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RESUME

Au Cumeroun, comme dans plusteurs pays en développement, une grande partic de la
pupuation utilise les plantes pour se soigner, ¢'est ainsi que plusicurs espéces de plantes sont
atihisces en meédecine traditionnelle camerounaise, Trés pev d'¢tudes scientifiques ont €1€ réalisées
sur L plupart de ces planies. Dans la suite des travaux effectués dans le cadre de notre thése de
Ductorat 37 eycle et relatifs & a recherche de nouvelles substances biologiquement actives eotrant
dans la thématique (antipaludéen, antibacterien, antidiabétiquce), nous avons entrepris 1" investgation
phytechinugue de deux plantes utilisées en meédecine traditionnelle camerounaise : Drypetes paxii
(Eupharbaceae) et Garcinia brevipedicellata (Guttiferac).

Lc fracthonnement et la purification des extraits ont été effectués 4 'aide des difiérentes
wechimgues  chromatographiques  telles que Ia chromatographie sur colonne ouverte, Ia
chiromatographie liquide 4 haute pression, la chromatographie liquide & moyenne pression et la
chromutographie liquide & basse pression, Par ailleurs, les structures des composés 1solés ont été
¢hciddes par des techniques spectroscopiques (U'V, MS, RMN).

De I'extrait au melange CHCly @ MeOH (1:1) des écorces de G brevipedicelluta, 6
celnposes  ont ¢te isolés et identifies dont une nouvelle depsidone, brevipsidone . une
anthraguinone ; le damnacantal ; une coumarine, la scopoletine ; une flavonoide, la pilloine ; un
trivrpene § la fredehine et un glucoside, le 3-0-f-D-glucopyranoside de sitostérol ; Les 4 composés
phenoliques ont tous présentés des activités antiradicalaires significatives ¢t sont de bons inhibiteurs
de Tez-glucosidase.

De extrait éthanolique des écorces de D. paxit, 9 composés ont &té isolés et identifiés dont
2 wuerpenes (lupéol et 3p-Amyrine) ; 2 phytostérols (stigmasterol et 3-0-f-D-glucopyranoside de
suwesterolh © 4 flavonoides (isosakuranetine, 5,7,4'-trihydroxyflavanone, acacetine et hesperidine) et
une lignane (sésamine). Toutes ces molécules ont montré une beonne activité antifongique ot
antibucterienne. Elles ont ¢té actives  la fois sur les couches Gram positif et Gram négatif. Les 4

vouoides et la lignane ont présenté une bonne activité antiradicalaire av DPPH,

Maots clés © Métabolite secondaire, planie médicinale, alpha-glucosidase, antimicrobien, DPPH
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ABSTRACY

In Cameroon, as in many developing countries, most people use plants to curc many
discuses. A lurge number of plant species are used in Cameroonian traditional medicine. Moreover,
mos. of these plants have been subject 10 only very little scientific investigation. As parl of a
paviochemical investigation of planis used in Cameroonian traditional medicine and in the search
lor awew  biologically active substances, Drypetes paxii (Euphorbiaceae) and Garcinia
brevpdicellata (Guttiferae) were investigated.

From the CH>Cla:MeOH (1:1} extract of the stem bark of G. brevipedicellata, 6 compounds
one of which was new, were isolated a depsidone, brevipsidone ; an anthraquinone, the damnacantal
2 a counerin, the scopoletin | a flavonoid, the pilloin | a triterpen, the friedelin and a glucoside, 3-0O-
ji-D-pivcopyranoside of sitostérol. The four phenolic compounds showed radical scavenging
activity against DPPH and significant activity as inhibitors of a-glucosidasc.

From the ethanolic extract of the stem bark of 0. paxii, 9 compounds were isolated: 2

titerpenes (lupeol and 3p-amyrin), 2 phytosterols (stigmasterol and 3-O-f-D-glucopyranoside of -
sitastérol), 4 flavonoids (isosakuranetin, 5,7.4 -trihvdroxyflavanone, acacetin and hesperiding and a
liguan (sesamun). All these compounds showed good antifungal and antimicrobial activiues, The
Tuv onesds and the lignan showed radical scavenging activity against DPPH.
The lractonation and the purification of the extracts were achieved by ditferent chromatographic
techmques such as open-column chiromatography, high pressure, medium-pressure and low pressure
liquid chromatography. Moreover, the structures of the isolated compounds were elucidated by
speetruscopic techniques (LY, MS, NMR}.

Key words : seconday metabolite, medicinal plant, alpha-glucosidase, antimicrobial, DFPH
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: Chromatographie sur colonne.

: Chromatographie sur couche mince.

: Correlation spectroscopy.

: Drypetes

: doublet.

: Déplacement chimique
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: doublet dédoublé.

: Distortionless Enhancement by Polanzation Transfer
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s figure

: Garcimia

: Hertz

: Heteronuclear Multiple Bond Coherence

¢ Chromatographie liquide & haute performance couplée a la

spectroscopie ultraviolet

: Chromatographie liquide @ haute performance couplée 4 la
spectroscopie ultraviolet ¢t 4 la spectrométric de masse.

: Heteronuclear Multiple Quantum Connectivity.
: Impact Electronique.,

. Impact Electronique & Haute Résolution.

: Intra Rouge.

: multiplet,

: MeégaHertz.

: Masse/charge électrique

: Chomatographic liquide @ moyenne pression

: Spectrométrie de masse

- Nuclear Overhauser Effet Speciroscopy.
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Depuis des milliers d’années, I'homme utilise les plantes pour se soigner. De nos
jours, méme avec le développement de la médecine moderne, la phytothérapie reste toujours
la forme des soins de santé la plus abordable et accessible pour la majorité des populations
rurales des pays en développement. En Afrique, plus de 80% des populations utilisent la
médecine traditionnelle pour se soigner et les plantes médicinales constituent la base des
principaux remedes utilisés [1].

Dans les pays occidentaux, 'utilisation des médicaments & base de plantes ne cesse
d'augmenter De plus, les plantes constituent une source potentielle de molécules
biologiquement actives pour les industries pharmaceutiques. On estime que 25% des
médicaments commercialisés actuellement dans le monde sont & base de plante,

On estime & 300 000 espéces les plantes recensées actuellement dans le monde et
seulement environ 10% ont été éudiées sur le plan phytochimique et pharmacologique [1]
De plus la plupart des plantes utilisées en médecine traditionnelle ont été peu ou pas du tout
étudiées sur le plan scientifique et leurs propriétés thérapeutiques restent encore a démontrer.

Au vu de tout ce qui précéde et compte tenue de notre disposition géographique, le
Département de Chimie Organique de la Faculté des Sciences de I'UYI1 a fait de la
valorisation des plantes son axe privilégié de recherche Le Laboratoire de Substances
Naturelles et de Synthése Organique de ce département s'intégrant dans ce programme
s'intéresse depuis une dizaine d'année aux plantes meédicinales du Cameroun # activités
antiparasite et antidiabétique.

En effet, les maladies les plus ravageuses ont été causées par des bactéries qui sont
responsables de nombreuses pathologies. Les maladies respiratoires aigués bactériennes
causent 3 millions de décés par an ; |a tuberculose qui de nos jours a des germes trés résistants
prés de 2 millions. Le diabéte décime chaque année prés 1,5 millions de personnes par an

En vue d’apporter notre contribution & ce vaste programme, nous avons entrepris, dans
le cadre de nos recherches I'étude phytochimique et pharmacologique de deux plantes
médicinales du Cameroun : Drypefes paxii (Euphorbiaceae) utilisée dans le département de la
Lékié (province du Centre) pour le traitement des maladies sexuellement transmissibles
(MST) et Garcinia brevipedicellata (Guttiferae) dans le traitement de la dysenterie, des maux
de ventre et du diabéte par les tradipraticiens de la province du Centre.
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I ASPECT BOTANIQUE
L ASPECT BOTANIQUE DE GARCINIA BREVIPEDICELLATA
A. L Gencralites sur les Guttifereae

Ausst connu sous |'appellation Clusiaceae, les Gurtiferae constituent une famille
o aniron 1350 especes reparties en 47 geares, principalement présente dans les régions
tropiciles mais aussi dans les régions tempérées. C’est 'une des familles les plus imporiantes
Jus specmaphytes [2, 3]

Ce sont des arbres, arbustes, suffrutex ou herbes, rarement des lianes. s somt
Lcifement reconnaissables griice aux latex résineux jaune ou orange qui s’écoulent, souvent
[ernement de la blessure des écorces, des fleurs, des fruits, plus difficilement des rameaux et
dos teunlles (4, 5).

Les feuilles sont généralement opposées, parfois verticiliées ou alternes, simples, non
stipulées a glandes et canoux résiniferes parfois translucides. Elles sont en général gamies de
fives nervures paraliéles et semées [4, 5]

Les fleurs, actinomorphes sont trés souvent unisexuées et hermaphrodites. Elles ont 2
a v sepales, parfois plus imbriquées dans le bouton. Les pétales sont imbriquées ou
cocturices. Les elanunes sont souvent groupces cn phalanges. L'ovaire, plus ou moins
rudnventaive dans la fleur mile est entouré de staminodes dans les Beurs femelles [5,6).

Les fruits des plantes de cette famille sont déhiscents ou indéhiscents, quelque fois
volmnmeux. Les graines sont ex albuminées, arillées. L'embryon est roujours relativement
crid s les cotylédons eux-mémes sont plutdr de petites tailles [5, 7, 8.

Le bois est dur, ferme avec des pores de tailles moyennes dont les rayons sont bien
visables, La parenchyme est généralement disposée en ligne concentrique ou en bande parfois
visabics [V

Au point de vue de Ja classification générale des Guttiferae, 1l semble que les genres
representes au Cameroun sont regroupés dans des divisions naturelles (tableau 1) [10]. Parmu
fen wenres les plus répandus, on peut citer entre autre : Gareinia, allanblackia, Mammea,
Ve caluphyllum, Hypericum, pentadesma, Bonnetia, Kielmyera, pour ne citer que ceux-
1 40s plantes se retrouvent dans les foréts humides, manécageuses et en bordures des riviéres
[V .12 13]
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ebtenu |2 Répartition des sous familles, tribus et genres dans la famille des Guttiferae

[14)
Souy Tamille Tribus Genre B N
swlineyerodées Kielmeyerées | Kielmeyera, Mahura, Caraipa, Haploclathra,
Caraipées Bonnetia, Archytae
o Bonnettiacées =
Cotoohivilodées Calophyliées | Mésua, Kayea, Mammea, Calophyilum, Archrocarpus
Lovesemonoidées | Lorostemon
Hopericondées Cratoxylées Cratoxyium
Hypéncées Hhypericum
Vismaées Vismia, Psorospermu,, Harungana o
Uioeoniidées Garciniacées Gareinia, Rheedia, Allanblackia, Chrisocklamys.
Clusielées | pamtaphangium; Clusia; Tovomita S
Mutvnoboidees Pentadesma, Moronodea, Plutonta, Symphonia
- | Lorestenam, Montrowziera L

\. 2. Generalites sur le genre Garcinia

Le genre Garcinda, dédié au docteur Laurence Garein (1683 — 1751), qui voyagea dans
Flade ¢t s'intéressa a la botanique, 1l comprend prés de 400 espéces afro-asialiques groupées
cie 40 sections, Il ne figure pas dans la flore spontanée d'Amérique tropicale ot on rencontre

plutot le genre voisin Rheedia [2, 4, 13,
AL Caractéres remarquables

Ce sont des arbres ou arbustes des foréts denses ct des savanes, rarement suffrutex,
Fredement reconnaissables par leurs feuilles opposées qui sont rarement subopposées ou
verticrllées.

Les inflorescences sont ternunales ou auxihaires, en cymes, en fascicules, en racémes
o e panicules, parfois en fleurs sclitaires, Les fleurs sont polygames ou dioiques. L 'ovaire u
doun ou plesieurs loges avee un ovule dans chacune. Les étamines sont libres ou en faisceaux
| < wuits sont chamus, ovales ou allonges ¢t contiennent des graines ou pépins dans la pulpe

avprderme [16 - 21,
A22 Hglnitat et Distribution

Les plantes du gente Gureimia sont présentes dans les sous-bois des foréts
wiibrophiles. dans les galeries forestiéres et au bord des rivieres dans les zones soudano-

suinoennes (4, 22].




En Afnque, ce genre est présent du Sénégal a I'Angola et en Tanzanie en passant par
lv Cameroun, Les échantillons d'herbiers conserves a 1'herbier National du Cameroun (HNC)
b ctat de l'exastence de 21 especes identifiées. Le tableauw 2 indique la réparntion
woosiaphique des especes du genre Garcinia au Cameroun [23).

Labdean 2 ¢ Répartition géographique des espéces du genre Garcinia au Cameroun

(B |N.T('

LT

X7

"o

2

: alifolia

Lieu géographique (licu de récolte)

il t"ll

Mokole (Extreme Nord)

Iaeteri

Ngaoundéré (Adamaoua)
Tcholiré (Nord)

o brovipeeeflata

Mundemba (sud-Ouest)
Douala (littoral)
Kribi (Sud)

clivonti

Mamf¢ (Sud-Ouest)

ClQung

Bafang (Ouest)
Mamfé (Ouest)

' Eseka (Litoral

Crnctala

Banyo (Adamaoua)
Foumban (ouest)
Kribi (sud)

v ile

Wum (Nord-Ouest)
Escka(Littoral)
Kribi (Sud)

Kol

Mamfé (Sud-Ouest)
Mfou (Centre)
Batoun (Est)
Yaoundé (Centre)
Ngoila (est)

RTIL

Tignére (Adamaoua)
Knb: (Sud)

Matoum (Litoral)
Mfou (Centre)
Douala (Littopral)

Atosig

Kribi (Sud)

INaSILONIIG

Dschang (Ouest)

cohilis

Banguem
Lolodorf

Guider (Extreme-Nord)
Tibati (Adamaoua)
Kribi (Sud)
Nanga-Eboko (Centre)




’ Ea;_;'i'c: Lieu géographique (lieu de récolte)
Bertoua (Est)

o Sucathunantt Nkambé Nord-QOuest)
Bafoussam (Ouest)
Bamenda (Nord-Quest)
Eseka (littoral)

o Foumban(ouest)

G standrt Douala (Littoral)
G tmctared Dschang (Ouest)

L ke Banvo (Adamaoua)
Foumban (Ouest)
Yaoundeé (Centre)
Kribi (Sud)

Bafia (Centre)
Ebolowa (Sud)
Sangmelima (Sud)

¢ hcdds Mamfé (Sud-Oues?)
Akonolinga (Centre)
i Ndikiminéki (Centre)
Mfou (Centre)
Yaoundé (Centre)
Lolodorf (Sud)
Ebolowa ( Sud)

Kribi (Sud)

AL Position systématique de Garcinia brevipedicellata

Du point de vue de la classification générale des Guutiferae et du genre Gareinia, la

positon systematique de Garcinia brevipedicellata se présente comme suit :

Lableau 3 ; Position systématique de Garcinda brevipedicellata |24)

_Reégne Végétal N
Ordre | Spermaphytes |
- Famille Guttiferae
| Sous-famille Clusioideae
! Tribu Garcinlaceae
" | Genre Garcinma

Espéce Gareinia brevipedicellata




Garcinta brevipedicellaia dont les écorces ont fait 1’objet de cette étude est un arbre de
taille moyenne (10 m de hauteur environ). Les fleurs sont de couleur rouge. Les feuilles

contiennent de 10 & 15 nervures. Elles sont larges de 3 4 6,5 cm et long de 9 4 14 om [25]

Fig. a. Photographic du spécimen de G. brevipedicellata déposé & YHNC
A.4. Quelques propriétés médicinales des plantes du geare Garcinia
L'utilisation des plantes du genre Garcinia par les populations est multiforme
A.4.1. Usage thérapeutique

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. Les écorces de cette espéce sont utilisées, en boisson, comme
purgatif, dans le traitement de la stérilité des femmes, et comme contre poison De méme, on
frictionne les galeux avec Ja décoction d’écorces et on Jes oint avec le latex [26].

Le latex de Garcinia smeathmanii est prescrit en instillation occulaire contre les
ophltamies

Garcinia punctata est utilisé dans la région de Boko (Congo Brazzaville) pour soigner
les maux de chtes et la toux ; le jus des écorces ou leur décoction agueuse est donné & boire,
tandis que la préparation du jus des fevilles additionné de poudre de chasse et de charbon de
Schzenkia et de Dichrostachys glomerata est appliquée sur des points doulourcux aprés
scarification épidermique. La poudre d'écorces est utilisée pour soigner les morsures de

serpent [26]



Par wlleurs, les racines de G. huillensis sont utilisées dans le traitement de duarrhée
vitantile ¢t des maladies parasitaires. La décoction des écorces du trone est aussi utilisée pour
sanpaer la stenlieg, "asthéme sexuelle, les infections urogénitales |26, 27)

Les écorces du trone de G. kola, en décoction aqueuse, sont utilisées pour le traitement
de | hyperiension artériclic et de ['aé¢rocolic. De méme, les feuilles servent tres généralement
sos intement des affections gastro-intestinales et pulmonaires. Les grames consommeées avec

wil v de palme nettoieratent le ventre et surtoul seraient aphrodisiaques [26, 28],
A4 Usage économique et alimentaire

L'intéret économique des bois de Garcinia est trés réduit, car quelle que soit leur
direre, ces bols sont assez altérables. Ils sont non seulement utilisés par les populations dans
lues vonstructions des pirogues, des ponts mais aussi dans la confection d'objets d'ant et de
devoration {1S).

