre Hunteria ont une trés grande importance en médecine traditionnelle

et aussi dans le domaine commercial.
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1.2.2.1 Usages du genre Hunteria en médecine traditionnelle
En sierra Léone, on prépare I’écorce du tronc de Hunteria umbellata comme un tonique

amer est employ¢ comme stomachique en lotion pour traiter la fievre (Boone, 2006).

En Cote d’Ivoire, on applique un extrait d’écorce fraiche des racines de Hunteria
umbellata sur les 1ésions causées par la Iepre (Boone, 2006).

Au Nigeria, les graines et 1’écorce de Hunteria umbellata sont utilisées dans le traitement
de I’hémorroide, du diabéte, des ulceres d’estomac, de la prévention de I’avortement foetal, de
I’arrét des douleurs menstruelles aigues et des infections helminthiques (Falodun et al.,
2006) tandis que les feuilles de hunteria zeylanica sont consommées pour guérir les blessures
(Gamble, 1972).

Au Cameroun, on absorbe une décoction d’écorce ou de fruits de Hunteria umbellata
pour traiter les maux d’estomac, les troubles hépatiques et les hernies (Burkill 1985, Dalziel
1937).

L’écorce de Hunteria ghanensis est utilisée pour traiter les difficultés de miction au Ghana

et en Cote d’ivoire (Boone, 2006).

1.2.2.2 Usages commerciaux des plantes du genre Hunteria

Au Nigeria, les tiges fourchues de Hunteria umbellata sont utilisées comme piliers de
cases et sont considérées comme trés durables et insensibles aux termites (Boone, 2006).

En Cote d’Ivoire, le bois dur de couleur jaunatre Hunteria umbellata est utilisé comme
bois de feu (Boone, 2006). Il est aussi est employ¢ dans la fabrication des peignes, des batons de

police, de robots de menuisiers (Oliver B,1986).

1.2.3 Travaux chimiques antérieurs sur le genre Hunteria

Les travaux chimiques sur les plantes du genre Hunteria ont conduit a I’isolement de
plusieurs métabolites secondaires tels que les triterpenoides, les composés phénoliques, les
alcaloides (Falodun et al., 2006).

a. Composés phénoliques

Certains composés phénoliques tels que ’acide chlorogénique (1), I’acide gallique (2), la

quercétine (3), I’apigénine (4) ont été isolés des graines Hunteria umbellata (Oboh et al., 2017).
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Tableau 1: Composés phénoliques isolés du genre Hunteria

Partie de la

Composés Structures Référence
plante
— OH
HO o O/(\@:
Acide chlorogénique (1) o © OH
H
HO OH
O~_OH
Acide gallique (2)
HO OH Graines de
OH
Hunteria Oboh et al., 2017
umbellata

Quercétine (3)

Apigénine (4)

b. Triterpenoides isolés du genre Hunteria

Quelques triterpenoides ont été isolés de I’écorce du tronc de 1’espece Hunteria umbellata

a D'instar de 1’acide oléanolique (5), le squaléne (6), I’acide ursolique (7) (Wangchuck et al.,

2013).
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Tableau 2: Triterpenoides isolés du genre Hunteria

Composés Partie de
Structures Reference

la plante

Acide oléanolique (5)
HO™
Ecorce du
tronc
Wangchuck

Hunteria
Squaléne (6) etal., 2013

a umbellata

Acide ursolique (7)

c¢. Alcaloides isolés du genre Hunteria

Les plantes du genre Hunteria sont spécialement riches en alcaloides indoliques. Ainsi

plusieurs alcaloides ont été isolés des feuilles, du tronc de Hunteria zeylanica a savoir la

nicalaterine (8), eburnamine (9), yohimbol (10), 148 —hydroperoxy-eburnamine (11), 18a —

hydroxy-eburnamine (12) et isositsirikine (13) (Lavaud et al., 1982, Nugroho et al., 2011,

Quan et al., 2015).
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Tableau 3: Alcaloides isolés de Hunteria zeylanica

Composés

Structures

Partie de la plante

Références

Nicalaterine (8)

Tronc de Hunteria

zeylanica

Nugroho et al., 2011

Eburnamine (9)

Yohimbol (10)

Feuilles de

Hunteria zeylanica

Lavaud et al., 1982

14 —hydroperoxy- N\ N Tronc de Hunteria
eburnamine (11) N zeylanica
HOOC
H 0]
18 a —hydroxy- N OH Feuilles de

N

eburnamine (12) Hunteria zeylanica
HO

Quan et al., 2015

Isositsirikine (13)

Feuilles de

Hunteria zeylanica

Lavaud et al., 1982
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De plus, les investigations chimiques de 1’écorce du tronc et des graines de Hunteria umbellata
ont conduit a I’isolement des alcaloides tels que ’acide strictosidinique (14), la taboltine (15),
I’angustidine (16), I’ikirydinium (17) et I’erinidine (18) (Olusegun et al., 2011, Hamzah et al.,
1994, Adeyene et al., 2012, Pinar et al., 1971, Abreu et Pereira,1998).

Tableau 4: Alcaloides isolés de Hunteria umbellata

Partie de la
Composés Structures Références
plante
) o Hamzah et
Acide strictosidinique (14)
al., 1994
. Pinar et al.,
Talboltine (15)
1971
Ecorce du
tronc de
Hunteria Abreu et
Angustidine (16) umbellata Pereira,
1998
o Olusegun et
Ikirydinium (17) ] L2011
©) ; al.
N" > CO, Graines de ’
Hunteria
umbellata
oy Adeyene et
Erinidine (18)
al., 2012
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1.2.4 Quelques propriétés pharmacologiques des plantes du genre Hunteria
Plusieurs activités pharmacologiques ont été entreprises sur le genre Hunteria. Des

extraits aqueux et méthanoliques des feuilles, des graines et de 1’écorce du tronc de Hunteria

umbellata ont montré une action anthelminthique importante contre les lombriques

(Oluwemino et al., 2001).

