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Avant Propos

Dans les annexes nous décrivons les différentes molécules isolées et nous rapportons les
travaux présents et antérieurs sous forme de publications.

Pour la description des molécules isolées, nous ne nous sommes intéressés qu’aux
structures moléculaires nouvelles. Les autres ayant déja fait 1’objet de description dans le
dictionnaire des substances naturelles (voir bibliographie 42, p. 106). Aussi, nous décrivons
la 7-O-méthylapigénidine parce qu’elle n’a pas fait 1’objet d’une description dans nos
travaux antérieurs.

Il ne nous a pas été possible de mesurer les activités anti-oxydantes de certains

composés minoritaires par manque de produits en quantité suffisante.
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INTRODUCTION GENERALE

"Produit Bio", c'est sans doute le label le plus prisé a nos jours, comme si
consommer naturel était nouveau. La nature a eu raison des hommes. En effet, la
faible disponibilité des produits naturels a provoqué un développement
extraordinaire de la chimie de synthése qui a trés vite montré ses limites. Ainsi
nous observons aujourd’hui un retour a la consommation de produits directement
tirés de la nature. Parmi ces produits figurent les composés anthocyaniques. Ces
derniers sont des dérivés glycosylés du cation flavylium. L'histoire nous indique
qu'ils ont toujours été tirés de la nature. Les tentatives de synthése n'ont intéressé
en réalité qu'une classe particuliere de ces composés: les 3-

(1, 2]

désoxyanthocyanidine'” “, composés jaunes en milieu acide et rouge en milieu

basique.

Les anthocyanes sont responsables de la coloration d'un grand nombre de
produits (jus, vins, confitures, etc.). Au Burkina Faso, les gaines du sorgho

B sont utilisées dans la

teinturier, particuliérement riche en apigénidine
teinture des cuirs et peaux. Les calices des fleurs de l'oseille de Guinée
(Hibiscus sabdariffa), utilisés comme ingrédients dans la fabrication de boissons

locales, sont trés riches en anthocyanes "%,

Les composés anthocyaniques les plus utilisés jusqu'aujourd'hui sont les
mono et diglycosides de la cyanidine et de la delphinidine comme c'est le cas

9,11 : o :
B et du jus de raisin, beaucoup consommés en Europe,

des extraits de myrtille
du jus de calices d'oseille de Guinée et du fruit du raisinier d'Afrique (Lannea

. 2 3 , .
microcarpa) ® ™ trés consommés en Afrique.

L'étude des polyphénols en général et des composés anthocyaniques en
particulier connait un intérét grandissant. Cela est sans doute di aux nouvelles

propriétés pharmacologiques qui leur sont reconnues. En effet, d'aprés le "french
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paradox" (paradoxe frangais) (German et Dillard, 1998) 31" les Frangais
connaitraient moins de maladies cardiovasculaires que les Ameéricains, qui
consomment pourtant beaucoup moins d'alcool ; cela serait dii au vin que les
premiers ont I'habitude de consommer quasi quotidiennement. En effet, le jus de
raisin fermenté (vin) ou non est trés riche en polyphénols dont les anthocyanes.
Il est démontré aujourd’hui que les anthocyanes rendent les capillaires moins
perméables et augmentent leur résistance. D’autre part les anthocyanes sont trés
réactives vis-a-vis des radicaux libres dans l'organisme. Les activités
antiarthériosclérosiques des anthocyanes ont été récemment montrées par
Morazzoni (1996) 1% et Wakabayashi (1999) ™. Une équipe du professeur
John Folts (1999) "*! montra que la consommation de jus de raisin pendant deux
semaines augmente 1’élasticité des vaisseaux sanguins tout en diminuant le taux
d'oxydation du cholestérol chez les malades atteints d'une maladie de l'artére

coronaire ; la résistance des vaisseaux s’en trouverait ainsi triplée.

Au vu de ces nouveaux intéréts, la recherche de molécules nouvelles telles

que les anthocyanes acylées présenterait deux avantages :
- elles sont relativement plus stables que leurs homologues non acylés ;

- les acides phénoliques étant eux-mémes antioxydants, l'association
anthocyanes-acides  phénoliques  pourrait  renforcer les  propriétés

pharmacsologiques.

Ce travail est la suite de nos investigations antérieures au cours desquelles
nous avions isol¢€ et caractérisé des molécules anthocyaniques dans de plantes
entrant exclusivement dans I’alimentation humaine ' ' ' 1"l (Annexes, p. 114).
L’intérét grandissant de ces molécules nous ont porté vers la recherche d’autres
sources et types de molécules anthocyaniques telles que les anthocyanosides

acylés.

Dans le premier chapitre de ce travail, nous traitons de molécules 4

propriétés colorantes et pharmacologiques. Nous avons isolé et caractérisé dix




composés anthocyaniques dans quatre plantes différentes . Adenium obesium,
Terminalia catappa, Jatropha integuerrima et Ipomoea asarifolia. Les quatre
nouvelles molécules isolées de [ asarifolia constituent la partie la plus
importante de ce mémoire. Des tests sur les activités antioxydantes ont été
effectués sur les composés majoritaires isolés. Cela nous a permis de faire une

étude comparée des activités antioxydantes de tous ces composés.

Le deuxiéme chapitre ouvre des perspectives sur les potentielles sources de
ces molécules en Afrique en général et au Burkina Faso en particulier, et leur
productibilité en vu de la valorisation de ces espéces végétales du Burkina Faso.
Une étude sur la corrélation entre la structure des anthocyanosides et leurs
activités antioxydantes a €té initiée et nous comptons, dans un futur proche,

approfondir ce volet.




CHAPITRE I :

' ETUDE DES ANTHOCYANES DE QUATRE PLANTES
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1 — Généralités sur les anthocyanes étudiées.

Les anthocyanes sont des composés trés polaires de la famille des
flavonoides. On les rencontre dans presque toutes les parties aériennes des
plantes. Obtenues au laboratoire sous la forme de sels (chlorure ou
trifluoroacétate) elles existent dans les plantes en association avec des bases

conjuguées d’acides organiques ainsi que des métaux.

Les anthocyanes sont constituées du noyau flavylium (2-
phénylbenzopyrylium). Les différents substituants sur ce noyau permet obtenir
toutes les couleurs rencontrées dans la nature. Les anthocyanidines (Fig. 1) sont
constituées du noyau flavylium et de substituants hydroxyles et/ou méthoxyles.
Ces derniers étant trés peu stables, les anthocyanes les plus répandues dans la
nature sont sous forme de glycosides " *'; La présence d’un sucre les rend

beaucoup plus solubles dans les solvants polaires comme I’eau.
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* Anthocyanidine :

R3, R5, Rg, R7, R31,

R4' et R5' sont H, OH ou OCH 3

* Anthocyanoside : R 3 est H ou glucosyle

Rs, Rg, R7, R3', R4 et R5' sont H,

OH ou OCH 3 ou glucosyle.
Nom Formule brute Substitutions
(PM)*

3 5 6 7 3 4 s
Aurantinidine (Au) CsHi O, 287) OH OH OH OH H OH H
Capensinidine (Cp) CisH;706 (3299 OH OMe H OH OMe OH OMe
Cyanidine (Cy) CisH;,06 (287) OH OH H OH OH OH H
Delphinidine (Dp) C;sH;,0, (303) OH OH H OH OH OH OH
Europinidine (Eu) CyH;sO, 331) OH OMe H OH OMe OH OH
Hirsutidine (Hs) C;sH70, (345) OH OH H OMe OMe OH OMe
6-Hydroxycyanidine (6-OHCy) CsH0,(303) OH OH OH OH OH OH H
Malvidine (Mv) C»H;s0, (331) OH OH H OH OMe OH OMe
5-Méthylcyanidine (5-MeCy) CH;30, 301) OH OMe H OH OH OH H
Pélargonidine (Pg) CisH; 05 271) OH OH H OH H OH H
Paeonidine (Pn) CieHi30s (301) OH OH H OH OMe OH H
Pétunidine (Pt) CHi:0, 3177 OH OH H OH OMe OH OMe
Pulchellidine (P1) Ce¢Hi30, (3177 OH OMe H OMe OH OH OH
Rosinidine (Rs) C,H,s0¢ (315) OH OH H OMe OMe OH H
Apigénidine* (Ap) CisH; 0, 255) H OH H OH H OH H
7-MéthylApigénidine’ (7-MeAp)'’ CH30,(269) H OH H OH H OH H
Carajurine* (Cr) CyH,05 (300) H OH OMe OH H OMe H
Tricétinidine* (Tr) CisH, 0 287) H OH H OH OH OH OH
Lutéolinidine® (Lt) CisH 05 271) H OH H OH OH OH H

* PM = Poids Moléculaire ; * groupe des 3-désoxyanthocyanidines

Figure 1. Anthocyanidines naturelles

R
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R; =Ry =Rj =H: Acide cnnamique

R; =R3 =HetR, = OH: Acide coumarique
R; =Ry =OHet Ry =H: Acide caftique

R =R, =R4 =OH :Acide syringique

R; =O0CH;3, Ry OH et Ry = H : Acide frulique
R =R3 =0OCHj et Ry = OH : Acide sinapique

Figure 2. Acides phénoliques estérifiés avec les composés anthocyaniques

Le développement des techniques d’analyse a permis la découverte et
’étude de molécules anthocyaniques de plus en plus complexes telles que les
anthocyanes acylées (Fig. 4). Notons que I’acylation se fait toujours sur un
sucre, généralement en position 6 de celui-ci. Mais si I’acylation stabilise
davantage 1’anthocyane, elle a tendance a diminuer sa solubilité dans !’eau et
I’éthanol. Les composés isolés dans I. asarifolia sont de cette famille. Pour cette
étude, nous avons utilisé des techniques d’analyses modernes comme les
spectrométries UV-Visible, Infrarouge, Masse (FAB & Electro-spray), RMN, -

etc.

La mesure de ’activité antioxydante in vitro de ces molécules peut étre
effectuée a l'aide de plusieurs méthodes dont le test au 2,2-diphényl-1-
pycrylhydrazyl (DPPH). Ce dernier absorbe vers 517 nm dans le méthanol et les
produits de la réaction n’absorbent plus que vers 470 nm. D’aprés Sherwin
(1990) 2% 1a réaction des radicaux libres sur les composés phénoliques se fait de

la maniére suivante :
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a) pour un groupement phénol

H )
O/ 0 b O 0]
R’ + @——» RH + Hl@(—) ’
Radical
Phénol
libre ( DPPH) 1o Radical libre antioxydant

(Hybrides de résonance stables)

b) pour un groupement orthodiphénol

@ O ]
OH o° Oe
OH | -
IR + . + 2RH
y

groupement 0

. b * O )
Radicaux libres orthodiphénol
0 0]
<>

" Radicaux libres antioxydants
(Hybrides de résonance stables)

NO;

Figure 3. Réaction des radicaux libres sur les composés phénoliques %%,
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I1 est donc possible de suivre la réaction par spectrophotométrie dans le
visible et de comparer I’intensité colorante 50 (ICso) de la substance étudiée a
celle d'un antioxydant connu tel que 1’acide ascorbique. L’ICs, peut étre définie
comme €tant la quantité de réactif nécessaire pour réagir avec 50 ppm du produit
a tester. Ainsi ce dernier est d’autant plus actif que I'ICs, est grand. Mais I’ICs,
peut aussi étre définie comme étant la quantité de produit nécessaire pour faire
diminuer la coloration de la solution de réactif (DPPH) de moitié (50%) 2423,
C’est ce cas que nous avons considéré dans notre étude. Le produit est d’autant

plus actif que I'ICs est faible.
i —. X"
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2 - Etude d’un glucoside de la cyanidine
isolé de Terminalia catappa

plante

Planche 1 : Terminalia catappa

fruits




2.1 — Contexte bibliographique

T. catappa est un arbre de 6 & 12 m de haut, de la famille des Combretaceae
dans I'ordre des Myrtales. C'est un arbre a ramification plagiotrope et a feuilles
scabres alternes. Les fleurs sont en panicules axillaires de couleur blanc-
verdatre. Les fruits, comestibles et globuleux, sont rouges ou verts °. La

présence des anthocyanes dans le fruit de la plante n'a jamais été signalée.

2.2 - Résultats et discussion

La chromatographie liquide haute performance (CLHP) de l'extrait
méthanolique du fruit de 7. catappa a permis de ne détecter qu’un pigment
majoritaire (1) [tg = 18,3 mn (99%)] (Fig. 5). Pour I'élution, un gradient linéaire
d'un systéme binaire de solvants a été appliqué : de 20 a 50 % de B dans A (voir
partie expérimentale, p. 96) pendant 20 minutes, puis ces conditions finales

d'élution ont ét¢ maintenues isocratiquement pour 10 minutes.

Aprés purification (voir protocole, p. 94), les données (Références
frontales, Ry) en chromatographie sur couche mince (CCM) standard, celles du
spectre électronique et les temps de rétention en CLHP et- CPG
(chromatographie en phase gazeuse) ainsi que les produits de I'hydrolyse totale
du pigment ont été effectués et sont consignés dans le Tableau 1 (p. 13). En
spectroscopie de masse (SIMS), nous observons I’ion moléculaire a 449,
correspondant a la formule [C;H,,0,,]". De plus, I'analyse des fragments
secondaires indique bien que [M-162] correspond & la perte d'un hexosyle
(glucosyle, galactosyle, etc.) [C¢H;0Os]. En effet, les résultats de la CPG
(Tableau 1.) indiquent que le composé comporte un glucosyle. Aussi, d'aprés les

données des spectres électroniques et résonance magnétique nucléaire du proton
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(RMN-'H; Fig. 8, p. 16 et Tableau 2, p. 14), le composé est un dérivé
monoglycosylé de la cyanidine. Le déplacement chimique du proton anomérique
(6~5,3 ppm) et le rapport £440/€maxvis. (Tableau 1, p. 13) est caractéristique des
anthocyanidine 3-O-glycoside®™ 7%, En outre, la valeur élevée de la constante
de couplage observée pour le signal du proton anomérique du glucosyle (J ~7-8

Hz) suggére que celui-ci soit sous la forme f-D-glucopyranose.

Ainsi, le composé 1 de Terminalia catappa a été identifié comme étant la
cyanidine 3-O-f-D-glucopyranoside (Fig. 6, p.16).

La teneur du pigment, calculée en cyanidine monoglucoside est de 0,4 g

pour 100 g de matiere séche.

D’apres la figure 7 (p. 15), I'ICsy du composé 1 de T. catappa est de 18,7
pg / ml. Celle de I’acide ascorbique (vitamine C) est d’environ 22 pg / ml %%, Le

composé 1 de T. catappa est 1égerement plus antioxydant que la vitamine C.
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Figure 5. Chromatogramme CLHP d'un extrait méthanolique du

mAU = milli Unité d’Absorbance (Absorbance x 1000)

fruit de T. catappa.
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Tableau 1. Données spectrales et chromatographiques de 1'anthocyanoside majoritaire (1) du fruit de 7. catappa.

Données des spectres

Rfen CCM (x100) CLHP CPG tg (min) électroniques SIMS
(0,1% MeOH-HCI)
BAW BuHCI HCl1% AcHW EFAW tr a B sucres Amax. [loge] £440/Emax.
* * * * ** (mn) correspondants en nm (%) m/z
[+AICL]'
28 12 07 20 43 18,30 19,01 20,95 glucose 282 [4,15] 20 [+] [M]*449
529 [4.42] [M-162]287

* Adsorbant = cellulose microcrystalline F254 (0,1 mm ; Merck), BAW = Butan-1-ol - acide acétique - eau (4 : 1 : 5), phase supérieure, BuHCl = Butan-1-
ol — 2 N acide chlorhydrique (1 : 1), phase supérieure, HCl 1% = Acide chlorhydrique conc. - eau (3 : 97), AcHW = Acide acétique - eau (15 : 85); **
Adsorbant = silice 60 (0,1 mm ; Merck), EFW = Acétate d'éthyle - acide formique - acide acétique - eau (100 : 11 : 11 : 26) 1% %3032 . 4 Addition de 2-3

gouttes de chlorure d’alluminium ; + = effet bathochrome ; 0 = aucun d'effet.
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—— glucosyle

Figure 6. Cyanidine 3-0-/3D-glucopyranoside (composé 1 isolé du fruit de
T. catappa)

Tableau 2. Données RMN-H de I'anthocyanoside majoritaire (1) du fruit
de T. catappa

13 (ppm) J (Hz)

Aglycone Cyanidine

H4 8,90 ;s

He 6,79;d 1,3

Hg 6,63;d1,9

Ho! 7,94 ;d2,;3

Hs' 6,94 ;d8,7

Hg' 8,10;dd 2,3 ;8,7
sucre* B-D-glucopyranosyle

Hi 530;d7,5
H’, H3’’, Hg’’, Hs5* et
Hg’’a, He’’b 3,50 ~4,10

* Attribution faite d'aprés les constantes de couplage et les données de la littérature & 2531
Multiplicité : s = singulet, d = doublet, dd = double doublet.

R N T et s
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concentration DOsi7 am
(en ppm)

0 0,92
3,37 0,75
6,73 0,63
10,04 0,53
13,46 0,51
16,83 0,4

IC50 = 18,7 Heg / ml

| y=-0,029x +0,8674
0.2 R?=0,9511
0 T T T L ‘I
0 5 10 15 20
Concentration (ppm)

Figure 7. Mesure de [’activité antioxydante de l'anthocyanoside majoritaire
(1) du fruitde T. catappa

11.1.3.2 Conclusion

Le pigment 1 (cyanidine 3-O-4-D-glucopyranoside ) identifié dans le fruit
de T. catappa a déja été isolé dans leé calices des fleurs de Hibiscus sabdariffa.
"8 D’une teneur de 0,4 g pour 100g de matiére séche, ce composé est plus
abondant dans le fruit de T. catappa que dans Hibiscus sabdariffa (0,31 %).

Etant plus actif que la vitamine C, le composé 1 de T. catappa serait un

antioxydant potentiel.

i e gt s e e e
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3 — Etude d’un diglycoside de la cyanidine

isolé de Adenium obesum

Planche 2

- Adenium obesum en floraison
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3.1 — Contexte bibliographique

A. obesum est une plante arbustive, haute de 3 a 4 m, de la famille des
Apocynaceae dans l'ordre des Apocynales. Le tronc est épais, succulent et renflé
a la base. Les feuilles sont opposées, simples, enti€res et penniverves sans
stipules. Les feuilles ne sont présentes qu'en saison pluvieuse. Les inflorescences
sont en petites cimes terminales de grandes fleurs roses, campanulées, longues
de 5 cm et n'apparaissent qu'en saison seéche lorsque la plante est défeuillée, d'ou
son nom de "Rose du désert". Rencontrée en Afrique de I'Est en Arabie du Sud,

A. obesum est I'une des plantes les plus décoratives du Sahel. 1!

Aucune étude ne décrit la présence d'anthocyanes dans les organes de cette

plante.

3.2 - Résultats et discussion

La CLHP de l'extrait méthanolique des fleurs de 4. obesum nous a permis
de ne détecter qu’un pigment majoritaire (2) [tg = 18,7 mn (97%)] (Fig. 9). Le
chromatogramme CLHP présente un deuxiéme composé minoritaire a tg = 17,1
mn (~2%). Pour I'élution, un gradient linéaire d'un systéme binaire de solvants &
été appliqué : de 20 a 50 % de B dans A (voir partie expérimentale, p. 96)
pendant 20 minutes, puis ces conditions finales d'élution ont été maintenues

isocratiquement pour 10 minutes.
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mAU = milli Unité d’Absorbance (Absorbance x 1000)

Figure 9. Chromatogramme CLHP d'un extrait méthanolique des
fleurs de A. obesum.

