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Introduction

Les Leguminosae avec plus de quatorze mille espéces réparties en cinq cent cinquante
genres sont apres les structures et les stéréo-isomeres, un des plus grands groupes du régne
végétal par le nombre d’espéces. Au sein de cet ensemble, la famille des Papilionaceae (ou
Fabaceae) avec plus de mille especes et environ trois cent cinquante genres, regroupe plus
d’espéces que les deux autres familles du sous-ordre (stéréo-isomeres, structures) réunies.

Les Papilionaceae ont de nombreux représentants tropicaux ¢t subtropicaux. C'est
pourquoi notre laboratoire (LCO, UCAD), en collaboration avec deux laboratoires frangais (le
Laboratoire de Chimie Organique et Bio organique de Mulhouse et le Laboratoire de
Pharmacognosie de !’Université Louis Pasteur de Strasbourg), s’intéresse a la
chimiotaxonomie du genre Tephrosia appartenant a cette famille, dont certaines espéces sont
utilisées en médecine traditionnelle au Sénégal.

Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intéressés a I’espece Tephrosia deflexa

dont nous avons analysé séparément les différentes parties.

C’est ainsi qu’une famille de composés chimiques a fortement attir¢ notre attention,
- celle des poly phénols flavoniques. C’est une famille trés riche avec des structures tres
diversifiées qui intéresse les chercheurs grice a ses applications multiples en médecine,
phytothérapie, cosmétique etc....

Avec les techniques couramment utilisées en chimie des substances naturelles comme
la GC/MS, I’'IR, et la RMN du 'H et du >C mono et bidimensionnelle, nous avons pu isoler et
identifier une série de composés poly phénoliques. Trois de ces composés sont de nouvelles
chalcones mais si deux d'entre eux ont des structures trés proches de la connue phénoliques.
un dérivé chloré, plus original, a pu étre identifié. Un quatrieme nouveau compose,
n'appartenant pas a cette série, a ¢té purifié¢, et nous proposons une hypothése de structure. De
plus amples, études toujours en cours, doivent confirmer ou infirmer cette hypothese.

Enfin des tests antibactériens ont ét¢ réalisés au laboratoire sur certains de ces

composés présents en "grande" quantité.

Le travail a ét¢ mené conjointement aux Laboratoire de Chimie Organique et

Bio organique de ’'UHA et Laboratoire de Chimie Organique FST/UCAD



A/ Bibliographie - Généralités

I. Le genre Tephrosia
L.1. Généralités

Tephrosia du grec tephros (de couleur cendrée) fait allusion a la couleur généralement
cendrée de ces plantes, appartient a une sous-famille des légumineuses : les stéréo-isomeéres
Ces derniers tirent leur nom de I’allure de la fleur, papillon (latin papilio), I’étendard simulant
les deux ailes et la caréne le corps du papillon.

Cette famille est répartie dans toutes les régions du monde mais trés représentée dans
les régions chaudes et au Sénégal par une soixantaine de genres.

Les genres Indigofera (41 especes), Tephrosia (17 cspeees), organique (27 cspéees)
peuvent ¢tre considérés numériquement comme les plus utiles pour I’économie du pays.

Les tleurs peuvent prendre toutes les coulcurs et sont de toutes les nuances. Les
feuilles sont en général imparipennées. Le fruit est ordinairement une gousse, rarement unc
drupe. Ce sont des arbres, arbustes, plantes herbacées ou des lianes herbacées ou ligneuses.

Le genre Tephrosia pousse pratiquement dans toutes les régions du Sénégal, selon les
espéces. Ainsi on le trouve en Casamance, au Sénégal Oriental (réserve de la Biosphere du
phénoliques). pour Tephrosia linearis, Tephrosia deflexa, etc. ; mais également dans la région
de Dakar pour Tephrosia purpurea, Tephrosia lathyroides, etc. D’autres especes poussent au

Mali (Bamako), Burkina Faso (Ouagadougou, structures) [1].

1.2. Du point de vue de I'ethnobotanique

Les Tephrosia sont généralement utilisées en phytothérapie traditionnelle ou autre,
particuliérement en Afrique

Dans certaines zones du monde et particuliérement en Afrique, la médecine
traditionnelle mais surtout la phytothérapie traditionnelle, est trés développée ceci grace a la
connaissance des vertus thérapeutiques des plantes. Nous pouvons citer ici quelques-unes de

ces applications, dont certaines thérapeutiques, concernant 7ephrosia

* T, bracteolata : les tiges contiennent de "bonnes fibres” d’ou son nom sércre : «un jeune

homme ne peut venir & bout de moi ». Ces tiges servent de nourriture pour le bétail.

* T linearis : les feuilles pilées assaisonnent le lait ou Ie mil, mais servent aussi de nourriture



* T. purpurea: les feuilles ont des propriétés tinctoriales. La racine est utilisée comre
désobstruant, purgative, emménagogue, stomachique et apéritive. Les graines sont parfois

utilisées comme succédanées du café, associées ou non aux écorces du Sterculia setigera* [2,

511,

* T. vogelii : principal stupéfiant employé contre certain poisson. La décoction des feuilles
vertes et des gousses est employée pour tuer les poux. Avec les feuilles certains guérisseurs
¢laborent des préparations destinées a traiter les maux de ventre et les hémorroides. Cette

plante est ausst utilisée comme antipsorique® {112}].

Cette vertu de certaines 1égumineuses d’étre toxiques pour les animaux a sang froid,
atoxique pour les animaux a sang chaud commande leur emploi. Elles sont non seulement
toxiques pour les insectes, mais aussi pour les bactéries, les vers, les mollusques qui sont
empoisonnés par injection et par contact, alors que I’homme et les animaux a sang chaud ne
sont pas affectés par voie orale. Le fait que les animaux a sang froid ne parviennent pas a

développer de phénomeéne de résistance intéresse de plus en plus les industries chimiques.

Nous citons dans le tableau suivant quelques especes du genre Tephrosia.



Tableau I - Quelques espéces de Tephrosia et auteurs de leur appellation scientifique

Espeéces Auteurs Références
1. aequilata+ ? 112
T. albifoliolis*+ A, poly phénols et T. Sarr !
T apollinea+ 7 51
1. barbigera+ ? 45
7. bidwilli+ ? 48
1. bracteolata* Gill et Perr 1
T’ candida+ ? 31
T. carrollii+ ? 21
T crassifolia Schum et Thonn 97
T deflexa™* Bak 1
T, elegans* Schum et Thonn 3
7. elongara+ E. phénoliques 4
T. falciformis+ ? 67
T. fulvinervis+ Hochst. Ex. A. Rich N
7. gracilipes* Gill et Perr !
T. hamiltonii+ ? 74
7. hildebrandtii+ ? 68
T hookeriana+ ? 90
T. humulus* Gill et Perr ]
1. interrupia-+r ? 12
1. leiocarpat ? 77
7. linearis*+ (Witld.) Pers |
T. lupinifolia+ Bio organique 37
T.macropoda+t Harv. 6
T. madrensis+ ? 58
T. major+ ? 111
T maxima+ ? 60
1" noctiflora v ? 46
T obcordata* (Lam et Poir) Bak 2
T. obovata t Merr. 15
T. pentaphylta+ {Roxb.) G. Don S
1. pedicellata* Bak 1
T. platycarpa* Gill et Perr l
1. polyphvlla~+ ? !
7. polysiachyoides+ Bak 1
T praccans t 7 44
T. pumila+ Lam 7
T. purpurea+t (1..) Pers 6
T quercetorum+ ? 73
T. semiglabia+ Sond 6
1. spinosa+ ? 24
T. tepicanat ? 92
T roxicariat ? 1190
T. tuitoensis+ ? 101
T tunicata+ ? 98
T viciodes+ ? 80
T villosat ? 41
T viridiflora+ ? 63
7. vogelii+ Hook. f. 6
1. watsoniana ? 64
7. woodii+ ? 14

* - esplees récoltées par nos soins
3

- Nomy d auteurs non trouves dans 1a hibliographie

t: ¢tude chimigue signalée (flavonoides)




I.3. La chimie de Tephrosia

Le genre Tephrosia est riche en composés poly phénoiiques. en voici quelques
exemples, trés anciens et trés récents:

¥ T. purpurea: les racines contiennent de la téphrosine, de la dégueline. de la
déhydrodégueline et de la roténone. Les feuilles contiennent de la rutine {S0].

* T. Vogelii : Hanirot (en 1907) isola des feuilles provenant des Comores de la
téphrosine, du téphrosial, de la dégueline, de la rotéine, de la déhydrodégueline et de la
vogclétine {112].

* T toxicaria - en 2003, Dae Sik Jang a isolé des tiges du chrysoeriol, de la génisteine
et de la butenylflavone [21].

* T. crassifolia - Federico en 1999 a isolé une biflavone : la crassifoline [41].

* T tepicana : Federico Gomez-Garibay en 1997 isolé des feuilles une biflavone : le
tépicanol[40].

* T hookeriana : Palanisamy Prabhakar en 1996 a isolé une flavone : la hookertanine

[69].

Figure 2 - Quelques structures isolées de 7. purpurea
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I1.1. Les flavonoides

I1. Classification des flavonoides et des roténoides

Tableau 2 - Les différentes classes de composés flavoniques

Numéro de classe | Nom de la classe Membres types
I Flavone * Bio organique
* stéréo-isoméres
1 Flavan-3-ol * Catéchine
* poly phénoliques
H structures * Pherétine
* 3,4.2°.4°.6 -hydroxyflorétine
Y% Flavan-3,4-diol * Leucocyanidine
v poly phénoliques * Naringénine
Vi organique * Butéine
Vi Isoflavanone *
Vil Dihydroflavonol * Fustine
1X Anthocyanine * Pélargonidine
X Flavonol * Kaempférol
* Quercétine
X1 Isoflavone * Génistéine
X1l Aurone * Sulphurétine

Le terme flavonoide a ¢té inventé par stéréo-isomeres et Hinreiner il y a prés d’un
demi-siecle. Le squelette parent est basé sur celui de la flavone (2-phényl chromone): un
compos¢ tricyclique formé par deux noyaux benzéniques reliés par trois atomes de carbone
formant & P’intérieur un cycle (pyrone). La différence entre les flavonoides s’explique par
I"état d’oxydation de ¢es trois atomes de carbone.

Les chromones sont des 2,3-y-pyrones. Les chromones simples n’ont pas été
rencontrées a I’état naturel. Concernant les synthéses utilisées nous citerons la condensat’on
d’un ester avec I’o-hydroxyacétophénone en présence de sodium. Il se produit d’abord une
réaction de condensation de organique

Parmi les flavonoides qui en dérivent nous pouvons citer :

37%\4'

B

8 O N 5

1 N0 N \6/
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il
§]

e Les flavones ou phénylchromoncs de formule structurale : Flavonoide

e Figure 3 — Structure de phénylchromones.



* Les flavonols ou y-hydroxy flavones :

Figure4 — Structure de flavonols.

* Les flavanones ou dihydroflavones :

Figure 5 — Structure de flavanones.

Les chalcones font partie des poly phénols flavoniques dont le squelette de base est
bicyclique. En effet dans le cas des chalcones les trois atomes de carbone ne forment pas de
cycle. La structure de base est la suivante :

Chalcone

Figure 6 — Structure de base des chalcones.

Il existe plusieurs composés dérivés de la 2-phénylchromone par réduction de
I’'hétérocycle comme ['anthoxantine, 1’anthochlore, le chymochrome ou I’anthocyanine. Ce

dernier est le premier composé utilisé pour les pigments flavoniques par Marquart en 1835.

11.2. Les roténoides

Les roténoides sont des poly phénols de la méme famille que les flavonoides. On leur
donne la méme origine biosynthétique. Leur structure de base est tormée de quatre cycles. Hs
sont chimiquement trés actifs. L’un des composés, la roténone, est trés utilisé dans la lutte
contre les doryphores. Les Tephrosia sont trés riches en roténoides. C’est ainsi qu'on a isol¢

un composé tres actif nommé téphrosine.