L’extrait éthanolique de Hunteria eburnea est utilisée comme antifongique sur le
Trichophyton mentagrophytes avec une valeur de Clso de 0,5uM), (Kanga et al., 2018).

L’¢éburnamine (9) présent en abondance dans les graines de Hunteria umbellata est un
stimulant du systéme nerveux central et semble avoir un effet positif sur la circulation sanguine
générale (Boone, 2006).

La nicalaterine (8) isolée de I’écorce de Hunteria zeylanica montre une activité anti
plasmodiale (Nugroho et al., 2011).

L’acide strictosidinique (14) isolée de Hunteria umbellata a une activité antiinflammatoire et
antipyrotique avec une valeur de Clsode 10 uM (Teng et al., 2020).

L’ikirydinium (17) isolé de Hunteria umbellata posséde une activité antimicrobiale d’une

valeur deClso de 0,6 uM contre le bacille substilis (ATCC 6051) (Olusegun et al., 2011).

1.3 Espéce Hunteria ballayi
1.3 .1 Description botanique

C’est un tres petit arbre, généralement moins de 3 m de hauteur. Les feuilles opposées et
le latex blanc indique qu’il appartient a la famille des Apocynaceae, qui contient de nombreuses
plantes médicinales. Les fruits mesurent environ lcm de long, sont jaunes avec un bec court et
une surface verruqueuse, les feuilles sont de taille assez variable, un tronc mince, une écorce

interne jaunatre (Beentje, 2010).
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Figure 3: Feuilles de Hunteria ballayi photographiées par FOPA 2023.

1.3.2 Répartition géographique et usage
L’espéce Hunteria ballayi se rencontre en Afrique centrale plus précisément au

Cameroun, Centrafrique, Gabon et Congo) (Boone, 2006).

Tableau 5: Répartition géographique de Hunteria ballayi en Afrique

Cameroun -Sud : Ngongondje plus précisément a Akonety¢

Centrafrique 45 km de Lidjombo

Gabon 40 km de Koumameyong ; 10 km de Lastoursville

Congo Ngoko

1.3.3 Usage de I’espéce Hunteria ballayi
Les femmes avalent les graines en méme temps que le mésocarpe sucré comme remede

contre la stérilité (Boone, 2006).

1.3.4 Travaux chimiques antérieures sur ’espéce Hunteria ballayi
A notre connaissance, aucun travail chimique n’a encore été recensé sur I’espece Hunteria

ballayi.
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1.4 Alcaloides
1.4.1 Généralités sur les alcaloides

La classification des alcaloides la plus utilisée est celle se basant sur la structure chimique
de ces composés et leurs précurseurs moléculaires, ainsi les alcaloides sont classés en trois grands
types : les alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides et les proto-alcaloides (Aniszewski, 2007).
1.4.1.1. Les alcaloides vrais

Les alcaloides vrais sont des composés qui dérivent des acides aminés et possédant un
atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. Ces alcaloides sont biologiquement trés réactifs
méme a des petites doses. Ils peuvent se présenter dans les plantes a 1’¢état libre ou sous forme de
sels. Ils sont formés de la condensation d’un acide aminé décarboxylé avec une molécule
dépourvue d’azote (aniszewski, 2007).
1.4.1.2. Les pseudo-alcaloides

Ce sont des composés alcaloidiques qui ne dérivent pas d’acides aminés. Il s’agit
généralement d’isoprenoides, et des drivées de I’acétate (Bruneton, 1999).
1.4.1.3. Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des composés dont I’atome d’azote dérivé d’un acide aminé
n’est pas inclus dans le systéme hétérocyclique. Ce sont des composés dérivés de la L-tyrosine,
du L-tryptophane, et de la L-ornithine. Ils forment un groupe minoritaire d’alcaloides,
I’hordenine, mescaline et yohimbine sont des exemples types de cette famille d’alcaloides
(aniszewski, 2007).
1.4.2 Biosynthése des alcaloides

Les alcaloides dérivent des acides aminés (AA) parmi les 20 AA connus. Il s’agit de 2 AA
aliphatiques et 5 AA aromatiques. La lysine engendre les alcaloides en CsN et 1’ornithine
engendre les alcaloides en C4N.

Les acides aminés aliphatiques

H/,'
J/j\ mcow
H,N COOH 2 :

HoN q NH,

Lysine Ornithine
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Les acides aminés aromatiques

COOH
COOH COOH I NH,
©/H><NH2 mNHz J
HO N
Phenylalanine Tyrosine Tryptophane

Schéma 1: les précurseurs des alcaloides (Gravel et al. ,2010)

Les réactions ¢lémentaires de biosynthése des alcaloides sont la décarboxylation et la

transamination d’apres le schéma ci-dessous.

H
NNH + omHe— -He-§ €92 H>F HC—f
" coon {Hooc NHCH 1 NHC : N-H,C—§

H;0

=0+ NH;yHC-
H

Schéma 2: La biosynthése des alcaloides (Gravel et al., 2010)

Nous avons donc deux voies de biosynthese celle des AA aliphatiques et celle des AA

aromatiques.
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1.4.2.1. Voie des acides aminés aliphatiques

e Biogenése des alcaloides tropaniques

COOH COOH NH,
a b
/_/_<NH2 (@) g /_/_<NH2 (b), /_/_/i> CHO
H2N H3CHN HsCHN
Ornithine H5CHN N
0
(d) N*Me  AcCosA CosA o
_—
/ ——» N — N—>
Me 0] N\
Me CHa
N
0
N ; WOH __
S —_ —
N (0]
A H
Me Tropanol
HO

Schéma 3: Biosynthése du tropanol (Herbert, 2003)

