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Depuis quelques années, le développement durable s’inscrit dans les débats publics et
politiques. C’est un développement qui répond aux besoins du présent sans compromettre la
capacité des générations futures a répondre a leurs propres besoins. Ce concept représente un
nouveau défi pour la recherche scientifique [1] et s’articule autour de grands axes thématiques

tels que la sécurité alimentaire, I’énergie, la santé et 1I’environnement.

La flore tropicale, riche et diversifiée contient une multitude de plantes qui contribuent
a la satisfaction des besoins nutritionnels, médicinaux et a I’activité économique des
populations [2]. La connaissance et la gestion de cette biodiversité végétale sont des
composantes importantes de sa durabilité dont dépendent, directement ou indirectement, les
sociétés humaines, et donc le développement durable [1]. L’étude des plantes possédant des
propriétés potentiellement valorisables dans les domaines médicinal et alimentaire est

d’actualité.

Dans le domaine médicinal, le phénomeéne d’effet secondaire des produits
pharmaceutiques et la résistance des bactéries face aux antibiotiques, représentent un frein au
développement. Ainsi, 1’utilisation des produits naturels bioactifs, comme solution est
d’actualité. Conscient de ce fait, 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) mene un
programme de promotion et de développement des médicaments traditionnels utilisés par plus
de 80% de la population du tiers-monde [3]. Aujourd’hui, la médecine traditionnelle, qui
utilise les plantes dans les soins, est en expansion mais I’insuffisance de bases scientifiques

limite I’usage de certaines plantes.

Dans le domaine alimentaire, pour faire face a la crise alimentaire qui secoue le monde
entier depuis quelques années, la valorisation de nos matieres premieres agricoles s’impose.
Ainsi, plusieurs études menées sur les huiles végétales ont montré qu’elles sont riches en

acides gras essentiels que 1’organisme ne peut synthétiser [4, 5].

Face a ce défi, deux ressources naturelles insuffisamment valorisées, ont
particulierement retenu notre attention. Ce sont Santaloides afzelii et les amandes de

Mangifera indica.

Mangifera indica (la mangue), cultivée pour sa douce saveur, constitue une alternative
importante en agro-industrie a cause de sa composition physico-chimique et de ses propriétés
nutritionnelles [6, 7]. Plusieurs études réalisées sur différents organes de M. indica (feuilles,

racines, écorces, fleurs, fruits) ont montré leurs richesses en métabolites secondaires [8-10].
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Son noyau, apres l'extraction de la pulpe, est généralement abandonné dans la nature,
constituant ainsi un déchet agricole et posant un probleme de salubrité. Des études réalisées
sur I’amande du fruit de M. indica ont montré la présence de composés polyphénoliques [11],
connus pour leurs vastes domaines d’activités biologiques. Cependant, trés peu d’études ont
été réalisées sur les especes de Cote d’Ivoire a notre connaissance. C’est ce qui justifie le

choix de son étude afin de mieux le valoriser.

Les études chimiques réalisées sur la famille des Connaraceae, ont montré leurs
richesses en triterpenes [12] et en composés phénoliques notamment les flavonoides [13]. Ces
derniers sont largement présents dans le regne végétal et représentent une catégorie tres
importante de métabolites secondaires avec de multiples propriétés biologiques. Dans les pays
tropicaux, en particulier en Cote d'Ivoire, 1’espéce Santaloides afzelii, qui appartient a la
famille des Connaraceae, est souvent employé pour le traitement de divers maux [14, 15] tels
que les maux de ventre et les douleurs musculaire [19] et pour ses propriétés médico-
magiques [16], aphrodisiaques et analgésiques [19]. Cependant, cette plante n’a jamais fait

I’objet d’¢étude phytochimique a notre connaissance.

C’est dans ce contexte que le Laboratoire des Procédés Industriels de Synthese, de
I’Environnement et des Energies Nouvelles (LAPISEN) de I’Institut National Polytechnique
Félix HOUPHOUET- BOIGNY (INP-HB) de Yamoussoukro (Céte d’Ivoire) en collaboration
avec le Laboratoire de Chimie Organique Structurale de 1’Université Félix HOUPHOUET-
BOIGNY (Ex Université de Cocody-Abidjan) (Cote d’Ivoire) a entrepris ce projet intitulé
«Contribution a I’étude phytochimique de Santaloides afzelii R.Br. (Connaraceae) et des

amandes de Mangifera indica LLam (Anacardiaceae)».

Cette étude a pour objectif la valorisation de la biodiversité végétale peu ou sous-
utilisée par les communautés rurales de Cote d’Ivoire. Ce projet de recherche vise a
caractériser les extraits totaux et/ou fractions des organes selectionnés de ces deux plantes, a
établir la structure moléculaire des métabolites secondaires et a évaluer les activités

antibactérienne et antioxydante de quelques composés isolés.

Ce travail de thése s’articule autour de trois parties. La premiere partie, consacrée a la
revue bibliographique, aborde les généralités sur les plantes retenues et les métabolites
secondaires. La deuxieme partie présente le matériel végétal et les méthodes utilisées pour le

screening phytochimique, les analyses colorimétriques, 1’extraction ainsi que les méthodes
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chromatographiques, spectrales et physicochimiques. La troisieme partie présente les résultats
obtenus sur la caractérisation physicochimique, le screening phytochimique, dosage des

polyphénols et I’étude phytochimique des plantes étudiées suivis de leur discussion.
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CHAPITRE I : DESCRIPTION DES PLANTES ETUDIEES

Dans cette étude, les plantes étudiées sont Mangifera indica Lam. (Anacardiaceae) et

Santaloides afzelii R.Br. ex Planch (Connaraceae).

Ces deux plantes sont des angiospermes (Magnoliophyta) selon la classification de
Cronquist [17]. Elle est la derniere version des classifications majeures basées essentiellement
sur des criteres morphologiques, anatomiques et chimiques. Elle est encore utilisée dans de
nombreux ouvrages et bases de données comme le Systeme d’Information Taxonomique
Intégré (ITIS). Selon la classification de Cronquist 1981, les Anacardiaceae et les

Connaraceae sont issues de la méme sous-classe des Rosidae.
I- FAMILLE DES ANACARDIACEAE
I-1- Introduction

La famille des Anacardiaceae comprend 600 especes réparties en 70 genres. Ce sont

des arbres ou des arbustes des régions tempérées [18].

Les Anacardiaceae sont des dicotylédones appartenant a 1’ordre des Sapindales, qui
comprend également les Staphyleaceae, Melianthaceae, Bretschneideraceae, Akaniaceae,
Sapindaceae, Hippocastanaceae, Aceraceae, Burseraceae, Julianiaceae, Simaroubaceae,

Cneoraceae, Meliaceae, Rutaceae et Zygophyllaceae [17].

Parmi les Anacardiaceae, on trouve les genres suivants :
- Anacardium, avec l'anacardier qui fournit la noix de cajou ;
- Mangifera, avec le manguier qui produit les mangues ;
- Pistacia, avec le pistachier, qui donne les pistaches ;
- Rhus, avec les sumacs d’ou on tire des vernis.

Selon le rapport de la FAO publié en 2002, le fruit de Mangifera indica et Anacardium

occidentale (noix de cajou) sont parmi les Anacardiaceae les plus commercialisés au monde

[188].
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I-2- Présentation du genre Mangifera indica
I-2-1- Classification systématique
La position de M. indica dans la systématique est donnée dans le tableau 1.

Tableau 1: Position de M. indica dans la systématisation

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae

Genre Mangifera

Espece Indica

1I-2-2- Noms africains

Quelques noms africains de M. indica sont donnés dans le tableau 2.

Tableau 2: Quelques noms africains de M. indica

Pays Ethnies Noms
ANTILLES Créole Mangove
BENIN Fon ; Goun Manga ; mangatin
CONGO Akwa Onmangourou
Laali Moumago ; Manga
COTE D’IVOIRE | Baoulé Amango
Malinké Mangoro
GABON Apindji Weéba-montanga
NIGERIA Yoruba Mangoro
MALI Bambara Magoro
TOGO Ewé Mangoti
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I-2-3-Origine et distribution

La mangue fut mentionnée pour la premiere fois dans les écritures hindoues datant de
4 000 ans avant Jésus Christ. Elle est originaire des collines se trouvant au pied de I’Himalaya
entre 1’Inde et la Birmanie [20]. Quarante a soixante especes de cette variété sauvage poussent
encore en Inde et en Asie du sud-est. Ces fruits sont de petites tailles avec une texture tres

fibreuse et un gofit tres prononcé de térébenthine [21].

Des moines bouddhistes auraient exporté des plants de manguiers lors de leurs
voyages en Malaisie et en Asie de I’est aux IV et V° siecles avant Jésus Christ. Les Perses les
auraient ensuite introduits en Afrique au X° siecle. Vers le XVI° siécle, les Portugais ont

largement contribué a répandre la culture du manguier dans le reste du monde tropical.
I-2-4-Description botanique

Le manguier (M. indica) appartient a la méme famille que le pistachier et ’anacardier.
C’est un arbre sempervirent, aux feuilles longues et lancéolées. Les jeunes feuilles délicates
sont de couleur bronze alors que les anciennes sont coriaces, brillantes et vert-foncées. Les
panicules terminales regroupent plusieurs milliers de petites fleurs jaunatres ou rosées a cinq
pétales. Lors de chaque inflorescence, seules quelques fleurs se transforment en fruits. Les
manguiers atteignent leur pleine production vers 1'dge de 10 ans et peuvent produire de facon
rentable durant une bonne vingtaine d'années, l'arbre pouvant vivre plus de 100 ans et

atteindre 10 a 30 metres de haut [21, 22].
I-2-5-Fruit

La mangue (figure 1), fruit du manguier est ’'un des fruits tropicaux les plus
comestibles apres la banane, 'ananas, la papaye et 1'avocat. Elle est connue dans le monde
entier pour sa saveur incomparable. On la trouve sous des formes et des tailles tres variées :
ronde, ovale, allongée, plate ou en forme de cceur. Elle mesure 5 a 15 cm de large sur 7 a
25 cm de long. Son poids est compris entre 150 g et 2 kg. Sa peau est résistante, lisse et
parfumée, et se revét de jaune, d’orange, de rouge, de vert, de vert-rosé ou de plusieurs de ces
quatre couleurs a la fois selon la variété et la maturité. La pulpe est charnue, juteuse, sucrée,

légerement acidulée et parfois fibreuse [22].
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Figure 1: Photographie du fruit de M. indica

Avec un apport énergétique de 60 Cal pour 100g, la mangue est moins calorique que le
raisin (72 Cal), la cerise (68 Cal) et le kaki (64 Cal). Sa chair renferme en moyenne 14,3g de
glucides pour 100g, mais cette teneur peut parfois dépasser 20g selon le degré de maturité.
Les glucides de la mangue sont constituées en moyenne de 73% de saccharose, 20% de
fructose, 5% de glucose, ainsi que de sucres complexes en quantités minimes. Les protides et
les lipides sont tres peu abondants, comme dans la plupart des fruits frais. Leurs valeurs sont
respectivement de 0,6 et 0,1g pour 100g. Le gott acidulé de la mangue est di a la présence
d’une faible quantité d’acide citrique, et sa teneur en eau dépasse 83%. Dans la mangue, deux
vitamines sont présentes en quantité importante : la provitamine A (importante notamment
pour la vision et la peau) et la vitamine C. Les minéraux les plus abondants sont le potassium
(150mg/100g) et le fer qui atteint la teneur remarquable de 1,2mg pour 100g, alors que, dans

les autres fruits, celle-ci dépasse rarement 0,4mg [23].

Au cceur du fruit, se trouve un noyau plus ou moins plat et réniforme contenant une
amande qui représente environ 15% du fruit et protégée par une enveloppe ligneuse blanche.
Anigbogu et ses collaborateurs ont montré, en 2006, que ces amandes séchées, peuvent étre
incorporées jusqu'a 45% dans 1’alimentation des agneaux en croissance. Cette incorporation

augmente la croissance de 28% (de 951g a 1225g de matiere seche /jour) [24].
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I-2-6-Marché mondial de la mangue

Selon les données de la FAO [188], la mangue occupe la sixieme place dans la
production fruitiere mondiale, aprés 1’orange, la banane, le raisin, la pomme et la banane
plantain. En termes d'évolution, la production de mangue a augmenté de 50%
approximativement entre 1990 et 2001, ce qui plagait la mangue devant I'avocat et 1'ananas
dont les taux de croissance au cours de la méme période étaient respectivement de 30% et
22%. Les principaux pays producteurs mondiaux de mangues sont I’Inde avec prés de 46% de
la production mondiale, suivie de la Chine (12,8%), du Mexique (6%) et de la Thailande
(5.,4%).

Selon la FAO, le principal pays exportateur de mangue est le Mexique, avec plus 200
000 tonnes par an, soit 30% du marché mondial. Le second est le Brésil, avec 9,3% des parts
de marché. Il est suivi du Pakistan puis des Philippines. L’Inde, premier producteur mondial,
n’occupe que la cinquiéme place. En Afrique, les deux pays les plus présents sur le marché
mondial de la mangue sont la Cote d'Ivoire et I'Afrique du Sud qui occupent successivement

la 11°™ et 9°™ place dans le classement des exportateurs mondiaux [188].

En Cote d'Ivoire, la principale région de production de mangue est la région de
Korhogo (Nord) a environ 650 km d’Abidjan. D'autres zones de production existent, mais
elles sont encore peu exploitées en raison de la forte pluviométrie, propice a 1’apparition de
maladies (anthracnose). De nombreuses variétés de mangues sont produites, la plus
commercialisée est la variété Kent. Les récoltes commencent en mars et vont jusqu’en juillet

[25].

I-2-7-Vertus thérapeutiques

De nombreuses recherches effectuées sur différentes parties de M. indica ont indiqué
que cette plante possede un nombre important de propriétés pharmacologiques [22]. Les fruits
combattent le scorbut mais provoquent de violentes diarrhées lorsqu’on en consomme
abondamment. Pulvérisés, les noyaux sont recommandés en cas de diarrhées et
d’hémorroides. Les fleurs livrent des remedes pour le cceur, contre les vers et la dysenterie.
Les feuilles sont administrées en cas de fievre et sont diurétiques. Grace a sa haute teneur en
tanins, la décoction des feuilles agit contre les maux de la gorge, de la bouche et des dents
ainsi contre 1’asthme, la blennorragie, la dysenterie et la bronchite. Elles fournissent une
teinture jaune. L’écorce a aussi de nombreuses vertus curatives contre la dysenterie, la

blennorragie, les rhumatismes et les hémorroides [22].
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Les extraits riches en substances polyphénoliques des écorces de M. indica ont montré
in vitro une activité antiamibienne sur Entamoeba histolytica [26]. L’extrait a 1’éther de
pétrole d’écorces a présenté une activité insecticide sur Rhodnius neglectus [27]. L’extrait a
I’éthanol 95 % des feuilles séchées de M. indica a présenté une activité antibactérienne sur
Escherichia coli et Staphylococcus aureus [28]. L’extrait obtenu apres digestion aqueuse de
feuilles est actif sur Sarcinia lutea et Staphylococcus aureus [29]. L’extrait au méthanol
d’écorces est actif sur Klebsiella pneumonia et Staphylococcus aureus avec une CMI de 125
pg/mL [30]. L’extrait aqueux de I’écorce de tronc de M. indica a montré de réelles activités
analgésiques et anti-inflammatoires dues a la présence de substances polyphénoliques [31].
L’extrait au méthanol de 1’écorce de la tige a montré une puissante activité anti-oxydante due

a la présence de mangiférine [32] et une activité anticancéreuse [33].
I-2-8- Données phytochimiques

La revue de la littérature scientifique montre que Mangifera indica a fait 1’objet de

nombreuses études phytochimiques. Tous les organes de la plante ont été analysés.

Anjaneyulu et ses collaborateurs ont isolé des racines de M. indica, des triterpénoides
[10]. On retrouve dans les tiges des tanins, des pigments de type xanthone tel que la
mangiférine [9]. Dans le fruit, les familles de substances isolées sont nombreuses
hydrocarbures, esters, aldéhydes et cétones, alcools et lactones [8]. La peau de mangue a
montré une bonne activité antioxydante due a la présence de polyphénols et de flavonoides

[34].

HO o OH
Mangiférine

En fait, parmi les fruits tropicaux, la mangue miire renferme une quantité importante
de composés phénoliques [35]. La mangue est également caractérisée par sa teneur €levée en
mangiférine et en gallotanins, composés phénoliques faisant partie de la famille des xanthones

et des tanins [36].
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I-3-Etudes antérieures sur I’amande du fruit de Mangifera Indica

La mangue, cultivée pour sa douce saveur, constitue une alternative importante de
résidus agro-industriels a cause de sa composition physico-chimique et de ses propriétés
nutritionnelles [37]. Son noyau est généralement abandonné dans la nature, posant un
probléme de salubrité, alors qu’il posséde plusieurs propriétés biologiques : anti-diarrhéique

[38], antibactérienne [39] et antioxydante [37].

En 2008, Riberio et Barbosa ont montré que I’extrait hydro-alcoolique de 1’amande de
mangue est riche en composés phénoliques [11], substances que 1’on retrouve dans les
aliments d’origine végétale. Les polyphénols que I’on rencontre dans les amandes sont: les
acides phénoliques [40], I’acide éllagique [41], les xanthones-C-glycosides, les gallotanins

[40] et 1a benzophénone [42].

L’extrait a 1’éthanol de I’amande de mangue a montré des activités antibactériennes,

antifongiques, anti-inflammatoires et antalgiques [43].
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IT : FAMILLE DES CONNARACEAE

II-1- Introduction

La famille des Connaraceae est une famille de plantes dicotylédones qui comprend
300 a 350 especes réparties en 3 a 12 genres. Ce sont des arbres, des arbustes ou le plus

souvent des lianes des zones tropicales [18].

La famille des Connaraceae regroupe un nombre trés important de genres ou sous-
familles. On distingue les genres Agelaea (Agelaea trinervis), Byrsocarpus (Byrsocarpus
coccineus), Connarus (Connarus championii et Connarus conchocarpus), Rourea (Rourea
minor), Santaloides (Santaloides afzelii), Cnestis (Cnestis palaba, Cnestis ferruginea et
Cnestis glabra), Manotes (Manotes longiflora), Ellipanthus, Hemandradenia, Jollydora,

genre Pseudoconnarus, genre Vismianthus.

En Cote d’Ivoire, sont représentés les genres : Connarus, Agelaea, Manotes, Cnestis,
Byrsocarpus, Santaloides [44]. Le genre Santaloides afzelii se rencontre dans les villes

Korhogo, Boundiali et Toumodi [45].

I1-2- Présentation du genre Santaloides afzelii
I1-2-1- Classification systématique
La position de Santaloides afzelii dans la systématique est donnée par le tableau 3.

Tableau 3: Position de S. afzelii dans la systématique

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Rosales

Famille Connaraceae

Genre Santaloides

Espece Afzelii
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II-2-2-Noms africains

Quelques noms africains de S. afzelii sont donnés dans le tableau 4.

Tableau 4: Quelques noms africains de S. afzelii

Pays Ethnies Noms
DAHOMEY Batonnun Marisoma ou Sessenfergu
gbe-fon Ganganrissé
GHANA akan-brong Huma-tarakwa
GUINEE manding-maninka Kononi soro
Abouré Ekapa
COTE D’IVOIRE | Baoulé Niama boboahué
Gagou Botrobatra tiama
manding-maninka Déni m’bro / Konoré soro
NIGER fula-fulfulde Yangara buhili
Hausa Kimbar mahalbaa
NIGERIA Eggon Mbaching

I1-2-3-Origine et distribution

Ce sont des arbres, des arbustes ou le plus souvent des lianes des zones tropicales [18].

Elle est largement dispersée en Afrique tropicale (du Sénégal au Cameroun et du Soudan au

Zimbabwe). En Cote d’Ivoire, on la retrouve au centre et au nord [45].

I1-2-4-Description botanique

Le genre S. afzelii (R.Br. Planch ex) G. Schellenb est connu sous un certain nombre de
synonymes: Rourea afzelii, Rourea splendide, Rourea gudjuana, Santaloides splendidum,
Santaloides gudjuana [16].

C’est un arbuste ou petit arbre de 3 a 20 m de haut, dont la tige est flexible et
grimpante. L’écorce est lisse a tranche verte puis rosée sur les pieds agés. Les rameaux sont
bruns et sans poil. Les feuilles sont alternes, imparipennées, a folioles alternes ou
subopposées. Les fruits (figure 2) sont coniques a sommet obtus et base arrondie. Ils sont

rouges a maturité, secs, formant une capsule et s’ouvrant par une fente avec une graine noire.

La floraison se fait généralement en début de saison seche [16].

Contribution a 1’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica



http://fr.wikipedia.org/wiki/Arbre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Arbuste
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liane_%28plante%29

Figure 2: Photographie des feuilles et graines de S. afzelii

I1-2-5-Vertus thérapeutiques

Dans les pays tropicaux, Santaloides afzelii est souvent employé pour le traitement de
divers maux [14]. Cette plante est utilisée dans la pharmacopée ivoirienne pour ses propriétés
analgésiques et aphrodisiaques [19]. La décoction d’écorce, en lavement, calmerait les maux
de ventre. Le fruit de S. afzelii, au golt de cerise, est comestible. Les feuilles et écorces ont
une utilisation médico-magique [16], elles sont utilisées pour avoir un foyer conjugal stable,

par simple bain avec le macéré [46].

I1-3- Travaux scientifiques antérieurs sur la famille des connaraceae
I1-3-1-Données pharmacologiques

Des études préliminaires entreprises sur des extraits de cinq plantes médicinales de la
famille des connaraceae ont montré une activité antibactérienne sur Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa [47].
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Les extraits aqueux et éthanolique de Cnestis ferruginea ont montré une activité

anticonvulsivante [48]. L extrait aqueux de ses racines a montré une activité anti-stress [49].

Les plantes du genre Crestis sont souvent toxiques. Des études phytochimiques ont
révélé la présence d’une neurotoxine, inhibant la syntheése protéique dans des cellules en
culture. Cette neurotoxine a été isolée des feuilles de Cnestis ferruginea [50], des graines de
Cnestis palaba (Lour.) Merr [51] et des écorces de racines de Cnestis glabra avec un
rendement de I'ordre de 0,4% [52]. C'est un composé thermostable, insoluble dans les solvants
organiques usuels et qui donne une réaction positive a la ninhydrine. L'hydrolyse acide ne
modifie pas son comportement sur un analyseur d'acides aminés. La toxine est provisoirement

appelée méthionine sulfoximine (MSX).

Manotes longiflora, plante utilisée dans le traitement des ophtalmies en Céte d’Ivoire,
s’est révélée active sur les cocci gram positif en bactériologie. Les essais de caractérisation en
tube ou CCM ont montré la présence de flavonoides, de tanins, de quinones, de terpenes et de

stérols [53].

La tige de Brysocarpus Coccineus Schum et Thonn, est utilisée en médecine
traditionnelle et a des propriétés antibactériennes sur Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, ainsi qu’une activité antifongique sur Rhizopus stolon et
Epidermophyton floccosum [54]. Son extrait éthanolique a montré des propriétés

utérotoniques [55].

Akindele et Adeyemi ont montré que des extraits de Byrsocarpus Coccineus
possedent une activité antipyrétique [56] et antidiarrhée [S7]. Les extraits aqueux de ses
feuilles ont des activités antiinflammatoire [S8, 60], antioxydante [62] et peuvent Etre un
remede potentiel pour le traitement de certains désordres du systeme nerveux central chez les
humains [61]. La décoction des racines de Rourea minor (Gaertn.) Alston a des propriétés

antiseptiques et antituberculeuses [59].
I1-3-2- Etudes phytochimiques

Les études phytochimiques ont montré la présence d’alcaloides, de flavonoides, de
saponines et de glycosides, comme les familles de constituants principaux de l'extrait des

racines de Cnestis ferruginea [49].
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Ces feuilles de Cnestis ferruginea renferment deux composés phénoliques : le para-

hydroxyphénol et la 6’-(3°’, 4 >’-dihydroxycinnamoyl) arbutine [63].

OH O

o) = OH
oy i
HO HO OH OH
OH OH

para-hydroxyphénol
6'-(3", 4"-dihydroxycinnamoyl) arbutine
Une nouvelle isoflavone (I’afrormosine 7-O-galactoside) a été isolée des fruits de
Cnestis ferruginea. Cette molécule a montré une bonne activité antibactérienne sur

Staphylococcus aureus et Escherichia coli ainsi qu’une bonne activité antifongique sur

Candida albicans [64].

OH

HO Q
HO

OCH; O

Afrormosine 7-O-galactoside

Le criblage phytochimique préliminaire de trois extraits de la tige de Brysocarpus
Coccineus a montré la présence de saponines, de sucres réducteurs, de stéroides, de

glycosides, de flavonoides et d’anthraquinones [54]. Ses feuilles contiennent deux flavonoides

glycosides (Quercetin 3-O-0.-arabinoside et quercetin 3-O-p-D-glucoside) [65].

OH OH OH
Quercétin 3-0O-a-arabinoside Quercétin 3-0-B-D-glucoside
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La décoction des racines de Rourea minor est riche en B-d-glycosides, B-sitostérol,
méso-inositol et hentriacontane [59]. L’extrait au chloroforme des tiges seches de Rourea
minor présente une bonne activité sur Plasmodium falciparum, il contient des composés

glycosylés tels que la rourinoside et la rouremine [66].

OH
HSCO O_CO(CH2)14CH3
O  OCH, O—CO(CHj)15CHs
HO OH (@]
OGlc
H5CO HO\. 2 oNH2
OH
Rourinoside Rouremine

Les feuilles et tiges de Rourea doniana Baker renferment cinq triterpenes (le lupéol, la
lupénone, 1’alpha-amérinone, la béta-amérinone et le taraxérol), un flavonol (le 7,4’-diméthyl
kaempférol), une coumarine (la scopolétine) et quatre phytostéroides (le B-sitostérol, le
stigmastérol, le P-sitostéryl-3-O-B-d-glucopyranoside et le stigmastéryl-3-O-B-d-
glucopyranoside) [12].

Taraxérol

amérinone
Sigmastérol
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OH O
7,4'-diméthyl kaempférol scopolétine

L’extrait éthanolique des feuilles de Rourea induta Planch renferme quatre flavonoides :
la quercétine, la quercétine-3-O-a-arabinofuranoside, la quercétine-3-O-B-xyloside et la

quercétine-3-0-fB-galactoside [13].

Quercétine Quercétine-3-0-a-arabinofuranoside

OH

Quercétine-3-0-B-galactoside

Quercétine-3-0-B-xyloside

Les graines de Roureopsis obliquifoliata contiennent 45% d’huile riche en acides gras

dont le majoritaire est 1’acide palmitique (50%) [67].

NB : Santaloides afzelii n’a pas fait ’objet d’étude phytochimique a notre connaissance.
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CHAPITRE II : METABOLITES SECONDAIRES DES VEGETAUX

Les plantes produisent un grand nombre de composés appelés métabolites secondaires.
Ces composés ne sont pas produits directement lors de la photosyntheése, mais résultent des
réactions chimiques ultérieures, d’oul le nom de métabolites secondaires. Ils ont des intéréts
multiples mis a profit dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique. On les trouve dans
toutes les parties des plantes mais ils sont distribués selon leurs roles défensifs. En fonction de
la structure et des propriétés de ces molécules, elles peuvent participer a la protection de la
plante contre des prédateurs (mauvais golt, toxicité, etc..) ou les moisissures. Cette
distribution varie d'une plante a I'autre. On distingue classiquement trois grandes catégories de
métabolites secondaires chez les végétaux. Ce sont :
- Les alcaloides et composés azotés ;
- Les composés phénoliques ;
- Les composés terpéniques.
A ces trois catégories s’ajoutent :
- Les hétérosides, constitués de dérivés glycosylés de composés terpéniques,
phénoliques et plus rarement d’alcaloides. Ces glycosylations affectent largement
leurs propriétés biochimiques telle que I’extractibilité¢ dans différents solvants mais

également leurs effets biologiques (toxicité, propriétés pharmacologiques) ;
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- les «composés mixtes » ou « composés d’origine mixte », qui correspondent a des
condensations de molécules provenant des trois principales catégories et qui peuvent

souvent étre rattachés a 1’une des catégories précédentes.

I- ALCALOIDES ET COMPOSES AZOTES

Les alcaloides sont des composés organiques azotés, basiques et hétérocycliques. Les

principaux cycles (figure 3) sont I’indole, la quinoline, I’isoquinoline, la pyridine et la

quinolizidine.
o p N OERGS
N N7 2 N "
Indole Quinoline Isoquinoline Pyridine Quinolizidine

Figure 3: Structures de quelques cycles d'alcaloides

Les alcaloides s’extraient soit par I’eau acide, soit par des solvants comme le
chloroforme apres alcalinisation [68]. Ils précipitent généralement avec des réactifs
iodométalliques (réactif de Dragendorff) et sont tres souvent biologiquement actifs. La saveur
amere est une caractéristique générale chez les alcaloides.