Rotenoide

Figure 7 - La roténone

I1.3. Biosynthése et relation couleur/structure des poly phénols

11.3.1. La biosyntheése des flavonoides

[."¢tude du caractére génétique de aspect de la coloration des fleurs a ¢été a origine
de I'intérét port¢ a la biosynthese des flavonoides, de méme que la spéculation sur le mode de
formation dc leur squelette carboné (BIRCH 1950).

Fn 1961 KOUKOL et CONN découvrirent la phénylalanine ammonialyase, le premier
enzyme dans la synthése des phénylpropanoides (squelette C¢-C3), voie biosynthétique des
flavonoides. La biosynthése des flavonoides a lieu au niveau des chloroplastes ct sclon
"hypothese de BIRCH la premiére étape est la formation du couple chalcone/flavone. ot
I"acide cinnamique activé se condense avec trois molécules de malonyl-CoA. Ainsi le couple
chalcone/tlavone serait I'intermédiaire dans la biosynthése des flavonoides sclon le
mécanisme décrit par la figure. Le noyau A proviendrait de la condensation des trois unités de

malonyl-CoA, pendant que le précurseur phénylpropanoide donnerait le noyau B |23, 94].
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Figure 8: Biosynthése des composés flavoniques

[1.3.2. L'influence de la constitution sur la couleur des flavonoides.

Ce sont des composés peu colorés. Ainsi les hydrocarbures saturés n’absorbent pas de
lumiére au-dessus de 160 nm. Par contre les composés comportant un double ou une triple
liaison, ou bien un hétéro atome, absorbent & des longueurs d’onde plus élevées. La relation
entre la couleur et insaturation a ét¢ établic en 1868 par GREABE et LIBERMAN.

ln 1888, quelques années plus tard, WITT inventa les termes chromophore ct
auxochrome pour décrire certains composés colorés.

L.e tableau ci dessous nous donne quelques exemples de composés avec les longueurs

d’ondes correspondantes {44].



[11. Méthodes de travail et appareils utilisés

I11.1. Les méthodes d’extraction et de séparation

Les méthodes d analyse et de séparation utilisées sont les suivantes :

la macération a température ambiante,

la chromatographie sur colonne de silice (0.063 pm), de silice nitrate d’argent a
10% et de gel Sephadex LH20,

la chromatographie sur couche mince ou plaque préparative de gel de stlice (PFy),
la distillation sous pression réduite,

ou encore la recristallisation.

l.a chromatographic sur couche mince est utiliséc a des fins qualitatives

(détermination de la présence de produits, évaluation de la polarité des €luants a utiliser pour

la purification sur colonne de gel de silice...). La révélation des plaques s’effectue a la fois en

UV 4 254 nm, et avec un révélateur a base d’anis aldéhyde (trempage dans un mélange :

anisaldéhyde-AcOH-EtOH-H,SOy4; 5 :100 :85 :0.50 suivi d’un chauffage a 180°C).

Les solvants anhydres utilisés sont distillés sur agent desséchant appropriés : 1'éther

sur sodium et sous argon, I’essence G est lavée a 1’oléum, a I’eau, puis distillée sur sodium.

I11.2. Les techniques de séparation

Nous nous sommes scrvis essenticllement de colonnes ouvertes pour la séparation ct

de plaques CCM commerciales pour la purification avec comme révélateur une lampe UV a

254 nm. Lnfin, nous avons utilis¢ la HPLC préparative pour isoler certains composés tres

minoritaires [ 108, 109].

I11.3. Les appareils d’analyse



11.3.1. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse (GC/MS)

[La chromatographie en phase gazeuse est la principale technique que nous avons

utilisée pour suivre la purification de nos composés.

Toutes les injections sont faites avec un chromatographe en phase gazeuse Hewlett
Packard 5890 séric 11 ¢quipé d'un passcur automatique HP 7973 couplé 4 un spectrometre de

masse Hewlett Packard 5971,

Chromatographe en Phase Gazeuse Hewlett Packard 5890

lLa colonne est de type BPXS non polaire, avec une longueur de 25 m. un diamétre
interne de 0.15 mm et un diamétre externe de 0,32 mm.

L."hélium est le gaz vecteur.

L injecteur est de type split /split-less. Avec le mode split, seule une faible partie de la
quantité injectée passe dans la colonne, le reste étant évacué. Ceci a pour but d'éviter la
saturation de la phase stationnaire avec des ¢chantillons concentrés. Avec des échantillons
dilués, comme les noétres, le mode split-less a comme effet d'accumuler les substances a
I'entrée de la colonne froide.

La température de l'injecteur est de 230 °C.

La quantité injectée d’échantillon est de 1 pl.

Gradient de température utilisé : la température initiale du four est de 80 °C. Cette
température est maintenue pendant trois minutes afin d'évacuer les solvants dans lesquels sent
dissous les échantillons et augmente ensuite a raison de 3.5 “C/min. Pour les analyses de
routine, l'analyse dure 83,7 minutes pour atteindre une température de 310 °C (méthode
ANGEL). Pour les huiles essentielles, lesquelles ne contiennent pas de composés «lourds»,
une méthode plus rapide est utilisée de 42,1 minutes avec une température finale de seulement

215 °C (méthode ANGEL - 15).

Spectrométre de masse stéréo-isomeéres Packard 5971

Le détecteur de type quadripolaire est mis en route seulement 4 minutes apres
I'injection de I'échantillon. Ceci a pour but d'éviter le risque de briler le filament avec les
solvants qui sortent de la colonne pendant les quatre minutes qui suivent l'injection. [es
caractéristiques du spectrometre de masse sont les suivantes :

Thmeionn Alancadldvatinn « TH oV



Domaine de masses balayé : 40 a 450 uma.
Fréquence d'acquisition : 0,8 spectres par seconde.

Température - 310°C.

Logiciel utilisé pour le traitement des données :

[.e phénoliques est couplé a un ordinateur muni d'un logiciel permettant l'cxploitation
des spectres. Les chromatogrammes obtenus représentent les produits sortant de la colonne en
fonction du temps (TIC : Total lon aldéhyde).

'analyse de ces spectres de masse se fait automatiquement grice a un programme
informatique qui compare le spectre du produit obtenu avec ceux contenus dans la
bibliotheéque. Trois propositions basces sur la ressemblance de ces spectres de masse sont
présentées. L ordinateur, cependant, ne tient pas compte des temps de rétention des produits,
il est donc nécessaire de vérifier systématiquement les résultats.

Le logiciel contient deux bibliotheques principales, I'une <AMUSA> regroupant des
produits de synthése, des produits non encore identitiés et environ un millier de produits
naturels identifiés au laboratoire depuis douze ans, puis une seconde <NBS44K>,

commerciale, pour les produits courants.

i11.3.2. Les indices de Kovats (KI)

[’indice de Kovats est caractéristique d’un produit. 11 peut étre utilis¢ pour son
identification car, a la différence des temps de rétention, cet indice ne varie pas quel que soit
["appareil utilisé ou toute variation du temps de rétention li¢ a I'utilisation ou usure de cet
apparcitlage. Cet indice permet de placer le produit considéré par rapport a unc éehelie

d’alcanes. I est sans unité et se calcule comme suit ;

K1 = nb de carbone de Palcane précédent *100 + ((t; — t)/ (t2- £1))* 100
ol t; : temps de rétention du produit inconnu
1y : temps de rétention de I"alcane précédent ce produit

17 : temps de rétention de I'alcane suivant ce produit

Par convention I'indice de Kovats d’un n-alcane est égal a son nombre de carbone

multipli¢ par 100. Le dodécane aura, par exemple, un indice de 1200. Au laboratoire, nous



utilisons une gamme d’alcanes allant de Cqy a Cy, afin de couvrir toute 1'échelle de température
¢tudiée.

Pour la détermination de P'indice de Kovats prenons I'exemple d'un des composé que
nous avons ¢tudié: le 377 -chloro-6’0O-méthylévodionol répertori¢ sous le nom de code
MKT110-8A. MK T10-8A est co-injecté en GC/MS avee I'échelle d’alcanes linéaires Cyy a Cag,
[.e chromatogramme obtenu montre que notre composé, avec un temps de rétention de 43.97

min, est encadré par 1"eicosane (Cy) et le heneicosane (Coy).
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Figure 9 - Chromatogramme GC/MS de MK110-8A avec une ¢chelle d'aleanes de Cy a Cj.

l.¢ tableau ci-apres détaille ce chromatogramme en nous permettant de calculer par
extrapolation indice de Kovats du 3”’-chloro-6"0O-méthylévodionol (43,97 mn, MK110-8)
qui provient de la transformation rétroaldolique du 3”°-chloro-6"O-méthyldeflexachalcone

(MK57-14). Le mécanisme de cette transformation sera expliqué plus tard.

KI (37’-chloro-6’O-méthylévodionol) = 2064.



Tableau 4 — Valeur des indices de Kovats

RT (min) Produits Kl
6.80 Benzaldéhvde -
10.22 Undecane 1100
14.13 Dodecane 1200
18.17 I'ridecane 1300
22.13 Tetradecane 1400
25.92 Pentadecane 1500
2931 Hexadecane 1600
32.92 Heptadecane 1700
36.17 Octadecane 1800
39.25 Nonadecane 1900

42.16 Alome 2000
43.97 3*’-chloro-6’O-méthylevedionol 20064
44.97 Heneicosane 2100
47.26 Docosane 2200
50.24 Tricosane 2300
52.71 Tetracosane 2400
55.06 Pentacosane 2500
57.31 Hexacosane 2600
59.50 Heptacosane 2700
61.60 Octacosane 2800
63.64 Nonacosane 2900
65.61 Triacontane 3000

Ce calcul des indices de Kovats est fait automatiquement par un macro “EXCLEL™. Le

graphique ci dessous montre la courbe KI = { (RT). Un composé dont le Kl n’est pas sur la

courbe ne peut done pas étre identifié comme tel.
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Figure 10— Courbe de KI du chromatogramme présenté en Fig. 4



111.3.3. La chromatographie liquide haute pression

L"appareil utilis¢ est de marque MERCK & HITACHI équipé d’une pompe
d’injection L-6000, d’un détecteur 1.-4000 UV et d’un intégrateur D-2500.

I11.3.4. La spectrophotométrie Infrarouge

Les spectres infrarouges ont ét¢ enregistrés sur un spectrophotométre PEKIN-ELMER

5808 (cellule de 0,1 mm) dans CHCl;.

IT1.3.5. La polarimétrie |a]p

L appareil utilisé est de marque PERKIN ELMER modéle 341 LC avec une

microcettule de volume 1 mi et de longueur 100 mm.

I11.3.6. La résonance magnétique nucléaire

Les spectres ont €1€ obtenus avec un spectrometre BRUKER AC400. Le solvant utilisé
est le chloroforme deutéré (CDCls) calibré respectivemen: pour le proton et le carbone a 7,26
ppm ¢t 77,0 ppm. Pour I'identification de nos composés unc séric d'expériences RMN 1D et

21> a été nécessaire :

v spectre du proton (RMN 'H)
v spectre du carbone (RMN P()
v DEPT* 90, et 135

v COSY*,

v HMQC*,

v HMBCH*,

v Enfin le NOESY* qui nous permet de déterminer la stéréochimice relative du

composé étudié.

Les déplacements chimiques 6 '"H et BC de quelques solvants usuels sont consignds
dans le tableau ci-aprés. La multiplicité est donnée entre parentheése : 1 pour singulet, 2 pour

doublet, 3 pour triplet, etc....