(a): méthylation, (b) : décarboxylation, (c) : transamination oxydative, (d) : cyclisation et

les enzymes
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Biosynthése des alcaloides pyrrolizidines

NH, NH,
ﬁ/J CHO
COOH - = <i
H,N HoN

NH,

/—// NH2

H,N

L-Ornithine Putrescine

HN S SN« BN A~ SN,
H

CH,OH

N .
E:NJr\/\/ CHO [ DiacideenCjp 07 70

Schéma 4: La biosynthese des pyrrolizidines (Gravel et al., 2010)

1.4.2.2. Voie des acides aminés aromatiques.

e Biosynthése des isoquinoléiques

COOH HO COOH
O NH2 :©/v
HO 7

HO

OH

COOH CHO (S)-norcoclaurine
0O —» _/  (benzyl
HO 0 tetrahydroisoquinoléine)

Acide-4-hydroxyphenyl pyruvique ~ 4-hydroxyphenyl acetaldehyde

Schéma 5: Biosynthese des isoquinol€iques (Gravel et al., 2010).
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¢ Biosyntneése des alcaloides indolomonoterpéniques

NH,

/ OBDGlc
OHC
> o - A\
N
H H,CO0C N
Tryptamine Secologanoside H;COO0OC
Strictosidine
N
N
A\ > A\ » N\
N N
. . B Xy A
H,CO0C OH H;COO0C OH
H;COO0C
Stemmadénine
Déhydrosécoline

O\ S G

— N
H
H;COOC H.COOC
3
N N7
A\
N
H  CoocH, O N COOCH,
Iboganes H
Aspidospermanes

Schéma 6: Biogenese des indolomonoterpeniques (Rodney et al., 2000)
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CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION
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I1-1 Extraction et isolement des composés de Hunteria ballayi

Le tronc de Hunteria ballayi a été récolté le 24 mai 2023 dans la localit¢ de Ngongonji¢
plus précisément dans la région du Sud Cameroun et identifié par le botaniste Mr Nana Victor.
Un échantillon de référence se trouve a I’Herbier National du Cameroun et porte le numéro
41487 HNC.

Apres avoir découpé, séché et broyé le tronc de Hunteria ballayi, nous avons obtenu 1,7
kg de poudre maronne. Cette poudre a subi une macération au méthanol pur a la température
ambiante pendant 72 heures et répété 3 fois a température ambiante, le filtrat obtenu apres
filtration a été concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif pour conduire a 171,9 g d’extrait brut au
MeOH. 2,0 g de I’extrait brut ont été réservé pour les tests biologiques tandis que 169,9 g restants
ont été dissout dans un mélange MeOH/H>O (20/80). Le mélange obtenu a été transféré dans une
ampoule a décanter de 2 L et des extractions successives ont ét¢ faites a I’hexane, au
dichlorométhane et a 1’acétate d’éthyle. Les différentes phases obtenues ont été évaporées
conduisant a des masses de 35,0 g, 6,0 g et 4,9 g issues des fractions respectives a I’hexane, au
dichlorométhane et a I’acétate d’éthyle. Les fractions au dichlorométhane et a 1’acétate d’éthyle
présentant le méme profil selon leurs plaques CCM, elles ont donc été mélangées pour obtenir
10,9 2.0,9 g de ce mélange a été réservé pour les tests biologiques tandis que les 10,0 g restants
ont subi une chromatographie sur colonne de gel de silice et élu¢ avec un mélange de solvants
CH2Cl2/MeOH (0-100%) de polarité croissante.

Les différentes fractions recueillies dans les flacons de 100 mL ont été¢ évaporées puis
regroupées en sept grandes fractions (A a G) sur la base de leur profil CCM. Au regard du profil
chromatographique des différentes fractions obtenues, les fractions C et G se sont révélées étre
les plus riches de par leur composition chimique. Ces deux fractions ont donc été investiguées.

La fraction C (0,7 g) a donné un précipité blanc qui a été lavé au MeOH pur pour donner
un composé pur indexé HB; (10,5 mg). Une chromatographie sur colonne de gel de silice de la
fraction G en utilisant le systtme CH>Cl,/MeOH (5-10%) de polarité croissante a été effectuée
donnant quatre sous fractions indexés Gi (218,5 mg), G2 (319,4 mg), G3 (103,4 mg) et G4 (185,5
mg). Les sous fractions Gi et G2 ont été purifiées par chromatographie sur colonne de gel de
Sephadex LH-20 et avec pour ¢éluant le méthanol pur. De G1, un composé pur indexé HB: (6,1
mg) a été obtenu, tandis que deux composés purs indexés HB3 (5,3 mg) et HB4 (10,2 mg) ont été

obtenus.
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Tronc de Hunteria ballayi

A 4

«—— Decoupage, séchage et broyage

Poudre de 1,7 Kg

Macération au MeOH a température ambiante

¢ pendant 72 h fois 3 puis évaporation

Extrait brut au

MeOH (171,9 g)

Extraction liquide-liquide avec
n-hexane, dichlorométhane et

Résidu liquide

CC (gel de silice avec pour €luant

CH:Cl> /MeOH 0-100 %)

Pacétate d’éthyle > e 2 g pour les tests biologiques
Fraction n-hexane Fraction CH>Cl Fraction a 1’acétate
(35,0 g) (6,0 g) d’éthyle (4,9 g)

Fraction CH»>Cly/acétate
d’éthyle (10, 9 g)

v

A 4

A 4

\ 4

\4

A 4 Y \ 4

A(l,2g) B(1,8¢) CO,7¢) || D, 1g) || EA,0g) || F(1,3g) || G(1,8g)
Précipité blanc lavé au Y CC (gel de silice) avec pour €éluant
MeOH HB (10,5 mg) CH>CL/ MeOH (5-10%)
G1 (218,5 mg) G2 (319,4 mg) G3 (103.,4) Gs (185,4 mg)

CC (Sephadex LH-20) CC (Sephadex LH-20)

¢lué au MeOH ¢lué au MeOH
v v v v v
G HB> G2 HB3 G2 HB4
(50,0 mg) (6,1 mg) (80,0 mg) (5,3 mg) (80,0 mg) || (10,2 mg)

Schéma 7: Protocole d’extraction et d’isolement des composés de Hunteria ballayi
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I1.2 Caractérisation chimique des composés purs isolés
I1.2.1 Identification du composé HB:

Par comparaison des données spectrales avec celles de la littérature et un échantillon
disponible au laboratoire, le composé HB; a été identifié a la 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-
yl]-3-éthylpyridinium hydroxyde.