Aprés purification (voir protocole, p. 94), les données R en CCM standard,
celles du spectre électronique, des temps de rétention en CLHP et CPG ainsi que

des produits de 'hydrolyse totale de ces pigments ont été obtenues et consignées
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dans le Tableau 3 (p. 22). En spectroscopie de masse (SIMS), nous observons le
signal dii & ’ion moléculaire & 595 correspondant a la formule [C,7H;3,0,5]+. De
plus, I'analyse des fragments secondaires indique bien que [M-146], [M-308]
(Tableau 3) correspondent, respectivement, a la perte d'un rhamnosyle

[CeH{204] ou d'un rhamnohexosyle [C17Hy209]. En effet, les résultats de la

CPG (Tableau 3.) indiquent que le composé comporte des substituants
rhamnosyle et galactosyle ; ce qui est confirmé par l'apparition sur le spectre
RMN d'un intense doublet & 1,28 ppm (3H) correspondant aux protons du
méthyle du rhamnosyle. D'apres les données des spectres électroniques et RMN-
'H (Fig. 12, p. 26 et Tableau 4, p. 24), le pigment 2 est un dérivé diglycosylé de
la cyanidine. L'observation des déplacements chimiques des protons
anomériques (Tableau 4.) et du rapport £44¢/Enax.vis. SUgEETE que le galactosyle est
en position 3 de D’aglycone, le rhamnosyle étant lié au galactosyle par une
liaison éther. En outre, un déplacement du déplacement chimique du proton H-2
du galactosyle A (Fig. 10, p.23) vers des champs plus faibles n'a pas été observé,
indiquant que I'hydroxyle sur cette position n'est pas substitué par un glycosyle
134, 36411 par ailleurs, la valeur élevée de la constante de couplage observée pour
le signal du proton anomérique du galactosyle (J~7-8 Hz) suggére que celui-ci
est sous la forme fD-galactopyranose. Par contre, le signal du proton
anomérique du rhamnosyle présente une faible valeur de constante de couplage
(J~1,2 Hz), indiquant ainsi que le rhamnosyle est sous la forme o-L-
rhamnopyranose “**¥, La position exacte du substituant rhamnosyle n'a pas pu
étre obtenue. Toutefois, la littérature indique que ce substituant est presque
toujours en position 4 du sucre qui le précéde *2. Ainsi, le composé est identifié

comme €tant la cyanidine 3-0-(4-O- a-L-rhamnosyl)-#-D-galactopyranoside

La teneur en pigment, calculée en cyanidine rhamnogalactoside est de 0,6 g

pour 100 g de matiére séche.
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La mesure de I’activité antioxydante (Fig. 11, p. 25) de ce composé indique

que celui-ci est beaucoup moins actif (IC50 = 38,8 pg / ml) que la vitamine C

(IC50 = 22 pg / ml).

3.3 - Conclusion

Les fleurs de A. obesum contiennent la cyanidine 3-0-(4-O-a-L-
rhamnosyl)-#D-galactopyranoside & une teneur de 0,6 g pour 100 g de maticre
séche. Les tests antioxydants indiquent que ce composé est peu actif et par
conséquent se présente comme un antioxydant peu intéressant. Toutefois, la
teneur élevée en pigment fait des fleurs de 4. obesum une source non
négligeable de colorants anthocyaniques. Pour un usage comme colorant
alimentaire, des tests toxicologiques sont indispensables compte tenu de la

toxicité de cette plante.
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Tableau 3. Données spectrales et chromatographiques de I'anthocyanoside majoritaire 2 des fleurs d'Adenium obesum.

Données des spectres

Rfen CCM (x100) CLHP CPG tg (min) électroniques SIMS
(0,1% MeOH-HCD
BAW BuHClI HCI1% AcHW EAFW ty o B sucres Amax. [loge] E440/Emax.
* * * > b (mn) correspondants en nm (%) [+AICL] m/z
27 12 13 32 33 18,70 12,90 14,42 rhamnose 282 [4,13] 20 [+] [M]” 595 [M-146]449
18,31 19,25 galactose 531 [4,42] ; [M-3081287

* Adsorbant = cellulose microcrystalline F254 (0,1 mm ; Merck), BAW = Butan-1-ol - acide acétique - eau (4 : 1 : 5), phase supérieure, BuHC| = Butan- 1-
ol — 2 N acide chlorhydrique (1 : 1), phase supérieure, HCI 1% = Acide chlorhydrique conc. - eau (3 : 97), AcHW = Acide acétique - eau (15 : 85); **
Adsorbant = silice 60 (0,1 mm ; Merck), EFW = Acétate d'éthyle - acide formique - acide acétique - eau (100 : 11 : 11 : 26)'%1%30:32 - + Agdition de 2-3
gouttes de chlorure d’alluminium : + = effet bathochrome ; 0 = aucun d'effet.
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, TFA

«— 1 galactosyle

- Rhamnosyle
27N on

Figure 10. Structure compléte de cyanidine 3-0-(4-0-a-L-rhamnosyl)-4-D-
galactopyranoside (composé 2)des fleurs d'Adenium obesum.
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Tableau 4. Données RMN-H de I'anthocyanoside majoritaire(2) des

fleurs d'Adenium obesum.

2 § (ppm) J (Hz)

Aglycone Cyanidine

Hy4 8,89 ;s

He 6,85;d1,3

Hg 6,67 ;d 1,9

H)' 8,04,d 2,3

Hs' 6,99 ;d 8,8

Hg' 8,18 ;dd2,3;8,8
sucre A* [-D-galactopyranosyle

Hi 5,26 ,d7,7

H2 4,07;d7,7

H3, H4, H5, Hea et Hob 3,36 ~ 4,05

sucre B*
Hi
H2, H3, H4, Hs
CH,

o-L-rhamnopyranosyle
471;d13
3,36 ~ 4,05
1,28 ;d 6,2

* Attribution faite d'aprés les constantes de couplage et les données de la littérature P> 721

Multiplicité : s = singulet, d = doublet, dd = double doublet.



Concentration DOs17 nm

(ppm)
0 0,94
3,37 0,87
6,73 0,83
10,04 0,77
13,46 0,73
16,83 0,68
ICso = 38,8 pg/ ml
| DOS17nm o
4N
0,8 - -
0,6 -
0479 y=00151x +0,9304 |
02 - R?=0,9938
0 \ ; — .
0 5 10 15 20

Concentration (ppm)

Figure 11. Mesure de I’activité antioxydante de I'anthocyanoside
majoritaire (2) isolé des fleurs d'Adenium obesum.
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Figure 12. Spectres RMN-1H du composé 2 isolé des fleurs de A. obesum



4 — Ftude de quatre anthocyanosides isolés
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4.1 — Contexte bibliographique

J. integuerrima est une plante arbustive de la famille des Euphorbiaceae,
dans l'ordre des Euphorbiales *. En permanente floraison, J. integuerrima est
une plante ornementale d'origine cubaine. Les anthocyanes de cette plante

seraient encore inconnues.

4.2 - Résultats et discussions

La CLHP et la spectrométrie électronique appliquées aux extraits
méthanolique de J. integuerrima ont permis d’identifier 4 pigments (1, 2, 3 et 4)
(Fig. 13, p.29). Pour I'élution, un gradient linéaire de systéme binaire de solvants
a été appliqué : de 20 a 50 % de B dans A (voir partie expérimentale, p. 96)
pendant 20 minutes, puis ces conditions finales d'élution ont été maintenues

isocratiquement pendant 10 minutes.

Apres purification (cf. protocole, p. 95), les données Ry en CCM standard,
du spectre électronique, les temps de rétention en CLHP et CPG ainsi que les
produits de l'hydrolyse totale des 4 pigments sont obtenus et consignés dans le
Tableau 5. Les spectres de masse (SIMS) de 1, 2, 3 et 4 font apparaitre leur ion
moléculaire & 449, 595, 433 et 579 respectivement, correspondant aux formules
moléculaires [CyH1011]", [C27H3/045]", [C2iH21010]" et [C27H3014]". De plus,
l'analyse des fragments secondaires indique bien que [M-146], [M-162] et [M-

308] correspondent, respectivement, a la perte d'un rhamnosyle [CsHg04], d'un
hexosyle (glucosyle, galactose, etc.) [CqH05] et dihexosyle [C11H g09] ; ce

qui est en parfait accord avec les résultats de la CPG (Tableau 5.).
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o
(7]

tn (min.)

mAU = milli Unité d’ Absorbance (Absorbance x 1000)

Figure 13. Chromatogramme CLHP d'un extrait méthanolique des
fleurs de J. integuerrima.

Le seul sucre détecté pour 1 et 3 correspond au glucose, tandis que les
sucres de 2 et 4 correspondent aux rhamnose et glucose. D'apres les données des
spectres électroniques et RMN-"H (Fig. 16, p. 36 et Tableau 5 & 6, p. 32 & 34),
1 et 2 sont, respectivement, des dérivés monoglycosylé et diglycosylés de la
cyanidine, tandis que 3 et 4 sont, respectivement, des dérivés monoglycosylés et
diglycosylés de la pélargonidine. L'observation des déplacements chimiques des

protons anomériques (Tableau 6) et des rapports €440/€max.vis. Suggere que les
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lié au glucosyle par une liaison éther. Par ailleurs, les valeurs élevées des
constantes de couplage observées pour les signaux des protons anomériques des
sucres observés vers 5,3 ppm (J~7-8 Hz) suggérent que ces derniers soient sous
la forme BD-glycopyranose. Les faibles valeurs de constantes de couplage des
protons anomériques des sucres vers 4,7 ppm indiquent que ces derniers sous la
forme a-L-glycopyranose presque toujours attribuée aux substituants
rhamnosyles. En outre, un déplacement du signal du proton H-2 du glucosyle A
de 2 et 4 (Fig. 16, p. 36) vers des champs plus faibles n'a pas été observé, ce qui
suggere que le thamnosyle ne soit pas 1ié en position 2 du glucosyle P4 3¢41l par
contre, une légere augmentation des déplacements chimiques des protons Hg,
des glucosyles de 2 et 4 est observée par rapport a leurs homologues libres ; ceci

indiquerait que les rhamnosyles sont liés en position 6 des glucosyles, cela

constitue des cas rarement observés.

Ainsi, les composés 1, 2, 3 et 4 sont identifiés comme étant,
respectivement, la cyanidine 3-O-3-D-glucopyranoside, la cyanidine 3-0O-(6-O-
a-L-rhamnopyranosyl)- #-D-glucopyranoside, la pélargonidine 3-O-f-D-
glucopyranoside et la pélargonidine 3-O-(6-O-a-L-rhamnopyranosyl)-4-D-
glucopyranoside (Fig. 14, p. 33).

La teneur en pigment, estimée en cyanidine rhamnosylglucoside (composé
majoritafre 2, >75%), est de 2,4 g pour 100 g de matiére séche, ce qui est assez
élevé.

La mesure de Dactivité antioxydante (Fig. 15, p. 35) montre que le
composé 1 est légérement moins actif (ICsy = 27,5 ug / ml) que le composé 2
(ICsp = 23,6 pg / ml) qui posséde une activité voisine de celle de la vitamine C.
Les activités antioxydantes des composés 3 et 4 n’ont pas pu étre mesurées par

manque de produits en quantité suffisante.
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4.3 - Conclusion

Jatropha integuerrima contient quatre anthocyanosides : la cyanidine 3-O-
[D-glucopyranoside (1), la cyanidine 3-O-(6-O-a-L-rhamnopyranosyl)-3-D-
glucopyranoside(2), la pélargonidine 3-O-f-D-glucopyranoside (3) et la
pélargonidine 3-O-(6-0-a-L-rhamnopyranosyl)-#D-glucopyranoside (4). Ces
composés ont déja été isolés dans d’autres plantes **. La mesure des activités
antioxydantes réveéle que le composé 1 de J integuerrima pourrait étre un
antioxydant potentiel ; ce qui est d’ailleurs en accord avec les résultats obtenus
pour les composés 1 du fruit de 7. catappa (page 9) et 4 des calices de H.
sabdariffa ® déja décrites. En effet ces composés sont identiques. Par contre le
composé 2 de J integuerrima est peu actif. Les fleurs de J integuerrima
constituent cependant une source potentielle de colorants anthocyaniques a

cause de leur teneur en anthocyanes (2,4 g/ 100 g de matiére séche.

e}
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Tableau 5. Données spectrales et chromatographiques des anthocyanosides des fleurs de J. integuerrima.

Données des spectres

Rfen CCM (x100) CLH CPG tg (min) électroniques SIMS
P (0,1% MeOH-HCI)
Anthocyanosides BAW  BuHCI HCl 1% AcHW EAFW Tr a B sucres Amax. [loge] £E440/Emax.
(dénomination) * * x * ** (mn) correspondant en nm (%) m/z
[+AICL]
528 [4,61] ’
19,00 20,97  glucose 530 [4,43] [M-308]287
3 40 22 12 29 48 20,00 18,97 20,94 glucose 269 [ ---] 3 710] [M]+433 ; [M-162]271
433 [-] ’
510 [ ---]
4 38 22 21 45 46 22,30 13,00 14,50 rhamnose 270 [4,16] 37 (0] [M]*579 ; [M-146]433
19,03 21,01 glucose 433 [3,94] [M-308]287
511[4,37]

* Adsorbant = cellulose microcrystalline F254 (0,1 mm ; Merck), BAW = Butan-1-ol - acide acétique - eau (4 : 1 : 5), phase supérieure, BuHC| = Butan-1-ol — 2 N acide
chlorhydrique (1 : 1), phase supérieurSe, HCl 1% = Acide chlorhydrique conc. - eau (3 : 97), AcHW = Acide acétique - eau (15 : 85); ** Adsorbant = silice 60 (0,1 mm ;

Merck), EFW = Acétate d'éthyle - acide formique - acide acétique - eau (100 : 11

bathochrome ; 0 = aucun d'effet.

o1

1 : 26)18 193031 .+ Addition de 2-3 gouttes de chlorure d’alluminium : + = effet
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1:R;=OHet Ry=H
H O

z: Rl = OH, R2 = HO%OH
O ~{-CH;

1
rhamnosyle (sucre B)

3:R;=Ry=H
4:R| =Het R, = rhammosyle (sucre B)

A : glucosyle

Figure 14. Structure compléte des composés 1, 2, 3 et 4.isolés des fleurs de -
J. integuerrima



Tableau 6. Données RMN-1H des anthocyanosides des fleurs de J.
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integuerrima.
15 (ppm) J (Hz) 28 (ppm) J (Hz) 35 (ppm) J (Hz) 43 (ppm) J (Hz)
Aglycones Cyanidine Cyanidine Pélargonidine Pélargonidine
Hy4 9,01;s 891 ;s 9,10;s 9,01 ;s
Heg 6,88;d 1,3 6,80;d 1,3 6,93;d1,3 6,93 ;d1,3
HSg 6,68;d1,9 6,70;d 1,9 6,71 ;d 1,9 6,72;d 1,9
Hp' 8,06;d2,3 8,03;d22 8,61;d09,1 8,60;d9,0
H3' 7,01;d9,1 7,08 ;d9,0
Hs' 7,02 ;d8,7 7,02 ;d8,7 7,01 ;d9,1 7,08 ;d 9,0
Hg' 8,21;dd2,3;8,7 8,21dd2,2;8,7 8,61;d9.,1 8,60;d9,0
sucre A* [-D-glucopyranosyle
Hj 5,31;d7,6 5,28 ;d7,5 5,29;d7,6 5,27;d7,6
H2, H3,H4, H5, Hep 3.4 ~3,8 3,40 ~ 4,00 3,40 ~ 3,80 3,40 ~ 3,80
Héa 3,98;d 10,4 4,10 ;d 10,35 3,95;124 4,10 ;d 10,00
sucre B* a-L-rhamnopyranosyle a-L-rhamnopyranosyle
Hj 4,71;d1,0 4,70;d 1,2
Hp, H3, H4, Hs 3,50 ~ 4,00 3,50 ~4,00
CH; 1,2;d6,2 1,2;d6,2

* Attribution faite d'aprés les constantes de couplage et les données de la littérature P> >3 %I
Multiplicité : s = singulet, d = doublet, dd = double doublet.

o



1 2
Concentration DOs170m
(en ppm)

0 0,89 0,9

3,37 0,77 0,81
6,73 0,65 0,74
10,04 0,58 0,67
13,46 0,6 0,61
16,83 0,46 0,56

I1Csp=23,6 ug/ml ; 27,5 pg/ ml

35

DOsy7m

« 2
08 -
06 -

041 y=10029%+0,8694 041
y=00 ; 0. [ O001x+0.8%42
0;2 R =0,9732 k4 R2 = 0’9%9
0 T ‘f 0 v L T
0 5 10 5 20 0 5 10 15
Conoentraklm (ppm) i Concentration (ppm) 20

Figure 15. Données des activités antioxydantes des anthocyanosides 1 et 2
des fleurs de J. integuerrima.
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Figure 16. Spectres RMN-1H caractéristiques de 4 pigments fleurs de J. integuerrima.



H

5- Etude de quatre nouvelles anthocyanes

acylées de Ipomoea asarifolia

Planche 4 : Ipomoea asarifolia en floraison
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5.1 — Contexte bibliographique

L asarifolia est une plante herbacée rampante de la famille des
Covolvulaceae, dans 'ordre des Euphorbiales. Elle émet des racines adventives
au niveau des différents noeuds. Le long pétiole porte un limbe émerginé au
sommet et porte une paire de glande a la base. Les fleurs sont groupées en
simule axillaire ; la corolle est de couleur blanc-violacée. Le fruit est en capsule

et la graine est noire & maturité.

Les travaux antérieurs sur des espéces de la méme famille telles que 1.
batatas P\ I cairica V" *® | fustilosa 191 décrivent, dans les fleurs, la présence
d'anthocyanes acylées assez complexes qui sont des dérivés de la cyanidine, de

la paeonidine et de la pétunidine.