Selon la classification biogénétique, les alcaloides sont issus principalement du
métabolisme des acides aminés (tyrosine, tryptophane). Certains présentent des éléments de

structures dérivées des terpenes (solanidine).

COOH :
NH, '
A COOH N
N
H |-|0Ji>/\<N k
) HO
L-tryptophane L-tyrosine Solanidine (stéroide)

Chez les végétaux, les alcaloides sont particulierement abondants chez certaines
familles telles que: les Rubiaceae, les Rutaceae, les Solanaceae, les Fabaceae, les
Apocynaceae, les Papaveraceae, les Légumineuses.

La N-méthylquinicinol dérivée de la quinoline et 1’évodiamine dérivée de
I’indoloquinazoline ont été isolées respectivement des écorces de Guettarda noumeana

(Rubiaceae) [69] et de Zanthoxylum atchoum (Rutaceae) [70].
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De nombreux alcaloides comme la cocaine, la nicotine et la caféine sont des stimulants
ou sédatifs. D’autres alcaloides (quinine) sont utilisés en pharmacie. La caféine se trouve dans
les grains de café, les feuilles de thé ainsi que la noix de cola. La nicotine est présente dans les

feuilles de tabac (Solanaceae). La quinine est présente chez Cinchona officinalis (Rubiaceae).
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II- COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques sont des molécules aromatiques constituées de groupement
phényle (Ce) et de groupement hydroxyle (-OH). Il en existe environ 4500. On peut inclure
dans cette famille les tanins, les coumarines, la lignine et les flavonoides. Ces composés sont
typiques aux plantes vasculaires et ont colonisé¢ I’environnement aérien. La plupart de ces

composés dérivent d’acides aminés aromatiques : la tyrosine et la phénylalanine.

HoN H,N
COOH COOH
HO
Phénylanine Tyrosine

Les polyphénols tels que les anthocyanes, les flavonols, les flavanols, les acides
phénoliques, constituent une classe importante de métabolites secondaires du regne végétal.
Au cours des vingt (20) dernieres années, le rOle des composés phénoliques dans la
physiologie des plantes, mais également dans de nombreuses interactions plantes-
environnement, a ét¢ démontré et accepté. Les propriétés biologiques et physico-chimiques de

ces composés ont déja été largement étudiées: propriétés antioxydante [71, 72],
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anticancéreuse [72, 73], anti-inflammatoire et antibactérienne [74], ainsi que leur action

vasodilatatrice [75].

La consommation d’aliments de diverses origines végétales (fruits, Iégumes, céréales)
est encouragée, car elle permet d’apporter une diversité de composés phénoliques bénéfiques
pour la santé [76]. Toutefois, il est déconseillé de prendre des suppléments nutritionnels riches

en polyphénols a cause de leurs possibles effets néfastes a haute dose [77].
I1-1- Flavonoides

Les flavonoides, avec environ 9000 structures élucidées a ce jour, représentent une
classe de métabolites secondaires largement répandus dans le regne végétal. Ce sont des
pigments en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles de
végétaux. On attribue a ces flavonoides des propriétés variées : antioxydante [78],
antitumorale,  veinotonique [79], anti-inflammatoire, analgésique, anti-allergique,
antispasmodique, anti-bactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ou anti-estrogénique

[71, 72,74, 80]. IIs sont également connus pour moduler 1’activité de plusieurs enzymes ou de

récepteurs cellulaires.

Ce groupe de composés est défini par une structure générale en C;s, caractérisée par un
enchainement de deux cycles phényles, A et B, connectés par un pont a trois carbones
(structure en Ce-C3-Ce) (figure 4). Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément

cyclisé pour former le cycle C (Ar-C3-Ar).

Figure 4: Squelette de base des flavonoides

Les flavonoides au sens strict dérivent d'une structure 1,3-diphénylpropane.
L'enchainement propanique est le plus souvent sous forme d'hétérocycle pyranique, a
I'exception de deux groupes : les chalcones et les aurones (Figure 6). Ils sont produites selon
la méme voie biosynthétique par I’intermédiaire de la 2°,4°,6°,4 tétrahydroxychalcone, formée
par la chalcone synthase (enzyme liée dans la formationdes flavonoides) a partir de trois (3)

malonyl-CoA, un précurseur de la voie acétate-malonate, et du 4-coumaroyl-CoA, issu de la
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voie shikimate (Figure 5). Les flavonoides peuvent ensuite €tre modifiés par des réactions

d’hydroxylation, de méthylation, de glycosylation et d’acylation [81].

3 Malonyl-CoA OH
(voie acétate-malonate)

: Chalcone synthase HO COH

@y OH @]
2',4'6' 4-Tétrahydroxychalcone
CoAS
Chalcone isomérase
o]

4-Coumaroyl-CoA
(voie shikimate)

OH OH
HO o] . HO O
C
—_—
Flavone synthase
OH o] OH 0]

Flavanone (naringénine) Flavone (apigénine)

Figure 5: Schéma de la biosynthese des flavonoides

Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On distingue les flavonoides au sens strict (flavones, flavonols, flavanones,
flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, anthocyanidols, flavyliums chalcones, aurones), et les
isoflavonoides (isoflavones, isoflavanes, isoflavonols, ptérocarpanes, coumaronochromones,

3-arylcoumarines, coumestanes, roténoides) (figure 6). Les flavonoides ont tous une origine

e

biosynthétique commune.

@) ! o) l
OH
(@]
flavone flavonol flavanone flavanonol
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Figure 6: Structure de base de quelques flavonoides

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et 5°. Dans les
plantes, ils sont souvent sous les formes O- ou C-glycosylées. La liaison avec I’aglycone se
fait entre le carbone 1 du glycoside et I’aglycone par 1’intermédiaire d’un atome d’oxygene (O
-glycoside). Les C-glucosides ont des sucres liés au carbone de 1’aglycone, toujours en
position 6 ou 8. Les glucides les plus souvent rencontrés sont le L-rhamnose, le D-glucose, le

D-galactose et le L-arabinose [82].

Les isoflavonoides constituent une grande et tres diversifiée sous-classe des
flavonoides. Ils dérivent d'une structure 1,2-diphénylpropane (Figure 7). Malgré leur
caractérisation sporadique dans la classe des dicotylédones, ils sont en effet presque
spécifiques de la famille des Fabacées. Cette spécificité est probablement due a la présence

dans cette famille de I’enzyme responsable du réarrangement du 2-phénylchromone
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(flavanone) au 3-phénylchromone (isoflavone) [83]. En dépit de cette distribution restreinte
dans le réegne végétal, on observe une large et trés surprenante variation structurale des
isoflavonoides. Elles peuvent étre classées en catégories structurales (3-arylcoumarines,
coumaronochromones, coumestanes, isoflavanes, isoflavenes, isoflavones, roténoides,
ptérocarpanes) qui différent entre elles, par le degré d’oxydation et 1’existence ou non,

d’hétérocycles supplémentaires.

Parmi tous les isoflavonoides répertoriés dans le regne végétal, la catégorie la plus
largement représentée est celle des isoflavones non glycosylées. Les isoflavones glycosylées
quant a elles, existent mais sont plus rares (O-glycosylées et exceptionnellement C-
glycosylées). Certains isoflavonoides possedent un cycle supplémentaire résultant de la
cyclisation du dérivé 2’-hydroxylé. Les ptérocarpanes et leurs dérivés ainsi que les
coumaronochromones en font partie. D’autres ont une structure de type coumarinique induite
par ’oxydation d’une isoflavéne. C’est le cas par exemple des coumestanes et de leurs
dérivés. Un dernier groupe d’isoflavonoides possédent non seulement un cycle, mais en plus
un carbone supplémentaire. C’est le cas des roténoides qui proviennent d’une cyclisation
oxydative de la 2’-méthoxyisoflavone. Les roténoides sont rencontrés principalement chez les
Fabacées mais on les rencontre aussi de fagon sporadique dans d'autres familles notamment
les genres : Boerhaavia et Mirabilis (Nyctaginaceaes) [84, 85], Iris (Iridaceaes) [86],
Macaranga (Euphorbiaceaes) [87] et Sarcolobus (Asclépiadaceaes) [88]. Les roténoides sont

connus essentiellement pour leur activité insecticide.
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Figure 7: Schéma biosynthétique des grandes classes d’isoflavonoides et leurs inter-conversions
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Les flavonoides et isoflavonoides sont d’origines diverses

dans le tableau 5.

Tableau 5: Quelques origines de flavonoides et isoflavonoides

comme on peut le constater

Flavonoides Partie de la Nom de la plante Famille de la Références
plante plante
Quercetin 3-0-a- Feuilles Byrsocarpus connaraceae [65]
arabinoside et quercetin 3- coccineus. Schum
B-D-glucoside and thonn
Myricetin 4'-O-a-L- feuilles et tiges | Oenothera speciosa | Onagraceae [89]
rhamnopyranoside et Nutt.
Quercetin 3'-0-a-L-
rhamnopyranoside
Quercetin-3-O-rutinoside Feuilles Bauhinia monandra | Fabaceae [90]
et Quercetin (Kurz)
isoflavone, genistein-7-O- | Tubercule Arachide (Apios Fabaceae [91]
genitiobioside americana Medik.
groundnut)
isoflavones, pentandrine Ecorce des Ceiba pentandra L. Bombacaceae [92]
tiges Gaertn.
anthocyanindine 3-O- Tubercule Solanum stenotomum | Solanaceae [93]
acylrutinoside-5-O-
glucoside
Anthocyanine 3-O- Fleurs Rosa, Cinnamomeae | Rosaceae [94]
glucoside
Anthocyanine, malvidine Fleurs bleu Petunia hybrida Solanaceae [95]
glycosides
Flavan-3-ol, épicatechine Feuilles Ricinus communis L. | Euphorbiaceae [96]
Flavonol-3-0-glucoside Feuilles Ribes biebersteinii Grossulariaceae | [97]
Berl
Flavone-6-C-glucoside Partie aérienne | Clematis rehderiana | Ranunculaceae [98]
Flavone-8-C-glucoside Fleurs Trollius ledebouri Ranunculaceae | [99]
Reichb
Flavone-6,8-C-glucoside et | Partie aérienne | Salvia officinalis Labiatae [100]
Flavonol-7-O-glucoside
Flavonol-3,5-O-glucoside Feuilles Chiococca braquiata | Rubiaceae [101]
5-hydroxy-6,7,4’- Feuilles Lippia multiflora Verbenaceae [187]
triméthoxyflavone
Contribution a 1’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica 26




I1-2- Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés non flavoniques. Ils sont présents dans les
plantes sous forme combinée. On distingue 2 classes d’acides phénoliques : les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinamiques.
II-2-1-Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques dérivent de ’acide benzoique. Ces acides phénols
existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides. Ils peuvent intégrer les structures
chimiques de certains tanins. IlIs sont largement répandus chez les angiospermes [102]. Leur
squelette de base est composé de 7 atomes de carbone (Ce-C;). Les plus fréquents sont les

acides p-hydroxybenzoique, protocatéchine, gallique, vanillique et syringique (figure 8).

HO.__O HO -0
HO 0}
OH
OH OH
Acide benzoique Acide p-hydroxybenzoique Acide protocatéchine
HO.__O HO.__O HO.__O
HO OH OCH,8 HsCO OCHs
OH OH OH
Acide gallique Acide vanillique Acide syringique

Figure 8: Structures de quelques acides hydroxybenzoiques et de 1'acide benzoique
I1-2-2-Acides hydroxycinnamiques et dérivés

Les acides hydroxycinnamiques sont tres largement répandus dans les végétaux
supérieurs. Ils ont des structures basées sur celle de I’acide coumarique ou des acides
caféique, férulique et sinapique. Leur squelette de base est composé de 9 atomes de carbone
(C6-C3). Les plus rencontrés sont les acides cinnamiques, coumariques, caféiques, féruliques,

sinapiques (figure 9).
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Figure 9: Structures de quelques acides hydroxycinnamiques et de 1’acide cinnamique

Les hydroxycinnamiques et leurs dérivés existent a I’état libre ou sous forme d’esters ou
de glucosides. On peut citerle (2-hydroxy-3-méthoxy-5-allyl)phényl-B-D-(6-O-E-
sinapoyl)glucopyranoside isolé des fruits de Pimenta dioica Merri. (Myrtaceae) [103] et le 6-
methoxyquercetin-3-0O-(6"’-E-feruloyl)-p-D-glucopyranoside isolé des fruits de Paepalanthus
polyanthus (Eriocaulaceae) [104].

N

(2-hydroxy-3-méthoxy-5-allyl) phényl- 6-méthoxyquercétin-3-0-(6"-E-feruloyl)-f-
B-D-(6-0-E-sinapoyl)glucopyranoside D- glucopyranoside

Les acides phénoliques prédominants dans la pomme de terre sont I’acide chlorogénique
et ses isomeres, 1’acide caféique, 1’acide quinique et la L-tyrosine, présents en concentrations

plus faibles [105].

Les acides phénoliques sont d’origines diverses comme le montre le tableau 6.
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Tableau 6: Quelques origines des acides phénoliques

Acides phénoliques | Partie de la Nom de la plante Famille de la | Références
et dérivés plante plante
Acide protocatéchine | Peau du fruit Mangifera indica L. | Anacardiaceae | [101]
Acide cinnamique Graines et Lolium multiflorum | Poaceae [63]
Acide benzoique racines Lam
Méthyl 2,5- Feuilles Murraya paniculata | Rutaceae [102]
hydroxycinnamate L.
Acide gallique Feuilles Rhus trilobata Anacardiaceae | [103]
Ester d’acide caféique | Feuilles Piper Piperaceae [104]
sanguineispicum
Trel.

II-3- Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques ayant la propriété de tanner la peau,

c’est-a-dire de la rendre dure et imputrescible, en se fixant sur les protéines [111]. On

distingue deux grands groupes de tanins : les tanins hydrolysables (gallotanins et ellagitanins)

et les tanins condensés (procyanidines).

I1I-3-1-Tanins hydrolysables

Il s’agit d’esters d’acide gallique ou d’acide éllagique (dérivé du shikimate) et de

glucose. On retrouve des gallotanins accumulés dans certaines galles de végétaux qui étaient

utilisées pour la fabrication d’encres. Les tanins libérés dans le vin par les tonneaux de chénes
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sont des ellagitanins, contrairement a ceux apportés par la peau des baies de raisin qui sont

des tanins non-hydrolysables.

Le pentagalloylglucose est un composé polyphénolique possédant une activité

antivirale sur Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) [112, 113] et une activité antidiabétique

[114]. Le pentagalloylglucose peut étre oxydé en ellagitanins par une enzyme phénoloxydase

des feuilles de Tellima grandiflora (Saxifragaceae) [115].

OH
HO

HO

OH

HO

HO

OH

Pentagalloylglucose

Les tanins

hydrolysables

sont caractéristiques

OH
OH
OH
OH
O, O
(@)
(©)
O ’
HO
OH OH
Acide ellagique

d’un groupe de familles de

plantes (Tableau7). On trouve les gallotanins dans la famille des Anacardiaceae, Fagaceae,

Ericaceae, Geraniaceae, Aceraceae et les ellagitanins dans

Combretaceae, Myrtaceae, Araliaceae.

Tableau 7: Quelques tanins hydrolysables et leurs origines

la famille des Fagaceae,

Tanins hydrolysables Partie de | Nom de la plante Famille de la | Références
la plante plante

Acide ellagique glucosylé Feuilles Diplopanax Araliaceae [116]
stachyanthus Hand.-
Mazz

Pentagalloylglucose Tige Rhus trichocarpa Anacardiaceae | [117]
Miquel

Pentagalloylglucose Fruits Pistacia lentiscus L. | Anacardiaceae | [118]

acide 3,3’-di-O- Racines Terminalia Combretaceae | [119]

méthylellagique et macroptera. Guill. et
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acide 3,4,3°,4’-tétra-O- Perr

méthylellagique

acide 4’-0-galloyl-3,4’-di- | Racines Terminalia superba | Combretaceae | [120]
O-méthylellagique 4-O-B- Engl.

D-xylopyranoside

II-3-2-Tanins condensés

Les tanins condensés ou procyanidines sont des polymeres ou oligomeres de flavan-3-
ols. Ils sont constitués d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone de types 4—8 ou 4—6. Ces tanins sont trés abondants dans certains végétaux
consommés par I'homme comme les prunes, les fraises et les pommes ou dans des boissons

comme le vin [121]. C'est eux qui conferent une astringence a ces produits alimentaires.

Les tanins ont des propriétés antioxydantes [122], antivirales, antibactériennes et
antiinflammatoires [111]. Leurs aptitudes a piéger les radicaux libres pourraient réduire les
risques de maladies cardiovasculaires et de cancer [123]. La présence des tanins dimeres dans

le cacao (chocolat) explique son effet bénéfique pour la santé [124].

Au plan biogénétique, les flavan-3-ols sont issus du métabolisme des flavonoides par
hydroxylation en position 3 d’une flavanone. Les 2,3-dihydroflavon-3-ols formés sont ensuite
réduits en flavan-3,4-diols puis en flavan-3-ols. La configuration habituelle des flavon-3-ols
est 2R,3S (catéchols) ou 2R,3R (épi-catéchols) [125]. Les énantiomeres comme 25,3S (ent-

catéchol) sont beaucoup moins fréquents.

s
6‘r
8 3
o @ 7 9.0 2,,1@, : 0 @
X N O
OH s 0% OH ““OH
catéchine flavan-3-ol épi-catéchine
Au plan chimique, les tanins peuvent étre obtenus par voie de synthese [126]. La

formation des oligomeres et polymeres implique la présence de flavan-3,4-diols. Ces

molécules, tres réactives du fait du caractere benzylique de leur hydroxyle en C4, donnent
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facilement un carbocation qui réagit aussitdt sur les carbones nucléophiles C8 ou C6 d’un

autre flavan-3-ol. La répétition de ce mécanisme conduit aux oligomeres et polymeres.

En milieu acide, des polymérisations sont observées. Un milieu basique engendre
quant a lui une ouverture de I’hétérocycle C. Il existe plusieurs voies d’acces a la liaison C4-
C8, mais aucune n’est stéréosélective. Le dimére obtenu sera nécessairement protégé car les
fonctions phénols et la liaison intermonomérique sont tres fragiles en dehors de la zone de pH
5-7. En conditions basiques, les phénols conduisent aux quinones correspondantes, qui elles-
mémes provoquent 1’ouverture de I’hétérocycle C. Les tanins condensés ou
proanthocyanidines ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide, a chaud, par

rupture de la liaison intermonomérique [127].

Dans le raisin on distingue deux types de proanthocyanidines suivant la nature de
I’anthocyane libérée. D’une part, les procyanidines (polymeres de catéchine et d’épicatéchine)
liberent de la cyanidine et d’autre part, les prodelphinidines (polymeres de gallocatéchine et

d’épigallocatéchine) libérent de la delphinidine [128].

Les procyanidines se distinguent par leur nombre d’unités monomériques et le type de
liaison les reliant entre elles. Ainsi, une trentaine de procyanidines dimeres, trimeres et
tétrameres ont déja été identifiées [129]. Les procyanidines de type A contiennent une liaison

éther supplémentaire entre le carbone C-2 et I’hydroxyle sur les C-5 ou C-7 du noyau A [130].

Procyanidine A2

Le type B se caractérise par une liaison intermonomérique qui peut étre soit C4-C8
(B1 a B4) ou C4-C6 (B5 a B8), de conformation trans par rapport a I’hydroxyle porté par le
carbone C-3. La stéréochimie du carbone C-2 est généralement de configuration absolue (R),
mais il existe quelques exceptions. Les structures des principaux dimeres de type B du raisin

sont représentés par la Figure10.
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Procyanidine B1 (C4-C8) Procyanidine B5 (C4-C6)

Figure 10: Structure des dimeres du type B

ITII- COMPOSES TERPENIQUES

Les terpénoides sont des molécules a nombre de carbones multiples de 5, et dont le
précurseur est I’isopentényl diphosphate (IPP). Ils sont formés de 1'assemblage d'un nombre
entier d'unités pentacarbonées ramifiées dérivées du 2-méthyl butadiene (CsHg),. Ces

squelettes peuvent €tre arrangés de facon linéaire ou former des anneaux.

Ce sont des lipides synthétisés a partir de ’acétyl-CoA. Il existe environ 20000
composés terpéniques connus. Ils sont stockés dans les vacuoles au niveau des écorces, des
épines, des racines ou encore des feuilles. On en retrouve également dans le latex. La

classification des terpénoides repose sur le nombre d’unités terpéniques. Ainsi on a les :

- hémiterpeénes composés d’une unité isopréne (C5) ;
- monoterpenes composés de deux unités isoprene (C10) ;
- sesquiterpenes composés de trois unités isoprene (C15) ;
- diterpenes composés de quatre unités isoprene (C20) ;
- triterpenes composés de six unités isoprene (C30) ;
- tétraterpenes composés de huit unités isoprene (C40) ;
- polyterpenes au dela de C40.
Ils possedent de nombreuses activités biologiques. Les acides triterpéniques isolés des

résines de Boswellia carteri (Burseraceae) possedent une activité anti inflammatoire [131].
II1I-1-Monoterpenes

Les monoterpenes sont des composés a 10 carbones, souvent volatils, aromatiques et

biologiquement actifs. Ils sont largement présents dans les huiles essentielles [132].
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On distingue les monoterpenes linéaires (Geraniol, Linalol), les monoterpenes
monocycliques (Menthol, Limoneéne) et les monoterpenes bicycliques (B et a-pinene).

(Figurell)

2 s

Limonéne Pinéne Geraniol Menthol Linalol

Figure 11:Structures de quelques monoterpénes

I1I-2-Sesquiterpenes

Ce sont des composés a 15 carbones et assez représentés chez les végétaux. On
distingue :
- les sesquiterpenes linéaires (le farnésol), abondamment utilisés en parfumerie ;
- les sesquiterpenes polycycliques (le caryophylléne), responsables du caractere piquant
du poivre ;
- les sesquiterpenes monocycliques (I’acide S-(+)-abscissique), une phytohormone
présente dans les bourgeons, les feuilles et les fruits de nombreuses plantes [133].

La figure 12 donne la structure de quelques sesquiterpenes.

X CH,OH XX\ _-COCH
“OH
| O
Acide S-(+)-abscissique
Farnesol Caryophyllene

Figure 12: Structures de quelques sesquiterpenes

II1-3-Diterpénes

Ce sont des composés terpéniques a 20 carbones. On retrouve parmi les dérivés de
diterpenes, les composés acycliques comme le phytol (présent sous forme estérifiée dans la
chlorophylle), les diterpenes de résine (Acide abiétique) et les diterpenes toxiques comme la

grayanotoxine [102]. (Figure 13)
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Figure 13: Structures de quelques diterpénes
II1-4-Triterpénes

Cette famille regroupe des composés dérivés d’une unité a 30 carbones, le squaléne.
IIs sont tres répandus, notamment dans le regne animal et végétal, a 1'état libre, estérifié, ou

sous forme hétérosidique. Ils peuvent étre des:

- composés aliphatiques tels que le squalene rencontré dans le réegne animal ou dans
lI'insaponifiable d'huiles végétales (Olive, Lin, Arachide) et qui est un intermédiaire
dans la biogénese des triterpenes cycliques et des stéroides ;

- composés tétracycliques tels que les stéroides et les phytostérols ;

- composés pentacycliques tels que I’a-amyrine et la B-amyrine tres fréquents chez les
plantes et connues pour leurs propriétés antidiarrhéique et analgésique [134].

Les structures de quelques triterpenes sont données a la figure 14.

B-amyrine

Cholestérol Stigmatérol

Figure 14: Structures de quelques triterpénes
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II1I-5-Tetraterpeénes

Cette famille de terpenes a 40 carbones, compte en particulier les caroténoides dont un

pigment photosynthétique majeur est le P-carotene mais également des pigments aux

propriétés anti-oxydantes comme le lycopene (figure 15).

Lycopene

Figure 15: Structures de deux tetraterpenes

Le B-carotene et le lycopéne sont des antioxydants liposolubles que 1’on retrouve dans

des 1égumes comme les carottes, le brocoli, la tomate et la citrouille [135].

Les composés terpéniques sont répandus dans les écorces, les épines, les racines ou

encore les feuilles des végétaux (Tableau 8).

Tableau 8: Quelques terpenes issus du régne végétal

Composés Partie de la Nom de la Famille de la Références
terpéniques plante plante plante
Diterpene Racines Viguiera Asteraceae [136]
arenaria Baker
Diterpene Stevia Asteraceae [137]
Glycosylé Feuilles rebaudiana
(Bertoni)
Sesquiterpene Toutes les | Heteropappus Asterareae [138]
parties altaicus (willd.)
Sesquiterpene Vernonia Asteraceae [139]
lactones Feuilles colorata
vernolide et (Willd.)
vernodaline
Ligustrum Oleaceae [140]
lucidum Ait.
Triterpénoide Feuilles Orthosiphon Lamiaceae [141]
stamineus,
Benth
Lippia Verbenaceae [187]
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DEUXIEME PARTIE :
MATERIEL ET METHODES




CHAPITRE I : MATERIEL
I-MATERIEL VEGETAL

Lors du criblage d’activités biologiques, Santaloides afzelii et les amandes de
Mangifera indica ont été sélectionnés pour une investigation phytochimique approfondie a
cause de leurs propriétés antioxydantes et activités antibactériennes élevées.

Le matériel végétal est constitué de feuilles, graines et écorces de Santaloides afzelii
(connaraceae) et des amandes du noyau du fruit de Mangifera indica.

Santaloides afzelii n’a pas fait ’objet d’étude phytochimique a notre connaissance. Les
travaux présentés ici concernent 1’isolement et 1’identification de composés organiques des
différents organes.

Mangifera indica a fait ’objet de nombreuses études phytochimiques. Tous les organes
ont ét¢ étudiés, mais trés peu d’études phytochimiques concernent les amandes du noyau. Il
s’agit dans cette étude d’extraire les huiles des amandes, de les caractériser en vu de les
valoriser. Les tourteaux résultant sont également étudiés afin d’envisager leurs éventuelles

valorisations.
I-1-Amandes du noyau de Mangifera indica

Les fruits mlrs de Mangifera indica ont été récoltés en Avril 2008, dans un verger de
Yamoussoukro dans le centre de la Cote d’Ivoire. Ils sont acheminés au LAPISEN. Apres
consommation de la pulpe, les noyaux de mangues sont débarrassés de leurs enveloppes
(Figure 16), puis séchés pendant 5 jours au soleil et 48 heures a 50°C a 1’étuve. Les amandes

seches sont broyées et conservées au réfrigérateur a 4°C.

(A)Opération d’épluchage  (B)Noyau débarrassé de la pulpe (C) Ouverture du noyau  (D)Amande obtenue

Figure 16: Photographie des étapes d’obtention des noyaux de mangue

I-2-Différents organes de Santaloides afzelii

Les organes (feuilles, écorces et graines) de Santaloides afzelii ont été récoltés en

novembre 2009, a Korhogo dans le nord de la Cote d’Ivoire. La plante a été identifiée par le
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Professeur AKE Assi du Centre National Floristique de 1’Universit¢ Félix HOUPHOUET
BOIGNY d’Abidjan (Coéte d’Ivoire). Ils sont acheminés en moins de 16 heures au LAPISEN.
Les différents organes sont séparés et séchés dans une salle a 1’abri du soleil a température
ambiante pendant 30 jours. Les différents organes séchés sont broyés et conservés au

réfrigérateur a 4°C.
II-MATERIEL DE LABORATOIRE

II-1- Colonne Chromatographique CC
Le fractionnement des extraits est réalisé a 1’aide des colonnes chromatographiques sur

gel de Silice 63-200um et de Séphadex LH20.

I1-2- Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC)
Une HPLC (Annexe) équipée d’un passeur d’échantillons, d’une boucle d’injection 20
pL, d’un détecteur a barrette de diode et d’une colonne RP-18, Sum (150 mm x 4,6 mm), est

utilisée pour I’analyse des extraits polaires.

II-3- Couplage GC-MS
Une GC/MS (Annexe) muni d’un injecteur split/splitless, d’une colonne capillaire BP-
X5 et d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) est utilisée pour 1’analyse des extraits

apolaires.

I1-4- Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
Un spectrometre de type Bruker, 400MHz (Annexe) a été utilis€ pour les analyses

RMN.

II-5- Ultraviolet (UV).
Un spectrophotometre UV-visible JASCO V-530 (Annexe), équipé d’un enregistreur de
spectres est utilisé pour la quantification des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des

extraits.

