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LISTE PROTOCOLAIRE DES ENSEIGNANTS DE LA FACULTE DES

SCIENCES

UNIVERSITE DE YAOUNDE |
Faculté des Sciences
Division de la Programmation et du
Suivi des Activités Académiques

THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |
Faculty of Science
Division of Programming and Follow-up
of Academic Affaires

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS ‘ LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

Année académique : 2019-2020
(Par Département et par grade)

Date d’actualisation : 12 juin 2020

Administration

Doyen : TCHOUANKEU Jean Claude, Maitre de Conférences

Vice-Doyen / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences
Vice-Doyen / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur
Vice-Doyen / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiere : NDOYE FOE Marie C.F., Maitre de Conférences
Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche (DAASR) :
MBAZE MEVA’A Luc Léonard, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)
N° | Noms et Prénoms Grade Observations
1 | BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
NINTCHOM PENLAP V. épse Professeur En poste
7 | BENG
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS | Maitre de Conferences En poste
12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C.F. | Maitre de Conférences Chef DAF / FS
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13 | BOUDJEKO Thaddee Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de Conférences En poste
15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
17 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
18 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
19 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste

20 | MOFOR née TEUGWA Clotilde

Maitre de Conférences

Inspecteur de Service
MINESUP

21 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences En poste
22 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
BEBOY EDZENGUELE Sara Chargée de Cours En poste
23 | Nathalie
24 | DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
25 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane | Chargée de Cours En poste
26 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise | Chargé de Cours En poste
27 | EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
30 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
31 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | MBOUCHE FANMOE M. Joélle Assistante En poste
37 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48)

1 AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur \D/ISCS:E'DOYEN /
2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste

4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

- | ESSOMBA née NTSAMA MBALA | Professeur \F/I'\;‘*S;?ﬁ?/

6 | FOMENA Abraham Professeur En Poste

7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste

8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste

9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

10 | NOLA Moise Professeur En poste
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11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
12 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert | Professeur Coord. Progr. /
MINSANTE
13 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
14 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
15 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
16 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
17 ﬁ‘géﬁPT%?_'%KENG Hermine  epse Maitre de Conférences En Poste
18 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
19 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
20 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
21 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
22 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
23 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
26 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
27 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargeé de Cours En poste
28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
29 | ETEME ENAMA Serge Chargeé de Cours En poste
30 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
31 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargeé de Cours En poste
32 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
33 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
34 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
35 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
36 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
37 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé | Chargé de Cours En poste
38 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
39 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
40 | NOAH EWOQOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
41 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
42 | TAMSA ARFAOQ Antoine Chargé de Cours En poste
43 | YEDE Chargé de Cours En poste
44 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier | Assistant En poste
45 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine | Assistante En poste
46 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
47 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
48 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste
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3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste
4 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
5 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
6 | ZAPFACK Louis Professeur En poste

7 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste

8 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste

9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste

10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste

11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/ MINESUP
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste

13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En poste

15 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. | Maitre de Conférences En poste

16 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste

17 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste

18 | DJEUANI Astride Carole Chargée de Cours En poste
19 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste

20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargée de Cours En poste

21 gﬁ;'r_ilzou SOMO TOUKAM. Charge de Cours En poste

22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste

23 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste

24 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargée de Cours En poste

25 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargée de Cours En poste

26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste

27 | GODSWILL N. NTSEFONG Assistant En poste

28 | KABELONG B. Louis-Paul-Roger Assistant En poste

29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste

30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste

31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste

32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste

33 | TEMEGNE NONO Carine Assistante En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (34)
1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
. Recteur
3 | Florence UFI CHINJE épse MELO Professeur X
Univ.Ngaoundere
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge de
Miss. PR.
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5 | NANSEU Njiki Charles Peguy Professeur En poste
6 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
7 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
8 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen/  Univ.
Bamenda
9 | NENWA Justin Professeur En poste
10 | NGAMENI Emmanuel Professeur Doyen FS/UDs
11 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée Mission P.R.
12 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
13 | EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste
14 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
15 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. | Maitre de Conférences En poste
16 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
17 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste
18 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
19 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste
20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
23 | KENNE DEDZO Gustave Chargé de Cours En poste
24 | KOUOTOU Daouda Chargé de Cours En poste
25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
28 | NEBA née NDOSIRI Bridget NDOYE | Chargée de Cours CT/ MINFEM
29 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
30 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
31 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
32 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
33 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
34 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste
5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)
. Vice-
1 DONGO Etienne Professeur Doyen/DSSE/Fac. SED
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDs
3 | NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de Dpt UDs
4 | NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département
5 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste
6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 | WANDJI Jean Professeur En poste
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences Vice-Doyen / DPSAA
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En poste
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10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
. i R . Chef
17 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences Service/MINESUP
o - . Sous/Direct.
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences MINRESI
- - , Chargé d’Etudes Ass.
19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge | Maitre de Conférences n°3/MINESUP
20 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
22 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen/FS/UYI
23 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie | Maitre de Conférences En poste
24 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
25 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27 | MVOT AKAK Carine Chargée de Cours En poste
28 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
29 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
30 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
31 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
32 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
33 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
34 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
35 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (25)
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
9 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur fng I\/IDI&tESIEJ’\FI’S/Cth
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département
5 DJAM Xaviera YOUH-KIMBI Chargé de Cours En Poste
6 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
7 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Charge de Cours En poste
8 MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
9 | MOTO MPONG Serge Alain Charge de Cours En poste
10 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
11 | ABESSOLO ALO’O Gislain Charge de Cours En poste
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12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Charge de Cours En poste
13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
14 | TINDO Gilbert Chargeé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargeé de Cours En poste
17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane G. Raymond Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE S. Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK M. BAHANACK N. Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)
1 EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP
2 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département
3 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
Chef  service  des
NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences programmes &
4 Diplomes
5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS
6 Rwanda
. . Chef Cellule
; AGHOUKENG JIOFACK J. Gérard Chargé de Cours MINPLAMAT
8 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
9 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
10 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
14 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
15 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
16 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Charge de Cours En poste
17 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
18 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
19 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargeée de Cours En poste
20 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
21 | TAKAM SOH Patrice Charge de Cours En poste
22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
23 | TCHOUNDJA Edgar Landry Charge de Cours En poste
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24 | TETSADJIO TCHILEPECK M.E. Chargeée de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
27 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
28 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
2 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
4 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
5 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
6 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
7 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste

9- DEPARTEMENT DE PHYSIQUE(PHY) (40)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Chef Division. UN
3 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
4 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
5 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
6 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Departement
7 NOUAYOU Robert Professeur En poste

- Sous-Directeur/

8 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur MINRES]
9 | PEMHA Elkana Professeur En poste
10 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
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11 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
12 | WOAFO Paul Professeur En poste
13 | BIYA MOTTO Fredéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
14 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
15 | DJUIDJE KENMOE épse ALOYEM | Maitre de Conférences En poste
16 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
17 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste
18 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
19 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
21 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste
22 | SAIDOU Maitre de Conférences MINERESI
23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
24 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
25 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste
26 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences Sous Dir./ MINESUP
27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
29 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
30 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA | Chargeée de Cours En poste
31 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
32 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. | Chargé de Cours En poste
34 | MELI’I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36 OBOUNOU Marecel Chargé de Cours DA/UNV.‘ Inter Etat/
Sangmalima
37 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
38 | AYISSI EYEBE Guy F. Valérie Assistant En poste
39 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
40 | TEYOU NGOUPOQU Arriel Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 KAMGANG Pierre Professeur En poste
4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 | NDAM NGOUPAYOQU Jules-Remy Professeur En poste
6 | NGOS Il Simon Professeur DAAC/Uma
7 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
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8 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
9 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
10 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma
11 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
12 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI
13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
Chef service
ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences Maintenance & du
14 Matériel
15 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences Directeur/Projet
Barrage Memve’ele
16 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
17 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
18 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste
19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste
20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. /IMINTP
22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART
23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste
24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste
26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste
28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D’Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
36 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
37 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargée de Cours En poste
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40 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
41 | TEMGA Jean Pierre Charge de Cours En poste
42 | FEUMBA Roger Assistant En poste
43 | MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste
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Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé I

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

Département Professeurs Maitres de Conférences Chargés de  Assistants Total
Cours

BCH 9(1) 13 (09) 14 (06) 3(2) 39 (18)
BPA 13 (1) 09 (06) 19 (05) 05 (2) 46 (14)
BPV 06 (0) 11 (02) 9 (06) 07 (01) 33(9)
Cl 10 (1) 9 (02) 12 (02) 03 (0) 34 (5)
(6{0) 7(0) 17 (04) 09 (03) 02 (0) 35(7)
IN 2 (0) 1(0) 13 (01) 09 (01) 25 (2)
MAT 1(0) 5(0) 19 (01) 05 (02) 30 (3)
MIB 1(0) 5(02) 06 (01) 06 (02) 18 (5)
PHY 12 (0) 15 (02) 10 (03) 03 (0) 40 (5)
ST 8 (1) 14 (01) 19 (05) 02 (0) 43(7)
Total 69 (4) 99 (28) 130 (33) 45 (10)  34375)

Soit un total de 343 (75) dont :
Professeurs 68 (4)

Maitres de Conférences 99 (28)
Chargés de Cours 130 (33)
Assistants 46 (10)

() = Nombre de Femmes 75

Le Doyen de la Faculté des Sciences

Par WAKEU K Brussine
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HDL : High Density Lipoprotein
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HSQC : Heteronuclear Single Quantum Correlation
Hz : Hertz
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: Receptor: Insulin-like Growth Factor-1 receptor
. Interleukine 1 B
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. Insulin Receptor-related Receptor

- Insulin Receptor Substrate

. Isopenténylpyrophosphate
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: Multiplet

: mévalonate kinase

: forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
: Organisation Mondiale de la Santé
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: Partie par million

: Réticulum Endoplasmique

: Résonance Magnétique Nucléaire du Carbone 13
: Résonance Magnétique Nucléaire & deux Dimensions
: Résonance Magnétique Nucléaire du proton

: Reactiv Oxygen Species

: Retinoid X Receptor
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: Scavenging 50

: Sodium-dependent glucose cotransporters
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SUR-1 - Sulfonylurea receptor
TG : Triglycérides
TNF-a  : Tumor necrosis factor-a

TZDs : Thiazolidinediones

Liste des unités

% : Pourcentage
°C : Degré Celsius
g : Gramme

h : Heure

kg : Kilogramme
I . Litre

mg : Milligramme
mi : Millilitre
mM : Millimolaire
mn : Minute

nm : Nanométre
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Ce travail présente I’é¢tude chimique et biologique d’Angylocalyx oligophyllus (Fabaceae).
Le choix de cette plante a été motivé par son utilisation en médecine traditionnelle pour les
infections de I’ceil et le diabéte. Nos investigations phytochimiques sur Angylocalyx oligophyllus,
grace aux méthodes chromatographiques usuelles ont conduit a I’isolement de seize (16) composés
dont 15 ont été entiérement caractérises par des techniques spectroscopiques (SM, IR, RMN 1D et
2D). Parmi ces composés, nous avons un dérivé nouveau de lactame nommé oligoamide. Les
autres composés, appartiennent a six classes de substances naturelles : cing flavonoides (5), trois
triterpénes pentacycliques (3), un cyclitol naturel (1), un alcane (1), quatre stéroides (4) et un sucre
(1). Nous avons également identifié par la chromatographie en phase gazeuse couplé a la
spectrométrie de masse cinquante (50) composes.

Pour établir le lien entre 1’utilisation de cette plante et Ses composés isolés, des tests
biologiques ont été effectués. Nos investigations biologiques sur 1’extraits bruts du tronc et des
feuilles d’A. oligophyllus se sont avérées ne pas étre toxique sur les cellules de rein de singes.
L’extrait brut du tronc a montré une activité antibactérienne significative sur Staphylococcus
aureus BAA977 et Staphylococcus aureus NR25923 tandis que 1’extrait brut des feuilles a présenté
une activité antibactérienne significative sur Staphylococcus aureus BAA977 et Staphylococcus
aureus NR46003. L’extrait brut des feuilles a montré une activité antifongique significative sur
I’isolat Candida parapsilosis. L’extrait brut des feuilles n’a pas été actif sur le radical DPPH, les
extraits bruts du tronc et des feuilles ont été faiblement actifs sur ’ABTS avec une activité
prononcée sur I’extrait du tronc et on n’a aucune activité par la méthode FRAP.

L’oligoamide et le pinitol se sont averées étre légerement toxique sur les cellules de rein de
singes. Ces ont éte actifs sur Candida parapsilosis. L’oligoamide, le pinitol, la formononétine, la
3’-méthoxydainzeine et 1’afromosine ont montré une inhibition modérée sur I'uréase. La
formononétine, la 3'-méthoxydainzeine et 1’afromosine ont montré une trés faible inhibition sur

I’alphaglucosidase. Ces composes ont également montré une activité sur les radicaux DPPH.
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Ces résultats contribuent a I’amélioration de 1’usage traditionnel de A. oligophyllus en
médecine traditionnelle dans le traitement du diabéte. Ces extraits bruts pourraient étre des
potentiels candidats dans la fabrication des phytomédicaments. Il serait judicieux de protéger cette
espece en voie de disparition. En plus, ces résultats contribuent a 1’élaboration d’une chimio
taxonomie importante dans le genre Angylocalyx en général et dans 1’espéce Angylocalyx

oligophyllus en particulier.

Mots Clés : Angylocalyx oligophyllus, activités antimicrobienne, antioxydante, inhibiteurs

enzymatiques alphaglucosidase et urease.
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ABSTRACT

This work presents the chemical and biological studies of the aerial parts of Angylocalyx
oligophyllus (Fabaceae). This plant was chosen because of its uses in traditional medicine to treat
some eyes infections and diabetes.

phytochemical investigation carried out on Angylocalyx oligophyllus led to the isolation and
structure elucidation of its chemical constituents using usual chromatographic techniques. From
this study, sixteen (16) compounds were isolated and 15 were totally characterized including a
new lactam derivative which was named oligoamide. Fifteen other known compounds belong to
six categories of natural substances together with: five flavonoids, three pentacyclic triterpenoids,
one naturel cyclitol (pinitol), one alkane; four phytosteroids and one sugar.

The structural elucidation of these compounds was established by the interpretation of their
spectral data and by comparing with authentic samples or literature values when possible. We
equally identified fifty (50) compounds by gas chromatography method couple with mass
spectrometry

With the aim of establishing a link between the chemical composition of this plant and their uses,
some extracts and isolated compounds were evaluated in vitro on one hand for their antibacterial,
antifungal and antioxidant potentials and on the other hand, for them in vitro inhibitory effect on
urease and alphaglucosidase. These two enzymes do not only play a key role in detoxification an
organism but are also involved in reducing the sensitivity of antidiabetic drugs before they attain
their targets

The tests show that the crude extracts from the stem and leaves of Angylocalyx oligophyllus are
not toxic to monkey kidney cells but isolated compounds (oligoamide and pinitol) are slightly
toxic. The extract of the Angylocalyx oligophyllus stem and leaves showed activities against some
Staphylococcus aureus. Oligoamide and pinitol did not show any activity on bacteria strains
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Only the extract of the A. oligophyllus leave and compounds (oligoamide and pinitol)
showed activities on Candida parapsilosis. Oligoamide, pinitol, formononetin, 3’-
méthoxydanzein and afromosin exhibited moderate inhibitory on urease. These compound
exhibited poor inhibitory of alphaglosidase. The extract of the A. oligophyllus stem, leave and
compounds showed activity with radical’s DPPH. Only stem and leaves extracts showed activity
with ABTS and no activity for FRAP.