5.2 - Résultats et discussions

Les pétales des fleurs, fraichement collectées et lyophilisées, ont été
extraites au méthanol acide. Un "screening” des anthocyanes sur le concentré de
I'extrait brut a été effectué¢ par CLHP. Des huit pigments qui ont été détectés
(Fig. 17) quatre anthocyanes majoritaires [1, tr = 12,34 mn, 88% ; 3, tx = 14,70
mn, 47%), §, tr = 16,72 mn, 9% ; 8, tr = 20,20 mn, 4%)] montrant une
absorption aux environs de 530 nm ont été purifiées et identifiées. Aprés des CC
Successives sur Amberlite XAD-7, Sephadex LH-20, gel de silice en phase
inverse (RP-8) et CCM préparative sur silice (voir protocole, p. 94), ces
pigments ont été obtenus sous la forme de sels de trifluoroacétates
d'anthocyanes. Les quatre autres composés (2, 4, 6 et 7) n’ont pu étre isolés en

quantité suffisante.
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mAU = milli Unité d’Absorbance (Absorbance x 1000)

Figure 17. Chromatogramme CLHP d'un extrait méthanolique des
fleurs de I. asarifolia.
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5.2.1 — Etude du composé 1

Le spectre électronique du composé 1 montre (Fig. 19, p. 43), en plus de la
bande d'absorption vers 530 nm, deux bandes d’absorption vers 295 et 329 nm
correspondant aux résidus d'acides phénoliques I"® (Tableau 7, p. 82). Le rapport
Eacyle/Evis. indique la présence de deux acides phénoliques. Le rapport Ej4/Ey;s.
comparé a celui de la cyanidine suggére que la position 5 de I'aglycone soit
substituée (cf. Tableau 7) 1" 3% 3 Par addition de chlorure d’aluminium, un
déplacement bathochrome du maximum d'absorption dans le visible a été
observé, indiquant ainsi la présence de groupements hydroxyles vicinaux libres
sur I'anthocyanidine (Tableau 7). Apres hydrolyse acide, 1 a libéré le glucose qui
a été identifié par CPG sous forme de TMSSi. Les CCM analytiques des
produits obtenus aprés hydrolyse alcaline ont abouti a I'identification de I'acide
caféique. Ces résultats indiquent que cette derniére molécule d'acide phénolique
estérifie un substituant glucosyle et est sans doute en bout de chaine #* %!, Les
spectres de masse (ESI-MS) montrent un ion moléculaire & m/z 1097 (100%)
correspondant a la formule moléculaire C51H53027 et les pics des fragments a
m/z 935 [M-caféyle]*, 773 (1%) [M-(caféyle) x 2 ou caféylglucosyle)], 611
(2%) [M-(caféyle) X 2 -glucosyle]™, 449 (25%) [M-( caféylglucosyle) x 2]%,
287 (54%) [M-(caféyle) x 2 -(glucosyle) x 3]* (Fig. 20, p. 44 et Tableau 7, p,
82). La spectrométrie RMN incluant les exprériences "TOCSY-1D (Fig. 22, p.
46), DIFFNOE (Fig. 23, p. 47), DQF-COSY (Fig. 24, p. 48), HMBC et les
mesures RMN 13C (Fig. 25, p. 49) ont permis une identification compléte de la
structure (Tableau 8, p. et Fig. 25.). Sur les spectres RMN 'H, les signaux des
protons du noyau cyanidine ont été clairement détectés a & (ppm) 8,84 (H-4),
7,92 (H-2'), 8,19 (H-6'), 7,00 (H-5"), 6,85 (H-6) et 6,83 (H-8) (Fig. 21, p. 45).
Deux paires de doublets apparaissent a 8 (ppm) (5,94 ; 7,18) et (5,75 ; 7,00)
avec un large couplage (J~16 Hz), confirmant ainsi la configuration E des

protons oléfiniques des molécules d'acides phénoliques. Presque tous les protons

S
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des sucres apparaissent entre § 3,0 et 5,5 ppm dans un massif. Toutefois, les
trois doublets caractéristiques correspondant aux protons H-1 des glucoses A, B
et C sont clairement observés a § 5,36, 4,81 et 5,16 ppm. Leur configuration 3
est confirmée par la forte valeur de leur constante de couplage (J~7-8 Hz). Les
spectres "TOCSY" obtenus par irradiation sélective des signaux des protons H-1
des glucosyles ont permis de confirmer l'appartenance de chaque proton
méthylénique des glucoses A, B et C. En outre, les valeurs des ¢ des signaux des
protons des glucosyles A et B suggérent que les acyles soient substitués en
position 6 de ces glucosyles P*3¢*!l, Pour déterminer les positions de liaison des
sucres, des expériences de corrélation "NOEDIFF" ont €té effectuées. La
corrélation entre H-1 du glucose A et H-4 de l'aglycone indique que le glucose A
est lié en position 3. De plus, I'irradiation du signal de H-1 du glucose C conduit
a un effet NOE négatif de H-6 de l'aglycone, confirmant la liaison d'un
glucosyle (glucose C) sur I'hydroxyle en position 5 de la cyanidine. L'irradiation
du signal de H-1 du glucose B n’aboutit a aucun effet NOE. Les expériences
HMBC ont permis d'observer les corrélations entre H-1 du glucosyle B et C-2
du glucosyle A, confirmant une liaison 1->2 interglucosidique entre les
glucosyles A et B. En outre, le déplacement du signal du proton H-2 du
glucosyle A vers des champs faibles confirme que la position 2 du glucosyle A
est substitué. Les méthodes "DQF-COSY" et "HMBC" ont été des outils
indispensables pour l'attribution des déplacements chimiques des protons et
carbones, ainsi que pour la détermination des positions de liaison des acyles I et
II, respectivement, aux glucoses A et B. De méme, ces méthodes ont permis
d'observer le léger déplacement des signaux des protons de l'acyle I vers des
champs plus faibles par rapport & ceux de I'acyle II. Ainsi, les deux carbones des
carbonyles apparaissent clairement 4 & 169,0 (acyle I) et 168,6 (acyle II)
(Tableau 8, p. 83). H-a et H-B de ’acyle I sont corrélés aux mémes carbones [C-

1 (6127,3) et -C=0 (5 168,6)]. En outre, H-o est corrélé 4 C-6 du glucose A.
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L'acyle I est donc lié a I'nydoxyle en position 6 du glucose A tandis que le
second acyle est lié en position 6 du glucose B. Ainsi, le composé 1 des fleurs de
Ipomoea asarifolia a été identifié comme étant la cyanidine 3- O-[2-O-(6-O-E-p-
caféyl- #-D-glucopyranosyl)]-(6-O-E-caféyl- 3-D-glucopyranosyl)-5-O--D-
glucopyranoside. (Fig. 18)

Figure 18. Structure compléte du composé 1 isolé des fleurs de I,

asarifolia.

, TFA
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5.2.2 — Etude du composé 3

Le spectre électronique du composé 3 montre en plus de la bande
d'absorption vers 528 nm, deux bandes d’absorption vers 295 et 319 nm
correspondant aux résidus d'acides (Tableau 7, p. 82 et Fig. 26, p. 53). Le

rapport Eacyle/Evis. indique la présence de deux molécules d'acides

phénoliques. De méme, le rapport Es/E,;;, comparé & celui de la cyanidine
suggére que la position 5 de cette derniére est substituée 118, 30, 301 "1
déplacement bathochrome du maximum d'absorption dans le visible, obtenu par
addition de chlorure d’alluminium, indique la présence de groupements
hydroxyles vicinaux sur l'anthocyanidine. Aprés hydrolyse acide, 3 a libéré le
glucose qui a été identifié par CPG sous forme de TMSSi. Les CCM analytiques
des produits obtenus aprés hydrolyse alcaline ont abouti a l'identification des
acides caféique et p-coumarique. Ces résultats indiquent que ces derniéres
molécules d'acides phénoliques estérifient des substituants glucosyles et sont en

bout de chaine * 3! Les spectres de masse (ESI-MS) (Fig. 27, p. 54) montrent

un ion moléculaire a m/z 1081 (100%) correspondant a la formule moléculaire
C51H53026 et les pics des fragments 4 m/z 935 (4%) [M-coumaryle]™, 919
(40%) [M-caféyle]t, 773 (2%) [M-(coumaryle-caféyle) ou -(coumaryle-
glucosyle)], 611 (4%) [M-coumaryle-caféyle-glucosyle]™, 449 [M-coumaryle-
caféyle-(glucosyle)~x 2], 287 [M-coumaryle-caféyle-(glucosyle) x~ 3]t (Tableau
7, p. 82), La spectrométriec RMN incluant les expériences "TOCSY-1D (Fig. 29,
p. 56), DIFFNOE (Fig. 30, p. 57), DQF-COSY (Fig. 31, p. 58), HMBC" et les

mesures RMN 13C (Fig. 32, p. 59) furent nécessaires pour une identification
compléte de la structure (Tableau 8, p. 83). Sur les spectre RMN 'H (Fig. 28, p.
55), les signaux des protons du noyau cyanidine ont été clairement détectés a
d (ppm) 8,85 (H-4), 8,22 (H-6"), 7,92 (H-2"), 7,00 (H-5"), 6,86 (H-6) et 6,84 (H-
8). Deux paires de doublets apparaissent a § (ppm) (5,96 ; 7,20) et (5,81 ; 7,10)

avec un large couplage (J ~16 Hz), confirmant ainsi la configuration £ des
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protons oléfiniques des molécules d'acides phénoliques. Presque tous les protons
des sucres apparaissent entre & 3,0 et 5,5 ppm dans un massif. Toutefois, les
trois doublets caractéristiques correspondant aux protons H-1 des glucoses A, B
et C sont clairement observés, respectivement, a § 5,32, 4,79 et 5,12 ppm. Leur
configuration S est confirmée par la forte valeur de leur constante de couplage (J
~7-8 Hz). Les spectres RMN 1H et]13C incluant les expériences "TOCSY 1D,
DIFFNOE et HMBC (Tableau 8, p. 83 et Fig. 28 a 32, p. 55 4 59) permis de
confirmer que les données et caractéristiques structurales de 3 sont identiques a
celles de 1 a l'exception l'acide caféique (acyle II) qui est remplacé par I'acide
coumarique. Cette modification a été confirmée par les spectres RMN 13C sur
lesquels apparaissent clairement des signaux a & 130.9 et 116.8 avec des
intensités doubles correspondant, respectivement, au (C-2, C-6) et (C-3, C-5) de
l'acide coumarique. Finalement, le pigment 3 a été identifié comme étant la
cyanidine 3-O-[2-0-(6-O-E-p-coumaryl-4-D-glucopyranosyl)-(6-O-E-caféyl-3-
D-glucopyranosyl)-5-O-3-D-glucopyranoside (Fig. 26a).



Figure 26a. Structure compléte du composé 3 isolé des fleurs de 1.
asarifolia.
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Figure 29. Spectres RMN-TOCSY 1D du composé 3 des fleurs de /. asarifolia. lrradiation selective des
signaux des protons anomériques (H-1A, H-1B, H-1C) des glucosyles
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5.2.3 — Etude du composé 5
En plus de I'absorption vers 531 nm, le spectre électronique du composé 3

montre deux bandes d’absorption vers 293 et 324 nm correspondant aux résidus
d'acides phénoliques (Tableau 7, p. 82 et Fig. 34, p. 63). Le rapport Eacyle/Evis.
indique la présence de trois molécules d'acides phénoliques. De méme, le
rapport Eg/E.;; comparé a celui de la cyanidine suggére que la position 5 de
l'aglycone soit substituée '® 3% 3% [ e déplacement bathochrome du maximum
d'absorption dans le visible, obtenu par addition de chlorure d’alluminium,
indique la présence de groupements hydroxyles vicinaux sur l'anthocyanidine.
Apreés hydrolyse acide, 5 a libéré le glucose qui a été identifié par CPG sous
forme de TMSSi. Les CCM analytiques des produits obtenus aprés hydrolyse
alcaline ont abouti a l'identification des acides caféique et 3,5-
dihydroxycinnamique. Ces résultats indiquent que ces derniéres molécules
d'acides phénoliques estérifient des substituants glucosyles et sont certainement
en bout de chaine #* 3!, Le spectre de masse (ESI-MS, Fig. 35, p. 64 et Tableau
7, p. 82) montre un ion moléculaire & m/z 1421 correspondant i la formule
moléculaires C66H69035 et des pics des fragments secondaires a 1259 [M-(3,5-
dihydroxycinnamyle)]*, 1097 [M-caféyle-(3,5-dihydroxycinnamyle) ou
glucosyle-(3,5-dihydroxycinnamyle)]*, 773 [M-(caféyle) x 2 -(3,5-
dihydroxycinnamyle) ou -cafeyle-3,5-dihydroxycinnamyle-glucosyle],449 [M-
(caféyle) x 2 -3,5-dihydroxycinnamyle-sophorosyle-glucosyle]*, 287 [M-
(caféyle) x 2 -3,5-dihydroxycinnamyle-sophorosyle-(glucosyle) x 2]*. Sur les
spectres RMN 'H, les signaux des protons de l'aglycone (cyanidine) sont quasi
identiques a ceux de 1 (Fig. 21 & 36, p. 45 4 65). Trois paires de doublets a &
(5,85 ; 7,11), (5,63 ; 6,93) et (6,16 ; 7,39) avec des larges constantes de
couplages (J~16 Hz) sont observés, confirmant la configuration E des protons
oléfiniques des trois résidus d'acides phénoliques. Quatre protons anomériques a

6 4,80,4.94, 5,14, 5,36 avec des constantes de couplages (J~7-8 Hz) démontrent
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que tous les résidus glucosidiques sont présents sous leurs formes [D-
glucopyranosyles. Les expériences "TOCSY 1D" (Fig. 37, p. 66) ont permis
d'observer le déplacement vers des champs faibles des signaux de trois groupes
de protons méthyléniques (H-6a, H-6b ; Tableau 8, p. 82). Ces sucres sont
certainement acylés sur leur hydroxyle méthylénique. Les positions d'attache des
sucres ont été obtenues sans ambiguité par les expériences "NOE" (Fig. 38, p.
67). Par irradiations successives des signaux des protons anomériques des
glucosyles A (H-1A), C (H-1C) et D (H-1D), des effets NOE sur H-3
(aglycone), H-6 (aglycone) et H-5 (acyle I) sont respectivement observés. Ceci
montre que les glucosyles A, C et D sont liés, respectivement, & l'aglycone
(cyanidine sur les hydroxyles 3 et 5) et & l'acyle I (sur I'hydroxyle en position 5)
par des liaisons glucosidiques. L'irradiation du signal du proton anomérique du
glucosyle B (H-1B) n'a donné aucun effet NOE. Les techniques HMBC
montrent une corrélation entre C-1B et H-2A (Fig. 41, p. 70), confirmant ainsi
une liaison interglucosidique 1->2 entre les glucoses B et A. En outre, le
déplacement vers des champs plus faibles du signal du proton H-2A (ASas =
0,5) a été observé. Les techniques DEPT et HMBC (Fig. 40 & 41 ) ont permis
l'attribution efficiente des signaux a & 122,8 (H-4) et 159,3 (H-2 et H-6)
respectivement, aux carbones C-2, C-4 et C-6 de l'acyle III. Ces signaux n'ont
pas été observés pour les pigments 1 et 3. Aussi, les positions de liaison des trois
groupements acyles ont été¢ déterminées a l'aide des techniques HMBC. Le
pigment § a donc été identifié comme étant la cyanidine 3-O-[2-O-(6-O-E-p-
cafeyl-#-D-glucopyranosyl)]-{6-0-[4-O-(6-O-E-3,5-dihydroxycinnamyl)-B-D-
glucopyranosyl)-E-caféyl]-#-D-glucopyranosyl}-5-O-4-D-glucopyranoside.

(Fig. 33)
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Figure 33. Structure complete du composé S isolé des fleurs de 1.
asarifolia.
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Figure 35. Spectre de masse du composé 5 des fleurs de /. asarifolia.




05

HOD

4.0
3.5
PP™




66

Hd
l; ka&r"l)‘)

Hi-t

)

H-0u H-0b
eV

MR aE o s mn ae 2 e o ma a e |

v v T v + - T — T
5.4 s.B 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.4 Ppm

Figure 37. Spectres RMN-TOCSY 1D du compos¢ 3 des fleurs de /. asarifolia. Trradiation selective des
signaux des protons anomériques (H-1A, H-1B, H-1C, H-1D) des glucosyles



A T I B

63

(=

B-H3 : SR S

:I:
0
1
on
Y

o

=

-

>

wn
—>

|

. ) l
. HpD4 )
154-HG6A

H5B-H6IY

-]

< 2B-HIB

2¢-H1C

tppa)

] A T - | T T -RBUODIR) ] - T TS

TRl

ol |
.1-

:

=

s

E

B(1)

Hadl}

Fa'a FaWlh § TaWs

1Py

X
Dbt
o)

tppa)

Figure 39. Spectre RMN-COSY 1H-1H du composé S des fleurs
de /. asarifolia.



70

. |
fppet
=
3
- a* ®©
AU ——— o
3
1.0 S -le
w
4.5
-
S.¢
-
»
5.5
L J
L
6.0 3
* L
L - - - - -
8.5 - b d Y
o Y - | -
o . a -
| = o < - | E 3 -
- - Wy~ 29 - - -
7.6 -
- - - - ®
- -
7.8
-
L ) - -
8.0
L L
8.5
L J
—— — T
178 160 158 149 129 128 119 100 9 80 *
Fi (ppa)

Figure 41. Spectres RMN-HMBC du composé 5 des fleurs de /. asarifolia.



71

5.2.4 — Etude du composé 8

Le spectre électronique de 8 présente 3 maxima : une bande d'absorption
due & ’aglycone vers 532 nm et deux autres vers 295 et 312 nm correspondant
aux résidus d'acides (Tableau 7, p. 82 et Fig. 43, p. 73). Le rapport Eacyle/Evis.
indique la présence de trois molécules d'acides phénoliques. De méme, le
rapport E4/E.;s. comparé a celui de la cyanidine suggére que la position 5 de

18, 30, S0 Le déplacement bathochrome du

cette derniére soit substituée
maximum d'absorption dans le visible, obtenu par addition de chlorure
d’alluminium, indique la présence de groupements hydroxyles vicinaux sur
I'anthocyanidine. Le spectre de masse (ESI-MS) montre un ion moléculaire a

m/z 1389 (100%) correspondant a la formule moléculaire C66H9033 et les

pics des fragments 4 m/z 1227 [M-glucosyle]t, 449 [M- x 2 coumaryle-caféyle-
(glucosyle) x 2]F, 287 [M- 2 x coumaryle-caféyle -(glucosyle) x 3]+ (Fig. 44, p.
74 et Tableau 7, p. 82). La spectrométric RMN incluant les expériences
"TOCSY-1D, DIFFNOE, DQF-COSY (Fig. 46 a 48, p. 76 a 78) ont permis une
attribution compléte des signaux des protons (Tableau 8, p. 83). Sur les spectres
RMN 'H (Fig. 45, p. 75), les signaux des protons du noyau cyanidine sont
clairement détectés a 58,83 (H-4), 8,15 (H-6"), 7,77 (H-2"), 6,94 (H-5'), 6, 82
(H-6) et 6, 41 (H-8). Trois paires de doublets apparaissent 4 § (5,94 ; 7,18) et
(6,23 ; 7,48), (5,70 ; 7,03) avec un large éouplage (J~16 Hz), confirmant ainsi la
configuration E des protons oléfiniques de résidus aromatiques. Presque tous les
protons des sucres apparaissent entre & 3,0 et 5,5 dans un massif. Toutefois, les
trois doublets caractéristiques correspondant aux protons H-1 des glucose A, B,
C et D sont clairement observés, respectivement, a § 5,41, 4,81, 5,17 et 4,99. La
configuration £ des glusosyles est confirmée par la forte valeur de leur constante
+ de couplage (J ~7-8 Hz). Les spectres RMN "TOCSY 1D, DIFFNOE (Tableau 8
et Fig. 46 & 47, p. 76 & 77) ont permis de confirmer que les données et

caractéristiques structurales de 8 sont identiques a celles de 5 & l'exception de
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l'acide 3,5-dihydroxycinnamique (acyle III) qui est remplacé par l'acide
coumarique. Ainsi, le composé 8 isolé des fleurs de I. sarifolia a finalement été
identifi¢ comme étant la cyanidine 3-O-[2-O-(6-O-E-coumaryl-$-D-
glucopyranosyl)]-{6-O-[4-O-(6-O-E-coumaryl)-B-D-glucopyranosyl)-E-

caféyle]-#-D-glucopyranosyl}-5-O-f#D-glucopyranoside (Fig. 42)

, TFA~™

Figure 42. Structure compléte du composé 8 isolé des fleurs de .
asarifolia.
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Figure S1. Mesures des activités antioxydantes des 4 anthocyanosides des fleurs

de I asarifolia
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Tableau 7. Données spectrales et chromatographiques de 4 anthocyanosides des fleurs de L asarifolia

Rfen CCM Données des spectres électroniques SM-ElectroSpray
(Rfx 100) CLHP CPG tg (min) (0,1% MeOH-HCI)
Anthocyanosides BAW EAFW tr a B sucres Amax. [10g]  Esa0/Emaxvis  Emaxacyle/Emax.vis
* *H (mn) correspondants en nm (%) [+AICL]! (%) m/z
1 24 35 13,21 19,01 20,97 glucosyle 283 [4,40) 12 [+] 100 M]11097 ; [M-162]935
295 [4,41] [M-324]773 ; [M-486]611
329 {4,44] [M-648)449 ; [M-810]287
530 [4,44]
é 30 43 14,96 19,05 21,00 g]ucosyle 283 [4,52] 12 [+] 100 [M]+1081 . [M-146]935
295 [4,55] [M-162]919 ; [M-308]773
319 [4,55] [M-4701611 ; [M-632]449
528 [4,49] [M-794]287
5 18 28 17,39 18,95 20,94 glucosyle 293 [4,57] 11 [+] 126 IM]T1421 ; [M-162]1259
324 [4,52] [M-324]1097 ; [M-486]935
531 [4,41] [M-648]773 ; [M-810]611
[M-9721449 ; [M-1434]287
8 24 33 20,20 18,97 2095 glucosyle 295 12 [+] 140 [M]T1389 ; [M-1162]1227
312 [M-940]449 ; [M-1102]287
532

* Adsorbant = cellulose microcrystalline F254 (0,1 mm ; Merck), BAW = Butan-1-ol - acide acétique - eau (4 : 1 : 5), phase supérieure ; ** Adsorbant = silice 60 (0,1 mm ;
Merck), EFW = Acétate d'éthyle - acide formique - acide acétique - eau (100 : 11
bathochrome ; 0 = aucun d'effet.