Le bois est aussi utilisé comme cure-dents ; il fortifierait les gencives et préviendrait
los canes. Les grames de G. fola, vendues sur le marche sont consommées comme adjuvant

de Lo noix de kola et sont trés appréciées par les populations [28].
I APERCU BOTANIQUE DE DRYPETES PAXII
Is. 1. Classification des Euphorbiales

La classification des dicotylédones et la place des Euphorbiales ont été claborées par
plus.curs suteurs avece quelques variantes.
Duns la division des plantes a fleurs, les Euphorbiales représentent un ordre constitué
Jarbres, darbustes et d'herbes. Cet ordre contient 4 familles :
o Une large famille ; les Euphorbiacée (300 genres et 7500 espéces)
o L&y Pandacées (4 genres ct 18 especes)
e Les Buxacées (4 genres et 100 espéees)
* Les Simmondsiacees (6 genres et 135 espéces)
Ietchinson [29] nous propose une phylogénie suivant la figure 1 ci-dessous :

-
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Euphorbiacées Ervthroxylacées

| T

Sterculiacées Humiriacées
. e 4 Y ——t |
? I
Tiliacées ’ Malpighacées
1
] -
Bixales | Bombacacees
3 ' T
| Dilleniales Malvacées
i
[ .
' Magnoliales

Figure 1 : Phylogénie et origine des Euphorbiales

1.2, Desceription botanique des Euphorbiaceae

Les Luphorbiaccae constituent [a famille la plus large de I'ordre des Euphorbiales
Clnte Gumille est faite d'arbres, d'arbustes d'herbes et est trés hétérogéne. Elle représenie une
homwzsenénné sur le plan de 'embryologie [30). Leurs caractéristiques sont les suivantes :
Los eaddles sont le plus souvent alternes, rarement opposées, simples, parfois réduites et
stpuies. Les sépales sont plus réduits ou absents, les étamines sont libres et rares. Les ovaires
suas il presents dans les fleurs miles. Les ovules sont seuls ou en paires. On les retrouve ie

gthay souvent dans les zones tropicales et sub-tropicales.
B4 Caructéristiques botaniques du genre Drypetes

L genre Drypetes encore appelé Putranjiva [31] comprend 200 espéces réparties dans
les zones wopicales, éguatoriales et sub-tropicales. Il est constitué d'arbres ou d'arbustes
dingues, rarement monoiques. 1l se caractérise au sein de la famille des Fuphorbiaceae par
I absenee du latex blane {32) et 'odeur extrémement piquante de ses ecorces [33] Les fewlles

sun lternes et @ pétioles courts. La vase du limbe est toujours nettement asymétrique et la

i



saree du limbe dentee ou denticulée. Les inflorescences sont composées de fascicules
aniikines vu parfors colinéuires,

Les fleurs mdles ont enwre 4 et 5 sépales profondément concaves imbriqués, 3
clammes ou plusieurs & filets libres. Le disque est concave rarement en forme de cupule, Les
U\ s rudimentaires présents ou absents. Les fleurs femelles sont semblables aux fleurs
1 es avant un disque en forme d'anneau, de coupe ou de soucoupe, partois épais ¢t chamu.
L ont ¢ntre 1 4 4 ovaires loculaires et 2 ovules par loge. Les graines sont solidaires par
avertement. Les fruits glebuleux, ellipsoides ou ovoides. Le bois est trop dur, résistant &

I"atague des insectes [32).
B.4. Description de espéce Dryperes Paxii |34)

Drypetes paxii est un arbre d’environ 15 m de hauteur et de 1,3 m de diamétre. Les
fleans contiennent 4 sépales et atteignent rarement 5 de 3 mm de long. Les feuilles sont Jarges

ot les nervares latérales parailéles.
B.5. Répartition géographique du genre Drypetes

En Afnque, plusieurs especes ont €té identifiées, On les rencontre dans la forét dense
due Congo, au Gabon, en Cote d'lvoire, au Ghana, en République Centrafricaine, u Senégal, en

Ouzandy, uu Camercun, ... Les espéces identifiées sont consignées dans le tableau 4

Pablean 4 © Especes identifiees en Afrigue

’ lz.spi-ws Localite _ Auteurs
i) khine Cameroun, Gabon, Cote d'Ivoire Pierre et Pax
L) bevisensis Cameroun, Togo, Nigeria, Sierra Leonne, Guinée Pax ct Hoffm
7 cossivedderi | Cameroun, Nigena, Siemma Leonne, RDC, Gabon S. Moore
0 i - Cameroun, Sierra Leonne, Libéria, Gabon Hutch
B apid Cameroun, Sierra Leonne, Libéria, Ghana | Huch -
1) smracia Cameroun, Liberia, i:o—ga_Sierm Leonne, Cite d'Ivoire Pax ot Hoftm
0 wbreville Cameroun, Nigeria, Togo, Libéna, Céte d'lvoire Leandrni
D chowatlicrt Cameroun, Nigena, Togo, Libéria, Gabon, Sgnégal Beille
1) thaibunda | Cameroun, Nigena, Togo, Libéna, Gabon, Sénégal Mull, Arg, et Huich |
L0 fverensis Cameroun, Nigeria, Libéria, Ghana, Céte d’lvoire Hutch et Dalz
| 1), suailis Cameroun, Nigeria THutch |
' 1) i wmensiy Cameroun, Nigeria, Libéria, Ghana, Cdte d'Tvoire | Hutch et Dalz §
12 vhmerd Cameroun, Libérna, Sierra Léonne, Ghana | Breman
[ 10 wonandopoana | Cameroun, Nigena, Libéria, Ouganda, Cote d’Ivoire Mull. Arg. et Hutch.
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Cameroun, Nigeria, Libéria, Gabon, Ghana, Cote d’Ivoire

Pax et Hotftm

1=,
O wrefunduana

.‘U

wTE

123,

st

rnicyaliy

Cameroun, Nigenia, Libéria, Cote d'Ivoire S. Moore
L ltRen LS Cameroun, Kl-géna Hutch
;.-}'.' WNNIF Cameroun, Nigena Hutch T
Cameroun, Nigena 1 Mulrﬁr'g-.- et Hutch |
/..,mm,m Cameroun, Nigenia, RDC Hutch
Cameroun, Libéna, Sierra Léonne, Congo Pax et Hoftm K

Uh !‘ld"ﬂ

Cameroun, Nigeria, Libéria, Sierra Léonne

Mull. Arg. ¢t Hutch

R uiuma!u

Cameroun, Rwanda

Mull. Arg. et Hutch

. Ihi u}u!m

Cameroun, Lnbéna ngena Sierra Léonne

Leandn

. -—

b m—— e - LR e —— -

Liteiniunea Cameroun Hutch

valieseeny Cameroun Hutch

w var i Cameroun, Rwanda Pax :
it aeilis Cameroun Pax

ML iensis Cameroun, Ouganda Rendle et Huich

s ridennes

Cameroun, Cote d'lvoire, Ouganda

Leandn

) m Ui SIS

1

Cameroun, Cate d'Ivoire

Pax et Hoffm

slanniang Cameroun Hutch

i .u}_~u ui»ber Ouganda Hoyle- -

vl Cote d'lvoire | Leandr o
. ntetlicoro Cote d'lvoire - Hutch 1

na Togo Pax

ribviflona Cameroun 1
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Figure 2 : Répartition géographique du genre Drypetes au Cameroun

(Fond de carte, Fncarta 2007)
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B.6. Utilisation alimentaire et industrielle

La rigidité et la résistance aux attaques des insectes font du bois de Drypetes une
matiére premiére importante, utilisé par les menuisiers et les magons pour la construction des
maisons. la fabrication des mortiers et des cuilléres en bois [35)]. Leur tronc fournit aussi le
bois de chauffage.

Les travaux de Walker et Sillams [36] ont montré qu’au Gabon les écorces et les fruits
de D. gossweileri servent a marconiser le poisson, alors que Bouquet [37] a montré que les
écorces de la méme plante ont la réputation d’éloigner les serpents en répendant autour d’un
poulailler I’eau dans laquelle on les fait bouillir

Les fruits de certaines espéces (D). floribunda ; D. ivorensis et D. gilgiana) sont
comestibles [37]. Les Attiés (Céte d’ivoire) considérent 'espéce 1. ivorensis comme une
plante toxique et I'utilisent pour empoisonner les appits destinés & détruire les animaux
nuisibles et protéger les récoltes [38]. Irvine a montré également qu’au Nigeria, les tiges de [).

chevalieri sont utilisées pour fabriquer des ballais [38]

Fig. b : Photographie du specimen des feuilles de Drypetes paxii déposées & 'HNC

14



L ETUDES PHYTOCHIMIQUE ET PHARMACOLOGIQUE ANTERIEURES

AL ETUDES PHYTOCHIMIQUE ET PHARMACOLOGIQUE ANTERIEURES DES
FSPECLES DU GENRE GARCINIA

Garcima (Guthiferae) est un genre trés vané d'arbres et d’arbustes présents en Asic, ¢n
Atgae, en Nouvelle Calédonie et en Polynésie [39].

Au cours des années écoulées, de petites molécules et autres plus ou moins complexes
pacni lesquelles les xanthones oxygénées et prénylées et autres composés phénoliques
proas s vnt €€ soles de diverses especes de Garcinia, Par ailleurs, "isolemen de | aade
Invidrosyeitrique (AHC) de centaines especes de ce genre et ses propriétes biologiques a retenu

{actennon des chimistes e autres intervenants du secteur de la santé [39],

Les travaux jusqu'ici cffectuds sur ce genre ont permis de constater que outre les
vinthones, et les benzephénones qui ont été majoritairement isolés, d'autres metabolites tels
duyies terpenoides, les depsidones, les flavonoides et les biflavonoides ont également éte

wuies e ce genre.

\. . Ltude phytochimique des espéces du genre Garcinia
AL Les Acétogenines et les cinnamates

\.1.1.1, Les acétogénines

Les acétogénines sont géneralement constitues de composés lindures 4 longue chaine
i moyeneliquement de la condensation enzymatique de plusteurs unités d'acide acétique

wetive sous forme d*Acétyl-Cocazyme A,

Ll
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Tubleaw 5§ Quelques acétogénines isolées du genre Garcinia

i Structures Noms Source Référence
1 0
k /0 Ouy
"' WO
' 1
: l Acide G. cowa, G. cambogia, [40]
' l hermonionique G. indica, G.
, : atroviridis
TOOH ==
4! '-(‘:_H
l
| (-}-Acide
: r C—CO0K hydroxycitrique
2
.'?;'36{.
| b= —0n
e = - COOH G. cowa, G, cambogia, |40]
| G indica, G.
‘ H-‘—CDOM ‘ (+)-Acide airovirides
- hydroxycitrigue
<I:ocn
e e O 3
10—} e O
HC—COOH
4 (+)-Acide-allo-
hydroxycitrique




vl Les Cinnamates

Les cinnamates sont des sels ou esters d’acides cinnamigue. Les travaux chimiques
clicetuds sur les écorces du trone de Garcimia multiflora par Yo-Ming Chang et collaborateurs
v 20063, ont conduit & 'isolement d'un mélange de deux dérivés du cinnamate : (1E, 22Z)-
|22 -dileruloxydotosane 5 et (1E, 22Z)-1,.24-diferuloxyteracosane 6 [41].

Le caféiate de triacontanyle 7 isolé de Hypericum laricifolium par Hesham et

codlabuorateurs présente une activité antinflammatoire modérée a éte [42].

Q Q

T A -
] \\
|
|
Ly
|
OCH: & n=22 !
6 u=24 W3

L1220 Les depsidones

Les depsidones sont une classe d’esters formes par condensation d'un acide
cawrboxyhique phenolique et d'un autre composé phénolique. 11 a été démontré que !'acide
Glenjie peut s'associer @ 'acide quinique sous forme de depside formant alors ["acide
chloroednique (Catéylquinique) et la cynanine (dicaféylquinine). Ceci pourrait expliquer la

preseuce de atrovirisidone 8 duns les racines de G. atroviridis [43]
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Tubleau 6 @ Quelques depsidones isoles du genre Garcinia

Composes

e —t e

Noms ' Source Référence
= -+
0
0 OH
9 K Garcinisidone- A | Garcinia [44]
assigu
o
|
Lo
~ \/ g
l"‘\\/’\
N\
"
Garcinisidone- B | Carcinia | [45]
 neglecra
'
=
\L :
XS
L \
\ o
" L R
\ |
Gareinisidone- C | Garcimia |45]
neglecta
|

A R S——— — Anh o o -




i-('.muu;sés Noms Source Référence

|
|
|
p—— |
1
{

Garcimsidone- D Garcinia [45)
neglecta

Garcinisidone- E | Garcinia  [45)
neglecta |

!

Garcinisidone- F | Garcinia [45)
puat

L S e M el .
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- A1 3 Les terpénoides et les stéroides
AL Les terpénoides

Les lerpénoides forment un vaste groupe de substances naturelles disséminées dans de
- aonhicuses familles botaniques. Du genre Gareinia, quelques monoterpénes parmi lesquels
varciielliptone N et O ont été isolés de Garcinia subelliptica par Jin-Ru et al. en 2004 [46].
Par ailleurs, les phloroglucinols ont ¢te également isolés de Garcinia subelliptica.
Cette vlasse de terpenoides est caructénisée par la présence dans leur squelette de base d'un
st du type bicyclo [3.3.1] nonane [46).
Plusieurs phlorogiucinols ont €€ isolés et présentent des propniétés ant-

intlammutoires intéressantes. C'est le cas des garcimelliptones A-D 15 - 18 [47].

OH OH

\“\\\\A ! \\““‘ \///]\

HO Q

III ity o ", s 0

- Les cludes effectuées sur les espéces du genre Garcinia ont montré que outre les

monowrpenes et les phloroglucinols, Ies triterpénes ont €€ auss: 1solés. Nous citerons la

- ——— ——————— - - - imaa - A i ————— A L el B i b i, ik e



miadeline 19 asolée de plusieurs especes du genre Garcinia, la 3B-hydroxy-20,29 30-
wmoslupaun-9-one  encore  appelé  garcinielliptone 20 isolée des graines de Garcinia
sl fipica par Jin-Ru Weng et al. en 2003 [47].

.s“\\\

\ 132 Les Stéroides

Les stéroides font partie d'une grande classe de composés organiques naturels parmi
lesquels an peut citer les stérols, les acides biliaires, les hormones corticosurrénales, les
honoones sexuclles, les saponmines, les cycloartanes, les lanosterols ete, Cetle classe de

composes i pour squelette de base le noyau perhydrocyclopenténophénantréne 21 (48],

On les trouve chez les vegeluux a 1'état libre, a 1'état d'esters ou alors combingés a des

sthvres sous forme d'hétérosides.

Lu lnérarure montre que seuls les dérivés du cycloartane et les lanostérols ont ée
psodos du genre Garcinda. De ce fait, les travaux de Nyemba et al. sur les écorces du trone de
ciorvinia liweida ont penmis d'isoler trois dérivés du cycloartane @ le 31-norcycloanéno! 22
i hinge ;ic deux époxydes du compose 23 épiméres au niveau du carbone 24 et ¢ 30-
iy loxyveycioartenol 24 [49),

2}




Par willeurs, les travaux de Rukachaisisikul sur Gareinia hombroniana [50] ainsi que

cenn de Lus Viewa et al, en 2004 sur les €corces de Garcinia speciosa [51] ont permis

¢ moler plusieurs autres composés apparienant a cette classe.

Le tubleau 7 présente quelques dénvés du cycloartane isolés du genre Gareinia.

Tubleau 7 2 Quelques dérivés du cvcloartane isolés du genre Garcinla

| Structnres

Noms

31-norcycloarténol

Mélanpe de deux
époxydes épiméres (24R
et 258, C-25)

30-hydroxycycloarténol

Origine

G. lucida f (49}

B P —

R —
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AL L4 Les xanthones

Les xanthones sont largement répandues chez les Guttiferae. Des travaux effectues sur
les wanthones onl montré que ces métabolites secondaires sont doués de nombreuses
proprecies biologiques et physiclogiques ausst intéressantes que vanées parmi lesquelles les
Acliyiles evtotoxiques, antitumorales, antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoures,
Iy

Des travaux de Bennet et al, sur I'évaluation des propriéwés antimicrobiennes des
wanlliones, il ressort que la plupart des xanthones prémylées presentent des propriéiés
baciereides et bactériostatiques importantes [52]. C'est le cas de la mangostatine 28 qui
cxhibe une activité intéressante sur la pénicilinase qui est & l'onigine de la résistance des
Sl lococcus aureus Vis-4-vis des antibiotiques de la famille des pénicilines.

Ngouela et af, ont mis en évidence Iactivité antimicrobienne de la globuliferme 26
contre Stuplvlococeus aureus, Streptococcus feacalis, Klebgrella pneumonia et Escherichio
col, |31,

Bringnann et al. ont montré une activité inhibitrice remarquable sur la lipase
perosydase de la colaxanthone A 27 et de la colaxanthone B 28 issues de Cailophyium
topiovium | 54).

Hay et al ont montré les proprictes antioxydantes de quelques xanthones isolées de
Guaveinion vieillardi | c'est le cas de la vieillardixanthone 29 et de 1"isocudraniaxanthone 30 qui
onl presenté une activité antioxydante tres interressante, comparable a celle de la BHA (2,6

di-ierbutyl-4-hydroxyanisol) prise comme €moin {35].




A2, Erude pharmacologique de quelques composés du genre Garcinia

Les  prenylxanthenes  (bractatine, isobractatine, 1-O-methylbractatine, 1-O-
uwethyhsvobractatine, 1-O-methyl-8-methoxy-8,8a-dihydrobractatine, 1-O-methylneobractati-
nel isoles de Gareinia bracieata par Odile Thoison possedent des propriétés cytotoxigues in
s itio sur des cetlules KB [56].

En 1993 Hiroyuki et al. ont montré que les xanthones : garciniaxanthone C, 1,2,5-
ithvdroxyxanthone, 1,2-dihydroxy-5,6-dimethoxyxanthone isolés de Garcima subelliptica
it wie activité antioxydante significative [S7].

I a éé démontré que les activités antimicrobiennes des xanthones sont ducs 4 la
prescinee sur leurs structures des groupements hydroxyles phénoliques qui agissent comme
Jes shibiteurs des enzymes microbiens aussi bien a travers leurs effets de phosphorylation,




v decoupiage oxydatif que inhibiteur de I"ADN-H deshydrogénase des membranes internes
Jes mitochondries des plantes [S¥)

Qutre les xanthones prénylées, des furoxanthones ont présentées une activite
vy totoxiyue in vitro sur les cellules d’adénocarcinome humain du colon au méme titre que |a
psoruspermine dont |'activité in vitro sur les cellules KB (carcinome du nasopharynx) ¢t in
vive sur I leucémic P388 de la souris (activité cancéreuse) avait été décelée [59].

Au temard de cette littérature, 1'extension des investigations sur "aspect phytochimique el
phantcologiques de 1'espece Garcinia brevipedicellata s*avere donc nécessaire. Ces études

o conduit wux résultats compilés dans le troisiéme chapitre de ce travail,

B. ETUDES PHYTOCHIMIQUE ET PHARMACOLOGIQUE ANTERIEURES DES
ESPECES DU GENRE DRYPETES
.1, ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES ESPECES DU GENRE DRYPETES
Parmi les 200 espéces identifiées dans le monde, & notre connaissance, sculement 4
cspeces ont déja fait 1'objet des ¢tudes phytochimiques. [1 s'agit de D. roxburghii (Sipalumani

of ab 100]), de D. gossweileri (Dupont et al. [31] ct Ngouela et al [61]), de D. mofunduany
(Wandgi et ad, [62]) et de D. lieorales (Lin et al, [33]).

Lableau 8. Quelques composés isolés du genre Drypetes

Struct u;;c 7 Réf. | Composes .  Sources

R=Hj Friedeline
R=0 Putranjivadione

{ fricdelane-3,7-dione)

19R=H
M R0

e e — - — — T S ———— . — i ———————— e S—— A —— T —r



Structure Réf Composés Sources
|
[60] Acide putranjique
2
- D. roxburghii
N [60] Acide putranjivique
(‘K}_.H E
|60) Acide roxburghonique
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Structure Réf. Composés Sources |
(607 Putranjivadione
i
D roxburghii
[60] Roxburgholone |
e
|
#
bz (30} Méthylputranjate
=t OH
{
—
=
[660] syringine '
tea otda |
. |
oG I
-“‘ |
|




I;.\_ln'tié‘ftll‘e S Réf. Composés - Sources
I 1
. 39 (+)-Syringaresinol-
4’ 4""-0-B-glucopyrano-
OMe ! side
[60, 62]
l Ao 40 (-)-Syringaresinol- D. molunduana
| It 4' 4""-0O-B-glucopyrano-
L SN R OMe Ry Gl Ryw side D. roxburgii
| | A0 R, = OMe, Ry = Ry = Gilc
| 41R, =R~ H. R, = Gle
, oy : : 41 (-)-Pinoresinol-4-0-[3-
. D-glucopyranoside
|
|
i 3 \ — i
|
AN
| T - o OR
/ 42 Drypemellindein A
o
IR - 62
j 3 :: 2 2‘: [62) 43 Acetyldrypemolundemna
5 | D. molunduana
Drypemollindein B
u
[62] .
| A |
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*Sl racture Réf. Composés Sources

[62 Erythrodiol

[62] Acide 3p-acétoxyoléan-12-

en-28-0ique

162] Acide oléanolique
|

|62] Acide bayogeninique D molundwana

29

— e —— | — . ——— S — G S ——— — L Al ik i Sa & e - -



|‘ Qmicmrc - RéT, Composés _ ! Sources “I

108-12-hydroxy-| I-
| méthoxy-13-méthylpo-
docarpa-1,58,11,13-

pentaen-3,7-dione
| D littoralis

| . .

[63]
10S-12-hydroxy-11-

méthoxy-13-
méthylpodocarpa- '
5,8,11,13-tetraén-3,7-dione |

10S-12-hydroxy-6,11- D. fitrorahys
diméthoxy-13-
méthylpodocarpa-
1,5.8,11,13-pentaén.3,7-

dione

3 [ el

|-hydroxy-7- |
hydroxyméthy!-6-
méthoxyxanthone

e
Mo

B.2. Frude pharmacologique des espéces du genre Drypetes
15.2.1. Usage des plantes du genre Drypetes en pharmacopée traditionnelle

[l o &é démontré que la plupart des plantes de la famille de Euphorbiaceae sont

tonigues @ dose élevee [64, 65, Ceite toxicité est due a la présence des phytotoxines ou des

30




resines vesicantes [66). Cependant & dose convenable, ces plantes présentent plutot des vertus
intervssantes surtout exploitees dans la phanmacopée traditionnelle.