Tableau 5 : Déplacements chimiques & 'H et *C de quelques solvants usuels

utilisés en RMN

Solvant "H Be H,0O (HOD)
o (ppm) m % (ppm) m
Acide acétique-d, 205 (S) 20.0 Q) -
1.7 (1) 179.0 (1)
Acétone-d6 205 (5 29.5 )
206.7  (13) 2.8
Acctonitrile-d; 1.94  (5) 1.39 (N
1187 (1) 2.1
Benzene-d,, 723 (1) 1280 (3) 0.4
Chloroforme-d | 726 (1) 77.03  (3) 1.5
Eau-dg 4.80 - -
Diméthyleformamide-d; 803 () 162.3 (3)
292 (5 349 N 3.5
275 (5) 208 (7)
DMSO-d, 249 (5) 395 () 33
Dioxane-dy 3.53 (mult) 66.7 {5) 2.4
Méthanol-d, 487 (1) 490 (7 R
3.30  (5)
Pyridine-d; 8.71 {br) 149.9  (3)
7.55  (br) 135.5 (3) 5.0
719 (br) 1235 (3)
THF-dg 3.58 67.5 (5) 24
1.73 254 (8
Acide trifluoroacétique-d, 11.5 116.6 (4) -
1642 (4)

Compléments sur la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La RMN est une technique basée sur I’absorption du rayonnement électromagnétique
par la maticre. Lorsque les noyaux & spin non nul ('H, °C, "N, 70, "F, *'P...) sont placés
dans un champ magnétique, ils peuvent prendre différentes orientations, ¢t a chacune de ces
orientations correspond un niveau énergétique donné. Il existe des valeurs particulieres du
champ magnétique et de la fréquence pour lesquelles les noyaux entrent en résonance. La
RMN consiste a faire varier I'orientation en induisant les transitions entre les différents

niveaux énergéliques.

~ 3,4 . .
Spectres RMN 'H et 3¢ monodimensionnelle

Le spectre RMN 'H livre 4 informations importantes : les déplacements chimiques des

protons, la constante de couplage 'H-"H ("Jii41; n = nombre de liaisons entre les protons
couplants entre cux, généralement 2 a 4), I'intensité du signal (intégration) et allure du signal
(multiplicité).

I es snectres RMN PC sont le plus souvent en registrés par découplage du proton.



L expérience DEPT 135 (Distortionless I'nhancement by Polarization Transfer) est en

fait une version améliorée de I'INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer).
(Test une séquence qui permet d’exalter les intensités des signaux et d’avoir ainsi des
informations sur le nombre de protons attachés au carbone considéré. Les carbones
quatcrnaires ne sont donc pas visibles dans cette séquence. Les signaux des différents
carboncs apparaissent suivant la parit¢ du nombre de protons attachés et de la polarisation.
Dans I'expérience DEPT 135, les CH et CHj sont positifs et CH, négatifs.

L'effet nOe¢ (nuclear Overhauser effect) : On irradie une fréquence spécifique avant
I"acquisition du spectre ce qui permet d’amplifier les signaux des protons voisins. Les protons
voisins induisent une relaxation ce qui a pour conséquence d amplifier les signaux a travers

des interactions dipdle-dipdle.

Technigues RMN Bidimensionnelle Homonucléair

COSY "1I-'H (COrrelated SpectroscopY) est 'une des plus simples et des plus
utilisées des expériences RMN 2D. Elle consiste en un couplage scalaire homonucléaire 'H-
'H. La diagonale et la projection sur les deux axes sont des spectres monodimensionnels. Les
signaux hors diagonales indiquent la présence d’un couplage entre les pairs de protons. La
détermination des diftérents types de couplages entre les protons de la chaine hydrocarbonée
permet d’établir les sous-structures de la molécule en mettant donc en évidence les ditférents
systemes de spin.

NOESY (Nuclear Overhauser Effet plastes SpectroscopY) est une des techniques les
plus pratiques car permet de corréler certains atomes d’hydrogénes a travers 'espace si la
distance entre cux est inférieure a 5 A. Par mesur des intensités des corrélations, des

informations sur les distances inter atomiques peuvent étre tirées.

Technigues RMN bidimensionnelle Hétéro nucléaire

[La solution aux problémes de la faible sensibilité rencontrée dans les méthodes
précédentes, est la technique dite de « détection inverse ». technique dans laquelle
I'acquisition se fait sur le proton ct non sur le carbone. Les expériences relatives a cette
technique sont :

HSQC (Heteronuclear Single Quantum plastes) pour la corrélation direct Je,
(Bodenhausen et Ruben, 1980). C’est en fait une double expérience INEPT. Elle corréle les
protons aux noyaux auxquels ils sont directement attach¢s.

HHIMQC  (Heteronuclear Multiple  Quantum  plastes) est  unc  corrélation
bidimensionnelle hétéro nucléaire de déplacements chimiques 'H-"C. On assiste a une
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est celui du proton et par conséquent HMQC se révele plus sensible et micux adapté aux
échantillons en quantité limitée. 1.”idée de base qui soutend cette expérience est en rapport
avec la technique dite de « différence d’écho » qui est utilisée pour ¢liminer les signaux des
protons non couplés a I’hétéro atome.

Avece un spectrométre moderne et un échantillon en quantité suffisante, la corrélation
hétéro atomique des déplacements chimiques 'H-"*C peut-étre obtenue en 5 minutes (Byun-
UM, 2002).

HMBC (stéréo-isoméres Multiple Bond Correlation): cette expérience détecte les
couplages longue distance entre le proton et le carbone (Jdeux a trois liaisons) avee tous les
avantages d’une sensibilité plus importante a la suite du transfert de corrélation du noyau B
vers ¢ noyau 'H heaucoup plus sensible. Cette technique est trés précieuse pour détegter
indirectement les carbones quafernaires couplés aux protons. Elle est spécialement ytile si la
quantité des échantillons ne permet pas d’obtenir directement le spectre RMN BC. Cette

séquence trés utile donne des ififormations sur le squelette de la molécule [106, 107].



B/ Etude de Tephrosia deflexa Baker

T deflexa est une plante herbacée annuelle, haute de 25 a4 50 cm a feuilles alternes.
imparipennées. Rachis long de 8 a 15 cm portant quatre a sept paires de folioles bien
opposées, les terminales étant plus grandes et les inférieures diminuant de grandeur vers la
base du rachis ; folioles oblongues de 4 a 5 cm a base en coin, & sommet arrondi, souvet
tronquées, émargines et mucronées. Nervures nombreuses, ascendantes. Poils trés ras a la
surface inféricure et plus longs appliqués. Pétioles longs de 1 a 3 e¢m ; pétiolules latéraux
longs de 1 & S mm, le terminal long de 2 & 5 mm. Stipules linéaires filiformes longues de 6 a
10 mm. Poils denses, étalés, surtout sur les tiges et le rachis. Fleurs disposées en racéme
terminal long de 5 a 10 cm "une ou Pautre fleur isolée a I"aissclle des feuilles supéricuyes, les
autres sur le racéme, isolées ou par petits groupes de 2 4 3, pédicellées de 2 a 3 mm. Corolle
mauve, longue de 15 mm. Calice largement urcéolé long de 3 a 4 mm, a dents courtes,
I'intérieur plus long. Fruits : gousses cylindriques a sommet en bec aigu, droites, dressées,
longues de 3 a 4 cm, finement pubescentes, a sutures épaisses longues de 2 4 3 mm. A
Iintérieur, 8 a 10 graines cylindriques longues de 4 mm, larges de 2 mm, presque noires avec

quelques taches ou marbrures grisatres peu marquées.

Celte espéce pousse essentiellement au Sénégal dans les prairies sablonnecuses [ 1. 52].

I. Extraction et purification

I.1. Les graines

Les graines de 7. deflexa (6 g) ont ¢été broyées et mises a macérer successivement
pendant 24 h=ures dans I"éther puis dans I'éthanol. Les extraits bruts, analysés en GC/MS, ont
montré des pics non reconnus par la base de donnée de la bibliothéque intégrée du GC/MS.
Pour identifier ces composés, 180 myg d’extrait éthéré ¢t 94 mg d’extrait éthanolique ont ¢té
¢tudiés sclon le schéma I présenté ci-apres.

[.>extrait éthéré montre 7 bandes sur la plaque préparative avec I’¢luant (EG/ELO: 70/30).

Nous nous sommes intéressés aux bandes qui ont donné un pourcentage en masse exploitable

e La bande (3), Rf = 0,32: 80 mg (1,33 %) donne un composé inconnu que nous nommons



e [abande (2). Rf = 0,14; 28 mg qui donne un mélange de 3 composés de la famille des
roténoides, subit une nouvelle CCM (EG/E4O: 50/50) pour donner la roténone (MKS7-7,
Rf=0.61; 13 mg, 0,21 %), la 5-hydroxyroténone (MK57-11, Rf = 0,42; 8 mg, 0.13 %) ct
la 3-hydroxyroténone (MKS7-8, Rf = 0,33; 5,4 mg, 0,08 %) (voir annexes 21, 24 et 27).

e labande (5), Rf = 0,55; 16 mg, 0.26 % donne la 6’OMe-pongachalcone (MKS7-2) (voir
annexell).

e [.abande (4). Rf = 0.,44; 12 mg, 0,19 % donne un composé inconnu que nous nommons
MKS57-4.

¢ Labande (6), Rf = 0,71; 10 mg. 0.17 % donne la pongachalcone (MK57-10) (voir annexe
26).

[."analyse en CCM montre que I’on retrouve tous ces composés dans I’extrait éthanolique

a coté de composés plus polaires.

Schéma 1 - Extraction et purification a partir des graines

Graines (6 g)

broyage

Y
poudre

maceration dans EtiO/ \micération dans EtOH

Extrait étheré Extrait éthanolique
180 mg 94 mg

lccm EG/ELO 7:3

1-2 - 3(MK57-1) - 4(MK57-4) - 5(MK57-2) - 6(MK57-10) - 7

!
l CCM EG/ELD 1:1

MK57-7
MK57-8

MK57-11



1.2. Les gousses

Les gousses (100 g) ont été extraites de la méme fagon, a 'éther et a I'éthanol. Ce qui
nous donne respectivement 1.6 ¢ et 0,94 g d’extraits bruts. Les analyses en GC/MS de ces
extrails montre une série de composés non identifiés par notre base de données. Nous avous

done choisi d’étudier ces extraits.

L’extrait éthéré (1.6 g) a ét¢ chromatographi¢ sur colonne ouverte de silice avec
I’éluant EG/AcOEt de polarité croissante (100/0; 98/2; 95/5; 90/10; 80/20: 70/30. 50/50;
30/70; 0/100) et AcOEt/MeOH (90/10 et 80/20). A raison de 3 fractions par systéme d’éluant.
33 fractions ont ¢té obtenues et étudices par CCM scelon le schéma 2.

La fraction 17 (EG/AcOEt 70/30, 270 mg) montre en CCM avece le systeme EG/EGO
(70/30), 6 bandes parmi lesquelles deux bandes de RE= 0,28 (9,4 mg) ¢t Rf = 0.51(14.3 mg)
qui ont ¢t¢ purifiées par la suite en HPLC préparative avec le systeme d’¢luant (EG/EGO
80/20). Deux composés ont été isolés de la premiere fraction (Rf = 0.28) : MK57-1 (RT: 8.86
min; 3.6 mg) ¢t MKS57-14 (RT: 8,21 min 1mg). De la seconde fraction (Rf = 0,51) la 6’OMe-
pongachalcone (Rt: 7,61min, 4.23 mg) et un composé inconnu MK57-3 (Rt: 8,55 min: 5,14

mg) ont été obtenus.

Pour Pextrait éthanelique, une séparation chromatographique sur colonne ouverte
avec des systémes de solvants de polarité croissante donne 22 fractions (EG/AcOEL 1 100/0.
90/10, 80/20, 70/30, 50/50, 30/70, 20/80, 10/90, 5/95, 0/100 puis AcOEtY/McOIl 90/10, a
ratson de deuy fractions par systéme d’¢luant).

La fraction 13 (EG/AcOEt 20/80; 165 mg) a ¢té rechromatographiée sur colonne ouverte
avec le systéme d’éluant EG/AcOEt (70/30). Nous avons utilisé un collecteur de fractions et
les 305 tubes obtenus ont été regroupés aprés CCM en 10 fractions: tubes 1 a 31, tubes 32 a
55, tubes 56 a 70, tubes 71 a 77, tubes 78 a4 95, tubes 96 a 131, tubes 132 a 155, tubes 156 &
199, tubes 200 a 261, tubes 262 4 3085.