We can therefore understand why Angylocalyx oligophyllus is used in traditional

pharmacopeia for diabetes treatment

Keywords: Angylocalyx oligophyllus, antimicrobial and antioxidant activity, alphaglucosidase

and urease enzyme inhibitor.
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Au fil des temps, la santé humaine fait face a de nombreux cas de pathologies a I’instar des
maladies hormonales telles que certains kystes, les hyperthyroidies et le diabéte.

Le diabete est une maladie métabolique grave, menagant d’une maniére croissante, la santé
publique dans le monde (Kebieche et al., 2011). Il connait de plus en plus une expansion
significative, ce qui représente un réel probleme de santé publique. La fédération internationale du
diabéte estime a 425 millions le nombre de personnes atteintes du diabéte. Celle-ci qualifie le
phénomeéne de Vvéritable pandémie, car la progression est considérable ; ainsi, I’OMS prévoit 622
millions de diabétiques d’ici 2040 (IDF, 2017). Selon I’OMS, 5 millions de personnes sont mortes
du diabéte en 2015 et une personne meurt du diabéte toutes les 6 secondes dans le monde, soit plus
que le SIDA, la tuberculose et la malaria. La prise de conscience de la gravité de I’épidémie a amené
I’ONU a déclarer solennellement le 14 novembre de chaque année « Journée mondiale du diabete
des nations unies » (OMS, 2017).

Cette situation est considérablement aggravée par une inégalité tragique dans I’accés aux
traitements existants tels que 1’insuline, 1’acarbose (1), la metformine (2). Ceci pousse les patients a
se tourner vers la médecine traditionnelle, particulierement vers la thérapie par les plantes dite
phytothérapie. Cette forme de thérapie constitue alors une voie a explorer vue la biodiversité végétale
du globe terrestre et sa richesse car sur les 300 000 espéces végétales recensées, on estime que seules
15% d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités
biologiques (Verpoorte, 2002). Ce qui fait des plantes, un réservoir de molécules bioactives encore
peu exploré en général et des plantes antidiabétiques en particulier. Néanmoins, les toxicités
remarquées, la posologie non fiable, justifient le souci de rechercher davantage de nouvelles
molécules a activité antidiabétique pouvant servir de principe actif dans 1’élaboration de nouveaux
médicaments antidiabétiques a moindre codt et de trouver des extraits ou des fractions actives
pouvant permettre la fabrication des phytomédicaments, moins toxiques, et avoir une posologie
fiable. C’est dans cette optique que nous avons entrepris dans le cadre de nos travaux de thése de
Doctorat/PhD au sein du Laboratoire de Produits Naturels et de Synthése des Hétérocycles du
Département de Chimie Organique, Faculté des Sciences, Université de Yaoundél, I’étude
phytochimique d’une plante camerounaise : Angylocalyx oligophyllus (Fabaceac) et 1’évaluation des
propriétés antidiabétiques.

Le choix de cette plante a été motivé d’une part, par le fait qu’elle est utilisée en médecine
traditionnelle pour soigner les maladies telles que les infections de 1’ceil et le diabéte, et d’autre part,

trés peu de travaux chimiques ont été effectués a notre connaissance.
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L’objectif général de ce travail est de justifier I’utilisation d’Angylocalyx oligophyllus Baker
dans le traitement du diabéte en médecine traditionnelle a travers la chimiotaxonomie et 1’évaluation
de ses propriétes antidiabétiques et cytotoxique. Plus spécifiqguement, ce travail consiste a :

- Extraire, isoler et caractériser les métabolites secondaires présents dans les feuilles et le tronc
d’Angylocalyx oligophyllus.

- Identifier les composés volatils par la chromatographie en phase gazeuse.

- Evaluer la toxicité, les activités antioxydantes, antimicrobiennes, les inhibiteurs d’uréases et
d’alphaglucosidases des extraits et composés isolés des feuilles et du tronc d’Angylocalyx
oligophyllus.

L’ossature de notre travail s’échelonne autour de trois grands axes :

- Un premier axe qui porte sur I’étude bibliographique avec un bref apergu sur le diabéte, une
bréve description botanique de la famille et du genre de la plante, ainsi que des travaux chimiques
et pharmacologiques antérieurs qui en découlent.

- Un deuxiéme axe est consacré aux résultats et discussion.

- Le troisieme axe décrit le matériel et les diverses techniques utilisés suivi d’une liste de

références bibliographiques.
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I-GENERALITE SUR LE DIABETE

I-1- DEFINITION

Le diabéte est une maladie chronique grave qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas
suffisamment d’insuline (hormone qui régule la concentration du glucose dans le sang), ou lorsque
I’organisme n’utilise pas correctement I’insuline qu’il produit.

Le diabéte constitue un probleme de santé publique majeur et il est une des quatre maladies
non transmissibles prioritaires ciblées pour une intervention par les dirigeants du monde. On a assisté
au cours des dernieres décennies a une augmentation constante du nombre de cas de diabéte et de la
prévalence de la maladie (OMS, 2016).

1.2- TYPES ET CLASSIFICATION

Il existe essentiellement 3 types de diabete : le diabete de type 1, le diabete de type 2 et le

diabete gestationnel.

1.2.1- Diabete de type 1

Le diabéte de type 1 résulte d’une destruction auto-immune des cellules B du pancréas qui
secrétent ’insuline (Efrat, 2008). Les patients atteints de ce type de diabete produisent trés peu ou
presque pas d’insuline ; ils ont besoin d’injection d’insuline tous les jours pour pouvoir réguler leur
glycémie. Cette maladie peut toucher les personnes de tout age mais affecte surtout les enfants et les
jeunes adultes (FID, 2013).

L'estimation de la prévalence du diabéte en Afrique est de 1% dans les zones rurales, jusqu'a
5% a 7% en Afrique sub-saharienne urbaine, et entre 8% et 13% dans des régions plus développées
telles que I'Afrique du Sud. (Motala et al., 2003 ; Sobngwi et al., 2001 ; Amoah et al., 2002) Bien
que la majorité des patients (70% a 90%) présentent un diabete de type 2 typique, jusqu'a 25% sont
considéré comme diabétique de type 1. Parmi ce dernier groupe, il on estime actuellement qu'environ
15% peuvent avoir une présentation atypique de diabéte, en particulier de type 1B ou diabéte
atypique a tendance cétose. Les facteurs de risque de diabéte ne sont pas trés différents de ceux

signalés dans d’autres populations. (Sobngwi et al., 2001)
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1.2.2- Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 représente presque 90% des cas de diabéte au monde. Il est caractérisé
par une diminution de la sensibilité a I’insuline au niveau des tissus cibles comme le foie, le muscle
et le tissu adipeux, et d’une diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques
(Cheng et Iglesias, 2009). Cette maladie est souvent associée avec 1’obésité. Cette derniére pourra
elle-méme causer une résistance a 1’insuline et engendrer par la suite une augmentation du taux de
glucose dans le sang. Les patients atteints de ce type de diabéte peuvent améliorer leur condition de
vie par DI’exercice avec une bonne di¢te mais auront souvent recours aux médicaments
antidiabétiques ou, dans les cas plus avancés, aux injections d’insuline (FID, 2013).

Selon la Fédération Internationale du Diabete (FID), 1’épidémie mondiale du diabéte a

explosé pour toucher en 2013, 382 million de personnes, soit 8,3% de la population adulte. Si cette
tendance se poursuit, 550 million de personnes environ, soit un adulte sur 10, seront atteintes du
diabete d’ici 2030, ce qui représente pres de 10 millions de nouveaux cas par an. Notons de plus que
la proportion de personnes atteintes du diabete mais non diagnostiquées est estimée a pres de 46%
soit environ 175 millions (FID, 2013). En 2017 les statistiques montrent une avancee significative
du diabéte de type 2 dans le monde et nous donne une estimation du nombre de diabétique d’ici 2045
pour les personnes agées entre 20-79 ans (Figure 1) (IDF, 2017).
La croissance projetée pour I'Afrique subsaharienne est de 12,1 million en 2010 a 23,9 millions en
2030. Dépreécié la tolérance au glucose en Afrique subsaharienne devrait augmentation de 26,9
millions en 2010 a 47,3 millions en 2030. Cette proportion représente plus du double de
’augmentation mondiale prévue de 37%. Le rapport aussi a souligné la rareté des donnees sur
I'Afrique. (MBANYA et al., 2010). Au Cameroun le taux de prévalence du diabéte de types 2 est de
4,7 % (OMS, 2016)
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e Partie colorée dans les cercles, c’est le nombre de personnes atteintes du diabéte en 2017
par continent.

o Partie non colorée dans les cercles, c’est la prévision du nombre de diabétique par continent
d’ici 2045

Figure 1 : Prévalence du diabéte de type 2. Données 2017 mondiales et répartition par
continent. (IDF, 2017)

1.2.3- Diabete gestationnel

C’est une forme de diabete caractérisée par une hyperglycémie chez la femme pendant la
période de grossesse. Il se développe chez presque 4% des femmes enceintes dans le monde. Le
diabete gestationnel disparait en général aprés I’accouchement mais les femmes ainsi que leurs bébés

présenteront un risque de développer le diabete de type 2 plus tard dans leur vie (Kim et Lee, 2005
; FID, 2013).
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1.3- IMPACT ECONOMIQUE DU DIABETE

Le diabéte et ses complications entrainent des pertes économiques considérables pour les
personnes diabétiques et leur famille, mais également pour les systemes de santé et les économies
nationales du fait des colits médicaux directs, de la perte de I’emploi et du salaire.

Bien que les soins hospitaliers et ambulatoires représentent les principaux facteurs de colt, on peut
¢galement citer comme facteur important I’augmentation du cotit des insulines analogues 1, qui sont
de plus en plus prescrites malgré le fait qu’il existe peu de données indiquant qu’elles présentent des

avantages significatifs par rapport a I’insuline humaine dont le codt est moindre (OMS, 2016).

I.4- ETIOLOGIE ET IMMUN PATHOLOGIE DU DIABETE DE TYPE Il

Le développement d’un diabéte de type 2 est associé a de forte prédisposition génétique

combiné a des facteurs environnementaux favorisants.

1.4.1- Les facteurs genétiques

La part du déterminisme génétique dans le diabéte de type 2 est trés important puisque 1’on
estime que le risque de développer la maladie est de 30% avec un parent atteint de diabéte de type 2
et de 70% si les deux parents le sont. Le taux de concordance entre jumeaux monozygotes est de
prés de 90%. Cependant, au regard de I’importante prévalence du diabete de type 2 dans la
population générale, il est probable que les génes de susceptibilité soient tres nombreux, trés
répandus et de faible pénétrance, ce qui les rend difficile a identifier. Ainsi de nombreux génes ont
été analysés notamment ceux impliqués dans la régulation de la sécrétion de 1’insuline ou de son
action mais les variations interindividuelles et interethniques limitent les conclusions
(Monnier, 2010 ; Féry et Paquot, 2005).

1.4.2- Les facteurs environnementaux
Le facteur le plus puissant prédisposant au diabéte de type 2 est 1’obésité particuliérement a
répartition abdominale, puisque 80% des personnes de ce type de diabéte présente un excés pondéral.

L’obésité est capable d’induire ou d’aggraver une insulinorésistance, imposant au pancréas une
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hypersécrétion permanente d’insuline. Pour la majorité des personnes obéses, le pancréas sera
capable de s’adapter et maintenir une glycémie dans les valeurs normales mais pour le tiers d’entre
eux, les capacités de compensation s’épuiseront et ils développeront un diabéte de type 2. La
sédentarité, de plus en plus présente dans nos sociétés industrialisées, est également mise en cause
dans I’apparition de la maladie, puisque ’activité physique améliore la sensibilité des tissus a
I’insuline et donc présente un effet protecteur. Enfin la quantité et la composition du régime
alimentaire, notamment la présence d’un index glycémique élevé : alimentation riche en acides gras

et pauvre en fibre double le risque de diabete (Monnier, 2010).

1.4.3- Immunologie

Le diabéte de type 2 est le résultat de deux composantes physiopathologiques : des anomalies
de la sensibilité a I’insuline et des anomalies de sa sécrétion. L’ inflammation est fortement mise en
cause dans la pathogénie du diabete 2. Une augmentation du nombre de protéines de la phase
inflammatoire aigue (protéine Créactive (CRP)), d’acide sialique, de cytokines est retrouvée dans le
plasma des patients atteints de diabéte de types 2. Des niveaux élevés d’interleukine
1B (IL1p), d’interleukine 6 (IL6) et de CRP sont également prédictifs d’un diabéte de types 2
(Donath et Shoelson, 2011).

I.5- COMPLICATION DU DIABETE

L’hyperglycémie chronique est la cause des complications organiques spécifiques touchant
particulierement les yeux, les nerfs, les reins, le ceeur et les vaisseaux (Raccah, 2004). Un facteur
tres important impliqué dans la genése de ces complications est le stress oxydatif (Punitha et al.,
2005 ; Raccah, 2004 ; Guerci et al., 2001). Le stress oxydatif qui est caractérisé par une production
excessive des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS : Reactive Oxygen Species) et une diminution
des substances antioxydantes semble jouer un réle important dans le développement des
complications du diabéte. Potentiellement toxiques pour I’organisme car elles peuvent inactiver des
protéines, induire des cassures au sein de ’ADN avec comme conséquence, une altération du
message génétique, dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des processus de
peroxydation lipidique au sein de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés

(Raccah, 2004). Ainsi I’hyperglycémie induit une augmentation de la production des ROS par les
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mitochondries. Cette production massive entraine ’activation de certaines voies majeures
impliquées dans le développement des complications : la voie des polyols, les produits de glycation
avancée (AGE), I’activation de la protéine Kinase C (PKC) et la voie des hexosamines (Araki et
Nishikawa, 2010 ; Giacco et BrownLee, 2010).

Le diabéte sucré provoque une augmentation de la production des ROS d’une part et d’autre
part, une diminution des antioxydants, ce qui est a I’origine des micros et des macro angiopathies
(Eshrat, 2002).