Au Cameroun les écorces de D armoracia sont utilisées pour le trmtement de |a
gonovaceie et des maux de dents |35). Les travaux de Bouquet [37] ont montré que le
nwhimge de D, molunduana et de Campylospermum elongatun est utibsé pour soigner la
blennorragie. Il suffit de racler les écorces, puis faire macérer pendant 24 heures dans du vin
de palme Par ailleurs Dalziel ¢t Hutchinson [35] ont indiqué que les écorces de D
modidianag étaient utihisées au Libéria pour le trailement de la fevre, des douleurs
intercostales et des boutons qui apparaissent sur la peau,

Au Congo, les racines de D. gosswedlers sont utilisées comme antiseptique dans le
ailement de plases, ulcéres, furoncles et comme analgésique dans le traitement de la camie
deatare, des douleurs rhumatismales et lombaires. Elles sont recommandées comme
aphrodisiaque,  vermifuge et pour soigner les affections intestinales plus ou moms
dvsenténiques et des bronchites gruves, Celte plante est employée comme cytotoxique par les
lenines qui veulent avorter [32]. Walker et Silliams [36] ont montré également que fa
nueeration ou la décoction de I'écorce fraiche de D, gossweileri ¢n mélange avec le piment
est utilise comme anthélmintique et contre le rhumatisme. Le bois de D gossweileri nmite fa
peai les yeux et les voies respiratoires [67].

Ln Cote d’Ivotre les Abourés préparent avec les écorces de 1. aubrevilied une bouillie
qui st donnee aux malades comme expectorant et décongestionnant bronchique. D, chevalier:
est utilise par les Krus et les Gueres pour traiter la dysentérie, la sinusite et le rhume [19].
Bouguet [37] a montré que les écorces de D. capillipes sont prescrites en bain de bouche
contre les rages de dents et en lavement contre les douleurs rénales. Les feuilles servent &
musser le cou en cas de torticolss,

Dalziel et Hutchison [35] ont montré par leurs travaux que les écorces et les fruits de
1 jvorensis sont préparces ¢t utilisées en application exwerne contre les furoncles, les
alimmations et les tmeurs, alors que D. pellegrenii est utilisé dans la malemité

trnditionnel ke,

L ‘isolement des composés des plantes ne constitue pas le seul velet du travail sur les
substances naturelles. Cette érude serait plus compléte si on y associait I'étude des propriéids
bivlogiques des substances isolées amsi que la possibilité de leur uttlisation pour le bien étre

e b homme.
3l




o

Les stéroides tels que le stigmasiérol et le sitostérol sont des matiéres premiéres
unlispensables dans 'mdustrie  pharmaceutique car ils entrent dans la synthese des
voiltmeeplits et des anti-inflammatoires.

La syringine 38 et la (-)-Syringaresinol-4' 4""-O-f-diglucopyranoside 40 sont des
subsiunces anti-stress [65]. Le (-)-Pinoresinol-4-0-B-D-glucopyranoside 41 permet de lutter
couire 'hvpertension [68). En 2002 Nkeh ot collaborateurs [69] ont montré que la
Jrypeniolundetne A 42 possedait des propriétés anti-inflammatoires €t snalgésiques.

Lus resultats déja intéressants justifient entre autre la grande utilisation des plantes du

uen ¢ Moyperes dans la medecine traditionnelle.
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. GENERALITES SUR LES TRITERPENOIDES ET LES FLAVONOIDES
C.LLES TRITERPENOIDES
C. 1.1, Délinition

Le mot terpene d'aprés le sutfixe « &ne » signifie hydrocarbure insaturé. Etant donné
Gl corains composes de ce groupe sont des alcools, aldéhydes, cétones, cic. on préfére
pencralement les appeler terpénoides. Cepeandant dans la suite de notre étude, on parlera de
e ou Je terpénoide sans distinction pour les métabolites secondaires de ce groupe. Le
sqiwlette carboné des monoterpénotdes est composé d’unités isopréniques, mais aussi des
terpenvides supéricurs, Clest amsi que les terpénes sont définis comime élant des métabolites
sevondaives ayant un nombre intégrale d'unités isopréniques (Cs)a, n étant un nombre entier
meurel et isopréne le 2-méthylbuta-1 3-diéne §3. Cette définition se verra limitde, car
cerlinns composés ne pourront pas étre découpés en unités isopréniques [70]. Pour parer a cet
meonvenient, Ruzicka va formuler que les terpénes sont des composés dérivant de
assemblage ordonné de « n » unités isopréniques. Selon le nombre d’unités isoprémiques, an
distingue les monoterpenes Cyy, les sesquiterpénes Cis, les diterpénes Cay, les sesterterpénes
o, los tritespences, ete..,

Ce sont des composés tres répundus et chimiquement intéressants [71). Certains
possedent  dimtéressantes  activités  physiologiques  (eytotoxiques,  bacténicides, anti-

intLunnestoires, etc. [72).

Hyo==C——CH==CH,

CHy
53

C.1.2, Origine biosynthetique

Les monoterpénes, sesquiterpénes, diterpénes, et sesterterpéncs constituent des unités
soprenmgues liés « téte a rée » alors gue les triterpénes ct les caroténoides constituent des
uieies isepréniques en Cig et Cyo respectivement jointes « queue & queve ». Un effort
canisulerable o ¢te fart dans la recherche de 1'équivalence biologique de 'isopréne 53, les
Clikies faites sur la biosynthése du cholestérol 54 [73] ont monte gue acctate etait e

precurseur des composés isopréniques.
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HO 84

Les miterpénes forment un groupe de métabolites secondaires wrés répandus dans le
reene vegetal. Ce sont des polyvisoprénoides ayant 30 atomes de carbones. Ils résultent tous du
squalene 88 [74] ou du 2 3-époxy-2,3-dihydreosqualéne 56 par une série de cyclisations et

remangements [75, 76).

7 e
‘\__' ~

55

€ 1.3, Rile des triterpénoides dans les plantes

Les metabolites secondaires jouent un rdle impertant dans la coexistence ¢t la
voevolution des espéces. Torsell [77] a exemplifié leur fonction dans plusieurs domaines du
conleale chimique @ attraction sexuelle, développement (ex @ les fourmis sont des indicateurs
el des puides), protection (ex | sécrétion des toxines par les animaux et les plantes), défense et
alaenie,

Les plantes et les autres organismes ne peuvent vivie que s'ils produisent des
substanees appetantes, des substances inhtbant la outrition des parasites et des toxines. Par
caciple. le sesquiterpéne warbugonal 57 isolé du Warbugia stuhlmanil ¢st une substance qui
L perdre Vappetit aux larves des vers africains (Spodoptera littoralis et S exempia), lesquels
sun des pestes des plantes africaines.

De méme la biosynthese des iupéol 58 | 78] dans les feuilles de Quercus robur (chéne)
s evroit considérablement lors de la réponse & la piqilire de I'insecte Newroterus baccarum
uw provespie la gale du chéne. Cette derniere devient une source trés riche en lupéol (1,5% du

poads see] par rapport aux feuilles normales qui n'en contiennent que des traces. Il a ¢t
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- cesiement montrd que le composé 59 s'accumulait tout autour de |'endroit infecte par le

chmpignon Chondrosterum purpureur [79)

s

OH
H

C. L4 Propriétés biologiques des terpénoides

i Les plantes terrestres ont pendant fongtemps €té utilisées par I"homme et les animaux
comme médicaments, Grice aux progres effectués en Chimie organique vers la fin du 19°
- siecle, Centains de ces medicaments sont ebtenus par synthése. Mais le retour a la chimie et &
ki plurmacologie de substances naturelles semble remarquable. Voici quelques activités

- prosenices par les terpénoides |

e Acuviteé cytotoxique [80, 81)

e Acuvite anti-bacterienne |82

o Actvite mhibant la nutrition des végétaux [83, 84
e Activité antifongique [85-87)

e Activite analgésique [88]

e Acuvité anfi-mflammatoire [89)

e Activité anti-tumorale [90]

o Activité anti-ulcéreuse [91]

e Activite anti-virale [92]
C.1L.5, Quelques applications économiques des terpénoides

Les terpénoides, tout comme d'autres substances naturelles, jouent un réle majeur

aussi bren dans les plantes qui les synthétisent que chez 'homme qui les utilise. Chest ains:
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que les triterpenes  pentacycliques favorisent la germimation [93], la croissance, le
developpement et la defense des plantes contre certaines agressions exicérieurcs | 78].

L 'atramodial est un composé biologiquement actif qui rédunt Je taux du cholesterol
deens Je sang et montre une tres faible toxicité. De plus certains produits pharmaceutiques a
base du Warbugano! 59 evou du polygodial 60 ont éte utilisés pour ¢ trastement de « predis
lea o (pred dathléte). D*autres composés tels que les dialdéhydes insaturéds (aframodial) et
anstlogues  (+)-E-labdan-8, 12-dien-15,16-dial 61 possédent la propriété d'empécher la
auiriton de certains prédateurs, Cette propriété permet de réduire la peste des végétaux. Clest
s interét commercial certain, puisque les prédateurs (Spodoptera spp) provoquent des dégdts
corsiderables.

Ces composés sont d'ongine naturelle et par consequent, plus facilement dégradables
gque les msectioides synthetiques. Il est peu probable qu'ils s'accumulent et polluent
I"covaromnement. Bien que e polygodial 60 sont volatil et instable, des tests au laboratoire
montrent qu'il peut étre utibsé contre les aphides. Dans une tentative de réduire |a
waesnussion du virus dans les plantes par les aphides, Winter Berley (plantation) avair eteé
vatite avec e polygodial 60 (25 g/ha). Comme résultat, la récolte était passée de 3 83 4 522
wnwes'ha. Lo non-résistance du polygodial ne lui offre pas la possibilité d'étre commercialisé
[94]. Ces dialdéhydes insaturés possédent ausst des activités antifongiques importantes, 11 est

aussi utiitsé pour empécher le développement des moisissures dans les boites de conserve.

cHO

x

CngG

'y ""

61

(.10, Méthodes générales de détermination des structures des triterpénes

Les techniques couramment utilisées dans I'élucidation des structures des triterpenes
sont L RMN 'H, la RMN V'C, I'IR et 1t spectrométrie de masse,

a). IR

Cente technique met en évidence I'existence de certaines fonctions dans la molecule
notanent les groupements hydroxyles (3200 — 3300 em’™), les carbonyles (1700 — 1750
vine '), les carboxyméthyles, les acéryles et les gem-diméthyles.
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). RMN 'H

Les spectres de RMN 'H permetteat de distinguer les dérivés de |'oléanéne 62 et de
Murséne 63 de ceux du taraxeréne 64, En effet les dénivés de |'oléanéne et de I'urséne
presenient généralement en RMN 'H un large triplet entre 5,1 et 5,5 ppm avec une constante
e couplage J = 3 Hz caractéristique du proton vinylique H-12 alors que les dérivés du lupene
presentent un smgulet de deux protons entre 4,2 ¢t 5,0 ppm caractéristiques des 2 protons
viny liyjues portés par ke carbone 29,

On reléve sur le spectre de RMN "H des triterpénes pentacycliques les pics de certains
protons caracteristiques tels que le proton vinylique H ~ 12 (5,30 ppm, dd), e proton allylique
H - 18 (2,85 ppm, d) pour Ies composeés de type oléan-12-éne dans le cas ou la position 19
nest pas substituce. Pour les acides unilerpéniques méthylés, le carboxyméthyle résonne

autour Jde 3,60 ppm.

e

Y\

63

¢). RMN Y

L'essor de cette technique trouve sa croissance grice & 'utilisation de nouvelles
seyuences diimpulsions. Les techniques telles que I'APT, 'INEPT, le DEPT permettent
datiribuer sans ambiguité des signaux de carbone méme dans les régions les plus encombrées

Juspeetre [95).

d). Corrélation homonuctéaire '"H-"H entre noyaux couplés par couplage scalaire :

spectroscopie corrélée ou COSY

Elte fut apparaitre deux types de pics : Des pics diagonaux qui apparaissent sur la
digeonale du spectre de RMN 1D classique et les pics « hors diagonaux » situés de part et

Jdisute de cette diagonale et qui correspondent au couplage entre différents protons, La

i7
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representation tridimensionnelle n'étant pas exploitable, il est plus commode d'utiliser la

representalion « en coupe » dans faquelle les corrélations apparaissent sous forme de tache.
¢). Fechnique de NOESY |96]

Lu technique NOE permet de déterminer dans une région de la molécule les protons
ur sont proches dans P'espace (couplage dipdle - dipdle) et ayant une constante de couplage
nuile (absence de couplage scalaire), cect par le phénoméne d'irradiation. L'inconvénient du
NULSest din au fait qu'il est difficile d'imadier un proton sans affecter les autres dans une
mulecule vomplexe. La techimique permet de voir simultanement tous les protons qui sont

proches dans I'espace.
1), Covrélation hétéronucléaire "H-""C (HETCOR)

C'est une technique de RMN 2D qui utilise plusieurs séquences. Le spectre de RMN
"1 est representé sur I'un des axes et le spectre de RMN C sur 1'autre,

Cene technique permet de rattacher les protons aux carbones auxquels ils sont
diectemient lics dans la molécule et d'en déduire 'attribution des signaux de 1'un des spectres

it Maetre est connue.
g). Technique de HMQC ¢t HMBC

La techmique HMQC permet de rattacher les protons aux carbones auxquels ils sont
darectement liés, les résultats obtenus i1 sont identiques aux résultats de HETCOR décrit plus
RIS

Li technigue HMBC permet de voir les corrélations longues distances cntre les
cuthones et les protons. Duns cette technique, méme les carbones non protonés apparaissent

sur e spectre. Les résultats obtenus ic: sont similaires a ceux de COLOC.
). Spectrométrie de masse

Lo spectrométrie de masse permet de proposer le squelette d’un triterpéne, de
dewerminer ln position des doubles liaisons ainsi que la nature des substituants et dans certains

i leur position,

33

e e ——— ——— —— —————y——— ———— ~ ——



(.2 1LES FLAVONOIDES
C.200, Generalites

Le terme flavonoide rassemble unc trés large gamme de composés naturels
appartenant 4 la famille des pelyphénols. Leur fonction pnncipale semble étre la coloration
des pltes (comme la chlorophylle, les caroténoides, ...). Cernains agissent comme
rexalateurs de croissance [97] ¢t comme phytoalexines [98]. La distnibution universelle des
v onoides dans les plantes vasculaires, leur stabilité chimique, la facilité et la rapidite par
fesyuclies ils peavent ére identifies par des meéthodes relativement simples les ont classe
cornie marqueurs taxonomiques importants dans la classification des plantes [99]. Ce n'est
Jue depuis quelques années que certsines propriétés pharmacologiques ont pu éue mises en

Cvidenve ot gue leur étude a pris un nouvel essor [100].

.22, Structures et biosynthése des Navonoides

Les Navonoides possédent un squelette de base 4 15 atomes de carbone constitué de
deun eycles en C (A et B) reliés par une chaine ea C3 (schéma 2).

Leur  biosynthese se fait 4 parur dun  précurseur commun, la 4,2' 4.6
werrahyvdroxychalcone [101, 102]. Ce dernier a une onigine a la fois shikimique et acétique
pelymalonique, Le eycle B denve de la phénylalanine et le cycle A de 3 unités d'acetyl
cocnzvine A Par l'action d'enzymes, cette chalcone de couleur jaune, est métabolisée en
dittfcrentes  classes de  flavonoides :  flavanone, 2 3-dihydroflavonol ou  flavanonol,
Jeuvoanthoevanidine, anthocyanidine (rouge-bleu), aurone (jaune), flavone {ivoire), flavonol
(awae), catdéchine protoanthocyanidine, anthocyane. Des étapes ultéricures, surtout de
elveosylation et d'acylatnon, aménent les flavonoides & la forme définitive dans faquelle ils se
LOUNVEHL 1L VIVO,

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
mture des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles, prényles et autres) sur les deux
cveles aromatiques A et B et fa chaine en C3 intermédiaire. A I'état nacurel, on wouve wrés

sothvent les tlavonoides sous forme de glycosides.
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Les études phytochimigues etfectudes sur le genre Dryperes ne signalent pas la
presence des tlavonoides.,

Pour ¢lucider les structures des flavonoides, on fait généralement recours aux
methodes spectroscopiques (UV, IR, SM, RMN 1D ¢t 2D) et aux réactions [(cyclisation,
osvidation, réduction, hydrogenation, ...). Dans ce qui suit, nous donnerons un apergu des

methasdes couramment utilisées pour 'élucidation des structures des flavonoides.

.23 Apercu sur les méthodes spectroscopiques utilisées dans 1'élucidation  de

structures des flavonoides

Parmi les méthodes physico-chimiques les plus couramment utilisées, nous pouvons
viter UV, Jla RMN et la SM. Si ces méthodes permettent d'accéder sans ambiguité a la
structure de certains composés, 1l y a des situations ou il faut faire appel 4 la RMN a deux

dimensions pour trancher entre plusicurs isoméres.
a). Etude du spectre ultraviolet

[l permet de déduire le type de squelette, la présence et la position des hydroxyles

paciuligues,
Iype de structure

Les Havonoides présentent sur leurs spectres UV pris dans le methanol ou I'éthanol
ceus handes d absorpuon maximale (tableau 9) [103], I'une située entre 300 — 400 nm (bunde
D ei Pautre entre 245 < 295 nm (bande 11) caractéristiques des chromophores cinnamoyles

tevle B) ¢t benzoyle (cycle A) respectivement.

\ '~‘:¢_.‘ ,-’0 3 |
LYY

//”\l - o\r;) ~
0 - |

j’.- \’, \T,.f

J40 - 298 qun bande (1) 300 - 340 um (bandce 1)
s pgione benzoyle chremophors Clusamnyle

Dans le cas des isoflavones, flavarones et dihydroflavonols on if n'y a pas de
conjuzaison entre les cycles A et B, le pic de la bande | est trés faible ou alors absente
comnpiu i celui de la bande 1.
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Tableau 9 : Domaines d'absorption dans I'UV des différentes classes de

tlavonoides
Bande (A nin) Bande L1 (A nm) Classe de flavonoides
310-350 250-280 Flavone
RAIURLEY 250-280 Flavonols (3-OH substitué)
350-385 250-280 Flavonols (3-OH libre)
31330 (épaulement) 245-295 Isoflavanone
30-330 (épaulement)  275-295 Flavanones, isoflavanones, dihydroflavonol
34390 230-270 Chalcones
A8 30 230-270 Aurones
$03-360) 270-560 Anthocyanidines et anthocyanines

Lo presence et la position des hydroxyles phénoliques

La présence et 12 position des hydroxyles phénoliques sur Ie squclette des flavonoides
pedvent erre etablies grace aux effets bathochromes induits par certains réactifs mineraux tels
qud fe mgthoxylate de sodium (NaOMe), I'acetate de sodium (AcONa), le mélange acétate de
sedien et acide borique (AcONwH3BO;), le chlorure daluminium (AICLH) et le mélange
AlIVTAHC),

Inlluence du méthoxylate de sodium (NaOMe)

L “efter bathochromique induit (50-60 nm) sur la bande I des flavones permet de mettre
cit eandence ta présence des hydroxyles libres en position 3 et 4', La présence des hydroxyles
sui e eyele A des flavanones se traduit par un effet bathochrome de 35-47 nm de la bande 11,

lufluence de Pacétate de sodium et du mélange AcONa/H,BO,

L "acétate de sodium est surtout utilisé pour caractériser la présence d'hydroxyles libres
sur e eyele A. Dans les flavones, flavonols et isoflavones, la présence d’un hydroxyle libre en
positon 7 est mis en évidence par un déplacement bathochrome de 5 a 20 nm de 1a bande 11 ;
dans les Mavanones, ce déplacement est de I'ordre de 35 nm.