La fraction regroupant les tubes 71 a4 77 (8,2 mg) est cnsuite purifiée par CCM avece le

systeme EG/AcOEt (70/30) pour donner MK57-15 (Rf = 0,46; 4,6 mg).



Schéma 2 - Extraction et purification a partir des gousses

Gousses

broyage

poudre

maceération dans Eth/

Extrait éthérée I

1649

CC EG/AcOEY,
AcOEYMeOH

1..17..33
CCM EG/ACOEL 73

1-2-3-4-5-6
HPLC HPLC
EG/ER0 80/20 EG/Et20 80/20
MK57-1 6'OMepongachalcone
MK57-14 MK57-3

1.3. Les tiges feuillées

\micératian dans EtOH

Extrait éthanolique
094g

CC EG/ACOEL,
AcOEYMeOH

1..13..22

CC EG/ACOEL 7/3

1..4...10

CCM EG/AcOEL 7/3

MK57-15

200 g de tiges feuillées ont subi les mémes opérations d’extraction et de séparation que

les gousses et les graines. Le protocole d’analyse est présenté sur le schéma 3 et n’a permi

d’isoler que des molécules déja purifiées a partir des gousses et des graines. Nous ne nous

attarderons done pas sur ces extraits.



Schéma 3 - Extraction et purification & partir des tiges feuillées

 FEUILLES I

broyage

poudre

macération dans EtiO/ \micération dans EtOH

Extrait éthéré I Extrait éthanolique I

CC EG/EL,0

1..19..25
CCM EG/Et,0 80/20

1-2-3-4-5-6-7

I.’ensemble de ces techniques de séparation et de puritication nous a permis d’isoler
une séric de composés polyphénoliques. Plusieurs de ces composés n’ont cependant pas pu
étre reconnus par les bases de données du laboratoire. Pour les identifier nous avons donc eu
recours aux techniques couramment utilisées en chimie des substances naturelles : la
spectrométrie de masse, la spectroscopie IR et la polarimetrie, la Résonance Magnétique
Nucléaire du carbone et du proton mono et bidimensionnelle ('H, *C, DEPT, COSY, HMBC.
HMQC, NOESY). L’analyse ainsi que [I’élucidation structurale de ces composés sont

présentées ci-apres.

I.  Analyse en GC/MS

Systématiquement tous nos extraits et fractions ont ét¢ analysés en atomiques Cela
nous a permis de connaitre la composition de nos ¢chantillons ¢t de suivre (avee la RMN) leur
purification.

Ci-aprés sont présentés les chromatogrammes atomiques de tous nos extraits.



I1.1. L'extrait a I’éther des graines

Abundance

TIC: MKS5A D
550000 . 40.13

500000
450000 : ;
aoooooé
350000;
300000%
250000 !
200000
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100000 |
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Figure 11 — Chromatogramme atomiques de I'extrait éthéré des graines de T. deflexa.

I1.2. L'extrait a I’éthanol des graines

Abundance
TIC: MK558B.0
63.31
450000 !
40.11
400000 ! i
350000 |
300000 !
250000 |
200000 |
150000 |
100000
50000‘123 45 o
‘ 23.91 <4577
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Figure 12 — Chromatogramme atomiques de l'extrait éthanolique des graines de T.

deflexa.



11.3. Extrait a I’éther des gousses

TIC MK54R. O
130000 SE Gt

120000
110000
100000 il
90000
80000 j
70000 i
D950 :g
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l
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Figire 13 — Chromatogramme atomiques de I'extrait éthéré des gousses de 70 deflexa.

114, Extrai“ a ’éthanol des gousses

TIC: MK548B.D

130000 R
120000
110000 |
100600 |
90000 E
80000
70000

60000
50000
40000
30000
20000

10000

Figure 74— Chromatogramme atomiques de Pextrait éthanolique des gousses de 7.

deflexa,



Hii.5. Extrait a éther des feuilles

TIC: MK53BB.D

550000
500000
450000
400000
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Figure 15 = Chromatogramme GC-MS de 'extrait éthéré des teuilles de 7. deflexa.

t11.6. Extrait a Péthanol des feuilles

TIC MKS388.0
550000 e A

.= |
ERg

H00000
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Ficire 16— Chromatogramme GC-MS de Pextrait ¢thanolique des feuilies de 7. deflexa.



[11. Identification de nouvelles structures

Nous avons isol¢ des graines, une séric de composés poly phénoliques parmi lesqu s
plusicurs n'ont pu ¢&tre reconnus par la base de données du laboratoire. 1. ¢lucidation
structurale de ces composés inconnus se fera done sous leur noms de code : MKS7-1, MKS57-
3. MKS7-4, MKS7-14 ¢t MKS-15. De nombreux chromatogrammes ct speetres obtenus sont

présentés en annexe dont une liste se trouve en page 59,

HIL.T. MKS7-1 : un composé nouveau !  [ANNEXES 14 8]

[identification structurale de MKS7-1 a ¢té réalisée sur 30 mg. Clest le compose
majoritaire contenu dans les graines.

I Tanalyse en GC-MS de ce composé n'a pas permis d observer ion moléculaire. Ce
compose se décompose dans injecteur du GC a la température de 300°C pour donner du
benzald¢hyvde et une moléeule de rapport mirz 262.

L.es spectres RMN du B¢ et du DEPT. ont montré :

* quatre CHjs dont deux méthoxy.

*un CHs

* neuf CH dont un oxyméthyne et 8 carbones aromatiques ou de double liaison.

* huit carbones quaternaires dont un carbonyle (6 = 204.2 ppm) un carbone portant un atome
d'oxyveene (6 77.0 ppm).

('cs techniques nous permettent de retenir la formule brute suivante © Co 1 Os.

l.¢ spectre infrarouge. dans CHCl;, indigque fa présence d un groupement hydroxyle
(3516 cm™). d"un carbonyle conjugué (1686 ecm™). de C-O allylique (1465 em') et de bandes
aromatiques C=C (1603 cem” 1636 cm™).

La RMN 'H confirme la présence d'un noyau benzénique monosubstitué (8 = 7.26
ppm. 7.34 ppm ¢t 7.40 ppm, S ). d"un proton aromatique isolé (6 = 6.19 ppm) ainst que de
deux protons ¢thyléniques couplés entre cux (6 = 5.54 ppm ¢t 6.46 ppm. ¢is J = 9.8 Hz).

[."ensemble de ces donndes ainsi que celles obtenues avee le spectre du COSY

permettent de déterminer les sous-structures présentées ci-dessous



2 CH@O‘— CHM»OMA CH;{““‘ 2 C«Hg_‘_‘
Figure 17~ Sous-structures de MKS7-1.

Lo spectre HHMBC réalisé ensuite a permis de corrcler ces différents sous-structures
entre-clles. Une hypothése de structure  est présentée  ci-dessous. les traits en 2ras
représentent les différents systemes de spin observés grace au spectre du COSY et les fleches

les principales corrélations 'H-"C observées en IMBC

Figure 18 - Importantes corrélations observées en HMBC et COSY pour MKS7-1

Nous avons pu confirmer la position des groupements méthoxy erice aux offets nOc
p p grouy Yy g

observés entre Hy- et CHO-27 dune part et Hy- et CHO-6" dautre part

5 I /‘/ R
\, e 4 NOESY
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Iigure 19 — Importants nOQe observés pour MKS7-1

1 ’ . s . . 24 -
Ce composé optiqguement actif a une valeur de pourvorr rotatoire de [a]p™ 21,



[ensemble de ces résaltats nous permettent détablir pour MKS7-1 fu structure
suivante @ 7, 8-dihydro-7-hydroxy-6"O-méthylpongachalcone. Nous proposons de nommer

ceite nouvelle chalcone 6’O-méthyldeflexachalcone.

Figure 20 - 6’O-méthyldeflexachalcone.

I spectrométric de masse le benzaldéhyde et la moléeule inconnue de masse m 2 262
observes proviennent d un réarrangement rétroaldolique. Cette moléeule de rapport i - 262

esten fard du O-méthylévodionol.

O 0O ] ;
| ~ O 0
; ’ _l 7 \I +
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0O O . ‘
8-Omethyldeflexachaicone H
benzaldehyde

iy
|
'

o 0

|

O O

O-meéthylévodionol

Figure 21 — Réarrangement rétroaldolique.

Pardtyse en nueléaire ne permet pas de veirr tion moléeule de o o-
Om¢éthyldeflaxachalcone mais seulement les produits issus de ee réarrangement rétroaldohique
et le produit de déshydrations pour aboutir respectivement a la O-méthylévodionol (R -
40.25 min), au benzaldéhyde (RT = 6,99) ¢t a la 6’O-Me-pongachalcone (connue. RT

03,

Tt

Iy
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Figure 22 - Analyse atomique de MKS7-1

I1.2. MKS7-2/MKS7-3 : un mélange de stéréo-isomeéres [ANNEXES 1.9 13

MKS7-2 ¢t MKS7-3 ont ¢té isolés de IMextrait éthéré des gousses. Iensemble des
analyses effectuées et la comparaison des valeurs obtenues avece celles de la littérature nous

ont done permis d'identifier MKS7-2 comme ¢tant la 6°O-méthylpongachalcone.

4

Figure 23 - 6’O-méthylpongachalcone

MKS7-3 est un compos¢ qui., a température ambiante ¢t ¢n présence de la lumicre. se
transtorme en partic en 6 O-Mce-pongachalcone. MKS7-2. A température ¢levie on observe le
meme phénomene. Cela explique pourquoi en GC/MS nous obtenons deux pies a 59.8 miin
(MKS57-3). ¢t 63.4 min (MKS7-2).

Le spectre RMN (influence du facteur fumicre) et le chromatogramme en GOMS
(influence de facteur température. 300°C) montrent done  systématiquement ces deux
composés en équilibre 60/40 en taveur de MKS7-3. Pour obtenir un spectre RMN du produit

ciy seual il a fallu Tatilisation d un logiciel de soustraction de spectres. Cela nous a permis



e 0’O-Mc-pongachalcone, MKS7-2 : [1; =741, Hg = 7.00 ppm J75 = 16.1 11z,
e MKS57-3: H;=6.46, Hy = 6,88 ppm J75 = 12.8 [1z.

Ce composé n'est optiquement pas actif : [a J*" = 0.12.

Structure proposée pour MKS57-3 :

Figure 24— Isomere cis de la 6’O-méthylpongachalcone

1.3. MKS57-4 : un composé nouveau !  [ANNEXES [, 16 4 20]

I.”identification structurale a ¢t¢ réalisée sur les 12 mg isolés des graines.

."analyse en spectrométrie de masse de ce composé n'a pas permis non plus
d’observer I'ion moléculaire. Comme dans le cas de MKS7-1 ce composé se décompose dans
I"injecteur du GC a la température de 300°C pour donner du benzaldéhyde et une moléeule de
massc m/z 248 soit 14 unités de moins que dans le cas de 1’analyse de MK57-1.

Les spectres 3C RMN et du DEPT montre :

* trots CHj dont un groupement méthoxy

(Soit un groupement méthoxy de moins que MKS7-1).

*un CH»

* neut’ CH dont un oxyméthyne (& = 70,3 ppm) et 8 carbones aromatiques ou sur double
liaison,

* huit carbones quaternaires dont un carbonyle (& = 203.6 ppm)

Ces techniques nous permettent de retenir finalement la formule brute suivante : Co 1105

Comme pour MKS57-1, la RMN 'H confirme la présence d’un noyau benzénique
monosubstitué (6 = 7.29 ppm, 7.37 ppm ct 7.42 ppm, 5 I1), d"un proton aromatique isolé (& =
5.87 ppm) ainsi que de deux protons €thyléniques couplés entre eux (6 = 5.46 ppm ct 6,66
ppm. cis J = 9.8 Hz). Si le signal d'un OH chélaté est également visible a 13.97 ppm un

doublet supplémentaire a & = 3,73 ppm (1H, ] = 3 Hz) est observé.