2 11 : 26)118 1930321 . ¥ Addition de 2-3 gouttes de chlorure d’alluminium : + = effet
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Tableau 8. Données RMN-1H et 13C de 4 anthocyanosides des fleurs de /. asarifolia

1 3 5 8
Attribution * H-x & (ppm)J(Hz) ~ &C(ppm)  SH (ppm)J(Hz) &C(ppm) & (ppm)J(Hz)  3C (ppm) % (ppm) J(Hz)  3C (ppm) **

Aglycone 2 165,0 164,8 165,2 162,3
3 145,0 145,0 145,5 144,1
4 8,84;s 138,7 8.85;s 130,9 8,77;s 129,2 8,83;s 133,1
5 156,9 156,7 156,9 155,2
6 6,85;d1,8 105,6 6,86;d 1,8 105,6 6,77;d 1,9 105,4 6,82;d2,0 104,5
7 170,0 170,0 170,1 167,6
8 6,83;d1,8 97,6 6.84;d 1,8 97,6 6,41;d 1,9 97,5 6,41;d2,0 96,3
9 156,6 157,1 156,7 155,1
10 113,0 113,0 113,0 11,6
v 120,0 120,7 120,7 119,3
2 7,92;d1,8 118,6 792;d 1,8 18,5 7,76 ;d 1,9 118,6 7,77;23 117,5
3 147,3 147,4 147,3 146,6
4 156,3 156,4 156,5 155,0
5 7,00 ; d 8,4 117,5 7,00; d 8,4 117,5 6,92;d 8,6 117,7 6.94;8,6 116,9
6 819;dd84;18 1291  822:;dd84;18 1292 8,08;dd8,6; 1,9 129,2 8,15;dd2,3;8,6 127,5

* Attributions faites d'aprés COSY, TOCSY 1D, 13C (BB & DEPT) HMBC et d’aprés la littérature > 272+ 55411

** Solvant : DMSO,— TFA,;
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Tableau 8. (Suite)

1 3 5 8
Attribution* — H-x 4 (ppm) J (Hz) & (ppm) 3 (ppm) J (H2) & (ppm) & (ppm) J (Hz) S (ppm) J (H2) 3C (ppm) **
Glucose A 1 536;d74 102,9 532;d7,2 102.9 5,36;d7,8 102,6 5,41;d7.2 101,3
2 4,00;dd74;9,0 83,7 398:;dd72;9,0 83.9 398;dd7,8;9,0 84,1 4,00;dd 7,2; 9,0 81,7
3 3,81;t9,0 76,0 3,78;t9,0 75.9 3,85,dd9,0;84 76,1 3,83;t9,0 74,7
4 3,60;dd9,0;96 71,1 3,59;dd9,0;96 712 3,58;dd84;9,6 71,0 3,59,dd9,0;9,6 69,3
5 3,76;m9,6;5,5 77,7 3,74 ;m9,6 ;54 77.7 390;m9,6;72 77,7 393;m2,3,8,6;9,6 75,9
6a 4,45;d5,5;12,0 64,1 4,43 ;dd 54 ;12,0 64.1 4,50;dd 7,2; 10,6 64,6 4,56 ;dd 8,6 ; 12,0 63,3
6b 4,11;d4,4 64,1 4,10;d 12,0 64.1 4,38 ;d10,6 64,6 4,42 ;dd23;12,0 63,3
Glucose B 1 4,81;d7,0 106,0 4,79;d8,4 106,1 4,80;d7,8 106,1 4,81;d7,5 104,9
2 3,52;dd7,0;9,0 753 3,50;,dd 84;9,6 75,4 3,50-3,53;m 75,4 3,45-3,6,m 73,2
3 350;dd9,0;68 773 3,44;,dd96;72 774 3,50-3,53;m 77,3 3,45-3,6;m 75,7
4 346;dd6,8;6,0 71,2 346:dd72;6,6 71,1 3,48,;dd9,6;9,0 71,6 3,48,dd9,0;9,6 69,7
5 3,48;dd6,0;24 786 3,52,dd6,6;34 78,7 3,5.-3,53;m 78,6 3,54;m 71,7
6 432;dd24;12,0 639 424 ;dd3,4;12,0 64,0 4,34;d12,0 64,0 3,32;dd2,0; 12,0 62,4
428;d12,0 63,9 4,24:,d12,0 64,0 423,d12,0 64,0 3,27;d 12,0 62,4
Glucose C 1 5,16;d7,6 102,4 5,12;d7,8 106,2 5,14;d7.8 102,3 5,17;d7,8 99,4
2 380;dd7,6;9,0 74,5 3,76 ;dd 7.8;9,0 75,5 3,76;dd7,8;9,0 74,5 3,77;dd7,8;9,0 73,2
3 6,65;t9,0 76,0 3,61;t9,0 76,4 3,64 ;dd9,0;84 759 3,64;,dd9,0;9,6 74,0
4 3,53;dd9,0;9,6 714 3,50;dd9,0;9,6 71,4 3,54;dd84;9,6 714 3,54;t9,0 69,7
5 3,60;m96;2,4 77,8 3,57;m9,6;24 77,8 3,61;m9,6;3,5 77,6 3,62,m2,3;9,0 75,8
6a 3,73;dd24;12,0 624 3,79 ;dd2,4; 12,0 62,5 3,84;dd35;11,4 62,4 4,05;dd2,3;12,0 60,8
6b 4,02;d12,0 62,4 4,03,d12,0 62,5 4,05;d114 62,4 3,84;d12,0 60,8
1 4,94 ;47,8 104,1 4,99;d738 102,2
Glucose D 2 3,64;dd7,y8,9,0 74,7 3,67,dd7,8;9,0 73,2
3 3,63;t9,0 75,7 3,62;dd9,0;9,6 73,9
4 3,45;dd9,0,9,6 72,2 3,47;t9,0 70,1
5 3,80;m9,6,72 . 78,0 3,82;m2,0;54;90 76,1
6a 4,26,dd72,10,6 65,0 4,78 ;dd 2,0 12,0 63,5
6b 4,77 ,d 10,6 65,0 4,428;dd54;9,0 63,5

* Attributions faites d'aprés COSY, TOCSY 1D, 13C (BB & DEPT) HMBC et d’aprés la littérature 1°3 272 >>-¢1l
** Solvant : DMSOdg— TFAd]
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Tableau 8. (suite)

1 3 5 8
Attribution* H-x &g (ppm)J(Hz) &C(ppm)  SH(ppm)J(Hz) & (ppm) Sy (ppm)J(Hz) &C(ppm) &H (ppm)J(Hz) &C (ppm)**

Acyle | E-Caféyle E-Caféyle E-Caféyle E-Caféyle
] 127.3 127,3 130,4 127,5
2 682;d1,8 1152 6,63;d1,8 115,2 6,90;d1,9 115,4 6,95;d2,0 115,6
3 146,4 146,4 148,4 144,6
4 149,5 149,5 149,5 1472
5 6,72;d8,4 116,5 6,75;d8,4 116,5 7,07;d8,6 116,5 7,12;d8,6 115,9
6 6,64;dd84;18 1234 6,68;dd1,8;84 1233 6,64;dd8,6;1,9 1228 6,71,dd2,0;8,6 120,6
a 5.94,d16,0 114,4 5,96;d 16,0 1144 5,85;d16,0 114,8 5,94 ;d15.7 114,2
g 7,18;d16,0 147,1 7,20;d 16,0 147,1 7,11;d16,0 146,6 7,18 ;d 15,7 146,2
C=0 169,0 169,0 168,6 166,3
Acyle Il E-Caféyle E-p-Coumaryle E-Caféyle E-p-Coumaryle
1 127,0 126,4 127,0 124,9
2 6,60;d1,8 115,0 7,03;d8,4 130,9 6,55;d1,9 115,1 6,97;d8,6 130,1
3 146,4 6,67;d8,4 116,8 148,0 6,55;d38,6 115,8
4 149,3 161,0 1491 159,7
5 6,61;d84 116,3 6,67;d84 116,8 6,60;d8,2 116,3 6,55;d38,6 115,8
6 6,50;dd84;1,8 1228 7,03;d8,4 130,9 6,44,dd82;19 121,0 6,97;d8,6 130,1
a 575;d16,0 114,3 5,81;d16,0 114,3 5,63;d16,0 114,2 5,70;d 15,7 113,7
g 7,00;d16,0 146,6 7,10;d 16,0 146.3 6,93 ;d 16,0 146,0 7,03;d15,7 144,5
C=0 168,6 168,7 168,5 166,2
Acyle 11 E-3,5 dihydroxycinnamyle Coumaryle
1 1276 125,0
2 6,51 ;s 122,8 7,10;d8,6 130,1
3 146,6 6,65;d8,6 115,8
4 6,81;s 139,0 159,8
5 146,6 6,65;d38,6 115,8
6 6,51 ;s 122,8 7,10;d8,6 130,1
o 6,16;d 16,0 115,1 6,23 ;d 15,7 115,5
B 7,39,d 16,0 146,8 7,48 ;d 15,7 144,8
Cc=0 168,9 166,5

* Attributions faites d'aprés COSY, TOCSY 1D, 13C (BB & DEPT) HMBC et d’aprés la littérature ¥ 772553811
** Solvant : DMSO,M— TFA‘U
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5.3 — Conclusion

Les composés 1, 3, 5 et 8 isolés des fleurs de Jpomoea asarifolia ont été
identifiés comme étant la cyanidine 3-0-[2-O-(6-O-E-p-caféyl-f-D-
glucopyranosyl)]-(6-0-E-caféyl- #-D-glucopyranosyl)-5-O-3-D-
glucopyranoside, la cyanidine 3-0-[2-0-(6-O-E-p-coumaryl- #-D-
glucopyranosyl)-(6-0O-E-caféyl-#-D-glucopyranosyl)-5-O-fD-glucopyranoside,
la cyanidine 3-O-[2-O-(6-0-E-p-cafeyl-/D-glucopyranosyl)]-{6-O-[4-O-(6-O-
E-3,5-dihydroxycinnamyl)-B-D-glucopyranosyl)-E-caféyl]-3-D-
glucopyranosyl}-5-O-3-D-glucopyranoside et la cyanidine 3-O-[2-O-(6-O-E-
coumaryl-#D-glucopyranosyl)]-{6-O-[4-O-(6-O-E-coumaryl)-B-D-
glucopyranosyl)-E-caféyle]- #D-glucopyranosyl}-5-O-#-D-glucopyranoside,
respectivement. Ce sont des structures moléculaires nouvelles 52 En outre, les

anthocyanosides acylés semblent étre caractéristiques des espéces d'Ipomoea *”

48|

Les mesures des activités antioxydantes (Fig. 51, p.81) de ces molécules
indiquent que les composés 1, 3 et 5 possédent des activités voisines (IC50 =
18,8, 19,3 et 20,7 pg / ml) tandis que le composé 8 montre une activité
nettement plus faible (IC50 = 34,6 pg / ml). Ce dernier est beaucoup moins actif
que la vitamine C alors que les premiers sont plus actifs. La présence d'un
coumaryle en position terminale d'un anthocyanoside semble avoir pour effet la

diminution de I’activité antioxydante de celui-ci.

La teneur estimée en anthocyanes totales est de 2,5 g pour 100 g de matiére
séche. Les fleurs de Jpomoea asarifolia se positionnent alors comme une source

potentielle d’anthocyanosides acylés.
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6 — EKtude comparative des activités
antioxydantes.
Tableau 10. Ensemble des activités antioxydantes mesurées
Matériel composés ICsy | Teneur *
végétal (enppm)| (%)
Terminalia 1 18,7 0,4
catappa cyanidine 3-0-f-D-glucopyranoside
Adenium 2 38,8 0,6
obesium cyanidine 3-O-(4-O-a-L-rhamnosyl)-4D-
galactopyranoside
1 23,6 2,4
Jatropha cyanidine 3-O-3-D-glucopyranoside
Integuerrima 2 27.5
la cyanidine 3-O-(6-O-a-L-rhamnopyranosyl)-#D-
glucopyranoside,
1 18,8 2,5
Ipomoea cyanidine 3- (+[2-0-(6-0-E-p-caféy|-3-D-glucopyranosyl)]-(6-O-E-
asorifolia caféyl-#-D-glucopyranosyl)-5-0-f-D-glucopyranoside
3 20,7
cyanidine 3- O+[2-0-(6-0-E-p-coumaryl-D-glucopyranosyl)-(6-
O-E-caféyl- -D-glucopyranosyl)-5-0--D-glucopyranoside
3 19,3
cyanidine 3- O-[2-O-(6-0-E-p-cafeyl- f-D-glucopyranosyl)]-{6-O-
[4-O-(6-0-E-3,5-dihydroxycinnamyl)-B-D-glucopyranosyl)- E-
caféyl]-#-D-glucopyranosyl}-5-O-F-D-glucopyranoside
8 34,6
cyanidine 3- O-[2-0-(6-0-E-coumaryl-D-glucopyranosyl)]-{6-O-
[4-O-(6-O-E-coumaryl)-B-D-glucopyranosyl)-E-caféyle]- 4-D-
glucopyranosyl}-5-O-$-D-glucopyranoside
Référence Acide Ascorbique 22,0

* Teneur estimée en anthocyanes totales pour 100 g de matiére séche
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Nos travaux nous ont permis d’identifier au total dix molécules
anthocyaniques dont 4 sont des anthocyanosides acylés de masse moléculaire
élevée. Ces derniers sont de nouvelles structures et deux d’entre elles ont fait

I’objet d’une publication 1%,

Les mesures des activités antioxydantes sur les composés majoritaires
indiquent que certains d’entre eux sont de potentiels antioxydants. En effet, les
composés 1 de Terminalia catappa, 1 et 2 de Jatropha integuerrima, 1,3 et S de
Ipomoea asarifolia présentent des activités légérement supérieures a celle de la

vitamine C qui est un antioxydant connu et souvent pris comme référence.

Il apparait que I’activité antioxydante décroit lorsque le nombre de
substituants glucosyles en position 3 de ’aglycone augmente. Ceci est en accord
avec les observations faites par Metche (1988) 62l Par contre Iactivité croit
lorsque ’anthocyanoside est acylé en position terminale par I’acide caféique
et/ou I’acide 3, S-dihydroxycinnamique. On observe un effet contraire en
présence de I’acide coumarique en position terminale. Le nombre d’hydroxyle
en position terminale de ’anthocyanoside acylé influence fortement 1’ activité
antioxydante de celui-ci. Si I’activité est d’autant plus grande que le nombre
d’hydroxyle sur I’acyle en position terminale est plus élevé, 1’acylation d'un
anthocyanoside par 1’acide syringique augmenterait son activité antioxydante.

Les anthocyanosides acylés étant relativement plus stable 670

que leurs
homologues non acylés, leurs acylations, surtout en position terminale, présente

donc un avantage certain.



89

i e e U £

L S Kt S v

Ll
o
=
o
<
T
O

PERSPECTIVES

A g a1 44




89

CHAPITRE Il : PERSPECTIVES

1 - Sources potentielles et utilisations des
anthocyanes au Burkina Faso

Méme si autrefois les anthocyanes ont fait 1'objet d'un usage quelque peu
inconscient, soit dans la coloration des aliments, soit dans la pharmacopée

B35, 352 51 faut noter que ces composés ne sont pas encore rentrés

traditionnelle
dans la vie quotidienne moderne. La stabilité faible et le colit de production
élevé de ces composés font que ces derniers semblent trés peu intéressants pour
I’industrie. Au Burkina Faso, 1’usage des colorants anthocyaniques semble

plutdt rare.

Toutefois, on peut citer [’usage du colorant des gaines des tiges du sorgho
rouge dans le tannage et la coloration des cuirs et peaux, comme des pierres a
1écher, etc. Le colorant de cette partie de la plante a été identifié et une méthode
dosage et d’extraction a été mise au point par Kouda-Bonafos Bl et Sérémé 1%,
Jusqu’a nos jours, la gaine de la tige de S. caudatum constitue la seule source de
ce colorant au Burkina Faso. Jaune en milieu acide, cette molécule donne une
coloration rouge en milieu basique. Dans les habitudes alimentaires, la couleur
rouge est préférée a celle jaune. Les aliments étant généralement acides, ce
colorant s’avére moins intéressant par rapport aux pigments rouges en milieu
acide. Méme si ces derniers sont abondants dans la nature, ils sont plus difficiles

a obtenir a I’état semi-purifié. De plus leur temps de demi-vie en milieu aqueux

est plus court ",

Un des colorants est particulierement consommé au Burkina Faso par
I’intermédiaire d’une boisson locale trés populaire : le «bissap». En effet, les
calices des fleurs de H. sabdariffa qui entrent principalement dans la fabrication
du «bissap» doit sa couleur rouge exclusivement aux anthocyanes d’aprés Du et

b 7 . ’ r ’ . 7 ~ b} ’ ’ .
Francis (1973) " ; ce qui a été vérifié sur la méme espéce récoltée au Burkina
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1 - Sources potentielles et utilisations des
anthocyanes au Burkina Faso

Méme si autrefois les anthocyanes ont fait l'objet d'un usage quelque peu
inconscient, soit dans la coloration des aliments, soit dans la pharmacopée

135, 3531 i faut noter que ces composés ne sont pas encore rentrés

traditionnelle
dans la vie quotidienne moderne. La stabilité faible et le colit de production
élevé de ces composés font que ces derniers semblent trés peu intéressants pour
I’industrie. Au Burkina Faso, I'usage des colorants anthocyaniques semble

plutdt rare.

Toutefois, on peut citer I’usage du colorant des gaines des tiges du sorgho
rouge dans le tannage et la coloration des cuirs et peaux, comme des pierres a
lécher, etc. Le colorant de cette partie de la plante a été identifié et une méthode
dosage et d’extraction a été mise au point par Kouda-Bonafos Bl et Sérémé 2,
Jusqu’a nos jours, la gaine de la tige de S. caudatum constitue la seule source de
ce colorant au Burkina Faso. Jaune en milieu acide, cette molécule donne une
coloration rouge en milieu basique. Dans les habitudes alimentaires, la couleur
rouge est préférée a celle jaune. Les aliments étant généralement acides, ce
colorant s’avére moins intéressant par rapport aux pigments rouges en milieu
acide. Méme si ces derniers sont abondants dans la nature, ils sont plus difficiles

a obtenir a 1’état semi-purifié. De plus leur temps de demi-vie en milieu aqueux

est plus court .

Un des colorants est particuliérement consommé au Burkina Faso par
I’intermédiaire d’une boisson locale trés populaire : le «bissap». En effet, les
calices des fleurs de H. sabdariffa qui entrent principalement dans la fabrication
du «bissap» doit sa couleur rouge exclusivement aux anthocyanes d’aprés Du et

. 7 . e r 7. 4 A \ r 4 .
Francis (1973) 'l ; ce qui a été vérifié sur la méme espéce récoltée au Burkina
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Faso au cours de nos investigations antérieures 1. Les techniques d’extraction
domestiques sont variées et ne garantissent pas toujours la stabilité des pigments
originaux. En effet, I’extraction est le plus souvent effectuée dans un bain d’eau
bouillante. La présence d’acides organiques dans le matériel végétal contribue a
acidifier la solution et provoque ainsi I’hydrolyse des anthocyanosides. Ceci
conduit & un taux trés élevé d’aglycones (delphinidine et cyanidine) qui
possédent un temps de demi-vie particuliérement court & température ambiante,
méme si son pouvoir colorant semble plus élevé. L’extraction & chaud a
I’avantage d’étre rapide et de stériliser la boisson. L’extraction a température
ambiante peut prendre 12 a 24 heures, voire plus. Elle a I’avantage de réduire les
risques d’hydrolyse et I’inconvénient de fournir une boisson non stérile. De plus,
les risques de fermentation spontanée sont énormes. D’aprés nos investigations
antérieures, les calices des fleurs de H. sabdariffa paraissent étre de loin la
principale source potentielle de pigments anthocyaniques (1500 mg de pigment
majoritaire pour 100 g de matiére séchée) au Burkina Faso utilisable dans
’alimentation humaine. Aussi, pour une exploitation semi-industrielle des
boissons locales a base des calices de cette plante, il serait souhaitable de faire
une extraction a froid suivie d’une pasteurisation pour éviter une trop grande
perte des anthocyanes. L’obtention des concentrés (sirops) pourrait passer par
une concentration sous pression réduite. Pour cela, il serait préférable de
macérer dans I’éthanol - acide acétique et de réajuster, au besoin, acidité du

sirop et si possible de le conserver au frais.