I1-6- Chromatographie sur Couche Mince (CCM)
Des plaques de gel de silice (Silicagel 60 A) a support en aluminium prétes a 1’emploi,

sont utilisées pour la chromatographie sur couche mince.
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CHAPITRE II: METHODES
Cette partie décrit les méthodes mises en ceuvre pour le screening phytochimique,
I’extraction, 1’identification et la quantification ainsi que les caractéristiques des solutions

d’extraction.

I-EXTRACTION

Une masse de poudre du matériel végétal est introduite dans un ballon puis macérée
avec une quantité d’hexane distillé sous agitation pendant 24 heures. Les macérés obtenus
sont filtrés sur du coton puis sur du papier filtre. La méme opération est répétée 2 fois sur le
marc obtenu. Les différents filtrats sont réunis et concentrés a I’évaporateur rotatif a 40°C. Le
résidu brut obtenu constitue 1’extrait a I’hexane (Egexane)-

Le marc est séché et extrait dans les mémes conditions avec un mélange éthanol/eau
(70/30 : v/v). L’extrait éthanolique (Egwon 70%) est dissous dans 1’eau et est fractionné par
extraction liquide/liquide (3 fois) en utilisant successivement le dichlorométhane (fraction
Femacn) et Pacétate d’éthyle (fraction Facore). La phase aqueuse épuisée constitue la fraction
Faqueuse-

Les différentes fractions (fraction Fcp,c, et fraction Facor:) sont concentrées a
I’évaporateur rotatif a 40°C et la fraction Fagueuse €5t lyophilisée. Les extraits et fractions sont
conservés au congélateur a 1’abri de la lumiere jusqu’a I’utilisation.

La figure 17 résume le schéma d’extraction et de fractionnement.

Organe de la plante

séché et broyé

|
I 1

Extrait a ] [Marc

Extraction I’hexane séché
Solide/liquide \ :

| Extrait éthlanolique | | M;rc |

Extrait ethanolique ]
dissout dans de l'eau
|
) [ ]
JExtraction Phase Fraction au
liquide/liquide | aqueuse dichlorométhane
|

[ 1
Phase Fraction a l'acétate
aqueuse d’éthyle

e

Figure 17: Schéma d'extraction et de fractionnement des métabolites secondaires
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II-SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Les analyses chimiques préliminaires effectuées permettent d’avoir une idée générale
sur les différentes familles de métabolites secondaires présentes dans les plantes. Elles sont
basées sur des tests consistant en 1’apparition de coloration ou de précipités spécifiques et
caractéristiques des classes de métabolites secondaires a I’aide de réactifs appropriés[102].

Tous les tests sont repris trois fois au moins.
II-1-Test de détection des polyphénols

Les substances polyphénoliques constituent le groupe le plus important des métabolites
secondaires des végétaux. Cependant, la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est

directement lié¢ un groupement hydroxyle est fondamentale pour les composés de ce groupe.

Dans un tube a essai contenant 5 mL d’infusé a 5% (5g de broyat dans 100 mL d’eau
bouillante) est ajouté 1 mL d’une solution aqueuse diluée de trichlorure de fer (FeCls) a 1%.
En présence de composés polyphénoliques, il se développe une coloration verdatre ou bleu

noiratre.

II-1-1-Test de détection des tanins

Pour caractériser la présence de tanins catéchiques, 1 mL d’acide chlorhydrique
concentré est ajouté a 5 mL d’infusé & 5% contenus dans un tube a essai. L’ensemble est porté
a I’ébullition pendant 15 mn. En présence de tanins catéchiques, il y a formation d’un
précipité rouge soluble dans 1’alcool amylique.

La différenciation des tanins (catéchiques et galliques) est obtenue par la réaction de
Stiasny. 30 mL d’infusé a 5% contenus dans un tube a essai sont ajoutés 15 mL de réactif de
Stiasny (mélange de 10 mL de formaldéhyde a 40% et de 5 mL d’acide chlorhydrique (HCI)
concentré). L’ensemble est chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 mn. L’obtention d’un
précipité est I’indication de la présence de tanins catéchiques. Le mélange est filtré et le filtrat
est saturé avec de 1’acétate de sodium pulvérisé. Apres ajout de 1 mL d’une solution de FeCls
a 1%, le développement d’une teinte bleu-noire indique la présence de tanins galliques non

précipités par le réactif de Stiasny.
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II-1-2- Test de détection des flavonoides

Ce sont des pigments universels des végétaux responsables de la coloration des fruits,
des fleurs et parfois des feuilles. Les flavonoides se caractérisent par la réaction a la

cyanidine.

Dans un tube a essai contenant 5 mL d’infusé a 5% sont ajoutés 5 mL d’alcool
chlorhydrique (mélange de méme volume de ’alcool a 95°, de I’eau distillée et de HCI
concentré), 1 mL d’alcool isoamylique puis quelques copeaux de magnésium. L’apparition
d’une coloration rose-orangée (flavones) ou rose-violacée (flavanones) ou rouge (flavonones,
flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool isoamylique indique la présence
d’un flavonoide libre (génine). Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides
flavoniques. La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones,

les catéchines et les isoflavones.
I1-1-3- Test de détection des leucoanthocyane

Les leucoanthocyanes se caractérisent par la réaction a la cyanidine sans ajout de
copeaux de magnésium avec un chauffage pendant 15 min au bain-marie. En présence de
leucoanthocyanes, il se développe une coloration rouge-cerise ou violacée. Les catéchols

donnent une teinte brun-rouge.
II-2- Test de détection des alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques et

présentant une forte activité pharmacologique.

Dans un erlenmeyer de 250 mL contenant 10 g de poudre végétale sont ajoutés 50 mL
d’une solution d’acide sulfurique (H,SO,4) diluée au 1/10. Le mélange est agité et macéré

pendant 24 heures a la température ambiante du laboratoire puis filtré sur papier.

Un (1) mL de filtrat est introduit dans 2 tubes a essai. Dans les tubes 1 et 2 sont ajoutées
respectivement 5 gouttes de réactif de Mayer et 5 gouttes de réactif de Dragendorff. La

formation de précipité caractérise les alcaloides.
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I1-3- Test de détection des quinones

Les quinones existent sous deux formes (libres et combinées). Les premieres sont
directement mises en évidence par la réaction de Borntriger tandis que les secondes doivent
étre hydrolysées avant leur mise en évidence.

Introduire dans un tube a essai 1 mL d’extrait chloroformique, ajouter 1 mL de
NH4OH dilué puis agiter. La coloration rouge/violet indique la présence d’anthraquinones
libres.

A une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme, ajouter 5 mL de
solution d’acide chlorhydrique dilué au 1/5. L’ensemble est porté au bain-marie bouillant dans
un tube a essais pendant 30 mn. Apres refroidissement, ajouter 3 a 4 gouttes de FeCl; a 10 %
et chauffer le mélange pendant 5 mn au bain-marie. Refroidir I’hydrolysat et extraire avec 5
mL de chloroforme. A 1 mL de cet extrait chloroformique, ajouter 1 mL de NH4OH dilué puis

agiter. La coloration rouge/violet indique la présence d’anthraquinones combinées.
I1-4-Test de détection des saponines

Introduire 1 g de poudre végétale dans un erlenmeyer de 250 mL. Ajouter 100 mL d’eau
distillée. Chauffer 1égerement le mélange. Filtrer, refroidir et ajuster 2 100 ml avec de 1’eau
distillée. Dans un tube a essai, introduire 20 mL du filtrat et agiter vigoureusement pendant 15
secondes. Placer le tube verticalement pendant 15 minutes. Au bout de cette période, si la

mousse persiste, la drogue végétale contient des saponines.
I1-5- Test de détection des stérols et terpenes

Les stérols et terpenes ont été mis en évidence par la réaction de Liebermann
Biirchard. Un volume de 5 mL de la solution a analyser est évaporé a sec dans une capsule sur
un bain de sable. Le résidu obtenu est dissout a chaud dans 1 mL d’anhydride acétique
(CH3CO),0 puis transvasé dans un tube a essai auquel est ajouté 0,5 mL d’acide sulfurique
(H2SO4) concentré. La réaction est positive s’il y a ’apparition d’un anneau pourpre ou violet

virant au bleu puis au vert.
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ITI-ANALYSES COLORIMETRIQUES DES ECHANTILLONS

Les analyses quantitatives des polyphenols et flavonoides ont été réalisées a I’aide d’un
spectrometre UV-visible. Pour le dosage des polyphénols totaux et flavonoides totaux, nous

avons réalisé deux types d’extraits [71]: I’extrait a I’acide sulfurique a 0,01N et au méthanol.

Une masse de broyat végétal est mise a macérer pendant 4h dans le milieu d’extraction,

avec un ratio R = 1/100 (masse/volume).
I11-1- Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode décrite par Wood et coll. en
2002 [142].

Un volume de 2,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10° est ajouté a 30 uL
d’extrait. Le mélange est maintenu pendant 2 min a I’obscurité a la température ambiante puis
2 mL de carbonate de sodium (75 g.L™") y sont ajoutés. La solution est alors incubée a 50 °C
pendant 15 min. La lecture de ’absorbance est réalisée au spectrophotometre UV-visible a
A=760 nm. L’acide gallique est utilis¢ comme standard de référence pour la quantification des

polyphénols totaux exprimés en mmol.L™ d’équivalent acide gallique (mmol.L™' AG. eq).
I1I-2- Flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux est déterminée selon la méthode décrite par Marinova et
coll. en 2005 [143].

Un volume de 0,3 mL de nitrite de sodium (NaNO,) a 5% (m/v) et 0,3 mL de chlorure
d’Aluminium (AICl3) a 10% (m/v) sont ajoutés a 1 mL d’extrait. Apres 5 min d’incubation, le
mélange est mis en contact avec 2 mL de soude (NaOH, 1M). Le volume obtenu est ajusté a
10 mL puis agité vigoureusement. L’absorbance est mesurée a A=510 nm. La quercétine est
utilisée comme standard de référence pour la quantification des flavonoides totaux exprimés

en mmol.L™! d’équivalent quercétine (mmol.L” Quer eq).

IV- METHODES CHROMATOGRAPHIQUES

IV-1- Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est employée dans le suivi des
purifications et permet de vérifier la présence et le degré de pureté des produits étudiés. Une

plaque de CCM se compose d’un support en aluminium, en plastique ou en verre, sur lequel
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est fixée une fine couche d’adsorbant (silice, cellulose, alumine, polyamide) qui est la phase

stationnaire.

L’échantillon a étudier, déposé a 1’état liquide par appositions successives au moyen
d’une micropipette en verre et éventuellement séché par ventilation sera plus ou moins
entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile vers le haut de la plaque. Le
comportement de chaque molécule sur la plaque dépend des interactions existant entre soluté,
phase mobile et phase stationnaire. La CCM est généralement considérée comme une
technique de chromatographie d’adsorption, mais le partage peut intervenir, dans le cas de

I’utilisation d’une phase stationnaire liquide sous forme de film.

Le comportement d’une molécule particuliére dans un systéme donné est exprimé par
son Rf (Rapport frontal ou référence frontale) qui est le rapport de la distance parcourue par
cette molécule sur celle parcourue par la phase mobile (front du solvant). Nous utilisons
essentiellement des plaques de gel de silice (Silicagel 60 A, 70-200um) a support en
aluminium prétes a I’emploi. Elles sont imprégnées d’un réactif permettant une meilleure

visibilité des molécules absorbant a 254 nm.

Pour cette étude, les systemes de solvants les plus couramment employés avec ces
plaques sont pour les extraits apolaires le mélange éther de pétrole/acétate d’éthyle (4:1) et
pour les extraits polaires les mélanges acétate d’éthyle/méthanol/eau (100/12/8) ou

dichlorométhane/méthanol (4/1).

Les plaques CCM sont analysées en lumiere visible, sous fluorescence UV (254 et 356

nm) et révélées par des réactifs appropriés.
IV-2- Chromatographie liquide haute performance

La Chromatographie liquide haute performance (HPLC) repose sur les mémes principes
de base que la CCM. Elle est plus complexe et son utilisation nécessite beaucoup de

précautions. Un systeme de HPLC classique comprend les éléments suivants :

- un systeme de pompage a haute pression (200-300 bars) ;

- un injecteur (manuel ou automatique) pour introduire dans le systeéme a haute pression,
I’échantillon solubilis¢ dans un solvant adéquat et exempt de particules en suspension
(risque de colonne bouchée par colmatage) ;

- une colonne contenant la phase stationnaire de granulométrie tres fine ;
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- un détecteur ultraviolet ;
- une interface permettant de visualiser les signaux enregistrés par le détecteur
(intégrateur ou logiciel informatique).
Pour cette étude, les analyses HPLC/UV(DAD) ont été réalisées en phase inverse avec
une colonne HPLC de type RP-18 (S5um) Lichro CART® 150-4,6mm. Les solvants A et B
sont respectivement ’eau (0,2% TFA) et 1’acétonitrile. Le gradient utilisé¢ est : 10 a 20% (B)
en 40 min, 20 a 30% (B) en 5 min, 30 a 40% (B) en 5 min, 40 a 45% (B) en 5 min et

I’initialisation a 10% (B) pendant 5 min.

Le débit est fixé a 0,8 mL/min, le volume d’injection est fixé a 20uL et la concentration

des échantillons est de 0,1 mg/mL. La détection se fait a 254, 280, 325 et 530 nm.

IV-3- Chromatographie sur colonne ouverte

Plusieurs types de phases ont été mis en ceuvre pour les colonnes en verre. La taille et le
diametre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la
résolution souhaitée. La quantité de phase stationnaire utilisée est généralement 30 a 50 fois
supérieure a la quantité d’échantillon déposée. L’extrait a fractionner peut étre déposé en

phase liquide concentrée ou en phase solide.

Pour la chromatographie d’adsorption, la phase stationnaire utilisée est la silice 60 A
(15-40 pm) préalablement activée pendant lheure a I’étuve a 100°C. La chromatographie

d’exclusion est réalisée sur gel de Sephadex LH 20.
IV-4- Chromatographie en Phase Gazeuse

Les analyses ont été réalisées sur un chromatographe Hewlett-Packard 6890 muni d’un
injecteur split/splitless et d’un détecteur a ionisation de flamme (FID). La colonne capillaire
de type BP-X5 (5% phényle et 95% méthylpolysiloxane) mesure 30 m de long, et présente un
diametre intérieur de 0,25 mm et une épaisseur de film de 0,25 um. Le gaz vecteur est

I’hélium, les débits sont les suivants :

- Gaz vecteur (1 mL.min'l) ;
- Air (400 mL.min™") ;
- Hydrogene (30 mL.min™).

Les conditions utilisées sont les suivantes :
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- Température de I’injecteur (250°C) ;
- Température du détecteur (300°C) ;
- Programme de colonne (température initiale 60°C, puis montée en température de

5°C/min jusqu’a 300°C).
IV-5- Couplage Chromatographie en phase Gazeuse-Spectrométrie de Masse

L’appareil utilisé est un spectrométre Thermo Finnigan AUTOMASS couplé a un

chromatographe en phase gazeuse Trace GC Thermo Finnigan.

Les conditions de chromatographie sont les mémes que celles décrites pour la (CPG).
L’ionisation se fait par impact électronique et la séparation des ions dans un filtre

quadripolaire. Les conditions de 1’analyse en spectrométrie de masse sont les suivantes :

- Température de I’injecteur (300°C) ;

- Température de la source (200°C) ;

- Température de la ligne de transfert (290°C) ;
- Energie d’ionisation (70eV).

V- METHODES PHYSICO-CHIMIQUES

V-1-Recristallisation

La recristallisation est une méthode de purification utilisée pour les composés sous

forme de cristal ou de poudre (état microcristallin).

Le principe est basé sur la solubilité¢ des mélanges a séparer. En effet, lorsqu’on veut
isoler ou purifier un composé présent dans un mélange par cette méthode, la premiere étape

consiste a trouver le meilleur solvant de recristallisation.

On appelle meilleur solvant de recristallisation, le solvant dans lequel le produit a
recristalliser est peu soluble a froid et trés soluble a chaud alors que les impuretés sont

insolubles a chaud.

Par chauffage suivi immédiatement de filtration, on élimine une partie des impuretés
insolubles a chaud. Le refroidissement permet au produit de cristalliser. La filtration suivante

permet d’éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles a froid.
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V-2- Spectrométrie de masse

Les spectres de masse en electrospray (ESI-SM) ont été enregistrés en mode positif sur
un spectrometre de masse SM-QP 2010 de type Shimadzu et rapportés dans les unités de la

masse a la charge (m/z). Le mode de 1'ionisation utilisé a été I’'impact électronique (EL 70eV).

Les spectres de masse en mode "electro-spray” a haute résolution (HRESI-SM) ont été
enregistrés en mode positif par un spectrometre quadripolaire hybride global de temps de vol

"Time of Flight" ou Q-TOF Ultima (Waters-Micromass).
V-3- Spectrophotométrie UV-visible

Les spectres UV des composés ont été mesurés lors des analyses HPLC/UV grace au
détecteur a barrettes de diodes du systeme HP 1100. Un spectrophotometre UV-visible
JASCO V- 530, équipé d’un enregistreur de spectres est utilisé pour la quantification des

polyphénols totaux et des flavonoides totaux des extraits.
V-4- Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

Les spectres RMN 'H et °C ont été mesurés 2 400 MHz et 100 MHz respectivement,

avec des appareils de type Briiker Avance 400.

Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCl;, DMSO-d6,
MeOH-d4 et D,O. Les déplacements chimiques (3) sont exprimés en ppm par rapport au
tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage sont exprimées en Hz. Les programmes
de séquences impulsionnelles standards fournis par Briiker ont permis de réaliser les

expériences bidimensionnelles COSY, HSQC et HMBC.

V-4-1-Corrélations homonucléaires

La COSY ('H — 'H) est une expérience qui fournit des informations sur les couplages
homonucléaires “Jyy et *Juy (protons séparés par deux ou trois liaisons) entre les protons

voisins et ceux qui sont adjacents.

V-4-2-Corrélations hétéronucléaires

La HSQC ('Jyc) est une technique qui permet d'observer les couplages entre les

carbones et les protons qui leur sont directement liés.
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La HMBC (2J HC, 3y He) permet la détection des couplages longue distance.
V-5-Caractéristiques physico-chimiques des huiles et beurres

Les caractéristiques physico-chimiques ont été déterminées selon les normes AFNOR

[144, 145].
V-5-1-Indice d’acide

L’indice d’acide (UICPA 2.201 ou ISO 660) est le nombre de milligrammes de potasse
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres présents dans un gramme (1g) de corps gras.
Plus explicitement, 1’indice d’acide permet de déterminer le taux d’acides gras libres présents

dans I’huile. Il est exprimé en milligrammes de KOH par gramme d’huile.

V-5-1-1-Principe
Les acides gras libres de I’huile sont neutralisés a froid par un exces de potasse

alcoolique selon la réaction suivante :

RCO,H , KOH RCO,K 4, H,0

Y

V-5-1-2-Mode opératoire

Dans un erlenmeyer, 0,4g d’huile est dissout dans 10mL d’un mélange d’isobutanol et
d’éthanol (1/1 : volume/volume). Apres ajout de 10mL de potasse alcoolique le mélange est
agité. L’exces de potasse alcoolique est dosé en présence de phénolphtaléine par une solution

d’acide chlorhydrique de normalité N jusqu’a décoloration.

Un essai a blanc est effectu¢ dans les mémes conditions et 1’indice d’acide (I,) se calcule par

les formules des relations 1 et 2.

= 6IxNx(V V) (1) ou en pourcentage % A = 282xNx(V —V) 2)

I,
m 10m

Avec V et V’ les volumes respectifs de la solution d’acide chlorhydrique versée pour la prise

d’essai et pour I’essai a blanc;

N : la normalité en meq.g/ mL de solution ’acide chlorhydrique ;
m : la masse en gramme de la prise d’essai ;

56,1 et 282 : les masses molaires (en g/mol) respectives de la potasse et de 1’acide oléique.
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V-5-2-Indice d’iode

L’indice d’iode (NF 660, UICPA 2.205, ISO 3961) représente le nombre de grammes
d’iode fixé par 100g de corps gras. C’est une addition pure et simple de 1’iode sur les doubles
liaisons et qui caractérise l’insaturation du corps gras. Cet indice indique le degré de

saturation de la matiere grasse.

V-5-2-1- Principe
Une prise d’essai est dissoute dans du tétrachlorure de carbone suivi de 1’addition du

réactif de Wijs en exces. La réaction résultante est la suivante :

R-CH=CH-R’ + ICI » R-CHI-CHCI-R’

L’exces d’ICI réagit avec I’iodure de potassium selon la réaction:
IC1 + KI —> L, + KC

Le diiode (I,) libéré est dosé par le thiosulfate de sodium.

V-5-2-2-Mode opératoire

Dans un erlenmeyer, 0,5g d’huile est dissout dans 20mL de tétrachlorure de carbone
puis 25mL de réactif de Wijs sont ajoutés. L’erlenmeyer est bouché, agité lentement et laissé
a I’obscurité pendant une heure. Apres le retrait, 20mL d’iodure de potassium et 150mL d’eau
distillée y sont ajoutés. Le diiode (I») libéré est titré par la solution de thiosulfate de sodium.

On utilise I’empois d’amidon vers la fin du dosage.

L’indice d’iode est donné par la formule de la relation (3).

_12,69xCx (V' —V)

m

I;

3)

Ou V’ estle volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour 1’essai a blanc ;
V est le volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour la prise d’essai ;

C est la concentration en mol/L de la solution de thiosulfate de sodium utilisée ;

m est la masse en gramme de la prise d’essai ;

12,69 est le dixiéme de la masse molaire de 1’iode.
V-5-3-Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (NE 1-2-50, UICPA 2.501 ou AOCS Cd 8b-90 (97) ou ISO 3961)

mesure le nombre de microgrammes d’oxygene actif pour un kilogramme de corps gras c’est-
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a-dire qu’il informe sur la capacit¢ qu’a la matiére grasse a s’oxyder. En présence de
l'oxygene de l'air, les acides gras insaturés entrant dans la composition des corps gras
s'oxydent en donnant des peroxydes. Ce phénoméne a lieu lors d’un long stockage des corps
gras. La détermination de la quantité des peroxydes d'un corps gras montre son altération par

oxydation.

V-5-3-1-Principe
Un corps gras en solution dans 1’acide acétique et le chloroforme est traité par une

solution d’iodure de potassium. L’iode libéré est dosé par la solution de thiosulfate de sodium.

V-5-3-2- Mode opératoire

Dans un erlenmeyer, 0,7g d’huile est ajouté a 10 mL de chloroforme puis 1I’ensemble est
agité rapidement. Aprés ajout de 15mL d’acide acétique et ImL de la solution d’iodure de
potassium, la solution obtenue est bouchée, agitée pendant une minute et placée a 1’obscurité
pendant 5 minutes. L’eau distillée (15mL) est ajoutée et le mélange est titré sous agitation
vigoureuse par la solution de thiosulfate de sodium en présence d’empois d’amidon comme
indicateur coloré. Un essai a blanc est réalis¢ dans les mémes conditions. L’indice de

peroxyde (Ip) est donné par la formule de la relation (4).

o 10xV - V) 4y Avec VetV "les volumes respectifs de la prise d’essai et de
bz ———— 7
m

I’essai a blanc et m la masse de la prise d’essai.

V-5-4-Indice de réfraction

L’indice de réfraction (n) (UICPA 2.102 ou ISO 6320) d’un milieu transparent est défini
par le rapport entre la vitesse de la lumiere dans le vide (c) et la vitesse dans ce milieu (v;). Sa
détermination peut servir a identifier un liquide organique et contrdler sa pureté.

L’indice de réfraction diminue d’environ 0,00045 par degré avec un accroissement
de la température au voisinage de 20°C. Pour ramener a 20°C I’indice de réfraction mesuré a

une autre température, on applique la formule de la relation (5).

n*’ =n' +0,00045 x (£-20) (5)

Avec n”’ et n' les indices de réfraction respectifs a 20°C et a la température 7.
Les indices de réfraction des huiles ont été déterminés a I’aide d’un réfractométre de

marque OPL.
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V-5-5-Indice de saponification

L’indice de saponification (NF T 60-220, UICPA 2.202 ou ISO 3657) est le nombre de
milligrammes de potasse caustique nécessaire pour transformer en savon les acides gras libres
ou combinés d’un gramme (1g) de corps gras. Il permet d’évaluer la capacité¢ de la maticre

grasse a étre utilisée en savonnerie.

V-5-5-1- Principe
Les acides gras libres et estérifiés de la matiere grasse sont neutralisés a chaud par un

exces de solution de potasse alcoolique selon la réaction suivante.

RCO,H , KOH RCOK , H,0

Yy

V-5-5-2-Mode opératoire

Dans un erlenmeyer contenant 2g d’huile sont ajoutés 25mL de la solution de potasse
alcoolique. Le mélange est porté a reflux pendant une heure. La solution savonneuse obtenue
est titrée a chaud avec la solution d’acide chlorhydrique en présence de phénolphtaléine. Un

essai a blanc est réalisé parallelement.

L’indice de saponification (Is) est donné par la formule de la relation (6).

_561xCx(V,—-V)
- m

Is

(6)

Avec Vyet Vles volumes en mL respectifs des solutions d’acide chlorhydrique versées pour
I’essai a blanc et pour la prise d’essai ;

C : la concentration en mol/L de la solution d’acide chlorhydrique utilisée ;

m : la masse en gramme de la prise d’essai ;

56,1 est la masse molaire en g/mol de la potasse alcoolique.
V-5-6-Teneur en eau et en matiéres volatiles

La teneur en eau et en matieres volatiles (NFT 60-201, UICPA 2.601 ou ISO 662)

représente les quantités d’eau et de matiéres volatiles contenues dans 1’huile.

V-5-6-1-Principe
Le séchage a 105°C d’une prise d’essai préalablement pesée permet, apres

refroidissement et une nouvelle pesée, de déterminer la teneur en eau et en matieres volatiles.
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V-5-6-1-Mode opératoire
Un bécher contenant de 1’huile est pesé et porté a 1’étuve a 105°C pendant 30 minutes.

Apres son retrait de 1’étuve, il est refroidi au dessiccateur puis pesé jusqu’a stabilisation de la

masse de 1’échantillon.

La teneur en eau et en matieres volatiles (T.) se détermine par la formule de la relation (7).

Te=100——L| (7) Oum, et my sont les masses initiale et finale respectives de I’huile
m.

1

V-5-7-Densité

La densité ou masse spécifique (NF 6883, ISO 6883) représente la masse de ’unité

de volume a une température T.

V-5-7-1-Principe
Des volumes identiques d’huile et d’eau sont pesés. La détermination du rapport des

masses respectives de 1’huile et I’eau permet de déterminer la densité de I’huile.

V-5-7-2-Mode opératoire

Des volumes d’un (1) mL d’huile séche et d’eau sont pesés. Les masses déterminées
respectivement pour la prise d’essai et I’eau distillée permettent de déterminer la densité (d).
Elle a été déterminée a la température ambiante du laboratoire (28°C) selon la formule de la

relation (8).

AVEC P puile €t P eqn 1€s masses volumiques respectives de I’huile et
_ phuile

d=—""=| (8 , e,

o3 de I’eau distillée.

V-5-8-Insaponifiables

Les insaponifiables (NF T60-205N ou :1975) sont les matieres qui ne sont pas
décomposées par la potasse et qui restent solubles dans les solvants habituels. Cette fraction,
insoluble dans I’eau, renferme des stérols et des hormones (stéroides), des vitamines
liposolubles (A, D, E, K), des alcools de la série grasse de poids moléculaires élevés et des

cires.

V-5-8-1-Principe
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Apres la saponification d’un corps gras, la solution contient en plus de la potasse
alcoolique en exces et du savon, du glycérol et des constituants de I’insaponifiable. Ces
derniers, assez solubles dans 1’éthanol a 95 % et moins dans 1’éthanol a 50 % sont extractibles
de leurs solutions hydro alcooliques par I’hexane. Les extraits, aprés €limination du solvant,

sont séchés puis pesés.

V-5-8-2- Mode opératoire

Dans un ballon de 250 mL, sont successivement ajoutés 5 g d’huile, 50 mL de solution
de potasse alcoolique (0,5N) et la pierre ponce. Le mélange est porté a reflux pendant une
heure suivi de I’ajout de 50 mL d’eau distillée. Apres agitation et repos, le contenu du ballon
est transféré dans une ampoule a décanter et le ballon est rincé avec 50 mL d’hexane pour
récupérer le maximum de produit. L’ampoule est énergétiquement agitée et laissée au repos
jusqu’a la séparation complete des deux phases. La solution savonneuse est récupérée dans
une deuxieme ampoule puis rincée trois fois avec 50 mL d’hexane. Les trois extraits sont
réunis dans une mé€me ampoule, lavés avec 50 mL d’alcool éthylique a 50% en agitant
pendant une minute et laissés au repos (le lavage est repris trois fois). L’¢élimination de la
solution hydro alcoolique est suivie de I’ajout du carbonate de sodium a 1’hexane. Aprés
filtration, le filtrat est transféré dans un ballon a fond rond préalablement pesé et le solvant est
¢liminé au rotavapor. Le ballon est séché a 1’étuve a 105°C pendant 45 minutes, refroidis au

dessiccateur puis pesé.