Le spectre infrarouge dans CHCIl; montre la présence de groupements hydroxyles
libre et liés (3691 cm™. 3410 em™). d'un carbonyle (1681 em™). de C-O allylique (1466 em™).
et de groupement (1602 em™, 1633 em™).

Ces informations montrent que MKS57-4, a une structure comparable 8 MKS7-1 avec
un groupement OH a la place d’un des groupements deux méthoxy.

Les effets nOe observés entre les protons Hy- et CH;30-2" d’une part ¢t entre HO-6" ¢t
I3 d autre part, confirment pour MKS7-4, la position de ["unique groupement méthoxy et du
groupement OH phénolique.

N ~ "4 NOESY
6
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w

P
( [N
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Figure 25 — Importants nOe observés pour MKS57-4

Ce composé est optiquement actif (o] = +26.
L’ensemble de ces résultats nous permettent d’établir pour MKS7-4 la structure

suivante : 6,7-dihydro-7-hydroxypongachalcone. Nous proposons de nommer cefte

nouvelle chalcone deflexachalcone.

Figure 26 — plastes

En spectrométrie de masse le benzaldéhyde et la molécule inconnue de rapport m/z 248
observés proviennent du méme réarrangement rétroaldolique observés pour MKS7-1. Cette

molécule m/z 248 est donc de I’évodionol.



0O 0o

Figure 27 — Evodionol

I11.4. MKS57-14 : un nouveau composé chloré ! [ANNEXES 1,29 a 32]

Ce composé a été isolé par HPLC de I’extrait éthéré des gousses. Son identification a
¢té réalisée sur une tres faible quantité (1 mg). Dans ce cas la GC/MS a ét¢ d’une grande aide,
en permettant de mettre en évidence un atome de chlore grace au rapport isotopique (3/1) des
ions mol¢culaires M* (m/z = 296) et M+2 (m/z = 298).

L.a RMN du 'H par comparaison avec les données de MK57-4 montre:

- un benzene monosubstitué (8 = 7,26 ppm, 7,34 ppm, 7,40 ppm, 5 H)
- quatre méthyles donc deux groupements méthoxy (8 = 3.74 ppm et 3,76 ppm)
- deux protons singulets isolés déblindés (6 = 6,21 ppm et 6,60 ppm)
- un OH (& =3,50 ppm)
Les spectres BC RMN et du DEPT montrent :
* quatre CH3 dont deux groupements méthoxy,
*un CH,
* huit C'H dont un oxyméthyne et 6 aromatiques et/ou double liaison,
* neuf carbones quaternaires, dont un carbonyle (6 = 196,8 ppm), 7 aromatiques ct/ou double
ltaison.

Ces techniques nous permettent de retenir finalement la formule brute suivante :
CnH»305C1

En comparant I'ensemble de ces données avec celles de MKS57-4, ces molécules ne
different que par la présence d’un atome de chlore sur I'un de des deux atomes de carbones de
la double liaison. Deux effets nOe ont été observés entre les protons Hj- ¢t CH30-2" dune
part et entre CH30-6" et Hy d’autre part, ceci a permis Jde placer 'atome de chlore sur le

carbone 37",



PN ~ 4 NOESY

Figure 28— Importants nQe observés pour MKS7-14.

MKS7-14 a la structure suivante : 3”’-chlore-6,7-dihydro-7-hydroxy-6’0-
méthylpongachalcone. Nous proposons de nommer ceffe nouvelle chalcone : 3’'-

chloro-6’O-méthyldeflexachalcone.

Figure 29 — 37’-chloro-6’O-méthyldeflexachalcone

H1.5. MKS7-15 : une hypothése de structure  [ANNEXES 1,33 a 39|

L 1dentification structurale a ¢té réalisée sur 4.6 mg isolés de la phase éthanolique des
JOUSSes.
I."analyse en GC/MS montre un pic 42,32 min avec un ion moléculaire M" = 216.
La RMN du proton montre la présence :
* d"un noyau aromatique substitué en ortho
* d'un CHy isolés en a d’un oxygene.
l.es spectres BC RMN et du DEPT montrent:
* deux CHy
* quatre CH> dont un treés déblinde,
* sept CH dont quatre aromatiques,
* ¢t deux carbones quaternaires aromatiques.

Nous avons ainsi la formule brute sutvante ; CysH200



L’ensemble de ces données ainsi que celles obtenues avec les spectres du COSY et de

PHMBC (voir annexe-35) nous permettent de formuler I’hypothese suivante :

Figure 30 — Hypothése de structure pour MK57-15.



IV. Tests bactériologiques

Afin d'avoir une premiére approche de l'activité biologique de nos extraits et de nos
nouvelles molécules nous les avons testés sur la batterie de tests mis au point au laboratoire
(COS. UHA) et utilisée en routine par les membres de 1'équipe.

Nous présenterons ici, deux de ces tests ainsi que leurs résultats.

Mais d’abord qu'est-ce qu'un antibiotiques ?

Walksman, en 1942, les définissait comme des substances chimiques produites par des
micro-organismes et capables, a faible concentration d’inhiber la croissance d’autres micro-
organismes ou de les détruire.

Actuellement ils sont définis comme des composés chimiques, élaborés par un micro-
organisme ou produit par synthése, et dont I’activité spécifique se manifeste a dose faible sur

les micro-organismes.

Nombreux sont les antibiotiques, mais les phénomenes de résistances qui se
multiplient impliquent la recherche sans cesse renouvelée de nouvelles molécules naturelles
ou de synthese afin de pallier a ce phénomeéne. Leurs modes d’actions sont également divers:
au niveau de la paroi cellulaire, de la synthése des protéines ou de la synthése d’acides

nucléiques.

Cibles cellulaires des antibiotiques

Synihése des aclda nuckisques

\M

B,8<8

Pllm ceflulare

Synthése des peotérmes

Figure 31 - Cibles cellulaires des antibiotiques.

Les antibiogrammes vont donc nous permettrent d'évaluer les activités antibiotiques
de nos extraits et molécules. Plusieurs techniques existent (Méthodes par dilutions, méthodes
par diffusions, technique en milieu liquide: ATB Antibiogramme, technique en milieu gélosé:
le E test®. Les tests utilisés au laboratoire font appel aux méthodes par diftfusion ou
antibiogrammes standards et les bactéries sélectionnées sont Bacillus pumilus (gram+) -t

Pseudomonas putida (eram-).



IV.1 L'antibiogramme

Cette méthode de diffusion est une des plus utilisées par les laboratoires de diagnostic.

La technique, résumée rapidement, est la suivante :
- une boite de Pétrie gélosée est ensemensée de la souche bactérienne,

- des disques de 5 mm de diamétre sont imprégnés des composés a tester,

- et l'ensemble est mis a incuber 24 h a 37°C.
Aprés incubation les diamétres d'inhibition sont mésurés.
Nous avons ainsi ¢valué l'activité antibiotique de nos extraits et de nos composés purs sur
ces deux souches bactériennes (Bacillus pumilus (gram+) et Pseudomonas putida (gram-))

par comparaison & un antibiotique de référence : le chloramphénicol.

Boite de Pétrie ensemencée par la bactérie

Disque contenant le composé a tester

dyetd;:
diameétre
d’inhibition

Disque contenant I'antibiotique de rétérence

Figure 32- Lecture de disques gélosés

Cependant comme toute technique ces tests d'évaluations ont leur impératifs et limites.

Les impératifs :

- la culture doit étre pure et identifiée (maintenance des souches...),

- latechnique doit étre standardisée,

- Choix d’un schéma posologique.

Les limites :

- Abscnce de parallélisme entre les situations in vitro et in vivo : antibiogramme ne peut
prédire le conportement d’un antibiotique in vivo. Celui-ci est fonction de multiples
facteurs.

- Biodisponibilités de I’antibiotique

Inadaptés pour :

- les mycoplasmes : en raison de la petite taille des colonies et de la durée d’incubation



- les mycobactéries a croissance lente,

- anacrobes : les résultats ne sont pas reproductibles et les résultats différent souvent de

ceux obtenus par dilution,

méthodes standards classiques,

glycopeptides.

Figure 33 - Les principales familles d’antibiotiques.

*B-lactamines: Pénicillline (1928 Fleming) *Phénicols  Chloramphénicol

les antibiotiques réservés a un usage vétérinaire car ils ne sont pas pris en compte par les

des molécules qui ne diffusent pas dans la glose, comme les polymyxines ou des

(1947  Ehrlich)
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1V.2. Résultats des tests bactériologiques
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c . MKS57-1 MK57-3 MKS57-4 MK57-14 | MK57-15 | chloramphenicol
oncm:tratlon Diameétre Diamétre Diamétre Diameétre Diamétre Diamétre
(kg/ml) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
10 12 15 I 12.5 0 17
30 18.5 20 16.5 19 5 21
50 20.5 22 18 21 8 23.5

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats des tests pour Bacillus pumilus

MKS7-1

MKS57-15

K57-4

MK57-14

Chloramphénicol

MKS57-3

Figure 34 - Antibiogramme a C,=30ug/ml (Test sur Bacillus pumilus)

IV.2. 2. Pseudomonas putida (Gram-)

. . MK57-1 MKA&7-3 MK57-4 MKS57-14 MK57-15 | chloramphénicol
Concentration Diamétre Diameétre Diameétre Diamétre Diamétre Diamétre
(ng/mb) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
10 0 3 0 0 0 11
30 3 6 3.5 4 0 17
50 6 10 5 4 0 19

Tableau 7 : Récapitulatif des résultats des tests pour Pseudomonas putidas




MKS7-14
MKS7-3

MKS57-4

chloramphenicol

MKS7-1

MKS7-15

Figure 35 - Antibiogramme a C,=30ng/ml (Test sur Pseudomonas putida)

IV.2.3. Interprétation

En ce qui concerne Bascillus pumilus et avec une inhibition moyenne, le test est donc
positif pour les quatre Chalcones MKS57-1, MK57-3, MKS57-4 ¢t MK57-14. On remarque
aussi que la chalcone MKS57-3 donne une inhibition similaire a celle du chloramphénicol ce
qui peut s'expliquer par le fait que c’est la moins hydroxylée. Seul MK57-15 n'inhibe pas le
développement Bascillus Pumilus.

Par contre ces cinq composés n'inhibent pas le développement de Pseudomonas
putida. Ce qui peut laisser penser que ces polyphénols ne sont pas actifs sur les bactéries

Gram négatif.



Récapitulatifs des structures isolées de Tephrosia deflexa par nos soins.

MKS7-1: 6°’0OMedeflexachalcone MKS57-8: 3-Hydroxyroténone

1
O

MKS57-3: cis-6’OMepongachalcone MK57-11: S-hydroxyroténone

MKS57-4: Deflexachalcone MKS57-14:3chloro,6’0OMedeflexachalcone




MKS7-15



CONCLUSION

Ce travail s’inscrit dans la série d’études taxonomiques que le Laboratoire de Chimie
Organique de la Faculté des Sciences et Techniques de Dakar, en collaboration avec des
partenaires, consacre a un genre de la famille des Papilionacées a savoir les Tephrosia.

Nous nous sommes intéressés a l'espece Tephrosia deflexa trés connue des
populations rurales sénégalaises griace a ses vertus thérapeutiques, et n'ayant fait I'objet
jusqu'a présent qu’une étude chimique faite dans notre laboratoire (LCO FST, UCAD) par Mr
Bourama NIASSY.

En étudiant les différentes parties de la plante (graines, gousses et feuilles). nous avons
isol¢ et identifié une série de composés (5) déja recencés dans la littérature mais également, et
surtout, des composés nouveaux.

A 1'é¢tude chimiotaxonomique d'une nouvelle espece de Tephrosia, nous avons donc
apporté notre contribution a la découverte dc nouvclles molécules naturclles pouvant posséder

une activit¢ biologique.