Le melange acétate de sodium-acide borique permet de mettre en évidence la présence
dun systéme o-hydroxylé aussi bien sur le cycle A que sur le cycle B. Dans les flavones et les
AT .muls: la présence d'un tel systeme sur e cycle B ou sur le cycle A (¢n position 6, 7 ou §)
s¢ dut par un effet bathochrome de 12 4 36 am (dans le MeOH) de la bande 1. Cet effert est

de Vordre de 10 2 15 nim dans les isoflavones. les flavones et les dibydroflavonols.
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Influence de AICK et du mélange AICL/ HCI

AlIC; forme des complexes stables avec les sysiemes (5-OH / 4-CO) et (3-OH / 4.
COn. miais forme des complexes labiles en milieu HCI avec les systémes ortho-dibydroxyies
Cette reaction de complexation est caractérisée par un effet bathochrome d'unce ou des deux
bamldes 1 et 11 Cette technigue est utilisée pour détecter les 3-OH ct/ou 5-OH (2'-OH dans les

chaleones et 4-OH dans les aurones) et fes systémes ortho-dihydroxylés dans ies flavonoides,

OH

A oH
o A

67

L ‘addition de AICl; A une sclution methanoique d'une flavone hydroxylée en position
S provoyue un effet bathochrome de "ordre de 35 a 55 nm de la bande [, Pour les ssoflavones
¢t ¢y tlavanones hydroxylés en position 5, on observe un effet bathochrome de 12 et 20-26
um respectivement de la bande 1. Lu présence d'un systéme ortho-dihydroaylé dans le cycle
B des Muvones peut ére mis en evidence par AlCl qui provogue un effet bathochrome de
Pondre de 30 & 40 nm de la bande L. La présence d'un tel systéme sur je cycle A des flavones
s¢ truluit par un effet bathochrome de 20 & 25 nm de la bande Il des isoflavones, des
Mavimanes et des dihydroflavonols. Un tel systéme sur le cycle B de ces trois classes de
conposés n'est pas décelable par ce réactif. Cet effet bathochrome est annulé apres |'additon
de HCTL

b). Etude du spectre IR [104)

La spectrométrie infrarouge des flavonoides donne trés peu d'informations comparées
aun autres techniques spectrales. Elle permet cependant de détecter les groupements
hiydroxyles (entre 3300 et 3500 cm™) et carbonyles (1615 — 1685 em’').
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¢). L RMN du proton

Des méthodes physico-chimiques utilisées dans la détermination de structures des
(hvonoides, 1o RMN du proton est trés fiable et foumie le plus de renseignements. Pour
distmzuer les flavones, les isoflavones, les flavanones et les isoflavanones, on se sert des
deplicements chimiques des protons en C-2 et C-3 du cycle C [105- 107].

Le 3-OH apparait entre & 12-14 ppm. Les déplacements chimiques des méthoxyles
dependent de leur position. lls apparaissent entre 3,7 — 4,0 ppm. Les protons du cycle A
appuninssent généralement a champ fort comparé 4 ceux du cycle B. Le proton H-3 dans les
(Levoues donne un singulet autour de 6,3 ppm ¢l qui chevauche avee les déplacements
clumyues des protons H-6 et H-8. Dans les flavones 5,7-dioxygénés, H-6 et H 8
appaninssent sous forme de doublet avec des constantes de couplage métn de I'ordre de 2.5 Hz
et peavent étre facillement distingués [107]. Dans l¢ DMSO-dg, le proton benzylique des
auronies apparait entre 6,37 et 6,94 ppm, la position exacte dépendant du degre d’oxydauon
[tUs ] Lo plupart des flavonoides naturels sont hydroxylés en C-5, C-7, C=3', C-4' ou C-5§'
pour des rmsons biogénétiques (109, 110).

Les hivonoides 3' 4 -disubstitués donnent un systéme ABC pour les protons du cycle B,

Duns le eas des flavones, flavonols et aurones, le proton H-6' chevauche avec le
proton H=2" mais est facitement distingue & partir de la constante de couplage. Dans le cas des
sollavones. flavanones et dihydroflavonols, H=2', H-5' et H-6' apparaissent sous forme de
muliplet complexe dans la région  6,7-7,1 ppm. Les flavonoides 3',4°,5"-trioxygénés quant 3
cun lont upparaitre les protons H-2" et H-6' sous forme de singulet de deux protons entre 6,5

7.5 ppn.

La présence des substituants communs tels que e méthyle, le méthyléne dioxy. le
prenvie, le geranyle, le prényloxyle, le géranyloxyle, acétoxyle peut-8tre détectée sur le¢
spevtic RMNL Les valeurs de déplacement chimique et de la constante de couplage apporten
des mformations précicuses au sujel de la classe des isoflavonoldes, sur la nature des

substituants, sur le squeletie de base et le lieu de la substitution.

d). La BRNVIN du carbone 13

Lu RMN "C de flavonoides est s pratigue pour la localisation des subsutuants sur
les cveles wromatiques. Elle perniet de différencier aisément les signaux des carbones 6 et 8

dos S-hydroxyflavores. En effet le signal de C-6 apparait sous forme d'une paire de wriplet en
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cuson du couplage avee les protons en C-6 et C-8 et celui de I'hydroxyle en
C 3 pidentifiable par échange avec le deutérium qui transforme la paire de wriplet en paire de
douabled), alors que le signal du C-8 est une paire de doublet cn raison du couplage avec les
protons en -6 et C-8.

La présence d'un substituant sur le cycle A ou B d’un flavonoide induit de mamere
sensible une variation de déplacement chimique qui affecte non seulement le carbone sur
fequel 1l est fixé, mais aussi les carbones voisins (ortho, méta, para). On peut ainsi distinguer @
partic du spectre de RMN V'C, un flavonoide méta-dihydroxylé de son isomére ortho-
difivdroxylé, Clest ainsi que dans des Navones, flavanones, isoflavones, isoflavancnes [111]
mta-dihydroxylés sur le cycle B, les deux carbones aromatiques porteurs des groupements
hydroxyles résonment entre 151 ~ 159 ppm tandis que dans I"isomére ortho, les deux carbones

resvnnent entre 141 — 149 ppim.
¢). La spectrométrie de masse

La spectrometrie de masse constitue une méthede dans Ja détermination de structure
des tavonoides. En dehors de 1'ion moléculaire, les ions fragments importants résultent
gencialement d'une rupture de type Rétro-Diels-Alder du cycle C avec ou sans transfert
d’hydrogeéne. Seules les chalcones subissent une fission directe des deux ¢otés du carbonyle
poitr donner des fragments intacts des cycles A et B désignés par A, Ay, .., et By, By,
respeviivement.

Un gem-dimeéthyl chromeéne isoflavone perd facilement un groupe méthyl pour donner
un i [M-15]" lequel apparait facilement comme le pic de base en EIMS.
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A. ETUDES PHYTOCHIMIQUE ET PHARMACOLOGIQUE DES ECORCES DU
TRONC DE GARCINIA BREVIPEDICELIATA

A.l. CRIBLAGE BIOLOGIQUE ET CHIMIQUE DE L'EXTRAIT DES ECORCES
DU TRONC DE GARCINIA BREVIPEDICELIATA

Les écorces du tronc de Garcinia brevipedicellata ont été récoltées en décembre 2005
au mont Elounden, banlieue de Yaounde (Province de Centre ~ Cameroun). L’identification a
été faite par M. NANA Victor de I"'Herbier National ou un specimen a €té déposé sous le
numéro HNC-55519

Aprés découpage, séchage et broyage, les écorces du tronc de Garcinfa
brevipedicellata ont fourni 500 g de poudre qui a été extraite a froid au mélange
CH;Cly/ MeOH (1 :1) pendant 72 heures & température ambiante pour fourmr 30 g d’extrait
brut. Cet extrait a été soumis aux tests d'activités antifongique, antibactérienne, d’inhibition
de I'a-glucosidase et antiradicalaire,

A.L1. Activité antifongique

L’extrait au CH;Cly/MeOH (1/1) de G. brevepedicellata a été sourms au test d’activité
antifongique sur 2 souches de champignons (Candida albicans LMP 0204 U et Candida
glabrata TMP 0413 1)), Les résultats sont consignés dans le tableau 10.

Tabileau 10 : Diamétre d’inhibition de G. brevipedicellata

Diamétre d’inhibition

Diamétre d’inhibition
Nom des champignons Frasdis standard ()
Candida albicans 8 Miconazole 28
Candida glabraia 8 Miconazole 28

Concentration de |'échantillon 200 pg/mi dans le DMSO ; période d'incubation : 7 jowrs

Le tableau 10 indique que 'extrait au CH:Ch/MeOH (1/1) de G. brevipediceliata
inhibe les deux souches de champignon testées avec un diamétre de 8 mm alors que le
miconazole utilisé comme référence inhibe les mémes souches avec un diamétre de 28 mm.

A.1.2. Activité antibactérienne

L’extrait au CH:Cl,/MeOH (1/1) de G. hrevipedicellata a éé soumis au test d’activité
antibactérienne sur 6 souches de bactéries (Escherichia coli LMP 0101 U, Bacillus subtilis




-

Pactndomonas aeruginosa LMP 0102000 et Salmonella ryphy LMP 0209 U). Les résultats soni

proseites dans le tableau 11

Tablean 11 : Activité antibacterienne de Iextrait de G. brevipedicellata

Nom des bactéries Zone d’inhibition de Zone d’inhibition du standard
. I'échantillon (mm) (mm)
Echericha coli | - 25
Bucilluy subtilis I 12 26 o
Mugella flexenari S ‘ 24 ,
Stuplivivcoccus aureu R A TSt T B
Pu_ﬂ. fomanas aeruginosa - 17 I
7 Sclmemella vuphy - 21 l

Concentration de §échantillon 3 mg/ml dans le DMSQO | zone d’inhibition de contrdle 6 mm.
Concenration du standard (Imiperum) 100 pgiml.

Cet extrait n'est actil’ que sur Bacillus subtilis, wne bactéric imphquée dans

PFimoxication alimentaire, L activité de ["extrait est sensiblement deux fois moindre que celle

du standard.

AL Inhibition de I'a~-glucosidase

Une étude biologique en vue d'éveluer 1"activité inhibitrice de 'o-glucosidase de

Fexiric au CHyCL/MeOH (L) de G brevipedicellata a été menée et le résultat est consigné

dans le rableaw 12.

Tableau 12 : Test d’inhibition de I'a-glucosidase

_l:’.rhA:unillon

 Conc. % d’inhibition | |Cs = SEM (uM)  Commentaire
Lixtrt de (. brevipedicellata | | mg/mL | 99 | - i Significant
| -deoxynojiimycing t Spgml |- 426 =8,14 Significauf
T E 1780028 |Significatl

acarbuse

Liextnnt de G brevipedicellata a montre une torte inhibition de I'a-glucosidase (99%).

AL L4 Activité antiradicalaire

Line évuluation qualitative sur CCM de !activité antiradicalaire de I'extruit de G.

bhrovipedicellata avee le 2,2-diphényl-1-pycrilhydrazyle a éé faite. Ce test a ci€ posiuf ¢l

cague fa presence des composés & activité antiradicalaire dans I'extrait,
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Les resultats des différents tests brologiques réalisés sur Uextrant au CH.Cly MeOH
des deorves du tronie de Gareinia brevipedicellata montrent qu'il présente une gamme variée
¢actnvites antifongique, antimicrobienne, d'inhibition de I'a-glucosidase et antiradicalaire.
Une clude phytochimique permetirait d'isoler et d'identifier les métabolites secondaires

responsables de ces activités,

A2 EXTRACTION, ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES COMPOSES DE
G. BREVIPEDICELLATA

A2 L Extraction et isolement des composés

Le tractionnement de 'extrait au CH)CL/MeOH  de G brevipedicellaia par
chromutographique « flash » sutvie de la purification des fractions par chromatograplie sur
cotonne, o conduit & Pisolement des différents composés. Leurs structures chimiques ont ete
alilics iu moyen des techniques spectroscopiques (SM, IE, IR, UV, RMN 'H et YC):

Lo sehdému | résume le protocole de traitement des écorces et de purification de I'extrait

ohenu

|
Ecorces du tronc

¢ Decoupage
e Seéchage
* broyage

Poudre (500 g)

pExtraction
MeOH/CHClL (1 2 1)

Sehéma 2 : Protocole d extraction et de séparation des écorces du trone G. brevipedicelluia

30 g d'extrait
Chromatographie (Nlash et
colonne) sur gcl de silice
lL", % J | Fr. 2 Fr.3 Fr4 Fr.$ Fr.6 ] Fr.7 Er R
| SR
19 | 69 70 72 68

| ]
69 70 72

48

e —— e ————— ——— % & AT T — W W . <V W - pp—— - " - Sl e - -






ALL Identification des composés isolés

ALLL Wdentification de la lutéolin 4°,7-diméthylether

Ce tlavonoide isolé de G. brevipedicellata sous forme d'une poudre jaune fond entre
IN0-152°C Elle donne une réaction positive au chlorure ferrique, test caractéristique des
plienols et au test de Shinoda (coloration verdatre). Sa formule brute CysH 405 a €16 deduite
de ses spectres de RMN C et de masse HR-EIMS o on observe 1'ion moléculaire & m/z
3140790,

Les spectres de RMN C et DEPT (1ablcau 10) montrent neuf carbones quaternaires
sp. sy méthines sp” et deux méthyles, On observe également sur le spectre de RMN "C de
ce produit Ta présence de trois signaux a 8¢ 1653 (s), 1034 (d) et 182.0 (s) probablement
attribuables aux carbones centraux C-2, C-3 et C-4 d'une flavone [38]. Cette suggeston est

wiliorees par la présence d'un singulet & 6,45 ppm attribuable au proton H-3 d'une flavone

[S4),
Sun spectre de RMN 'H signale Pexistence !

* de deux singulets & 3,77 1 3.84 ppm intégrant chacun trois protons correspondant &
deux eroupements methoxyles

* d'un systéme de deux protons aromatiques couplés a 8 6,24 (I1H, d, J=2,2 Hz) et 6,40
(iH.d,J =22 Hz) attribuables respectivement aux protons H-6 et H-8.

* d'un systeme ABX de trois protons aromatiques 4 & 7,34 (IH,d. 1 =22 Hz); 7.28
(tH, dd, J =85 Hz: 2.2 Hz) et 6,85 (1H, d, J = 8,5Hz) atiribuables respectivement
aux protons H-2", H-6" et H-5" suggérant que le cycle B est trisubstitue.

* un proton chétaté & 12,90 ppm altribuable au proton de I"hydroxyle cn position 5 des
flavonoides.

Lex ions fragments & m/z 167 et 147 observés sur le spectre de masse en impact
vlectronique montrent que les deux groupements méthoxyles sont 1ixés sur les cyeles A et B,
Los considérations biogénéuiques et les données de RMN 'H suggerent que |'un des
muthuxyles est en position 7 ef "autre en 3 ou 4' du cycle B. La position du deuxiéme
mthoxyle sur le cycle B est obtenue en scrutant le spectre HMBC qui montre des taches de
corrclatim entre le proton H-2" et les carbones C-4' et C-6' puis entre le proton H-6" et les
cirbones C-4" et C-2°. Une preuve supplémentaire est obtenue par les données de Ja littérature
1112
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['ensemble des données spectrales comparées a celles de lu littérature, permetiem
datrbuer a ce produit la structure 68 qui est celle de la lutéohin 47 7-diméthylether déja
iseiee de Ovidla pillo-pille Meisner par Ninez et al. en 1971 [113).

Tableau 13 : Données spectrales de RMN 'H (300 MHz) et C (75 MHz) du composé 68

dans le DMSO-d,

' 8(, 11
| Carbone 68 Pilvine Sy (J en Hz) de 68

2 | 1640(s) 1642 -
3 103,8 (d) 103.4 645 (1H, s)
4 182,0 (s) 182,2 .
_ 104,8 (s) 104,2 -
S 157.4 (5) 157.1 - :
6| 982(d) 19 6,24 (10, d, 22)

7 1653 (s) 164.8 6,40 (1H,d.d, 2,2)

N 92.8 (d) 92,2 - |
M 161.3 (s) 160.9 s ‘
BN 123.0 () 122.8 - |
| ¥ 113.1 (d) 1130 728 (1H.d, 2.3) £
| ¥ 1469 (s) 147,1 - |
| 1514 (s) 150.9 S
| 5 112.2 (d) 112.8 6.84 (1H, d, 8.5)

RS 119,0 (d) 119.2 7,34 (1H, dd, 2,3 et 8.5)
 7-OMe 56.2 (q) 559 3,84 (3H. 5)
A-OMe | 35.9(q) 352 o A 377(3H.5)

son " - R 12,90 (1H, s
- L0H RO 9,53 (1H,s) 5
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1} se présente sous fa forme d*une poudre jaune, PF 204 -205°C. Son spectre de masse
et wpact Clectronique (1E) donne 'on moléculaive M* & m/z 192, L'analyse & haute
resofution conduit @ 1o fermule brute CyoHeOy correspondant d une masse moléculare de
192,1142 uima et ayant 7 insaturations.

Les spectres de RMN ''C et DEPT signalent la présence de dix atomes de carbone
dont cin quaternaires, quatre tertinires et un primaire. Egalement sur le spectre de RMN 7'C
de ve produit, on observe la présence d’un signal @ 162,6 ppm caracténistique d'un carbonyle
conjipud et deux autres signaux 4 1134 et 1442 ppm attribuables respectivement aux
vititbones C-3, C-4 d'une coumarine.

Le spectre de RMN 'H montie
e Deux singulets bien distincts imiégrant chacun un proton 4 & 6,82 (s, H-5) et 6,90 {s |

H-8)

o Un singulet de trois protons 4 § 3,93 ppm caractéristique d'un groupement méthoxyle,
e Deux doublets de un proton chacun, respectivement 8 6 6,25 (J = 9.5) et 7,59 (J = 9.5)

Par nillewrs, une preuve supplémentaire du squelette de 69 est fournie par le spectre de
sy en smpact ¢lectronique ol on observe en plus de I'ion moléculaire un umperant ion
frment & mvz 177 [M-CHyJ" correspondant su départ d'un méthyle. Ce type de
facmentation révele |a présence d'un méthoxyle sur le noyau aromatique en position 6 dans
les coumarines [114].

L'ensemble de toutes ces données spectrales comparées @ celles publiées dims la
hitcrure pennet. d'identifier le composé 69 a la scopoletine déja solée de Ariemisio

comyresiris par Joao et al en 998 [115],

HO ™ e 0
o LN
32
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Tablean 14 : Données spectrales de RMN "H (300 MHz, ) et e (75 MH2z) du composé 69

dans le CDCY;
Carbone 6Y scopoletine Syt (J) de 69
e 162,6 5 162.5 :
s -3 11344d 112.5 6,254 (9,5)
}__ U 1442 d 142.0 71.59d(9.5)
. W | HIL0s 110.5 -
§ 10814 107.5 682 (S)
O (4545 143.0 -
A 15105 149.5 -
__ .5 103,1d 102.0 6,90 (s)
B 15005 150.0 .
0-OMe | 56,1 @ 56.2 3,93 (s) .
T A : 6.12(s) )
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Fig. 9 : Spectre DEPT du compesé 69 (75 MHz, CDCly)
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A2 3 Ldentitication Damnacanthal

Le composé 70 se présente sous forme ¢'une poudre jaune et fond entre 152-155°C. 1l
repond positivenient aux tests au FeCly au test de Fehling et de Borntridger caractéristiques
des phénols, des aldéhydes et des anthragquinones respectivement.m

Sen spectre de masse en impact électronique donne 1'ion maléculaire a m/z 282 [M]’
donl Mamatyse @ hante résolution & m/z 282,3401 permet de lui attribuer la formule brute
Ui LipOry renfermant 12 insaturations.
| e spectre de RMN "H de 70 indique la présence

o ('un singuler & 4,10 ppm intégrant trois protons correspondant au signal d'un
groupement méthoxyle phénolique

o ('un systéme AA'BB’ de quatre protons aromatiques a 5 8,25 (1H,ddd, J = 14,70 ¢!
70H2), 775 (IH, ddd, J = 14, 7.0 et 7,0 Hz); 7,79 (I1H, dd, J = 1,4 et 7.0 Hz) el
8,28 (1H, dd, ] = | 4 et 7,0 Hz) attnibuables respectivement aux protons H-5, H-6, H-7
et H-8 localisés sur le cycle A,

o dos signaux de trois singulets bien distinels intégrant chacun un proton & 7,67 : 10.46
et 12,26 ppm attribuables respectivement aux protons H-4, d un proton aldéhydique et
au proton d'un groupement hydroxyle phénolique probablement chélate.