Le diabéte est une maladie associée a plusieurs complications du type micro vasculaire et
macro vasculaire. Ces complications résultent de plusieurs facteurs mais surtout de I’hyperglycémie
chronique chez les diabétiques. Les complications microangiopathiques comprennent la
rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie. Les complications macroangiopathiques sont les plus
dangereuses et souvent la cause de mortalité chez les diabétiques. Elles comprennent les accidents
cérébrovasculaires, les complications vasculaires périphériques et 1’infarctus du myocarde (Edelman

et Garg, 2007)

1.5.1- Complications microangiopathiques

Les symptomes classiques du diabete en Afrique, notamment polyurie et polydipsie, sont similaires
a celles observées ailleurs en le monde. Cependant, 1'accés limité aux soins de santé, 1’évolution
insidieuse du diabete de type 2 et présentation tardive les établissements de santé ménent a des
maladies plus graves et au diabéte complications au diagnostic. La majorité des patients présent avec
septicémie et / ou décompensation aigué du diabéte (acidocétose diabétique et états hyperosmolaires
non cétotiques), méme si une minorité est asymptomatique et est donc ramasseé lors de la projection.
Dans certaines cohortes, I'infection est le mode de présentation du diabete dans jusqu'a 22% des cas,
(Nambuya et al. 1996) parfois avec mucormycose et infections palmaires profondes rarement vu
dans les pays développés. Symptémes neuropathiques, pied les ulcérations et les accidents
vasculaires cérébraux sont des problemes de présentation fréquents conduire au diagnostic de diabéte
de type 2. Environ 20% a 25% des patients diabétiques de type 2 au moment du diagnostic
rétinopathie. (Mbanya et Sobngwi 2003)
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La persistance d'un exces de glucose dans le sang endommage silencieusement les parois
des microvaisseaux et des artéres (athérosclérose) et favorise leur occlusion (thrombose).
Avec, & [a longue, des risques de graves complications sur des organes vitaux.

LU'athérosclérose
due au diabéte atteint:
YEUX : rétinopathie
Le diabéte est la premiére CERVEAU :
cause de cécité en France. risque d'accident
vasculaire cérébral
CCEUR:
REINS: la néphropathie et d’m;m
peut conduire a la
nécessité du rein artificiel
(dialyse).
JAMBES :
risque d'artérite
NERFS: la neuropathie
et I'atteinte des vaisseaux
sanguins des extrémités
peuvent entrainer de
graves lésions du pied.
Attention: le diabéte est
la premiére cause
d’amputation.

Chez les diabétiques, le risque de maladie cardiovasculaire est 3 fois plus élevé que chez le non

diabétique et représente la cause d’un déces sur 2.

Figure 2 : Les différentes complications liées au diabéte (Geoffrey et al., 2005).

1.5.1.1- Rétinopathie

La rétinopathie est une complication fréquente qui touche plus de 50% des diabétiques apres
15 ans d’évolution du diabéte. Fortement liée a I’hyperglycémie et la durée du diabete, elle se traduit
par diverses lésions observables lors d’un examen du fond d’ceil : microanévrismes rétiniens,
hémorragies rétiennes punctiformes, exsudats, cedémes rétiniens, et cedémes maculaires. Elle est

responsable a terme de cécité (Monnier et Thuan, 2007).
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1.5.1.2- Néphropathie

La néphropathie touche préférentiellement les diabétiques de type 1, 50% des malades en
sont atteints. Ses principaux facteurs d’apparition et progression sont le mauvais équilibre
glycémique et 1’hypertension. La néphropathie diabétique évolue en plusieurs étapes et débute par
une protéinurie discréte, couramment appelée micro albuminurie, qui traduit des défauts
anatomiques et biochimiques au niveau des glomeérules rénaux. Elle évolue associée a une
hypertension en un syndrome cedémateux susceptible d’évoluer vers une insuffisance rénale. Le
patient est alors macro albuminurique et les glomérules rénaux diminuent en nombre et en capacité
fonctionnelle. La néphropathie diabétique évolue a terme vers une insuffisance rénale chronique
sévére. (Monnier et Thuan, 2007). L’enzyme uréase favorise la survie de 1’Helicobacter pylori qui
peut étre mortel car il provogque les nombreux troubles liés a I'estomac tels que, coma hépatique,
ulcére peptique, ulcére gastrique et la formation de calculs rénaux. En relachant 1’ammoniac en
exces, 1'uréase ouvre la voie a Helicobacter pylori pour survivre dans l'estomac et causer ces

nombreux dommages.

1.5.1.3- Neuropathie

La neuropathie est la complication la plus fréquente et la plus précoce du diabéte sucré. Il
s’agit d’une démyélisation segmentaire des axones associés a des dépots lipidiques sur les cellules
de Schwann entourant les axones. Sa manifestation la plus commune est la polynévrite : atteinte
bilatérale et symétrique au départ distale puis qui remonte progressivement au niveau proximal des
membres, touchant quasi exclusivement les membres inférieurs. Elle débute par des paresthésies et
des dysesthésies qui évoluent par une symptomatologie douloureuse notamment la nuit et qui cédent
en général au cours de 1’exercice physique. On observe fréquemment une disparition des réflexes
ostéotendineux, une altération des sensibilités profondes et superficielles, les troubles moteurs étant
exceptionnels. La polynévrite diabétique peut étre compliquée par des troubles trophiques,
notamment le mal perforant plantaire. Il s’agit d’une ulcération cutanée au niveau des points de
pression du pied, en genéral non douloureuse du fait de la neuropathie. La présence d’une infection
a ce niveau est susceptible de faire évoluer en lésions destructives articulaires et osseuses
s’accompagnant d’une déformation du pied. La neuropathie peut également se manifester par des
atteintes végétatives : vasomotrices, génito-urinaires et digestives. Sa prévention passe

essentiellement par le maintien d’un bon équilibre glycémique (Monnier et Thuan, 2007). De plus
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les infections bactériennes (staphylococcus aureus) et fongiques (candida parapsilosis) sont trés
favorisées chez les sujets atteints de diabéte sucré

1.5.2- Complications macroangiopathiques

Elles touchent toutes les artéres de 1’organisme mais se manifestent principalement au niveau
des artéres coronaires et cérébrales, et des membres inférieurs. Les principaux facteurs de risque
associés sont 1’age, le sexe, ’obésité, le tabagisme, I’hyperglycémie, 1’hypertension artérielle, la
dyslipidémie (augmentation des triglycérides, diminution du HDL cholestérol et présence de petits
LDL denses trés athérogénes) ou encore un syndrome inflammatoire sous-jacent. Les lésions sont
distales, souvent calcifiées et, les dépots lipidiques au niveau des arteres sont accompagnés de dépots
glycoprotéiques. Elles peuvent conduire une insuffisance coronaire susceptible d’entrainer un
infarctus du myocarde, a une atteinte des troncs artériels supra aortiques responsable d’accidents
vasculaires cérébraux, et a D’artériopathie pouvant conduire & des nécroses distales a 1’origine

d’amputations le plus souvent des membres inférieurs (Monnier et Thuan, 2007).

1.6- DIAGNOSTIC, SUIVI ET TRAITEMENT
1.6.1- La glycémie
Le diagnostic du diabéte repose sur la mesure de la glycémie (taux de sucre dans le sang),
pour cela trois méthodes sont possibles et, en I’absence d’hyperglycémie sans équivoque, chacune
doit étre confirmée un autre jour par la répétition d’une de ces trois méthodes. Le patient sera
considéré comme diabétique dans les situations suivantes (ADA, 2008 ; ES, 2012) :
- Glycémie a jeun (absence d’apport calorique depuis au moins 8heures) supérieure ou égale
126 mg/ dl ou 7mmol/ |
- Glycémie a un moment quelconque de la journée en présence des signes cliniques
d’hyperglycémie (polyurie, polydipsie, perte de poids inexpliquée souvent associée a une
polyphagie) supérieure ou égale a 200 mg/ dl ou 11,1 mmol/ |
- Glycémie a la 2éme heure d’une HGPO (hyperglycémie provoquée par voie orale) selon les
recommandations de I’OMS en utilisant une charge orale en glucose anhydre a 75 g dissout

dans de I’eau supérieure ou égale a 200 mg/ dl ou 11,1 mmol/ |. Les valeurs normales de
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glycémies sont inférieures a 100 mg/dl a jeun et inférieure a 140 mg/dl & la deuxiéme heure
d’une HPGO.

Aussi existe-t-il un groupe intermédiaire de sujets dont les niveaux de glucose sanguin, bien que

ne répondant aux criteres diagnostiques du diabéte, sont néanmoins trop élevés pour étre

considérés comme normaux.

- Sila glycémie a jeun est comprise entre 100 et 125 mg/ dl (ou entre 5,6 et 6,9 mmol/ ) on
parlera d’anomalie de la glycémie a jeun (AGJ)

- Siala2°™ heure d’une HGPO la glycémie est comprise entre 140 et 199 mg/dl (ou entre
7,8 et 11,1 mmol/ 1) on parlera d’intolérance au glucose (1G).

L’IG et ’AGIJ ne sont pas des entités cliniques en elle-méme mais des facteurs de risque d’un

futur diabéte ou de maladies cardiovasculaires. (ADA, 2008. ES., 2012)

1.6.2- Traitements du diabete de type 2
1.6.2.1- Alimentation et style de vie

Avoir une bonne alimentation et de saines habitudes de vie est important dans la prévention
et le traitement du diabete de type 2. Ainsi la perte de poids, I’entrainement continuel, la diéte riche
en fibres et faible en gras, I’arrét de tabac et la réduction de la consommation d’alcool ont été associés
a une diminution du risque de développer le diabéte de type 2 (Klein et Sheard, 2004). L’exercice
physique induit une amélioration de 1’action de I’insuline surtout au niveau des muscles en

augmentant le transport de glucose (Hawley et Lessard, 2008).

1.6.2.2- Traitement pharmacologique : variété et classes des médicaments hypoglycémiants

Certains patients ont de la difficulté a effectuer des changements du style de vie. D’autres ne
présentent pas une amélioration de leur état de santé avec 1’exercice et la saine I’alimentation. Ces
patients ont donc besoin d’étre traités par des médicaments hypoglycémiants ou des injections
d’insuline pour contréler leur taux de glucose.

Les principales classes d’agents hypoglycémiants oraux (HGO) comprennent les
insulinosécrétagogues qui augmentent la sécrétion d’insuline (les sulphonylureés et les glitinides), les
insulinosensibilisateurs (les biguanides et les thiazolidinediones), les inhibiteurs de la digestion et
I’absorption intestinale des carbohydrates (les inhibiteurs de 1’a-glucosidase) (Krentz et Bailey
2005) et la plus récente classe d’antidiabétiques mimant 1’effet incrétine (les analogues de glucagon

like peptide-1: GLP-1 et les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 : DPP-4) (Verspohl, 2009)
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(Figure 3). Une toute nouvelle classe d’HGO, les inhibiteurs des transporteurs sodium-glucose de
type 2 (SGLT2), a été récemment découverte et dont quelques médicaments sont rendus a la phase
clinique. La sélection initiale de la classe d’hypoglycémiant est toujours basée sur une étude détaillée

des caractéristiques chimiques et biochimiques du patient (Krentz et Bailey, 2005).

Sulfonylureas
Meglitinides

Pancreas

Amylin mimetics
GLP-1 mimetics
DPP-1V inhibitors

Insulin -Mettormln
TZDs

: "\

Fat
™
w-glucosidase Liver
inhibitors

Figure 3 : Les principales classes pharmacologiques utilisées pour le traitement du diabéte et

leurs tissus cibles (Huang et Florez, 2011).

1.6.2.2.1- Les insulinosécrétagogues
1.6.2.2.1.1- Les sulphonylurés

IIs ont un effet direct sur les cellules B du pancréas sécrétant I’insuline. Ces médicaments se
lient a des récepteurs membranaires (Sulfonyl Urea Receptor : SUR-1) qui font partie de la famille
des ATPase. Une fois les sulfonylurés liés aux recepteurs SUR-1, les canaux potassiques (K ATP)
se ferment ce qui entraine une dépolarisation membranaire. Cette dépolarisation favorise I’ouverture

des canaux calciques voltage-dépendants et I’entrée du calcium dans la cellule. L’augmentation de
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la concentration intracellulaire du calcium active la fusion des granules contenant 1’insuline avec la
membrane cytoplasmique et sa libération dans le sang (Ducobu, 2003 ; Krentz et Bailey, 2005).

L’hypoglycémie est un des effets indésirables le plus courant des sulphonylurés. Les patients traites
avec ces médicaments peuvent développer des réactions d’hypersensibilité surtout cutanées mais
rarement. Les sulphonylurés peuvent engendrer une augmentation de poids due a I’augmentation de

la concentration plasmique d’insuline et ses effets anaboliques (Krentz et Bailey, 2005).

1.6.2.2.1.2- Les glitinides

Ils agissent en se liant aux récepteurs SUR-1 de la membrane cytoplasmique des cellules [
du pancréas mais sur un site différent que celui des sulphonylurés. lls stimulent rapidement la
sécrétion d’insuline et doivent étre pris immédiatement avant le repas pour améliorer le controle de
la glycémie postprandiale. Les glitinides comprennent la meglitinide et ses dérivés : repaglinide et
nateglinide. 1ls peuvent étre utilisés en monothérapie ou bien en combinaison avec la metformine ou
les thiazolidinediones.

Le risque d’hypoglycémie est inférieur chez les personnes traitées avec les glitinides que les
sulphonylurés. Quelques réactions d’hypersensibilité rares et un gain de poids léger peuvent étre

observés chez les patients consommant les glitinides (Krentz et Bailey, 2005).

1.6.2.2.2- Les insulino-sensibilisateurs

1.6.2.2.2.1- Les biguanides

La metformine (2) est le seul biguanide présent sur le marché apres le retrait du phenformin
en 1975 ; ce dernier a causé une augmentation de 1’acidose lactique (Bailey et Turner, 1996). Ce
médicament agit en produisant plusieurs effets métaboliques mais les mécanismes d’action au niveau
cellulaire ne sont pas completement connus. Il a été demontré que I’AMPK est la cible intracellulaire
possible de la metformine (Zhou et Myers, 2001). Cette kinase agit en phosphorylant plusieurs autres
protéines pour controler le métabolisme du glucose et des lipides ainsi que 1’homéostasie énergétique
(Winder et Hardie, 1999). Le mécanisme d’action prédominant de la metformine dans la baisse de
glycémie est la diminution de la production hépatique de glucose en améliorant la sensibilité a
I’insuline et en diminuant la disponibilité de certains substrats de la néoglucogenése (comme le
lactate). La metformine diminue aussi la glycogénolyse. Au niveau des muscles, la metformine
stimule le transport de glucose insulinodépendant en augmentant la translocation des GLUT4 vers

la membrane cytoplasmique et entraine [’activation de 1’enzyme glycogeéne synthétase ce qui
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augmente la synthéese de glycogéne. La metformine agit aussi par un mécanisme insulinodépendant
pour activer 1’oxydation des acides gras et diminuer le taux de triglycérides chez les patients
souffrants d’hyperglyceridémie (Krentz et Bailey, 2005).

La metformine est le premier choix de traitement pour les personnes obéses souffrants du
diabéte de type 2. Il peut étre combiné avec un hypoglycémiant oral d’une autre classe ou I’insuline.
Son utilisation est contre-indiquée chez les personnes avec insuffisance rénale par précaution contre

I’accumulation du médicament (Krentz et Bailey, 2005).