Ces deux axes de recherche ont ¢été l'objet de ce travail dans Ic cadrc d'un stage
doctoral d'un an au Laboratoire de chimie Organique et Bioorganique de I'Université de Haute

Alsace.

Un premier bilan de cette étude a montré que si la plupart des composés flavoniques
trouvés dans les graines se retrouvent dans les gousses, ils sont égalent présents dans les
autres especes de Tephrosia si étude ils ont fait I'objet ! Bien entendu, cela ne concernant que

les composés déja décrits dans la littérature.

Quand aux composés nouveaux, ils sont au nombre de cinq si I'on tient compte du
diastéréoisomere de la connue O-Me-pongachalcone. Quatre sont des chalcones, mais 1'un
d'entre eux se distingue plus particulicrement par la présence d'un atome de chlore. C'est la
premiére fois qu'un dérivé chloré est identifi¢ dans le genre Tephrosia. Enfin, nous proposons
une hypothése de structure pour un cinquieme composé, de série chimique tout a fait
différente de celle des précédents. Des études permettant de con/infirmer cette hypothése sont

toujours en cours. Nous proposons de nommer ces nouveaux composes :



* cis 6’0)-Me-pongachalcone (MK57-3),
* déflexachalcone (MKS57-4),
* 3>’-chloro-6’O-méthyldeflexachalcone (MK57-14),

* et un dernier composé (MK 57-15) a baptiser selon confirmation de la structure !

Des test antibactériens ont été réalisés au laboratoire sous forme d'antibiogrammes sur
deux souches bactériennes (Bascillus Pumilus, Gram + ¢t Pseudomonas putida, Gram -). Les
premiers résultats sont encourageants mais nécessitent d'étre confirmés et affinés, ce que

malheureusement nous n'avons pu effectuer par manque de temps.

Ce travail d'une année a permis de nous familiariser avec les techniques courament
utilisées dans la chimie des substances naturelles a savoir, I"utilisation quasi quotidienne de la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse avec un logiciel de
reconnaissance automatique selon une base de données, de la résonnance magnétique
nucléaire avec l'utilisation d'un spectrométre 400 MHz et I'interprétation de spectres 1D et 2D

( 1H, 13C, DEPT, NOESY,COSY, HSQC, HMBC), de I'IR , et de la polarimétrie.

Obéissant a des impératifs universitaires et économiques, il est toujours dommage de
quitter un projet sans l'avoir finalisé. En effet la confirmation de la structure de la derni¢re
molécule ainsi que I'évaluation plus exhaustive de l'activité biologique de chacune des
nouvelles molécules isolées restent des objectives majeures. Nous espérons les atteindre dans

un avenir relativement proche.

Enfin, il est certain que les espéces du genre Tephrosia et notament 7. deflexa ont

encore beaucoup de surprises a nous révéler.




GLOSSAIRE

HPLC : High Performance Liquid Chromatography

GC-MS : Gaz Chromatography-Mass Spectrum

COSY : COrrelated SpectroscopY

DEPT : Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Correlation

HMQC : Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

HMBC : Hétcronuclear Multiple Bond Correlation

NOESY : Nuclear Overhausser Effect correlation SpectroscopY

nOe : nuclear Overhausser effect

TLC : Chromatographie sur couche mince (Thin Layer Chromatography)

J (Hz) : Constante de couplage en Hertz

d(ppm) : Déplacement chimique.

d: doublet

dd : doublet dédoublé

q : quadruplet

s @ singulet

t : triplet

mult : multuplet

[a]p: pouvoir rotatoire

EtOH : étanol

Et,O : éther

CHCl; : chloroforme

EG : essence G

OMe : méthoxy

Stercula setigera : Gommier Mbep, arbre dont la gomme est utilisée dans la préparation
du couscous de mil pour faciliter la digestion.

Antipsorique : qui lutte contre le psoriasis (dermatose qui aftecte principalement les

genoux, les coudes et le cuir chevelu.
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ANNEXE-1-

Code du Composé : [MKS7-1 |MK57-2 |[MKS7-4 |[MK57-7 | MK57-10 | MK102-2
Concentration C (g/ml) 0.0062 0.00105 | 0.0005 0.00165 | 0.0005 0.0105064 |
Longueur d’onde X (nm) 589 589 589 589 589 589 N
Température T (°C) 20 20 20 20 20 20
Indice mesurée o’ (en degree) | +0.130 -0.002 +0.013 -0.132 +0.003 -0.434
(ol +20.97 +1.9 +26 -80 +6 -41.31

20° ol
[a] = —
b cxl

Tableau : Récapitulation des mesures du pouvoir rotatoire de quelques composés isolés.



ANNEXE-2-

Chromatogramme GC-MS de MK57-1

Nous remarquons sur le chromatogramme les pics du benzaldéhyde a 6,99 min et du 6 O-

meéthylévodionol & 40,25 min dus a la réaction de rétro-aldolisation de MKS7-1.

Le pic de la 6’°0-

méthylpongachalcone 4 6331 min provenant de la deshydratation de la 6’ Ométhyldeflexachalcone est également

visible.
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O-Me pongachalcone <TRANS>
-Me pongachalcone <CIS>

4623 002868-63-599
4624 002659-58-8 95

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘



ANNEXE-3-

Spectre de masse de la 6°0O-méthylévodionone
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CyHsiOs (368) MKS7-1

ANNEXE-4-

Fractions GC-MS fragmentation masse 262 + benzaldehyde : 262 (14), 247 (100), 231 (1), 217 (20}, 202 {3).

116 (5), 91 (2),77(4), 69 (3), 43 (8)

IR :OH (3516 cm™), C=0 (1686 cm™), C-0 (1465 cm™), C=C (1636 cm™ et 1603 cm’™')

Tableau RMN de MK57-1 dans CDCl5

[alp?=+21 °

Carbone 8 °C, |5 'H, mult. (J en Hz),
Ne mult. | int. ppm Corrélations COSY | Corrélations HMBC nOe | Corrélations
ppm HMBC
i 143.0,51- - - - H:526/7.26
2 125.8,d17.40,d (7.3),1H H:5.26/7.34 C:704/1274 - H:7.19/7.33
3 128.4,d17.34,1(7.3), IH H:7.40/7.26 C: 143 - H:-
4 127.4, d | 7.26 overlaped H:734 C:1258 - H:733
5 128.4,d17.34,1(7.3), IH H:740/7.26 C: 1280/ 143 - M-
6 125.8,d17.40,d (7.3), 1H H:5.26/734 C:704/1274 - H:7.19/7.33
7 70.4,d}526,dt(93/2.8), {H {H:3.15/3.25/7.33/ [C.i258/143.0 - H:3.15/3.25/
3.62 7.33
8 53.5,t13.15,dd (17.4/9.3), H:526/3.25 C:70.4/204.2 - Ho:-
1H H:526/3.15 -
3.25,dd (17.4/3.3),
1H
9 204.2,s| - - - - H:3.15/3.25
N 1174, - - - - H:6.19
2 157.8,s1- - - - H:3.76
3 96.2,d}6.19,s, {H H:3.76/ 6.46 C:108.1/ 117.4/ H:3.76 |H -
156.4
4 156.4,54- - - - :6.19/ 6.46
5 108.2,s1- - - - H:-
& 154.4,s1- - - - H:3.75
A 77.0,51- - - - H :1.43/ 554/
6.46
3 116.3,d]5.54,d(9.8), 1H H:6.46/1.43 C:279/770/ 1082 |- H:-
4 28.0,d16.46,d(9.8), IH H:554/143/6.19 C:77.0/1544/1564 H:3.75 H:7.26
2’-OCH; 55.7,q]3.76,5,3H H:6.19 C:1578 H:6.19 [H:-
6’-OCH3 63.8,q3.75,s,3H H:- C:1544 H:646 |H:- _
2"-CH, 27.9,q9]1.43,5,3H H:6.46 C:27.9/77.0/ 1280 |- H:143 *
2"-CH; 27.9,q]1.43,s,3H H:6.46 C:279/77.0/128.0 |- H:1.43
-OH -13.60,d (2.8), 1H H:526
N X
A
O 3
1N \6/ ~~ / \

i
N /‘\g/ \?/ \6/

i 1

O O

~ OH

6’OMe-deflexachalcone




ANNEXE-5-

Spectre 'H RMN de MK57-1 dans CDCl,
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ANNEXE-6-

Spectre Infra-Rouge de MK57-1 dans CHCl,

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600



ANNEXE-7-

Spectre RMN COSY de MKS57-1 dans CDCl;
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ANNEXE-8-

Spectre RMN HMQC de MK57-1 dans CDCl;
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ANNEXE-9-

Chromatogramme GC-MS de MK57-2

(6°O-méthvipongachalcone: 63.35 min)

Aaialaridadt e

TIC: MKS5A-5. D
550000 &
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450000

400000

350000
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250000
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150000

100000
File: CAHPCHEMAINDATAMKSSA-5.D

Date Acquired: 27 Apr 2004 13:39 q

Me.thw‘ File: ANGEL&IS e e

dmple Nd'm o0orhag. ooﬂe 30 ooe‘? 40 00 50 00 ao 00 70.00 80.00
M-sc Info:  E2ZO(CCM)

vial Number: 2

Search Librarics: CA\DATABASEV\AMUSALL Minimum Quality: 80
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tinknown Spectrum:  Apex
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Pk# RT Arca% Library/iD Reft  CASH# Qual
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ANNEXE-10-

Specire de masse de la 6’O-méthylpongachalcone
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Cor Har Oy (350)

Fractions

GC-MS,

Kl

MKS§7-2

2868,

3N TT7OY 6301 SH2) 4300 %

fragmentation

ANNEXE-

Tableau RMN de MK57-2 dans CDCl;

350(14);

11-

Carbone

‘ 3 C,mult. | 3'H, mult. (J en Hz),° Corrélations
N° ppm ppm COSY
1 1349, s - -
2 128.5,d 7.53,m, 111 H:7.37
3 1288,d| 737.m.1H H:737/7.53
4 128.7.d] 737, m, IH H: 737
5 1288,d| 737, m, IH H:7.37/ 753
6 1285.d} 753, m, [H H:7.37
7 127.7.d| 7.41.d{16.1), IH H:7.01
8 130.4,d| 7.00,d{6.1), IH H:741
9 1942,5] - H -
P’ 125.5,s] - H:-
2° IS8.2, 51 - -
3 96.2,d| 625,s, IH .-
4 156.1,s] - H -
5 1080,5| - H -
6’ 1548, - b -
2 769,85 - H -
3" 116.3,d| 5.55,d(9.8), 1H H:6.52
4" 116.6,d| 6.52,d(9.8), IH H:5.55
2°-OCH; 55.9,q1 3.75.5 3H Ho:-
6'-OCH,; 63.4,q] 3.74.s,3H H:-
2-CH; 27.9.q} 1.46,s 3H te-
2-CH;, 27.9,q1 146.5s, 31 ol He- )

335(100%.305(1);

291(3):

207671



ANNEXE-12-

Spectre '"H RMN de MK57-2 dans CDCl,
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ANNEXE-13-

Cay Har O4 (350) MKS7-3

Fractions GC-MS. fragmentation 350(14): 335(100):305(1); 291¢3y, 217 167(1): 131{d):103(9nT77(9): 63(5 )

SEC 4301

Ki: 2648

{u]g):‘ -

L

Tableau RMN de MK57-3 dans CDCls

Carbone | 5 Comult. | 8'H, mult. (Jen M2l int. | Coreerations COSY | Corrétations IIMBC
n ppm ppm
! 1349.s | -
2 | 12774 | 755 m il
3 1294.d | 7.25.m. IH
4 1287.d | 7.25.m. IH
5 129.4.d | 7.25.m, 1H
6 1277.d | 7.53,m. 11 o
7 1275.d | 6.46,d(12.8). 1H B ) '
8 1304.d | 688 d(12.8), IH
9 19425 | -
I 12555 | - ——
2 1582 s | - s
RE 96.0.d | 6.07.s. IH T
kN 1563, s -
5 108.0,s | -
3 156.0.s | - o e
2 S e O
o 163.d | 550,d(9.8) 11 o .
4 116.6,d | 6.44.d(9.8). 11 - e e
Me-2" 279.q | 1.40,s. 6H e s
MeO-2’ 35.8.¢q 3.73,s.3H
McO-6 63.4.q 3.74.5.3H - A -

.