Les spectres de RMN 3C et DEPT (tableav 12) montrent, outre les signaux de trois
carhonyles 4 195,5; 181,9 et 180,2 ppm, les signaux de sept carbones sp’ quaternaires, cing
methines sp’ et un méthyle.

|."¢étude minutieuse de ce spectre indique I'existence de deux carbunes aromatiques
oxvienés en position mét I'un par rapport a P'autre & 166,7 ppm chacun attribuables aux
cirbones C-1 et C-3 [111]. L existence du groupement méthoxyle est de plus confirmée sur ce
soectre par les signaux du carbone du méthoxyle & § 64,7 [116]. Sur le spectre HMQC, on
obiserye des taches de corrélation entre te proton @ 4,10 ppm et les carbones & 64,7 ct 166,7
ppm, ce qui apporle une preuve suppiémentaire de l'exi?;tence et de la lecalisation du
croupetnent méthoxyle. On observe également sur le spectre HMBC, les corrélations
importantes entre le proton aldéhydique a & 10,46 et les carbones C-1, C-2 et C-3 ; entre le
proton H-4 et les carbones C-3, C-10, C-12 et C-11,

L'ciscmble de toutes ces données spectrales comparées 4 celles de la littérature
permiet ¢ atiribuer 4 ce composé ka structure 70 qui est celle du damnacanthal, déja isol¢ de

Ao valeeiengides par Zhe et af. [117].
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Tableau 15 : Données de RMN '11 (300 MIIz) et V'C (75 MHz) du composé 70 dans le

CbCly
~_Carbone 8¢ B 5
‘ 0 Damnacanthal 70
L. i 166.7 {s) 164,0 -
2 18,1 (s5) 119.0 5 3]
3 166,7 {5) 164,5 - R
o 3,0 (d) 13,1 7675
o S 127.4 (d) 127.5 8,24 (114,dd, 1,4:70)
6 133,7 () 1343 7,78 (1M, ddd, 1.4;7,0;7,0)
! 1348 (d) 134 4 781 (1H,ddd, 14:70;70
'8 127.1 (d) 127.5 828 (1H, ¢d, 1.4, 7.0)
9 180,2 (s) 180,4 -
T 181,9 (s) 182.8 - |
Y 113,1(s) 114,1 .
12 | 141,7(8) 140,2 *
13 134.8 (5) 1340 -
14 132,5 (s) 1330 -
T 1-OMe 64,7 (q) 65,6 4.10 (3H, s)
osoM - - 12,20 (1H, 5)
CHO | 1955 (d) 195,0 10,46 (1H, s) !
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AL2.2. 4. Kdentification de la triedeline

e eristallise sous forme de poudre blanche dans le mélange hexane-acétate d'ethyle
o fond entre 267-269°C. 11 répond positivement au test de Liebermann Burchard
caractéristique des triterpencs.

Son spectre de RMN ¢ (otalement découplé montre 30 atomes de carbone. Sur son
spectre de masse en impact électronique, cn observe ["ion moléculaive & m/z 426 compatible
avee 1a formule brute CyaHisgt)

Ce spectre de RMN ¢ (tableau 13) montre les signaux de huit groupements méthyles
¢t ¢'un groupement carbonyle en accord avec un squelette de type friedetane [54]. Ceci est
conlirmé par le spectre de RMN '"H qui montre les signaux de huit méthyles 4 0,74 . 0,88,
(.90 095 1,025 1,03; 1,07 et 1,20 ppm dont sept angulaires avec celui & 0,90 ppm
apparaissant sous forme d’un doublet.

Par comparaison avec un échantillon authenhique et les données de ia littérature, le
conpose 19 a été identifié a la friedeline [118]

o

Tableau 16 ¢ Données de RMN C du composé 19 (300 MHz, CDCL)

fricdeline 19 N°C friedeline 19

NoC

2] 22, 224 16 36,0 30.2
2 41,5 1.6 17 300 | 302

3 2132 213.4 18 42,8 42.
4 | 582 585 19 353 | 355 _

5 42,1 424 20 28,1 282
6 41,3 aid 21 32,7 328

7 18,2 18.5 2 39,2 39.4

| 53,1 53.2 23 26,8 26.9
9 | 374 379 24 14,6 14,7
10 594 59.6 25 17,9 17.9
| 356 35.5 26 20,2 20.6
= Re 30,5 306 27 18,6 189 |
| 13 39,7 39.7 28 32,1 32.3
|14 38,3 18.5 29 35,0 352
L 15 ] 324 | 32.7 [ 30 KR S 1
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A.2.2.5. Identification du 3-O-B-D-glacopyraneside de sitostérol

Il se présente sous forme de poudre blanche fondant entre 257-259°C. 11 répond
positivement aux tests de Libermann Burchard caractéristique des triterpénes et des stérols et
de Molish (glycosides) Son spectre de masse en impact électronique présente I'ion
moléculaire [M]" & m/z 576 dont I'analyse 4 haute résolution permet de lui attribuer la formule
brute CysHeoOs. I a été identifié au 3-O-B-D-glucopyranoside de sitostérol 71 par
comparaison avec un échantillon authentique de notre laboratoire.

HO
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Fig. 19 : Spectre RMN'H de 71 (300 MHz, CDCl)
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AL22.6. Détermination de la structure de la depsidone

Ele se présente sous forme la fa poudre jaune dans le mélange hexane-acétate d'éthyle
el fond entre 195 - 197°C 11 répond positivement au test au chlorure ferrique indiquant sa
nmiture phenoligue.

Sur son spectre de masse en impact électronique, on observe 'ion moléculaire [M]" a
iz 188 dont Nanalyse @ haute résolution (n/z 288,0634) permet de lui attribuer la formule
heute Cy5H 206 renfermant 10 insaturations.

Son spectre IR montre une forte bande d'absorption 4 3376 em™’ indiquant la présence
d'un groupement hydroxyle. Les bandes 4 1678 et 1260 em™ indiquent la peésence d'un
carbanyle de lactone et celles & 1620 et 1500 em’ la présence des cycles aromatiques.

L*analyse des spectres de RMN “'C et DEPT (Tableau 14) laisse apparuitre 15 signaux
dont ;

e LUn carbonyle d'ester a & 169.8

* Scpt autres carbones sp’ quaternaires @ § 151,05 136,1; 1559 145,2; 150,3 ; 144.2
et 9es,

¢ Cing carbones de groupement méthine 85 119,05 1142 11901223 2t 1155

¢ Dueux carbones de groupement méthoxy a 8 559 1 62,6
L"¢tude minutieuse du spectre de RMN "H (1ableau 14) de cc dérivé montre ;

¢ Un systéme AB de deux protons aromatiques a § 7,21 (d, J = 9,1 Hz) ¢1 7,37 (d, 9,1

Hz) suggérant un noyau aromatique tétrasubstitué.

o Un systeme ABX de trois protons caractéristique d'un noyau aromatique tnsubstituc a

57,28 (dd, J =~ 9,1 ; 3 Hz, 11-3), 736 (d, J = 9,1 Hz, H-4) et 7,68 (d. ] = J Hz, H-1).

Ces protons sont localisés sur le cycle B de ce composé.

¢ Deux groupes méthoxyle 4 5 4,02 e1 3,90
e ~ Un groupe hydroxyle 4 § 5,95

La leealisation des substituants sur les cycles aromatiques tri- ot étra-substitués a eié
Lnle grice aux spectres HMBC et NOESY.

lin effet, on observe sur le spectre HMBC des taches de corrélation entre le proton H,
8 708 (, ] = 3,1 Hz) et les carbones @ & 169.8 (carbonyle d'ester) et 119,05 entre le proton He
& 7,36 (d, J = 9,1 Hz) et les carbones & & 99,8 et 119.0. Ensuite sur le spectre NOESY
appanussent des taches de corrélation entre le méthoxy i & 3,90 et les protons H, et Hy § 7,28

(o, ! = 3,1 59,1 Hz). Ces données nous permettent de proposer la sous-struclure A,

ab



Ha

=0

o

He
A

De méme. les taches de corrélation observées sur le spectre HMBC entre le proton He
& 737 (d, 1 =9,1 Hz) et les carbones 4 5 144,2 et 114,2, puis "appantion d'vn méthoxy di-

orthosubstitué 4 8 62,0 [119] nous a permis de suggérer une deuxiéne sous-structure B.

Des dix insaturations que compte la molécule pour 2 noyaux aromaliques ¢l un
carhonyle, il reste un eyele additionnel. C'est ainsi que nous suggérons pour le composé 35 un
squeletie de base de type depsidone. Ceer est renforcé par la présence sur le spectre NOESY
i e tache de corrélation entre le méthoxy & § 4,02 et le proton He,

L'ensemble de toutes ces données nows permet dassigner la structure 35 & celte
depsidone qui est un dérive du | 1H-dibenzo [be]| 1.2]dioxepin-1 [-one, décrite ici pour la
premiere fois et @ qui nous avens donne le nom de Brevipsidone.

C. lto et al ont montré que certains composés de la méme famille : garcinisidone-B, -

U, -1, <K et -F sant de bons agents pour iz prévention du cancer [44],

o!
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Corrélations observées sur le spectre HMBC du composé 72

H,

Tablean 172 Données de RMN C (CDCly, 75 MHz), "H ¢t HMBC du composé 72

(CDCILy, 300 MHz)

NeC &¢ By (i, J) HMBC

| 1190 | 7,68 (I1H;d;3) C-11, C-3
2 1510 |- B -

3 1190 | 728 (I1H;dd;9,1:3) C-1,C-4
4 11223 | 736(1H;d:9.0) C-11a,C-3
4a 1559 |- . -

Sa 1442 | - -

6§ | 1452 |- -

7 1503 |- -
8 114,2 | 2,21 (1H ;d;9,1) C.7

9 (15,5 | 2,37 (11 ;d;9,1) C-5a, C-8
92 360 |- -

11 1698 | - -

la |98 - -

2-OMe 55,9 |3,90(3H, s) C-2
6-OMe 62,6 | 4,02 (3H,s) C-6

bR
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Fig. 20 : Spectre RMN'H du composé 72 (300 MHz, CDCls)

Fig. 21:

Spectre RMN'H élargi du composé 72 (300 MHz, CDCl;)
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Spectre RMNYC du compesé 72 (75 MHz, CDCly)

Fig, 22

Fig. 23 : Spectre RMN"C élargi du composé 72 (75 MHz, CDCly)
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Fig. 27¢ : Spectre HMBC élargi du composé 72 (300 MHz, CDCL)
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Fig. 28a : Spectre COSY du composé 72 (300 MHz, CDClL)
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Fig. 28b : Spectre COSY du composé 72 (300 MHz, CDCly)
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Fig. 28b : Spectre COSY du compesé 72 (300 MHz, CDCl;)
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Fig. 29 : Spectre NOESY du composé 72 (300 MHz, CDCly)
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A3 TESTS D'ACTIVITE BIOLOGIQUE SUR LES COMPOSES ISOLES de G
BREVIPEDICELLATA

A3 Activité antiradicalaire

Les radicaux libres ont un effet dévastateur dans 'organisme. Ils sont a "origine des
pialadics liées au stress oxydant et aux maladies dégénératives (maladie de Parkinson,
d Aldicimer, ...). 1ls produisent des effets qui conduisent & fa mort des cellules :

- Peroxydation lipidique des membranes cellulaires
. Genération des espéces d oxygéne réactives (HO, HOO:, ...)
- Baisse de la concenteation du glutation cellutaire

Les composés antiradicalaires empéchent la formation des radicaux hbres. Lorsque
ceun-ci se forment, ils fes fixent et Jes éliminent,

Un test chimiigue permettant de détecter I'activité antioxydante d'un extrait brut ou
d'in composé et basé sur la capture des radicaux libres est le test au DPPH. Ce st déja

posiif sur |"extrait brut o eté effectué sur les composés isolés de G. brevipediceliata (tableau

IN)

Tablean 18 @ Activité antiradicalaire de G. brevipedicellara

- Composés Quantité minimale inhibitrice (pg)
Lutéolin-4', 7-diméthylether 0,7
(P —— scopoletine I
I s damnacanthal 05 L
brevipsidone A 0,7 _ o
| - friedcline mactif P
 3.0-|\-D-glucopyranoside de sitostérol mactil !
’ B Quercétine (1Emoim) 1,0 |

Concenteation du DPPH dans le MeOH : 2 mg/ML

Il wessort du tableau 15 yue la scopoletine posséde une nctivité antiradicalaire
comparable & celle de la référence. Le damnacanthal, la lutéolin-4' 7-diméthylether et la
brevipsidone sont plus actifs que le témoin positif, la quercétine. La structure phénolique de
ces comiposes est un des elements qui permet d’expliquer leurs propriéiés antioxydantes. Ce
sont done des candidats potenticls dans la recherche de nouveaux meédicaments confre les
maladies  dégénératives. Les  structures  phénoliques  des composés actifs  permettent
& expliquer leurs propriétés antioxydantes. En effet, la famille des flavonaides compte parmm

ses membres plusicurs autres exemples de composés antioxydants. On pourrait citer fa
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(uercetne, la morine ou encore la cutine {120]. De nombreuses relations structure/activite sur

cetle elasse de composés ont é1¢ largement discutées dans la littérature [121].
AL3.2, Activité inhibitrice de 'a-glucosidase

L ‘e-glocosidase, encore appele acide maltase produite au niveau de I'intestin est une

enzyine qui hydrolyse le sucrose avant son absorption.

Les inhibiteurs de I'a-glucosidase se lient sur la bordure du petit intestin et maodulent
I digestion et I"absorption des hydrates de carbone, Ils réduisent les pics de lu giycémic post-
prandiale. Ces inhibiteurs améhiorent ainsi le contrble glycémique dans le diabete type 1l
[122). La I-deoxynojirimycine et I'acarbose que nous avons utilisées comme standards sont
Labituellement employées pour le traitement de celte maladie en les combinant 4 Vinsuline
|123]. Ce test biologique a et fait sur Jes composes isolés en grande quanuté de G.

brevipedicellata.

Tableau 19 1 1C des composés isolés de G. brevipedicellata

Composés 1Csq £ sem (M)
lutéolin 4°,7- 08.0740,44
_diméthylether
‘scopoletine 72964146 |
dampacanthal 43,79940,56
brevipsidone 145,4+0,76
| -Deoxynajiritnycine 42848 14
acarbose 780+0.28

Concentration des composés - ImgimL

Il ressort du tableau 16 que le damnacanthal, la lutéolin 4, 7-diméthylether ct la
Lrevipsidone somt respectivement dix fois, cing fois ¢t trois fois plus achfs que la |-
Deoxynojiimycine wtilisée comme référence et que la scopoletine a une activité sensiblement
cpale § celle de 1'acarbose. Sous réserve de test de toxicité sur ces composés, ces substances
phénoliques peuvent éire considérées comme de candidats potenticls pour I'élaboration de
souveaey médicaments pour le traitement du diabete de type I, qui est une maladic
redoutable par ses complications (la rétinothépathic diabétique, I'insuffisance rénale, la

cardiopathie, 'uleere des pieds ct ["amputation, ...).

L'¢tude phvtochimique et pharmacologique des  ecorces du tone de G
brevipediceliata a permis dwsoler et d'identifier six composés domt le 3-O-B-D-

vlucopyranoside de sitosiérol, T fiiedeline et quatre composés pheénoliques (pilloine,
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dummacanthal, scopolotine et brevipsidone). La brevipepsidone est un composé nouveau, Les
quatre composés phénoliques ont montré une activité significative comme hibiteurs de 'o-

g ucosidase et an DPPHL

B. ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET PHARMACOLOGIQUE DES ECORCES DU
TRONC DE DRYPETES PAXII

B CRIBLAGE BIOLOGIQUE ET CHIMIQUE DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE
DES ECORCES DU TRONC DE DRYPETES PAXI

B Introduction

D'aprés les informations oblenues aupeds des guérisseurs du déparlement de la Lekie
(provinee du Centre - Camicroun), Deypetes paxii est utilisée pour le traitement des maludies
sesuclement transmissibles. Le but de notre travail élant de rechercher ¢f d'identifier les
substances biologiquement actives dans la plante récolté a SA'A, des tests biologiques
peélunaires ont e1€ effectues. Llextiait i |'éthanol a ¢té soumis aux tests d'activite.

« ontifongique contre deux champignons | Candida albicans LMP 0204 U ¢/ Candida
gihrata LMP 0413U

o antibactérienne contre six espéces Gram positif: Bacilius cereus LMP 0404 G,
Bacillus megaterinm LMP 0204 G, Bacillus substilis LMP 0304 G | Bacillus
stearothermophilus LMP 0104 G, Staphyloceccus aureus LMP 0206 G, Steptococcus
Javcalis LMP 0207 G) et 10 espeees Gram négatif : Escherichia eoli LMP 0101 U,
Shigella dysentertae LMP 0208 U, Proseus wlgaris LMP 0103 U, Shigella flexneri
LMP 0313 U, Klehsiella prnewnoniae LMP 0210 U, Safmonella typhi LMP 0209 U,
Marganella morgani LMP 0904 U, Enterobacter asrogens LMP 1004 G, Citrobacter
frenndit LMP 0904 G et. Enterobacter cloacae LMP 1104 G.

o antiradicalaire contre le DPPIH (2 2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

-

11,2, Résultats et discussion

Le tableaw 20 rassemble Jes résultuts du eriblage biologique effectué

————t ——— e —— - . ——— A S e s e s B . sk . it b il o .



Tableau 20 : Résultats du criblage biologique de I'extrait éthanolique des écorces du
tronc de Drypetes paxii

Activite

Bacillus cereus

.

Bacillus megaterium

Bacillus substilis

Bacillus stearothermophilus

Staphj'loooocus auréus

Streptococcus faecalls

Escherichia coli

Shigella dysenteriae

Proteus vulgaris

Shigella flexneri

Klebsiella pneumomae

Salmonella_typhi

N R RN R R R R

Morganella morgani

Enterobacter aerogens

Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Candida albicans

Candida gabrat

A A EA RS EAR

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

(+) : positif ; (=) : négatif

Les résultats du criblage biologique tableau 20 montrent une activité antifongique,
antibactérienne et antiradicalaire de I’extrait & I’ éthanol de D. parii,



l

1.2 EXTRACTION, ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES STRUCTURES DES
COMPOSES DE DRYPETES PAXH

15.2.1, Extraction et isolement des composés de D. paxii

Le fractionnement de V'extrait & Péthanol par chromatographique flash a donné 12

lietions (1 & XI0). Seules les fractions V, VI, VII, IX, X, XI et XII ont montré une activité

antimicrebienne et les fractions 1X et X1 une activité antiradicalaire. Ce [ractionnement

bioguidé a conduit  fa purification par des techniques chromatographiques modernes (HPLC,
MPLC....) de § composés i activité antimicrobienne (16, 75, 76, 77 et 80) et de S composds i

activite antiradicalaire (75, 76. 77, 79 et B0) (schéma 3). Leurs structures ont eté établies au

moven des techniques spectroscopiques (SM, IR, UV, RMN 1D et 2D).