1.6.2.2.2.2- Les thiazolidinediones (TZDs)

Ce sont des agonistes synthétiques du PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptory)
qui est un récepteur nucléaire exprimé fortement dans le tissu adipeux. Troglitazone, le premier
médicament de cette classe, a été retiré du marché en 2000 suite a I’apparition de plusieurs cas
d’hépato toxicité fatale contrairement aux deux autres TZDs , rosiglitazone et pioglitazone, qui n’ont
pas montré cet effet (Krentz et Bailey, 2000). Cependant la rosiglitazone a été retirée du marché
européen en 2010 suite a I’augmentation du taux de mortalité et d’infarctus du myocarde chez les

patients recevant ce médicament (Nissen et Wolski, 2007).

Les TZDs (3) améliorent la sensibilit¢ a I’insuline par plusieurs mécanismes. Le plus
important semble étre la stimulation du PPARYy. Une fois activé, le PPARY s’associe a un autre
récepteur Rétinoide X récepteur : RXR) pour former un hétérodimeére qui va moduler la transcription
de plusieurs génes impliquées dans le métabolisme des hydrates de carbone et des lipides (Rosen et
Spiegelman, 2001). La stimulation du PPARy par les TZDs favorise la différenciation des pré-
adipocytes en adipocytes accompagnée de lipogenese, stockage des graisses et diminution du taux
d’acides gras libres. Ceci améliore 1’effet et la sensibilité a I’insuline. En plus, les TZDs inhibent la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et augmentent le taux d’adiponectine
(Yki-Jarvinen, 2004). Les TZDs augmentent aussi le transport de glucose dans les muscles (Krentz
et Bailey, 2005).
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1.6.2.2.3- Les inhibiteurs de I’a-glucosidase

Les médicaments de cette classe comme 1’acarbose (1) et le Miglitol (4) sont des inhibiteurs
de I’enzyme a-glucosidase responsables du clivage des disaccharides et oligosaccharides en
monosaccharides qui seront par la suite absorbés par les cellules intestinales. Cette inhibition
diminue la quantité de glucose absorbée par I’intestin et aide a diminuer les concentrations d’insuline
postprandiales. Ces médicaments doivent étre administrés avec des repas contenant des
carbohydrates digestibles et non pas des monosaccharides vus qu’ils n’affectent pas 1’absorption de
glucose (Krentz et Bailey, 2005).

Quelques probléemes d’intolérance gastro-intestinale sont considérés comme des effets
indésirables de ces agents hypoglycémiants et limitent considérablement leur utilisation (Krentz et
Bailey, 2005).

OH

HO
HO
OH

(4)
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1.6.2.2.4- Les incrétines et les inhibiteurs de dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)

Les incrétines sont des hormones gastro-intestinales qui stimulent la sécrétion de ’insuline
par les cellules pancréatiques et inhibent la secrétion de glucagon. Les deux plus importantes sont
les Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et les Glucose-dépendant Insulinotropic Polypeptide (GIP).
Les incrétines sont dégradées rapidement en forme inactive par 1I’enzyme DPP-4 (Verspohl, 2009).
La nouvelle classe de médicaments antidiabétiques comporte des analogues synthétiques de GLP-1
résistants a I’effet de la DDP-4 comme I’exenatide et liraglutide ainsi que des inhibiteurs de I’enzyme

DPP-4 comme sitagliptin et vildagliptin (Halimi, 2008).

1.6.2.2.5- Les inhibiteurs de SGLT2

Une nouvelle classe de médicaments antidiabétiques a récemment été découverte pour étre
utilisée seule ou en combinaison avec d’autres HGO dans le but de bien contréler la glycémie. Elle
comprend les inhibiteurs des transporteurs sodium-glucose de type 2 (SGLT2). Ces agents inhibent
la réabsorption du glucose dans les tubules rénaux et cela aboutit & une élimination accrue de cette
molécule par les reins et par la suite a une diminution de la glycémie. Il a été démontré que les
inhibiteurs des SGLT2 améliorent le contr6le de la glycémie comparablement a d’autres HGO
simultanément avec une diminution du poids, de la pression artérielle et du taux de cholestérol. Un
médicament de cette classe, canagliflozin, a été récemment approuvé par la FDA (US Food and Drug
Administration) alors que 2 autres, dapagliflozin et empagliflozin, sont actuellement en phase

clinique (Rosenwasser et Sultan, 2013).

1.6.2.2.6- L’insuline

Bien que plusieurs classes de médicaments antidiabétiques soient présentes sur le marché,
quelques patients auront recours aussi a des injections d’insuline. En effet, si le traitement par un
seul HGO ou une combinaison de deux ou plus montre une incapacité dans le contrdle de la glycémie
a cause d’une impuissance au niveau des cellules  du pancréas et d’ou le recours a I’insulinothérapie
(Krentz et Bailey, 2005). Le traitement a I’insuline pourra étre utilisé en monothérapie ou bien en
combinaison avec d’autres agents hypoglycémiants afin de bien controler la glycémie la pression

artérielle et le taux de cholestérol (Ambavane et Patil, 2002 ; Krentz et Bailey, 2005).
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1.6.2.3- La médecine alternative et les produits naturels

Malgré le développement de plusieurs médicaments antidiabétiques dans le monde, le
controle de la glycémie réalisé n’est pas satisfaisant. Plusieurs personnes ont recours a des produits
naturels seuls ou en combinaison avec leurs hypoglycémiants oraux. Plus d’un tiers de la population
canadienne souffrant du diabete utilisent la médecine alternative complémentaire (McFarland et
Bigelow, 2002 ; Nahas et Moher, 2009).

L’utilisation des produits naturels dans le monde a commencé depuis des centaines, voire
des milliers d’années et cela dans la médecine traditionnelle de plusieurs pays comme la Chine,
I’Inde, le Mexique et de la Gréce. Des études réalisées en laboratoire avec des équipes de recherche
ont montré que plusieurs produits naturels contiennent des composeés actifs trés avantageux dans le
traitement de certaines maladies comme le diabéte et 1’obésité. Un exemple trés courant est la
metformine (2), I’hypoglycémiant oral le plus utilisé au monde, qui est un dérivé d’un composé
naturel, la guanidine (5). La guanidine a été isolée a partir de Galéga officinalis, connu sous le nom
de Lilas Frangais (French Lilac) (Yeh et Eisenberg, 2003).

Plusieurs études ont effectué une synthése de 1’utilisation des produits naturels dans le monde
par différentes populations afin de contréler la glycémie et de traiter le diabete. Parmi ces plantes on
peut citer Coccina indica (courge écarlate), Ocimum sanctum (basilic sacré) et Gymnema sylvestre
utilisées par Ayurvéda, une des plus importantes médecines traditionnelles indiennes. Bauhinia
forficata et Myrcia uniflora sont deux autres plantes utilisées par des populations de I’ Amérique du
Sud afin de traiter le diabete (Yeh et Eisenberg, 2003). Trigonella foenum gracum (fenugrec) est une
plante largement utilisée en médecine alternative en Afrique du Nord, en Inde et au Moyen-Orient
(Haddad et Depot, 2001). Panax ginseng C.A. Meyer (ginseng asiatique) et Panax quinquefolium
(ginseng américain) sont deux especes importantes du ginseng, une base de la pharmacopée
asiatique, connus pour leur effet bénéfique sur le contréle de la glycémie chez les patients
diabétiques (Vuksan et Sung, 2008 ; De Souza et Jenkins, 2011 ; Mucalo et Rahelic, 2012). D’autres
plantes aussi comme ficus carica (feuille de vigne) utilisées en Espagne et le Sud-Ouest de I’Europe,
Opuntia streptacantha utilisée par des populations mexicaines et Momordica charantia connu sous
le nom de poire balsamique utilisée en Inde, Asie, Amérique du Sud et en Afrique afin de contrdler

la glycémie et de traiter le diabete (Yeh et Eisenberg, 2003).
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Au vu de ce qui précéde, certaines plantes sont reconnues en médecine traditionnelle pour

contréler ou réduire la glycémie.

La résistance aux antidiabétiques existants et les complications liées au diabete sucré reste et
demeure un véritable probléeme de santé publique. Le stress oxydatif marqué par la rupture de
I’équilibre pro-oxydant et antioxydant reste une des complications majeures du fait de leur
implication dans d’autres pathologies liée au diabéte. Helicobacter pylori peut étre mortel car il
provoque les nombreux troubles liés a I'estomac tels que, coma hépatique, ulcere peptique, ulcére
gastrique et la formation de calculs rénaux. En relachant I’ammoniac en exces, ’uréase ouvre la voie
a Helicobacter pylori pour survivre dans I'estomac et causer ces nombreux dommages. De plus les
infections bactériennes (staphylococcus aureus) et fongiques (candida parapsilosis) sont trés
favorisées chez les sujets atteints de diabete sucré. D’ou la nécessité de s’investir dans la recherche
de nouvelles molécules a potentialités antidiabétiques, non toxique, pouvant piéger les EOR, inhiber
spécifiquement 1’uréase et détruire les staphylococcus aureus et les candida parapsilosis, aidant
ainsi a pallier aux différentes complications liées au diabéte. C’est ainsi que nous avons entrepris
I’étude chimique et biologique d’Angylocalyx oligophyllus, plante médicinale de la famille des

Fabaceae, qui est utilisé au Cameroun dans le traitement du diabéte.
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II-APERCU BOTANIQUE

11.1- GENERALITES SUR LA FAMILLE DES FABACEAE

La grande famille des Fabaceae (de faba, la féve) doit son unité a son fruit, appelé gousse ou
légume, d’ou I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette famille est plus connue. La
distribution des Fabaceae est trés cosmopolite. On les trouve partout dans le monde. (Lamson, 2006).
Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 730 genres
et 20 000 especes, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical (Wojciechowski et al., 2004).
Les formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions

tempérées (Dupont et Guignard, 2007).

Cette famille est composée de variétés horticoles. Beaucoup d’espéces sont récoltées dans
un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale (tréfle,
luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible, pour leur bois,
leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou en chimie
(Wojciechowski et al., 2004).

Les racines sont généralement pivotantes et laissent apparaitre des nodosités a Rhizobium
qui se forment si le sol est pauvre en azote. Les feuilles sont généralement alternes, pennées ou

trifoliolées et stipulées. (Dupont et Guignard, 2007)

Les inflorescences sont des grappes plus ou moins allongées. Les Fabaceae les plus
primitives (Mimosoideae) possedent un périanthe régulier et réduit, avec des étamines trés
nombreuses. Chez les plus évoluées, on observe une réduction du nombre d’étamines a 10 et la fleur

devient zygomorphe. La préfloraison est imbriquée, descendante ou vexillaire (Morale, 2011).

Toutes les Fabaceae possédent un ovaire formé d’un seul carpelle. Celui-ci est supére et

surmonté d’un style et d’un stigmate (Morale, 2011).

Le fruit, élément le plus constant et qui caractérise cette famille, est appelé gousse ou légume.
I1 s’agit d’un fruit qui s’ouvre en général a maturité grace a une double ouverture : ventrale et dorsale.

Chez certaines especes, la gousse subit des transformations (Morale, 2011).
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Les Fabaceae peuvent étre réparties en 4 sous-familles selon I’ Angiosperme Phylogénie Group
111 (2009) :

La sous-famille de Bauhinioides

La sous-famille des Caesalpinoideae

La sous-famille des Mimosoideae (Mimosaceae)

La sous-famille des Papilionoideae ou Faboideae (le genre Angylocalyx en fait partie)

I1.2- LA SOUS-FAMILLE DES PAPILIONOIDEAE OU FABOIDEAE

La sous-famille des Papilionoideae est certainement la sous-famille la plus étudiee, en
particulier en raison du grand nombre de plantes appartenant a cette famille, 476 genres et 13 860
espéces dont Angylocalyx oligophyllus (Wojciechowski et al., 2004). On retrouve dans cette sous-
famille des arbres, en général exotiques, des lianes, mais aussi beaucoup de plantes herbacées
vivaces ou annuelles. 11 s’agit d’une sous-famille exceptionnellement homogene, trés
reconnaissables a I’aspect de ses feuilles alternes, stipulées et composées pennées, a celui de ses
fleurs, a corolles dites « en papillon » et par ses fruits appelés gousses (Dupont et Guignaud, 2007).
Traditionnellement, les Papilionoideae ont été caractérisées par des traits qui sont considérés
maintenant comme des synapomorphies (caractére dérive partage par deux ou plusieurs taxons.) de

la sous-famille (Wojciechowski et al., 2004).

11.3- GENERALITE SUR LE GENRE ANGYLOCALYX

11.3.1- Aspect botanique
Les plantes du genre Angylocalyx sont des arbustes de la forét de 3 a 6 m. Haut avec une tige
principale simple, 1’écorce est verte ou gris-brun ; Le bois est jaune vif ; Le calice et les pétales sont

verdatres avec des taches rougeatres. Le fruit est jaune a maturité. (Polhill, 1981).

Les feuilles sont imparipennées ; les stipules sont petites et les stipules font défaut. Les
folioles latérales sont peu nombreuses, les alternes a subopposées sont souvent acuminées. (Gillett
etal., 1971)

Par WAKEU K Brussine “



Thése de Doctorat/PhD

Les Fleurs sont en grappes, généralement regroupées sur le vieux bois et parfois parmi les
feuilles ; Les bractées et les bractéoles sont petites ; les pédicules sont articulés. Le hypanthium
conique est au moins deux fois moins long que le calice, avec un ovaire inséré pres de la base sur la
face supérieure, fine de I’hypanthium, tubulaire, trés courte et largement est lobée a sous-tronquée,
généralement est déchirée au fur et & mesure de 1’ouverture de la corolle, portant des pétales et des
étamines une jante a la base. Les pétales sont inférieurs en longueur, glabres sauf parfois sur
I’étendard extérieur ; elliptique standard a orbiculaire avec une griffe bien développée ; les ailes
asymétriquement sont lanceolées, sont peu ou pas auriculées a la base des pales et sont libres ou
Iégerement adinées a la quille ; pétales de la quille semblables mais plus étroits, libres ou Iégerement
adnés. (Gillett et al., 1971)

Fruits toruloses, a bec, indéhiscents. Graine : testa adhérant a la paroi du fruit ; embryon
détaché et libre a I'intérieur, oblong-ellipsoide ou peu cylindrique, avec une radicule droite tres
courte pres d'une extrémité. (Gillett et al., 1971)

On retrouve douze espéces du genre Angylocalyx dans la forét d'Afrique tropicale parmi lesquelles
A. Talboti, A. Braunii, A. Pynaertii, A Schumannianus, A. Boutiqueanus, A. Zenkeri, A. Oligophyllus
(Nash et al., 1985)

Figure 4 : Feuille, tronc et fruits d’Angylocalyx oligophyllus a la récolte par (WAKEU en 2014)

11.3.2- Répartition géographique du genre Angylocalyx
On retrouve les plantes du genre Angylocalyx particulierement en Afrique, plus précisement

au Nigeria, au Benin, Gabon, Congo Belge et au Cameroun. (Herbier National du Cameroun)
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Au Cameroun les plantes du genre Angylocalyx se trouve a Bertoua, Dimako, Mouako, Kribi,
Ndikiniméki, Makenéné et Song-Bong (50 km d’Eséka) lieu de la récolte. (Herbier National du

Cameroun)

11.3.3- Usage
Au Cameroun, la population de Song-Bong Angylocalyx oligophyllus utilise pour les travaux

de construction, et des trappes d’animaux.