Nous pouvons également citer I’épicarpe du fruit de L. microcarpa (500
mg de pigment majoritaire pour 100 g de matiére séche) " qui est trés

consommé dans les campagnes et les villes.

D’autres végétaux tels que les fleurs de I asarifolia, J. integuerrima, A.
obesum, etc. pourraientt étre cités. Néanmoins, des études toxicologiques sont

nécessaires pour les plantes qui n’entrent pas dans I’alimentation humaine.
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2 Structure et activités antioxydantes

91

Les composés isolés de T. catappa, A. obesum et J. integuerrima sont des

dérivés 3-O-glycosides de la cyanidine. D’apres les données du Tableau 10, on

observe que la présence de deux sucres sur cette position diminue

considérablement |’activité antioxydante de 1’anthocyane. Par contre la présence

de certains acyles phénoliques, sur ces sucres semble augmenter cette activité.

Nos travaux futurs consisteront a élucider d’avantage cette relation entre la

structure de I’anthocyanoside et son activité antioxydante. Cela permettra de

prévoir les structures d’anthocyanosides les plus prometteurs.
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L’étude des activités antioxydantes des huit composés majoritaires indique
que les composés 2 de 4. obesum, 2 de J. integuerrima et 8 de 1. asarifolia sont
trés peu actifs par rapport a 1’acide ascorbique pris comme référence. Par contre
les cinq autres composés sont aussi actifs que 1’acide ascorbique (vitamine C).
L’étude comparée nous a révélé une éventuelle corrélation entre la structure et
I’activité antioxydante de 1’anthocyanoside. En effet, le degré d’hydroxylation
de I’acyle en position terminale d'un anthocyanoside acylé est trés déterminant
dans Vactivité de celui-ci. Ainsi, plus ce degré est élevé, plus [’activité
antioxydante de 1’anthocyanoside acylé est grande. Par contre la nature et
’augmentation du nombre de sucres en position 3 d'un anthocyanoside tendent a
faire diminuer cette activité. Les anthocyanosides de I. asarifolia sont de loin
plus intéressants dans la mesure ou ceux-ci sont plus stables. Néanmoins,
I'usage d’extraits non purifiés des ces substances nécessite des études

toxicologiques.
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Partie expérimentale

1 - Préparation du matériel végétal

Tableau 11. Matériel Végétal

Plantes Organes Lieu de récolte (période)

Terminalia catappa fruit : épicarpe lyophilisé et broyé ~ Ouagadougou (1994-1996)

Adenium obesum fleur lyophilisée et broyée Ouagadougou (1994-1996)
Jatropha integuerrima fleur lyophilisée et broyée Ouagadougou (1994-1996)
Ipomoea asarifolia fleur lyophilisée et broyée Ouagadougou (1994-1998)

2 - Extraction et purification des anthocyanes

Protocole général (Fig. S2)

Le protocole en 20 étapes est applicable aux quatre (4) plantes étudiées
moyennant de légéres modifications suivant le type de matériel végétal et de
pigment. L'étape 14 est I'étape ultime de la purification. C'est la séparation du
mélange de pigments débarrassé des impuretés génantes. Pour cela, une colonne
commerciale préte a l'emploi est utilisée. L'étape 13 permet d'éviter
l'encrassement de la colonne. Cette derniére peut alors étre utilisée plusieurs

fois.
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1*
Matériel végétal 2¢ 3
atériel végéta Macération Filtration . . .
— S Filtrat 1 + Filtrat 2 + Filtrat 3
g (y ml de solvanta 5°C, 12h.) i 2
5 4

Filtrat

Addition de 1SmlH 5O

Filtration et agitation vigoureuse

7
Fixation sur
Amberlite XAD-7

—_—

12
Concentration 4 2ml

Filtrat sur gel Sephadex LH-20

Concentration sous vide
apresque sec, T <30°C

.8 ?
Dégraissage — — = Elution avec 70% Méthanol
avec 300 ml 0,5% TFA
1 10

Concentration 4 5 ml

(sous vide, T <30°C) -.——(méthanol-Hzo-TFA, 35:650,5) (sous vide, T <30 °C)

13
Chromatographie sur colonne C |,

14

(30-1,40-60 pm)

Elution: méthanol-H ,O-TFA, 50:50:0,5 (sous vide, T <30 °C)

17
Dissolution dans un minimum
de 0,1% TFA-méthanol

18
Transvasement dans un flacon

et évaporation a sec sous vide

(colonne: LiChroPrep RP-18: 310-20, 40-63 pm)
Concentration 4 2 ml préconditionnement de 1a colonne: 0,5% TFA
Hution: méthanol-H 7O-TFA, 35:65:0,5

CLHP basse pression

suivi: CCM
16 15
CCM préparative regroupement et concentration  sec

(facultative) =

19
Vérification de la purété
par CCM et/ou CLHP

des fractions identiques

20
Conservation au dessicateur
sous vide a I'abri de 1a lumiére
jusqu'au analyses

* pour les valeurs de xet y, voir Tableau 12, p. 96

Figure 52. Schéma de I'extraction a la séparation des pigments purs
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Tableau 12. Valeurs des x et y utilisées dans le protocole général
d'extraction et de purification. (Fig. 52, p. 95)

Volume de solvant (y ml) :

Masse (x g) Méthanol - TFA 1%
Terminalia catappa 10 100
Adenium Obesum 5 100
Jatropha integuerrima 5 300
Ipomoea asarifolia 5 300

3 - Analyses chimique et spectrales

Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) :

L'extrait brut (le poids du matériel végétal et le volume total d'extrait
obtenu sont connus) est concentré et purifié par chromatographie sur colonne
Cis (comme a I’étape 13, Fig. 52). Le mélange résultant est évaporé a sec et le
résidu est dissous a nouveau dans 0,5% TFA pour la CLHP analytique.

La CLHP analytique a été effectuée d’aprés la méthode de Gao et Mazza
2,741 moyennant quelques modifications. Ainsi, un appareil "Waters Associates"
en utilisant une colonne C,g (160 x 4 mm, 4um ; Nova Pak) a 25 °C avec un
débit de 0,8 ml mn”'. Le détecteur est muni du systéme a barrettes de diodes
(PAD : "Photodiode Array Detector") opérant a 520 nm. Un systéme de solvant
binaire (A : HO-HCO,H, 60 : 1 ; B : CH;0H-H,0-HCO,H, 75 : 24.5 : 0.5)
d'¢lution par gradient linéaire a été appliqué pendant 20 minutes, de composition
variable suivant I'échantillon. Ensuite, une élution isocratique a été maintenue

pendant 10 minutes.
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Spectromeétrie électronique :

Les spectres électroniques ont ét€ obtenus a l'aide des spectrophotométres :
- DES 190 systéme a double énergie (Safas)' ;
- UV-265 FS (Shimadzu).

Les spectres ont été enregistrés dans le méthanol - HCI1 0,01 N, de 250 a
600 nm. 2 a 3 gouttes de 5% De chlorure d’alluminium dans le méthanol sont
additionnées pour mettre en évidence les groupements orthodiphénols

éventuellement libres 1'% 3%,

Pour le dosage des anthocyanes, des dilutions appropriées des extraits bruts
précédents (cf. CLHP analytique) ont été obtenues et leur absorbance est lue a la
longueur d'onde d'absorption du pigment majoritaire. D’aprés la loi de Beer-
Lambert (Abs = ecl),’ I'epsilons (¢) de chaque pigment identifié est calculé. En

retour, la concentration (c, en mol.1") du pigment est calculée.

Spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse a été effectuée a 1’aide d’un spectrométre de
masse LC Electrospray (de Micromass) en utilisant le méthanol comme solvant.

Les attributions ont été faites a I’aide des données de la littérature 4% 76-31

Spectrométrie RMN :

Les données RMN ont été obtenues a I’aide des spectrométres Briiker (250
& 300 MHz)’ et Varian (600 MHz)? dans le systéme CD;0D - TF4.4 (0,5 : 0,1

ml). Un déplacement du signal de l'eau dissoute vers des champs plus faibles est

! Pour I'Université de Ouagadougou

2 Pour 'Université Libre de Bruxelles

et e n
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produit par addition de 30 pl de TFA-d;. Au besoin, la manipulation est reprise
en utilisant le systtme DMSO-4-TFA4 (0,5 5 0,1 ml).

Hydrolyse alcaline : CCM des acides organiques

Pour les anthocyanosides acylés, une hydrolyse alcaline a été effectuée
pour l'identification des groupements acyles. Cette hydrolyse a été faite sous
atmosphére d'azote suivant la méthode décrite par Terahara et collaborateurs 29,
11 Une CCM préparative sur silice a été effectuée pour purifier les résidus
acyles avant de les identifier par co-chromatographie sur couche mince avec des

acides standards. La détection est faite sous lumiére UV.

Hydrolyse acide : CPG des sucres

La CPG des sucres a été effectuée d’aprés une adaptation de la méthode

utilisée par sweeley (1963) 1!

Les hydrolyses acides sont obtenues en dissolvant 2 mg de chaque pigment
dans le TFA 2N dans une ampoule a sceller. La solution résultante est portée a
110 °C pendant 45 minutes. Apres refroidissement, les anthocyanidines sont
extraites avec 0,5 ml (2 fois) de 3-méthylbutan-2-ol (alcool isoamylique). La
~ solution aqueuse résultante est évaporée a sec et 0,5 ml de réactif silylant
[pyridine/N-(triméthylsilyl)imidazol (2 : 1)] est additionné. La solution est ainsi
portée a 60 °C pendant 15 minutes et les dérivés silylés des résidus de sucres
sont identifiés par co-chromatographie en phase gazeuse sur une colonne

Chromapack CP-Si-8-CB avec des sucres standards.

3 Abs = absorbance ; €@ = coefficient d’extinction moléculaire (fonction de la longueur d’onde A ; | = trajet du
faisceau lumineux (en cm)
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Activités antioxydantes : Test DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Tableau 13. Préparation des solutions d’extraits
Solution mére : 22,4 mg /20 ml MeOH soit une concentration de 1400 ppm

Tube N° Concentration Solution mére Meéthanol (ul)
(en ppm) (1
1 00,00 00,00 500,00
2 3,37 15,63 484,37
3 6,73 31,25 468,75
4 10,04 46,63 453,37
5 13,46 65,50 434,50
6 16,83 78,13 421,87

¢ préparation de la solution de DPPH : 9,85 mg / 250 ml MeOH, a
conserver a I’abri de la lumiére ; additionner 6 ml a la solution d’extrait des 6
tubes précédents et lire la Densité Optique au bout de 10 minutes exactement, au

spectrophotométre 4 517 nm contre le méthanol comme blanc.

NB : pour un spectrophotométre muni d’un portoir mono tube, un

intervalle d’au moins 1 minute est maintenu entre la lecture des différents tubes.

Etablir une courbe de I’absorbance en fonction de la concentration et
déterminer la concentration correspondant & une variation d’absorbance de 50

%, comparer cette valeur a celle de I’acide ascorbique (~22 pg/ml).
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ANNEXE 1

DESCRIPTION DE QUELQUES ANTHOCYANES ISOLEES
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¢ 7-O-méthylapigénidine :

114

composé cristallisant sous forme de fines aiguilles brillantes jaune-
orangées dans le méthanol ; UV-Visible A (nm) (MeOH-TFA, 0,01N) (loge)
278 (4,52), 476 (4,82) ; IR (KBr) v (cm™) 1634, 1590, 1530, 1380, 1333, 1230,
1175; '"H RMN (250 & 600 MHz, CD30D-TFA 0,4:01 ml) & (ppm) 9,14 (1H,
dd, j 0,8, 8,8, H-4), 8,33 (2H, dd, j 1,9, 7,1, H-2°, H-6"), 8,09 (1H, d, j 8,8, H-3),
7,16 (1H, dd, j 0,8, 2,1, H-8), 7,10 (2H, dd, j 1,9, 7,1, H-3’, H-5"), 6,75 (1H, d, j
2,1, H-6), 4,08 (3H, s, H-omc) ; °C (MeOH-TFA, 0,4 : 0,1 ml) § 173,9 (C-7),
172,8 (C-2), 168,2 (C-4’), 160,3 (C-5), 160,2 (C-9), 150,2 (C-4), 133,9 (C-2’, C-
6’), 122,5 (C-1°), 118,9 (C-3°, C-5°), 114,1 (C-10), 111,8 (C-3), 103,1 (C-6),

94,3 (C-8), 58,0 (C-ome) ; SIMS [M]" m/z 269.
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¢ Cyanidine 3-0-[2-0-(6-O-E-p-caféyl-3-D-glucopyranosyl)]-(6-O-E-
caféyl-3-D-glucopyranosyl)-5-O-f-D-glucopyranoside (1) :

composé amorphe de couleur rouille ; UV-Visible Ay nm (MeOH-TFA,
0,01N) (loge) 283 (4,40), 295 (4,41), 329 (4,44), 530 (4,44) ; IR (KBr) v 1685,
1630, 1605, 1340, 1280, 1195, 1070; 'H RMN & “C (MeOH-TFA, 0,4 : 0,1 ml)
voir Tableau 8, p. 83 (1) ; SM (ESI, mode positif, MeOH) [M]" m/z 1097.

¢ cyanidine 3-0-[2-0-(6-O-E-p-coumaryl-S-D-glucopyranosyl)-(6-O-E-
caféyl-#-D-glucopyranosyl)-5-0-4-D-glucopyranoside (3) :

composé cristallisant sous forme de fines aiguilles rouilles brillantes dans
le méthanol ; UV-Visible A, (nm) (MeOH-TFA, 0,01N) (loge) 283 (4,52), 295
(4,55), 319 (4,55), 528 (4,49) ; IR (KBr) v (cm™) 1693, 1675, 1630, 1605, 1340,
1285, 1185, 1070 ; '"H RMN & '*C (MeOH-TFA, 0,4 : 0,1 ml) voir Tableau 8, p.
83 (3) ; SM (ESI, mode positif, MeOH) [M]* m/z 1081.

¢ Cyanidine 3-0-[2-O-(6-0-E-p-cafeyl-f-D-glucopyranosyl)]-{6-O-[4-
0-(6-0-E-3,5-dihydroxycinnamyl)-3-D-glucopyranosyl)-E-caféyl]-5-D-
glucopyranosyl}-5-0-4-D-glucopyranoside (5) :

composé amorphe de couleur rouille ; UV-Visible A, (nm) (MeOH-TFA,
0,01N) (loge) 293 (4,57), 324 (4,52), 531 (4,41) ; IR (KBr) v (cm™) 1693, 1685,
1630, 1603, 1340, 1285, 1190, 1070 ; 'H RMN & “C (MeOH-TFA, 0,4 : 0,1
ml) voir Tableau 8, p. 83 (5) ; SM (ESI, mode positif, MeOH) [M]* m/z 1421.
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¢ Cyanidine 3-0-|2-0-(6-0-E-coumaryl-S-D-glucopyranosyl)|-{6-O-|4-
O-(6-0-E-coumaryl)-B-D-glucopyranosyl)- E-caféyle|- 5-D-glucopyranosyl}-5S-
O-B-D-glucopyranoside (8) :

composé cristallisant sous forme de fines aiguilles rouilles brillantes dans le
méthanol ; UV-Visible A, (nm) (MeOH-TFA, 0,01N) 295, 312, 532 ; IR (KBr)
v (em™) 1690, 1675, 1640, 1603, 1280, 1180, 1075 ; '"H RMN & >C (MeOH-
TFA, 0,4 : 0,1 ml) voir Tableau 8, p. 83 (8) ; SM (ESI, mode positif, MeOH)
[M]" m/z 1389.

e
AN R,
o 4
HO” 4 L 5
B 6
‘R, =R,=OH

:Ry=Hand R,=OH .

5:R =R,=R,=O0Het R3=H
8: Ry =R,=Ry=0OH et B, =

Structures complétes des composés 1, 3, 5 et 8 isolés des
fleurs de Ipomoea asarifolia
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Key Word Index—Sorglunn  caudation; Poaceae; 7-O-methylapigeniniding 3-deoxyantho-
cyanidins.

Abstract—A new anthocyanidin was isolated [rom the grains of Sorghum caudarum and identified as 7-O-
methylapigeninidin on the basis of spectral data. This pigment was found in low concentration both in gruins
and in leal sheaths. © 1997 Elsevier Science Ltd. All rights reserved

INTRODUCTION

3-Deoxyuanthocyanidins extracted from the grains ol
Sorghum caudatum [L.] Moench (Poaceae) are known
for the yellow or orange coloration they show in acidic
solutions. Previous studies on the grains and the leal’
sheaths have shown the presence of apigeninidin and
luteolinidin derivatives [1-5). In order to complete the
identification of the anthocyanin content, we describe
here the isolation and the structure elucidation oi a
new O-methylated 3-deoxyanthocyanidin,

1:Ry=Glc, Ry =H, Ry = OH

RESULTS AND DISCUSSION 2 . R1 — RZ -— H R - OH
. — — ] 3 -
Suveghum grains were extracted with ethanol under 3: R1 =Hp= H3=
acidic conditions. The anthoeyanins screening of the 4 R1 = Ra =H R2 = Me
, =

crude extract was achieved by FIPLC with photodiode
array detection; four anthocyanins 1 4 were detected
on the basis of their UV-VIS spectra and relative  3-deoxyanthoeyaniding {6]; no  aluminium-induced
retention times. The identity of the major constituent — shift was observed. The SIMS showed a strong [M]*
apigeninidin 3 was confirmed by co-elution with un  ion atm/z 269 consistent with the C,,H,,Q, molecular
authentic sample. Peaks | and 2 were tentatively attri- - formula. The 'H and “C NMR spectral duta (Table
buted to the luteolinidin derivatives thut were pre-  2) were closely relited (o those of apigeninidin [7, 8],
viously identified [1, 2]. The slowest pigment 4 was — except for o singlet at 4.08 ppm due to an aramatic
isolated from the crude extract as the TFA salt after  O-methyl group. The position of this group was unam-
chromalography successively on Sephadex LIT-20and — biguously located it C-7 as DIFFNOUEs were observed
on RP-18 sifica gel, Its UV-VIS spectrum recorded in between the methyl protons and both the H-8 and H-
methanol with 0.1% HCI showed absorption maxima 6 protons. Moreover, the NOE cubincement ol the
at278.6and 476.4 nm (Table 1), as obscrved for other M-8 signal was greater than that of the H-6 signal,
suggesting that the methyl group was more oriented
to H-8. 4 was therefore identified as 7-O-methyl-
wo e e — e - apigeniniding B was not an artifact of the isolation
- * Author 1o wham correspandence should be addressed. method sinee it could be identified in the crude extracts

ot




1092

Table 1. Chiromatographic and spectral data of 4

TLC (R, x 100)* UV-VIS spectrum §

}‘lllui v /“lllul AN AN
nm nm

BAW BuHC! EFW EAFW AHW (loge) (logs)

76t 44t 77t 279 476
621 45% 291 (4.50) (4.8

*Solvent  systems:  BAW = l-butanol-HOAc~H,0
(4:1:5) upper phase), BuHCl = I-butanol-2 N HCI (1:1
upper phase); EFW = EtOAc-HCO,;H-2 N HCl (85:9:6);
EAFW = EtOAc-HOAc-HCO,H-H,0  (100:11:11:26);
AHW = HOAc-HCl conc.—H,0 (15:3:82).