La teneur en insaponifiables est exprimée dans la formule de la relation (9).

m,

% d’insaponifiables = 100 9

m

Ou my et m; sont les masses respectives en gramme de la prise d’essai et du résidu sec.
V-6-Hydrolyse acide des flavonoides O-glycosylés

Les aglycones des flavonoides O-glycosylés présents dans 1’extrait polaire sont
obtenus par hydrolyse acide. Les extraits au méthanol ou a I’éthanol sont chauffés a reflux
pendant environ 2h dans une solution méthanolique acide (MeOH / HC1 (8%) : 5 /4). Les
aglycones sont ensuite extraits par 1’acétate d’éthyle. La phase organique est lavée avec de
I’eau jusqu'a atteindre un pH neutre. Apres évaporation du solvant, le résidu est repris dans le

méthanol pour la suite des analyses.
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OH MeOH / HCI
—_
A

o o CHj
OH
HO

OH

OH o}

Flavonoides-O-glucoside

V-7-Hydrolyse basique des lipides

V-7-1-Principe

HO o CHy
OH
HO

+ OH

Sucre

Aglycone

L’hydrolyse de I’huile est basée sur la transformation des triglycérides en acide (figure
18). Les réactions sont suivies par chromatographie sur couche mince (CCM).

R,CO,—CH,

R,CO,— KOH gEtOH
R;CO,—CH,

Triglycéride

Figure 18: Schéma de la réaction d’hydrolyse des triglycérides

V-7-2- Mode opératoire

R,;COH HO—-CH,
R,CO,H  +  HO-CH
R;COH HO-CH,

Acides gras Glycérol

Dans un ballon tricol a fond rond, sont successivement introduits 0,1g d’huile, 10mL

d’éthanol a 95% et SmL de la solution d’hydroxyde de potassium (3M). Le mélange

réactionnel est chauffé a reflux et la réaction est suivie par CCM jusqu’a la disparition totale

des triglycérides (éluant: Acétate d’éthyle/Dichlorométhane: 4/1). Apres une heure de

réaction, le chauffage est arrété et le milieu est laissé au repos jusqu'a refroidissement. L’eau

(30mL) est ajoutée et le contenu du ballon est transvasé dans une ampoule a décanter. Le

mélange est extrait avec I’éther éthylique (3x15mL) pour récupérer les insaponifiables. La

phase aqueuse est acidifiée a pH acide avec une solution d’acide chlorhydrique (6M) et

extraite avec I’éther éthylique (3x15mL). La phase organique contenant les acides gras libres

est lavée a I’eau (3x15mL) pour éliminer la glycérine puis séchée sur sulfate de magnésium

anhydre (MgSOQ.). Apres filtration et évaporation, les acides gras libres sont récupérés.
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V-8-Méthylation des acides gras
V-8-1-Principe

La réaction d’estérification des acides gras par le méthanol en présence d’un acide fort
(H,SOy) est :

MeOH / H,S0, (1%)

R]COZH + RzCOzH + R3C02H A

:RICOZMC + R2C02Me + R3C02Me

V-8-2-Mode opératoire

Dans un ballon tricol a fond rond, sont successivement introduits 5g d’acides gras et
50mL d’une solution d’acide sulfurique a 1% dans le méthanol. Le mélange est chauffé a
reflux et suivi par CCM (€luant : Dichlorométhane). Apres 25 minutes, la CCM indique que
tous les acides gras ont été estérifiés. Le chauffage est interrompu et 30mL d’eau sont ajoutés
et ’ensemble est refroidi naturellement. Le contenu du ballon est transvasé dans une ampoule
a décanter. Les esters méthyliques sont extraits avec de I’hexane (3x15mL). La phase
organique est lavée avec de I’eau (2x20mL) puis séchée sur sulfate de magnésium anhydre.
Apres filtration et élimination du solvant, les esters méthyliques sont récupérés (R = 0,83

avec le dichlorométhane).
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CHAPITRE I : ANALYSES PHYTOCHIMIQUES
I-EXTRACTION

Les valeurs du tableau 9 montrent que 1’éthanol extrait au moins 1,5 a 9,1 fois plus de

composés que 1’hexane.

Les amandes de M. indica, les feuilles, les graines et les écorces de S. afzelii contiennent
respectivement 11,00% ; 1,01% ; 2,15% et 0,58% de substances extractibles a 1’hexane. Les
amandes de M. indica et les écorces de S. afzelii sont respectivement les plus riches et les plus

pauvres en composés.

L’examen du fractionnement de 1’extrait a 1’éthanol montre que le dichlorométhane
récupere moins de composés que I’acétate d’éthyle. Les composés sont donc majoritairement
polaires. Les proportions des composés récupérés par les deux solvants organiques utilisés
(CH,Cl, et AcOEt) dans les amandes de M. indica, les feuilles, les graines et les écorces de
S. afzelii sont respectivement de 9,19% ; 30,09% ; 18,50% ; 18,67%. Les feuilles de S. afzelii
sont donc les plus riches en composés extractibles par ces solvants. Les graines et les écorces

de S. afzelii contiennent des quantités équivalentes de ce type de composés.

Dans tous les cas, la majorité des composés de 1’extrait a I’éthanol ont été piégees par

I’eau. Les masses des extraits et fractions sont consignées dans le tableau 9.

Tableau 9: Résultats des extractions et fractionnements des deux plantes

ORGANES ETUDIES
Extraits ou Amandes de Feuilles de Graines de Ecorces de
fractions

M. indica (500g) | S. afzelii (450g) S. afzelii (300g) S. afzelii (400g)
E hexanique 55,00g 4,56g 6,45¢g 2,31g
E gcon70% 85,00g 23,00g 10,00g 21,00g
F cm:cn 1,27¢g 1,82¢g 0,45¢ 0,64¢
F AcoEt 6,54¢g 5,10¢g 1,40¢g 3,28¢g
Contribution a I’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica 55




II-SCREENING PHYTOCHIMIQUE
I1-1- Screening phytochimique des feuilles, écorces et graines de Santaloides afzelii

Le screening phytochimique réalisé sur les feuilles, les écorces et les graines de
Santaloides afzelii présenté dans le tableau 10 révele une forte présence de composés
phénoliques. Nous observons une présence modérée d’alcaloides, de stéroides et de
terpénoides dans les feuilles et graines. Les saponines, anthraquinones, terpénoides, stéroides
et alcaloides sont sous forme de trace dans les écorces. On observe une absence

d’anthraquinones dans les feuilles et les graines de cette plante.

Les résultats du screening sont en accord avec ceux de I’extraction. En effet, les
terpénoides et stéroides, majoritairement extraits par 1’hexane sont sous forme de trace dans

les écorces et cela justifie la tres faible proportion (0,58%) de composés extractibles a

I’hexane trouvée dans les écorces.

Tableau 10: Screening phytochimique de Santaloides afzelii

Substances Tests Résultats

Feuilles Graines Ecorces

Flavonoides Cyanidine +++ ++ +++
Tanins Chlorure de fer ++ + +++
Tanins catéchiques Stiasny ++ + ++
Tanins galliques Stiasny + ++ +
Alcaloides Dragendorff ++ ++ +
Terpénoides et stéroides Liberman Buchard ++ ++ +
Saponines Formation de mousse + + +
Anthraquinones Ammonium - - +

+++: forte présence, ++: présence, +: trace, - : absence

I1-2- Screening phytochimique des tourteaux d’amandes de Mangifera indica

Les tourteaux d’amandes de M. indica représentent le marc obtenu apres extraction a
I’hexane. Le Screening phytochimique de ces tourteaux présenté dans le tableau 11 révele la
forte présence de tanins galliques. Les terpénoides et stéroides, anthraquinones et les
alcaloides sont présents dans les amandes. Les flavonoides et saponines sont sous forme de

trace. On observe une absence de tanins catéchiques. La présence de terpénoides et stéroides
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pourrait étre due a I’huile résiduelle encore présente dans les tourteaux d’amande de mangue

et traduirait une extraction insuffisante a 1’hexane.

Tableau 11 : Screening phytochimique de ’amande de Mangifera indica

Substances Tests Résultats
Flavonoides Cyanidine +
Tanins Chlorure de fer +++
Tanins catéchiques Stiasny -
Tanins galliques Stiasny +++
Alcaloides Dragendorff ++
Terpénoides et steroids Liberman Buchard ++
Saponines Formation de mousse +
Anthraquinones Ammonium ++

+++: forte présence, ++: présence, +: trace, - : absence

III-TESTS COLORIMETRIQUES

Le sceening phytochimique a montré la forte présence de composés phénoliques. Les

polyphénols sont extraits des végétaux soit par des milieux hydro-alcooliques soit par solvants

organiques polaires [146].

Les teneurs en polyphénols totaux et flavonoides totaux des organes des plantes

étudiées sont données dans le tableau 12. Deux types d’extraction par macération du matériel

végétal ont été utilisés.

Tableau 12: Teneur en polyphénols totaux et flavonoides totaux des plantes étudiées

Analyses Plantes Extrait H;SO4 | Extrait
(0,01N) Méthanol
Polyphénols totaux Feuilles de S. afzelii 66,00 146,50
(mg/100g de matiere seche | Ecorces de S. afzelii 125,50 195,33
eq. acide gallique) Graines de S. afzelii 63,50 76,66
Amandes de M. indica 153,50 283,00
Flavonoides totaux Feuilles de S. afzelii 16,75 28,00
(mg/100g de matiere seche | Ecorces de S. ajzelii 35,00 51,00
eq. quercétine) Graines de S. afzelii 16,50 18,50
Amandes de M. indica 10,00 18,50

Contribution a 1’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica

57



Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux, entrepris sur les amandes
de M.indica et les feuilles, écorces et graines de S. afzelii, révele que les polyphénols totaux et
les flavonoides totaux sont plus abondants dans l'extrait méthanolique. Ce résultat est en
accord avec la forte solubilité des polyphénols (acide phénolique, flavonoide, anthocyane)
dans le méthanol. Le résultat de ce dosage montre également que les amandes de M.indica
sont plus riches en polyphénol et plus pauvres en flavonoides que les feuilles, écorces et

graines de S. afzelii.

IV-ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE Mangifera indica
IV-1-Etude de I’huile de I’amande

Il ressort que les amandes de mangues étudiées ont de faibles teneurs en huile
(environ 10%), comparée a celles des graines oléagineuses qui sont de 40 % en moyenne
[147, 148]. Sachant que la macération ne permet pas d’extraire la totalité de la matiere grasse,

ces teneurs pourraient étre améliorées.

Les huiles obtenues sont solides a la température ambiante a I’exception de celle de
I’espece Kent. Elles ont une coloration jaune-blanche. Les huiles solides seront appelées

« beurres » dans la suite de 1’étude.
IV-1-1-Caractéristiques physico-chimiques

Les caractéristiques physico-chimiques des beurres et huiles d’amande de dix (10)
variétés de M. indica, réalisées a la température ambiante (28°C), sont consignées dans le
tableau 13. Les noms des especes sont ceux donnés par le propriétaire du verger et les
vendeuses au marché de Yamoussoukro et confirmés par le botaniste de 'INP-HB de

Y amoussoukro.

11 faut noter qu’au cours des opérations d’extractions, les lipides peuvent étre modifiés
par 1’élévation de la température et ’action oxydante de 1’air ou par des activités

enzymatiques. Ces phénomenes peuvent influencer certains parametres physico-chimiques.

Les caractéristiques physico-chimiques des beurres et huiles d’amande de différentes
variétés de mangues sont comparées a celles d’autres beurres et huiles couramment utilisés en

Cote d’Ivoire pour diverses applications (Tableaux 14 et 15).
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Tableau 13: Caractéristiques physico-chimiques des beurres et huiles d’amandes de dix variétés de mangues

Variétés de | Rendements | Densités | Indices de | Indices | Acidités Indices Indices de Indices de Teneurs Teneur en
mangues (%) (28°C) réfraction | d’acide (%) d’iode (g | peroxydes | saponification | en eau et | insaponifiables
(mg de d’iode/ (méq (mg de matieres (%)
KOH/g) 100g) d’Oy/kg) KOH/g) volatiles
(%)
Rubis 10,16 0,85 1,463 541 2,72 46,40 1,40 199,21 1,08 1,90
Kent 7,04 0,87 1,480 27,06 13,60 54,46 4,28 190,29 12,30 0,94
Retard 7,84 0,88 1,461 541 2,72 46,86 1,38 187,56 6,84 2,83
Key 8,70 0,87 1,458 7,09 5,44 45,34 2,23 ND 6,52 1,90
Assabonie 9,88 0,95 1,461 10,00 5,03 42,18 5,71 164,17 3,22 1,00
Smith tete 9,19 0,81 1,458 10,00 5,03 36,38 20,71 ND 7,00 2,00
de chat
Smith normal 9,22 0,77 1,460 10,00 5,03 37,87 30,71 170,96 1,64 1,10
Palmer 10,61 0,85 1,460 3,33 1,68 37,88 17,50 182,85 7,50 2,00
Gouverneur 7,50 0,81 1,459 2,50 1,26 42,63 12,43 172,73 1,95 2,74
Aravia 8,40 0,81 1,458 5,83 2,93 42,18 7,14 172,45 6,32 1,20
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Tableau 14: Caractéristiques physico-chimiques des beurres d’amandes de mangues comparées a celles d’autres

beurres couramment utilisés en Cote d’Ivoire

Parametres Beurres de | Beurres de | Beurres de | Beurres de
mangues Karité Makoré Cacao
Densités (28°C) 0,77 - 0,95 0,90 0,90 0,88 - 0,90
Indices de réfraction 1,458 - 1,463 1,463-1,468 1,465 1,455-1,458
Indices d’acide (mg de KOH/g) 2,50 - 10,00 17,06 13,79 <1,00
Indices d’iode (g d’iode/ 100g) 36,38 - 46,40 57,00-66,00 | 49,00-55,00 | 33,00-42,00
Indices de peroxydes (méq d’O,/kg) 1,38 - 30,71 4,35 2,83 <5,00
Indices de saponification (mg de | 164,17-199,21 178-193 209 -220 188 - 200
KOH/g)
Teneurs en insaponifiables (%) 1,00 - 2,83 3,00 -5,00 - 0,30 - 6,34
Teneurs en eau et matieres volatiles 1,08 - 7,50 0,25 -1,67 0,10-1,24 | <3,00
(%)

Tableau 15: Caractéristiques physico-chimiques de 1’huile d’amande de mangue (Kent) comparées a celles
d’autres huiles couramment utilisées en Cote d’Ivoire

Parametres huile de mangue Huile de coton | Huile de palme
Densités (28°C) 0,87 0,91 -0,92 0,89 - 0,90
Indices de réfraction 1,480 1,458-1,466 1,454-1,456
Indices d’acide (mg de KOH/g) 27,06 0,60 10,00
Indices d’iode (g d’iode/ 100g) 54,46 100,00-115,00 50,00 - 55,00
Indices de peroxydes (méq d’O,/kg) 4,28 10,00 1,80 - 3,00
Indices de saponification (mg de KOH/g) 190,29 189 — 198 190 - 209
Teneurs en insaponifiables (%) 0,94 0,80-1,50 0,50-1,20
Teneurs en eau et matieres volatiles (%) 12,30 - 0,05 -2,00
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IV-1-1-1-Indice d’acide

L'indice d'acide nous renseigne sur la teneur en acides gras libres de I'huile. Ses valeurs
sont équivalentes a un taux d’acidité exprimé en pourcentage. Les valeurs de l'indice d'acide
des beurres d’amandes de mangues varient de 2,50 a 10. Ces valeurs sont inférieures a celles
des beurres de Karité (17,06) et de Makoré (13,79) mais se situent dans la méme zone que
celle du beurre de Cacao (< 1,00). L’huile de la variété Kent a un indice d’acide de 27,06
largement supérieur a celui des huiles de Coton (0,6) et de Palme (10). Ces valeurs demeurent
supérieures a celles admises pour les huiles comestibles (< 4 mg de KOH/g d’huile) [149].

Les acides gras indésirables pourraient étre éliminés par raffinage de ces beurres et huiles.

IV-1-1-2-Indice de peroxyde

C'est un parametre tres utile pour apprécier les premieres étapes d'une détérioration
oxydative. Les valeurs d’indice de peroxydes des beurres d’amandes de mangues varient de
1,38 2 30,71. Ces indices sont généralement supérieurs a ceux des beurres de Karité (4,35), de
Makoré (2,83) et de Cacao (< 5,00). Les indices de peroxydes des variétés Smith normal,
Smith téte de chat et Palmer sont supérieurs a la valeur admise pour les huiles végétales brutes
comestibles (<15méq/kg d’huile) [150]. Ces valeurs €levées pourraient étre dues a 1’oxydation
des acides gras libres insaturés présents dans les beurres et pourraient entrainer leur rapide
détérioration. Toutefois, pour éviter cette oxydation, des antioxydants tels que le
ButylHydroxyAnisol (BHA) ou le ButylHydroxyToluéne (BHT) pourraient étre ajoutés a ces
beurres. L’huile de Kent a un indice de peroxyde plus élevé que celui de I’huile de Palme (1,8
- 3,0) mais environ deux fois plus faible que celui de I’huile de Coton (10). Cette valeur

respecte la norme pour les huiles végétales brutes comestibles (<15 méq/kg d’huile).

IV-1-1-3-Densité
Les densités des beurres et huiles d’amandes de mangues varient entre 0,77 (Smith

normal) et 0,95 (Assabonie). Ces valeurs, a I’exception de celle de la variété Assabonie, sont
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inferieures a celles des beurres de Karité (0,9), de Makoré (0,9) et de Cacao (0,88 - 0,90), a
celles des huiles de Palme (0,89 - 0,90), de Coton (0,91 - 0,92) et a celles des huiles végétales
en général comprises entre 0,91 et 0,96 [149]. Ces faibles valeurs pourraient traduire la
présence de composés a chaines plus courtes, comparativement aux huiles végétales et au
beurre de Karité. La densité de I’huile étant influencée par sa composition chimique, on peut

conclure que les variétés étudiées pourraient avoir des compositions chimiques voisines.

IV-1-1-4-Indice de réfraction

L'indice de réfraction dépend, comme la densité, de la composition chimique de I'huile
et de la température. 1l croit avec l'insaturation ou avec la présence sur les chaines grasses de
fonctions secondaires. Les valeurs d’indice de réfraction (1,458 a 1,463) des beurres de
mangues sont voisines de celle des beurres de Cacao (1,455-1,458), légerement inférieures a
celles des beurres de Karité (1,463 - 1,468) et de Makor¢ (1,465). L’indice de réfraction de
I’huile de Kent (1,480) est supérieur a celui des beurres de mangues ainsi qu’a celui des huiles

de Coton (1,458 - 1,466) et de palme (1,454-1,456) [151].

IV-1-1-5-Indice d’iode

L'indice d'iode est un parametre chimique qui nous renseigne sur l'insaturation globale
de T'huile. Nos beurres ont des indices d’iode qui varient de 36,38 a 46,86. Ces valeurs sont
voisines de celles des beurres de Cacao (33-42) mais inférieures a celles des beurres de Karité
(57 - 66) et de Makoré (49 - 55). L’indice d’iode de I’huile de Kent (54,46) est inférieur a
celui de 1’huile de coton (100 - 105), proche de celui de I’huile de palme (50 - 55) mais est
largement supérieur a celui des beurres de mangues. On peut conclure alors que cette huile
contient le plus grand pourcentage en composés insaturés comparée aux beurres de mangues.

Ces valeurs sont en accord avec son aspect (liquide).

IV-1-1-6-Teneur en eau et matieres volatiles

Les teneurs en eau et matieres volatiles des beurres de mangues varient de 1,08 a
7,50%. Ces valeurs sont généralement supérieures a celles des beurres de karité (0,10-1,24%),
de makoré (0,25-1,67%) et aussi a la teneur maximale préconisée par la réglementation pour
les aliments qui est de 0,2% [150]. L’huile de Kent possede la plus grande teneur en eau et
matieres volatiles (12,30%) comparativement a celles des beurres de mangues. Cette teneur
est généralement plus élevée que celle de I’huile de palme (0,05 — 2%) et proche de celle de

I’huile de Coton (0,80-1,50%). La présence ¢levée d’eau et de matieres volatiles pourrait
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favoriser une activité enzymatique. Ce qui laisse supposer que nos beurres et huile seraient
plus susceptibles de subir 1’altération hydrolytique ou enzymatique qui conduit a la formation
de produits secondaires : les monoglycérides et les diglycérides. Ces valeurs élevées
pourraient également traduire le caractere hygroscopique de ces beurres et huile en présence

d’humidité de 1’air.

IV-1-1-7-Indice de saponification

Il nous renseigne sur la richesse de l'huile en acides gras a chaines longues pour une
masse donnée de triglycérides. Les différentes valeurs de 1'indice de saponification obtenues
pour les beurres de mangues varient entre 164,17 et 199,21mg de KOH/g d’huile. Ces valeurs
sont voisines de celles des beurres de Karité, de Makoré et de Cacao respectivement de 178-
193 et 188-200mg de KOH/g d’huile et inferieurs a celles des beurres de Makoré. L’indice de
saponification de I’huile de la variété Kent (190,29) est 1égérement inférieur a ceux des huiles
de Coton (189 - 198) et de Palme (190 - 209). Ces indices sont supérieurs a I’indice moyen de
saponification (=109) [81]. Cela indique que les beurres et huiles d’amandes de mangues

peuvent constituer de bonnes maticres premieres pour la savonnerie.

IV-1-1-8-Teneur en insaponifiables

Les insaponifiables sont généralement constitués de plusieurs familles de composés
telles que les paraffines, les tocophérols, les stérols, les pigments caroténoides et les vitamines
liposolubles. Les résultats montrent que les différents beurres de mangues contiennent entre 1
et 2,83% d’insaponifiables alors que celle de I’huile de Kent est de 0,94%. Ces valeurs, a
I’exception de celle de I’huile de Kent, sont supérieures a celles des huiles végétales en

général (< 1%) [150].
IV-1-2- Composition chimique des insaponifiables

Les insaponifiables sont analysés en Chromatographie phase Gazeuse couplée a la
Spectrométrie de Masse GC/SM. La figure 19 nous montre le chromatogramme GC de la

fraction insaponifiable.

Les molécules ont été identifiées sur la base de I’analyse des fragments de leurs spectres
de masse (Tableau 16) comparés avec la banque de spectres de masses NIST (National

Institute of Standards and Technology ; version 2.0 du 26 Avril 2005).
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L’analyse spectrale révele que les insaponifiables de 1’huile d’amande de mangue sont
constitués de stérols dont les majoritaires sont : 1’Ergostérol (A), le Campestérol (B), le
Stigmastérol (C), le Sitostérol (D) et la 3-hydroxy-prégn-5-én-20-one (E). Le composé le plus

abondant est le Sitostérol.

L’observation des spectres de masses de ces molécules fait apparaitre la présence de

fragments caractéristiques :

— Les stérols présentent des masses moléculaires [M]";

— Les pics [M-15]", correspondant a la perte d’un groupement méthyle ;

Les pics [M-18]", correspondant a la perte d’une molécule d’eau ;
— Le pic a m/z = 255 confirme la nature stérolique du noyau avec une insaturation ;

— La perte de la chaine latérale [M-CL]" est observée.
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Figure 19: Chromatogramme GC des insaponifiables de 'amande de Mangifera indica

Contribution a 1’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica 64



Tableau 16:Composition en insaponifiables majeurs des beurres et huiles d'amandes de mangues

Rt
(min)

Masses

Structures, Noms et

Teneurs (%)
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IV-1-3-Composition en acides gras

L’analyse des acides gras est réalisée a 1’aide d’un chromatographe en phase gazeuse

couplé a la masse GC/MS avec détection a ionisation de flamme (FID).

L’analyse du chromatogramme de la figure 20 couplé a la masse (tableau 17) montre
que les beurres et huiles d’amandes de noyaux de mangues contiennent quatre (4) acides gras
majoritaires: les acides palmitique (C16:0), oléique (C18:1), stéarique (C18:0) et I’acide
arachidique (C20:0).
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Figure 20: Chromatogramme GC des acides gras de 1'amande de Mangifera indica

Tableau 17: Composition en acides gras majeurs des beurres et huiles de I'amande de mangues

‘ Rt (min) ‘ Masses Structures et Noms
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Tableau 18: Teneurs en acides gras des beurres et huiles d'amande de huit variétés de mangues comparées a celles de grande consommation en Céte d’Ivoire

Teneurs (%)

Contribution a I’étude phytochimique des amandes de Mangifera indica et des feuilles, écorces, graines de Santaloide afzelii

Smith Téte Smith
Acides gras Assabonie | Rubis Key | Retard | Kent Gouverneur | Karité | Makoré Cacao
de chat normal
Acide palmitique (C16:0) 6,77 12,80 | 10,56 | 8,33 | 9,70 8,33 9,09 8,84 5,30 4,72 23-26
Acide stéarique (C18:0) 45,76 38,20 | 39,83 | 41,66 | 31,06 45,00 36,36 37,16 41,30 36,50 37-39
Acide oléique (C18:1) 46,60 48,00 | 47,96 | 49,16 | 58,24 45,82 53,63 53,08 44,30 55,66 34,11
Acide linoléique (C18:2) 0 0 0 0 0 0 0 0 7,20 1,12 3,10
Acide arachidique (C20:0) 0,87 1,00 | 1,65 | 085 | 1,00 0,85 0,90 0,92 0 0 0
Acides gras saturés 53,40 52,00 | 52,04 | 50,84 | 41,76 54,18 46,37 46,92 46,60 | 41,22 60-65
Acides gras insaturés 46,60 48,00 | 47,96 | 49,16 | 58,24 45,82 53,63 53,08 51,78 56,78 37,22
Acides gras insaturés /
0,87 092 | 092 | 096 | 1,39 0,84 1,15 1,13 L1 1,39 0,5-0,6
saturés
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Bien que ces quatre acides soient majoritaires, leurs teneurs différent d’une variété a
I’autre. Le tableau 18 donne les teneurs en acides gras des beurres et huiles de I’amande du

noyau de huit (8) variétés de mangues.

Les beurres et huiles de mangues sont majoritairement riches en acide oléique (45,82-
58,24%) et acide stéarique (31,06-45,76%). 1ls peuvent donc étre classés dans la catégorie

oléique-stéarique.

Ils sont généralement plus riches en acide palmitique (C16:0) (6,77 a 12,80 %) que les
beurres de Makoré (4,72) et de Karité (5,30) mais plus pauvres que le beurre de Cacao (23,00-
26,00).

Ils sont généralement plus riches en acide stéarique (C18:0) (31,06-45,76%) que les

beurres de Makoré et de Cacao mais plus pauvres que le beurre de Karité.

L’acide oléique (C18:1) des beurres et huiles de mangues (45,82-58,24%) est
généralement plus abondant que celui des beurres de Karité et de Cacao mais moins abondant

que celui du beurre de Makoré.

L’acide arachidique (C20:0) est présent dans les beurres et huiles de mangues alors qu’il
est totalement absent dans les trois autres beurres. Par contre, 1’acide linoléique, absent dans
les beurres et huile de mangues, est présent dans les beurres de Karité, de Makoré et de

Cacao.

Le tableau 18 montre que les beurres des variétés Assabonie, Rubis, Key, Smith téte de
chat sont plus riches en acides gras saturés. Le beurre de la variété Retard est 1égerement plus
riche en acides gras saturés. Par contre, les beurres et huiles de Kent, de Smith Normal et de
Gouverneur sont plus riches en acides gras insaturés. Sachant que I’aspect (huile ou beurre) de
la matiere grasse est influencé par sa teneur en acides gras insaturés ou saturés, il ressort que
les aspects obtenus sont en accord avec la composition des huiles et beurres sauf pour les
variétés Smith normal et Gouverneur qui sont sous forme de beurres alors qu’ils sont

majoritairement composés d’acides gras insaturés.
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IV-2-Etude de ’extrait a I’acétate d’éthyle
IV-2-1-Purification de I’extrait a ’acétate d’éthyle de ’amande

Afin d’obtenir des informations préliminaires sur les composés présents dans 1’extrait a
I’acétate d’éthyle (AcOEt), une analyse LC/DAD-UV a ¢été entreprise. Sur le
chromatogramme LC/UV (figure 21) a 280nm de cet extrait, nous observons deux (2)

composés majoritaires 2 et 3 et plusieurs composés minoritaires dont le composé 1.

mAL
]
mALl

Figure 21 : Chromatogramme HPLC de I’extrait a I’AcOEt de I'amande de M.indica a 280 nm

L’analyse des spectres UV/visible (Tableau 19) correspondants indique notamment la

présence de composés phénoliques [152].