La population de Song-Bong témoigne de 1’utilise d’Angylocalyx oligophyllus en médecine

traditionnelle pour le traitement des infections de I’ceil et du diabéte.

I. 4- TRAVAUX CHIMIQUES ET PHARMACOLOGIQUES ANTERIEURS SUR LE
GENRE ANGYLOCALYX

11.4.1- Travaux chimiques antérieurs sur le genre Angylocalyx
Les especes du genre Angylocalyx n’ont pas fait I’objet d’étude chimique, sauf I’espéce A
pynaertti qui a déja fait I’objet d’étude chimique et des alcaloides ont été isolés. Il en ressort les

composés notés dans le tableau suivant.
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Tableau 1 : Composés isolés des fruits d’Angylocalyx pynaertti

Structures Noms Références
CH; H Molyneux et al.,,
N

2,5-imino-1,2,5-trideoxy-D-mannitole | 1993
(6-deoxy-DMDP)

CH,OH
OH
(6)
CHj
HOH,C
N N-méthyl-DAB KAYO et al., 2002
HO
OH

(7)
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Structures Noms Références
CHj; H CH,OH
N
OH HO
2,5-dideoxy-2,5-imino-D-fucitole
(8)
H KAYO et al., 2002
HOH,C
N 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitole
OH (DAB)
OH
)
HOH,CH,C
HOH,C
\ N: N-hydroxy éthyle-DAB
OH
(10)
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Structures Noms Références
N 2-0-B-D-glucopyranosyle-DAB
c-D-B-O
OH
(11)
CH,OH KAYO et al., 2002
—NH  CH;j B-L- homofuconojirimycine
OH OH
OH
(12)
CH,OH
—NH Molyneux et al.,
OH Fagomine 1993
OH
(13)
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Structures Noms Références
CH,OH
NH 1-deoxymannojirimycine (DMJ) Molyneux et al.,
OH OH 1993
OH
(14)
CH,OH
NH

NAOKI et al., 2001
1,3,4-trideoxynojirimycine

OH
(15)

CH,OH
NH 1-Deoxy-2,3-diepi-nojirimycine
OH (1-deoxyaltronojirimycine)

OH
OH
(16)
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Structures Noms Références
CHs . CH,OH
N
H
2,5-Imino-1,2,5-trideoxy-L-glucitole
OH
(17)
HOH,C
H
N . - -
1,4-Dideoxy-1,4-imino-D-ribitole
NAOKI et al., 2001
OH OH
(18)
HOH,C
H
N
H
1,4-Dideoxy-1,4-imino-D-xylitole
OH
(19)
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Structures Noms Références
CH,0-ahR-L-alpha
NH
OH O 6-0-a-L-Rhamnopyranosyl-1-
deoxymannojirimycine
OH
(20)
NH
NAOKI et al., 2001
OH
CHs B -7-deoxy-homomannojirimycine
OH CH,OH
OH
(21)
CH,OH
OH NH 1-Deoxy-3,4-diepi-nojirimycine
(1-Deoxygulonojirimycine)
OH OH
(22)
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Structures Noms Références
CHs ,  CH,OH
N
H O 2,5-dideoxy-2,5-imino-D-fucitole
(23)
NAOKI et al., 2001
CH, H 2,5-imino-1,2,3-trideoxy-D-altritole
N
H
CH,0OH
(24)

11.4.2- Travaux pharmacologiques antérieurs sur le genre Angylocalyx

L'extrait d'écorce d'A.pynaertii montre un effet puissant sur 1’ Activité inhibitrice vis-a-Vis
de la R-L-fucosidase de rat (ICso = 3,1 pg /ml) (Naoki et al., 2001).

Les composeés isolés d'A.pynaertii se sont avérés étre des meilleurs inhibiteurs de l'a-

mannosidase lysosomale. Il en ressort que, le 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-ribitol est un meilleur que

le 2,5-imino-1,2,5-tridéesoxy-D-mannitol. N-hydroxy éthyle 1-désoxynojirimycine (miglitol),

disponible dans le commerce pour le traitement du diabéte, a conservé son inhibiteur vis-a-vis de la

maltase et de la sucrase intestinale chez le rat, alors que le N-dérivé hydroxy éthyle du 2,5-didésoxy-

2,5-imino-D-mannitol a nettement augmenté leurs inhibitions envers toutes les enzymes testées.
(Kayo et al., 2002).
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Les plantes de la famille des Fabaceae sont des plantes qui regorgent plusieurs métabolites

secondaires parmi lesquelles les tannins, les saponines, les triterpénes et les flavonoides.

11.5- BREF APERCU SUR LES FLAVONOIDES

11.5.1- Définition et différentes classes

Les flavonoides occupent une place prépondérante dans le groupe des polyphénols, ce sont
des métabolites secondaires ubiquistes des plantes, (Walton et Brown, 1999). lls jouent un réle
important dans leur défense contre les pathogénes, dans I’alimentation et la santé de I’homme. Plus
de 6500 flavonoides naturels ont été décrits et on estime que 2% environ du carbone organique photo
synthétisé par les plantes, soit quelques 10° tonnes par an, est converti en flavonoides (Harborne et
Williams, 2000). lls constituent le troisiéme grand groupe de produits naturels, apres les terpénoides
(environ 30000) et les alcaloides (environ 12000). Ce sont des pigments quasiment universels des
veégétaux, stocker dans les vacuoles des chloroplastes, ils sont en partie responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Rice-Evans et Packer, 1998). On les trouve en abondance
chez les Polygonaceae, les Rutaceae et les Léguminoseae.

Les principales classes de flavonoides sont les suivantes :
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Tableau 2 : Principales classes de flavonoides (Andersen et Markham, 2006 ; Bruneton, 2009)

Numéro de structure Structures Noms
O
(26) ‘i;‘j/‘ Flavone
o)
(27) o Flavan-3-ol
OH
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Numéro de structure Structures Noms

(28) Flavonol

(30) Anthocyanidine

0
OH
0
(29)

© Flavane
O+

X

=
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Numéro de structure Structures Noms

(31)

O+

X
Anthocyane
P~
Osucre

(32) ‘\H/, Chalcone

0
(33) Dihydrochalcone
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Numéro de la structure Structure Noms
(34) © Proanthocyanidine
OH
(35) Aurone
o)
o)

11.5.2- Les isoflavonoides

Les isoflavonoides différent des autres flavonoides par la position du cycle B, qui dans le cas

des isoflavonoides est attaché en position 3 (en 2 pour les autres flavonoides), formant un squelette

de base 1,2-diphenylpropane. Il existe de nombreuses sous-classes d’isoflavonoides (schéma 2),

classés notamment en fonction du degré d’oxydation, 1’existence ou non d’hétérocycles

supplémentaires, les plus communs étant les isoflavones, alors que les isoflavanols et les

coumaranochromones sont peu rencontrés. Les dérivés glycosylés sont tres communs chez les

isoflavones, alors qu’ils sont trés rares dans les autres sous-Classes d’isoflavonoides. Les C-

glycosides sont essentiellement présents dans le genre Dalbergia (Leguminoseae) (Iwashina, 2000).

| —
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Tableau 3 : Structure des différentes sous-classes d’isoflavonoides

Numéro de structure Structures Noms

(37) Isoflavone

(38) Isoflavanone

o
C
(36) Isoflavanone
o
0
‘;!j\‘
0
C
0
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Numéro de structure Structures Noms
(39) Roténoide
(40) Ptérocarpane
(41) Coumaranochromone
3-arylcoumarine
(42)
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11.5.2.1- Distribution

Les isoflavonoides, en particulier les aglycones sont présents dans les racines, les rhizomes,
le bois, 1’écorce et les graines, quelquefois dans les feuilles et les fleurs. Contrairement aux
flavonoides, composés ubiquitaires dans le regne végetal, les isoflavonoides sont quasi-uniquement
présents chez les Légumineuses, puisque 85% d’entre eux ont été isolés de cette famille (Iwashina,
2000). 11 apparait néanmoins qu’au moins 225 isoflavonoides décrits ont été isolés de plantes
n’appartenant pas aux Légumineuses, mais a 59 autres familles (Lapcik, 2007). Comme chez les
Légumineuses, la majorité¢ des isoflavonoides isolés sont des isoflavones. D’apres une étude de
Reynaud, sur 164 isoflavonoides répertoriés, 124 sont des isoflavones, 17 des déshydroroténoides et
6 a 12 a-hydroxyroténoides. On retrouve également des isoflavanones (38), des roténoides (39), des

ptérocarpanes (40), des coumarochromones (41) (Reynaud et al., 2005).

11.5.2.2- Biosynthese

La quasi-exclusivité de la présence d’isoflavonoides chez les Légumineuses peut s’expliquer.
En effet, il semblerait que 1’on retrouve uniquement dans cette famille 1’isoflavone synthase (IFS),
enzyme clé dans la synthese des isoflavonoides. Le terme IFS est utilisé pour décrire la réaction de
migration du groupement aryle (schémal), couplée a une 2-hydroxylation catalysée par la 2-
hydroxyisoflavanone synthase (2HIS), ainsi que la réaction de déshydratation qui est soit spontanée,
soit catalysée par la 2-hydroxyisoflavanone déshydratasse (2HID) (Dixon et Steele, 1999 ; Veitch,
2006). Néanmoins, le géne codant pour IFS a été également identifié chez la canne a sucre (Beta
vulgaris, Chenopodiaceae) (Lapcik, 2007).

La 2-hydroxyisoflavanone synthase (2HIS) catalyse uniquement les réactions a partir des 2S-
flavanones. La migration du groupement aryle commence par I’attraction de I’hydrogene en position
3, suivie de la migration du cycle B de C-2 a C-3 et de I’hydroxylation du radical en 2, qui aboutit a
la formation d’une 2-hydroxyflavanone (Akashi et al., 2005 ; Tian et al., 2008). Les ADN codant
pour la 2HIS ont été clonés a partir de différentes légumineuses. Ces 2HIS appartiennent a la famille
des cytochromes CYP93C, et sont dépendantes de NADPH et d’O> comme cofacteurs (Tian et al.,
2008). Cette classe d’enzyme comprend aussi la flavone synthase II (FSII, CYP93B1) qui catalyse
la 2-hydroxylation sans migration du groupement aryle, pour former aprés deshydratation une
flavone a partir d’une flavanone (Dixon et Steele, 1999). Les précurseurs des isoflavonoides
(flavanones) sont de simples flavanones comme la naringénine (5,7,4’-trihydroxyflavanone) ou la

liquiritigénine (7,4’-dihydroxyflavanone). Il semble que certaines 7-hydroxyflavanones sans
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groupement hydroxyle en position 4’ puissent aussi étre impliquées (Lapcik, 2007). La fonction
hydroxyle va ensuite étre déshydratée en milieu acide par une 2-hydroxyisoflavanone déshydratasse
(2HID), qui est classée dans les carboxyestérases de la famille des hydrolases. Les 2HID peuvent
étre divisées en : 2HIDH dont le substrat est une simple 2-hydroxyisoflavanone et en 2HIDM dont
le substrat est un dérivé méthoxylé (Akashi et al., 2005).

Il semblerait que la réaction de déshydratation puisse également se faire spontanément ¢’est-
a-dire sans intervention d’enzyme dans le cas de certaines 2- hydroxyflavanones instables, mais avec
des cinétiques tres lentes, ce qui représenterait pour le végétal une voie de biosynthese alternative,
notamment quand une production rapide d’isoflavones n’est pas nécessaire (Dixon et Steele, 1999).
Comme pour les flavonoides, les enzymes de la voie de biosynthése des isoflavonoides sont
organisées en complexe enzymatique (Winkel-Shirley, 2001).

Une modification importante des isoflavonoides concerne la 4’-O-méthylation du cycle B
puisque celle-ci permet notamment 1’élaboration des ptérocarpanes (phytoalexines). Il est intéressant
de noter que la régiospécificité de cette enzyme est différente in vivo et in vitro (méthylation en
position 7, sur le cycle A, in vitro) (Dixon et Steele., 1999).
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Schéma 1: Biosynthese des isoflavones (Winkel-Shirley, 2001)

Par WAKEU K Brussine = 0 —



Thése de Doctorat/PhD

11.5.3- Activité biologique des isoflavonoides

Des études montrent que la formononétine (43) possede des effets antidiabétiques dans les
régimes riches en graisses et les faibles doses streptozotocine qui induit le diabéte type 2 chez le rat
expérimental. Ces effets peuvent étre associés a une augmentation dans l'expression de SIRT1.
Cependant, une étude détaillée est nécessaire pour trouver les voies moléculaires impliquées dans
I'effet antihyperglycémique de la formononétine en augmentant I'expression de SIRT1 dans les tissus
du pancréas. (Manisha et Yogesh., 2018).

La formononétine peut également étre utile dans le traitement et prévention de
I'nypertension. (Mu et al., 2009).

La formononétine, un phytoestrogene, peut améliorer les cellules endothéliales artérielles en
régulant a la hausse I'oxyde nitrique synthase endothélial (ENOS). Cette étude investiguait
I'nypothese que la formononétine régule ENOS a travers 1'cestrogene récepteur. La formononétine
régule positivement les ENOS dans les cellules endothéliales artérielles cellules via I’activation des

récepteurs aux cestrogenes, (Tao et al., 2016).

En 2011, Yuk et ses collaborateurs avaient identifié la formononétine (43) et 1’afromosine
(44) deux isoflavones issues de feuilles de soja (Fabaceae) qui sont consommées comme légume
saisonnier spécial en Corée. La formononétine a montré une activité inhibitrice plus élevée contre
I’alphaglucosidase (ICso = 31,3 mM) que I’afromosine (ICsp = 122,9 mM) (Yuk et al., 2011).

HO (0] HO o}

H3CO

OCH; OCHj

(43) (44)
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11.6- BREF APERCU SUR LES TRITERPENES

11.6.1- Deéfinition et différentes classes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels de structure soit cyclique soit a chaine ouverte.
Leur formule brute est (Cs Hx) n dont le X est variable en fonction du degré d’insaturation de la
molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les poly terpenes qui peuvent atteindre plus
de 100 (exemple le caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule CsHg. Le terme
terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes avec une ou

plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone).

11.6.2- Classification

Dans le regne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires. Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base isoprene :
hémi terpénes (Cs), mono terpénes (Cio), sesquiterpenes (Cis), di terpénes (C2o), sesquiterpenes
(C2s), triterpénes (Cao), tetraterpénes (Cao) et poly terpenes. Dans les terpénoides, la téte d'un élément
isopréne est ordinairement liée a la queue de I'élément suivant. Toutefois, on rencontre des exemples

de terpénoides ou se trouvent des liaisons " téte-téte " et " queue-queue .