Adsorbents: 1 silica gel 60 (Merck) and § microcrystalline
celiulose F (Merck).

§In MeOH with 0.1% HCI.

Table 2. 'H and “C NMR data of 4, in CD,0D-TFA-d,

(5:1)

‘H NMR “C NMR

3 (ppm) J (Hz) J (ppm)
2 172.8
3 8.09, d (8.8) 118
4 9.14, dd (0.8, 8.8) 150.2
4a 114.1
5 160.3
6 6.75,d (2.1) 103.1
7 173.9
8 7.16,d (0.8, 2.1) 94.3
8a 160.2
Iy 122.5
2 and 6’ 8.33,dd (1.9, 7.1) 133.9
3 and § 7.10,dd (1.9, 7.1) 118.9
ry 168.2
-O-Mc 408, s 58.0

prepared without methanol. The R, value of 4 in stan-
dard TLC conditions are listed in Table 1; using thesc
chromatographic conditions, low amounts of 4 werc
also detected in a crude extract of the leal sheaths of
the plant. 3

EXPERIMENTAL

Samples. grains and sheats leafs of Sorghn cau-
datum [L.] Moeneh (Paaceae), varicly Mononie Kaya,
were collected in 1995 at the Experimental Station
of INERA, Kamboinsé, Burkina Faso. A voucher
specimen of the plant has been deposited at this
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Station. The grains were harvested at post maturity
and freeze-dried immediately after collection.

Spectrometric data. 'H and C NMR spectra were
recarded at respectively 6()() und 62.89 MHz with TMS
as int. standard. SIMS were recorded on a autospec
Micromass spectrometer (matrix: glycerol~HCI, 1:1)

Analytical HPLC. HPLC was carricd oul following,
the method described in ref. [9] with a Nova PakTM
C,x column (150 x 3.9 mm; 4 um). The elution con-
ditions were modified according to the polarity of
the anthocyanins under investigation using a linear
gradient solvent system from 30 to 60% of B (MeOH~
H,0-HCO,H, 75:24.5:0.5) in A (H,0-HCO,H, 60:1)
for 20 min; the final conditions of élution were kept
isocratically for 10 min.

Anthocyanin jsolation. 400 g of the frecze- dru,d
grains were extracted twice by maceration with 500
ml of 1% TFA-EIOH for 48hr at 5°. After filtration,
the solution was concd to dryness i;nder vacuum at
30°. The residue was then chromatographed on a
Scphadex LH-20 column with MeOH-H,O-TFA
(30:70:0.3. then 35:65:0.3) as eluents. The frs con-
taining 4 were pooled, concd and the final purification
was achieved by chromatography on'a RP-18 silica gel
column with MeOH-H,O-TFA (45:55:0.3) as eluent.
The fr. containing the unknown anthocyanidin was
concd and freeze-dricd to yield 25 mg of 4.

Acknowledgements—This work was supported by a
grant from the ‘Fond Léopold Molle, Université Libre
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Anthocyanins from Bambara Groundnut (Vigna subterranea)

Eloi Pale,' Mouhoussine Nacro,! Maurice Vanhaelen,*+ and Renée Vanhaelen-Fastré!
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Among five pigments detected in bambara groundnut (Vigna subterranea), three major anthocyanins
were isolated by combined column chromatography on Amberlite XAD-7, Sephadex LH-20, and RP-
18 silica gel and by preparative thin-layer chromatography on silica gel. They were identified as
delphinidin 3-0-8-glucoside, petunidin 3-0-8-glucoside, and malvidin 3-0--glucoside on the basis
of chromatographic data and UV—vis, 1H-NMR, and mass spectrometry.

Keywords: Vigna subterranea; Fabaceae,; delphinidin; petunidin; malvidin; glucoside; ‘H NMR

INTRODUCTION

The grains of Vigna subterranea [L.] Verdc. (Fa-
bace:e) (Mabberley, 1987) are widely used as food in
Wes! Africa. Previous works on other Vigna species
have ed to the isolation of cyanidin, malvidin, and
delphinidin glycosides (Mazza and Miniati, 1996). Del-
phinidin 3-glucoside was found in V. mungo, V. radiata,
and V. angulari; cyanidin 3-glucoside was identified in
V. mungo and V. radiate; delphinidin 3-glucoside was
isolated from V. angularis and V. radiata; delphinidin
3-(y»-coumaryl)glucoside was detected in V. mungo and
V radiata, while delphinidin 3,5-diglucoside was found
vily in V. radiata.

Tv complete the chemical investigation of the genus
Vigna and to pursue our studies on the pigment content
of several plants growing in Burkina Faso, we report
here the identification of 3-8-0-monoglucosides of cya-
nidin, petunidin, and malvidin in V. subterranea grains.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Solvents. All were of analytical grade and
obtained from Merck-Clevenot Corp., Darmstadt, Germany.

Sample Preparation. Extracts were obtained from grains
of V. subterranea collected in 1995 in Burkina Faso, West
Africa. The pigments were extracted twice by maceration of
600 g of the grains with 1% trifluoroacetic acid {TFA) in CHs-
OH at 5 °C for 48 h. The crude extract was concentrated to
dryness under vacuum and dissolved in 10 mL of 0.5% TFA
in H30. This solution was filtered and fixed on a nonionic
polymenic adsorbent (Amberlite XAD-7, Aldrich Chemical Co.,
Milwaukec, WI) column (length 300 mm, i.d. 20 mm) which
was prewashed with 0.5% TFA/H;0; the pigments were then
eluted with MeOH/H;O/TFA, 70:30:0.3). The cluate was
concentrated, filtered through a Sephadex LH-20 (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) column (length 300 mm, i.d. 20
mm), and further purified on a Lobar glass prepacked column
(Licroprep RP-8 column, 310 mm length, 25 mm i.d., Merck-

* Author to whom correspondence should be ad-
dressed [fax (02) 6505282; e-mail vanhaele@
resulb.ulb.ac.be].

 Université de Ouagadougou.

¥ Université Libre de Bruxelles.

Clevenot Corp.) with MeOH/H;0/TFA, 40:60:0.3. The final
purification was achieved by preparative thin-layer chroma-
tography (TLC) on silica gel 60 Fasq (Merck-Clevenot Corp.)
using EtOAC/HCO,H/HOAC/H;0, 100:11:1 1:26 (EFAW), as
solvent system. The isolated bands of adsorbent were eluted
with 0.5% TFA/MeOH, and the solutions were concentrated
and filtered through a RP-18 column using (0.5% TFA/H,0)/
MeOH (6:4). The eluates were finally concentrated and freeze-
dried to give 1 (5 mg), 3 (10 mg), and 5 (4 mg) as TFA salts.

HPLC and GLC Conditions. High-performance liquid
chromatography (HPLC) was carried out following the method
described by Gao and Mazza (1994); the elution conditions
were, however, modified according to the polarity of the
pigments under investigation. The chromatographic system
was equipped with two pumps (Model 6000 A), a solvent
programmer (Model 660) from Waters Associates (Milford,
MA), a diode array detector operating at 520 nm (Model 1040A
from Hewlett-Packard, Germany), and a Nova Pak C;s column
(150 x 3.9 mm; mean particle size = 4 ym); the elution was
performed at 25 °C at a flow rate of 0.8 mL min~l. A linear
gradient solvent system was applied for 20 min from 20 to 60%
of solvent B (MeOH/H;0/HCOzH, 75:24.5:0.5) in solvent A
(HzO0/HCOzH, 60:1); the final isocratic conditions for elution
were maintained for 10 min. A photodiode array detector was
used for the detection (520 nm) and the UV-vis spectra
recording (from 250 to 600 nm).

Gas—liquid chromatography (GLC) identification of the
sugar moities was carried out by dissolving 2 mg of each
anthocyanin in 4 mL of 2 N TFA/H;0 and heating in a sealed
vial at 110 °C for 45 min. The anthocyanidins were extracted
twice by 0.5 mL of 3-methy)-2-butano! (Ribéreau-Guyon, 1968).
The resulting aqueous fractions were evaporated to dryness.
The residuc was taken for silylation in pyridine/N-(Lrimeth-
ylsilyl)imidazole (2:1) and heated in a sealed vial at 60 *C for
15 min. The silylated derivatives of sugar residues were
identified by GLC on a fused silica capillary column coated
with CP-8il-8-CB (length 25 m, i.d. 0.32 mm, film thickness
0.25 um, Chrompack, Belgium) using cochromntography with
sugar standards.

Spectroscopic Analysis. 'H NMR spectral data were
recorded on an instrument operating at 250 MHz (Model WM
250, Bruker, Karlsruhe, Germany) in CD;OD/TFA-d; (0.5:0.1
mL) with TMS as internal standard. When the signals of the
anomeric protons of the investigated anthocyanins were
partially overlapped by the signal of the dissolved H,O, an
additional shift to lower magnetic ficld of this signal was
produced by adding 30 uL of T, 7,

$0021-8561(96)00897-7 CCC: $14.00 © 1997 American Chemical Society

SR e




3360 J. Agric. Food Chem., Vol. 45, No. 9, 1997

Pale el al.
123

Table 1. Chromatographic and UV-Vis Absorption Datu of Anthooyanins 1, 8, and 6

UV-—vis data (in 0.01 N HCI-MoOTD)

TLC (R, x 100) HPLC UV A, nm vis 4, nm +I_UCI;;“
anthocyanin  BAWe¢ BuHCl® 1% HCl® AHWe EAFW’ (R, in min) (log ¢) (log €) (Ainnm)  E(w/Eyinus
1 19 06 05 10 34 14.40 279 (4.14) 541(447) +14 16
3 25 07 05 14 39 17.10 278 (4.22) 540 (4.55) +9 16
5 32 11 08 23 44 19.10 278 (4.14) 539 (4.43) 18

° Solvent systems: BAW, 1-butanol/acetic acid/water (4:1:5 upper phase); BuHC, 1-butanol/2 N HCI (.1;1 upper pbase?; 1% HC]), water/
concentrated HCI (99:1); AHW, acetic acid/concentrated HCl/water (15:3:82); EAFW, ethyl acetat.e/aa?uc acid/formic acid/water (100:11:
11:26). b Adsorbent: cellulose microcrystalline F. ¢ Adsorbent: silica gel 60. ¢ 2—3 drops of 5% AlCl; in MeOH were added.

Table 2. 'H-NMR Spectral Data of Anthocyanins 1, 3, and 5 [§ in CD;OD/TFA-d; (5:1))

anthocyanin 14 (Jin Hz) 3¢ (J in Hz) 538 (Jin Hz)
aglycon delphinidin petunidin malvidin
H-4 8.98 s 8.898 8948
H-6 6.68d(1.9) 6.567d (1.9) 6.60d (1.9)
H-8 6.88d(1.3) 6.78 d (1.3) 6.83d(1.3)
H-2’ 788 7.82d(2.1) 7.87s
H-¢' 7.788 7.694d(2.1) 7878
0-CHj; 3.89s 3918
3-O-B-p-glucopyranose
H{il” i 5.32d(7.6) 6.23d (7.6) 5.25d (7.6)
H-2”, H-3”, H-4”, and H-5" 3.561-3.81 3.26—3.68 3.30-3.71
H-6a" 3.96 dd (1.3, 10.4) 3.84 dd (1.2, 12.0) 3.84 dd (2.0, 12.0)
H-6b” 3.78d(104) 3.66d(12.0) 3.65d (12.0)
nAU 3
1003
1 4,5
2
50 -
l 1: Ry =R; =0H
o 3: Ry = OCHjz; R, = OH
10 15 2 R (min) § : Ry = R; = OCH;,4

Figure 1. HPLC chromatogram of a crude methanol extract
of grains of V. subterranea (conditions are given under Materi-
als and Methods).

Liquid secondary ion mass spectrometry (SIMS) was carried
out using a mass spectrometer (Model Autospec, Micromass,
Manchester, England). The matrix was glycerol/HCI (1:1).

RESULTS AND DISCUSSION

V. subterranea grains were extracted by methanol
with added TFA. A preliminary HPLC of the crude
extract allowed the detection of five pigments (Figure
1) having UV-vis spectra typical of the anthocyanins.
The crude methanol extract was chromatographed suc-
cessively on an ion-exchange resin, on a Sephadex
column, and on a reversed phase silica gel column to
give three major pigments: 1 (relative proportion =
26%), 8 (relative proportion = 23%), and b (relative
proportion = 36%). They were finally purified by
preparative TLC on silica gel. R, data observed in
standard TLC conditions used for this group of pig-
ments, retention times in HPLC, and absorption maxima
in UV—vis spectra of 1, 3, and § are presented in
Table 1.

Our attemps to isolate the minor pigments 2 (relative
proportion = 8%) and 4 (relative proportion = 4%) were
unsuccessful, and their identifications were therefore
dropped from of the study. The complete separation of
4 from 5 was only possible by preparative TLC on silica

gel. All isolated pigments were present in the crude
methanol extract as confirmed by comparison of the
HPLC profiles of a crude methanol extract prepared
without TFA; a possible hydrolysis during the extraction
steps in the presence of TFA was thus discarded.

The hydrolysis of 1, 8, and 5 in TFA solution afforded
glucose as confirmed by GLC analysis after silylation.
The SIMS of anthocyanins 1, 8, and 5 showed strong
[M]** ions at, respectively, m/z 465, 479, and 493,
consistent with C31H2,012, C22H330,2, and C23H250,2
molecular formulas. In addition, ions observed at m/z
303 for 1, at m/z 317 for 8, and at m/z 331 for 5 were
assigned to a loss of [C¢H,0O5]*, the glucosyl moiety, in
accordance with the GLC results. The linkage of the
glucosyl moiety at C-3 was deduced from the chemical
shift of the anomeric protons (Table 2) and by the Eyo/
E\viemax values (Table 1) (Ribéreau-Gayon, 1968). The
B configuration of the glucose moiety of all three
anthocyanins was confirmed from the magnitude (J =
7.6 Hz) of the JJy- 2~ coupling constant in the 'H NMR
spectra (Table 2). The 'H NMR data related to the
aglycon protons were in close agreement with those
reported for other delphinidin, petunidin, and malvidin
3-0O-p-glycosides (Kim et al., 1989; Terahara et al., 1990;
Tsuda et al., 1994). The complete data, which were
partially reported until now, are listed in Table 2,

Compounds 1, 8, and § were, therefore, respectively,
delphinidin 3-0-g-glucoside, petunidin 3-0--glucoside,
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and malvidin 3-O-8-glucoside. The coloration of differ-
ent grain samples showed marked variations; therefore,
the pigment concentration was assumed to be dependent
on the cultivation region and on the harvest time. The
usual consumption of the V. subterranee grains in
Burkina Faso provided a mean daily intake of 5—10 mg
of the pigments. Because of the known biological
activities of anthocyanins (Morazzoni and Bombardelli,
1996), health benefits due to significant consumption
of this food have to be considered.
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Anthocyanins from fruits of Lannea microcarpa
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Abstract The major anthocyanin pigments from fruits of Lannea microcarpa were identtfied
as cyanidin 3-0-(2-0-8-D-xylopyranosyl)-f8-D-galactopyranoside (0-15%) and cyanidin
3-0-f-D-galactopyranoside (0-45%). The amount of total anthocyanins in the fruit was
1300 mg/100 g of dry epicarp.

Keywords: Lannea microcarpa, Anacardiaceac, anthocyanins, natural pigments.

Introduction

Lannea microcarpa (Anacardiaceac) is a wild tree 6-8 m high, indigenous to the Western
African savannah. The fruits are ovoid drupes 7-8 mm long and edible. This study 1s part of
a screening programme for plant pigments (Sérémé et al. 1993, 1995; Nacro and Millogo-
Rasolodimby 1994; Kouda-Bonafos er al. 1994, 1996; Palé et al. 1997) that might be alter-

natives to synthetic dyes.

Materials and methods

Fresh mature fruits from L. microcarpa were harvested when dark purple .n colour (May-
July). The epicarp of the fruits was quickly washed with water, frozen, lyophilized and
ground; the powder was stored in vacuum until extracted.

The cpicarp powder (5 g) was extracted three times with [00 ml of 1% HCl in cthanol and
the extract concentrated in vacuum. Descendent chromatography of the concentrate on
Whatman 3MM paper using HAc-HC1 as solvent gave two bands. Each was dissolved in
0-0IN HCI/McOH and purified again by descendent chromatography on Whatman 3MM
paper using BAW (Francis 1982). Each band was again dissolved in 0-0IN HC1/McOH and
vacuum concentrated. The pigments were then precipitated by addition of cthyl acetate, sepa-
rated by centrifugation and dried, yielding 7-5 mg and 22-5 mg of pigment R| and R, respec-
tively. The chromatographic solvents are specified in Tablel.

The spectral data were obtained with a SAFAS double cnergy system, DES 190 spec-
trophotometer. The pigments were dissolved in 0-0IN HCI/MceOH and the AICI, shifts were
determined by adding 2 or 3 drops of 5% A1CI /EtOH.

For total hydrolysis 4 ml of 2N trifluoroacetic acid was added to 2 mg of cach pigment
and the mixture was hieated at 110°C for 45 min in vials. After cooling, the aglycones were
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extracted using 3-methylbutan-2-ol, evaporated and spotted onto Whatman 3MM paper with
standard solutions of aglycones. The paper was run in BAW and Forestal. The aqueous solu-
lion containing the sugars was vacuum evaporated to dryness. The residucs were taken for
derivatization in pyridine/N-(trimethylsilylimidazol (2:1) and heated at 60°C for 15 min. The
TMSSi derivatives were identified by GC on a CP-Sil-8-CB Chromapack column in compari-
son with authentic sugar standards.

Table 1. Chromatographic solvents

Abbreviation Composition Proportion (v/v)
BAW n-Butanol:glacial acetic acid:water. Upper phase 4:1:5
BuHClI n-Butanol:2N hydrochloric acid. Upper phase 1:1

1% HC] Concentrated hydrochloric acid:water 3:97

15% HAc Glacial acetic acid:water 15:85
Hac-HClI Water:glacial acetic acid:concentrated hydrochloric acid 82:15:3
Forestal Glacial acetic acid:concentrated hydrochloric acid:water 30:3:10

For controlled hydrolysis, 5 mg pigment were dissolved in 2 ml of 0-01N HC1/MeOH,
2 ml of 2N HC! was added, and the solution was boiled in a water bath. The solution was
sampled at intervals (0-30 min), each sample being spotted onto Whatman 3MM paper and
developed in BAW and HAc-HCI1. The total anthocyanin content of fruit epicarp was deter-
mined by comparing the absorbance at 529 nm of the crude extract with standard solutions
of pure anthocyanins extracted from L. microcarpa using 0-01N HC1/MeOH as solvent.
Appropriate adjustments were made for dilution. The crude extract used for the determina-
tion of the total anthocyanin content was prepared by extraction of lipids from the
lyophilized fruit epicarp. The lipid-free residue was dissolved in methanol and precipitated
with ethyl acetate.

'H NMR (250 MHz) spectral data were obtained on a Bruker spectrometer in CD,0D-
TFA-d\(0-5:0-1 ml). A shilt to lower magnetic field of dissolved H,0 signal was produced by
adding 30 ul of TFA-d,.