En effet, il se présente sous forme de solide brun amorphe, soluble dans le MeOH et
répond positivement au test de Dragendorff caractéristique des alcaloides et particuliérement au
test d’Ehrlich caractéristique des alcaloides indoliques. Sa formule moléculaire est Ci9H21N20>
avec 11 degrés d’insaturations a été obtenu grace a son spectre de masse ESI haute résolution en
mode positif qui, présente le pic de I’ion moléculaire protoné [M+H] * a m/z =309,1932 (calculé

pour C19H22N203 ; 309,1598).

(19)

Intenss; A5, min 10
L 8150

)

[M+H] *

I

§

1w i3

0 l' . ] = " = ] ! ] = ! ] ! ] ! ] !

] 40 il il 100 20 m

Figure 4: Spectre de masse ESI haute résolution en mode positif du composé HB
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Le spectre de RMN 'H (400 MHz, CDs;OD) du composé HB; (figure 5) présente 13 signaux
correspondant a 13 familles de protons. Nous notons :
» Un benzéne 1,2-disubstitué¢ de I’indole avec des signaux a 8y 7,21 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-
8); 6,90 (dd, J=18,0; 6,0 Hz, 1H, H-7) ; 6 66 (dd, J=8,0 ; 6,0 Hz, 1H, H-6) ; 6,60 (d, J =
8, 0 Hz, 1H, H-5) (Olusegun et a/.,2011) ;

Fragment A
» La présence dans la zone des aromatiques des signaux a 8y 8,66 (d, J= 5,6 Hz, 1H) ; 8, 47
(s, 1H) ; 8, 10 (d, J = 8,0 Hz, 1H) et 7, 68 (dd, J = 8,0 ; 5,0 Hz, 1H) attribuables aux
protons (H-17), (H-13), (H-15) et (H-16) respectivement caractéristiques du benzeéne du
pyridinium substitué en position 3;
» Un éthyle aromatique avec des signaux a 8y 2, 46 (¢, J = 7,6 Hz, 2H, H-18) et 0, 87 (¢,
J=7,6 Hz, 3H, H-19) (Olusegun et al., 2011) ;

Fragment B
» Un éthane 1,2 disubstitué avec des signaux a 8y 4, 83 (¢, /=5, OHz, 2H, H-11) et
3,36 (¢t,J=135, 0 Hz, 2H, H-10) correspondant aux protons en position H-11 et H-

10
HJ0 H
Fragment C

» Un singulet a 8y 3, 61 ppm attribuable a un méthyléne li¢ au noyau aromatique et

proche d’un carbonyle correspondant au proton H-20 ;

20

0210 Fragment D
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceac)

L’analyse du spectre RMN '3C (100 MHz, CD;0D) du composé HB; (figure 6) présente :

» Un carbone quaternaire a 8c 177, 9 ppm correspondant aux carbonyles des carboxylates ;

» Les carbones a 8¢ 136,6; 135,3; 130; 121,9; 119,8; 116,6; 111,8 et 105,8 ppm
attribuables respectivement aux carbones (C-9), (C-2), (C-4), (C-7), (C-6), (C-5), (C-8) et
(C-3) caractéristique du noyau indole ;

» Quatre signaux de méthyléne a 8c 63,2 ; 36,6 et 26,9 ppm attribuables respectivement aux
carbones (C-11), (C-20) et (C-10).

» Les signaux a 145,9 ; 145,7 ; 145,3 ; 143,2 et 128,2 ppm correspondant aux carbones (C-
13), (C-14), (C-15), (C-17) et (C-16) attribuable au pyridinium substitué ;

» Un ¢éthyle lié au noyau aromatique avec des signaux a 8c 26,5 et 14,3 ppm correspondant

respectivement aux carbones (C-18) et (C-19) (Olusegun et al., 2011).
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Figure 6: Spectre de RMN '3C (100 MHz, CD30D) du composé HB;
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceae)

L’analyse du spectre HSQC du composé HB; (figure 7) montre les corrélations entre
carbones et protons directement liés. Ainsi les corrélations 'J sont observées entre le proton les

carbones notamment :

> Entre H-15 et C-15 ; H-17 et C-17 ; entre H-13 et C-13 ;

> Entre H-14 et C-14 ; entre H-7 et C-7 ; entre H-6 et C-6 ; entre H-5 et C-5 ;

» Entre H-8 et C-8 ; entre H-11 et C-11 ; entre H-20 et C-20 ; entre H-10 et C-10;
entre H-18 et C-18 ; entre H-19 et C-19.
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceae)

Le spectre COSY du composé¢ HB; (figure 8) montre les corrélations entre les protons
voisins notamment :
» Entre les protons H-5 (6,60) et H-6 (6,66) ; entre les protons H-5 (6,60) et H-7 (6,
90) et entre les protons H-8 (7, 21) et H-7 (6, 90) ;
» On observe également les corrélations entre les protons H-13 (8,47) et H-15 (8,
10) ; entre les protons H-10 (3,36) et H-11 (4,83) ; entre les protons H-18 (2,46) et
H-19 (0,87).
» Des corrélations sont également observées entre H-13 (8,47) et H-16 (7,69) ; entre
les protons H-16 (7, 69) et H-17 (8, 66). Ces corrélations justifient ainsi la

proximité entre les différents protons.
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Figure 8: Spectre COSY du composé HB;
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceac)