11.6.3- Biosynthese des terpénoides dans le regne végétal

La diversité des structures terpéniques naturelles rend délicate sinon difficile toute tentative
de généralisation. 1l est cependant utile voire indispensable, d’insister sur le fait que l'existence des
terpeénes soit conditionnée par trois séquences réactionnelles fondamentales : formation de
I’isopréne actif “ a partir de 1’acétate via ’acide mévalonique. Couplage “ téte a queue * des unités
en Cs justifiant I’existence des mono, sesqui, di, sester et poly terpenes. Couplage “queue a queue”
des unités en C1s ou Cyo justifiant I'existence des triterpénes. Hors mis ces trois séquences capitales,
le reste de la biosynthése sera facilement interprété comme une suite de réactions tres classiques
pour l'organicien : formation d'ions carboniums par solvolyse de pyrophosphates allyliques,
ouverture d’époxydes ou protonation d’une double liaison ; cyclisations ¢électrophiles,
réarrangements de type Wagner-Meerwein et autres.

Les terpénes ne sont vraiment formés dans la nature a partir de I'isoprene, qui n'a jamais été

détecté dans un organisme vivant. Le véritable précurseur universel de tous les terpénes est l'acide
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mévalonique. (Schéma 2). La réaction commence par l'activation de la molécule d'acide acétique.
Ceci est réalisé par estérification avec le groupe thiol d'une molécule complexe, le coenzyme A, que
nous écrirons S-CoA.

lére et 2ieme étape : Condensation al dolique de 1’acétylcoenzyme-A sur 1’acétoacétyl Coenzyme-
A et réduction par le NADPH.

3iéme et 4iéme étape : Condensation du MVA en Isopenténylpyrophosphate (IPP) par
phosphorylation suivie d’une décarboxylation assistée (élimination E2) par le départ du groupe

phosphate et isomérisation de I’'IPP en DMAPP.
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Schéma 2 : Biosynthese des terpénoides

11.6.4- Activités biologiques de quelques triterpenes

Le lupéol (45), un phytoconstituant de Solanum xanthocarpum, inhibe la progression du
diabete apres 21 jours. Le traitement au lupéol a entrainé une diminution de I'hémoglobine glyquée,
glucose sérique et oxyde nitrique, avec une augmentation concomitante de la concentration sérique

niveau d'insuline. En outre, le traitement au lupéol a également augmenté le niveau de teneur en

Par WAKEU K Brussine = —



Thése de Doctorat/PhD

antioxydants, avec une diminution du niveau d'oxygene réactif avec l'acide Thio barbiturique
(Rajnish et al.,2012).

Des études ont montré que le lupéol (45) réduit le taux de glucose chez les animaux rendus
diabétiques. Dans I'extrait a I'éthanol de I'écorce de tige de la plante Crateva nurvala aide a réduire
le glucose sanguin chez les patients atteints de STZ- rats diabétiques induits et stimulés par le
saccharose comparable a la metformine (2), médicament standard. Cette baisse dans le glucose
sanguin est d0 a I'effet inhibiteur du lupéol sur la glucosidase, enzyme présente sur la brosse frontiére
membrane de I'intestin gréle, ce qui aide dans la décomposition des glucides et son transport dans la
circulation sanguine, bloquant I'absorption de glucose de l'intestin gréle dans le sang, une des
principales portes d'entrée pour le glucose (Shai et al., 2010).

Le lupéol (45) a une tres faible toxicité, I’administration d’une dose de lupéol de 2g/kg a des
rats et souris ne produit pas d’effet indésirable et ne provoque aucune mortalité aprés 96h
d’observations (Nigam et al., 2009).

Le lupéol (45) a une activité anti-inflammatoire dans le cas d’inflammations chroniques
aiglies chez les rats et les souris (Geetha et Varalaxmi, 1998). Une action anti-inflammatoire
remarquable a été observée sur un modele d’arthrite chronique ou 1’effet était comparable a celui de

’acide acétylsalicylique a une dose de 100mg/kg (Nigam et al., 2009).

Une étude récente a démontré 1’effet modulatoire du lupéol (45) sur les altérations de la
prolifération cellulaire induite par le diméthylbenzanthracéne (DMBA) chez des souris albinos. Le
traitement au lupéol a montré un effet préventif significatif (p < 0.01) et un potentiel anti prolifératif

et apoptotique ce qui est tres prometteur pour la lutte contre le cancer de la peau (Nigam et al., 2009).

L’acide ursolique (46) a accru la dépense énergétique, entrainant une réduction de 1’obésité,
une tolérance au glucose améliorée et une diminution de la fréquence hépatique. Ces données
appuient un modele dans lequel 1’acide ursolique réduit 1’obésité, 1’intolérance au glucose et les
maladies du foie gras en reduisant I’augmentation du muscle squelettique et de la graisse brune. Ceci
suggere que ’acide ursolique constitue une approche thérapeutique potentielle de 1’obésité et de la
maladie liée a I'obésité (Steven et al., 2012).

Une étude a montré que 1I’administration de 1’acide ursolique (46) chez des souris diabétiques
(STZ induit) diminuait significativement le taux de glucose dans le sang. Les auteurs ont aussi
observé une amélioration de la tolérance au glucose et a 1’insuline, comparativement aux souris

diabétiques témoins (Jang et al., 2009).
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(45) (46)

Au regard de ce qui précede, il ressort que le genre Angylocalyx est utilisées dans la
pharmacopée traditionnelle et les différents métabolites secondaires et extraits exhibent des activités
biologiques trés intéressantes. De plus, compte tenu de 1’évolution du diabéte dans le monde et
spécialement en Afrique, nous avons entrepris 1’étude phytochimique d’Angylocalyx oligophyllus
qui a fait I’objet de trés peu d’étude a notre connaissance. Le but étant de rechercher de nouveaux
composés a activité antidiabétique pouvant servir de principe actif dans 1’élaboration de nouveaux
médicaments antidiabétiques ou des fractions actives pouvant servir a la fabrication des
phytomédicaments moins colteux. Pour ce faire, il existe deux types de démarches analytiques : La
premiére est le recours a la RMN proton et carbone 13 a une et deux dimensions pour caractériser
les composés obtenus par chromatographie sur colonne et couche mince. La seconde méthode est
I’identification des composés a 1’aide des indices de rétention d’une part, et des spectres de masse

d’autre part.
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I11. BREVE REVUE SUR LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A
LA MASSE

1. 1-LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (CPG)
La CPG est une méthode d’analyse de séparation qui s’applique aux composés gazeux ou

susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition (Arpino et al., 1995).

C’est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles, car
elle permet d’effectuer 1’individualisation des constituants a partir d’échantillons de 1’ordre du
milligramme voire du microgramme. Les progres technologiques réalisés dans ce domaine avec la
présence de plus en plus fréquente de « fast GC » raccourcissent considérablement le temps

d’analyse tout en conservant une bonne efficacité de séparation (Ma tovska et Lehotay, 2004).

I11.2- LE COUPLAGE EN LIGNE CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
ISPECTROMETRIE DE MASSE (CPG/SM)

L'utilisation d'un spectromeétre de masse comme détecteur en chromatographie en phase
gazeuse a été développée dans les années 1950 par Roland Gohlke et Fred McLafferty. Néanmoins,
les appareils de routine CPG/SM a colonnes capillaires se sont répandus dans les années 1980
(McLafferty et Michnowicz, 1992). Depuis, cette méthode de couplage n’a cessé d’évoluer et a
trouvé de nombreuses applications dans les domaines de 1’agroalimentaire, des produits pétroliers
(carburants, matieres synthétiques), des produits naturels (parfumerie, cosmétique, médecine). Dans
le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de
référence (Longevialle, 1981 et Constantin, 1996). En effet, le couplage de la chromatographie en
phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la

séparation et I’analyse des différents constituants d’un mélange complexe.

Deux modes d’ionisation sont possibles : I’ionisation par impact électronique (IE) et
I’1onisation chimique (IC). Dans ce dernier cas, on distingue 1’ionisation chimique positive (ICP) et
I’ionisation chimique négative (ICN). Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus fréquents

pour I’analyse des huiles essentielles sont le « quadripdle » et le piege a ions ou « ion trap ». Tous
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deux utilisent la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport masse sur charge m/z.
(De Hoffmann et al., 1999 ; McLafferty et Turecek, 1993).

I11. 2.1- CPG/SM en mode « Impact Electronique » (CPG/SM-IE).

En mode impact électronique (IE), I’ionisation des substances sortant de la colonne capillaire
se fait par bombardement a ’aide d’un faisceau d’électrons d’énergie de 70 eV provenant d’un
filament chauffé. Les fragments ioniques positifs ainsi obtenus, dont éventuellement 1’ion
moléculaire, forment le spectre de masse du composé. Les spectres de masse ainsi obtenus sont
compares avec ceux des produits de référence contenus dans des bibliotheques informatisées

commerciales riches de plusieurs milliers de composés (Konig et al., 2008 ; Adams., 2007).
En mode IE, il se présente des difficultés qui sont dues principalement :

- A la similitude des spectres de masse. C’est le cas de composés proches d’un point de vue structural

comme les quatre isoméres du menthol ou du farnésol (Masada, 1976 et Coleman et al., 1989).

- A la faible intensité voire & 1’absence du pic moléculaire sur le spectre de masse.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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I-ETUDE PHYTOCHIMIQUE D’A. OLIGOPHYLLUS

1.L1- EXTRACTION ET ISOLEMENT DES METABOLITES SECONDAIRES
ANGYLOCALYX OLIGOPHYLLUS

Angylocalyx oligophyllus (feuilles et tronc) ont été récoltés le 17 avril 2014 & Song-Mbong
a 50Km d’Eséka dans la région du centre sous 1’assistance du botaniste Mr Victor NANA et

identifier a I’Herbier Nationale du Cameroun sous le numéro 41503 A. KOUFANI 185.

- Les feuilles ont été séchees, broyeées et la poudre obtenu (5009) a été macerée dans le
mélange CH>Cl>/MeOH (1 :1) a température ambiante pendant 72 heures. Nous avons obtenu 120
g d’extrait brut aprés évaporation du solvant. Les chromatographies successives sur gel de silice de
100 g ont conduit a I’isolement de 10 composés indexés FAO1, FAO2, FAOs... FAO10 dont 8 ont
été entierement caractérises

- Les troncs ont été découpés, séches, broyés et la poudre obtenu (35009) a été maceérée dans
le mélange CH2Cl>/MeOH (1 :1) a température ambiante pendant 72 heures. Nous avons obtenu
680¢g d’extrait brut aprés évaporation du solvant. Les chromatographies successives sur gel de silice
de 300g ont conduit a I’isolement 15 composés indexés AO1, AO2, AOz... AO1s dont 10 ont été

entiérement caractérisés
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Schéma 3 : Protocole d’extraction des feuilles d’Angylocalyx oligophyllus
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Schéma 4 : Protocole d’extraction du tronc d’Angylocalyx oligophyllus

Par WAKEU K Brussine “



These de Doctorat/PhD

De cette plante, ont été isolés et de caractérisés 18 composés dont 10 du tronc et 8 des feuilles
consigné dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Composés isolés du tronc et des feuilles d’Angylocalyx oligophyllus

Organes de la plante  Composes ~ Composés

isolés Caractérisés Code des composés

Feuilles FAO: (10mg), FAO2 (23,9mg),
FAOs; (57mg), FAOs (10,2mg),
FAOs (4,6mg), FAOs (12,9mg),
FAOgq (7,5mg), FAO10 (15,8mg),

15 10 AO> (21,7mg), AOz(12,9mg),
A0, 8,8mg), AOs (13,3mg),
AOs (17,6mg), AOg (11,7mg),
AOg (11,4mg), AO10(18,8mg) AO13
(10,2mg), AO14(20,6mg),

Composés présent dans les deux Organes AO4 = FAOg, AO¢s = FAO?

1.2- DESCRIPTION DES COMPOSES ISOLES

1.2.1- Caractérisation du composé nouveau FAOs

Le composé FAOs est obtenu sous forme de poudre jaunatre dans le MeOH. Il est soluble
dans H20. Il fond entre 270,4 et 279,0 °C. Le spectre de masse APCI (figure 5) en mode positif
montre le pic de I’ion pseudo moléculaire m/z a 146,0788 [M+H] * et la masse calculée est 146,0817
qui correspond a la formule brute CeH12NOz renfermant 2 degrés d’insaturations, compatible avec
son spectre HSQC (figure 4).
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Figure 4 : Spectre HSQC de FAOs (D20, 500 MHz)
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Figure 5 : (+) APCI-HR spectre de masse de FAOs
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Le spectre IR (figure 6) indique la présence de la fonction amide dont la bande de vibration
de la liaison C=0 est a 1604 cm™ et celle de la liaison N-H a 3287 cm™. Nous avons également la

fonction alcool dont la bande de vibration est autour de 3194cm™.
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Figure 6 : Spectre IR de FAOs (KBr)

Sur son spectre RMN H (figure 7) on observe :

- 2 signaux des protons d’oxyméthines intégrant pour 1 proton chacun a Jn 3,57 (dd, J= 10,8 ;
3,9) et on 3,91 (m)

- 3 groupes de protons de méthyléne intégrant pour 2 protons chacun a on 1,71 (m) ; 2,25 (m) ;
1,55 (m) ; 2,01(m) et 2,76 (t) ; 3,39 (ddd, J=12,3 ;4,2 ; 1,6).
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Figure 7 : Spectre de RMN H de FAOs (D20, 500 MHz)

Sur son spectre RMN 3C (figure 8) on observe 6 pics correspondants aux 6 atomes de carbones.

Nous avons :

- Un carbonyle qui résonne a oc 178,5
- 2 méthines oxygéneés qui résonnent autour de oc 62,8 et 68,0

- 3 méthylenes qui résonnent oc 28,6 ; 34,6 et 52,0
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Figure 8 : Spectre de RMN *C de FAOs (D20, 125 MHz)

La formule brute nous montre que nous avons 2 degrés d’insaturations, or le carbonyle

occupe un degré d’insaturation ce qui suggere que le composé FAOs est un systéme cyclique.

Le spectre COSY (figure 9) nous montre des taches de corrélations entre les protons
suivants :

- H-2, H-3a et H-3b,

- H-4a, H-4b et H-3a et H-3b,

- H-4a, H-4b et H-5,

- H-5et H-6a, H-6b.
Ces données nous permettent de former la longue chaine C-3 C-4 C-5 C-6 et C-7 (sous
structure A)
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Sous structure A

La molécule comportant 6 atomes de carbones, le fragment restant est celui de la fonction amide

%)LNH—:‘

Sous structure B

(sous structure B)
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Figure 9 : Spectre COSY de FAOs (D20, 500 MHz)
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La position de la sous structure B a été déterminée au moyen des corrélations observées sur le
spectre HMBC (figure 10), sur lequel on observe des corrélations entre le proton H-6 et C-1, C-
5 et C-4 ; entre le proton H-2 et C-1, C-3 et C-4.