Ecorces du tronc

Schema 3 @ Protocole de Pisolement des composés de D. paxii

et ——————————

¢ Découpage
» Séchage
* Dbroyage
Poudre (300 g)
Extraction
C1OH
Extrait C1OH 72 g
Chromatographic {lash
Feldy T Frv FrVi-vil revi Frix Fo.X.X! FrXin
I, Ligeoioe - AcOFI (25 - §) CHClL/ACORL HPLC RP-18 CHCI Y ACOE HPLO RP-18
CU pel e sibee 9:0 Sesni-peep (a:7n Seuni-prep
2. Ligrodne - AcQLL (25 2 5) CC g Je silice MeOH/H,0 CC gel de silice MeOHALO
CC gl de silice 2315 M¥TO
. M
16 74 73 S0 77 78 76
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B.2.2, ldentification des composés isolés
B.2.2.1. Triterpénes Pentacycliques

Cest un groupe de substances naturelles dont le squelette carboné de base en Cy résulte
de la polycondensation de six unités isopréniques. Les triterpénes possédent une tres grande
varéte structurale qui s'étend de 1'ursane au serratane en passant par les squeleties hopane.
lipane, strictane, friedelane ct oléanane,

Pour nofre part, les travaox etfectués sur les écorces du trone de D, paxii ont about: &

Iisolement de deux triterpénes pentacycliques (le lupéol et la 3g-amyrine),
15.2.2.1.1. Identification du lupéol

11 est purifié sous forme d'ziguilles blanches fondant entre 215-216 °C. Sa coloration
rose aprés révélation au réactif de Godin et le test de Liebermann-Buchard positill suggérent
(que le composé 16 est un triterpénoide.

Sur son spectee de RMN 'H, on observe dans les champs faibles, deux multiplets
contrds respectivement a 4,68 et 4,56 ppm, dus 3 deux protons vinyliques couplant tous deux
avee un méthyle relativement déblindé a 1,67 ppm. Ces déplacements chimiques sont
canctéristiques des dérivés du lupéol. Six autres méthyles sont présents 2 & 0,765 0,79
0.80 0,95 1 0,97 et 1,03. Le signal @ 8 3,18 est auribuable au proton d'un carbone hydroxylé.

Le spectre de RMN " couplé a 'expérience DEPT confirme la présence de la double
lisison poriant un CH;, avec les carbone @ & 1093 et 151,0. De méme, I'existence d'un
méthine hydraxylé est caraciérisée par le carbone a 79,0 ppm attribuable a C-3. Par ailleurs ce
spectre releve In présence de 4 CH 4 55,3, 50,5, 48,0 et 48,3 ppm et'dc 10CH; a 387,275,
18,3:343:21,0:252:274,35,6,299et40,0 ppn.

Les données spectrales de 16 sont superposables & celles de Ja littérature pour le lupéol
[124, 125].

Aiusi, 16 est identifié au lupéol. Ce composé est ainsi isolé pour la premicre fois du

penre Diypeles.



Tablean 21 : Données de RMN 'C du composé 16 et du lupéol (75 MHz, DMSO-dy)

HO e
W

_ N°d'atome de Carbone 16 Lupéol [90]
H i) 384 38,7
2 27.8 274
X 794 78,9
4 39,1 38,8
5 50,8 55.3

. 6 18,7 183
- 7 302 34,2
8 40,4 40,8
[ - 48,7 50.4
10 36,0 37.1
1] 213 20,9
3 12 25,5 25,1
13 376 38.0
o 14 41,2 428
15 218 27,4
P 16 34,7 35,5
17 432 430
18 48 4 48,2
19 434 479
- 21 N 151,3 1509
21 30, 298
22 392 40,0
e 23 284 28,0
o 24 15,8 154
25 16,5 £6,1
26 16,4 15,9
27 14,9 14,5
28 184 18,0
B 29 109,7 1091
30 19.7 193
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Le lupéol est largement répandu dans le regne végeétal, 1l est intéressant de souligner ici
que le lupéol présente des aclivités hypotensive et anti-inflammateire (rés intéressantes
[126,127].

15.2.2.1.2. ldentification de [a 3-amyrine

Ce composé est isolé sous forme de poudre blanche fondant entre 206 - 207°C. 1l
cristitllise dans le mélange hexanc-acétate d'éthyle et est soluble dans le chloroforme. Il est
mvisible 4 I'UV aux longucurs d'ende 254 ct 366 nm.

1 "obscrvation d'une coloration rose aprés révelation aux réactifs de Godin nous fait
PUISEr ue ce compose serail un terpénoide.

Son spectre de RMN 'H confinne sen appartenance & la classe des terpénoides. En effet,
on pent observer entre 0,57 et 3.27 ppm des signaux dus aux protons aliphaliques. Parmi
Leus-ci, on peut noter principalement six miégrant chacun pour trois protons & § 0,72, 0,83 |
094 ;097 ; 1,00 e1 1,14 et un inégrant pour six protons & & 0,87,

Par ailleurs. son spectre de RMN C totalement découplé permet de relever 30 atomes
de varbone. Les signaux @ 121,7 et 145,1 ppm indiquent la présence d'une double liaison.

I "expénience DEPT fait apparaitee dix méthylénes a 8 18,4 235, 26,2, 26,9, 27.2;
12,75 34,7 37,1 5 38,8 et 46,8, cing méthines & 5 47,2 ; 47,6 ; 55,2 ; 79,0 (CH-O) ; et 1217
(UH=C) et confirme Ia présence des huit méthyles & 15,55 15,21 16,8 23.7: 26,0, 28,1 ;
N4t 34,7,

Sur le spectre HSQC de 73, on observe des taches de correlation enire le proton
cthylénique & 8 5,45 et le carbone 4 & 121,7 ainsi que entre le méthine hydroxylé 3 § 3.04 ¢t le
carbone a § 79,0,

I.’¢tude comparée des données de RMN “C et 'H de 73 avec celles décrites dans
Litérature [ (28] (tableau 22) indigue que cette structure correspond a celle de la 3p-amyrine.
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‘Lablean 22 : Données RMN "C du composé 73 et et de la 3p-amyrine dans CDCl,

e e

N° de Carboue 73 3p-amyrine

_____ i 38,6 38,7
b= 2 27.2 273
. ) 79,0 79,0
4 388 398
T 5 55,3 55,2
6 ¥ o2 i 18,4
< 7 32,8 32,7
on 8 38,8 38.8
- . 47,7 . 47.6
i 10 37,6 36,7
11 - 238 235
o 12 121,7 121,7
13 145, 1 1452
14 41,8 41,7
-, ) 26,0 ’ 26,2
= 16 27.0 26,7
7 . 32,5 32,5
18 £ 474 47,2
i 19 46,9 468
. . 20 11,1 : 31,1
Ve 21 4.8 34,7
.. 22 172 37.1
it 23 28,2 - 28,1
- 24 e | 15,5 L 15,5
S 25 | 15,6 15,6
. 26 i 168 16,8

27 26,0 260
i 28 284 28,3

[ .. R 33,3 33

! 30 + K 23,7 237




B22.2 PHYTOSTEROL
Introduction

Ce groupe de composés naturels est trés répandu dans e régne végeial. Notre élude sur
les ccorce (du trone de D, paxii a conduit a I'isolement de deux phytostérols que nous avans

wdexd 74 et 34 et dont nous décrivons ici les structures.
3.2.2.2.1. ldentification du stigmastérol

Le composé 74 précipite dans 'acétate d'éthyle sous forme d'une poudre blanche
fundant catre 168-170 °C. 11 ¢st soluble dans le CHICh et donne une réaction positive au test
di Libermann Buchard (coloration verddtre), ce qui suggére qu'il est un stéroide.

Sur le spectre de RMN 'C (owlement découplé, on observe 29 signaux de carbone.
Parmu ces signaux, on distingue cntre autres, quatre signaux de carbone hybridés spPad
145,10 138,3; 1296 et 122,1.

Son spectre de RMN 'H met en evidence la présence de six singulets intégrant pour trois
protons chacun résommant entre 0,60 et 1,00 ppm el correspondant aux méthyles angulaires.
D¢ meéme, de nombreux multipiels sont observables entre 0,1 et 2,3 ppm attribuables aux
wethylenes et méthines. Ce spectre montre aussi un multiplet d'un proton @ 8 3,5 d6 au
methine portant un hydroxyle, deux doublets d'un proton vinylique chacun @ & 5,00 et 5,15 et
un tnplet d'un proton vinylique & & 5,30,

L'ensemble de toutes ces données comparées i celles décrites dans la litérature [129].

nous permet d'atiribuer au composé 74 la structure du stigmastérol.
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.1.2.2.2. ldentification du 3-O-fi-D-glucopyranoside de f-sitostérol

Le composeé 71 précipite dans I"Acétate d'¢thyle sous forme d'une poudre blanche
fondant entre 269-270°C, 1l cst soluble dans le méthanol et donne unc réaction positive @ la
fuis aux tests de Libermann Buchard (coloration verditre) et au test de Molish, ce qui suggére
't sermit un glycoside stéroidigue

. "¢lude comparative des specties de RMN 'H et RMN C du composé 71 avec ceux du
composé 74 révéle de nombreuses similitudes.
L. présence sur le spectre de RMN "C de 34 d'un signal anomérique @ § 102,6 suggere que
ce composé renferine en son sein unc scule unité osidique dont les signaux apparaissent a &
029 71,8 ;755,784 ;78,5 et 102,6. La comparaison de ces données spectroscoprques avec
les valenrs décrites dans la littérature [127] nous permet d'identilier fa partie osidique au
glucose. Ce dernier serait lié 4 I'aglycone en position 3 et la stéréochinue de la junction serait
de type 3 compte tene de Ta valeur de la constante de couplage du proton anomérique qui est
Jde 'ordre de 7.8 Hz [130].

L.'ensemble de toutes ces données nous permet dattribuer au composé 71, la structure

du 3-0-f-D-glucopyranoside dc silostérol.
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Tableau 23 : Données spectrales RMN "H (300 Mz, DMSO-d,) et RMN "'C (75 MHz,

DMSO-ds) du composé 71
Carbone " ne
= i1 | 2,50 (m) ; 2,09 {m) 38,3
2 1,32(m) 13,1
. 3 3,30 {m) 76,9
(- 4 1.90 (d), 1,16 (d) 36,8
bl 3 s - 140,4
Loon o 5.33(ls) 121,14
f 7 1,48 (m) 1] .4
8 1,50 (ls) 33,3
1§ 9 0,96 (Is) 49,5
10 - 36,1
5= |1 1,23 (m) 21,5
12 1,15 (m); 1,96 (m) 400
N 13 - 40.9
_ 14 1,01 (m) 57.1
T |- 1,05 24,7
16 1,81 ;1,64 (Is) 29,1
L t7 1,05 (m) 56,1
i8 0,65 (m) 11,7
= 19 1,00 (m) 19,0
B 20 1,32 (i) 35,4
[ 0,99 (1) 18,5
22 1,55 (m), 1.44 (m) 224
| 23 0,90 (m) 17,1
= 24 ] 44 (m) 45,1
25 0,96 (m) 31,3
"y 26 0,87 (d) 19,6
27 0,82 (d) 18,9
) 28 1,10 (m) 23,8
29 1,10 (m) 11,6
|’ 4,23 (d) 100.8
2" 3,02 (m) 70,1
3 3147 (m) 76,8
' q 3,06 (m) 76,7
' 5 2.91 (m) 73.4
Y 6'a 141 (d) 61,1
6'b 3,67 (d) 6l,1

- e e wree —— ww me
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15.2.2.53. FLAVONOIDES
13.2.2.3.1. ldentification de I'isosakuranetine

Le composé 75 cristallise sous forme de poudre jaunitre dans le mélange hexune-acétate
d"éthyle, |1 donne une réaction positive au test au chlorure ferrique (coloration violette) et au
st de  Shinodw, caractéristique des hydroxyles phénoliques et des Navonokles
jespectivement.

Scs spectres de RMN "¢ et DEPT et son spectre de masse en impact ¢lectronique & m/z
286 |M]" nous permettent de fui atiribuer la formule brute CysHaOs soit 10 insaturations.

In ellfet, 'étude de ses specties RMN ¢ ot DEPT permiet de distinguer 14 signaux
("atomies de carbone dont

o 10carbonessp’ 48 132,0; 128,0;1150; 164.0; 197,6: 97,1 ;96,2 et 103,4 ; avec
des signanx d'un noyau aromatique méta-dihydroxylé & 161.4 et 1655 ppm.

e Un groupement methoxyle 8 & 35,81

e Unoxyméthine 4 5 80,2

o Un groupement methyléne a8 44,2

Toutes ces informations. mais surtout la présence de I'oxyméthine a & 80,2 ; d'un
méthyle & 8 44,2 et du carbonyle 3 8 197,60 font penser que 75 a la squelette d'une flavanone
portant un groupement méthoxyle et deux groupements hydroxyles.

Fn effet sur le spectic RMN 'l de 75. on observe un systeme ABX [8y (2.78 [ dd, J =
1730 3.0 Ha), (310, dd. )= 17,32 12,3 Hz) el (5.41,dd,J =123 3.1 Hz)) attribuable aux
protons H-3 et H-2 dune flavanone 1131}

On observe aussi deux doublets d’un systéme AA'BB' intégrant chacun pour deux
protons i By 6,90 (dd, ! = 8,53 2.1 142) ct 7,40 (dd, ) = 8,5, 2,1 H2) aliribuables aux protons
J"un noyau aromatique parasubstitue. Ce noyau serait le cycle B d'une flavanone substitué en
(4" Sur ce spectre, on observe nussi les signaux de deux protons aromatigues 8y 6,00 (d. )
~ 23 1iz) et & 8 5,58 (d, ) = 2,3) situés en posibion méta 1"un par rapport a Iautre,

Sur le spectre HMBC on observe unc corrélation entre les protons du groupement
méthoxyle 4 8 3,70 ct le carbone a 8 164,0 (C-4"), placant ainsi le groupe méthoxyle en C-4°,
l-'hyxirmylc chélaté étant en S, le second hydroxyle est localisé en 7 pour que les deux
protons < eyche A couplent en ek,

L. spectre de masse en impact électronique présente des signaux & m/z 135, 134, issu

Fune RDA du eyele C, confirmant ainsi fa présence du méthoxyle en position 4°.



L ensemble de toutes ces données a permis d'attribuer a ce composé la structure 75 qui

esl celle de Pisosakuranetine [ 132].

Tableau 24 : Données spectrales du composé RMN C (75 MHz, CD;0D) de 75

NC | Isosakuranetine 75 il
2 " 78.2 80,2
3 419 44,2
T 197,2 197,6
5 165.9 165,1
6 99,5 971
7 1656 163,5 ==
A 1039 96,2
9 158,1 1614
10 102,1 103,4
I 1229 1230
7 128.3 128.9
3 1146 1540
& 162,6 i 154,0
I 114,6 115.0
[ ¢ 1283 1289
[_4-OMe 35,4 558
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Fig. 30 : Spectre RMN'H du composé 75 (300 MHz, CD;0D)
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Fig. 31 : Spectre RMN"C du composé 75 (75 MHz, CD;0D)
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B.2.2.3.2. Identification de Ia 5,7,4'-trihydroxyflavanone

Le composé 76 cristallise sous forme de poudre jaunitre dans le mélange hexane-
Acétate d’éthyle fondant entre 175-179 °C. Il est soluble dans le chloroforme. 1l répond
positivement aux tests de Shinoda (HCI-Mg) et au test su chlorure ferrique (coloration
verditre) ce qui montre que 76 est un flavonoide, portant des hydroxyles.

La formule brute C;sH;,0; a été déduite des spectres de masse et de RMN °C.
L'analyse des spectres RMN 'H, RMN “C et 2D montre que les spectres de 76 et 75 sont
presque superposables. En effet, 76 ne différe de 75 que par I'absence des signaux du
groupement méthoxyle 4 5 55,8 sur le spectre de RMN "’C et 3,70 ppm sur le spectre RMN
'H. 75 serait le dérivé monométhoxylé de 76 en C4’.

Ce composé 76 est la 5,74’ -tnhydroxyflavanone.
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Fig. 32 : Spectre RMN'H du composé 76 (300 MHz, CD,0D)




£33
£43 i¥
t5E : '_Ee
: i:
2 - 14
3
3 |
|
3 !
g ¢ 1
§:1
’ . 5."
iz - T
] 1 ] - ¢
[ ¢ 2
| o | I~ :
Syseis . ‘
l § FHHE T e A
{ 5 R i
| -
e | |
' '
i |
| Ll | | ‘
; . ‘
i me L2 e "\ 10 [ 1] “w “«

Fig. 33 : Spectre RMN"C du composé 76 (75 MHz, CD;OD)
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Fig. 34 : Spectre DEPT du composé 76 (75 MHz, CD;OD)




182,235, Wdentification de 'acaceting

Il se¢ présente sous forme de poudre jaune, Il répond positivement au test de chlorure
lemrique (coloration verditre) et au test de Shinoda (Mg-HCI) (coloration rose) caractéristique
Jus flavonoides. 1l fond entre 261 ¢t 262 °C,

Sa formule brute, Ciabl 304, a €té déduite des données spectroscopiques de RMN et de
| aalvse de son spectre de masse qui présente 'ion moléculaire [M]" & m/z 284.

Le spectre UV de 77 pnis dans le méthanol montre des bandes d'absorption maximale des
cliromophores benzoyle cmnamoyle d'une flavone a 269,0 et 335 nm. Ces bandes subissent
i déplacement bathochrome de S 3 17,9 nm en présence de AICL;, de 8.4 et 18,1 nm en
présence de AICIYHCE, de 0.6 et 16,7 en présence de NaOAc, suggérant que 77 est une 5,7-
dibwdroxytlavone ne possédant pas de groupement hydroxyle en ortio [ 129,
| os spectres de RMN "'C et DEPT présentent -
e un carbonyle conjuguc 46 1817
e Satomes de carbone sp’ oxypénés 48 157.3 ;161,45 162.3; 163.2 . 1643
e Unméthoxyleda d 53,5
L¢ spectre de RMN 'H de 77 montre
e Unsignal d'un proton 4 8 6.85 caractéristique du proton H-3 d'une flavone |
e Unsysiéme AA'BB’ de deux doublets intégrant chacun pour deux protons & § 8,03 (d,
J = 8.5 Hz) et 7.1 (d, ) = 8.5) atwribuable aux protons d'un noyau aromatique
parasubstitué. Ce noyau est le cycle B d'une favone substituée en 47,

Toutes ces donnees nous permettent J'identifier 77 a 'acacetine [133]

OCH,
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Tableau 25 : Données spectrales de RMN "C (75MHz) et "H (300MHz) du composé 77 et

de I'acacétine dans CD;OD
N° d’atome 77 Acacétine de 77
1 < = =
2 163,2 162,9 -
3 103,5 102,7 6,85 (m)
4 1817 181,9 -
5 157.3 1570 |-
6 989 98.8 6,20 (d, J=2,5Hz)
1 164.3 164,1 -
8 94 0 94.0 6,50 (d, J=2,5Hz)
9 1623 162.0 -
10 103,7 103 4 -
ks 1228 1231 -
2' 6 128.3 128,1 8,30 (d, J=8,5 Hz)
35 1142 1142 7,10 (d, J=8.5)
4’ 1614 160,9 -
OMe 55.5 554 | 3.86(s)
13 ..