— COSY

Figure 9: Quelques corrélations observées sur le spectre COSY du composé HB;
Le spectre HMBC du composé HB; (figure 10) nous a permis de joindre les différents fragments
de la molécule. Ainsi nous avons les corrélations importantes entre :
» 8y 8,47 (H-13) et les carbones 8c 26,5 (C-18), 63,2 (C-11), 145,3 (C-15), 143,2 (C-17),
145,7 (C-14).
» 8y 3, 36 (H-10) et les carbones 8c 63,2 (C-10), 105,8 (C-3), 135,3 (C-2) et 130 (C-4)
permettant la jonction entre les fragments A et B.
» 8y 4, 83 (H-11) et les carbones 8¢ 63,2 (C-10), 105,8 (C-3), 145,3 (C-15) et 143,2 (C-17)
permettant de relier les fragments B et C.
» 8y 3,61 (H-20) et les carbones 8¢ 105,8 (C-3), 135,3 (C-2) et 177,9 (C-21) permettant la
jonction entre les fragments A et D.
> H-15 résonnant a 8g 8,10 et C-18, C-17 etC-15 résonnant a Sc 26,5, 143,2 et 1453
respectivement.
» H-17 résonnant a 8y 8,66 et C-11, C-16, C-15 résonnant a 8c 63,2, 1282 et 145,3
respectivement
» H-16 résonnant a 8 7, 68 et C-17, C-15 résonnant aSc 143,2 et 145,3 respectivement ;
» H-7 résonnant 8y 6,90 et C-18, C-11, C-15, C-17 et C-14 résonnant a 8¢ 26,5, 63,2, 145,
3,143,2 et 1457 ;
» H-6 résonnant 8y 6,66 et C-8, C-7, C-4, C-2 résonnant a Sc 111,8, 121,9, 130 et 135,3
respectivement.
» 816,60 (H-5) et les carbones 8¢ 105,8 (C-3), 121,9 (C-7), 130 (C-4) et 135,3 (C-2).
» 8y 2,46 (H-18) et les carbones &8¢ 14,3 (C-19) et 1453 (C-17).
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceae)

/~ "\ HMBC

Figure 11: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC du composé HB;

L’analyse de toutes ces données en comparaison avec celles de la littérature ont permis
d’identifier le compos¢ HB; a la 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-yl]-3-éthylpyridinium
hydroxyde sel inerte précédemment isolé des feuilles de Hunteria umbellata par (Olusegun et

al., 2011).

Figure 12: Structure du composé¢ HB;
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceac)

Tableau 6: Données spectrales RMN 'H (400 MHz, CD;0D), RMN !3C (100 MHz, CD;0D) du

composé HB1 comparées a celles de la littérature (Olusegun et al.,2011).

Positions Su (nH, m, J) de Su (nH, m, J) 8cde 8c HMBC

HB: J(Hz) littérature HB1 littérature

2 - - 1353 135,3 -

3 - - 105,8 105,9 -

4 - - 130,0 130,0 -

5 6,60 (1H, d, 7,9) 6,60 (1H,d,7,9) 116,6 116,7 C-2,C-3,C-4,C-7

6 6,66 (1H,dd,7,8; 6,67(1H,dd,7,8; 119,8 119,8 C-2,C-4,C-7,C-8
7,9) 7,9)

7 6,90 (1H,dd,8,0; 6,91 (1H, dd, 8,0 ; 121,9 121,9 C-5,C-7,C-9
7,8) 7,8)

8 7,21(1H, d, 8,0) 7,22 1H, d, 8,0) 111,8 111,9 C-6,C4

9 - - 136,6 136,6 -

10 3,36 (2H, ¢, 5,9) 3,81(1H, ¢, 5,9) 26,9 26,9 C-2,C-3, C+4,

C-11

11 4,83 (2H, ¢, 5.,9) 4,92 (2H, ¢ 5,9) 63,2 63,2 C-2,C-3,C-4,C-7

13 8,47 (1H, s) 8,47 (1H, s) 146,0 146,0 C-11, C-14, C-17

14 - 145,7 145,7 -

15 8,10 (1H, d, 7,9) 8,10 (1H, d, 7,9) 145,3 145,3 C-11, C-13, C-15,

C-17

16 7,69 (1H,dd, 79et 7,68 (1H,dd,7,9et 1282 128,2 C-11, C-13, C-15,
5,6) 5,6) C-17

17 8 66 (1H, d, 5,6) 8,66 (1H, d, 5, 6) 143,2 143,2 C-13,C-17,C-18

18 2,46 (2H, g, 7,6) 2,66 (1H, ¢, 7,6) 26, 6 26,6 C-2,C-3,C+4, C-7

19 0,87 3H, ¢, 7,6) 0,88 (3H, ¢, 7,6) 14,3 14,5 C-2,C-3,C+4, C-7

20 - - 36,6 36,5 -

21 - - 177,9 177,6 -
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceac)

I1.2.2 Identification du composé HB:

Par comparaison de ses données spectrales avec celles de la littérature et un échantillon
disponible au laboratoire, le compos¢é HB> a ¢été identifié a la  NY-méthyl-10-
hydroxygeissoschizol.

En effet, il se présente sous forme de solide brun amorphe, soluble dans le DMSO-
ds(diméthyl sulfoxyde-ds). Ce composé répond positivement au test de Dragendorff donnant un
précipité orange caractéristique des alcaloides et particulierement au test d’Ehrlich caractéristique
des alcaloides indoliques.