Schéma 5 : Corrélation HMBC de FAOs

Les positions des groupements hydroxyles ont été confirmées grace aux corrélations entre
proton H-5 et C-6, C-4 entre le proton H-2 et C-3, C-4, H-3 diastériotopique et C-2, C-5, H-4
diastériotopique et C-2, C-6 (figure 9),

Schéma 6 : Corrélation HMBC
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Figure 10 : Spectre HMBC de FAOs (D20, 500 MHz)
La configuration relative de FAOs a été établie grace au spectre NOESY (figure 11) qui montre des

corrélations spatiales entre les protons suivants

- H-2etH-4,
- H-2etH-6,
- H-3etH-5,
- H-4,etH-6
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Figure 11 : Spectre NOESY de FAOs (D20, 500 MHz)

L’ensemble de toutes ces données nous ont permis d’attribuer au composé FAOs la structure
suivante, qui est un nouveau dérivé de lactame que nous avons appelé oligoamide et dont le nom

systématique est (6R,3S) 3,6-dihydroxyazepan-2-one

sl OH

Par WAKEU K Brussine “
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Tableau 5 : Données spectrales de RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) dans D20, J
(Hz), 6 (ppm) du composé FAOs

RMN 13C de FAOs RMN !H de FAOs

1 178,5
2 62,8 3,57 (dd, J= 10.8, 3.9)

3a 28,5 1,71 (m)

3b 2,25 (m)

4a 34,6 1,55(m)

4b 2,01 (M)

5 68,0 3,91 (m)

6a 52,0 3,39 (ddd, J= 12,3 ; 4,2 : 1,6)
6b 2,76 (t)

1.2.2- Identification des isoflavonoides

1.2.2.1- Identification de FAO:2

Le composé FAO: précipite sous forme de poudre blanche dans le mélange Hex/EtOAc
(50 :50) et il est soluble dans le méthanol.

Il réagit positivement au test du chlorure ferrique, caractéristique des hydroxyles
phénoliques, et au test de Shinoda caractéristique des flavonoides.

Le spectre de masse en impact électronique (figure 12) laisse apparaitre le pic de 1’ion
moléculaire a m/z 268,2. La combinaison du spectre de masse et des données de la RMN permet

d’attribuer a FAO> la formule brute C16H1204 renfermant 11 degrés d’insaturations.
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Figure 12 : Spectre de masse IE de FAO:2

L’analyse du spectre RMN *H couplé a celui de RMN C fait ressortir la présence d’un
singulet d’un proton a oJn 8,50 porté par le carbone a oc 153,7 (C-2), attribuable au proton
caractéristique des d’isoflavone (Pilar et al., 2010)

Le spectre RMN *H (400 MHz, CD30D) (figure 13) exhibe les signaux a 617,45 (2H ; d ; J =8,2
Hz);et6,90 (2H ; d; J = 8,8 Hz) caractéristique d un systéme aromatique para substitué. Le blindage

des protons a 6,90 indique qu’ils sont adjacents a un hétéroatome d’ou la structure C suivante.

Sous structure C

Trois autres signaux sont observés dans la zone aromatique :

- unsysteme ABX de deux protons aromatiques a on 7,96 (1H, d, J = 8,9 Hz) ; on 6,95 (1H, d,

Par WAKEU K Brussine “
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J = 8,9 Hz) attribués aux protons H-5 et H-6.
- Un singulet d’un proton apparaissant a on 6,81 et correspondant au proton H-8

- unsingulet de méthoxy a on 3,75
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Figure 13 : Spectre de RMN 'H de FAO2 (CDs0OD, 400 MHz)

Le spectre de RMN 3C (100 MHz, CD30D) (figure 14) Présente 14 protons dont :

un carbonyle a 175,3 ppm

- six signaux de carbone quaternaire a dc 162,8(C-7) ; 124,6(C-3) ; 157,0(C-9) ; 116,0(C-
10) ; 123,7(C-1") et 159,4(C-4")

- six signaux de méthine 115,6(C-6); 127,8(C-5) ; 153,7(C-2) ; 102,0(C-8) ; 130,6(C-2' et 6");
114,1(C-3" et 5')

- un signal du groupement méthoxy a 55,6 ppm

Par WAKEU K Brussine ’ﬁ“
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Figure 14 : Spectre de RMN 3C de FAO2 (CDs0OD, 100 MHz)

L’ensemble de ces résultats ont permis d’identifier le composé FAOz a la formononetin aprés
comparaison avec les données publiées dans la littérature par Jun et al., en 2003.

HO (0]

OCH,

(43)

Par WAKEU K Brussine “



Thése de Doctorat/PhD

Tableau 6 : Données spectrales de RMN 13C (100 MHz) dans le CD30OD de FAO2 comparées
a celles de la formononetin (*3C, 100 MHz) dans le DMSO-ds (Jun et al., 2003)

© 0 N oo o B W N o
o

A
~ o

2' 6
4'

3’5’
4'a

RMN *C DE FAO;

153,7 (CH)
1246 (C)
175,3 (C)
127,8 (CH)
115,6 (CH)
162,8 (C)
102,0 (CH)
157,0 (C)
116,0 (C)
123,7 (C)
130,6 (CH)
159,4 (C)
114,1 (CH)
55,6 (OCHs)

1.2.2.2- Identification de AO13

(95 : 5), soluble dans I’acétone.

phénoliques, et au test de Shinoda caracteristique des flavonoides.

RMN 3C (Litt)
153,7 (CH)
124,4 (C)
174,8 (C)
127,5 (CH)
115,4 (CH)
162,8 (C)
102,3 (CH)
157,6 (C)
116,8 (C)
123,3 (C)
130,2 (CH)
159,1 (C)
113,9 (CH)
55,6 (OCHs3)

Le composé AO13 se présente sous forme de poudre jaunatre dans le systtme CH2Clo/MeOH

Il réagit positivement au test du chlorure ferrique, caractéristique des hydroxyles

Le spectre de masse en impact électronique (figure 15) laisse apparaitre 1’ion moléculaire a

m/z 284,2. La combinaison du spectre de masse et des données RMN proton permet d’attribuer a

AOz3 la formule brute C16H120s renfermant 11 degrés d’insaturations.
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Figure 15 : Spectre de masse IE de AO13

Le spectre *H RMN (400 MHz, Acétone deteuré) (figure 16) présente des similitudes avec
le spectre RMN 'H (400 MHz, CDsOD) (figure 13) de FAO; avec une différence au niveau du
systéme de trois protons du noyau aromatique B para et méta substitué d’une isoflavone a o 7,15
(1H,d,J=1,8Hz;H-2");6,96 (1H,dd ; J=1,8;8,2Hz; H-6") et 6,99 (1H ;d; J=15,1Hz; H-
5.

Par contre sur le spectre RMN *H de FAO, on a les signaux a 647,45 (2H ; d ; J = 8,2 Hz) ;
correspondant aux protons H-2" et H-6’ d’une part et 6,90 (2H ; d ; J = 8,8 Hz) correspondant aux

protons H-3" et H-5' d’autre part.
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Figure 16 : Spectre de RMN H de AO13 (Acétone deteuré, 400 MHz)

L’ensemble de ces résultats ont permis d’identifier le composé¢ AOiz a la 3'-
méthoxydandzeine aprés comparaison avec les données publiées dans la littérature par Jun et al en
2003.

HO o)
OCHs
0
OH
(48)
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Tableau 7 : Données spectrales de RMN 'H (400 MHz) dans ’acétone de AQ13 comparées a
celles de la 3’-méthoxydandzeine (*H, 400 MHz) dans le DMSO-ds (Jun et al., 2003)

NE
2

5

6

8

X
5/
6’
CHs

1H AO13

8,15 (1H, s)

8,04 (1H,d ; J=8,7)

6,96 (1H, d ; J=7,0)
6,89 (1H.s)

7,15 (1H,d ; = 1,8)

7,05 (1H, d ; J=8,1)
6,98 (1H,dd, J=8,1; 1,8)
3,87 (3H.9)

1.2.2.3- Identification de AOs3

(15 :85) et soluble dans le méthanol.

1H Litt
8,31 (1H, s)

7,97 (1H, d, J=8,3)
6,93 (1H, dd, J=8,3)
6,85 (1H, s)

7,16 (1H, d, J=1,9)
6,81(1H, d, J= 8,3))
6,99 (1H, d, J=8,3;1,9)
3,80 (3H.5)

Le composé AO3 a été isolé sous forme de poudre blanchatre dans le systeme Hex /CH2Cl»

Il réagit positivement au test du chlorure ferrique, caractéristique des hydroxyles

phénoliques, et au test de Shinoda caractéristique des flavonoides.

Le spectre de masse en impact électronique (figure 17) laisse apparaitre 1’ion moléculaire a

m/z 298,3. La combinaison du spectre de masse et des données de la RMN permet d’attribuer a AO3

la formule brute C17H140s renfermant 11 degrés d’insaturations.

Par WAKEU K Brussine
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Figure 17 : Spectre de masse IE de AO3

Les signaux types d’un squelette d’isoflavone qui résonnent a Jn 8,17 et 153,6 sont
respectivement observés sur le spectre RMN H et $3C (Pilar et al., 2010).
En notant que le squelette du composé AOs est un isoflavonique. Il apparait par ailleurs sur le spectre
RMN 'H (CDs;OD, 400 MHz) (figure 18)

Un systéme AA’BB’ de quatre protons a on 7,80 (2H ; d ; J = 8,2 Hz ; H-2' et H-6") et 7,06
(2H; d;J =8,2 Hz ; H-3' et H-5') compatible avec le noyau aromatique B para-substitué¢ d’une
isoflavone.
Deux autres signaux sont observés dans la zone aromatique :
- deux singulets d’un proton aromatique apparaissant sous forme de singulet a on 7,92 et 7,22
qu’on attribue aux protons H-5 et H-8.
- deux singulets de méthoxy a 1 3,73 et 3,59
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Figure 18 : Spectre de RMN 'H de AOs (CD30D, 400 MHz)

Le spectre de RMN *3C (CDs0D, 100 MHz) (figure 19)

Présente 15 pics qui révelent I’existence

- d’un carbonyle a 175,3

- sept signaux de carbone quaternaire a oc 150,0 (C-6) ; 156,0 (C-7) ; 124,6 (C-3) ; 153,2 (C-
9);117,1 (C-10) ; 123,4 (C-1") et 160,0 (C-4")

- cing signaux de méthine ; 106,1 (C-5), 153,6 (C-2) ; 104,5(C-8) ; 131,3 (C-2' et 6') ; 114,7
(C-3"et5)

- deux signaux du groupement méthoxy a 55,7 et 56,4 ppm
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Figure 19 : Spectre de RMN 3C de AOs (CD30D, 100 MHz)

L’ensemble de ces résultats ont permis d’identifier le composé AOs a la Afromosine apres

comparaison avec les données publiées dans la littérature (Pilar et al., 2010).
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Tableau 8 : Données spectrales de RMN 3C (100 MHz) dans le CDsOD de AOs comparées a
celles de ’afromosin RMN *3C (125 MHz) dans le CDCI+DMSO-ds (Pilar et al., 2010)

N° RMN 13C AOs (CDsOD RMN 13C (Litt)
2 153,6 (CH) 152,8 (CH)
3 124,6 (C) 124,7 (C)

4 175,3 (C) 174,2 (C)

5 106,1 (CH) 104,6 (CH)
6 150,0 (C) 146,9 (C)

7 156,0 (C) 152,7 (C)

8 104,5 (CH) 102,8 (CH)
9 153,2 (C) 151,7 (C)

10 117,9 (C) 116,2 (C)

ik 123,4 (C) 122,6 (C)
2.6’ 131,1 (CH) 130,0 (CH)
4 160,0 (C) 158,9 (C)
35 114,7 (CH) 113,5 (CH)
4a 56,4 (OCH3) 55,9 (OCH3)
6a 55,7 (OCH3) 55,1 (OCH3)

1.2.2.4- Identification de AOs

Le composé AOs se présente sous forme de cristaux blancs, dans le systeme CH,Cl,-MeOH
(5 : 95) et soluble dans la pyridine.

Il réagit positivement au test du chlorure ferrique, caractéristique des hydroxyles
phénoliques, et au test de Shinoda caractéristique des flavonoides.

Le spectre de masse en impact électronique (figure 20) laisse apparaitre 1’ion moléculaire a
m/z 298,1. La combinaison du spectre de masse et des données de la RMN permet d’attribuer a AOg

la formule brute C17H140s renfermant 11 degrés d’insaturations.
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Figure 20 : Spectre de masse IE de AOs

Sur son spectre RMN *H (prydine-ds, 400 MHz) (figure 21), on observe des similitudes avec

le spectre RMN H (CDsOD, 400 MHz) (figure 18) du composé AOs.

La différence réside au niveau du systeme AB de deux protons aromatiques a ox 7,80 (1H,

d, J=8,9Hz);0n 7,29 (1H, d, J = 8,9 Hz) ; qu’on attribue aux protons H-5 et H-6 pour le composé

AOgs alors que on a deux singulets d’un proton aromatique apparaissant a on 7,92 et 7,22 qu’on

attribue aux protons H-5 et H-8 pour le composé AO:s.
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Figure 21 : Spectre de RMN 'H de AOs (prydine-ds, 400 MHz)

Les spectres HSQC (prydine-ds, 400 MHz) (figure 22) et HMBC (prydine-ds, 400 MHz)
(figure 23) nous permettent de détecter 15 pics de carbone qui présentent également des similitudes
avec le composé AO3 et la différence réside au niveau de 1’existence de deux signaux de méthine
116,5 (C-6) ; 106,1 (C-5) dans AOs par contre on a 106,1(C-5) ; 104,5 (C-8) et pic de (C-6) apparait
a 150,0 sous forme de carbone quaternaire dans AOs. De plus nous sur son spectre HMBC (figure
23), nous observons les corrélations entre le H-5 et C-4, entre H-2 et C-9, C-8. Entre H-6 et C-8 et

entre H-3' et C-3.
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Schéma 8 : Corrélation HMBC et couplage scalaire de AOs
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Figure 22 : Spectre HSQC de AOs (prydine-ds,)
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Figure 23 : Spectre HMBC de AQOg (prydine-ds)

L’ensemble de ces résultats ont permis d’identifier le composé AOg & la 8-O-méthylretusine

aprés comparaison avec les données publiées dans la littérature (Pilar et al., 2010).

HO o

OCH,

(49)
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Tableau 9 : Données spectrales RMN C (100 MHz) dans la pyridine de AOs comparées a
celles de la 8-O-méthylretusine (RMN 2C, 125 MHz) dans le CDCls (Pilar et al., 2010)
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26
4’
3,5
4'a
8a

AO8 (Pyr)
152,5 (CH)
1255 (C)
176,0 (C)
106,1 (CH)
116,5 (CH)
157,3 (C)
136,1 (C)
150,7 (C)
119,1 (C)
123,8 (C)
131,5 (CH)
160,0 (C)
115,0 (CH)
55,6 (OCH3)
61,8 (OCH3)

1.2.2.5- Identification de AOs

se présente sous forme de paillettes brillantes jaunes.

phénoliques, et au test de Shinoda caractéristique des flavonoides.
L’analyse de son spectre RMN H (figure 26), 13C (figure 25) et DEPT (figure 24) a permis

RMN 3C (Litt)
151,9 (CH)
124,7 (C)
176,4 (C)
122,0 (CH)
114,0 (CH)
153,4 (C)
134,0 (C)
150,2 (C)
118,6 (C)
124,0 (C)
130,2 (CH)
159,6 (C)
113,9 (CH)
55,3 (OCH3)
61,8 (OCH3)

Soluble dans le chloroforme et obtenu dans le mélange Hex-CH2Cl (65/35), le composé AOs

Il réagit positivement au test du chlorure ferrique, caractéristique des hydroxyles

de lui attribuer la formule brute C20H2004 renfermant 11 degrés d’insaturations.