Les composés 1, 2 et 3 montrent des bandes d’absorption respectivement de 271 nm,

270 nm et 279 nm caractéristiques des acides phénoliques.
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Tableau 19: Caractéristiques HPLC et UV/vis de la fraction AcOEt de I'amande de mangue

Composés Composé 2 Composé 1 Composé 3

Spectres i -

UV/visible k A v ]

Vo D n a\
\ v// \\ \// \\
Rt (min) 3,91 14,30 47,30
2 271 2

;"max (nm) 70 ! 7

Une partie (6,54 g) de la fraction AcOEt de M. indica a été fractionnée sur une colonne
de gel de silice 60 A éluée par le dichlorométhane avec addition progressive d’acétate
d’éthyle et ensuite par 1’acétate d’éthyle avec addition progressive de méthanol donnant cinq
(5) fractions (F;-Fs). Le schéma de ce fractionnement est donné a la figure 22. Les fractions

F, et Fy4, présentants les meilleurs profils en CCM, ont été purifiées.

Le composé 1 (457mg) a été isolé et purifié a partir de la fraction F, sur colonne de gel

de silice 60A, éluée par le mélange dichlorométhane / méthanol (10/1).

Les composés 2 (261mg) et 3 (986mg) ont été isolés et purifiés a partir de la fraction F4

sur colonne de gel de silice 60A, éluée par le mélange dichlorométhane / méthanol (10/2).

Le suivi par CCM (figure 23) du fractionnement, avec comme solvants d’élution
CH,CI,/MeOH (9/1) et AcOEt/MeOH/H,0 (100/12/8), révélé a ’'UV 254 nm, nous a permis

de vérifier un premier niveau de pureté des composés isolés 1, 2 et 3.
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Extrait acétate d’éthyle (6,54 g)

CC gel de silice
Elution : CH,Cl,/AcOEt (gradient : 100 :0—0 :100)

AcOEt/MeOH (gradient : 100 :0—50 :50)

v

v

F, F,

F;

Fy

CC gel de silice

\4

1 (457 mg)

Elution : CH,Cl,/MeOH (100 :10)

CC gel de silice
Elution : CH,Cl,/MeOH (100 :20)

v

2 (261 mg)

v

3 (986 mg)

Figure 22: Schéma de purification de I’extrait a I’AcOEt de l'amande M. indica

Solvant de migration :
CH,Cl1,/MeOH (9/1)

Solvant de migration :
AcOEt/MeOH/H,0 (100/12/8)

Figure 23: CCM du suivi de fractionnement de I’extrait a I’AcOEt de I’amande de M. indica sur gel de silice

(par fluorescence sous UV a 254 nm)
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IV-2-2-Détermination des structures des composés 1,2 et 3

L’identification des composés a été possible grace aux analyses spectrales :
spectroscopie Ultra Violette (UV), Spectroscopie de Masse (SM) et spectroscopie de
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).

IV-2-2-1-Détermination de la structure du composé 1

Le composé 1 se présente sous forme de poudre jaune-blanche soluble dans le
méthanol. Le spectre d’absorption UV montre un maxima a 27Inm caractéristique d’un

carbonyle aromatique [152].

Le spectre de masse a haute résolution nous montre un ion moléculaire a m/z =
207,0271 [M+Na]* suggérant une masse de 184,0271 correspondant a la formule brute
CsHsOs.

Les caractéristiques en RMN 13C, 1H, et DEPT 135 du composé 1, obtenues a partir

des spectres en annexe 1 sont données dans le tableau 20.
Le spectre RMN BC du composé 1 présente six (6) signaux. Nous distinguons :
— un groupement méthoxyle a 8¢ =52,36 ppm ;
— deux(2) carbones (CH) aromatiques équivalents (C-2/C-4) a 6c=110,31 ppm ;
— un(1) groupement carbonyle a dc =169,28 ppm ;

— quatre (4) carbones quaternaires aromatiques a 6c =121,49 ppm (C-1), 139,79 (C-4),
146,66 ppm (C-3/C-5).

Le spectre RMN 'H du composé 1 présente deux (2) signaux distincts. Ce sont :

— un signal de deux (2) protons a 6y = 6,94 ppm caractéristique des protons aromatiques

équivalents (H-2/H-6) ;

— un signal a dy= 3,71 ppm caractéristique de trois (3) protons équivalents indiquant les

protons du groupement méthoxyle.

En comparant ces données spectrales avec celles de la littérature, nous pouvons

identifier le composé 1 correspond au gallate de méthyle [153].
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Ce composé a déja été identifié dans les écorces de tronc de Klainedoxa gabonensis

(Simaroubaceae) [154] et dans les feuilles de Cedrela sinensis (Meliaceae) [155].

Oxz-OCHs

OH
1:Gallate de méthyle

Tableau 20: Caractéristiques en RMN 'H, "*C et DEPT 135 du composé 1 dans le méthanol-d4

Position RMN 'H5 (ppm)  RMN C  (ppm) DEPT 135
1 - 121,49 C
2 6,94(d; J=1,7Hz) 110,31 CH
3 ; 146,66 C
4 - 139,79 C
5 ; 146,66 C
6 6,94(d; J=1,7Hz) 110,31 CH
7 - 169,28 C=0
8 3,71(s) 52,36 CH;

IV-2-2-2-Détermination de la structure du compose 2

Le composé 2 se présente sous forme de poudre jaune-blanche et soluble dans le
méthanol. Le spectre d’absorption UV montre un maxima a 270nm caractéristique d’un

carbonyle aromatique [152].

Le spectre de masse a haute résolution nous montre un ion moléculaire a m/z 193,0142

[M+Na]" suggérant une masse de 170,0142 correspondant a la formule brute C7HgOs.
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Les caractéristiques en RMN °C, 'H, et DEPT 135 du composé 2, obtenues 2 partir

des spectres en annexe 2 sont données dans le tableau 21.
Le spectre RMN BC du composé 2 présente cinq (5) signaux. Nous distinguons :
— deux (2) carbones (CH) aromatiques équivalents (C-2/C-6) a 6c= 110,33 ppm ;

— un (1) groupement carbonyle a 6c=170,41 ppm ;

— quatre (4) carbones quaternaires aromatiques a 6c = 121,98 ppm (C-1), 146,41 (C-3/C-
5), 139,60 ppm (C-4).

Le spectre RMN 'H du composé 2 présente un signal de deux (2) protons a oy = 6,96
ppm caractéristiques des protons aromatiques équivalents.
En comparant ces données spectrales avec celles de la littérature [156, 157], le

composé 2 correspond a I’acide gallique.

2: Acide gallique

Tableau 21: Caractéristiques en RMN 'H, "*C et DEPT 135 du composé 2 dans le méthanol-d4

Position RMN 'H 6 (ppm) RMN *C 6 (ppm) DEPT 135
1 - 121,98 C
2 6,96 (s) 110,33 CH
3 ; 146,41 C
4 - 139,60 C
5 ; 146,41 C
6 6,96 (s) 110,33 CH

Contribution a I’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica 76



7 - 170,41 C=0

IV-2-2-3-Détermination de la structure du composé 3

Le composé 3 se présente sous forme de poudre jaune-blanche et soluble dans le
méthanol. Le spectre de masse donne un ion moléculaire & m/z = 963,1079 [M+Na]*

suggérant une masse de 940,1079 correspondant a la formule brute C41H3,026.

Les caractéristiques en RMN °C, 'H, et DEPT 135 du composé 3, obtenues 2 partir

des spectres en annexe 3 sont données dans le tableau 22.
Le spectre RMN 'H nous montre des signaux caractéristiques de :

— cinq (5) signaux a oy = 6,82; 6,88; 6,90; 6,97; 7,02 ppm, sous forme de singulet

caractéristiques de dix (10) protons aromatiques (H-2/H-6);

— six (6) signaux a oy = 6,15 ppm (d ; J=9,0Hz ; H-1"), 5,82 ppm (t; J=9,0Hz ; H-3"),
5,54 ppm (t ; J=9,0Hz ; H-4"), 5,51 ppm (m, H-2") et 4,35 ppm (m, H,5’) et 4,31/4,42
ppm (dd, J=10,2Hz/4,5Hz, H-6b’/H-6a’) caractéristiques des protons du glucose.
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Le spectre RMN "°C et la DEPT 135 permettent en outre de mettre en évidence les

éléments caractéristiques de cinq (5) acides galliques et d’un glucose. Ce sont :

Ainsi,

cinq (5) signaux caractéristiques des fonctions carbonyles de 1’acide gallique a o¢
167,98 ; 167,34 ; 167,06 ; 166,96 ; 166,27 ppm ;
cing (5) signaux caractéristiques des carbones aromatiques (C-2 et C-6) de 1’acide
gallique a 6¢ 110,39 ; 110,42 ; 110,45 ; 110,67 ; 110,89 ppm ;
cingq (5) signaux a o¢ = 121,07; 120,38; 120,26; 120,22; 119,74 ppm,
caractéristiques des carbones quaternaires aromatiques C-1 de I’acide gallique ;
cing (5) signaux a oc = 146,57 ; 146,49; 146,46; 146,40; 146,30 ppm,
caractéristiques des carbones quaternaires aromatiques C-3 et C-5 de I’acide gallique ;
cingq (5) signaux a oc = 140,80; 140,57; 140,46; 140,34; 140,05 ppm,
caractéristiques des carbones quaternaires aromatiques C-4 de I’acide gallique ;
cing (5) signaux a ¢ 93,92 ; 74,54 ; 74,20 ; 72,29 ; 69,89 ; 63,23 ppm, caractéristiques
des 6 carbones du glucose.

Le spectre COSY (figure 24) met en évidence le couplage entre les protons du glucose.

sont couplés les protons :

H-1’ (6,15ppm) avec H-2’ (5,51ppm) ;

H-2’ (5,51ppm) avec H-3’ (5,82ppm) ;

H-3’ (5,82ppm) avec H-4’ (5,54ppm) ;

H-4’ (5,54ppm) avec H-5’ (4,35ppm) ;

H-5" (4,35ppm) avec Ha-6’ (4,31ppm) et Hb-6’ (4,42ppm);
Ha-6’ (4,31ppm) avec Hb-6" (4,42ppm).

Contribution a I’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica 78



H-2 /H-6

H-5’
H-6’'b H-6'a

~5.0

. .55
® 8 g 8

g ' 6.0

~6.5

~-7.0

H-2 /H-%

-7.5

-8.0

Le spectre HSQC (figure 25) met en évidence le couplage entre les carbones et protons
du glucose. Ainsi, sont couplés les carbones :
— C-17 (93,92ppm) avec H-1" (6,15ppm) ;
— C-2’ (72,29ppm) avec H-2’ (5,51ppm) ;
— C-3’ (74,20ppm) avec H-3’ (5,82ppm) ;
— C-4’ (69,89ppm) avec H-4’ (5,54ppm) ;
— C-5’ (74,54ppm) avec H-5" (4,35ppm) ;
— C-6’ (63,23ppm) avec Ha-6’ (4,31ppm) et Hb-6" (4,42ppm) ;
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- C-2/C-6(110,39 ;110,42 ;110,45 ;110,67 ; 110,89 ppm) avec H-2/H-6 (6,82; 6,88;

6,90; 6,97; 7,02 ppm).

H-2 /H-6 ) ;
” "I H-4’ H-5 :
H-1 H-3' H-2 H-6’'b H-6'a o
e i o '
L 65
Cc-4’ 4 = ~ 70

c-2’ — o
Cc-3 -5 = @ -« - 75
— m
& 35
— m:
c-1 — e L o5
L 100
105 |
S— aore -110
c-2/c-6 - = -
E 115!
7.0 6.5 6.0 55 5.0 as ppm

Figure 25: Spectre HSQC du composé 3 dans le méthanol-d4

En comparant ces données spectrales avec celles de la littérature, le composé 3
correspond au 1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl glucose. Ce composé a déja été isolé et identifi€ dans

les tiges de Rhus trichocarpa (Anacardiaceae) [117].

3: Penta-O-galloyle-glucose
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Tableau 22: Caractéristiques en RMN 'H, "*C et DEPT 135 du composé 3 dans le méthanol-d4

Position RMN 'H § (ppm) RMN "C & (ppm) DEPT 135
Gal
1
- 121,07 ; 120,38 ; 120,26 ; 120,22 ; 119,74 C
2
6,82(s):6,88(5);6,90(s):6,97(s);7,02(s) 110,89 ; 110,67 ; 110,45 ; 110,42 ; 110,39 CH
3
- 146,57 ; 146,49 ; 146,46 ; 146,40 ; 146,30 C
4
- 140,80 ; 140,57 ; 140,46 ; 140,34 ; 140,05 C
5
- 146,57 ; 146,49 ; 146,46 ; 146,40 ; 146,30 C
6
6,82(5);6,88(5);6,90(5);6,97(5);7,02(s) 110,89 ; 110,67 ; 110,45 ; 110,42 ; 110,39 CH
7
- 167,98 ; 167,34 ; 167,06 ; 166,96 ; 166,27 C=0
Gluc
19
6,15(d) J=9,0Hz 93,92 Cl-gluc
2’
5,51(m) 72,29 C2-gluc
39
5,82 (d) J=9,0Hz 74,20 C3-gluc
4’
5,54(t) J=9,0Hz 69,89 C4-gluc
59
4,35(m) 74,54 C5-gluc
6’a
4,31 (dd) J=10,2Hz/4,5Hz 63,23 C6-gluc
6’b

4,42 (dd) J=10,2Hz/4,5Hz

V-ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE Santaloides afzelii
V-1-Etude de ’extrait a I’acétate d’éthyle des feuilles
V-1-1-Fractionnement et purification

Une analyse LC/DAD-UV (figure 26) a 280 nm entreprise sur l’extrait a 1’acétate
d’éthyle (AcOEt) des feuilles de Santaloides afzelii nous a permis d’observer 3 composés

majoritaires 2, 4 et S.
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Figure 26: Chromatogramme HPLC de I’extrait a I’ AcOEt des feuilles de S. afzelii a 280 nm

L’analyse des spectres UV/visible (tableau 23) correspondants indique notamment la

présence de I’acide gallique (composé 2) et de flavonoides (composés 4 et 5).

Les composés 4 et S montrent des bandes d’absorption respectivement de 256/348 nm

et 260/349 nm caractéristiques des flavonoides [158].

Tableau 23: Caractéristiques HPLC et UV/vis de I’extrait a I’ AcOEt des feuilles de S. afzelii

Composés Composé 4 Composé 5 Composé 2
Spectres

UV/visible

Rt (min) 48,63 42,70 4,52
Amax (nm) 256/348 260/349 270

L’extrait a D’acétate d’éthyle des feuilles de S. afzelii (5g)

a subi un premier

fractionnement sur une colonne de gel de silice 60A (figure 27). Les éluants utilisés sont

constitués de mélange de CH,Cl,/AcOEt et AcOEt/MeOH dans des proportions variables

pour donner 7 fractions (F; a F7).

Les fractions F; et Fs ont subi une purification sur une colonne de gel de silice 60 avec

comme éluant un mélange de CH,Cl,/MeOH (10/1), pour donner successivement les

composés 4 (Fp) 342 mg et 5 (Fypz) 219 mg.
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Extrait acétate d’éthyle (5g)

CC silice 63-200 um,
Elution: CH,Cl,/AcOEt (gradient 100 :0 — 0 :100)

AcOEt/MeOH (gradient 100 :0 — 50:50)

!

!

!

v v \’

Fi

F,

Fs

Fa

Fs Fe Fs

CC silice 63-200 um,
Elution CH,Cl,/MeOH (100 : 10)

v

\’
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Fs

Fc

Fo

CC silice 63-200 um,
Elution CH,Cl,/MeOH (100 : 10)

Fe

Fe Fy Fi

CC silice 63-200 um,
Elution CH,Cl,/MeOH (100 : 10)

v v

Fra Fu2 Fus

Figure 27:Schéma de purification de I’extrait a I’AcOEt des feuilles de S. afzelii

La figure 28 présente le suivi du fractionnement de la fraction par HPLC.
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Figure 28: Analyse HPLC / UV du fractionnement de 1’extrait a I’AcOEt de S. afzelii

V-1-2-Détermination de la structure des composés 4 et 5

V-1-2-1- Détermination de la structure des composés 4

Le composé 4 se présente sous forme de poudre jaune soluble dans le méthanol. Le
spectre d’absorption UV montre deux maxima a 256 nm et 348 nm caractéristiques des

flavonoides [158].

Le spectre de masse a haute résolution du composé 4 indique un ion moléculaire a m/z=
471,0905 [M+Na]® suggérant une masse de 448,0905 correspondant a la formule brute
C21H20011.
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Les caractéristiques en RMN °C, 'H, et DEPT 135 du composé 4, obtenues 2 partir

des spectres en annexe 4 sont données dans le tableau 24.

Le spectre RMN "H montre des caractéristiques d’un squelette de type flavonoide [89]

que I’on peut identifier par :
— un signal a dy=7,34ppm sous forme de doublet (J=2Hz) attribuable au proton H-2" ;

— un signal a dg=7,32ppm sous forme de doublet de doublets (J=8,3Hz/2Hz) attribuable

au proton H-6’ ;
— un signal a dy=6,93ppm sous forme de doublet (J=8,3Hz) attribuable au proton H-5’.

Ces trois signaux présentent un systeme de couplage ABX caractéristique du cycle B

d’un flavonoide.
Sur le méme spectre, on observe :
— un signal a dy=6,39ppm sous forme de doublet (J=2Hz) attribuable au proton H-8 ;
— un signal a dy=6,22ppm sous forme de doublet (J=2Hz) attribuable au proton H-6.

Ces deux signaux présentent un systéme de couplage AB caractéristique du cycle A d’un

flavonoide.

Le signal & oy=12 ppm dans le DMSO-d6, montre la présence d’un groupement

hydroxyle (-OH) sur le carbone C-5.

Le spectre RMN BC du composé 4 montre 21 signaux dont quinze (15) sont

caractéristiques d’un flavonoide. Parmi ceux-ci, on distingue :
— un (1) groupement carbonyle a 5c=179,67 ppm ;

— cinq (5) CH aromatiques a d¢ 116,38ppm (CH-5"), 116,94ppm (CH-2’), 122,99ppm
(CH-6’), 99,84ppm (CH-6) et 94,73ppm (CH-8);

— Six (6) signaux caractéristiques des 6 carbones du rhamnose a 6¢ 103,56 ppm(C-17),
71,92 ppm (C-27), 72,12 ppm (C-37), 72,05 ppm (C-47), 73,27 ppm (C-57) et 17,67
ppm (C-67).
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La position du rhamnose est confirmée en HMBC (figure 29) par la corrélation proton-
carbone entre le proton a 6y=5,25 ppm (H-1") et le carbone d¢c=136,25ppm (C-3).

Le spectre UV des flavones et flavonols présente deux bandes d’absorption majeures
a250-285 nm et 320-385 nm caractéristiques respectivement des deux cycles A et B.
L’absence du groupement fonctionnel (OH) sur le carbone C-3, par O-méthylation ou O-
glycosylation, diminue I’absorbance (effet hypsochrome) du cycle B de 20 a 30 nm [159]. Le
spectre UV du composé 4 montre des valeurs faibles par rapport a la quercétine. Ce qui
confirme encore la position du rhamnose sur le C-3.

Le signal du proton anomérique du rhamnose a dy=5,25 ppm montre un doublet de

faible constante de couplage J=1,2Hz, indiquant une configuration a.

mhGRE
o)

&

"
)

i

8

64 62 60 58 56 54 52 S0 4as 46 ppm

Figure 29: Spectre HMBC du composé 4 dans le MeOH-d4

L’attribution complete des signaux a ¢été réalisée par l’analyse des spectres de
corrélations homonucléaires COSY et hétéronucléaires HSQC et HMBC et par comparaison
avec des données de la littérature. Le composé 4 est donc identifié comme étant la
quercétine-3-0-a-rhamnose.

Ce composé est rapporté pour la premiere fois dans le genre Santaloides. Il a déja été
isolé des feuilles de Myrsine seguinii (Myrsinaceae) [160], de Argania spinosa (Sapotaceae)

[161], et de Ampelopsis grossedentata [162].
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4 : Quercétine-3-O-a-rhamnose

Tableau 24: Caractéristiques en RMN "H, "°C et DEPT 135 du composé 4 dans le DMSO-d6

Position RMN 'H 6 (ppm) RMN “C 6 (ppm) DEPT 135
2 - 159,32 C
3 - 136,25 C
4 - 179,67 C=0
5 12,00(s) 163,24 C
6 6,22(d) J=2Hz 99,84 CH
7 - 165,98 C
8 6,39(d) J=2Hz 94,73 CH
9 - 158,55 C
10 - 105,89 C
1 - 122,87 C
2’ 7,34(d) J=2Hz 116,94 CH
3 - 146,44 C
ry - 149,83 C
5 6,93(d) J=8,3Hz 116,38 CH
6’ 7,32(d) J=8,3Hz/2Hz 122,99 CH
1 5,25(d) J=1,2Hz 103,56 C1-Rha
27 4,24 (dd) J=3,2Hz/1,7Hz 71,92 C2-Rha
3” 3,78 (dd) J=9,3Hz/3,3Hz 72,12 C3-Rha
47 3,40(m) 72,05 C4-Rha
5 3,17(m) 73,27 C5-Rha
6 0,82(d) J=6,1Hz 17,67 C6-Rha

V-1-2-2-Détermination de la structure du composé 5

Le composé 5 se présente sous forme de poudre jaune soluble dans le méthanol. Le
spectre d’absorption UV montre deux maxima a 260 nm et 349 nm caractéristiques des

flavonoides [158].
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Le spectre de masse a haute résolution du composé S indique un ion moléculaire a m/z

=487,0851 [M+Na]" suggérant une masse de 464,0851 correspondant a la formule brute
C21H20012.

Les caractéristiques en RMN 13C, lH, et DEPT 135 du composé 3, obtenues a partir

des spectres en annexe 5 sont données dans le tableau 25.

Le spectre RMN 'H présente des caractéristiques d’un squelette de type flavonoide [89]

que 1’on peut identifier par :

— un signal a 8y =6,90ppm sous forme de doublet (J=2Hz) attribuable aux protons H-2’

et H-6’, caractéristique du cycle B du flavonoide ;
— un signal a dy=6,38ppm sous forme de doublet (J=2Hz) attribuable au proton H-8 ;
— un signal a dy=6,20ppm sous forme de doublet (J=2Hz) attribuable au proton H-6.

Ces deux derniers signaux présentent un systeme de couplage en méta sur un cycle

aromatique caractéristique du cycle A du flavonoide.

Le signal a dy=12,68 ppm dans le DMSO-d6, montre la présence d’un groupement
hydroxyle (-OH) sur le carbone C-5.

Le spectre RMN BC du composé S montre vingt et un (21) signaux dont quinze (15)

signaux sont caractéristiques d’un flavonoide. Parmi ceux-ci, on distingue :
— un (1) groupement carbonyle a 5c=179,70 ppm ;

— quatre (4) CH aromatiques a 6c=107,84ppm (CH-2’/CH-6"), 93,53ppm (CH-6),
98,68ppm (CH-8) ;

— cinq (5) signaux CH et un (1) signal CHj caractéristiques des 6 carbones C-17, C-2”,
C-37, C-4”, C-5” et C-6” du rhamnose respectivement a o(ppm)= 101,86 ; 70,42 ;
70,73 ;71,72 ;70,91 et 17,88.

La position du rhamnose est aussi confirmée en HMBC (figure 30) par la corrélation
proton-carbone entre le proton anomérique dy=5,20ppm (H-1") du rhamnose et le carbone
dc=134,20ppm (C-3) de la génine myricétine. De méme, le spectre UV du composé S montre

N

des valeurs faibles par rapport a la myricétine. Ce qui confirme une substitution du

groupement (OH) de la génine par le rhamnose sur le C-3.
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Le signal du proton anomérique du rhamnose a 0y=5,20 ppm montre un doublet de

faible constante de couplage J=1,8Hz, indiquant une configuration a.
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Figure 30:Spectre HMBC du composé 5 dans le DMSO-d6

L’ensemble des données spectrales en comparaison avec les données de la littérature,
nous ont permis d’établir la structure du composé 5§ comme étant la Myricetine-3-O-a-
rhamnose. Ce composé est rapporté pour la premiere fois dans le genre santaloides. Il a déja
été isolé des feuilles Myrsine seguinii (Myrsinaceae) [160], d’Argania spinosa (Sapotaceae)

[161], d’Ampelopsis grossedentata [162] et de Tapirira guianensis (Anacardiaceae) [163]

5 : Myricétine-3-0-o-rhamnose
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Tableau 25: Caractéristiques en RMN "H, "*C et DEPT 135 du composé 5 dans le DMSO-d6

Position RMN 'H & (ppm) RMN “C § (ppm) DEPT 135

2 - 156,38 C

3 - 134,20 C

4 - 179,70 C=0
5 12,68(s) 161,23 C

6 6,38(d) J=2Hz 93,53 CH

7 - 164,00 C

8 6,20(d) J=2Hz 98,68 CH

9 - 157,42 C

10 - 103,91 C

r - 119,52 C

k 6,90(d) J=2Hz 107,84 CH
3 - 145,71 C

4 - 136,46 C

5 - 145,71 C

6’ 6,90(d) J=8,3Hz 107,84 CH
1” 5,20(d) J=1,8Hz 101,86 C1-Rha
2 3,89 (dd) J=3,2Hz/1,7Hz 70,42 C2-Rha
3 3,55 (d) J=10,6Hz 70,73 C3-Rha
47 3,17(m) 71,72 C4-Rha
5” 3,34(m) 70,91 C5-Rha
6” 0,84(d) J=6,1Hz 17,88 C6-Rha

Les isomeres Myricétine 4'-O-a-L-rhamnopyranoside et Quercétine 3'-O-o-L-
rhamnopyranoside ont déja été isolés des extraits de la partie aérienne (feuilles et tiges) de

Oenothera speciosa Nutt. (Onagraceae) [89].

V-2-Etude de I’extrait a ’acétate d’éthyle des graines
V-2-1-Fractionnement et purification

Une analyse LC/DAD-UV (figure 31) a 280 nm, entreprise sur 1’extrait a [’acétate
d’éthyle (AcOEt) des graines de S. afzelii nous a permis d’observer deux (2) composés

majoritaires 2 et 6.
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Figure 31: Chromatogramme HPLC de I’extrait a I’ AcOEt des graines de S. afzelii a 280 nm

L’analyse des spectres UV/visible (Tableau 26) correspondants indique la présence de
I’acide gallique (composé 2) et d’un flavan-3-ol (composé 6). Le composé 6 montre une

bande d’absorption 278 nm caractéristique des flavan-3-ols.

Tableau 26: Caractéristiques HPLC et UV/vis de l'extrait AcOEt des graines de S. afzelii

Composés Composé 6 Composé 2
Spectres [ .| S
UV/visible "

Rt (min) 15,19 4,01

Amax (nm) 278 271

Une partie (0,8g) de I’extrait a I’AcOEt des graines de S. afzelii a subi un
fractionnement sur colonne de gel de silice 60A (figure 32). Les éluants utilisés sont
constitués de mélange de CH,Cl,/AcOEt et AcOEt/MeOH dans des proportions variables
pour donner 8 fractions (G; a Gg). La fraction G3 a subi une purification sur colonne de gel de

silice 60A avec comme éluant le mélange CH,Cl,/MeOH (10/1) pour aboutir au composé 6

(Gsp).

Une autre partie (0,52g) de I’extrait a I’AcOEt des graines de S. afzelii a subi un
fractionnement par chromatographie d’exclusion sur gel de Sephadex (Figure 33) avec le
MeOH (100%) comme éluant pour donner 5 fractions (G’; a2 G’s). Le composé 2 (G’ ;) a été

obtenu par la purification sur colonne de gel de silice de la fraction G’;.
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Extrait acétate d’éthyle (0,8¢)

CC Silice 63-200um
Elution : CH,Cly/AcOEt (gradient 100 :0—0 :100)
AcOEt/MeOH (gradient 100 :0—50 :50)

A4 A4 A4 Y A4 Y A4 A4

Gi G G3 Gy Gs Ge Gy Gs

CC Silice 63-200pm
Elution : CH,Cl,/MeOH (gradient 100 :0—0 :100)

A4 A 4 \ 4 A 4

G3 A G3B G3C G3D

Figure 32: Schéma de purification sur gel de silice de 1’extrait a I’AcOEt des graines de S. afzelii

Extrait acétate d’éthyle (0,52¢g)

CC Sephadex LH20
Elution 100% MeOH

G’y G’ G’s G’y G’s

CC Silice 63-200um
Elution : CH,Cl,/MeOH (gradient 100 :10)

v v v

G’ia G’ G’ic

Figure 33: Schéma de purification sur séphadex de I’extrait a I’AcOEt des graines de S. afzelii

V-2-2- Détermination de la structure du composé 6

Le composé 6 se présente sous forme d’une poudre blanche soluble dans le méthanol.