Sa formule moléculaire C20H27N202" avec 9 degrés d’insaturations a été obtenu grace a
son spectre de masse ESI haute résolution en mode positif qui, présente le pic de I’ion
moléculaire [M] " a m/z =327,2066 correspondants a une masse moléculaire de 327,2066 g/mol

(figure 13).
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Figure 13: Spectre de masse ESI haute résolution en mode positif du composé HB>

Son spectre de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) (figure 14) présente 22 signaux
correspondant a 22 familles de protons. Dans ce spectre nous notons la présence :
» Un proton singulet a §x 11, 00 (1H, s) correspondant au proton li¢ a un azote confirmant
la présence squelette indole (Charturvedula et al., 2003) ;
» Des signaux des protons aromatiques a Sz 6, 63 (dd, J= 8,6 ; 2,3 Hz, 1H, H-11) ; 7,13 (d,
J = 8,6 Hz, 1H, H-12) et 6, 76 (d, J=2,3 Hz, 1H, H-9) attribuables du benzene

monosubstitué des indoles (Charturvedula et al., 2003) ;
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Fragment A
» Un signal du groupe hydroxyle a 8§ 8,90 ;
» Un signal d’un groupe méthyle a §x 1,67 (d, J= 6,8 Hz, 3H, H-18) ;
» Un groupe N'-méthyle a §y 3,12 (s, 3H).

Fragment B
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceae)

Le spectre RMN '*C (125 MHz, DMSO-ds) du composé HB> (figure 15) présente vingt signaux
correspondant a 20 carbones.
» Quatre carbones quaternaires a Sc 151,5 (C-10) ; 131,4 (C-8) ; 102,8 (C-7) ; 130,1 (C-20)
» Deux carbones tertiaires correspondant a C-2 et C-13 liés a 1’azote du squelette indole
avec des signaux a Sc 129,4 et 126,8 respectivement ;
» Six méthynes a §c 103,4 (C-9); 112,7 (C-11); 112,4 (C-12) ; 64,2 (C-3) ; 30,2 (C-15) et
130,7 (C-19) ;
» Six méthylénes a §c 58,5 (C-17); 17,3 (C-6) ; 29,6 (C-14) ; 62,0 (C-21) ; 48,6 (C-5) et
36,0 (C-16);
» Un méthyle a S¢ 13,8 (C-18) et un groupe N™-Me a S¢ 48,0.
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Le spectre HSQC du composé HB: (figure 16) montre les corrélations entre protons et
carbones directement liés. A cet effet, les corrélations 'J sont observées entre les protons
et les carbones notamment :
» H-20 et C-20 ; H-11 et C-11 ; H-12 et C-12 ; H-9 et C-9 ; H-3 et C-3 ; H-21 et C-
21 ; H-17 et C-17 ; H-5 et C-5 ; H-16 et C-16 ; H-15 et C-15 ; H-14 ¢t C-14 ; H-6
et C-6 ; H-18 et C-18 ;
» Le groupe N"-Me a S 3, 12 et le carbone a S¢ 48,0.
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Figure 16: Spectre HSQC du composé HB>
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Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceae)

Le spectre COSY du composé HB> (figure 18) montre les corrélations homonucléaires entre les

protons voisins, notamment entre :

» H-11 (6,63) et H-12 (7,13); H-9 (6,76) et H-11 (6,63) justifiant ainsi davantage le

couplage ABX du noyau benzénique substitué.

Figure 17: Quelques corrélations sur le spectre COSY du composé HB»
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Figure 18: Spectre COSY du composé HB>
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Son spectre HMBC (figure 19) permet de voir les différents points de jonction entre les

différents fragments de la molécule. Ainsi, on observe sur ce spectre les corrélations entre le

proton :

>

YV V. V V V V

H-3a8u4,62etC-2a8c(129,4);

H-6 a 852,90 et C-2 et C-7 résonant a 8c 129,4 et 102,8 respectivement ;

H-9 a 81 6,76 et les carbones C-10, C-8, C-11 résonant a 8¢ 151,5, 131,4 et 112,7 ;

81 6,63 (H-11) et les carbones 8c 151,5 (C-10), 131,4 (C-8) et 103,4 (C-9) ;

81 7,13 (H-12) et les carbones 8¢ 151,5 (C-10), et 126,8 (C-13) ;

8u 3,22 (H-17) et les carbones 8¢ 48,6 (C-5), et 103,4 (C-9) ;

Su 1,67 (H-18) et les carbones §c 130,1 (C-20), toutes ces corrélations permettant la

jonction entre le fragment A et le fragment B.
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Figure 20: Quelques corrélations sur le spectre HMBC du composé HB»

Sur la base de I’interprétations de ces données spectrales et par comparaison avec celle de
la littérature, le composé HB; a été identifié au N*-méthyl-10-hydroxygeissochizol précédemment

isolé de I’écorce du tronc de Pleiocarpa pycnantha (Ndongo et al., 2018).

Figure 21: Structure du composé HB»
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Tableau 7: Données spectrales RMN *C (125 MHz, DMSO-ds) du composé HB, comparées a
celles (125 MHz, DMSO-d5) de la littérature