Cis-6"OMe-pongachalcone




ANNEXE-14-

Spectre 'H RMN de MK57-3 dans CDCl;
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ANNEXE-15-

Spectre 'H RMN du mélange MKS7-2 et MKS7-3
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ANNEXE-16-

Chromatogramme GC-MS de MK57-4

STEIRIS P IR TA

TIC: MK57-4.D
42.26

500000

450000

400000

350000 i
300000 i
250000
200000
15000C ¢ g3
100000 1 | 66.45

50000
‘ 62 99
i |

— L kd

) 0 A ‘v" R .. . T
Informanon 39 0o 120.00  30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

File: CarnrCHEM A TAwWIRD 741
Punes - Operator. . B M.
Date Acquired: 3 Jul 2004 7:37
Mcthod File: ANGEL&LS
Sample Name:  inconnu-mk
Misc Info: a compléter
Vial Number: 1
Scarch Libraries: CADATABASEAMAMUSA L Minimum Quality: 80
CADATABASIANBS49K 1, Minimum Quality: 20
Unknown Spectrum: Apex
Integration Fvents: Chemstation Integrator - autointl ¢

Pk# RT  Arca% I.ibrary/ID Ref CASH# Qual
I 683 2641 CADATABASEMAMUSALL
henzaldehyvde 1805 001000-00-0 96
ACETOPHENONI DBS-551 3042 000000-00-0 50
BENZALDEHYDE DB3-353 3346 000000-00-0 42
2 4226 61.39 CADATABASENAMUSALL
isoevodionol 4621 001999-42-3 99
nitida-2 4505 003522-794 2
Bupl-41 908 003308-75-2 1
306300 192 CADATABASEAAMUSALL
0-Me pongachalcone <CIS> 4624 002659-58-8 91
)-Mc pongachalcone <TRANS> 4623 002868-63-5 64
46646 1027 CADATABASINAMUSALL
pongachalcone 4622 003036-66-4 99
ENCECALIN DBS-2466 3354 000000-00-0 2

galactose pic mmoritaire 2263 000000-25-0 2

90.00



Spectre de masse de
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I’isoevodionol
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ANNEXE-18-
CobLOs (354) MKST7-4
Fractions GC-MS [354-C;H,01=248(21); 233(100); 215(25); 200(7): 191(4); 109(7); 77(5); 69(4);
65(2); 63(2); 53(3); 51(3); 43(13)
IR: OH (369 Tem” e13410 em™), C-O (1681ent™), C-0 (1466 em™), € -C (1602em™ et 1633 em™)

[als™ 126
K1 20158

Tableau RMN de MK57-4 dans CDCls

Carbone | 5 C, mult. | & 'H, mult. (J en He), © Corrélations | Corrélations | NOESY
N bpm | ppn COSY HMBC
1 143.1.s}-
2 125.9.d;7.42,d(7.1), IH b 7.37
3 128.5,d17.37. t((7.1). IH H:7.42/7.29
4 125.6.d17.29. m(7.1). IH H:737
5 128.5,d17.37, (7.0, 1H I:7.42/7.29
e 125.9.d]7.42, d(7.1), 1} H:7.37
7 70.3,d|5.28. dd (9.3/2.8). IH H: 335/ 3.45/
3.73 B I
8 52.7,113.35,dd (9.3/ 18.1), \H(Hy,) | 11:5.28/3.45 R
L 345, dd 2.8/ 18.1), TH(Hw) [11:528/335 | 1 o
9 203.6,8-
B 1725~
2 158.7,s| - i R
3 914,d[587.s, IH H: 3.79
4 157.1.s] -
s 10935 -
6’ 159.6. 5| -
2" 772,51~ ,
37 115.9,d{5.46, d (9.8). I t - 6.66 o lIh 606
4" 1275d16.66,d (9.8). TH H:5.46 i 5.46/
13.97
MeO-2' 55.7.q]3.79, 5. 3H H: 5.87
Me-2"2a 284, q|1.44,s,3H ] |
Me-2"b 24.4,q| 1.44,s.3H
HO-7 3.73,d (3.0). 1H H:528
HO-6° 13.97.s, IH _,._.w o 666

ANNEXE-19-



O O OH

MK 57-4 (deflexachalcone)



ANNEXE-20-

Spectre 'H RMN de MK57-4 dans CDCl,
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ANNEXE-21-

Tableau RMN de MK57-7dans CDCls

y i < : T
Rt ool | 5 W, mult. (J en He), © Corrélations COSY | Corrélations | NOESY
ppm ppm HMBC
2 722,d14.92.d(1.8) IH H:3.8/47/4.61 -
3 44.6,512.8,d(4.0) IH H:4.92
4 188.9, s H
5 130.0,d | 6.50,d (8.6). H H:7.83
6 104.8,d|7.83,d(8.6). H 1:6.50
I 7 1674,s - H:
8 1104,5] - H: B B
9 157.9.s] - H: ]
10 113.3,s]- TE o
P 1130, 5] - H:
2’ 149.5, s | - TR
3 100.9,d]6.77. s, IH H :3.76/ 3.80
Iy 143.0, s | - H:
5 1439, s~ H:
6’ 112.6,d]6.45, 5. 1H 1:3.76
2 87.8.5]5.23,t(8.0), I H :2.96/3.33
3 474,4d]|- H:
4> 110.4,1]14.93. s, Hy-, Hy: 5.07/1.76
507, s Hewp Hyp 4.93/ 1,76
H,C-2" 31.3,112.96.dd. (8.1/15.9). Ha, | Hyyr 3.33/5.23
3.33, dd. (9.84/ 15.9), Hy, | Hop: 2.96/5.23
H,C-2 66.3.t14.17,d (12.1), H, H.,: 4.61/4.92
461, dd. (3/ 11.8). Hy, Hay: 4.17/4.92
Me-3” 17.1,q| 1.76.s, 3H H:4.93/5.07
MeO-4" 56.3,q3.80, s, 3H H:
MceO-5° 55.8,q13.76. 5, 3H 1:

Roténone

<




ANNEXE-22-

Spectre infra-rouge de MK57-7 (roténone) dans CHCl;

IO 30 HO 210 V0 MO a0



ANNEXE-23-

Spectre 'H RMN de MK57-7 dans CDCl;
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(‘,arllone 8 °C, mult. | & 'H, mult. (J en Hz), int. Corrélations Corrélations NOESY
" ppm | ppm COSY HMBC
2 76.1,d]4.58,d(2.0), IH H: 4.47/4.59 C:
3 67.6,s(- C:
4 191.1,s] - C:
5 105.4,d16.52,d (8.6), 1 H: 7.81 C:
6 130.1,d}7.81,d(8.6), IH H: 6.52 C:
7 1577, s - C:
8 113.2,s]- C:
9 168.1. s - C:
10 7, s |-
I’ 148.4,s |-
2 108.8,s | - C:
RN 109.3, dv 6.54,s, IH C:
4 144.0,s1- C:
5 151.1,s]- C:
6 101.1,d}16.47,s, IH C: 148.8/151.1
PAM 88.0,d|521,t(9.0), IH H:2.92/3.28 C:
3 142.9,s |- C:
4 112.7,t]5.06, s, 1Hy, C:
4.93,s, 1Hy, C:
H2C-2” 31.2,t13.28,  dd.  (15.6/9.9),| H:5.21/2.92 C:
2”‘;?Zl dd. (15.6/8.0),} H: 5.21/3.28 C:
1H>y
MeO-4° 5§5.9,q(3.72.s,3H C: 1440
McO-5° 56.4,q|3.81,s.3H C: 1511
Me-3"’ 17.1,q]1.75,s,3H C:
88.0/113.2/142.9
H2C-2 63.9,1t14.59,dd. (12/2), 1H,, H: 4.58/4.47 C:
4.47,dd., (12/2), 111y, H: 4.58/4.59 C:
HO-3 445, 1H C:76.1




ANNEXE-25-

Spectre 'H RMN de MK57-8 dans CDCl,
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ANNEXE-26-

(o1 Ha Oy (336) = Pongachaleone

o

[(\1][)“5: L6

Tableau RMN de MK57-10 dans CDCls

[EPS i N
Car\li)oone 8 7C, muit. | 3 'H, mult. (J en Hz), ° Corrélations Corrélations NOESY
: ppm ; ppm COSY HMBC
] -
2 7.60,d(8), IH H:740
3 7.40, m(6), |H H: 7.60
4 7.40, m (6), IH H:7.60
5 7.40, m (6), 111 H:7.60
6 7.60, d (8), 1H H: 7.40
7 7.88.d (16). 111 1:7.77
8 7.77.d(16), 1H H: 788
9 -
I’ -
2 -
k) 5.93,s5 IH H:3.92
4 -
5 -
6’ -
2!’ -
3 5.47,d(9.8), IH H:6.69 H:6.69
4 6.69,d(9.8), 1H H: 547 H: 547/ 14.51
Me()-2’ 3.92, s, 3H H:5.93
Mc-2"a 146, s, 3H B
Me-2""h 1.46, s, 3H
HO-6° 1451, s, 1H 1:6.69
b \L MK57-10
A oo
“‘;,(/ \\< .T/ H
i o
\{/ \Tf/
,/O L*\\
|
L
PR
1)

Pongachalcone




ANNEXE-27-

C3;H305 = S-hydrexyroténone

Tableau RMN de MK57-11 dans CDCl;

Carbone | 3 “C,mult.| & 'H,mult. (Jen H2).® | (o rarations COSY | Corrélations HMBC
N ppm | __ppm
1 - -
2 3.84,d(4.0), 1H T
3 4.87.d(4.0), IH
4 -
5 -
6 6.01,s, IH
7 -
8 -
() -
10 -
1’ -
2 -
3 6.48, s, IH
4’ -
5 -
6 6.85
2" 5.19,1(9.0), IH
3” -
4 493, 5 Hyy
5.05.s, Hy
CH2-2 416, dd (4.0/ 11.3), Ha,
O 4.59,dd(3.2/11.8). Hy, | )
CH2" | 2.85, dd (8.0/16.0) Hy-,
3.24,dd (9.0/ 16.0) H,-,
Mc-3" 1.75.s, 3H
MeO-4° 3.79. s, 3H
MecO-5' 3.82,s, 3H
HO-5 1241, s, IH
H
g H
by
SNy "



ANNEXE-28-

Spectre 'H RMN de MK57-11 dans CDCI,
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ANNEXE-29-

Chromatogramme GC-MS de MKS57-14 avec des alcanes de C;, a Cy,

Abundance

TIC: MK110-8A.D

110000 43 97

100000
80000
80000
70000
60000 6.80 59 50

50000 4922 61.60

40000 | |
30000

[\

N

Na

(620

PR

R
w0
——

|
%
20000 | |
1ooooig | %753426Ll

' N 3
0 ~ \“‘WW\.M e, U N f— \_.;\,J\_gwmmvu_.__...,uwum—v

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80 00 90.00
Tinez--2



Spectre de masse de MK57-14
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{eiias
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18800
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ANNEXE-30-

L ATIGC1 T 1 BT 200215

180 200 220 240 260

209
261
264
370
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309
250
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264

abund.
23624

3953
8175
B3N
6738
(412
2188

Scan 2106 (43,957 min): 82 D

2631

L2

231

2

207 .00 287 230,08 R3D 25000
208 V0 341 2305 2830 25000
21110 279 23204 1700 25190
21500 T03 23395 379 25100
206.00 40t 23595 700 25405
217.00 489 13695 434 26105
21890 201 238.00 P99 26208
121.00 335 239.00 355 20308
RESNUN] 318 243.00 DAY N SN

3 A

280 300

A
(RN

215
9737
j77
350

203
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Canl13:04 (402)
Fraction GC : MK94-D, le produit subit une décomposition thermique dans 'injecteur (rétro-

ANNEXE-31-

MK94-D

aldol) donnant le benzaldéhyde et le 47"-chloro, méthyl-cvodionol

MS ( 47" -chloro,méthyl-evodionol) : 298 (8.41 ), 297 ( 4.34), 296 (26.29 ).284 (5.51 ).