Results and discussion

The most efficient purification and separation were obtained using HAc, HC1 and HAc-
HCI as elution solvents (Table 2). The two pigments R, and R, showed, respectively, onc
peak at 281 and 282 nm, characleristic of non-acylated anthocyanins (FFigure 1 and Table
3). The addition of AICI | showed a bathochromic effect in the visible spectea for the two
pigments (Table 3), indicating the presence of fice vicinal hydroxyl groups in the B ring
(Pomilio 1973; Ribércau-Gayon 1968; ladcroza ef al. 1992). Morcover, no pigment
showed fluoresencc under UV light, indicating no substitution at the 5-position. These data
were confirmed by the Ay /A ratio, which remained constant after hydrolysis (Table
3). Acid hydrolysis of the pigments yielded the same aglycone, identified as cyanidin by
chromatography, UV/visible and 'H NMR, and by comparison with an authentic samplc
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and with the literature data (Tables 2 and 3). Controlled hydolysis of R, showed one
intermediate pigment (R, ) similar to R, (Table 2). Similar hydrolysis of R, showed no
intermediate pigment, indicating the presence of only one sugar, identified as galactose
(Tables 2 and 4). Total hydrolysis of R, yiclded two sugars identified as galactose and
xylose. The 'H NMR data (Table 4) confirmed the identification of -D-glycopyranosyl
configuration of the (wo sugar moictics, because of the large coupling constants of their
anomeric proton (J,,, ,~7-5-7-7 Hz). Morcover, the shift to lower magnetic field of H-2
signals of the galactosyl (ASHz(RLR:FO‘3 ppm) indicated that this position was glycosylat-
ed (Nakatani et al. 1995; Terahara e al. 1996). Thus R, and R, are identified as cyanidin
3-0-(2-0-$-D-xylopyranosyl)-#-D-galactopyranoside and cyanidin 3-O-8-D-galacto-
pyranoside, respectively. As the total amount of anthocyanin in the fruit was 1300
mg/100 g of dried epicarp, the fruits of Lannea microcarpa are a promising source of
natural pigments.

‘Table 2. Chromatographic data of pigments {rom L. microcarpa (ruits

R, x 100 R (min)*

HAc 15% HAc-HCl 1% HCI BAW Bu-HCI  Forestal o 6 AR,

R, 80 61 43 45 48 75
R, - 40 - 44 - -
R, - N - 71 - -
R, 76 40 14 43 46 60
R, - 10 - 72 - -
Aglycone from
R and R, - - - 71 - 50
Cyanidin - - - 72(71) - 52(48)
Malvidin - - - 65 - 53(60)
Sugars from; R
R, - - - - - - 14.60 1590 1.30
- - - - - 1820 1920 1.00
R, - - - - - 18:30 19-30 100
Glucose 19:30 2090 130
Galactose 1830 1930 1.00
Xylose 1470 1600 130

Values in parentheses were reported by laderoza ef al. (1992) and Ribéreau-Gayon (1968).
* GC analysis of silylated sugars.
"Rh, R,, and R,, are the products of controlled hydrolysis from R, and R, respectively.
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Table 3. UV/Vis spectral dita of anthocyanins Ivom . mecrocaspa Sewnts i 0-0EN HCW/MeOH

Pigments Aglycones Standards
R, R, A (R, and R)) Cyanidin Malvidin

A (nm) 281 282 277 278 275

wan, visiple OUT) 529 529 539 538(545%, 545**) 547
Auumx/AvisAnux 70 76 60 54 47
AL A g o 22 20 24 19 15
UV fluorescence no no no no no
Change in Avis.max with AICI,
addition (nm) +35 +36 +8 +8 00

*Data obtained in 0-0IN HCI/EtOH.
**Data reported by Ribéreau-Gayon (1968).

Table 4. '"H NMR spectral data of anthocyanins from L. microcarpa fruits

R, R,
Assignment & (ppm)J(Hz) & (ppm)J(Hz)
Aglycone

H-4 899, 8-88,s

H-6 6:91,d(1.3) 6-78,d (1-3)

H-8 6-70,d (1-9) 6-60,d (1-9)
H-2' 8-10, d (2-3) 7.72,d(2-3)

H-5 7-05,d (87) 689, d (8.7)
H-6' 8-26, dd (8-7,2:3) 800, dd (8-7,2.3)

S~-D-Glucopyranosy!

H-1 542,4(7-6) 5:26,d(7-7)
H-2 4:27,dd (93, 7-6) 4:00,d (93,77
H-3 3540, m 3-4-4.0 m
H-4 3.54.0,1m 3-5-4.0, m
H-5 3-540,m 3.5-4-0, m
H-6a 3.5-4.0, m 3.54-0, m
H-6b 3-5-4-0, m 3-5-4.0, m

S-D-Xylopyranosyl

H-1 4-73,d(7-5)
H-2 3.0-4.0, m
H-3 3:04.0, m
H-4 - 3-0-41.0, m
I -Sa | 30 4.0, m
H-5b 3-0--0, m
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Figure 1. UV/Visible spectra of L. micracarpa pigments in 0-0IN HC1/MeOH.
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Abstract— Among several anthocyanins detected in the flowers of Ipomoca asarifolia, two acylated anthocyanins
were isolated and studied using chemical, GC, mass spectrometric and extensive NMR methods (TOCSY-1D.
DQF-COSY and HMBC mecasurements). The first anthocyanin was identified as cyanidin 3-O-[2-0-(6-0-
(£-caffeoyl)-f-p-glucopyranosyl)-6-0-( L-catleoyl)-fi-D-glucopyranoside]-5-O-[fi-D-glucopyranoside]. and the
new structure as cyanidin 3-0-[2-0-(6-O-( E-p-coumaroyl)-fi-p-glucopyranosyl)-6-0-( E-calleoav-4-p-gluco-

{

pyranoside]-5-O-[f-p-glucopyranoside]. 1998 Published by Flsevier Science Lid. All rights ic.

INTRODUCTION ditions. Anthocyanins sereening in the coned crude
extract was carried out by HPLC following the
mcthod deseribed by Gao and Mazza [9]. The elution
conditions were however modified according 1o the
polarity of the pigments under investigation. Among
eight pigments, the major anthocyanins 1 (R, = 13.21
min) and 3 (R, = 14.96 min) showing absorption at
about 530 nm were selected for further purilication
tent of the Aowers. Previous works achieved on the and S“.l.wu”.c C|llCId;IllOll (Fig. 1). Su.cce.s:s'lvc CCon
tuber of 1. batatas (sweet potato) [2-4) and on the Amberlite XAD-7. L1120, and RP-§ silica gel and
flowers of /. cairica [S, 6] have led to the isolation of
acylated anthocvanins based on cyanidin, Particu-
larly. two partly characterized  diacyvlited  antho-
cyanins. cyanidin 3-O-(dicaffeoyl-sophoroside)-5-0-

Iponmoea asarifolia [Desv.] Roem. and Schult. (Con-
volvulaceae) {1} 1s a tropical creeping plant in per-
mancnt flowering growing in West Africa. [t is very
abundant in area around rivers. To pursue our studics
on the pigment of several ptants growing in Burkina
Faso and in connection with the increasing need of
natural dyes, we mvestigated the anthocyanms con-

prep. TLC allowed their isolation as TFA salts.

glucoside und  cyanidin = 3-O-(coumaroylcalfcoyl-  mAU

sophoroside)-5-O-glucoside were isolated [5]. In

addition, several acetylated pelargonidin glycosides . 3
and acylated cyanidin glycosides were more recently

isolated from the flowers of 1. purpurca [7. 8|. The S0 1

present paper describes the structure clucidation of
two major anthocyanins isolated form the Rowers of
[ asarifolia; one of them is new.,

RESULTS AND DISCUSSION

The flower petals, freshly collected and freeze-dried,
were ground and extracted by MeOH in acidic con-

0 10 20  Rr(mm)
- - e s = Fig LOHPLC chromatogram of a methanol erude extract off
“* Author 1o whom correspondence should be addressed . - 1. asarifolia lowers.
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Pigment | was identified as 3-0-[2-0-(6-0-(/-
calleoyl) - fi- 0 - glucopyranosyl)- 6 - O - (£-calleoy]) -
fi-p-glucopyranoside]-5-O-[fi-D-glucopyranoside] by
direct comparison of its UV (Table 1), with those
earlier published for the identical pigment isolated
lrom £. pupurea [8).

As observed for 1. the UV-visible spectrum of 3
showed two characleristic absorptions at 295 and 319
nm corresponding to phenolic acid residues in
addition to the absorption at 528 nm (Table 1). The
E.. E... ratio (Table 1) indicated the presence ol two
phenolic acid moieties. The £,/ k.. ratio (Table 1)
compared to that of cyanidin suggested that the C-5
was substituted [10]; the baihochromic shift on the

maximum visible wavelength, obtained by addition of

AlCL,, indicated the presence of vicinal free hydroxyl
groups in the anthocyanidin. On acidic hydrolysis. 3
afforded only glucose that was identified by GC as
the TMSSi cther. The TLC analysis of the products
obtained by alkaline hydrolysis allowed the ideati-
licitton ol calleie and p-conmiaric avids, Tlas resall
indicated that at least one molecule of cach ol these
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11R1=R2=OH
3:R1=Ha.nd R2=OH

acids esterified a glucosyl moiety and was not included
in the chain [11]. The ESI MS showed a molecular
ion at 1081 (100%) [M '] consistent with CqH::0.,
molecular  formula. 919  [M —cafleoyl]*, 773
[M — (coumaroyl-cafleoyl) or —(coumaroyl-gluco-
sy)]'. 611 [M-coumaroyl —caffeoyl - glucosyl]*.
[M — coumaroyl —calleoyl — (glucosyl) x 2], 287
[M —coumaroyl — calleoyl — (glucosyl) x 3]*. In the
91H NMR spectra, the ring protons signals of cyan-
idin appeared at o 8.85 (H-4), 8.22 (H-6"). 7.92 (H-2").
7.00 (H-3). 6.86 (H-6) and 6.84 (H-8). Two pairs ol
doublet signals at 0 (5.96 and 7.20) and o (5.81 and
7.10) with large coupling constants (J = 16 Hz) were
ohserved, indicating the E-configuration of the ole-
finic protons of the two phenolic acid residues, cafleic
and coumaric acids. Most of the sugars prolons
appeared between § 3.0-5.5 as overlapping signals.
However, the three characteristic doublets cor-
responding to the anomeric protons of Gic A, B and
C were clearly sepd at respectively d 5.32, 4.79, and
S 20 Ther f-n-pyranoside conlipurations were con-
fimed by therr Jarge coupling constauts (f = 7.2 8.4

Table 1. Chromatograpluc and UV-vis data of the anthocyamins |and 3 (vont Ipomoca asarifolia Nowers

TLC UV vis
(R, x 100) - - U U,
T HPLe Evu Fwn  +HAICLE
Anthocyanin BAW*  LALWT R, {min) Zawas (1011} (JO0g 32) Lo an J S A ()
1 24 R 13.2] INIGR) 290 0 ) 0.95 12 R
A30 (44 SR (444

3 30 43 14.96 ©2B3(4.50). 295 (4.54) (.10 12 411
TR (dS), 528 (4.4%)

Adsorbenrs: ® micracrystalline cellulose Fand i gel 66 (Merek). For HPLC and TLC conditions: see Experimental,

1 2-Ydrops 3% AICH in McOH were added.

b



134

Acylated anthocyanms trom Ipomoca asarifolia 1435

Table 2. "Cand 'H NMR spectral data for anthocyanins § and 3 [vam iponsoca asarifola i (CDOD TEA=d, (3 1))

i 3
Assignment Ay ppm (i) O {(ppmy) ontppm) f(He) O tppy)
Aglycone 2 165.0 164.8 »
- 3 143.0 1450 ;
4 8.4,y 138.7 NS4S 139.0
3 136.9 156.7
6 6.85. d(1.8) 105.6 6.86.4(1.8) 103.6
7 170.0 170.0
N 6.83.d(1.8) 97.6 6.84 J(1.8) 97.6
9 156.6 1371
10 110 113.0
I 120.0 . 1207
> 2.92.d (1.8 115.6 792, d(1:8) 1185 )
R 473 147 .4
4 1363 156.4
h 7.00. d (5.4 P17, 700, d (8.4) 117.5
6 819, dd (8.4, 1.8y 129.1 R22, (3.4, 1.8) 129.2 )
i
Glucose A 1 S30.4(7 4 1029 3.32,d(1.2) 102.9
2 4.00, dd (7.4.9.0) 83.7 398, dd (7.2,9.0) 83.9
3 8L (9.0) 76.0 38,1 (9.0) 75.9
E 3.60, ddd (9.0, 9.6) 711 .59, dd (9.0, 9.6) 71.2
3 6.76, 1 (9.6, 5.9) 717 374.m (9.6, 5.4) 1.7
6a 4.45.d4(55.12) 64.1 443 dd (5.4, 12.0) 64.1
6b 411, d(4.4) 64.1 4.10.  (12.0) 64.1
Glucose B | 4.81, (7.0 106.0 4.79. d (8.4) 106.1
2 3.52, ded (7.0.9.0) 753 3.50. &l (8.4, 9.6) 75.4
3 3.50, ddd (9.0.6.8) 713, 344, dd (9.6, 7.2) 77.4
4 3.46. dd (6.8, 6.0) 71.2 346, dd (7.2, 6.6) 711
S 3.48. dd (6.0. 2.4) 78.6 3.52.dd (6.6, 3.4) 7
6 432, ded (24.12.0) 639 4.24, dd (3.4, 12.00 64.0
4.28,d (12.0) 639 4.24,d (12.0) 64.0
Glucose C 1 5.16, d (7.6) 1024 5.12,d(7.8) 106.2
2 3.80, del (7.6,9.0) 74.5 3.76, del (7.8, 9.0) 75.5
3 3.65, 190 76.0 3611 (9.0 764
4 353, dd 19.0.9.6) 714 3.50, el (9.0, 9.06) 714
3 3.70. m (9.6, 2.4) 77.8 357,01 (9.6, 2.4) 778
O 3730 dd (24.12.0) 62.4 3.79, dd (2.4, 12.0) 625
b 4.02, o (12.00) 62.4 4.03, d (12.0) To6s
Acyl | E-Caficovi E-Caffeoyi
! 1273 1271
2 6.82, d (1.8} 11522 6.63, d(1.8) 115.2
3 140.4 146.4
4 149 3 1496
3 T2 (84 Fho 675, d(8.4) 116s
6 0.04, dd (8.4, 1.8) 1234 O0.68, dd (1.8, 8.4) 1233
’ 594, d (16.0) 114.4 5.96,d(16.0) 1144
/i TAR. d(16.0) 1471 7.20, d (16.0) 147.1
=0 1694 169.0
Acvl 1l F-Calteoy ] L-Coumaroyl
| 127.0 126.4
2 6.60. J/(1.8.0) 115.0 7.03. d(8.4) 130.9
3 146.4 6.67. d (8.4) 1168
4 1403 tel.0
N 6.61, J(%.4) 116.3 6.67, d(8.4) 116.8
O 6.50, dd (3.4, 1.%) 1228 703, d(8.4) 130.9
] S5 d (6. el S8 diloy (4.4
I 7.00.d (16.0) 146.6 700.d(16.0) 146.3
C=0 ) 16%8.6 168.7
* Assignments determined by COSY, HMBC, and TOCSY 1),
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Hz). 'H NMR, "'C NMR, TOCSY 11D spectra.
DIFFNOE and HMBC experiments (Table 2) con-
firmed thint the stractural Teatures ol 3 were identical
to those ol 1 except for calleic acid (aeyl 11} which
wias replaced by coumaric acid. This modification was
confirmed by the ""C NMR spectra which showed
clearly signals at 8 130.9 and 116.8 with double inten-
sities corresponding to (C-2. C-6) and (C-3, C-3) ol p-
coumaric acid. Finally, pigment 3 was identified
as cyanidin 3-0-[2-O-(6-(f:-p-coumaroyl)-fi-n-gluco-
pyranosyl)-6-0-(E-calleoyl)-fi-n-glucopyranaside|-3-
O-[fi-p-glucopyranoside).

EXPERIMENTAL

General procedures

TLC was carried out on plates of microcrystalline
cellulose F (Merck) and silica gel (Merck) using three
mobile phases: EAFW (E1OAc -[H1OAc-HCOH-
H.O, 100:11:11:26) and BAW (1-BuOH-HOAc-
H.,O, 4:1:5 upper phase) for anthocyanins and tolu-
cne-HOAc-H,0 (40:10:5) for the phenolic acids.
These latest were detected under UV light. HPLC was
performed on a Waters Associates apparatus using i
Nova Pak Cy column (160 x 4 mm, 4 um) at 25 with
a flow rate of 0.8 ml min~' and moniloring with a
photo diode array detector operating at 520 nm. A
lincar gradient solvent system was applied for 20 min
from 40 to 75% of B (McOU 11,0 HCO.
75:24.5:0.5) in A (H,0-HCO,H. 60:1): an isocratic
elution was then maintained for [0 min. UV vis spee-
tra were recorded on a UV-265 FS spectrophotometer
(Shimadzu) in 0.01 N HCI-MeOH (from 250 to 600
nm). Mass spectra were measured in MeOH with an
electrospray LC-mass spectrometer (ESI) from Mic-
romass. "*C NMR (150 MHz) and 'H NMR (600
MHz) spectral data were obtained on a Varian spec-
trometer in CD,OD~-TFA-d, (0.5:0.1 ml). When the
signals of the anomeric protons of the investigated
anthocyanins were partially overlapped by the signal
of the dissolved H,0O, an additional shilt to lower
magnetic ficld of this signal was produced by adding
30 ul of TFA-d,.

Plant materiul

The flowers of Ipomaoca asarifolia [Desv.) Roem.
and Schult. (Convolvulaceac) [1} were freshly hae-
vested in August 1995 in the station of the University
of Ouagadougou where a voucher specimen has been
deposited. They were immediately freeze-dricd and
ground: they were stored in the dark and keptin a dry
plice.

Extraction and isolation of anthocyvaning

10 g of sample were extracted with 200 ml of %
TFA-MeOH at 57 overnight. The filtration residuc
was washed with 100 ml ol solvent. The liltrates were

pooled and coned under vicuum 1o dryness under 35
10 ml of (0.5% TEA-H,0)/McOH (7:3) was added.
The soln was liltered and coned to 5 ml. The mixt.
was transterred on an Amberlite XAD-7 column that
was lirst washed with 0.5% TFA-H,O. Anthocyanins
were cluted with (0.5% TFA-H,0)/MeOH (3:7). The
resulting saln was coned and subjected ta a Sephadex
LH-20 CC using [(0.5% TFA-H.,0)-MeOH, 7:3)].
Each fr. was fractionated (wice on a LiChroPrep RP-
8 (440-37, 40-60 yim, Merck) column using (0.5%
TIFA-H,0Q)/McOH (6:4) at a flow rate of 3 ml min '
Fractions (about 10 ml) were collected and controlled
by TLC on a silica gel with EAFW as solvent (Table
1). The nujor [rs were coned and the purification was
achieved by prep. TLC using EAFW as mobile phase.
The isolated bands were cluted with 0.5% TFA-
McOH, concd and rechromatographed on a RP-18
silica gel using (0.5% TFA-H,0)/McOH (6:4). The
cluates were coned and Ireeze-dricd to give 1. 3and 5
as TFA salts.

Huydrolysis procedures and identification of the acvl and
the sugar moieties

Alkaline hydrolysis was performed under nitrogen
according to the method described by Terahara et «f.
[12]. Prep. TLC on silica gel was carried out to purify
the acyl moietics before the final identification by TLC

~in comparison with stundards. Acidic hydrolysis were

performed by dissolving 2 mg ol cach pigment in 4 mt
ol 2 N TFA-H,0 in a sealed vial and heating at 110
lor 45 min. The anthocyanidins were extracted twice
by 0.5 mi of 3-methyl-2-butanol. The resulting aq. frs
were evaporated to dryness. The residucs were taken
for derivatization in  pyridine/N-(trimethylsilyl)
imidazole (2:1) and heated at 60" for 15 min. The
TMSSi of sugar residues were identified by GC on a
CP-Sil-8-CB Chromapack column (25 mx0.32 mm
1.D.) in comparison with authentic sugar standards,

Anthocyanin 1. 1097 (100), 935 [M —caffeoyl]* (35),
773 [M —(caficoyl) x 2 or caffeoylglycosyl)] (1), 611
[M — (caffeoyl) x 2 —glucosyl]* (3), 449 [M —(caffeoyl-
glycosyly < 2]*  (25), 287 [M—(callcoylyx2—
(glucosyl) x 3]* (54).