Le spectre UV présente un maxima a 278 nm. L’analyse du spectre de masse en mode positif
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montre un ion moléculaire 2 m/z 313,0803 [M+Na]", suggérant une masse molaire de

290,0803 correspondant a la formule brute C;5H140g.

Les caractéristiques en RMN 13C, lH, et DEPT 135 du composé 6 dans le DMSO-d6,

obtenues a partir des spectres en annexe 6, sont consignées dans le tableau 27.

Le spectre RMN "H du composé 6 présente cinq (5) protons aromatiques similaires &
ceux du composé 4. Nous retrouvons les signaux du cycle A (deux signaux présentant un

systeme de couplage AB en meta) que 1’on peut identifier par :
— un signal a dy=5,69 ppm sous forme de doublet (J=2,30Hz) attribuable a H-8 ;

— un signal a dy=5,89 ppm sous forme de doublet (J=2,20Hz) attribuable a H-6.
Le cycle B (trois signaux présentant un systeme de couplage ABX) est identifié par :
— un signal a dy= 6,60 ppm sous forme de doublet (J=2,00Hz) attribuable a H-2’ ;

— un signal a 6p=6,69 ppm sous forme de doublet de doublets (J=8,16Hz/2,00Hz)
attribuable a H-6" ;

— un signal a dy=6,72 ppm sous forme de doublet (J=8,16Hz) attribuable a H-5".
Sur le méme spectre, nous observons :

— les signaux a 0y=2,65 ppm sous forme de doublet de doublet (J=16,08Hz/5,4Hz) et a
op=2,35 ppm sous forme de doublet de doublet (J=16,04Hz/8,4Hz) caractéristiques

des deux protons en position 4 de I’hétérocycle ;

— deux signaux a dy= 3,82 ppm sous forme de multiplet et dy=4,48 ppm sous forme de

doublet (J=7,68Hz) caractéristiques respectivement des protons H-3 et H-2.

Les protons hydroxyles OH des deux (2) noyaux aromatiques sont observés entre
Ou= 8,83 ppm et dy=9,19 ppm. Le proton hydroxyle OH en position 3 est observable a
oy= 4,87 ppm.
Sur le spectre de la DEPT 135, on observe les signaux caractéristiques des carbones de
I’hétérocycle. Ce sont :

— le signal a 6¢c= 27,82 ppm attribué au carbone C-4 ;

— le signal a 8¢= 80,95 ppm attribué au carbone C-2 ;
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— le signal a d¢c= 66,25 ppm attribué au carbones C-3.

Sur les spectres RMN 3C et DEPT 135 nous observons quinze (15) signaux dont sept
(7) carbones quaternaires aromatiques, cinq (5) carbone CH aromatiques caractéristiques des

carbones des deux cycles A et B. Ainsi, nous avons :

— les carbones aromatiques du cycle A (C-8 et C-6) observables respectivement a

dc= 93,78 ppm et 6c= 95,04 ppm ;

— les signaux caractéristiques des carbones aromatiques CH du cycle B (C-2’, C-5’ et C-

6’) observables respectivement a oc= 118,36 ppm, dc= 114,46 ppm et dc= 115,01
ppm ;

— le signal a d¢c= 99,0 ppm attribué au carbone C-10 ;
— le signal a dc= 130,53 ppm attribué au carbone C-1" ;
— le signal a d¢c= 144,79 ppm attribué aux carbones C-3’ et C-4” ;

— les signaux a dc= 155,31 ppm, dc= 156,12 ppm et dc= 156,40 ppm sont attribués

respectivement aux carbones C-5, C-7 et C-9.

L’examen du spectre COSY (IH—IH) (figure 34) du composé 6 montre une corrélation
entre :
— les protons H-4a (2,35ppm) et H-4b (2,65ppm) ;
— les protons H-4a / H-4b et H-3 (3,82ppm) ;
— les protons H-3 (3,82ppm) et H-2 (4,48ppm) ;
— le proton H-3 (3,82ppm) et le proton de I’hydroxyle OH-3 (4,87ppm).
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Figure 34: Spectre COSY du composé 6 dans le DMSO-d6

L’analyse du spectre de 1’expérience HSQC (figure 35) permet I’attribution des protons
aux atomes de carbones correspondants. Ainsi :

— les protons H-4a / H-4b a 65=2,35 et 2,65ppm permettent I’attribution du signal a 6¢ =
27,82 ppm a I’atome de carbone C-4 ;

— le proton H-2 a dy=4,48ppm permet ’attribution du signal a 8c=80,95ppm a 1’atome
de carbone C-2 ;

— le proton H-6 a oy =5,89ppm permet I’attribution du signal a 8c=95,04ppm a 1’atome
de carbone C-6.

— le proton H-8 a 6y=5,69ppm permet I’attribution du signal a 6¢=93,78ppm a I’atome
de carbone C-8.

— le proton H-3 a 6y=3,82ppm permet ’attribution du signal a 6c=66,25 ppm a I’atome
de carbone C-3.

— le proton H-5" a 6y=6,72ppm permet 1’attribution du signal a 6c=114,46ppm a 1’atome
de carbone C-5’.
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— le proton H-6" a dy=6,69ppm permet I’attribution du signal a 6¢ = 115,01 ppm a
I’atome de carbone C-6’.
— le proton H-2> a dy=6,60ppm permet I’attribution du signal a 6¢ = 118,36 ppm a
I’atome de carbone C-2°.
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Figure 35: Spectre HSQC du composé 6 dans le DMSO-d6

L’étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (figure 36) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance. Nous observons :
— une corrélation entre le carbone C-4 et les protons H-2 et OH-3 ;
— une corrélation entre le carbone C-3 et les protons H-2, OH-3, H-4a et H-4p ;

— une corrélation entre le carbone C-2 et les protons H-2’, H-5’, H-6°, OH-3, H-4a et H-

4.
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Figure 36: Spectre HMBC du composé 6 dans le DMSO-d6

Ces données spectrales peuvent étre comparées a celles de la littérature [164-168]. Le
composé 6 est tres probablement une catéchine. La constante de couplage entre le proton H-2
et le proton H-3 (J=7,68Hz) montre une configuration 2,3-cis [166], donnant ainsi le nom
d’épi-catéchine a la structure. Ce composé est rapporté pour la premiere fois dans le genre

santaloides.
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6: Epi-catéchine

Tableau 27: Caractéristiques en RMN 'H, "*C et DEPT 135 du composé 6 dans le DMSO-d6

Position RMN 'H 6 (ppm) RMN “C & (ppm) DEPT 135
2 4,48(d) J=7,68Hz 80,95 CH
3 3,82(m) 66,25 CH
4 2,35(dd)J=16,04Hz/8,4Hz 27,82 CH,
2,65(dd)J=16,04Hz/5,4Hz
5 - 155,31 C
6 5,89 (d) J=2,20Hz 95,04 CH
7 - 156,12 C
8 5,69 (d) J=2,30Hz 93,78 CH
9 - 156,40 C
10 - 99,00 C
I - 130,53 C
2’ 6,60 (d) J=2,00Hz 118,36 CH
3 - 144,79 C
Y - 144,79 C
5 6,72 (dd) J=8,16Hz 114,46 CH
6 6,69(d) J=8,16Hz /2,00Hz 115,01 CH
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V-3-Etude de I’extrait a I’acétate d’éthyle des écorces
V-3-1- Fractionnement et purification

Une analyse LC/DAD-UV (figure 37) a 280 nm, entreprise sur la fraction AcOEt des

écorces de S. afzelii, nous a permis d’observer 4 composés majoritaires 2, 6, 7p1 et 7pa.

- N 3
o 6 [
; > V4o 7p> -
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Figure 37 : Chromatogramme HPLC de I’extrait a I’ AcOEt des écorces de S. afzelii a 280 nm

L’analyse des spectres UV/visible (tableau 28) correspondants indique la présence de
I’acide gallique (composé 2), de 1’épi-catéchine (composé 6) et de deux composés

phénoliques (71 et 7p2) présentant une bande d’absorption de 280 nm.

Tableau 28: Caractéristiques HPLC et UV/vis de l'extrait AcOEt des écorces de S. afzelii

Noms des | Composé 2 Composé 7y Composé 6 Composé 7p;
composés

Spectres of T o JSE | [ : =

UV/visible ; S e ¥
Rt (min) | 3,85 11,05 14,95 26,80

Amax 271 nm 280 nm 278 nm 280 nm

La fraction acétate d’éthyle (3g) des écorces de S. afzelii a subi un premier
fractionnement par chromatographie sur gel de silice 60 (figure 38). Les éluants utilisés sont
constitués de mélange de CH,Cl,/AcOEt et AcOEt/MeOH dans des proportions variables
pour donner 7 fractions (E; a E7). Les fractions E; (340 mg) et E¢ (343 mg) ont subi chacune
une purification par chromatographie sur gel de silice 60A avec comme éluant CH,Cl,/MeOH

dans des proportions variables pour donner successivement les composés 6 (Ez») et 7 (Ees).
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Extrait acétate d’éthyle (3g)

CC silice 63-200 um,
Elution: CH,Cl,/AcOEt (gradient 100 :0 — 0 :100)
AcOEt/MeOH (gradient 100 :0 — 50:50)

v \ \ \E \ \: v

E] EZ E3 E4 ES EG E7

CC silice 63-200 um,
Elution CH>C1,/MeOH (100 : 10)

v A v i

E21 Ezz Ea3 Ez,

CC silice 63-200 pm,
Elution CH,Cl,/MeOH (100:10)

v v % V. \

Ee1 Ee2 Ee3 Eea Ees

Figure 38: Schéma de purification de I’extrait a I’ AcOEt des écorces de S. afzelii

La figure 39 présente le suivi du fractionnement de 1’extrait a I’AcOEt des écorces par

HPLC.

WA

WA

Figure 39: Suivi du fractionnement par HPLC de I’extrait a I’AcOEt des écorces de S. afzelii
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V-3-2- Détermination de la structure des composés 7g; et 75,

Le composé 6 est présent dans les graines et écorces de S. afzelii. Ce composé est
I’unité de base de tanins catéchiques, donc nous pouvons suggérer la présence de tanins
catéchiques ou tanins condensés dans les écorces car les tanins condensés sont naturellement

présents dans 1’écorce des plantes [169, 170].

Le spectre de masse a haute résolution du composé 7 indique un ion moléculaire a
m/z =601,1323 [M+Na]" suggérant une masse de 578,1323 correspondant a la formule brute
C30H26012. De ce fait, cette masse indique exactement que ce composé 7 est un dimere

procyanidine [171].

Les spectres d'absorption UV du composé 7 présente une similitude avec celle des
flavan-3-ols (composé 6). Lorsqu’un groupe hydroxyle en position 5 est substitué ou
lorsqu’un groupe hydroxyle a la position 3 du squelette de flavan-3-ol est estérifié par le
gallate, la limite d'absorption décale vers une longueur d'onde plus courte (= 6 nm). La
polymérisation entre flavan-3-ols ne cause pas de changement des spectres d'absorption UV

[172]. Le composé 7 pourrait étre donc un dimere de flavan-3-ol.

Le spectre HPLC (figure 39) du composé 7 indique deux (2) pics, qui pourraient €tre
la présence des dimeres B2 et B1. Pour faciliter la compréhension des attributions futures en

RMN, nous désignons un des monomeres par T et [’autre par Q.

Dimere B1
Dimere B2

Le spectre RMN 'H (figure 40) du composé 7 présente des signaux semblables a celui
du composé 6. Ces signaux, sont sous forme de multiplets, indiquent la possible présence de

dimeres procyanidines.
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| Composé 6

Figure 40: Spectres RMN 'H des composés 6 et 7 dans le DMSO-d6

Les caractéristiques en RMN °C, RMN 'H et DEPT 135 obtenues 2 partir des spectres

en annexe 7 sont données dans le tableau 29.

A partir des expériences RMN 1D (RMN 'H, "°C, DEPT 135) (Annexe 7) et 2D (COSY
et HSQC) (Figures 41 et 42), nous avons pu faire I’attribution complete des protons et
carbones des dimeres.

L’examen du spectre COSY (IH—IH) (figure 41) du composé 7 montre une corrélation
entre :

— le proton H-4aQ (2,60ppm) et H-4bQ (2,80ppm) ;
— les protons H-4aQ / H-4bQ et H-3Q (4,02ppm) ;
— le proton H-3Q (4,02ppm) et H-2Q (4,60ppm) ;
— le proton H-2T (4,80ppm) et H-3T (4,02ppm) ;

— le proton H-3T (4,02ppm) et H-4T (4,60ppm).
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Figure 41: Spectre COSY du composé 7 dans le MeOH-d4
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Figure 42: Spectre HSQC du composé 7 dans le MeOH-d4
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Ainsi, sur le spectre RMN 'H (Figure 40), nous observons des signaux caractéristiques

des procyanidines dimeres. Ce sont :

— les signaux en 2,60 /2,80 et 4,60 ppm correspondants aux protons H-4aQ / H-4bQ et
H-4T ;

— les signaux entre 4,00-4,10 ppm correspondants aux protons H-3T et H-3Q ;

— les signaux en 4,80 et 4,60 ppm correspondants aux protons H-2T et H-2Q ;

— les signaux entre 5,50 - 6,00 ppm attribuables aux protons aromatiques (H-6 et H-8) du
cycle A de la partie T et (H-6) du cycle A de la partie Q ;

— les signaux entre 6,50 — 7,00 ppm attribuables aux protons aromatiques (H-2’, H-5" et
H-6’) des deux cycles B ;

— les signaux entre 8,80 — 9,00 ppm attribuables aux groupements hydroxyles (OH) des

4 cycles aromatiques.

Sur le spectre RMN C et 1a DEPT 135 (Annexe 7) nous observons quatre signaux a
0c=68,84 ; 73,32 ; 77,12 ; 82,86 ppm correspondant respectivement aux carbones C-3Q, C-
3T, C-2Q et C-2T. Nous observons aussi des signaux caractéristiques des carbones C-4Q et

C-4T respectivement a dc= 28,53 et 37,20 ppm.
Les signaux des carbones CH aromatiques [173] apparaissent respectivement a:

— 119,90/119,42 ppm ; 116,13/115,75 ppm et 116,13/117,76 ppm pour C-2°T/C-2°Q, C-
5°T/C-5°Q et C-6’T/C-6’Q ;

— 95,56 ppm et 96,87/96,32 ppm pour C-8T et C-6T/C-6Q.
Les signaux des carbones C aromatiques :
— 157,80/156,99 ppm et 157,80/155,68 ppm pour C-7T/C-7Q et C-9T/C-9Q;
— 132,24ppm pour C-1"T/C-1°Q;
— 106,61ppm pour C-8Q ;
— 100,85/101,22ppm pour C-10T/C-10Q;

— 145,55/145,86 ppm et 145,92/145,25 pour C-3’T/C-3°Q et C-4’T/C-4°Q.
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La comparaison des données RMN avec celles de la littérature [174, 175] nous a

permis d’identifier le composé 7 comme un dimere procyanidine de type B. Ce composé est

rapporté pour la premiere fois dans le genre santaloides.

Tableau 29: Déplacements chimiques du composé 7 dans le MeOH-d4

Position RMN 'H (65 ppm) RMN "C (8¢ ppm) DEPT
C2T/C2Q 4,80(d)/4,60(d) 77,12/82.86 CH/CH
C3T/C3Q 4,00-4,10 (m) 73,32/68,84 CH/CH
C4T/C4Q 4,46(d) / 2,6/2,8(m) 37,20/28,53 CH/CH,
C5T/C5Q - 157,80/156,99 c/C
C6T/C6Q 5,85(s)/5,78(s) 95,87/96,32 CH/CH
C7T/C7Q - 157,80/156,99 C/C
C8T/C8Q 5,70(s)/- 95,54/106,61 CH/C
CIT/CIQ - 157,8/155,68 C/C
C10T/C10Q - 100,85/101,22 c/C
CI’'T/C1°Q - 132,24/132,24 c/C
C2’T/C2°Q 6,52-6,82 (m) 119,90/119,42 CH/CH
C3°’T/C3°Q - 145,55/145,86 c/C
C4'T/C4Q - 145,92/145,25 c/C
C5°’T/C5°Q 6,52-6,82 (m) 116,13/115,75 CH/CH
C6°’T/C6°Q 6,52-6,82 (m) 116,13/117,76 CH/CH
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V-4-Etude de I’extrait éthanolique des feuilles

V-4-1-Fractionnement et purification

Une partie (5g) de I’extrait EtOH des feuilles de S. afzelii a subi un fractionnement sur

colonne de gel de silice 60 (figure 43). L’¢luant utilisé est un mélange de CH,Cl,/MeOH dans

des proportions variables. Quatre (4) grandes fractions T1 a T4 ont été obtenues. La fraction

T4 (1,24 g) est ensuite purifiée sur colonne de gel de silice, avec le méme éluant pour donner

le composé 8 (T42) 250 mg.

Extrait EtOH de SAF (5 g)

CC gel de silice
Eluant : CH,Cl,/MeOH

(gradient : 90 :10—50 :50)

v v v v
T1 T2 T3 T4
(212 mg) (416 mg) (791 mg) 1,24 g)
CC gel de silice
Eluant : CH,Cl,/MeOH
(gradient : 90 :10—50 :50)
v ! v
T41 T42 T43
(nd) (250 mg) (nd)

Figure 43: Schéma de purification de l'extrait EtOH de S. afzelii

La figure 44 présente le suivi du fractionnement de 1’extrait EtOH par CCM.

Figure 44: Suivi du fractionnement de 1’extrait EtOH de S. afzelii par CCM
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V-4-2-Détermination de la structure du composé 8

Le sucrose, un disaccharide formé d’un glucose li¢ a un fructose [176], avec une
liaison glycoside entre le proton anomérique du glucose et le proton anomérique du fructose.

Cette molécule a été isolée de I’extrait EtOH des feuilles de S. afzelii.

Le produit 8 est un solide blanc soluble dans le MeOH. Le Rf = 0,12 (MeOH/CH,Cl, :
9/1). Il n’est pas visible par fluorescence sous UV a 254 nm mais donne une coloration bleue

avec 1’acide molybdique caractéristique des sucres.

Les caractéristiques en RMN B¢, 'H et DEPT 135 du composé 8 dans le MeOH-d4,

obtenues a partir des spectres en annexe 8, sont regroupées dans le tableau 30.

Le spectre RMN 'H (Annexe 8) présente les caractéristiques du sucrose [177, 178].

Nous notons :

— un signal a dy=5,15ppm sous forme de doublet (J=3,7Hz), caractéristique du proton H-

1 a du glucose ;

— un signal a dy=4,51ppm sous forme de doublet (J=7,8Hz), caractéristique du proton H-

1B du glucose ;
— un massif entre 3 ppm et 4 ppm caractéristique des autres protons du sucrose.

Les spectres RMN °C et DEPT 135 (Annexe 8) du composé 8 montrent:

— deux signaux a 8c=103,17ppm et 99,24 ppm respectivement caractéristique des
carbones C-1B’° et C-1a’ du fructose ;

— deux signaux a 6c=98,20ppm et 93,96 ppm respectivement caractéristique des
carbones C-1f et C-1a du glucose ;

— un signal a 6¢=83,26ppm caractéristique du carbone C-4’ du fructose ;
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— un massif entre 6c=78,08 ppm et 71,25 ppm caractéristique des carbones C-3’, C-2° du

fructose et des carbones C-5, C-3 et C-2 du glucose ;
— un signal a 8c=62,86ppm caractéristique du carbone C-6 du glucose ;
— un signal a 5c=64,57ppm caractéristique du carbone C-6’ du fructose ;
— un signal a 8c=65,89ppm caractéristique du carbone C-5’ du fructose ;

— un signal a 8c=69,39ppm caractéristique du carbone C-4 du glucose.

Les signaux du spectre RMN "°C présentent des similitudes avec celles du sucrose

décrites dans la littérature [177, 179, 180].

Les spectres RMN COSY (figure 45) et HSQC (figure 46) ont permis de confirmer les

attribution des protons et carbones [181].

EAP-T42N

ppm

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

54 52 50 48 46 44 42 4.0 38 36 34 32 3.0 28 ppm

Figure 45: Spectre COSY du composé 8 dans le MeOH-d4
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Figure 46: Spectre HSQC du composé 8 dans le MeOH-d4

Tableau 30: Caractéristiques en RMN 'H, "*C et DEPT 135 du composé 8 dans du MeOH-d4

Position RMN 'H (84 ppm) RMN C (5¢ ppm) DEPT
C-10/C-1p 4,50/5,15 98,20/93,96 CH/CH
C-20./C-2p 3,33/3,81 71,25 CH

C-3 3,13 76,36 CH

C-4 3,81 69,39 CH

C-5 3,33 78,08 CH
C-60./C-6p 3,7/3,81 62,86 CH
C-1e’/C-1p’ - 103,17/99,24 C/C
C-20° /C-2p’ 4,08 77,53 CH
C-3 3,70 74,87 CH
C-4 3,79 83,26 CH

C-5 0’/ C-5p 3,49/3,70 65,89 CH
C-60’ /C-6p’ 3,51/3,67 64,57 CH
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V-5-Etude de I’extrait au dichlorométhane des feuilles
V-5-1- Fractionnement et purification

Une partie de I’extrait au CH,Cl, (1,82g) a subi un fractionnement (Figure 47) sur
colonne gel de silice 60A avec comme éluant un mélange Ether de pétrole /CH,Cl,/ AcOEt

dans des proportions variables pour donner 12 fractions (F1 a F12).

Fraction CH,Cl, de SAF (1,82g)

CC silice 63-200um,
Elution : EP/ CH,Cl, (gradient 100 :0—0 :100)
CH,Cly/AcOEt (gradient 100 :0—50 :50)

A 4 \ 4 Y Y A 4 A 4 \ 4 l l A 4 \ 4 \ 4

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

CC silice 63-200um,
Elution : EP/ CH,Cl, (gradient 100 :0—0 :100)

\4
9

Figure 47: Schéma de purification de 1’extrait au CH,Cl, des feuilles de S. afzelii

La fraction F3, qui présentait une pureté acceptable par rapport aux autres, a été purifié
a nouveau sur colonne de gel de silice 60A éluée par un mélange d’éther de pétrole / CH,Cl,
dans des proportons variables pour donner le composé majoritaire 9 sous forme de beurre

blanc soluble dans le dichlorométhane.

Les fractions F2 et F4 ont été analysées en chromatographie phase gazeuse couplée a

la spectrométrie de masse.
V-5-2-Détermination de la structure du composé 9

Le spectre RMN 'H du composé 9 (figure 48) indique une série de pics tres dense dans
I’intervalle oy=0,61 a 2,24 ppm, ce qui suppose la présence d’un nombre ¢Elevé de
groupements CH, CH, et CHj;. Le multiplet a 6y=3,45 ppm (1 proton) correspond au
déplacement chimique d’un proton en position o d’un groupement hydroxyle et le signal a oy

= 5,28 ppm (1 proton) correspond au déplacement chimique de protons d’un carbone sp”.
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Figure 48: Spectre RMN 'H du composé 9 dans le CDCl,

L’étude des spectres RMN Bc (figure 49) et les séquences DEPT1 35 (figure 50) du
composé 9 montre la présence de deux atomes de carbones éthyléniques. Le premier
correspondant a2 un CH a dc = 121,73 ppm et le second a un atome de carbone quaternaire a o
= 140,76 ppm. Le pic a 6c = 71,80 ppm correspond au déplacement chimique d’un carbone
CH porteur de groupement OH. Les valeurs de ces déplacements chimiques sont

caractéristiques respectivement des positions C-5, C-6 et C-3 d’un stérol.
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Figure 49: Spectre RMN *C du composé 9 dans le CDCl;
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Figure 50: Spectre DEPT 135 du composé 9 dans le CDCl;
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Par ailleurs le spectre DEPT 135 (Figure 50) montre la présence de 29 carbones dont 11

carbones CHj caractéristiques d’un stérol.

Les caractéristiques en RMN °C et DEPT 135 sont résumées dans le tableau 31.

La comparaison des déplacements chimiques du composé 9 avec les valeurs de la

littérature [182, 183], montre que le composé 9 est le B-sitostérol, un composé peu polaire.

Cette molécule a déja été isolée des feuilles de Hygrophila spinosa

d’Ageratum conyzoides (Asteraceae).

9 :B-Sitostérol

(Acanthaceae) et

Les spectres ont été enregistrés dans le CDCl; et les déplacements chimiques () sont

donnés en ppm (Tableau 31),

Tableau 31: Déplacements chimiques du composé 9 dans le CDCl;

N° Carbone 0c (ppm) | Groupements || N° Carbone oc (ppm) | Groupements
1 37,26 CH, 16 28,26 CH,
2 31,67 CH, 17 56,05 CH
3 71,82 CH-OH 18 11,87 CH;
4 42,31 CH, 19 19,41 CH;
5 140,76 = 20 36,15 CH
6 121,74 CH= 21 18,78 CH;
7 31,92 CH, 22 33,94 CH,
8 31,92 CH 23 26,05 CH,
9 50,13 CH 24 45,83 CH
10 36,15 C 25 29,14 CH
11 21,09 CH, 26 19,03 CH;
12 39,77 CH, 27 19,81 CH;
13 42,21 C 28 23,06 CH;
14 56,77 CH 29 11,99 CH;
15 24,31 CH,
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V-5-3-Détermination de la structure des composés 10 a 21

Les fractions F2 et F4 ont été analysées en GC/SM. Les chromatogrammes GC de ces
fractions sont présentés respectivement sur les figures 51 et 52. Douze (12) composés ont été
identifi¢ sur la base de I’analyse des fragments de leurs spectres de masse comparés avec la
banque de spectres de masses NIST (National Institute of Standards and Technology ; version
2.0 du 26 Avril 2005). Les fractions F2 et F4 contiennent, en plus du béta-sistostérol, des
énones, des énols, des acides gras et leurs esters, des acides phénoliques, des furanes et
benzofuranes.
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Figure 51: Chromatogramme GC de la fraction F2 des feuilles de S. afzelii
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Figure 52: Chromatogramme GC de la fraction F4 des feuilles de S. afzelii
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Composé 12

RT 27,37 min ; M=268,27 (C;3sH360)
GC/MS m/z : 268,15(5) ; 253,16(5) ; 250,17(5) ; 235,19(5) ; 225,15(5) ; 210,15(5)
71,06(36) ; 58,06(100).

T

f2_110325093848 #803 RT: 27,35 AV: 1 NL: 1,73E6
T: + ¢ Full ms [50,00-650,00]
165,11

100

204

80
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235,19 253,16

o

194,13
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Figure 53: Spectre de masse du composé 12

Le composé 12 a un temps de rétention de 27,37 min. Son spectre de masse (figure 53)
présente un fragment & m/z 268,15 défini comme le pic moléculaire [M]" correspondant 2 la
formule brute C;sH360. Le fragment a m/z 250,17 [M-18]" correspond a la perte d’une
molécule d’eau (H,O). Le fragment a m/z 253,16 [M-15]" correspond a la perte d’un
groupement méthyle (CHj3). La perte du groupement CH3CO s’observe par le fragment a m/z
225,15 [M-43]. Par un réarrangement, on observe le fragment a m/z 210,15 [M-58]"

correspondant a la perte du groupement C3HsO.

Le spectre montre que les signaux les plus intenses se situent dans la région
correspondant aux fragments de 4 a 7 atomes de Carbones, c'est-a-dire m/z=58 et 71. La

structure la plus probable du composé 12 est celle du Hexahydrofarnesyl acétone.