(31.90), 282 (15.43). 281 (100),

262 (6.92 ), 261 (37.95 ). 253 (6.04 ), 251 (17.34 ), 231 (11.04 ), 223 (1.24 ). 77 (4.61 1. 43

(15.15)

Tableau RMN de MK94-D (MK 57-14) dans CDCl;

Carbone | 8°C, mult. |5 "W, mult. Jen Hohint. | (orritations | NOESY
" ppm | ppm COSY
] 14185 -
2 125.8, d]7.40,d (7.0), H 7.34
3 1284, d|7.34.1(7.5), IH 7.26/ 7.40
4 127.5, d17.26 overlapped 7.34
5 128.4,d|7.34,1(7.5), 1H 7.26/ 7.40 .
6 125.8,d[7.40,d (7.0), IH 7.34
7 70.4, d|5.27. dd. (9.0/ 3.0) 3.17/3.24
8 535.¢[324,dd. 3.0/ 176), IH [3.17/527
3.17,dd. (9.0/17.6), IH  [3.24/527
9 1968. 5] -
r 1154.s] -
2 159.7,s | -
3 96.2,d]6.21.s, IH H:3.76
4 15525 -
3 65.9.d]-
6 167.0,s] -
S 84.0.s]- T
3 1382, 5~
4" 127.5.d]6.60.s, IH H:3.74
Me-2" 25.8.q|1.53.5.3H
M2 25.8.q1 1.60. s, 3H
MeO-2" 156.0.q|3.76, s, 3H* H: 621
McO-6 '64.0.q|3.74, s, 3H* H : 6,60
1o -13.50,d.(3.0) 1H




ANNEXE-32-

Spectre 'H RMN de MK57-14 dans CDCl;,

- .
. . -
N . -
- - S I
< -+ —~ “
o o N ©
- . i
|
i i
|
1 f
!
|
|
|
1
|
|
K |
N i
!
§
; |
l f
i
i
!
]
|
i
i i i
Fh f ] . I3 2l PR t Ao
. i ES £ o i o
‘ = < - - - -
~ ENES @ e e < x e
2 SN N s N o
e < - = « .
v 58 " 5 o ' o I »

~ : ~ ,

P . .

- \'

Tt b - N =
NS -4 13” e - o~

Wmmw M&me
N ; P | h )
. i i

i1 i T [ il f RR7) 2 1 i

i
R ey i o P P tid ira pie fueg %

pym



1400000

ANNEXE-33-

Chromatogramme GC-MS de MKS57-15

TIC: MK110-9.D

42 .3z

|
|

1300000

1200000

1100000

1000000

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Foorvnes

a442.83
34 .31 [

[ )

O PR VO S e, e e e

fnformation A0 08 2000 30.00  40.00 50.00

" File: CAHPCHEMARDATA\MKI10-9.D

Operator: - B.M.
Date Acquired: 22 Nov 2004 8:19
Mcthod File: ANGEL&1S
Sample Name:  Tephrosia deflexa-gousse
Misc Into:  frac de chromato MK85-17
Vial Number:

Scarch Librarics: CADATABASIAMAMUSALL

CADATABASIANBS49K 1.

Uinknown Spectrum: - Apex

Integration Events: Chemstation Integrator - autointl ¢

Pk# RT Arca% Library/t1) Ret#  CAS# Qual

Minimum Quality: 80
Minimum Quality: 20

60.00

70.00 80.00

b 3431 1.23 CADATABASIANBS49K 1,
2-Butanone. 3-phenyl- 7905 000769-59-5 43
| -Naphthalenol. 56,7 8-tetrahydro 7926 000529-35-1 43
Benzene, t-methoxy-4-(1-propenyl)- 7894 000104-46-1 38
2 40.83 148 CADATABASEANBS49K 1.
Quinoline. 5.6.7 8-tetrahydro-3-me 7732 028712-62-1 35
Isoquinoline, 5.6,7.8-tctrahydro-3 7727 037009-20-4 32
{H-Indot-4-0l. 3-methyl- 7712 001125-31-1 25
342319474 CADATABASEANBS49K.T
2-Butanone, 3-phenyl- 7905 G00769-59-5 S0
I-Naphthalenol, 5.6.7 8-tetrahydro - 7926 000529-35-1 43
Benzene cthanamine, 3-methoxy-N-met 29916 052059-58-2 37
44283 256 CDATABASEANBS49K 1.
1.3.2-Dioxaborolane, 2-phenyl- 7855 004406-72-8 27
3-Cvelohexen-1-of, S-methylene-6-( 8299 (054274-41-8 27
| -Naphthalenol. 5,6.7 8-tctrahydro 7926 000529-35-1 22

90.00



ANNEXE-34-

Spectre de masse de MKS7-15

ANbuigncdanae:
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Scan 2008 (42.146 min): 9.D
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105
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{

174 185

1566

142,05 1197
Scan 2008 (12,146 min). 9. 143.05 6094
Tephrosia deflesa-gousse 14405 3273
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ANNEXE-35-

Tableau RMN de MK 57-15 dans CDCl;

[ )
¢ arl!)one 3 'H, mult. (J en Hz), Corrélations COSY | Corrélations HMBC
Ne ppm
l -
2 4.66, 5, 2H H: 7.29 T
3 -
o4 1 1273.41729.d(80). 1H  jH:718  1C:1385
5 7.18.d(7.8), IH I1:7.29/ 4.66 - 1385
6 7.18,d (8.0). 1H H : 7.29/ 4.66
7 7.29,d(7.8), IH H:7.18 )
8
1 270, m(12.8/68), 1H [H: 1.25/ 140/ ’
1.50
2 1.40, m. 2H H: 401/ 1.50/
2.71 N
k3 1.50, m, 2H H:4.01/1.40/2.71
S 4.01,q(6.0/12.5), IH | H: 1.40/ 1.50
S?
6 4.81.d(1.5), H6'a H:1.64
4.90. s, H6'b
CH;-1’ 22.5.q(1.25,dd(2.3/7.0),3H [H:2.71 ©132.9/39.6/ 147.0
CH;-5° 174, q | 1.64.d(5.8), 3H H:4.81/4.90 Y 76.0/ 1111

4

MKS57-15




ANNEXE-36-

Spectre "H RMN de MK57-15 dans CDCl,
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ANNEXE-37-

Spectre RMN COSY de MK57-15
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speetre RMN HMQC de MKS7-15
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ANNEXE-38-

40

70

6.8

&0

bosn

60

7C

- 8D

$0



ANNEXE-39-

Spectre RMN HMBC de MKS7-15
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Titre 1 Contrsbution 4 Panalyse de fa composition chimique de Toplvosic dofleva Bak.
Doctorat de 3™ Cyele en Chimie et Biochimie des Produits Naturels

Biate et licu de soufenance - 05 Mars 2005-Faculté des Sciences of Techniques (UCAD)

Jurs Preadent DIENG Samba Maitre de Contérences FSTAUCADY
Membres NONGONIERMA Antoine Professcur HAN(CAD)
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BOULANGER Anna Maitre de Confrences FST (UHA)
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RESUME

Le wavail exposd dans cette these concerne une partic de Panalyvse de la compasition chimigue
{anadyse de T compaosition en poly phiénols) de Tephrosia defleva k. Plante herbacée do ta emitic dos
Fabaceae weeolté au Sénégal.

Cing nouvelles structiires ont $te isolées des graimes of des gousses (MKS7-1 MK37-3 0 MRKS7-4 ¢
MRS7- 14 et MKS7-15). La derniére est en court d’analyse complémentaire pour contirmer on mitrmer
strocture qui serait ene nouvetle famille de molceules jusque 1 jamats trouver dans les plantes. Lt cing antres
structures déja rencontrées dans d autres espéees de Tephrosia (la pongachaleone, fa 6" OMcepongachalcone. fa
sotenene. la 3-hydroxyroténone et la S-hydroxyroténone).

L extraction a été faite par macération a température ambiante (¢ther ot ¢thanol) des poudres de rines
et de gousses. Les extraits ont 66 purihids par des méthodes chromatographiques @ colonne vuvert, COM
(Chromatographie sur Couche Mince) et HPLC (Chromatographie sur Colonne Haute Performance).

I clucidation des structures a ét¢ possible grice aux noavelles techniques comme @ la GO MS (pour [
masse . la polarimetre (pour le pouvoir rotatoire). IR (pour identifier certaines fonctions) ot la RMN 1D '
FCODEPTY et 2D ('H-"HCosy, 'H-"C HMQC. 'H-""C HMBC) pour donner plus de précision sur les structures
chimigues,

Nous avons ensuaite testé Pactivile antibiotique des cing nouvelles structures sur deux bactéries
Bucittuy pumilus (Gram+) ot Psewdomonas putida (Gram-). La premicre a donnd apres 24 heeres J mcabation
des resultats satisfaisants sur quatre composés (MKS7-1, MKS7-3. MK37-4. MKST-14) alors dans fe meme
temps dincubation la seconde bactérie n'a pas && inhibde.

Mats-cles - Teplirasia deflexa ; Fubaceae ; poly phénol  GC/MS TIR - Polarimetrie 1 RMN

YVRA7-1: 6°OMedeflesachaleone MRKS7-8: 3-Hydroxyrotéaone MKS7-2: 6'OMepongachalcone MKS7-40: Poaguchalcone

MAS7-3: eis-0"OMepongachaleone MKS7-T1: S-hydrovsrotéanne

MAS7- 143 eihore. 6 G ledeResachaleone ATRST-7: Roténose MKRT (S




Abstract

Phe dissertation s about the isolation and structure clucidation andsor identification ot ten (1uy
meteeufes from Fabacceae species: Tephrosi deflexa, an endemic species of Sencgal.
Pive molecules have new structure (MRKS7-1, MK37-3. MK 374 MK S7-40, MK 372195 ive (55 others
hve afready been isolated from other species (rotenone, 3-hyvdroxyrotenen. S-hydroxyrotenon, nonuschalcon
o O e-ponzacihideon).
Fhe molecules can be classified into three (3) categorics:
o Chalcons: MKS7-1: MKS7-2: MK S7-3; MK57-44: MKS’?-H]; MKS7-144
o Rotenoids: MKS7-7: MKS7-8: MK57-11
s Alksbenzene: MKS7-15
'he isolation has been made by maceration (room temperature, cther and ethylalcoholy and purilication
by chromatouraphic techniques among which analytic and preparative HPLC using various solid supports.
The structures have been elucidated by spectrometric methods: GC'MS and 1D ('HL PCL DEPL. yand
2D CH-TH Cosy. 'H-C HMQC, TH-PC HMBC) NMR.
DEPT 135 experiments have allowed the distinction between methyl, methylene, and methine carbon atoms.
The *H-"H homonuclear correlations have been done with cosy NMR spectra. Direct 'H-1'C
heteronuelear correlations have been done with HMQC NMR spectra, while HMBC NMR techniques have been
used tor long distance ones,
Four molecules. out of the five new ones, have showed antibiotic propertics.
o Keywords: Tephrosia deflexa; Fabaceae: polyphenol; GC/MS, IR, Polarimdtry, RMN,
Antibiogram

MKA7-1: 6°OMedeflexachalcone MRSI7-8: 3-Hydrovyroténone  MKS7-1: 6’OMepongachalcone MKS7-10: Ponguachaleone
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MKST-3: cis-0"OMepongachalcone MKS7-11: S-hydroxyroténone  MAS7-4: Deflexachaleone MRKE7-7: Roténene
T R N <
! ‘ ,x. > 5
u,\l(«jj’ O . o O\H \
N SN H Y SN
Ty TG oy
) -
MERT 18 Y ehlora 6" OMedeflexachalcone MK57-15
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