Anthoeyanin 3. 1081 [M *1(100), 919 [M — calleoyl]’
(41), 773 [M — (coumaroyl-caffcoyl) or — (coumaroyl-

glucosy)]' (1), 611 [M—coumaroyl—cullcoyl —
glucosyl]*  (3), 449 [M —coumarayl—caflcoyl—
(glucosy)x 21" (37D, 287  [M —coumuroyl —

calleoyl — (glucosyl) x 3] (52).
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LES ANTHOCYANES DANS QUELQUES PLANTES AFRICAINES
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2 Laboratoire de pharmacognosie et de bromatologie, Institut de Pharmacie,
Université Libre de Bruxelles, Campus de la plaine, C.P. 205-4,
Boulevard du Triomphe, B-1050 Bruxelles, Belgique

Abstract

The anthocyanins are polyphenolic compounds derived from the 2-phenylbenzopyrylium
(Flavylium). There are two groups: the 3-oxyanthocyanins and the 3-deoxyanthocyanins. In the
plant, the anthocyanin compounds act to protect against different attacks (pathogens, UV rays,
etc.). The anthocyanins have many pharmacologic activities: they increase visual faculties and
prevent vascular troubles. The anthocyanins are used as food colouring additives and dyes. This
study is part of a screening programme for plant pigments, which might be alternatives to
synthetic dyes. We isolated thirteen anthocyanins from five plants of Burkina Faso (Hibiscus
sabdariffa, Lannea microcarpa, Sorghum caudatum, Vigna subterranea and Ipomoea asarifolia).
Burkina Faso has a high potentiel of anthocyanin plants, a promising source of natural
pigments.

I. INTRODUCTION

Les anthocyanes sont des substances naturelles de la famille des flavonoides. Elles se
distinguent par leur forte polarité due a l'aromaticité du noyau flavylium. D'innombrables
recherches ont été effectuées sur ces composés. En 1993, Timberlake annongait 1'existence de
plus de 2200 références sur les anthocyanes (1). Aujourd'hui, ce chiffre est sans doute dépassé de
trés loin. Les anthocyanes sont classées en deux groupes:

- les anthocyanidines (ou anthocyanidols) qui sont issues du noyau flavylium (2-
phénylbenzopyrylium) par hydroxylation et/ou méthoxylation. Ce sont des génines desquelles
dérivent le groupe suivant ;

- les anthocyanines (ou anthocyanosides) qui sont issues de la formation de ponts éther
entre une(des) molécule(s) de sucre et les génines.

Parmi les anthocyanidines I'on peut distinguer deux sous-groupes (Tableau 1) :

- les 3-oxyanthocyanidines qux possédent un groupement hydroxyle en position 3; ce
sont les plus répandues;

- les 3-désoxyanthocyanidines qui poss¢dent un hydrogéne en position 3. Ces composés
sont beaucoup moins répandus dans la nature.

Les anthocyanidines ont un nom systématique, mais il leur est attribué, en général, des
noms triviaux en rapport avec le nom de la plante dans laquelle I'anthocyanidine a été isolée pour
la premiére fois. On remarquera que les deux groupes se différencient essentiellement par la
position 3. Cette position joue un role important dans le comportement chimique des composés
anthocyaniques.

g
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Produits naturels d'origine végétale

Figure 1. Le cation flavylium substitué; R3+, Rs' et Rg sont H, OH ou OCH3;
R73 est glycosyle, OH ou H; et Ry, R5 et R7 sont OH ou un groupe glycosyle.

Tableau 1. Anthocyanidines naturelles connues (2)

Nom Formule Substitutions (voir Fig. 1) couleur en
brute solution
3 5 6 7 3 4 5 acide/basique
3-oxyanthocyanidines '
aurantinidine CisH1j0¢ OH OH OH OH H OH H r* p/b
capensinidine Ci1gH1706 OH OMe H OH OMe OH OM r o/b
cyanidine CisHjj0¢ OH OH H OH OH OH H /b
delphinidine Ci5sH1j07 OH OH H OH OH OH OH rp/b
europinidine Ci17H1507 OH OMe H OH OMe OH OH rp/b
hirsutidine CigH;707 OH OH H OMe OMe OH OM /b
6-hydroxycyanidine [CjsHjjO07 OH OH OH OH OH OH H /b
malvidine Ci7H1507 OH OH H OH OMe OH OMe r p/b
5-méthylcyanidine |C1gH130¢ OH OMe H OH OH OH H ro/b
pélargonidine CisHjjOs OH OH H OH H OH H jo/b
paeonidine Ci6H130¢ OH OH H OH OMe OH H ro/b
pétunidine Ci6H1307 OH OH H OH OMe OH OH rp/b
pulchellidine Ci15H1107 OH OMe H OH OH OH OH r p/b
rosinidine Ci7H1s0¢ OH OH H OMe OMe OH H /b
3-désoxyanthocyanidines
apigénidine CisH1j04 H OH H OH "H OH H jir
carajurine Ci7H160s H OH OMe OH H OMe H jir
tricétinidine CisHjj0O¢ H OH H OH OH OH OH ro/r
lutéolinidine CisH11j0s H OH H OH OH OH H jolr

* . r=rouge, o = orangé, j = jaune, b = bleu, p = pourpre.

En effet, le groupe hydroxyl en position 3 est le seul qui ne soit pas phénolique (il est
énolique): il est trés déterminant aussi bien dans la couleur que dans la stabilité des anthocyanes
en solution. Les 3-oxyanthocyanidines et leurs dérivés sont rouges en solution acide et bleus en
solution basique, tandis que les 3-désoxyanthocyanidines et leurs dérivés sont jaunes a jaune-
orangé en solution acide et rouges en solution basique. Les solutions basiques des anthocyanes
sont en général instables: elles se décolorent assez rapidement alors que les solutions acides sont
beaucoup plus stables. - En outre la stabilité des pigments anthocyaniques est dépendante de leur
structure et de la température. S -
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Mais quel pourrait étre le rble des anthocyanes dans Ja plante? La fonction la plus
importante des anthocyanes est leur aptitude 3 communiquer les couleurs aux plantes ou aux
produits dérivés de ces derniéres. Les anthocyanes ont un double réle: elles contribuent a protéger
la plante contre différentes attaques (traumatismes, stress, agents pathogeénes, radiations ultra-
violettes, etc.) et & attirer les animaux qui pourront véhiculer les semences et ainsi assurer la
pérennité des espéces. Dans les feuilles, les anthocyanes agissent comme un écran contre les
fortes radiations U.V. Barber (3) a montré qu'a haute altitude, ol les radiations U.V. sont plus
intenses, la production d'anthocyanes par Eucalyptus urnigera augmentait fortement. La
résistance aux agents pathogénes du pois, du sorgho, du mais, a également été associée a la
présence des anthocyanes.

Enfin, les anthocyanes accroissent la photosynthése dans les feuilles des plantes des
foréts tropicales de méme qu'elles régularisent la photosynthése dans certaines plantes ligneuses.

II. IMPORTANCE SOCIO-ECONOMIQUE

Les anthocyanes sont utilisées comme colorants dans 'alimentation, la tannerie, la
fabrication des pierres a 1écher, etc., et comme médicaments. Elles sont commercialisées par

I'industrie pharmaceutique sous le nom de Myrtocyan® et également comme additifs alimentaires
(colorants) sous le nom de code de la CEE: Ejg3. Leurs propriétés pharmacologiques sont
nombreuses. En effet, d'aprés Bruneton (4), Bénavent (5), Morazzoni et Bombardelli (6), les
anthocyanes sont responsables de l'augmentation des facultés visuelles et jouent un réle
important dans la prévention de troubles vasculaires. Elles agissent en favorisant 1'équilibre
hémodynamique du systcme circulatoire, en diminuant la perméabilité des caplllalres et
augmentent ainsi la résistance a la rupture des petits vaisseaux.

Les extraits de sirop d'anthocyanes étaient autrefois administrés pour limiter le
saignement qui suit 1'ablation des amygdales. Les extraits de fruits de la myrtille étaient utilisés
dans le traitement local des stomatites et de certains eczémas. Les extraits de myrtille étaient
également consommés par les soldats dans le but d'accroitre leur vision nocturne au combat. Les
anthocyanes étaient utilisées en diététique; une cure de raisin noir donnait un teint reposé, une
peau fraiche et un ceil vif. Cette méme cure était pratiquée contre la constipation, les
hémorroides et les dermatoses. Par leurs propriétés antioxydantes, les anthocyanes se comportent
comme des piéges de radicaux libres dans l'organisme. Ces activités anti-inflammatoires, anti-
ulcériques, antiarthériosclérosiques, et cicatrisantes ont été largement abordées par Morazzoni et

' Bombardelli (6).

III. DISTRIBUTION

128 espéces de plantes a tannins et & anthocyanes ont été recensées au Burkina Faso par
Nacro et Millogo-Rasolodimbi (7). Les pigments anthocyaniques peuvent étre rencontrés chez
tous les angiospermes a l'exception des caryophyllales. En effet, dans cet ordre, seules les
Caryophyllaceae et les Molluginaceae en renferment. Les anthocyanes se retrouvent, en général,
dans les pétales des fleurs et dans les fruits. Mais elles sont souvent présentes dans les bractées
(Bromeliaceae), dans les feuilles (Coleus sp.), dans les pétioles (Rhapoutic), les racines, les
gaines des tiges et les graines (Sorghum caudatum).
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IV. ETUDE DES ANTHOCYANES DE QUELQUE PLANTES DU BURKINA
FASO

Nous nous sommes intéressés principalement a quatre plantes qui sont largement
consommées. Il s'agit de:

- Hibiscus sabdariffa (Malvaceae) ou oseille de Guinée dont les feuilles sont utilisées
pour la préparation des sauces tandis que les calices entrent dans la préparation de boissons

locales;
- Lannea microcarpa (Anacardiaceae) ou raisinier consommé sous forme de fruit ou de

jus fermenté ou non (8);

- Sorghum caudatum (Poaceae) ou sorgho rouge ou encore sorgho teinturier beaucoup
utilisé dans I'alimentation humaine et animale et dans le tannage et la teinture des cuirs et peaux
(9, 10);

- Vigna subterranea (Fabaceae) ou arachide bambara ou encore pois de terre dont les
graines sont utilisées exclusivement dans I'alimentation humaine (11).

La méthodologie utilisée est la suivante: les extraits alcooliques (éthanol/acide
trifluoroacétique, 99/1 v/v)°des pigments des plantes ont été purifiés a l'aide des méthodes
chromatographiques usuelles (CCM; CP; CC; CLHP). Les composés majoritaires isolés ont été
caractérisés a l'aide des méthodes physico-chimiques (spectrométrie UV-visible, masse, RMN et
CLHP). Les structures de 9 composés identifiés sont consignées dans le tableau 2.

Tableau 2. Récapitulatif des pigments anthocyaniques caractérisés
dans les quatre plantes étudiées

Teneur (%) Composés caractérisés
% * % * X%
1# - delphinidine 3-O-B-D-glucopyranoside
2 70 1,5 delphinidine 3-O-(2-O-3-D- -
Hibiscus xylopyranosyl)-8-D-glucopyranoside
sabdariffa 4 - cyanidine 3-O-B-D-glucopyranoside
5 21 cyanidine 3-O-(2-O-8-D-xylopyranosyl)-
B-D-glucopyranoside
Lannea 1 - cyanidine 3-O-8-D-galactopyranoside
microcarpa 2 92 0,5 cyanidine 3-O-(2-O-B-D-xylopyranosyl)-
B-D-galactopyranoside
1 25 delphinidine 3-O-8-D-glucopyranoside
Vigna 3 35 0,008 pétunidine 3-O-8-D-glucopyranoside
subterranea 5 25 malvidine 3-O-8-D-glucopyranoside
Sorghum 1 88 0,5 apigénidine
caudatum 95 and
R 2 2] 7-O-méthylapigénidine

*; poqrcentagc relatif des pigments caractérisés; **: en g de pigment pour 100 g de matiere séche;
#: Vo_x_r ﬁgqr«_‘: 2, page suivante; $ valeur correspondant aux gaines des tiges.
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5: Ry = OH, Ry = Het Rz = xylosyle
A: glucosyle

Hibiscus sabdariffa (calices des fleurs)

OH

HO

l: R=H
2: R = xylosyle (sucre B)
A: galactosyle

Lannea microcarpa (épicarpe du fruit)

A
OH
HO oH
1: Ri=Rp»=0H

3: R1 = OH (ou OCH3) et
R = OCH3 (ou OH)
5: R1 =Rp = 0CHj3
A: glucosyle

Vigna subterranea (graines, fleurs)

Sorghum caudatum (gaines et graines)

Figure 2. Structures complétes des anthocyanosides isolés de quatre plantes étudiées.

OH

Note: xylosyle (sucre B) = HO m OH
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A I'examen du tableau 2, il apparait que les dérivés de la cyanidine et de la delphinidine
sont les plus répandus et les plus abondants. Toutefois, méme si l'apigénidine est trés peu
répandue, elle est trés abondante dans les gaines des tiges du sorgho rouge (88 %). Toutes ces
plantes sont trés abondantes en Afrique sub-saharienne et particuliérement au Burkina Faso. De
ce fait, elles constituent des sources de colorants pour l'artisanat et l'industrie. A cela, il faut
ajouter l'effet bénéfique de la consommation des fruits et graines de ces plantes sur la santé, qui
s'explique par les propriétés pharmacologiques des anthocyanes.

V. CONCLUSION

Nos investigations sur les quatres plantes (Hibiscus sabdariffa, Lannea microcarpa,
Sorghum caudatum, Vigna subterranea) du Burkina Faso ont permis d'identifier 9 pigments
anthocyaniques différents dont les dérivés de la cyanidine, de la delphinidine et de 1'apigénidine.
Nous savons aujourd'hui que les polyphénols en général et les anthocyanes en particulier jouent
un role trés important dans les plantes de méme qu'elles peuvent apporter d'énormes bénéfices a la
santé humaine.
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. RESUME

Ce mémoire est une contribution a la recherche de molécules nouvelles d’origine végétale a
{ propriétés colorantes et pharmacologiques. Nous avons isolé et identifié dix anthocyanosides dans
3 quatre plantes récoltées au Burkina Faso.

'g - Ainsi, le fruit de Terminalia catappa renferme la cyanidine 3-O-B-D-glucopyranoside. La

i teneur du pigment, calculée en cyanidine monoglucoside est de 0,4 g pour 100 g de matiére séche.

- Les fleurs de Adenium obesum contiennent la cyanidine 3-0-(4-O-a-L-rthamnosyl)-4D-
galactopyranoside a une teneur de 0,6 g pour 100 g de matiére séche.

- La Cyanidine 3-0-#-D-glucopyranoside, la cyanidine 3-O-(6-O-a-L-rthamnopyranosyl)-f-D-
glucopyranoside, la pélargonidine 3-O-f-D-glucopyranoside et la pélargonidine 3-0-(6-O-c-L-
rhamnopyranosyl)-#-D-glucopyranoside ont été isolées et identifiées dans les fleurs de Jatropha
integuerrima. La teneur en pigment, estimée en cyanidine rhamnosylglucoside (composé majoritaire
2) est de 2,4 g pour 100 g de matiére séche.

- Les pétales des fleurs de Ipomoea asarifolia comportent quatre anthocyanosides acylés de
structures nouvelles :

* la cyanidine 3-O-[2-O-(6-0-E-p-caféyl--D-glucopyranosyl)]-(6-O-E-caféyl--D-
glucopyranosyl)-5-O-f-D-glucopyranoside ;

* la cyanidine 3- O-[2-0-(6-O-E-p-coumaryl-f3-D-glucopyranosyl)-(6-O-E-caféyl--D-
glucopyranosyl)-5-O-fD-glucopyranoside ;

* la cyanidine 3-O-[2-O-(6-O-E-p-cafeyl- -D-glucopyranosyl)]-{ 6-O-[4-O-(6-O-E-3,5-
dihydroxycinnamyl)-B-D-glucopyranosyl)-E-caféyl]- #-D-glucopyranosyl }-5-O-f4D-
glucopyranoside et

* la cyanidine 3- O-[2-0O-(6-0-E-coumaryl- 4 D-glucopyranosyl)]-{6-O-[4-O-(6-O-E-
coumaryl)-B-D-glucopyranosyl)-E-caféyle]- f-D-glucopyranosyl }-5-O-3-D-glucopyranoside.

‘ La teneur estimée en anthocyanes totales dans les pétales des fleurs de Ipomoea asarifolia est
i de2,5gpour 100 g de matiére séche.

3 L’étude des activités anti-oxydantes révéle que six des huit composés étudiés sont aussi actifs
jque I’acide ascorbique pris comme référence. Cette étude indique que I’activité est liée 4 la nature et
{au nombre de sucres en position trois de I’aglycone. De méme, la nature de I’acyle en position
f terminale d'un anthocyanoside acylé s’avere trés importante dans I’ activité anti-oxydante de celui-ci.

Mots clés : colorants, pharmacologique, anthocyanes, anthocyanosides acylés, cyanidine,

?? rhamnosyl, glucosyl, E-p-coumaryl, E-caféyl, E-3,5-dihydroxycinnamyl, activités anti-oxydantes.
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RESUME

Ce mémoire est une contribution a la recherche de molécules nouvelles d’origine végétale a
propriétés colorantes et pharmacologiques. Nous avons isolé et identifié dix anthocyanosides dans
quatre plantes récoltées au Burkina Faso.

- Ainsi, le fruit de Terminalia catappa renferme la cyanidine 3-O-p-D-glucopyranoside. La
teneur du pigment, calculée en cyanidine monoglucoside est de 0,4 g pour 100 g de matiere séche.

- Les fleurs de Adenium obesum contiennent la cyanidine 3-O-(4-O-a-L-rhamnosyl)-4-D-
galactopyranoside a une teneur de 0,6 g pour 100 g de matiére séche.

- La Cyanidine 3-O-f-D-glucopyranoside, la cyanidine 3-O-(6-O- a-L-rhamnopyranosyl)- #-D-
glucopyranoside, la pélargonidine 3-O-B-D-glucopyranoside et la pélargonidine 3-O-(6-O-a-L-
rhamnopyranosyl)-D-glucopyranoside ont été isolées et identifiées dans les fleurs de Jatropha
integuerrima. La teneur en pigment, estimée en cyanidine rhamnosylglucoside (composé majoritaire
2) est de 2,4 g pour 100 g de matiere séche.

- Les pétales des fleurs de Jpomoea asarifolia comportent quatre anthocyanosides acylés de
structures nouvelles : ‘

* la cyanidine 3-O-[2-0O-(6-0-E-p-caféyl-fD-glucopyranosyl)]-(6-O-E-caféyl--D-
glucopyranosyl)-5-O-f-D-glucopyranoside ;

* la cyanidine 3- O-[2-O-(6-O-E-p-coumaryl--D-glucopyranosyl)-(6-O-E-caféyl-3-D-
glucopyranosyl)-5-O-fD-glucopyranoside ;

* la cyanidine 3- O-[2-O-(6-O-E-p-cafeyl--D-glucopyranosyl)]-{6-O-[4-O-(6-O-E-3,5-
dihydroxycinnamyl)-B-D-glucopyranosyl)-E-caféyl]- f#-D-glucopyranosyl }-5-O-4-D-
glucopyranoside et :

* la cyanidine 3- (+[2-0-(6-O-E-coumaryl-#D-glucopyranosyl)]-{6-O-[4-O-(6-O-E-
coumaryl)-pB-D-glucopyranosyl)-E-caféyle]- -D-glucopyranosyl } -5-O- #-D-glucopyranoside.
La teneur estimée en anthocyanes totales dans les pétales des fleurs de Ipomoea asarifolia est
de 2,5 g pour 100 g de matiere séche.

L’étude des activités anti-oxydantes révéle que six des huit composés étudiés sont aussi actifs
que I’acide ascorbique pris comme référence. Cette étude indique que I’activité est liée a la nature et
au nombre de sucres en position trois de 1’aglycone. De méme, la nature de I’acyle en position
terminale d'un anthocyanoside acylé s’avére trés importante dans 1’activité anti-oxydante de celui-ci.

Mots clés : colorants, pharmacologique, anthocyanes, anthocyanosides acylés, cyanidine,
rhamnosyl, glucosyl, E-p-coumaryl, E-caféyl, E-3,5-dihydroxycinnamyl, activités anti-oxydantes.
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