Fig. 35: Spectre RMN'H du composé 77 (300 MHz, CD,0D)
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Fig. 36: Spectre RMN"C du composé 77 (75 MHz, CD;OD)

Fig. 37 : Spectre DEPT du composé 77 (75 MHz, CD;0D)




15.2.2.3.4, ldentification de "hesperidine

L¢ compose 79 se présente sous forme de cristaux blancs fondant entre 251 ~ 252°C.
Les tests de Molish, de Shinoda et au chlorure fesrique sont positifs. L'hydrolyse acide
fournie le f-D-glucose et le thamnose. La partie flavonoidique a été identifiée & "hespéritine
78, En effet sur son spectre de RMN C on observe

*  Les signaox des carbones centraux d'une (lavanone a & 164, 0 ;45,0 e1 1890

* Les signaux d'un noyau benzénigue méta-dihydroxylé

= Les signaux d'un noyau benzénique ortho-dioxypéné

Sur le speetre de RMN 'H de 79 on observe les signaux d’un noyau B trisubstitué 4 &
GOSN (LI, d, J=84 Hz, H-5"); 717 (IH, d, J = 20 Hz, H-2") et 730 (IH,dd, J=20ct 84
iz, 11-6"). On note égalenent deux doublets d'un proton chacun & § 6,30 (J = 2,4 Hz, H-6) et
646 (J = 2,4 Hz, H-8) atiribuables aux protons aromatiques méfa-couplés d'un flavonoide
5, 7hoxygeneé, Ce spectre confirme une fois de plus que Ja paﬁic favonofdique appartient 4 la
classe des Navanones. En effet, les signaux & 5,50, 2,74 et 3,28 ppm sont attribuables
respectvement aux protons H-2, H-3¢ et H-38,

L. spectre de masse montre 'ion moléculaire 4 m/z 610 [M]" et deux autres fragment 4
m/z 464 [M-146]" qui correspond & un départ de thamnose et 4 w/z 302 {(M-146)-162]'
corespondant & un départ de rhamnose el de glucose. Cette information a permis de supposer
cue le glucose est lié directement & "aglycone et le rhamnose au glucose Toutes ces donnees
ont pernus didentifier 79 & Uhesperidine [134],

L hespéridine isolé de . paxii est vitale & cause de son habilitd d’accroitre la
longueur des capillaires (vaisseaux sanguins) et de réguler leur permeéabilité [134], Elle assiste
I+ vitimine C dans fa conservation du collagéne, Elle est csseaticllc pour 'absorption et
utthisation de la vitamine C. Elle protége la vitamine C de la destruction par oxydation dans
notre corps. Elle est nécessaire pour lutter contre |"hypertension, les hémorragies ct les
ruptares dons les capillaires et les tissus connectifs et construit une barrigre  contre les
yitections [135]. Comme 1a diosmine, I"hespéridine serait utilisée dans la chimioprévention du

caneer seule ou associée 4 la diosmine.
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Fig. 38 : Spectre RMN'H du composé 79 (300 MHz, CD,0D)
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Fig, 39 : Spectre de masse du composé 79




B.2.2.3.5. Identification de la sésamine

Le compos¢ 80 crstallise sous forme d'aiguilles blanches dans le mélange hexane-
acétate d'¢thyle et fond entre 127 — 129°C, 1 est soluble dans le chloroforme.

Son spectre de RMN “C révéle 10 signaux de carbone, Sur son spectre de masse en
impact ¢lectronique, on chserve le pic de I'ion moléculaire & m/z 354 dont "analyse & haute
résolution permet de lui atribuer la formule brute CyH; O, (m/z 354,3518). Ceci nous fait
penser gue 80 est une molécule symmétrique.

Les spectres de RMN "C et DEPT présentent :

¢ Cing méthines dont trois aromatiques 4 § 1194 ; 108,2 ¢t 106,5 ; un oxygéné a & 85,8
et un non-oxygéné 4 6 554,

¢ Un groupement méthylénedioxyphényle & & 101,1 et un méthylene oxyaéné a6 71.4

e Deux atomes de carbone aromatiques orthodioxygénés 4 8 1471 ¢t 148.0 et un autre
carbone quatcrnaire a & 135,1.

Le spectre de RMN 'H ¢élargi montre un systéme ABX entre 8 6,76 et 6.84 attribuables
aux protons d'un noyau aromatiqque trisubstitué. Le singulet observé a & 5.94 confirme la

présence du groupement methylénedioxyphényle, d’ ol la sous-structure A,
<OD/’7E
(o]
A
L'analyse du spectre HMBC montre des taches de corrélation entre le proton & 8 3,04 ¢t

les carbones 4 & 85.8 et 71,7. Ces déplacements chimiques élevés laissent penser aux carbones

C-7 et C-9 du cycle furanique des lignanes [136] : "ol la sous-structure B,

M’\A
H

(o] rr"r
B
Les corrélations entre le proton 4 § 4,71 et les carbones 4 8 135,1; 1193 ¢1 1081 ont

permis de relier les sous-structures A et B, d'oti la sous-structure C ci-dessous.




c
- La molécule étant symétrique, nous proposons la structure 80 qui est celle de la
sésamine et qui est en accord avec les données de la littérature [136].

Ve
| @8‘

Fig. 40 : Spectre RMN'H du composé 80 (300 MHz, CD,0D)
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B.3. TESTS D'ACTIVITE BIOLOGIQUE DES COMPOSES ISOLES DE D. PAXTI

L'extrait éthanolique des écorces de /). paxii ayant montré des activités
antimicrobienne, antifongique et antiradicalaire, les composés isolés ont €€ soumis & ces
meémes 1ests,

B.3.1. Activités antibactérienne et Antifongique

Les bactéries et les champignons sont 4 ['origine de nombreuses intoxications
alimentaires dans le monde et de plusieurs maladies infectieuses . infections pulmonaire,
uringire, dermique, etc. Certaines souches devenant de plus en plus résistantes aux
antibiotiques classiques, la recherche de nouveaux composés antibactériens s'avérent
indispensable

Les composés isolés de D. paxii sont soumis aux tests antimicrobiens contre dix-huit
souches (6 espéces de bactéries Gram positives, 10 espéces Gram négatives et 2 levures
appartenant aux espéces candida) ( Tableau 26).

Tableau 26 : Zones d’inhibition en mm de quelques composés isolés de D. pavii

2 Molécules

Souches microbieanes 76 (77 |75 [80 [16 |RA°
Bactéries Gram positives

Bacillus cereus 13 |9 - 12 8 17,0
Bacillus megaterium - |~ 10 8 - 12,5
Bacillus stearothermophilus |12 12 |- 11 |8 10,0
Bacillus subtilis 2. 117 |- - - 14,0
Staphylococcus aureus 13 13 8 11 12 10,5
Streptococcus faecalis 13 - 12 8 12 14,0
Bactéries Gram négatives

Citrobacter frewndii 6,5 7 7 - - 10
Enterobacter aerogens - - - - - 11
Enterobacter cloacae 8 - - - 10 11
Escherichia coli 12 12 - - 9 14
Klebsiella pneumoniae 11 11 10 ] 7 13
Morganella morgani - - - - - 14
Proteus vuigaris 11 11 12 10 10 13
Shigella dysenteriae 14 - 14 - 8 13
Shigella flexneri 10 13 13 13 10 12
Salmonella typhi 8 14 - - 10 |12

Levures B

Candida albicans 12 12 - - - 10
Candida gabrata 8 14 15 11 12

76 . 5,74 -trihydroxyflavanone, 77: Acacétine , 75 ; lsmabtmam
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80 : Sésamine, 16 : Lupéol. Reférences RA" Gentamycine pour les tests antibactériens
et Nystatine pour les tests antifongiques

Au regard de ces résultats, nous pouvons relever ce qui suit :

- Tous les 5 composés testés sont inactives contre Enterohacter aerogenes et
Morganella morgani. 1ls sont tous actifs contre Staphylococcus aureus. Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris et Shigella flexneri.

- lls sont actifs contre au moins 9 souches Giram positives et Gram négatives.

- Leurs diamétres d’inhibition sur les souches sensibles ont été proches ou plus grands
que ceux des molécules des références.

Les triterpénes, les phytostérols et les flavonoides sont connus pour leur activité
antimicrobienne [100, 137]. Ces composés sont de sources potentielles dans la recherche des
candidats (Lead) pour I'élaboration de nouveaux antibiotiques. Nos résultats viennent enrichir
cette banque de données. On peut alors conclure que les composés isolés de D). paxii sous
réserve de |'étude de leur toxicité et des recherches approfondies sont de source potentielle
pour de nouveaux médicaments.

B.3.2 Activité antiradicalaire des composés isolés

Les radicaux libres ont un cffet dévastateur dans )'organisme Tls sont & I'origine des
maladies L'extrait éthanolique ayant présenté une activité antiradicalaire contre e DPPH, les
composés obtenus en quantité suffisante ont é1é soumis a ce test. Pour les produits actifs des
dilutions géométriques ont été effectuées afin de détecter la quantité minimale inhibitrice. Le
résultat obtenu est présenté dans le tableau 27 ci-dessous :

Tableau 27 : Activité antiradicalaire de quelques composés isolés de D. paxii

Composés Quantité minimale inhibitrice
Lupéol (16) Inactif

| Stigmastérol (74) Inactif
Isosakuranétine (75) 25ug
Acacétine (77) 2.1 pg
5,74 -trihydroxvflavanone (76) 2pug
3-0-B-D-ghucopyranoside de sitostérol (34) inactif
Hespéridine (79) 1.5 ug
Sésamine (80) 1,5 pp
3-B-amyrine (73) Inactif

[ Quercétine (témoin) 1 g =
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Les activités de la sésamine et I'hespéridine sont une fois et demie moindre que celle
de la quercétine utilisée comme référence tandis que celles de I'isosakuranetine, de I’acacétine
et du 5,7 4" -trihydroxyflavanone sont plus de deux fois moindre

Au regard de cette étude, on constate que les molécules naturelles testés présentant une
activité anti radicalaire ont une particularité - ce sont des composés phénoliques. Ces résultats
confirment I'assertion qui lie 'activité antioxydante des plantes a la présence des
polyphénols.

Méme si tous les composés testés * isosakuranetine, ['acacétine, la pilloine, le sésamine
et I'hesperidine sont moins actifs que le standard qui est la quercétine, les résultats obtenus
sont intéressants car ces composés pourraient étre utilisés dans |’élaboration des produits
cosmétiques
Conclusion

Les tests biologiques réalisés sur I’extrait éthanoique de /). paxii ont montré que celui-
ci développait des activités antimicrobienne et antiradicalaire. Les tests effectués sur les
différentes fractions obtenues par flash chromatographie de cet extrait ont permis de déceler et
de sélectionner ceiles qui sont actives. L’application des méthodes chromatographiques
usuelles & la séparation de ces fractions 2 permis d'isoler et de purifier neuf composés,
L'utilisation des techniques spectroscopiques modernes a permis de les identifier au lupéol
(16), au stigmastérol (74), a Iisosakuranétine (75), a I'acacétine (77), 4 la 5,7.4°-
trihydroxyflavanone (76), au 3-O-B-D-glucopyranoside de sitostérol (71), & I'hespéridine
(79), & la Sésamine (80) et a la 3-f-amyrine (73) Les tests biologiques sur ces différents
composés ont montré que les produits 16, 75, 76, 77 et 80 sont responsables de |'activité
antimicrobienne de D. pavii et les composés 75 76, 77, 79 et 80 de son activité

antiradicalaire
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les espéces Drypetes paxii et Garcimia brevipedicellata ont éé sélectionnées comme
objet de ce travail sur la base des tests biologiques préliminaires. Lors d'un criblage
biologique, I'espéce D. parii a présenté des activités antifongique, antibactérienne et
antiradicalaire tandis que 'espéce . brevipedicellata soumis aux tests d’inhibition de I'a-
glucosidase et antiradicalaire a montré une activité significative

Notre travail sur I'investigation phytochimique des écorces du tronc des deux plantes a
atteint son principal objectif avec I"isolement et I'identification de quelques principes actifs.

De I'étude phytochimique des écorces du tronc des deux éspéces, 20 composés ont éé
isolés dont 15 ont été entierement caractérisés sur la base des techniques spectroscopiques de
RMN & une et & deux dimensions (RMN 'H, RMN “C, DEPT, HMQC, HMBC, etc ) et de
spectrométrie de masse a haute résolution dans la plus part des cas.

A la suite des travaux phytochimiques, des études d'activité biologique ont été
effectuées sur les extraits bruts et les composés purs isolés des écorces du tronc.

En effet de I'extrait de . paxii huit composés ont été isolés - deux stéroides, deux
triterpénes, quatre flavonoides et une lignane Tl est & noter que c’est la premiére fois que les
flavonoides sont isolés du genre Drypeses. L’activité antiradicalaire contre le DPPH de
I"extrait de cette plante s’explique par la présence des flavonoides dont le pouvoir antioxydant
est bien connu. La présence de certains de ces flavonoides dans 'extrait de D. paxii laisse
entrevoir de nouvelles utilisations thérapeutiques de cette plante. La présence des composés
antifongiques dans I’extrait éthanolique de 1. paxir confirme I'usage thérapeutique de cette
espéce dans le Département de la Lékié pour le traitement des MST.

De I'extrait de G. brevipedicellata, six composés ont ¢té identifiés dont une depsidone
nouvelle, Ce résultat est en accord avec le caractére chimiotaxonomique de Garcinia qui est
considéré comme un genre dont les espéces sont riches en composés phénoliques. Ces
composés polyphénoliques ont tous montré des activités a-glucosidase et antioxydante
significatives. Pour les produits qui avaient une activité a-ghicosidase comparable ou plus
forte que les produits de référence, des études in vivo seraient nécessaires pour confirmer les
résultats obtenus La présence des composés inhibiteurs de I'a-glucosidase dans 'extrait au
mélange CH2C12/MeOH confirme "usage thérapeutique de cette espéce dans la province du
centre pour le traitement du diabéte.

Tous ces résultats nous rappellent que les plantes restent toujours une source
intarissable de substances actives. Néanmoins, elles pourraient étre également a I'origine des
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dangers. Ainsi, une étude sur la toxicité des extraits et/ou de ces principes actifs est
primordiale avant de vulgariser leur utilisation en tant que phytomédicaments,

Nos prochaines investigations porteront non seulement sur les autres parties
notamment le bois, les feuilles, les racines mais aussi sur les autres espéces des genres
Garceinia et Drypetes. Tous ces travaux seront effectués dans la perspective finale de
permettre une valorisation des substances d’origine végétale des deux genres (Garcinia,
Drypetes). Ceci passera par la standardisation des fractions actives et la production des
phytomédicaments efficaces, de moindre coilt et accessibles aux plus démunis.

COMPOSES ISOLES DE G. BREVIPEDICELILATA

ot

19 Friedeline

HyC
69 Scopoletine 70 Damnacanthal
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CHAPITRE Il : SECTION EXPERIMENTALE
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I. APPAREILLAGES ET MATERIEL VEGETAL
A. Appareillage
1. Méthodes chromatographiques analytiques
1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) )
L

Les analyses sur couche mince ont été effectuées en phase normale a I'aide de plaque
de gel de silice 60 Fysq sur feville d’aluminium {(Merck). Des cuves conventionneiles en verre
(Camag) ont été utilisées pour le développement de plaque avec comme systéme d’éluant, les
mélanges Hexane : AcOFt (1:1) pour les extrait moins polaires et CHCh - MeOH | HhO
(65 :35 -5) pour les extraits polaires

Aprés le développement, chaque plague CCM a été d'abord révélée sous lampe UV
(254 et 366 nm) et ensuite avec les différents révélateurs chimiques suivants

Le réactif de Godin (Godin, 1954) [138)

Tl est préparé en mélangeant des volumes égaux d'une solution éthanolique de
vanilline 1 % avec une solution d’acide perchlorique 4 3%. Les plaques de gel de silice sont
pulvérisées successivement avec ce réactif, puis avec une solution éthanolique d’acide
sulfirique & 10 %, Elles sont ensuite chauffées avec un séche cheveux jusqu’a I'apparition de
raches colorées a la lumiére visible. C'est un réactif polyvalent

Le réactif NSTPEG

Les plaques de gel de silice somt pulvérisées avec une solution méthanolique de
diphénylboryloxyéthylamine & 1% et une solution éthanolique de polyéthyléneglycol 4000 & 5
% Elles sont ensuite observées sous UV (366 nm) ot les produits phénoliques apparaissent

avec des fluorescences de diverses couleurs

1.2. Chromatographie liquide 4 haute performance couplée a la spectrométrie
Ultraviolet (HPLC-UV) '

Les analyses LC-UV ont éé réalisées & "aide d’un systéme HPLC muni d'un détecteur
UV & résean de diodes Hewlett Packard 1100.
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La phase stationnaire utilisée était une colonne symétrique en phase inverse C18 (4 M)
Novapak ® Waters, de dimension 3.9 x 150 mm d.i. Les gradients de solvants utilisés sont
indiqués au-dessous des chromatogrammes correspondants

1.3. Chromatographie liquide & haute performance couplée i la spectrométrie
ultraviolette et & la spectrométrie de masse (HPLC-UV-MS)

Les analyses ont été réalisées sur une HPLC intégré HP séric 1100 avec détecteur UV
muni d’un spectrométre de type Finnigan LCA ion trap (Finnigan MAT, San Jose, CA, USA)
avec ionisation chimique & pression atmosphérique (APCI). Les conditions suivantes ont &é
utilisées lors de I'ionisation : température du capillaire & 150 °C, température du vaporisateur
4 450°C, débit du gaz porteur de 95%. L'enrcgistrement du spectre MS a é¢ fait en mode
positif et en balayant les signaux entre 120 et 1000 uma

2, Méthodes chromatographiques quantitatives
2.1. Chromatographie sur colonne ouverte

Elle a été effectuée sur de gel de silice de taille 63-200 um pour les extrat brut et de
taille 40-63 pm pour les autres étapes de fractionnement. La taille de la colonne a été choisie
en fonction de la quantité et de la complexité de I'échantillon, et la phase mobile a été
déterminée 4 I'aide des analyses préliminaires par CCM.

La colonne est préparée comme suit : la phase stationnaire mélangée a la phase mobile
a éé introduite dans la colonne. Aprés stabilisation, 'échantillon est déposé sous forme
liquide ou solide en le mélangeant avecde 2 23 fois de son poids avec le gel de silice.

2.2. Chromatographie liquide & basse pression

Elle a é1é réalisée sur une colonne LOBAR® Lichroprep RP-18 (40-63 pm, 310 x 25
mm, Merck). L'éluant utilisé était un mélange de MeOH : H;0 (70 '30). Tl a é&¢ introduit dans
la colonne & ’aide d’une pompe Duramatic 80 (Duramat) reliée a la sortie de la colonne a un
détecteur UV LKB Bromma 2238 UVICORD SIT réglé a une longueur d’onde fixe (210 nm)
muni d'un enregistreur LKB 2210 (Pharmacia). L'échantillon a été introduit sous forme
liquide et les fractions ont été recueillies & 'aide d'un collecteur automatique RediFrac
(Oharma Biotech). Lz condition de séparation a été déterminée sur CCM & phase Diol
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2.3. Chromatographie liquide 2 moyenne pression (MPLC)

Le systeme utilisé en Chromatographie liquide & moyenne pression (CLMP)
comprenait une pompe B-681 (Buchi) munie d’un contrdleur de gradient B-687 (Buchi), d'un
détecteur UV K-2001 (Knauer) et d'un enregistreur LKB 2210 (Pharmacia). La séparation a
#é réalisée sur une colonne Lichroprep (460 x 26 mm, Buchi) surmontée d’une pré-colonne
(Buchi) toutes deux remplies avec une phase inverse de type RP-18 (15-25 pum, Merck).
L’ échantillon & séparer est introduit, sous forme solide mélangé de 2 4 3 fois son poids de
phase stationnaire, dans une cartouche qui est ensuite remplie avec du sable et relide
directement & la précolonne Les conditions chromatographiques ont éé déterminées
préalablement par une analyse HPLC de I'échantillon. Les fractions ont été recueillies 4 I"aide
d’un collecteur de type B-684 (Buchi)

2.4. Chromatographie liquide 3 haute performance semi-préparative (HPLC semi-
préparative) ‘
Deux sortes de chromatographie liquide & haute performance semi-préparative ont éte
utilisées
e  La premiére est un systéme HPLC semi-préparative/analytique constitué d’une pompe
Shimadzu LC-10AD, d'un détecteur UV LKB Broma 2151 (Pharmacia) et d'un enregistreur
LKB 2210 (Pharmacia) La séparation a été effectuée sur une colonne & compression radiale
RCM 8 x10 (Waters) avec unc phase stationnaire MBondapack ® C18 ( 10um) et un systéme
de solvants MeOH - H;0. Les fractions ont é¢ collectées manuellement.
e  La deuxiéme est constituée d'un dispositif de chromatographie a haute pression semi-
préparative de type Shimadzu SCL-8A , fait d"une pompe Shimadzu LC-8Q, d’un détecteur
UV a longueurs d’onde variables LKB Bromma 2151 (Pharmacia) et d'un enregistreur LKB
2210 (Pharmacia). La séparation a été faite sur une colonne & compression radiale Prep LC 25
mm (waters) avec une phase stationnaire MBondapack C18 (10 pm). Les conditions de
séparation ont été déterminées par HPLC analytique Shimadzu LC-10AD en utilisant une
colonne & compression radiale RCM 8 x 10 (waters) avec la méme phase stationnaire,
Mbondapack C18 (10 um). Les fractions ont été collectées manucliement,
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3. Les méthodes physiques
3.1. Point de fusion (PF)

Les points de fusion ont été mesurés a |'aide d’un appareil a plaque chauffante de type
FP 80/82 (Mettler). Les valeurs de PF ont été relevées aprés observation du changement d’état
au microscope. Elles n'ont pas été corrigées.