Position oJu (ppm) (mult, oun (ppm) oc (ppm) oc (ppm) HMBC
Jen Hz) (500 (mult,Jen Hz) (125 MHz; (125
MHz; DMSO- (500 MHz DMSO-d6) MHz;
d6) CDs0D) CDs;0OD)
littérature littérature
2 - - 129,4 127,2 -
3 4,21 (1H, m) 4,86 (1H, m) 64,2 65,3 N-Me
5 3,27 (1H, m) 3,56 (1H, m) 48,6 49,2 N-Me
6 2,90 (1H, m) 3,04 (1H, d, 17,3 18,0 C-7,C-21,C-8
17,2)
7 - - 102,8 104,6 -
8 131,4 132,7
9 6,76 (1H, s) 6,90 (1H, d, 2,0) 103.,4 103,6 C-7,C-11, C-10, C-8
10 - - 151,5 150,7 -
11 6,63 (1H, d, J = 6,78 (1H, dd, 112,7 113,3 C-9, C-10, C-13
8.7) 2,0;8,7))
12 7,13 (1H, d, J = 7.24 (1H, d, 112,4 113,4 C-9, C-10
8,7) 8.,8))
13 - - 126,8 128,8 -
14 2,38 (1H, m) 2,13 (1H, m) 29,6 30,8 C-16, C-17, C-15
15 3,04 (1H,dd) 3,12 (1H, dd,2,0 30,2 31,0 C-3, C-21, C-16, C-
;10,4) 17, C-14
16 1,22 (1H, m) 2,23 (1H, m) 36,0 36,1 C-15
17 4,63 (2H,d, J= 3,58 (2H,d,J= 58,5 60,8 -
7,2) 7,6)
18 1,703H, d,J= 1,74(3H,d,J= 13,8 13,8 C-15, C-20
6,8) 6,8)
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19 5,82 (1H,¢q,J= 5,68 (1H,¢q,J= 130,0 133,7 C-15, C-21, C-18
6,8) 6,8)
20 - - 130,1 129,4 -
21 3,79(1H, d,J= 423 (1H,d,J= 62,0 63,5 C-6, N-Me, C-15, C-
15.0) 15,6) 3
N-CH3 3,12 (3H, s) 3,15 (3H, s) 58,0 59,9 C-6,C-21,C-5,C-3
O-H 8,90 (1H, s) - - - C-9,C-11, C-10
N-H 11,20 (1H, s) - - - C-7,C-8,C-2,C-13
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Mémoire présenté et soutenu par FOPA TIOMELA Leatitia Page 51



Etude chimique des alcaloides du tronc de Hunteria ballayi (Apocynaceac)

Le présent travail portait sur 1I’étude chimique de 1’extrait au MeOH du tronc de Hunteria
ballayi. Ainsi, grace aux techniques chromatographiques usuelles (chromatographie sur colonne
et sur couche mince), quatre (04) composés indexés de HB1 a HB4 ont été isolés. HB1 et HB» ont
été enticrement caractérisés et identifiés comme au 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-yl]-3-
éthylpyridinium hydroxyde et N*-méthyl-10-hydroxygeissochizol, respectivement.

L’¢lucidation structurale de ces composés a été rendu possible grace a I’interprétation
rigoureuse de leurs données spectroscopiques en particulier la RMN a une dimension (RMN 'H,
RMN 13C), la RMN a deux dimensions (COSY, HMBC, HSQC), ainsi que la spectrométrie de
masse et également par comparaison de leurs données spectrales avec celles de la littérature et un
échantillon disponible au laboratoire.

Pour poursuivre nos recherches, nous comptons :

» Caractériser et élucider les autres composés isolés,
» Réaliser les activités biologiques des composés isolés et étendre notre étude sur d’autres
parties de la plante notamment les tiges, les racines et méme d’autres espéces du méme

genre.
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CHAPITRE III : MATERIELS ET METHODES
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IT1-1 Matériel
I1I-1.1 Matériel végétal

Récolte

Le tronc de Hunteria ballayi a été récolté dans la localité de Ngongonji¢ plus précisément
dans la région du Sud le 24 Mai 2023 avec I’assistance du botaniste Monsieur Nana Victor de
I’herbier national du Cameroun. Un échantillon de référence se trouve a I’Herbier National de
Yaoundé -Cameroun avec pour numéro de référence 41487 HNC.

Séchage

Notre tronc a été séché a température ambiante pendant deux semaines puis nous avons

écrasé dans un moulin au marché Mokolo et nous avons obtenu une poudre de masse de 1, 7 Kg.

I11-1.2 Autres matériels

Les appareils

Les appareils utilisés pour le présent travail sont : une balance de marque KERN PKT
servant a peser les produits ; un évaporateur rotatif de marque Heidolph permettant I’évaporation
des solvants et la concentration des extraits organiques ; une lampe U.V (Ultra Violette) de
marque VL-6LC pour révéler les plaques de la CCM ; une plaque chauffante.

Verrerie
Les éprouvettes graduées de 10 mL, 50 mL, 250 mL et les béchers pour prélever les volumes.
Les colonnes chromatographiques pour le dégrossissement et les purifications.
Les flacons de 100 mL, 150 mL, 250 mL.
L’ampoule a décanter pour I’extraction liquide-liquide.
La cuve pour faire migrer les plaques CCM.
Les erlenmeyers de 250 mL, 500 mL pour préparer les solutions.
Les ballons de 250 mL, 500 mL, 1000 mL ,2000 mL pour concentrer les extraits organiques.

La silice

La silice de granulométrie 32-63 micrometres a €té utilisée pour réaliser les colonnes

chromatographiques pour le dégrossissement et les purifications.
Nous avons aussi utilisé le Séphadex LH-20 pour les purifications.

Les solvants
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Le méthanol (CH4O ; UN 1230, Arabie saoudite), le chlorure de méthyléne (CH2Cl> ; UN
1593, ID 2481979), I’eau distillée, I’acétate d’éthyle (C4HsOz), le n-butanol, I’hexane ont été

utilisés comme solvants

111 .2. METHODES
II1.2.1. Extraction par macération

Une poudre de 1.7 Kg apres broyage du tronc de Hunteria ballayi préalablement séché a
¢été obtenue. Cette poudre a subi une macération au méthanol pur pendant 72 heures. Le mélange
obtenu a I’issu de chaque macération a été filtré et concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif

donnant une masse d’extrait brut séché de 171.9 g.