2
o}
H s  m/z 25316
- CH,

&
o
H O s m/z 225.15

- CH;-CO
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Composé 17

RT 34,18 min
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M=296,45 (Cy0H400)
GC/MS m/z : 296,45(5); 278,19(5); 263,18(5); 123,08(60); 95,06(49); 81,07(80); 71,05 (35);
68,05(63); 57,06 (100); 55,05(99)
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Figure 54: Spectre de masse du composé 17

Le composé 17 a un temps de rétention de 34,18 min. Son spectre de masse (figure 54)

présente un fragment 2 m/z 296,45 défini comme le pic moléculaire [M]" correspondant 2 la

formule brute Cy)HO. Le fragment a m/z 278,19 [M-18]" correspond a la perte d’une

molécule d’eau (H,0). Les fragments a m/z 263,16 [M-33]" correspond 2 la perte consécutive

de deux groupements (CHjz et H,O).
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Le spectre montre que les signaux les plus intenses se situent dans la région
correspondant aux fragments de 4 a 7 atomes de carbones, c'est-a-dire m/z=57 ; 65 ; 71 ; 81 et

95. La structure la plus probable du composé 17 est celle du phytol.

. - CH,
= > > m/z 263
m/z 278
/+ . \

m/z 123 l
+ e
\O m/z71

m/z 95

N AT
<o 2

m/z 68 m/z 81

Composé 18

RT 36,85 min ; M=324,19 (C,;H400,)

GC/MS m/z : 324,19[M]" ; 306,18[M-H,0]" ; 269,19(5) [M-C4H;]"; 254,12(5) [M-CsH o] ;
114,03 (15) ; 99,01(100) ; 83,08 (21) ; 56,07(30) ; 55,04(60)
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Figure 55: Spectre de masse du composé 18

Le composé 18 a un temps de rétention de 36,85 min. Son spectre de masse (figure 55)
présente un fragment & m/z 324,19 défini comme le pic moléculaire [M]" correspondant a la
formule brute Cp;Hy9O,. Le fragment 2 m/z 306,18 [M-18]" correspond a la perte d’une
molécule d’eau (HyO). Le fragment 2 m/z 269,19 [M-55]" correspond a la perte du
groupement C4H7 Le spectre montre que les signaux les plus intenses se situent dans la région
correspondant aux fragments de 4 a 7 atomes de carbones, c'est-a-dire m/z=55; 56 ; 99 et
114. Les fragments a m/z 99 et m/z 114 confirment le noyau hétérocyclique du dérivé
furanone. La structure la plus probable du composé 18 est celle du 5-Methyl-5-(4,8,12-

trimethyltridecyl)dihydro-2(3H)-furanone.
CHj

0 HC &
O O
m/z 99 m/z 114

H,C

-+

S s . =

R J\ =4
-( OH) m/z 55
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Composé 19

RT 21,52 min M=180,04 (C;;H;c0>)
GC/MS m/z : 180,04(14) [M]" ; 152,08(12) [M-CO]" ; 137,07(44) [M-CH;CO]" ;
111,02(100) [M-CsHo]" ; 124,01(11) [M-C;H,0]" .
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Figure 56: Spectre de masse du composé 19

Le composé 19 a un temps de rétention de 27,52 min. Son spectre de masse (figure 56)
présente un fragment 2 m/z 180,04 défini comme le pic moléculaire [M]" correspondant 2 la
formule brute C;iHy60,. Le fragment a m/z 152,08 [M-28]" correspond a la perte d’un
groupement CO. Le fragment a2 m/z 124,01 [M-56]" correspond a la perte d’un groupement
C3;H40. La perte du groupement CH3CO s’observe par le fragment a m/z 137,07 [M-43]. On
observe également le fragment & m/z 111,02 [M-69]" correspondant 2 la perte de groupement
CsHo. La structure la plus probable du composé 19 est celle du 5,6,7,7a-Tétrahydro-4,4,7a-
triméthyl, 2(4H)-benzofurane.
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Composé 20

RT 26,07 min M= 180,04 (CoHs0O,)
GC/MS m/z : 180,03(100) [M]" ; 163,00(42) [M-OHT"; 134,04(55) [M-H,0-CO]"
O

| OH
HO

HO

f4_110325112654 #739 RT: 26,05 AV:1 NL:1,94E5
T: + ¢ Full ms [50,00-650,00]

100 180,04
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Figure 57: Spectre de masse du composé 20

Le pic a 26,07 min présente un fragment a m/z 180,04 défini comme le pic moléculaire
[M]" correspondant 2 la formule brute CoHgQy. Le fragment a2 m/z 163,00[M-17]" correspond
a la perte d’un hydroxyle. Les fragments a m/z 134,04 [M-46]" et 253,88 [M-28]"
correspondent a la perte consécutive de groupements H,O et CO. La structure la plus probable

du composé 20 est celle de 1’ Acide caféique.

Composé 21

RT 33,43 min M=281,81 (C;3H3,0,)

GC/MS m/z : 281,81 [M]"; 280,81 [M-H]" ; 267,04 [M-CH3]" ; 253,88 [M-CO]" ;236,12
[M-H,O-COJ"; 114,08(15) ; 99,03(85); 70,06(33) ; 55,04(100).

O O
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Figure 58: Spectre de masse du composé 21

Le pic a 33,43 min présente un fragment a m/z 281,81 défini comme le pic moléculaire
[M]" correspondant a la formule brute Ci;gH3O,. Le fragment 2 m/z 280,81[M-H]"
correspond a la perte d’un hydrogéne. Les fragments a m/z 267,04 [M-15]" et 253,88 [M-28]"
correspondent respectivement a la perte CH3 et CO. Le fragment a m/z 236,12 [M-46]"
correspond a la perte de groupements C,HcO ou (H,O + CO). Les signaux les plus intenses
sont & m/z=55; 70; 99 et 114. La structure la plus probable du composé 21 est celle du
Tétrahydro-6-tridecyl, 2H-pyran-2-one.

+0
/Ej\l\ —>/g\:|§’:_\—> OI
R™ ~0<+~0 R N

7 © ( ) m/z 70
- R&O z

Les résultats de I’analyse des spectres de masses de chaque pic des fractions F2 et F4

sont consignés respectivement dans les tableaux 32 et 33.
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Tableau 32: Résultat de I’analyse GC/SM de la fraction F2 des feuilles de Santaloides afzelii

Rt Composés | Masse Structure et noms
(min)
2492 | 10 242,22 Ci5H300, C14 :0-Me  Methyl myristique
26,33 (11 256,42 Ci6H3,0, C14 :0-Et Ethyl myristique
27,37 |12 268,47 C3H360 Hexahydrofarnesyl acetone
WMO
29,02 | 13 270,25 C17H540, C16 :0-Me Methyl palmitique
30,27 | 14 284,27 CisH3O,  C16:0-Et  Ethyl palmitique
32,68 | 15 298,28 C19H330, C18:0-Me Methyl stéarique
33,81 | 16 312,30 CyoH400, C18 :0-Et Ethyl stéarique
34,18 |17 296,45 Ca0H400 Phytol
WO“
36,85 | 18 324,54 C21H4002

5-Methyl-5-(4,8,12-trimethyltridecyl)dihydro-
2(3H)-furanone
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Tableau 33: Résultat de I’analyse GC/SM de la fraction F4 des feuilles de Santaloides afzelii

Rt (min) | Composés | Masse | Structures et noms
21,52 19 180,04 | C;1Hi60>
5,6,7,7a-Tetrahydro-4,4,7a-trimethyl,2(4H)-benzofuranone
(o)
- (o]
26,07 20 180,04 | CoHgOy4 Acide caféique
o)
| OH
HO
HO
27,31 12 268,27 | C1sH3O  Hexahydrofarnesyl acetone
WO
33,43 21 280,81 | CsH3,0,

Tetrahydro-6-tridecyl, 2H-pyran-2-one

RO
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V-6-Etude de I’extrait au dichlorométhane des écorces
V-6-1-Fractionnement et purification

L’extrait au CH,Cl, des écorces de S. afzelii a subi un premier fractionnement par
chromatographie sur colonne de silice 60. Les éluants utilisés sont constitués de mélanges
d’éther de pétrole/CH,Cl, et CH,Cl,/AcOEt dans des proportions variables pour donner 6
fractions (G1-G6) (figure 59).

La fraction G3 a subi une nouvelle purification sur colonne de gel de silice 60 avec
comme ¢luant un mélange d’éther de pétrole/ CH,Cl, dans des proportions varables pour

aboutir au composé 22 (GsF,).

Fraction CH,Cl, de SAE (640mg)

CC silice 63-200 um,
Elution: EP/CH,Cl, (gradient 100 :0 — 0 :100)
CH,Cl,/AcOEt (gradient 100 :0 — 50:50)

\ v
Gy G, Gs Ga Gs G

CC silice 63-200 pm,
Elution: EP/CH,Cl, (gradient 100 :0 — 0 :100)

J

G3F1 G3F2 G3F3 GBF4 G3F5 G3F6

Figure 59: Schéma de purification de I’extrait au CH,Cl, des écorces de S. afzelii

V-6-2-Détermination de la structure du composé 22

Le composé 22 isolé des écorces de S. afzelii est une poudre blanche soluble dans le

dichlorométhane.

Le spectre RMN 'H (Figure 60) montre des signaux caractéristiques d’un noyau

aromatique avec un systeme de couplage ABX. Ce sont :

— un signal a 6y=6,97 ppm sous forme de doublet (J=1,8Hz) attribuable au proton H-2 ;
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— un signal a 0y=6,85 ppm sous forme de doublet (J=8,2Hz) attribuable au proton H-5 ;
— un signal a dy=7,01 ppm sous forme de doublet de doublets (J=1,8Hz/8,2Hz)
attribuable au proton H-6 ;

— des signaux a 6y=6,22 ppm et a dy=7,54ppm sous forme de doublets (J=15,9Hz),
caractéristiques de deux (2) protons éthyléniques de type trans, attribuable aux protons

H-7 et H-8 ;

— des signaux a 6y=3,86 ppm sous forme de singulet et a oy=4,12 ppm sous forme de
triplet, caractéristiques respectivement des protons du groupement méthoxyle (O-CHj3)

et du proton H-1" ;

— un signal a dy=0,81ppm sous forme de triplet, caractéristique des 3 protons du

groupement méthyle terminal ;

— des signaux sous forme de multiplet entre oy 1,2 et 1,8 ppm caractéristiques des

protons CHa.
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Figure 60: Spectre RMN "H du composé 22 dans le CDCl,

Les spectres RMN Bc (Figure 61) et DEPT 135 (Figure 62) révelent la présence de 22

carbones, dont :

— quatre (4) carbones quaternaires avec un carbonyle a 6c=167,40 ppm ;

— trois (3) carbones CH aromatiques a 8c=109,26 ppm, dc=115,69 ppm, dc=123,06 ppm,

et 2 carbones CH éthyléniques a dc=114,63 ppm, 8c=144,63 ppm caractéristiques d’un

acide phénolique de type Cs-Cs;

— un CH; a §¢=64,63 ppm et un CHj3 du groupement méthoxyle (O-CHs)

ppm ;

a 0c=55,94

— dix(10) CH;, d’une chaine carbonée saturée entre dc 22 et 32 ppm et un CHs a

dc=14,13 ppm.
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Figure 61: Spectre RMN "°C du composé 22 dans le CDCl,
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Figure 62: Spectre RMN DEPT 135 du composé 22 dans le CDCl,;

Le spectre HMBC (Figure 63) montre les corrélations caractéristiques entre :

— le carbone du groupement carbonyle a 6c=167,40ppm et les protons du CH; en

position 1’ a 6¢=4,12ppm ;

10

— le carbone du groupement carbonyle a dc=167,40ppm et les protons éthyléniques en

position 7 et 8 & 5¢c= 6,22/ 7,54 ppm ;

— Les protons du groupement méthoxyle d¢c=3,86ppm et le carbone quaternaire

aromatique C-3 a 8¢=146,74ppm ;
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— le proton OH et les carbones C-3, C-4, C-5 respectivement a 6c= 146,74 /
147,89/115,69 ppm.

N A N 4 6 g 10

12’

KAP-G3-F2 O—CH3 Bc‘x’)

RUKER

OH
H-8 H-7 H-1°
| N | AU ppm i
—3 “ i F110 m
C5—§ - .
F120 55
- ‘ i ) 130
L 140
C-3 : 2 - Y g
C4 = : E150
F160 =
C=0 - - « =
F1ro 2

75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm =

Figure 63: Spectre HMBC du composé 22 dans le CDCl,

Les corrélations en HSQC (Figure 64) et COSY (Figure 65) nous ont permis de
terminer les attributions des carbones et protons (Tableau 34).
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Figure 65: Spectre COSY du composé 22 dans le CDCl,

L’ensemble des caractéristiques en RMN 'H, "°C et DEPT 135 du composé 22 est

donné dans le tableau 34
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22 : dodecyl, 4-hydroxyl 3-méthoxyl cinnamique

Tableau 34: Déplacements chimiques du composé 22 dans le CDCl;

Position RMN C §(ppm)

1 127,07
2 109,26
3 146,74
4 147,89
5 115,69
6 123,06
7 114,69
8 144,63
9 167,40
1’ 64,63
2 28,78
3’ 26,01
4 29,67
5’ 29,61
6 29,56
7 29,37
8’ 29,32
9’ 29,71
10° 31,94
1 22,70
12’ 14,13
O-CH3 55,94
O-H -

RMN 'H 6(ppm)

6,97 d (J=1,8Hz)
6,85 d (J=8,2Hz)
7,01 dd (J=1,8Hz/8,2Hz)
6,22 d (J=15,9 Hz)
7,54 d J=15,9 Hz)
4,12 (1)

1,62 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,23 (m)

1,32 (m)

0,81 (1)

3,86 (s)

5,79 (s)

DEPT 135
C
CH
C

C
CH
CH
CH
CH
C
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH;
O-CH3

La comparaison des données RMN avec celles de la littérature [184, 185] nous a permis

d’identifier le composé 22 comme étant le dodecyl, 4-hydroxyl 3-méthoxyl cinnamique, un

dérivé de I’acide férulique. Ce composé est rapporté pour la premiere fois dans le genre

Santaloides.
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V-7-Etude de I’extrait au dichlorométhane des graines

V-7-1-Fractionnement et purification

L’extrait au CH)Cl, des graines de S. afzelii a subi un fractionnement par
chromatographie sur colonne de gel de silice 60. Les éluants utilisés sont constitués de
mélange d’éther de pétrole/CH,Cl, et CH,Cl,/AcOEt dans des proportions variables pour
donner 7 fractions (G1-G7) (figure 66).

Fraction CH,Cl, de SAG (450mg)

CC silice 63-200 pum,
Elution: EP/CH,Cl, (gradient 100 :0 — 0 :100)
CH,Cl,/AcOEt (gradient 100:0 — 50:50)

Gy (58meg) G2 (23mg) G3 Gy Gs (33mg) Gg (32mg) Gy

Figure 66: Schéma de purification de 1’extrait au CH,Cl, des graines de S. afzelii

V-7-2-Détermination de la structure des composés 23 a 26

La fraction G6 présentant une pureté acceptable a été analysée en chromatographie
phase gazeuse couplé a la spectrométric de masse. La figure 67 nous présente le
chromatogramme de la GC. Le résultat de ’analyse des spectres de masse de chaque pic est

consigné dans le tableau 35.

L’analyse des spectres de masse revéele la présence d’acide gras (palmitique, stearique,
oleique, arachidique) et de stérol (Stigmastérol). Les acides gras stéariques et oleiques sont

majoritaires.

RT: 0,00 - 64,02

100 33

o4

33.52
90
80
70
60
50
40

36.83

30

40.10

43,01 47.67

46.51
P

48,89
Ll - _S50.57 5432 5817
b o s ot s o g o s i e
35 40 a45 50 55 60

Figure 67: Chromatogramme GC de la fraction G6 de I’extrait au CH,Cl, des graines de S. afzelii
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Tableau 35: Résultats de I’analyse GC/SM de la fraction G6 de ’extrait au CH,Cl, des graines de S. afzelii

Rt (min)

Structures / Noms

29,58

C16 :0-Me
Meéthyl palmitique

33,04

C18:1-Me
Meéthyl oleique

33,52

C18 :0-Me
Meéthyl stéarique

36,83

C20 :0-Me
Meéthyl arachidique

43,01

C24 :0-Me
Meéthyl lignocerate

47,67
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Stérol
Stigmastérol
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CHAPITRE 11 : ACTIVITES BIOLOGIQUES
I-ACTIVITES ANTIBACTERIENNES
I-1-Test d’efficacité des substances

Le test d’efficacité est un test de détection de I’existence d’une activité antibactérienne
d’une substance. La bactérie et la substance a tester sont mises en contact. On observe alors la

présence ou non d’une zone d’inhibition (zone ou il n’y a aucune croissance bactérienne).

Le support microbien utilisé pour les tests biologiques, composé de trois (3) souches
de Staphylococcus aureus et de trois (3) souches de Pseudomonas aeruginosa, a été fourni
par 'unité¢ d’Antibiotique, Substances naturelles et Surveillance de la Résistance des
Microorganismes aux anti-Infectieuses (ASSURMI) du département de Bactériologie de

I’Institut pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI).
11 s’agit de souches isolées sur des malades avec les caractéristiques suivantes :

— une souche de Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline (Sa S) ;

— une souche de Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline (Sa R) ;

— une souche de Staphylococcus aureus de référence ATCC 25923 (Sa AT) ;

— une souche de Pseudomonas aeruginosa sensible a la ceftazidime et a I’imipéneme
(Pas);

— une souche de Pseudomonas aeruginosa résistante a la ceftazidime et a
I’imipéneme (Pa R) ;

— une souche de Pseudomonas aeruginosa de référence ATCC 27853 (Pa AT).

Le diametre des disques utilisés pour les tests est de 6 mm et la concentration des

extraits 200 mg/mL. Le tableau 36 présente les résultats des tests d’efficacités obtenus.

Les résultats des tests d’efficacité des extraits totaux montrent que :

— les extraits d’amande de M. indica sont actifs sur tous les germes de Staphylococcus
aureus et de Pseudomonas aeruginosa ;

— les extraits de S. afzelii sont actifs uniquement que sur les germes de Staphylococcus
aureus.
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Tableau 36: Résultat des tests d'efficacité des extraits totaux

Extraits Souches bactériennes (diametres de disques)
Sa S Sa R SaAT | PaS PaR | Pa AT

Extrait EtOH de I’amande de 19 14 16 13 13 ND
M. indica
Extrait AcOEt de I’amande de 15 10 ND 10 11 ND
M. indica
Extrait EtOH des feuilles de 12 12 18 0 0 0
S.afzelii
Extrait EtOH des écorces de 12 11 12 0 0 0
S. afzelii
Extrait EtOH des graines de 12 12 12 0 0 0
S. afzelii

I-2-Détermination de la CMI et CMB de quelques métabolites secondaires isolés

Les activités antibactériennes de quelques métabolites secondaires isolés ont été

évaluées par la méthode de détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et

la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) en milieu liquide sur les bactéries :

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa [186].

Les composés qui ont fait I’objet d’étude antibactérienne sont :

— le Gallate de méthyle 1 et le Penta-O-galloyle-glucoside 3 isolés de M. indica ;

— la Quercétine 3-O-a-rhamnoside 4 isolé de S. afzelii.

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 37.

Tableau 37: Résultats de la CMI, CMB et du rapport CMB/CMI des composés 1, 3 et 4

Souches Gallate de méthyle 1 Penta-O-galloyle- Quercétine 3-0-a-
bacteriennes glucoside 3 rhamnoside 4
CMI CMB CMB CMI CMB CMB CMI CMB CMB
(mg/mL) | (mg/mL) / (mg/mL) | (mg/mL) / (mg/mL) | (mg/mL) |/
CMI CMI CMI
Sa S 1,6963 | 1,6963 1 0,0488 | 0,3906 8 3,000 | 6,000 2
Sa R 1,6963 | 1,6963 1 0,0488 | 0,3906 8 3,000 | 6,000 2
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Sa AT 1,6963 | 1,6963 1 0,0488 | 0,7812 | 16 3,000 | 6,000 2

Pa S 0,8481 | 1,6963 2 0,0976 | 0,7812 8 >6 >6 ND
PaR 1,6963 | 1,6963 1 ND ND ND ND ND ND
Pa AT 1,6963 | 3,3927 2 0,0976 | 1,5625 16 >6 >6 ND

Les valeurs des CMI indiquent une activité inhibitrice moyenne pour le composé 4 et

une forte activité inhibitrice pour les composés 1 et 3.

A partir de CMI et CMB, nous avons déterminé le rapport CMB/CMI. Ce rapport
CMB/CMI permet de déterminer le mode d’action d’une substance antibactérienne. Ainsi :
— une substance est dite bactéricide lorsque ce rapport est inferieur a 4 (CMB/CMI < 4) ;

— une substance est dite bactériostatique lorsque ce rapport est supérieur a 4

(CMB/CMI >4).

L’analyse des résultats du rapport CMB/CMI révele que le composé 3 est

bactériostatique alors que les composés 1 et 4 sont bactéricides sur les germes testés.

II-ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Le radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle) est un radical stable présentant une
absorption spécifique a 527 nm qui lui confere une couleur violette mais cette couleur

disparait lorsqu’il est réduit par un capteur de radicaux (antioxydant).

Il s’agit d’une réaction de transfert d’atome d’hydrogene: DPPH + AH — DPPH-H + A-

o H ©

N-N + A-H —> O.N N-N + A

NO, @ NO,

Plus un compos¢ a la facilité¢ de céder son atome d’hydrogene et plus celui-ci est jugé
efficace en tant qu’antioxydant.

Le chromatogramme CCM des fractions polaires des amandes de Mangifera indica
(figure 68) et extraits polaires de Santaloides afzelii (figure 69), révélés par une solution de

DPPH a 2mg/ml dans le méthanol, présentent des taches jaunes sur un fond violet.

Ces taches jaunes montrent que ces fractions et extraits contiennent des composés

capables de réduire le radical DPPH. Ce résultat donne des indications intéressantes pour une
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activité anti-oxydante des extraits des amandes de Mangifera indica et des feuilles, écorces et

graines de Santaloides afzelii.

MeOH/CH,Cl, Butanol/Acide acétique/ Eau
1/2) (60/15/25)

Figure 68: Le chromatogramme CCM des fractions polaires des amandes de Mangifera indica présentant
une activité antioxydante avec le DPPH.
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MeOH/CH,Cl, Acétate d’éthyle/Methanol/ Eau Butanol/Acide acétique/ Eau
172) (100/12/8) (60/15/25)

Figure 69:Les chromatogrammes CCM des extraits de feuilles, écorces et graines de Santaloides afzelii
présentant une activité antioxydante avec le DPPH.
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CONCLUSION
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Nous avons entrepris 1’étude phytochimique des extraits de Santaloides afzelii
(Connaraceae) et d’amande du noyau de Mangifera indica (Anacardiaceae) afin de contribuer

a la valorisation de la biodiversité végétale.

L’objectif de cette étude était I’isolement et I’identification des molécules de ces

plantes, indispensables a leurs valorisations et celles de leurs sous-produits.

L’¢étude bibliographique préalable sur Santaloides afzelii a revelé que cette espéce n’a
jamais fait I’objet d’études phytochimiques véritables. Mangifera indica par contre a fait
I’objet de plusieurs études phytochimiques mais les amandes des espéces ivoiriennes n’ont

jamais fait I’objet d’étude.

Au cours de nos travaux, nous avons isolé et purifié les constituants des différents
extraits et/ou fractions des plantes étudiées par des techniques chromatographiques et par
recristallisation. Les composés purs obtenus ont ét€ identifiés a partir de leurs analyses
spectrales (RMN homonucléaire et hétéronucléaire, la spectrométrie de masse en technique
ESI, HRMS). D’autres méthodes telles que la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

masse (GC /SM) ont été utilisées.

L’étude de I’amande du noyau de dix variétés de mangues a permis de mettre en
¢vidence la présence d’environ 10% de matiére grasse dont les caractéristiques physico-
chimiques montrent quelques similitudes avec les beurres de Karité, de Makoré et de Cacao
ainsi que les huiles de Coton et de Palme. L’étude de sa composition lipidique a révélé une
présence significative d’acides gras oléique et stéarique, d’ou sa potentielle utilisation en
diététique, en pharmacologie et en alimentation. Les beurres et huiles des amandes du noyau
de mangues peuvent également Etre utilisées en savonnerie, vu leurs indices de saponification

élevés.

Cinq (5) composés ont été caractérisés dans la fraction insaponifiable de M. indica. Ce
sont I’Ergostérol, le Sitostérol, le Stigmastérol, le Campestérol et la 3-hydroxy-prégn-5-en-20-
one. Trois (3) composés ont été isolés et identifiés de la fraction AcOEt de I’amande de M.

indica. Le gallate de méthyle 1, L’acide gallique 2 et le Penta-O-galloyle-glucoside 3.

Neuf (9) composés que sont I’acide gallique 2, la Quercétine-3-O-a-rhamnoside 4, la
Miricétine-3-0-a-rhamnoside 5, 1’épi-catéchine 6, deux dimeres procyanidines 7p; et 7ga, un
sucrose 8, le PB-sitostérol 9 et I’acide férulique 10 ont été isolés et identifiés des feuilles,

graines et écorces de S. afzelii. Des dérivés d’acides gras (myristique, palmitique, stéarique,
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oleique et arachidique), des dérivés d’acide phénolique, des derivés de pyranone, furanone et
benzofuranone, le phytol et des dérivés d’hexahydro farnesyl ont été identifiés dans la fraction

CH,Cl, des graines, écorces et feuilles de S. afzelii.

Les fractions polaires de S. afzelii et M. indica sont riches en polyphénols, composés
connus pour leurs propriétés antioxydante, anticancéreuse, anti-inflammatoire et

antibactérienne.

La présence de métabolites primaires (acides gras stéarique, oléique, palmitique,
arachidique) trouvent des applications dans les domaines cosmétique et alimentaire. Les
fractions apolaires sont riches en stérols et terpenes, connus pour des applications dans le

domaine alimentaire, médical voire cosmétique.

Ce travail entrepris sur deux (2) plantes a donc abouti a 1’identification de plusieurs
composés, parmi lesquels, on trouve les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les

acides gras, les stéroides et terpenoides, les dérivés hétérocycliques et des dérivés glycosylés.

Les tests biologiques de trois (3) composés isolés 1, 3 et 4 ont révélé une bonne

activité sur des souches de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa.

A T’issue de ce travail, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées : la modification
structurale des composés isolés afin d’augmenter leur activités biologiques, 1’isolement et la
caractérisation des composés minoritaires, I’approfondissement des tests biologiques (in vitro

et in vivo) et evaluer les tests de toxicité des extraits ou molécules bioactives.
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COMPOSE 1
Poudre jaune blanche
Rt (min) : 14.30

UV/visible : 271 nm

m/z 207.0271 [M+Na] *
Masse : 184.0271

Formule CgH3zO5
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Figure 70: Spectre RMN "C du composé 1 dans du méthanol-d4
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Figure 71: Spectre RMN "H du composé 1 dans du méthanol-d4

COMPOSE 2

Cristaux Jaune blanc
Rt (min) : 3.91

UV/visible : 270 nm
m/z 193.0142 [M+Na] *

Masse : 170.0142

Formule : C;H¢O5
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Figure 72: Spectre RMN “*C du composé 2 dans le méthanol-d4
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Figure 73 : Spectre RMN 'H du composé 2 dans le méthanol-d4
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COMPOSE 3 o
Poudre jaune blanche oH
HO OH
Rt (min) : 47.30
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o
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UVl/visible : 279 nm
m/z 963.1079 [M+Na]*
Masse : 940.1079
Formule : C4;H3,054

KAP—-F2MI

40
3,58
3.5

—na

»

N
i

\k{'\% \W |I ‘\';

senae Prvm—
i
s
Bacer 20110828
Fre
. TRz
Simih s mm amad
FEEE 550
o 65536
e i
N 16
i £
S azzz eas ==
H-2/H-6 Fiones a2iEe8as i
H a%a23E587 .
a2 i
B 60338 waec
DE &_50 usac
2 2 TE Z295.4 K
- - i 100020033 Ses
H-4’ | H-6b £ :
..... S T —
5 5 o=y fET
) z_30
H-1> H-2 H-5 = A
Fiiw s sorziive m
s FH 3571255000 T
51 32768
H-3’ H-6a ) to0.138845% sz
e £
£ a
o 0.5 e
= 3
Lﬂk x [
T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 r 4 [ 5 4 3 2 Ppm
|
o | -— - | (oD e [~ =
EEEEE ng f?l (§1 WEFF:H f§1 a
T T r T T r T T r v T T T T v T T
180 7o 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 S50 40 30 (=]

Figure 75: Spectre RMN 13C du composé 3 dans le méthanol-d4

Contribution a I’étude phytochimique de Santaloides afzelii et des amandes de Mangifera indica d



I I I I I I T I I T 1

L L]
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50

Figure 76 : Spectre DEPT 135 du composé 3 dans le méthanol-d4
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COMPOSE 4
Poudre jaune
Rt (min) : 48,63 min
Spectres UV/visible : 256/348 nm
m/z 471.0905 [M+Na] *

Masse : 448.0905

Formule brute : C,1H;¢0011
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Figure 77: Spectre RMN 'H du composé 4 dans le DMSO-d6
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Figure 78: Spectre RMN "°C du composé 4 dans le MeOH-d4

COMPOSE 5

Poudre jaune

Rt (min) : 42,70 min

Spectres UV/visible : 260/349 nm
m/z 487.0851 [M+Na] *

Masse : 464.0851

Formule brute C,;H»¢0O15.
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Figure 79: Spectre RMN 'H du composé 5 dans le MeOH-d4
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Figure 80: Spectre RMN *C du composé 5 dans le MeOH-d4

COMPOSE 6

Poudre blanche

Rt (min) : 15,19

Spectres UV/visible : 278 nm
m/z 313.0803 [M+Na]"

Masse : 290.0803

Formule brute : C;5sH;40¢
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Figure 81: Spectre RMN 'H du composé 6 dans le DMSO-d6
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Figure 82: Spectre DEPT 135 du composé 6 dans le DMSO-d6
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Figure 83: Spectre RMN "*C du composé_6 dans le DMSO-d6
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COMPOSE 7

Rt (min) : 11.05/ 26.80

Spectres UV/visible : 280 nm
m/z 601.1323 [M+Na] *
Masse : 578.1323

Formule brute : C30H26012
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Figure 84: Spectre RMN °C du composé 7 dans le MeOH-d4
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Figure 85: Spectre DEPT 135 du composé 7 dans le MeOH-d4
COMPOSE 8

Aspect : solide blanc soluble dans le MeOH.
Rf: 0,12 (MeOH/CH,Cl, : 9/1)
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Figure 86: Spectre RMN 'H du composé 8 dans le MeOH-d4
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Figure 87: Le spectre RMN "*C du composé 8 dans le MeOH-d4
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Figure 88: Spectre RMN DEPT 135 du composé 8 dans le MeOH-d4
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RT 34,18 min M=296,45
GC/MS m/z:296,45(5) 278,19(5) 263,18(5) 123,08(60) 95,06(49) 83,09(49) 82,09(70)
81,07(80) 71,05(35) 68,05(63) 57,06(100) 56,08(32) 55,05(99)

RIS S

RT 27,31 min M=268,15
GC/MS m/z :268,15(5) 253,16(5) 250,17(5) 235,19(5) 225,15(5) 210,15(5) 71,06(36)
58,06(100)
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RT 36,85 min M=324,19
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Figure 90: Photographie de la LC / MS
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Figure 91: Photographie de la HPLC

Figure 92: Photographie de la GC / MS
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Figure 93: Photographie de la RMN
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ABSTRACT
Fractionation of the ethyl acetate fraction of the ethanolic extract of the dried powdered leaves of Santaloides afzelii
(Connaraceae) on silica gel column chromatography afforded gallic acid and two flavonoids glycosides identified as
quercetin-3-O-rhamnoside and myricetin-3-O-rhamnoside. Their structures were elucidated by 'H and *C-NMR
data and UV data. It is the first time that these compounds are reported in the plant.