3.2. Spectres ultraviolet (U'V)

Les spectres UV des produits isolés ont éé enregistrés sur un spectrophotométre
UV/Vis de type PE Lambda 20 (Perkin-Elmer) dans du méthanol ou de I'éthanol 4 raison de 1
mg/25mL. Le coefficient d'extinction molaire () exprimé sous forme logarithmique a été
calcule d’aprés la loi de Lambert-Beer :

A=gxcxb

(A Absorbance ; E: coefficient d’extinction molaire ou absorbance molaire; ¢

Concentration en moV/l et b : Epaisseur de la cuve en centimétre)

3.3 Spectre de masse (MS)

Les spectres de masse en EI ont é1é mesurés sur un spectrométre de masse triple-
quadrupolaire TSQ 700 (Finnigan MAT).

Les spectres de masse a haute résolution ont été enregistrés a 1’aide d'un spectrométre
i transformée de Fourier FTMS 4.7T BioApex [l (Bruker) avec utilisation d’une interface de
type électrospray (ESI) comme source d’ions

3.4 Spectre de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un appareil de type Unity lonova 500
(Varian) & des fréquences de 400 et 300 MHz pour la RMN 'H ; 100 et 75 MHz pour la RMN
C. Les expériences RMN bidimensionnelles (NOESY, COSY, HSQC et HMBC) ainsi que
les sous spectres DEPT ont été réalisés a I’aide des programmes de séquences impulsionnelles
prédéfinies par Varian,

Les solvants deutérés suivants ont ét¢ utilisés pour dissoudre les échatillons DMSO-d;,
CDCly;, CDLOD. Les valeurs des déplacements chimiques (8) sont exprimées en ppm par
rapport au signal du standard inteme, le tétraméthylsilane (TMS)
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B. Matériel végétal

Les écorces du tronc de Garcinia Brevipedicellata ont été récoltées en Décembre 2005
au Mont Elounden, banlieu de la ville de Yaoundé (Province du Centre — Cameroun). Celles
de Drypetes paxii ont été récoltées a SA’A dans le département de la Lékié (Province du
Centre -~ Cameroun) en juin 2003 L'identification des deux especes a été faite par le Dr
Tchengue Barthélémy et M. Nana Victor de |'Herbier National du Cameroun ou des
specimens sont déposés.
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IL TESTS BIOLOGIQUES ET CHIMIQUE
1. Inhibition de I'a-glucosidase
1.1. Protocole d’étude

L'étude de |'inhibition de I'a-glucosidase (E.C3.2.1.20) a été évaluée suivant la
méthode de Matsui et coll légérement modifiée. L'a-glucosidase (EC.3.2.120) de
Saccharomyces sp a éé obtenu commerciglement de Wako Pure Chemical Industries Ltd
Japon (Wako 076-02841). L’inhibition a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotométre & un pH
de 6.9 et a une température de 37°C utilisant 0.7 mM de p-nitrophenyl a-D-glucopyranoside
(PNP-G) comme substrat et 100mM de NaCl. La |-deoxynojirimicine (0,425 uM et
I"acarbose (0,78 uM) ont é&¢é utilisés comme référence. L'incrément dans 1'absorption a 400
nm dil & ’hydrolyse de la PNP-G par I'a-glucosidase a été contrdlé continuellement avec le
spectrophotomeétre (Spectra Max, Molecular Devices, USA). Les tests ont é¢é effectués au
laboratoire d'enzymologie HEJ (Husain Ebrahim Jamal). Research Institute of Chemistry de
I"Université de Karachi au Pakistan.

1.2. Estimation des valeurs de ICq

Les concentrations des composés soumis aux tests qui inhibent 'hydrolyse de 50% de
PNP-G par a-glucosidase ont été déterminées en contrélant 'effet de I'augmentation des
concentrations des composés testés dans les différentes expériences Les valeurs de ICs, ont
été calculées en utilisant le programme de la cinétique Enzymatique Ez-Fit (perrela Scientific
Inc. Amherst, MA, USA)

2. Test antiradicalaire contre DPPH

L'activité antiradicalaire a été évaluée selon la technique mise au point par Takao et al.
[139]. Le test a été effectué sur CCM en utilisant des plaques en aluminium de gel de silice 60
Fas4 (Merck). Aprés développement et évaporation compléte des solvants, les CCM ont été
révélées avec une solution méthanolique & 2 mg/mL de 2 2-diphénylpicryl-1-hydrazyle
(DPPH). Pour les composés purs, des dilutions géométriques ont été effectuées afin de
chercher la quantité minimale inhibitrice sur la plaque CCM.




Les composés ayant une activité antiradicalaire apparaissent sous forme de tache
jaune-blanchétre sur un fond violet di 4 la réduction du DPPH par les produits capteurs de

radicaux libres.
3. Tests antimicrobiens

* La méthode utilisée pour ce travail est celle par diffusion sur gélose par disque.
L’activité antimicrobienne a été étudide contre 6 espéces de bactéries Gram positif : Bacillus
cereus LMP 0404 G, Bacillus megaterium LMP 0204 G, Bacillus substilis LMP 0304 G ,
BRacillus stearothérmophilus LMP 0104 G, Staphylococtus amrens LMP 0206 G,
Streptococcus faecalis LMP 0207 G), 10 especes Gram négatif - Escherichia coli LMP 0101
U, Shigella dysenteriae LMP 0208 U, Proteus vulgaris LMP 0103 U, Shigella flexneri LMP
0313 U, Klebsiella preumoniae LMP 0210 U, Salmonella typhi LMP 0209 U , Morganelia
morgani LMP 0904 U , Enterobacter aerogenes LMP 1004 G, Citrobacter freundii LMP
0904 G, Emerobacter cloacae LMP 1104 G et 2 espéces de levure du genre Candida
notament Candida albicans LMP 0204 U et Candida gabrata LMP 0413 U.

Toutes ces souches microbiennes sont issues du Laboratoire de Microbiologie du

Département de biochimie de la Faculté des Sciences de [."Université de Yaocundé 1 (LMP)
Ces souches ont é¢ maintenues sur gélose nutritive a 4 °C au LMP avant usage. Elles sont
ensuite cultivées pour activation toutes les 24 heures avant les tests, ceci sur gélose nutritive
pour les bactéries et sur le milieu sabouraud pour les levures.
Pour le test proprement dit, des colonies identiques (05) d'une espéce microbienne sont
prélevées puis placées en suspension dans 5 mL d'eau distillée stérile. De la solution ainsi
préparée, on préléve 100 pl. qu’on dilue dans 4900 pl. d’eau distillée stérile Cette solution
dont la concentration est approximativement de 10" @ 10° cellule/mL est étalée dans le milieu
gélosé/Mueller Hinton contenu dans une boite de pétri de 15 cm de diamétre contenant 4 mm
d'épaisseur de gélose L'ensemble est laissé & sécher pendant 15 minutes & température
ambiante.

Les différentes solutions des produits 4 tester sont préparées en dissolvant 50, 100, 150
et 200 ug d'extrait dans le DMSO. On dépose ensuite 100 ug de différentes solutions dans le
disque. Aprés évaporation du solvant, les disques sont placés sur la gélose dans les conditions
d'asepsie totale. Les échantillons sont placés en incubation & 37 °C pendant 24 heures et les
zones d’inhibition de chague disque sont alors mesurées a la fin de la pénode d’incubation a
I’aide d'un pied a coulisse. Les disques d'Imipenum servent de témoin (140).
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. EXTRACTION ET ISOLEMENT DES COMPOSES
A). Garcinia brevipedicellata
1. Extraction

Les écorces du tronc ont été découpées, séchées puis broyées. La poudre résultante
(500 g) est extraite au mélange chlorure de méthyléne . méthanol (1 : 1) & froid pendant 72
heures L’extrait obtenu a été concentré a |'évaporateur rotatif pour fournir 33 g d’extrait brut.
30 g de cet extrait a été ensuite soumis a la chromatographie.

2. Isolement et purification des produits

30 g d’extrait sont dissous dans le methanol puis fixé sur le gel de silice. Aprés
évaporation du solvant, la poudre obtenue est chromatographiée sur colonne de gel de silice
de granulométrie 70 — 230 mesh et éluée avec le mélange hexane — chlorure de méthyléne et
chlorure de méthyléne — méthanol de polarité croissante Les fractions de 300 ml. sont
recueillies puis concentrées & |'évaporateur rotatif sous pression réduite et regroupées sur la
base de la CCM analytique. Les résultats sont consignés dans le chromatogramme du Tableau
28.
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Tableau 28 : Chromatogramme de I'extrait au MeGB/CH;CY; (1 :1) des écorces du tronc

de G. brevipedicellata
Eluant (CC) Fractions | Eluant (CCM) | Regroupement | Observation
Hex 1-6 Hex - CHClz | 1-6 Mélange huileux
(52g) (95:5)

Hex - CH)Cl; | 7-20 Hex - CH)Cly | 7- 20 Mélange de produit

(95 %) (6,58) (90 : 10)

Hex — CH,Cl; | 21 -37 Hex -CH.Cl; 21-37 Mélange de produit

(80 : 20) (1,36 g) (70 : 30) contenant 19

Hex - CH;Cl; | 38 -52 Hex - CH.Cl; | 38 - 47 Mélange de produits

(60 : 40) (350mg) |(1:1) 48 - 52 Mélange de produit
contenant 71

Hex - CHClL | 53 - 61 Hex - CHCl; | 53 - 61 Mélange de produit

(50 : 50) (420 mg) | (40 :60) contenant 69

Hex - CH;Ch | 62-70 CH,Cl, 62 - 70 Mélange de composé

(40 : 60) (630 mg) contenant 72 , 69 ¢t 70

CH:Cl; 71 -85 CH.Cl; —| 71 -85 Mélange de composé

(390mg) | MeOH (99 : 1) contenant 70 et 72

CHCl, - |86-95 CH;Cl; - | 86-95 Mélange de composé

MeOH (99 :1) | (650 mg) | MeOH (98 ' 2) contenant 68

CHCl, -196-103 | CHXCl ~ 196 - 103 Trainées

MeOH (97:3) |(11g) MeOH (96 : 4)

Les fractions 21-37 laissées & la température ambiante précipitent aprés 24 heures sous
forme de cristaux blancs ; aprés filtration puis lavage a I'hexane, on a obtenu le composé 19
(32 mg) 11 donne une réaction positive au test de Liebermann Buchard (coloration rouge
violacée) caractéristique des terpénoides

Les fractions 38-52 laissées a la température ambiante précipitent aprés 24 heures sous
forme de cristaux blancs ; aprés filtration puis lavage a I'acétate d’éthyle, on a obtenu le
composé 71 (60 mg) qui réagit positivement au test de Molish (coloration rouge violacée)
caractéristique des glycosides.

Les fractions 53-85 ont été mélangées et aprés trois chromatographies successives
dans des colonnes de gel de silice avec le mélange Hex-CH;Cl; de polarité croissante ont
conduit 4 1’obtention des composés 69 (12 mg), 70 (26 mg) et 72 (20 mg).

Pour purifier les fractions 86-95, I'élution s'est faite a polarité constante avec le
mélange CH,Cl; — MeOH (98 ; 2) pour donner 68 (23 mg).
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B). Drypetes paxii
1. Extraction

Les écorces du tronc de Drypetes paxii ont é1é découpées, séchées puis broyées. La
poudre (15 kg) a été extraite sous agitation i température ambiante avec de I'éthanol. Chaque
extraction a durée 24 heures et a été reprise 3 fois. Aprés évaporation des solvants, les résidus
ont été lyophilisés et ont donné 300 g d’extrait.

2. Isolement des composés de D. paxii

Le premier fractionnement de I"extrait brut (50 g) a été effectué par chromatographie
d’adsorption sur colonne ouverte de gel de silice a2 phase normale & polarité croissante avec un
mélange Ligroine/AcOEt pour donner 12 fractions. Ces fractions ont été soumises aux tests
antifongiques, aux tests antibactériens et aux tests antiradicalaires. Les fractionnements
bioguidés par ces activités ont été réalisés pour pouvoir isoler le maximum des substances
actives qu’elles contiennent. Sur la base de la CCM, les 12 fractions ont été regroupées pour
obtenir 7 nouvelles fractions :

Les fractions I-TV (19 g), V111 (7,6 g) dont les tests ne montraient aucune activité n’ont
pas été exploitées pour I'isolement.

La purification de la fraction V (3,4 g) sur colonne ouverte de gel de silice, éluée par le
systéme Ligroine : AcOEt (5 :1) puis au systéme ligroine :AcOFEt (2 :1) nous a permis d’isoler
le composé 16 (17 mg) et le composé 74 (23 mg)

Les fractions VI-VII (4,8 g) réunies sur la base de CCM précipitent directement. Aprés
filtration et lavage, le composé 73 (74 mg) a été obtenu pur.

La fraction IX (7,8 g) a été soumise a la chromatographie liquide & haute performance
Sémi-préparative (HPLC Sémi-préparative) pour donner le composé 80 (5 mg), 77(18 mg) et
le composé 75 (127 mg) avec un systéme MeOH | H;O (25 :75).

Les fractions X-X1 (3,8 g) mélangées sur la base de la CCM ont donné aprés trois
chromatographies successives dans des colonnes de gel de silice éluées au mélange
chlorure/Acétate d’éthyle (3 :7) le composé 34 (4 mg).

La fraction XII (8,3 g) a été soumise a la Chromatographie Liquide 4 Moyenne
Pression (MPLC) pour donner le composé 76 (25 mg) et le comosé 79 (18 mg) avec un
systéme MeOH : H;O (3 - 7).
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IV. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES COMPOSES
1. Friedeline (19)

Aiguilles blanches

Test Libermand Burchard: positif

PF- 261 - 262°C

El: m/z 426 [M]”

Formule brute: CyHs,O

Spectre RMN "H & (pppm) 0.73 (3H, §) ; 0.88 (3H, 5) : 0.90 (3H. 4 ] =6 5 Hz);095(3H, s) ;
1.02 (3H, 5) ; 1.03 (3H, 5); 1 07 (3H, s) ; 1.20 (3H, 5).

Spectre de RMN "’C (75 MHz, CDCH) (tableau 9).

2. Scopoletine (7-Hydroxy-6-methoxycoumarine).

Poudre jaune,

PF: 202 -205°C (lit. 204 °C)

HRETMS 192.0423. EIMS mz (rel int ) 192 [M]" (C,sH;204, 100) ; 164 [M-COT* (30); 177
[M-CH, }+ (64); 149 [164-CHy]+ (59); 121 [M-CH=CH-CO,H]'

Formule brute : C;,H:O,

Spectre de RMN 'H (300 MHz, CDCl,) (tableau 7)

Spectre de RMN “'C (75 MHz, CDCl;) (tableau 7)

3. Damnacanthal (&Hydmxy-l-n«hoxymthnquinowz-nrbouldehyde]

Poudre jaune,

PF: 218 °C

HREIMS 282.0528

Formule brute: CsH;00s

EIMS mz (rel int): 282 [M]" (CyeH;00s, 19) ; 254 [M-COJ (72)
Spectre de RMN "H (300 MHz CDCl,) (tableau 8)

Spectre de RMN °C (75 MHz CDCl) (tableau 8)
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4. Pilloine (3'5-Dihydroxy-4’7-dimethylflavone)

Poudre jaune,
PF : 234 -236 °C

HREIMS 314.0791.

Formule brute : Cy7H;406

Spectre de RMN 'H (300 MHz, CDCy) (tableau 6)
Spectre de RMN C (75 MHz, CDCY) ( tableau 6)

S. Brevipsidone

Poudre jaune,
PF 195 - 197°C

HREIMS 288.0264

IR (Veuy) - 3376 cm’ (OH), 1678 et 1260 cm” (lactone), 1620, 1500 cm (noyau aromatique)
Formule brute : C;sH;20¢

Spectre de RMN 'H (300 MHz, CDCh) (Fig. 20)

Spectre de RMN "C (75 MHz, CDCh) (Fig. 21)

Spectre HMQC (300 MHz, CDCl) (Fig. 24)

Spectre HMBC (300 MHz, CDCh) (Fig. 25)

Spectre COSY (300 MHz, CDCly) (Fig. 227a)

Spectre NOESY (300 MHz, CDCl;) (Fig 28)

6. Sesamine

Poudre blanche,

PF: 127-129°C

EI-MS mz 354 [M]", 323, 203, 161, 149, 135, 103

'H RMN 3 3.04 (2H, m, H-8 et H-8"); 3.84 (2H, H-O et H-9"); 4.23 (2H, m, H-9"" et H9""");
471 (2H, m, H-7 et H-T') ; 592 (4H, s, (<0-CHy0-)2 ;| 6.76-684 (6H, m, protons
aromatiques).

3¢ RMN (CDCh) b 54.4 (C-8 ¢t C-8'), 71.7 (C-9 et C-9") 85.8 (C-7 et C-7") 101.1 (-O-CH>-
0-)2, 106.5 (C-6 et C-6") 1082 (C-3 et C-3) 119 (C-2 et C-2') 135.1 (C-1 et C-1"), 147.1
(C-4 et C-4") et 148.0 (C-S et C-5")
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7. Lupéol

Poudre blanche,
™ Formule brute: C3HsoO,
Cristaux blancs dans le mélange Hexane/AcOEL,
PF:215-216°C
'H RMN (CDCl) 8 0,70 (3H, s) ; 0,80 (3H, 5) . 0.85 (3H, ) ; 0,90 (3H, 5) ; 1,00 (3H, 5); 1.10
(3H,s); 1,70 (3H,s) ;460 (2H,d, ) = 10Hz) ;3,20 (1H,d,]=9Hz) ,
"¢ RMN (CDCl) (tableau 21).

8. 3p-amyrine

Poudre blanche,

PF:182°C

Formule brute: CxHsoO

Spectre de RMN "C (tableau 22)

9. Acacetine

Cristaux orange dans |'éther de pétrole ; PF : 261-262°C
- Specu‘edemme(IE)QM(M':C.‘HuOs
Spectre de RMN *C (50,13 MHz, DMSO-d) : (tableau 24)

10. Stigmastérol

Poudre blanche
Formule brute: CsHaO
P F: 168°C - 170°C

- 11. 3-O-p-D-glucopyranoside de B-sitostérol

Poudre blanche,

P.F: 269°C - 270°C

Formule brute ; Cs«Hg0Os

RMN 'H et RMN "C (tableau 23)
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