Figure 22: Concentration de I’extrait de Hunteria ballayi au MeOH (FOPA, 2023)

I11.2.2. Extraction liquide -liquide

2 g ont été réserveés aux tests biologiques tandis que 169, 9 g d’extrait brut restants ont été
dissout dans un mélange MeOH /H>O : (20/80). La solution obtenue a été transféré dans une
ampoule a décanter de 2 L en ajoutant du n-hexane. Le mélange a été secoué et laissé au repos
pendant 30 min. Deux phases ont été obtenues (phase organique et phase aqueuse), la phase
organique a ¢été récupérée et évaporée, le solvant récupéré apres évaporation a été mis dans
I’ampoule a décanter contenant toujours la phase aqueuse. Le méme exercice a été répété deux
fois et apreés avoir séché la phase organique ; nous avons obtenu une masse de 35, 0 g de la
fraction n- hexane. Aprés la fraction n-hexane, le méme processus a été répété avec le

dichlorométhane pour obtenir une masse de 6, 0 g de la fraction au dichlorométhane. Dans la
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phase aqueuse restante, I’acétate d’éthyle a été ajouté, aprés avoir agité et laisser au repos
pendant 20 min, deux phases ont été obtenues : la phase aqueuse et la phase organique.Cette

derniére a été séché et une masse de 4, 9 g de la fraction a 1’acétate d’éthyle a été pesée.

Figure 23: Extraction liquide-liquide de Hunteria ballayi

I11.2.3. Fractionnement et purifications
I11.2.3.1. Fractionnement

Les fractions au dichlorométhane et a ’acétate d’éthyle présentant le méme profil révélant
ainsi les mémes composés selon leur plaques CCM, ont ét¢ mélangés et nous avons obtenu 10, 9
g dont 0, 9 g ont été gardé pour les tests biologiques et les 10 g restant ont été dissous dans le
méthanol et fixé avec du gel de silice. L’échantillon obtenu a subi un fractionnement par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec pour éluant le DCM / MeOH de polarité
croissante (0-100%).
Les différentes fractions ont été recueillies dans les flacons de 100 mL puis concentrés. Grace a
la CCM et aux similitudes sur les plaques, nous avons fait un regroupement de sept fractions de

A a G (voir tableau 7).
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Tableau 8: Résume du fractionnement

Systéme d’élution Fractions obtenus et Observation des plaques
masses en g CCM al’lUV
DCM pur A(l,2g) 3 taches dont 1 majoritaire

DCM/MeOH (5%) B(1,8¢) 12 taches avec 1 majoritaire

DCM/MeOH (10%) C,7g) 5 taches

DCM/MeOH (20%) D(1,1g) Staches

DCM/MeOH (30%) E(1,0g) 2 taches

DCM/MeOH (70%) F(1,3 g 3 taches
DCM/MeOH (100 %) G(1,8g) 2 taches

I11.2 .3.2 Purifications

La fraction C (0, 7 g) a donné un précipité blanc qui a été lavé au méthanol pur pour
donner un composé pur indexé HB; (10, 5 mg). La fraction G a été soumise a une
chromatographie sur colonne de gel de silice en utilisant CH>Cl,/MeOH (5-10%) de polarité
croissante. Sur la base de leur profil CCM, quatre sous fractions ont été¢ obtenues indexés G
(218, 5 mg), G2 (319, 4 mg), G3 (103, 4 mg) et G4 (185, 4 mg). La sous fraction G; a été purifié
davantage en utilisant une chromatographie sur colonne sur Sephadex LH-20 et en ¢luant au
méthanol pur: un composé pur indexé HB: (6, 1 mg) a été obtenu. La sous fraction Gz a
également été purifiée en utilisant une chromatographie sur Sephadex LH-20 en éluant avec du

méthanol pur pour donner deux composés purs indexés HB3 (5, 3 mg) et HB4 (10, 2 mg).

I11.2.4. Tests de détection des alcaloides
Test de DRAGENDOREFF : identification des alcaloides.

Le réactif est préparé en dissolvant dans un bécher vide 0, 5 g de nitrate de bismuth dans 10
mL, puis on ajoute 10 mL d’acide chlorhydrique. Dans un autre bécher vide on introduit 0,4 g
d’iodure de potassium (KI) avec 3 mL d’eau, ’on mélange le tout et on agite légerement.

1 mg de composé est dissout dans un tube a essai a 1’aide de 5 mg de méthanol puis quelques
mL de réactif de DRAGENDORFF. Nous observons un changement de coloration (marronne) du
mélange qui vire a I’orange caractérisant les alcaloides.

Test de EHRLICH : identification des alcaloides indoliques.
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Le réactif de EHRLICH est préparé en dissolvant 2 g de DMAB (Diméthyle amino
benzaldéhyde), de 50 mg d’éthanol (CH;CH2OH) a 95 % et 50 mL d’acide chlorhydrique.
1 mg de composé est dissout dans un tube a essai a 1’aide de 5 mL méthanol puis quelques
gouttes du réactif de EHRLICH. Nous observons un changement de coloration (jaune) du

mélange qui vire au vert caractérisant les indoles.

I11.2.4. Caractéristiques physicochimiques des composés isolés
» Nom : 1-[2-[2-(carboxyméthyl)indole-3-yl]-3-éthylpyridinium hydroxyde
Apparence physique: Solide brun amorphe
Solubilité: Soluble dans le méthanol
Masse molaire moléculaire : 308,1525 g/mol
Formule brute : C19H2:N20:2
NI:11
Spectre RMN proton (400 MHz, CD30D) voir figure 5
Spectre RMN carbone (100 MHz, CD30D) voir figure 6

vV V.V V V VYV VY

19

Composé HB;

Nom : N*-méthyl-10-hydroxygeissoschizol

Apparence physique : Solide brun amorphe

Solubilité: Soluble dans le diméthylsulfoxide

Masse molaire moléculaire : 327,2066 g/mol

Formule brute : C20H27N202*

NI:09

Spectre RMN proton (500 MHz, DMSO-ds) voir figure 13

YV V V V V V VY
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» Spectre RMN carbone (125 MHz, DMSO-d;) voir figure 14

Composé HB>
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