Keywords: Santaloides afzelii, Connaraceae, Polyphenol, Flavonoids glycosides, Gallic acid
© 2012 RASAYAN. All rights reserved.

INTRODUCTION
Santaloides Afzelii (R.Br. ex Planch) G. Schellenb belongs to the plant family Connaraceae. It is a
scandent to lianous shrub or small tree, widely dispersed in tropical Africa and used in ethnomedicine for
the treatment of diverse ailments'. The Connaraceae family consists of about 20 genera and 350 species
of tanniferous tropical trees and shrubs®. The leaves in this family are alternate, without stipules and
pinnate compounds. The plants of this family possess analgesic and anti-inflammatory activities’. The
aqueous leaves extract of Byrsocarpus coccineus (Connaraceae) contains flavonoids glycosides and may
be a potential remedy for the treatment of certain central nervous system disorders in human*”.
Polyphenols compounds, including anthocyanins, flavonols, and phenolic acids, are among the most
bioactive natural molecules found in the plants because of their antioxidant activities’. The risk of prostate
cancer and pancreatic cancer may decrease at higher dietary flavonoids intakes’®. Gallic acid can be
regarded as a promising candidate for development as a topical anti-HSV-2 agent and inhibited the
growth of lung cancer cells’’.
In tropical countries, particularly in Cote d’Ivoire, Santaloides Afzelii is often used in traditional medicine
by villagers''. On the other hand macerate of the leaves is used as a wash to stabilize household'”.
In the present paper, we report the isolation and identification of major phenolic compounds from leaves
of Santaloides Afzelii. To our best knowledge, there are no previous reports on the chemical constituents
of Santaloides Afzelii (Connaraceae) in the literature.

EXPERIMENTAL
General
Using liquid chromatography with UV photodiodearray detection (LC-UV) and post-column
derivatization it is possible to get sure data on polyphenols. Further structural information is provided by
the combination of HPLC (LC) with mass spectrometry (MS). The structures were established on the
basis of one and two-dimensional NMR spectral experiments and ultraviolet (UV) spectrometry.
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A Brucker Avance 400 spectrometer was used for 'H and "?C- NMR spectra recorded at 400 and 100
MHz, respectively. The spectra were recorded at 23°C using an external reference (TMS) in MeOH-d, or
DMSO-dg in a sealed capillary tube placed inside the NMR cell. Chemical shifts are reported relative to
Me,Si for 'H and "°C. The reproducibility of *C NMR shift was about +0.05 ppm. Chemical assignments
were made using either DEPT 135, or HMBC or HSQC techniques or common chemical shift
assignments rules. Flash column chromatography was performed on Macherey-Nagel Silica gel 60 (15-
40um). TLC plates (Macherey-Nagel, ALUGRAM® SILG/UV.,s,, 0,2mm silica gel 60A) were visualized
under UV light at 254nm and/or by dipping the TLC plates in a solution of phosphomolibdic acid (3g) in
EtOH (100mL) followed by heating with a heat gum. ESI-MS was recorded on a Shimadzu GC MS-QP
2010 with electron-impact ionization (70 eV). HRMS in the positive ion mode was performed using a Q-
TOF Ultima Global hybrid quadrupole time-of-flight instrument (Waters-Micromass).

High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) Analysis

Analytic HPLC was performed using a RP-18 (Sum) Lichro CART® 150-4,6mm at 25°C. The binary
elution system was composed with acetonitrile (solvent A) and 0.2% TFA/water (solvent B). Separations
were performed at room temperature by solvent gradient elution: 10-20% B during 40 min, 20-30% B
during 5 min, 30-40% B during 5 min, 40-45% B during 5 min and then return to the initial conditions
(10% B) in 5 min to re-equilibrate the column. The flow rate for both analysis and washing cycles was 0.8
mL/min. The concentration of each sample was 0.1 mg/mL in methanol and detection wavelengths were
254, 280, 325 and 530 nm.

Plant material

The leaves of Santaloides Afzelii were collected in November 2009 at the beginning of the dry season
from Korhogo in north of Cbte d’Ivoire. A voucher sample was identified by Prof. Aké-Assi Laurent,
Faculty of Science and Technology, Cocody-Abidjan University where a specimen was deposited. The
collected plant materials were washed under running and shed dried.

Phytochemical screening

Phytochemical screening was performed to establish the type of secondary metabolites present in the
plant. Air-dried leaves of Santaloides Afzelii were tested for the presence of flavonoids, anthraquinones,
alkaloids, terpenoids and steroids, tannins and saponins using Harborne method"’. It shows the presence
of flavonoids, triterpenes, steroids, tannins and alkaloids.

Extraction procedure

The air-dried powdered sample (450 g) was exhaustively extracted with hexane at room temperature by
constant stirring. The residue was extracted with 70% EtOH (3 x 500mL) at room temperature by
constant stirring during 24 hours. After filtration on cotton then watmann paper, the extract was
concentrated under reduced pressure at 40°C to afford a brown residue. The residue (20g) was suspended
in water and partitioned successively with CH,Cl, (3x 200mL) and AcOEt (3x 200mL). The obtained
extracts were separately dehydrated with anhydrous sodium sulfate and evaporated under vacuum after
filtration to give dichloromethane extract (1.82g) and ethyl acetate extract (5.10g).

Isolation and purification

The ethyl acetate fraction (5g) of Santaloides Afzelii leaves was subjected to column chromatography on
silica gel 60 with solvents gradients CH,Cl,-AcOEt and AcOEt-MeOH to give 12 fractions (F;-F),).
Fractions Fs and Fg were purified by flash column chromatography on silica gel 60, eluting with CH,Cl,-
MeOH (10-1) to afford compound 1 (342mg) and compound 2 (219mg) respectively. The different
fractions were checked by TLC and HPLC. Another aliquot of each compound was dissolved in CD;0D
or DMSO and analyzed by NMR for chemical structure determination.
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Compound 1: Quercetin-3-O-rhamnoside ; Yellow powder; HPLC R, 48.63 min ; UV Vis Ay, 256.348
nm (methanol) ; HREI-MS (m/z) 448.0905; C,;H,Oy; (calcd 448.0903). '"H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): 12.00 (1H, s, OH-5); 7.34 (1H, d, ] = 2Hz, H-2’); 7.32 (1H, dd, J = 8.3Hz/2Hz, H-6"); 6.93 (1H, d, J
= 8.3Hz, H-5°); 6.22 (1H, d, J = 2Hz, H-6); 6.39 (1H, d, J = 2Hz, H-8); 5.25 (1H, d, J = 1.2Hz, H-1"’);
4.24 (1H, dd, J = 3.3Hz/1.2Hz, H-2""); 3.78 (1H, dd, J = 9.3Hz/3.3Hz, H-3""); 3.40 (1H, m, H-4’"); 3.17
(1H, m, H-5""); 0.82 (3H, d, J = 6.1Hz, H-6""). *C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 179.7 (C-4); 166.0 (C-
7); 163.2 (C-5); 159.3 (C-2), 158.6 (C-9); 149.8 (C-4’); 146.4 (C-3’); 136.3 (C-3); 123.0 (C-6"); 122.9 (C-
17); 116.9 (C-2°); 116.4 (C-5’); 105.9 (C-10); 103.6 (C-1""); 99.8 (C-6); 94.7 (C-8). 73.3 (C-5""); 72.1 (C-
3> and C-4"");71.9 (C-2); 17.7 (C-6).

la }

R ~ -
- _ <= Fraction AcOEt
s e T e S Compound 1

i
e Compotind 2
B
w : -
o 3
L. . 1
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Fig.-1: HPLC and UV analysis of sample. HPLC column:Lichro CART® RP-18 (5um)150x4.6mm; gradient
elution: acetonitrile (solvent A) and 0.2% TFA/water (solvent B), detection wavelength: 280 nm. Flow-rate:
0.8mL/min.The ethyl acetate fraction of Santaloides Afzelii leaves was purified by flash chromatography on silica to
afford 1 and 2 as crystalline compounds.

Compound 2: Myricetin-3-O-rhamnoside; Yellow powder; HPLC R, 42.70 min ; UV vis Ap.x 260.349
nm (methanol) ; The HREI-MS (m/z) 464.0851, C;H,0Oy, (caled 464.0853). 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-d6): 12.68 (1H, s, OH-5); 6.38 (1H, d, J = 2Hz, H-6); 6.20 (1H, d, J = 2Hz, H-8); 6.90 (2H, d, J =
2Hz, H-2’/H-6"); 5.20 (1H, d, J = 1.8Hz, H-1""); 3.89 (1H, dd, J = 3.2Hz/1.8Hz, H-2’"); 3.55 (1H, dd, J =
10.6Hz/3.2Hz, H-3""); 3.17 (1H, m, H-4""); 3.34 (1H, m, H-5""); 0.84 (3H, d, J = 6.1Hz, H-6""). °C NMR
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(100 MHz, DMSO-d6): 177.7 (C-4); 164.0 (C-7); 161.2 (C-5); 157.4 (C-9); 156.4 (C-2); 145.7 (C-5" and
C-3%); 136.4 (C-4°); 134.2 (C-3); 119.5 (C-17); 107.8 (C-2’); 107.8 (C-6); 103.9 (C-10); 101.9 (C-1"");
98.7 (C-8); 93.5 (CH-6); 71.7 (C-4""); 70.9 (C-5"); 70.7 (C-3*’); 70.4 (C-2""); 17.9 (C-6"").
Compound 3: Gallic acid; HPLC R, 4.52 min; UV vis Ay 270 nm (methanol); The ESI-MS m/z 169 [M
- H].

RESULTS AND DISCUSSION
The HPLC analysis (Figure 1) of the ethyl acetate fraction of the ethanolic extract of the dried powdered
leaves of Santaloides afzelii indicated the presence of three (3) majors compounds 1, 2 and 3. A
preliminary study of the UV spectra (Figure 1) of compounds 1, 2 and 3 showed absorbance bands at
256/260, 348/349 271 nm respectively, characteristics of phenolic compounds'*.

Compound 1

The HREI-MS spectrum of compound 1 revealed a molecular ion peaks M™ at m/z 448.0905
corresponding to the molecular formula C,;H,¢01; (calcd 448.09033).

The "H-NMR spectrum of compound 1 showed an ABX spin coupling system at Oppm 7.34 (d, J = 2Hz),
7.32 (dd, J = 8.3Hz/2Hz) and 6.93 (d, J = 8Hz) assigned to H-2’ , H-6’ and H-5’. It also showed an AB
spin coupling system of two protons at d,,m 6.39 (d, J = 2Hz) and 6.22 (d, J = 2Hz) assigned to H-8 and
H-6"". The signal at & 12.00 showed the presence of the proton of OH group only on carbon C-5. The
signal of the anomeric proton of rhamnose at 3., 5.25 showed a doublet with coupling constant J = 1.2
Hz, indicating o configuration. The *C NMR spectrum of compound 1 showed 21 resonances. The DEPT
NMR experiment revealed 10 quaternary carbons and 11 primary or tertiary carbons. It showed six carbon
signals of a sugar moiety at d,,n 103.56, 71.92, 72.12, 72.05, 73.27 and 17.67 assigned to C-1”, C-2”, C-
37, C-4”, C-5” and C-6 respectively. The position of rhamnose was also confirmed in HMBC spectrum
by observation of a peak between &y 5.25 (H-1") and d¢c 136.25 (C-3).

Compound 2

The HREI-MS spectrum of compound 2 revealed a molecular ion peaks M' at m/z 464.0851
corresponding to the molecular formula C,;H,9012 (calcd 464.08525).

The 'H-NMR spectrum of compound 2 showed a system of two proton at dppm 6.90 (d, J = 2Hz)
corresponding to H-2" and H-6’. It also showed an AB spin coupling system of two protons at dp,n, 6.38
(d, J =2Hz) and 6.20 (d, J = 2Hz) attributed to H-8 and H-6. The signal at 6 12.68 showed the presence of
the proton of OH group only on carbon C-5. The signal of the anomeric proton of rhamnose at S, 5.20
showed a doublet with coupling constant J = 1.8Hz, indicating o configuration. The *C NMR spectrum of
compounds 2 showed 21 resonances. The DEPT NMR experiment revealed 11 quaternary carbons and 10
primary or tertiary carbons. It also showed six carbon signals of a sugar moiety which appeared at J;pm
101.86, 70.42, 70.73, 71.72, 70.91 and 17.88 assigned to C-17, C-2”, C-3”, C-4”, C-5” and C-6”
respectively. The position of rhamnose was also confirmed in HMBC spectrum by observation of a peak
between oy 5.20 (H-1") and 8¢ 134.20 (C-3).

The flavones and flavonols present two major absorption bands in the UV analysis in the ranges of 320-
385 nm (Band I) and 250-285 nm (Band II)"°. The substitution of the proton of hydroxyl (in position 3) of
a flavonol leads to a hypsochrom effect on band I which shifted to 345 and 365 nm'®. The UV spectra of
compounds 1 and 2 showed low absorption bands which confirmed the position of rhamnose.

The comparison of the UV, H-NMR and EI-MS spectra data with reported values leads to the
identification of compound 1 and 2 as quercetin 3-O-o-rhamnoside and myricetin 3-O-o-rhamnoside
respectively'” .

Compound 3

The HPLC-MS-ESI analytical technique showed UV vis A, absorbance band at 270 nm (methanol)
(Figure 1) and ESI-MS (negative mode) m/z 169 [M - H]. Compound 3 was identified as gallic acid by
comparing its retention time, ESI-MS and UV data with standard or reported literature values” .
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HO OH
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3
Fig.-2: Structure of compounds 1, 2 and 3 isolated from Santaloides Afzelii leaves
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Les polyphénols (anthocyanes, flavonols, flavanols, acides phénoliques,...) constituent une
famille importante de métabolites secondaires du régne végétal. Au cours des vingt derniéres
années, l'intervention des composés phénoliques dans la physiologie des plantes, mais également
dans de nombreuses interactions plantes-environnement, a été démontrée. Les propriétés
biologiques et physico-chimiques de ces composés ont déja été largement étudiées : antioxydant

M anticancéreux ™, anti-inflammatoire et antibactérienne B!

Le Santaloides afzelii (Connaraceae) est utilisée en médecine traditionnelle en Céte
d'lvoire. Ce travail est la toute premiére étude phytochimique réalisée sur cette plante.

L'utilisation de techniques chromatographiques (CCM, HPLC, CC) et spectrales (RMN, SM,
UV) a conduit a l'isolement et a l'identification de composés polyphénoliques **° dont le détail

sera présenté au cours de I'exposé.
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Résumé: Le projet vise a ’exploitation de nouvelles pistes de valorisation de I’amande du
fruit de Mangifera indica. Afin de mettre en évidence les particularités de cette maticre
premicre, 1’objectif de ce travail a consisté en la caractérisation approfondie de sa
composition chimique et biochimique. La caractérisation biochimique se consacrera a
I’¢tude des lipides, protéines, glucides, le profil vitaminique et minéral. Nos résultats
montrent des teneurs en cendres entre 1,78-2,33%, en protéines entre 0,47-1,11%, en eau
entre 7,1-8,3%. La teneur en vitamine C entre 3,32-16,62 mg/100g de matieres seches, les
sucres réducteurs entre 7,12-13,82 mg/100g de matieres seches, sucres totaux entre 10,46-
14,01 mg/100g de matieres seches, et en matieres grasses (7,04-10,61%). La caractéristique
physicochimique des matieres grasses révele que Io est compris entre 2,50-27,06 mg de
KOH/g, Is entre 164,17-199,21 mg de KOH/g, I; entre 36,38-54,46 g d’iode pour 100 g de
matieres grasses et Ir entre 1,458-1,480. La teneur en eau et matieres volatiles entre 1,08-
12,30%. Le pourcentage de 1’insaponifiable est compris entre 0,94-2,83% et les acides gras
majeurs sont 1’acide palmitique (6,77-12,80%), 1’acide stéarique (36,36-45,76%), 1’acide
oléique (43,20-52,42%) et I’acide éicosanoique (0,85-1,65%). Le screening phytochimique a
montré la présence de tanins, alcaloides, stéroides, leucoanthocyanes, triterpénoides et
anthraquinones.

Mots clés : amande, matieres grasses, acide gras, Mangifera indica.
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Introduction

Les polyphénols (anthocyanes, flavonols, flavanols, acides phénoliques, ...) constituent une famille importante de métabolites secondaires du régne végétal. Au cours
des vingt derniéres années, I’intervention des composés phénoliques dans la physiologie des plantes, mais é¢galement dans de nombreuses interactions plantes-
environnement, a été démontrée et acceptée. Les propriétés biologiques et physico-chimiques de ces composés ont déja été largement étudiées : antioxydante ™,
anticancéreuse 2, anti-inflammatoire et antibactérienne ™.

La présente étude porte sur I’isolement et 1’identification, par des techniques chromatographiques (CCM, HPLC, CC) et spectrales (RMN, SM, UV), des composés
phénoliques dans les feuilles de Santaloides Afzelii (Connaraceae), une plante médicinale de la Cote d’Ivoire. C’est la premiére étude phytochimique présentée sur
cette plante.

Matériel végétal Résultats et Discussion

Santaloides Afzelii  (R.Br. Planch ex) G.
Schellenb  (Connaraceae) est un arbuste
largement dispersé en Afrique tropicale ¥
Les feuilles de Santaloides  Afzelii
(Connaraceae) sont récoltées a Korhogo
(Région de savane) dans le nord de la Cote
d’Ivoire, en Novembre 2009, début de la
saison seche. La plante a été identifiée par le
Professeur Aké Assi du centre national
floristique de 1’Universit¢ Cocody-Abidjan
(Cote d’Ivoire).

Le spectre HPLC de la fraction AcOEt montre 3 composés majoritaires (1, 2 et 3).
Aprés fractionnement, I’analyse des spectres UV-vis, RMN et SM a permis
I’identification de trois composés.

Extractions et Séparations

Composés spectres UV-vis Structures [M-H]
‘Dmgue v’égétals‘ plante 1 = HOw_O
séchée et broyée (450g) Fraction . . 51
AcOEt Acide gallique : . 169,00
Extrait Marc cc.m(.mem I HO -
hexanique | [ séché | Elution: gradiant [€H,C1/AcOR/MaON) o
i 2 = o
Extrait éthanolique I Composé 1 Teét _3-0- -
[ dissout dans de I'eau { Mare myncetme_ 3[6(]) \/\L o O‘l O o 463,20
: I X rhamnoside’ LY e
Phase Fraction au |—— Composé 2 —
aqueuse dichlorométhane 2 v Q) o
2 —1 . ) quercétine-3-0- o Cl R o | 447,23
Phase. [ Frac’glnna I?:etéte L— Composé 3 rhamnosidem S LY o\mmw
aqueuse d'éthyle (5,10g)
Conditions Chromatographiques HPLC Conclusion
Colonne : Lichro CART® RP-18 (Sum) 150 x 4,6mm Dans le but d’identifier les composés phénoliques des feuilles de Santaloides

Débit: 0,8 mL/min
Concentration : 0,1 mg/mL

Détection : 254, 280, 325 et 530 nm 1 li I hi 1 de sili
Eluant : Acétonitrile (solvant A) ; 0,2% TFA/Eau (solvant B) alcoolique par chromatographie sur gel de silice.

10-20% B 40 min Deux flavonoides (quercétine-3-O-rhamnoside et myricétine-3-O-rhamnoside) et

Afzelii, nous avons entrepris la purification de la fraction a 1’Acétate d’éthyle
(présentant une forte activité antioxydante et antimicrobienne) de I’extrait hydro-

20-30% B 5min un acide phénolique (acide gallique) ont été isolés et identifiés.
30-40% B 5min

40-45% B Smin

Initialisation (10% B) Smin

Références Remerciements

[1): Félix Anoh ADJE, Yves F. Lozano, Paul Lozano, Augustin Adima, Farid Chemat «Optimization of anthocyanin, flavonol and phenolic acid extractions from Delonix regia Les auteurs souhaitent remercier le Laboratoire SRSN de
tree flowers using ultrasound-assisted water extraction», Industrial Crops and Products, 2010, 32 (3) , p439-444 Rt o i ) X
[21: Néithlings U, Murphy SP, Wilkens LR, Henderson BE, Kolonel LN, « Flavonols and pancreatic cancer risk: the multiethnic cohort study », Am. J. Epidemiol., octobre 2007, I’Université de Poitiers pour son soutient matériel et financier,
166 (8), p924-931 5 e FPTEnd

[31: En-Qin Xia, Gui-Fang Deng, Ya-Jun Guo, Hua-Bin Li, « Biological Activities of Polyphenols from Grapes», Int. J. Mol. Sci. 2010, 11 (2), p622-646 I’ Ambassade de Céte d’Ivoire en France pour la bourse doctorale et
[4): Michel Arbonnier, «Trees, shrubs and lianas of west African dry zones». 2009, ISBN-Quae-978-2-7592-0313-0, p279. B : ‘o 5 Rorrif

[5): Anchana Chanwi Aphiwat Jeremy D. Kilburn, Nuansri Rakariyatham «Antimicrobial gallic acid from Caesalpinia mimosoides Lamk. » Food le Programme d’Appui Stratégique a la Recherche Scientifique
Chemistry, 2007, 100 (3), p1044-1048 (PASRES) pour son soutient matériel.

161 Xi-Ning Zlong, Hideaki Otshuka Toshinori Ide, «Three flavonol glycosides from leaves of Myrsine seguinii», phytochemisiry, 1997, 46 (5), p943-946.

[7): Qiangian Xie, Yun Wei, «Separation of flavonol glycosides from flaveria bidentis(L.) Kuntze by high-speed paration and p

Technology, 2010, 72 (2), p229-233



Résumé : Ce travail porte sur 1’étude phytochimique des extraits d’amande de Mangifera indica (Anacardiaceae) et des feuilles,
écorces et graines de Santaloides afzelii (Connaraceae).

Au cours de nos travaux, nous avons isolé et purifié les constituants des différents extraits des plantes étudiées par des
techniques CC, CCM, HPLC et de recristallisation. Leurs analyses spectrales reposent principalement sur les données de la RMN, la
MS-ESI, la HRMS. D’autres méthodes telles que la GC /SM ont été utilisées.

L’étude des amandes de noyaux de dix variétés de mangues (Mangifera indica ) a permis de mettre en évidence la présence
d’environ 10% de maticre grasse dont les caractéristiques physico-chimiques montrent quelques similitudes avec les beurres de Karité,
de Makoré¢ et de Cacao ainsi que les huiles de Coton et de Palme. L’étude de la composition lipidique de cette matiére grasse a montré
une présence significative d’acides gras (oléique, stéarique, palmitique et arachidique) et d’insaponifiables (Ergostérol, Sitostérol,
Stigmastérol, Campestérol et 3-hydroxy-pregn-5-en-20-one). Trois (3) composés (le gallate de méthyle 1, I’acide gallique 2 et le Penta-
0O-galloyle-glucoside 3) ont été isolés et identifiés de I’extrait a I’ AcOEt de I’amande de Mangifera indica

Sis (6) composés : L’acide gallique 2, Quercetine-3-O-a-rhamnoside 4, Miricetine-3-O-a-rhamnoside 5, épi-catechine 6, deux
dimeres procyanidines 7g; et 7g,, ont été isolés et identifiés des extraits a I’AcOEt des feuilles, graines et écorces de Santaloides afzelii.
Le sucrose 8 a ¢été isolé et identifié de I’extrait a I’EtOH des feuilles de Santaloides afzelii. Des dérivés d’acides gras (myristique,
palmitique, stearique, oleique et arachidique), des dérivés d’acide phénolique, des derivés pyranone, furanone et benzofuranone, le
phytol, des dérivés d’hexahydro farnesyl, le B-sitosterol 9 et I’acide ferulique 10 ont été identifiés des extraits au CH,Cl, des graines,
écorces et feuilles de Santaloides afzelii.

Les tests biologiques des extraits totaux et de trois (3) composés isolés (1, 3 et 4) ont révélés une bonne activité antibactérienne
et antioxydante.

Mots clés : Phytochimie, Mangifera indica, Santaloides afzelii, Anacardiaceae, Connaraceae, Flavonoides, Polyphénol, Acides gras.

Abstract: This work relates the phytochemical study of the seeds kernel of Mangifera indica (Anacardiaceae) and the leaves, barks and
seeds of Santaloides afzelii (Connaraceae).

During our work, we isolated and purified the compounds of the various extracts of the plants studied by CC, CCM, HPLC
and recrystallization techniques. Their spectral analyses depend on NMR, MS-ESI, and HRMS data. Others methods such as the
GC/SM were used.

The study of ten varieties of the seeds kernel of mangos has shown the presence of fat of 10% approximately, whose
physicochemical characteristics showed some similarities with butters of Shea, Makoré and Cocoa like this Palm and cotton seed oils.
The studies of lipidic composition show a significant presence of fatty acids (oleic, stearic, palmitic and arachidic) and of
insaponifiables (Ergosterol, Sitosterol, Stigmasterol, Campesterol and 3-hydroxy-pregn-5-in-20-one). Three compounds were isolated
and identified of AcOEt extract of seeds of Mangifera indica the methyl gallate 1, the gallic acid 2 and Penta-O-galloyle-glucoside 3.

Six compounds: The gallic acid 2, Quercetin-3-O-a-rhamnoside 4, Miricetin-3-O-o-rhamnoside 5, epi-catechine 6 and two

dimers procyanidines 7, and 7, were isolated and identified of AcOEt extracts of the leaves, seeds and barks of Santaloides afzelii.

The sucrose 8 was isolated and identified of EtOH extract of the leaves of de Santaloides afzelii. Fatty acids derivatives (myristic,
palmitic, stearic, oleic and arachidic), phenolic acid derivatives, pyranone, furanone and benzofuranone derivatives, the phytol,
hexahydro farnesyl derivatives, the B-sitosterol 9 and the acid ferulic 10 were identified of CH,Cl, extracts of seeds, barks and leaves of
Santaloides afzelii

The biological tests of the total extracts and three (3) compounds (1, 3 and 4) showed a good anti-bacterial and antioxydant
activity.

Key words: Phytochemistry, Mangifera indica Santaloides afzelii Anacardiaceae, Connaraceae, Flavonoids, Polyphenol, fatty Acid