En effet, sur son spectre de RMN®C découplé large bande (CDCls, 75 MHz) (figure 25), on
observe 18 signaux de carbones dont 1’analyse par la technique DEPT (CDCls, 75 MHZz) (figure 24)

Par WAKEU K Brussine
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a permis de trouver 2 méthylénes, 8 signaux qui comportent a la fois les méthines et les méthyles, et
7 carbones quaternaires. Nous observons sur le spectre *C, un pic a 196,3 ppm caractéristique du
carbonyle probablement celui de la cétone, le pic a 159,7 ppm caractéristique d’un carbone hybridé

sp? lié & un oxygene, un pic a 121,6 et 134 ppm caractéristique de la double liaison.
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Figure 24 : Spectre DEPT de AOs (CDClz,100 MHz)
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Figure 25 : Spectre de RMN 3C de AOs (CDCls,100 MHz)

Le spectre RMN *H (CDCls, 400MHz) (figure 26) nous montre des signaux a :

- 1,60 (s) trés intense attribuable a 2 méthyles.

- 2,85(dd, J =2 ; 12 Hz) attribuable a un méthyléne.
- 3,35(d, J =5,6 Hz) attribuable a un méthylene

- 5,43 (dd, J =2 ; 11 Hz) attribuable & un méthyne.

- 5,23 (d, J =5,6 Hz) attribuable a un méthyne.

- 6,3 (s) attribuable a un méthyne.

- 12 ppm attribuable a un OH chélaté.
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Figure 26 : Spectre de RMN 'H de AOs (CDClI3 ,400 MHz)

L’analyse de ces données nous montre un CH> doublet des doublets a 2,85 ppm H-3 caractéristique

des flavanones d’ou le squelette de base suivant.

OH 0]
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En plus nous avons un groupement 3,3-diméthylallyle caractérisé par un singulet de 9 protons
et un doublet correspondant au groupement gem- diméthyle & 1,70 (6H, s) ; 3,35 (d, J = 5,6 Hz). Sur
notre spectre RMN proton nous observons un pic intense sous forme d’un singulet a 1,60 ppm de 6
protons qui correspondent au 2 groupements méthyles. Toutes ces données physiques et spectrales,
comparées avec celles de la littérature nous permettent d’identifier AOs a la structure de 8-
prénylpinocembrine isolée pour la premiére fois par Yenesew et Midiwo en 2000 d’Erythrina

sacleuxii.

HO 0]

OH 0]

(50)
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Tableau 10 : Données spectrales comparatives de AOs en RMN 3C (100 MHz) H (400 MHz)
soluble dans le CDCls avec celles de la littérature en RMN®C (100 MH) *H (400 MHz) soluble
dans le CDCls (Yenesew et Midiwo., 2000)

RMN 1H ¢ (m, J Hz)

AOs

RMN

RMN 1H ¢ (m, J Hz)

RMN 13C
AOs
1
2 78,9
3 43,3
4 196,3
5 162,2
6 96,93
7 163,8
8 106,4
9 159,7
10 103,2
I 138,7
2 1259 .
3 128,8
4 128,7 s
5’ 125,7
6’ 1259 .
1 21,8
2” 121,6
37 134,8
4> 17,8
57 25,8
5-OH 12,01
7-OH

Par WAKEU K Brussine

5,43 (dd, J = 2,11Hz)
2,84-2,88 (dd, J = 2,12Hz)

6, 3 (s)

7,40-7,47(m)

3,35 (d, J = 5,6)

5,23 (t, J = 5,6)

1,60 (s)
1,60 (s)

13C (Litt) (Litt)

78,99
43,31
196,3
162,2
96,3

163,8
106,4
159,7
103,2
138,7
126,0
128,8
128,7
128,8
126,0
21,8

121,6
134,8
17,8

25,8

STwT<

5,43(dd, 3,20 ; 13,00Hz)
3,07(dd ; 3,20 ; 13,00Hz)

6,10(s)

= 7,40-7,48(m)

3,34 (d, 8,0 Hz)
5,23 (t, 4,0 Hz)

1,74 (s)
1,74 (s)
12,00 (s)
6,40 (s)
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1.2.3- Identification des triterpénes

1.2.3.1- Identification de AOg
AOg est un composé qui précipite sous forme de poudre beige dans 1’acétone.
Il est soluble dans la pyridine et réagit positivement au test de Liebermann-Burchard, donnant
une coloration rouge violacée, caracteristique des triterpenes.
L’analyse de son spectre RMN *H (400 MHz, pyridine-ds) (figure 28) et celui de son spectre
RMN 3C (100 MHz, pyridine-ds) (figure 27) permet d’attribuer a AOg la formule brute CsoHasOs,
renfermant sept insaturations.
Son spectre de RMN 3C (100 MHz, pyridine-ds) (figure 27) met en exergue la présence de
trente atomes de carbone dont I’analyse permet de les regrouper en :
- Six méthyles quaternaires a oc 17,46 (C-26); 17,1 (C-25); 26,1 (C-27); 14,4 (C-24), 33,2 (C-
29)et 23,6 (C-30);
- Un oxyméthyléne a &c 67,4 (C-23);
- Deux oxymethines a & 72,9 (C-3) et 71,5 (C-2);
- Un carbonyle de groupement acide carboxylique a &c 180,2 (C-28);
- Un carbones éthyléniques de triterpénes de type Oléane 12-eéne a &c 144,8 (C13) ; 123,7 (C-
12) (Mahato et Kundu, 1994).
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Figure 27 : Spectre de RMN 3C de AOy (pyridine-ds ,100 MHz)

Son spectre de RMN H (400 MHz, pyridine-ds) (figure 28) exhibe les signaux de :

- six méthyles angulaires apparaissant sous forme de singulet a 41,50 (H-24) ; 1,35 (H-27) ;
1,24 (H-25) ; 1,09 (H-30) ; 0,98 (H-29) et 0,75 (H-26) ;

- deux doublets de deux protons & 642,33 (1H, d, J = 12,4 Hz, H-19p) et 2,07 (1H, d, J =124
Hz, H-19¢).

- un doublet de protons oléfiniques a 5,61 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-12) ;

- deux oxyméthines a o1 4,27 (1H, dd, J =2,20;7,6 Hz, H-2) et 3,33 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-3) ;

- deux protons diastéréotopiques d’un oxyméthyléne a 6+ 4,15 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-23p) et
3,69 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-23«) ;
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Figure 28 : Spectre de RMN 1H de AOgq (pyridine-d5 ,400 MHz)

Sur son spectre HMBC (figure 29), on observe entre autres des corrélations entre H-12 (o

5,61) et C-18 (& 42,2) ; H-3 (64 3,33) et C-2 (& 68,4).
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Figure 29 : Spectre de HMBC de AOg (pyridine-ds ,400 MHz)

Toutes ces données comparées a celles de la littérature, ont permis d’attribuer a AOg la
structure, qui est celle de 1’acide 2a, 38, 23-trihydroxyoléan-12-én-28-oique, connu sous le nom de

I’acide arjunolique.
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Tableau 11 : Données de RMN 13C (100 MHZ, pyridine-ds) de AQgq et de I’acide Arjunolique
comparées a celles de la littérature (Garcez et al., 2006)

N° RMN®C AOq RMN BC Litt  N° RMN 13C  RMN C Litt
AOy

1 48,0 47,1 16 23,9 23,9
2 71,5 68,8 17 46,6 46,6
3 72,9 78,2 18 42,2 41,9
4 44,7 43,6 19 46,3 46,3
5 48,4 47,9 20 30,8 30,9
6 18,2 18,5 21 34,1 34,1
7 32,9 32,8 22 33,1 33,2
8 41,9 39,8 23 67,4 66,4
9 49,5 48,1 24 14,4 14,3
10 39,6 38,4 25 17,1 17,3
11 23,5 23,6 26 17,4 17,5
12 123,7 122,4 27 26,1 26,1
13 1448 144,8 28 180,2 180,2
14 42,3 42,2 29 37,1 33,2
15 28,1 28,2 30 23,6 23,7
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1.2.3.2- Identification de FAOs

Le composé FAOs a éte isolé sous forme de poudre blanche dans le mélange de solvant Hex-
EtOAc (70-30). FAOsest soluble dans le DMSO.

Il répond positivement au test de Liebermann-Burchard en donnant une coloration rouge
violacée caractéristique des triterpénes.

Son spectre de masse en HR-ESI-MS (figure 30), donne le pic de I’ion pseudo moléculaire a
m/z 457,37 [M+H] * et la masse calculée est 456,36.

Intens.f RHG.: +MS, 0.2min #13
10°]

251

] st

151 1393617
] 53,3873

10; 71

A

051
I g

00

| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | !
400 £ 4 460 10 500 50 50 Mz
Figure 30 : Spectre de masse de FAOs

L’analyse des spectres RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) (figure 32) et 13C (125 MHz, DMSO-
ds) (figure 31) comparée a celle de la litterature combinée a celui de la masse nous a permis
d’attribuer a FAOS la formule brute C3oHasO3 renfermant 7 degrés d’insaturations.

On observe sur son spectre RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) (figure 32) un ensemble de
signaux a on 5,15 (1H, d, J =12,0 Hz), 2,90 (1H, dd, J = 6,0 ; 12,0 Hz) attribuables respectivement
aux protons A2 des triterpénes pentacycliques et de I’oxyméthine en position H-3 (Mahato et Kundu,

1994). De plus, on observe 8 signaux entre 0,63 et 1,00 ppm donc 5 sont attribuables aux méthyles
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angulaires des triterpénes pentacycliques de type urs-12-éne. Le squelette de base de ce type de
composé renferme 6 méthyles angulaires mais I’observation de 5 indique que I'un d’eux a été oxydé.
Cette information est confirmée par le spectre de RMN *C (125 MHz, DMSO-ds) (figure 31)
totalement découplé ou on observe la présence des pics suivants a oC :

- 178,9 un carbonyle des acides en position C-28.

- 125,0 et 138,6 correspondant aux carbones C-12 et C-13 respectivement, caractéristiques

des composés de la classe des 4 ursanes.
- 77,3 correspondant au carbone hydroxylé en position C-3 en accord avec la biosynthese des

triterpénes.
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Figure 31 : Spectre de RMN 3C de FAOs (125 MHz, DMSO-ds)

Sur son spectre proton nous observons (figure 32) également des signaux a Jou
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-2,10 (1H, d; j = 12,0 Hz) ppm attribuable au proton H-18

- 1,80 et 1,49 multiplets attribuables aux protons H-19 et H-20 respectivement
- 1,25(3H, d, J=6,0 Hz) et 1,23 (3H, d, J = 6,0 Hz) doublets attribuables respectivement au
proton H-29 du méthyle orienté en g et au proton H-30 du méthyle orienté en a et

caractéristiques de la série des ursanes (Mahato et Kundu, 1994).
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Figure 32 : Spectre de RMN 'H de FAQOg (500 MHz, DMSO-dg)

L’ensemble de ces données comparées a celles de la littérature (Seebacher et al., 2003 ; Ibrahim et
Francis, 2013), a permis d’identifier FAOs a 1’acide 3B-hydroxyurs-12-en-28-oique connu sous le

nom de I’acide ursolique.
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(46)

Tableau 12 : Données de RMN 3C (125 MHz, DMSO-d6) de FAOs comparées a celles de la

littérature de I’acide ursolique (Ibrahim et Francis, 2013)

N° RMN C FAOs RMN 3C Litt N° RMN *C FAOs RMN C Litt
1 38,8 38,4 16 24,3 24,9
2 21,7 28,1 17 48,0 48,0
3 77,3 78,1 18 52,8 53,5
4 38,9 38,4 19 39,1 39,5
5 55,2 55,8 20 39,8 39,1
6 19,5 18,8 21 30,7 31,1
7 27,9 33,6 22 36,7 37,3
8 38,9 40,0 23 28,2 28,8
9 47,3 48,3 24 17,4 16,7
10 37,0 37,4 25 15,6 15,6
11 23,3 23,6 26 17,4 17,4
12 125,0 125,6 27 23,6 23,8
13 138,6 139,7 28 178,9 179,7
14 42,1 42,5 29 17,4 17,5
15 28,8 28,7 30 21,2 21,4
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1.2.3.3- Identification de FAQOg9

Le compose FAOg cristallise sous forme de fins cristaux blancs dans le mélange hexane-
acétate d’éthyle (80 :20). Il est soluble dans la pyridine et réagit positivement au test de Liebermann-
Burchard, traduisant sa nature terpénique.

Sur son spectre de RMNH (pyridine-ds,400 MHz) (figure 33) des champs forts vers les
champs faibles, on observe les signaux :

- de six singulets de 3H chacun entre ¢4 0,80 et 1,10 (CH3-23, 24, 25, 26, 27, 28) correspondant
aux six méthyles angulaires liés aux carbones quaternaires;

- d’un singulet de 3H a o4 1,70 (CHs-30),caractéristique du méthyle vinylique;

- d’un doublet dédoublé d’un proton a o4 3,20 probablement celui géminé au groupement
hydroxyle que nous attribuons pour des considérations biogénétiques au proton H-3q;

- de deux singulets larges d’un proton chacun a &1 4,55 et 4,70 (CH2-29) caractéristiques de

deux protons géminés portés par un carbone sp? terminal (Haque et al., 2008).
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Figure 33 : Spectre de RMN 'H de FAQOy (pyridine-ds, 400 MHz)

Son spectre de RMN*C (Pyridine-ds, 100 MHz) (figure 34) complétement découplé fait
ressortir les signaux de trente atomes de carbone parmi lesquels ceux a &c 79,0 (C-3), 150,9 (C-20),

109,3 (C-29) et 18,3 (C-28), caracteéristiques des triterpénes pentacycliques de la série lupane.
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Figure 34 : Spectre de RMN 3C de FAQ9 (Pyridine-ds, 100 MHz)

Les données spectroscopiques de FAOg comparées a celles de la littérature ont permis de lui

attribuer la structure suivante qui est celle du lupéol (Sabudak et al., 2007).
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1.2.4- Identification de I’alcane (FAQO4)

Le composé FAO4 précipite sous forme de poudre beige dans le mélange Hex-EtOAc (85
:15) et est soluble dans le chloroforme

L’analyse de son spectre RMN *H intégré et RMN *C nous ont permis de lui attribuer la
formule brute CnHan+2, renfermant aucune insaturation.

Son spectre de RMN H (CDCls, 400 MHz) (figure 35) montre des signaux attribuables a des
groupements méthylenes entre on 1,25 et 1,30 et d’un méthyle terminal a on 0,91.

Son spectre de RMN C (CDCls, 100 MHz) (figure 36) montre des signaux attribuables a
des groupements méthylenes entre dc 22,6 et 31,9 et d’un méthyle terminal a oc 14,1.

Ces informations permettent d’attribuer a FAQOj4 la structure suivante qui est celle d’un alcane
dont le nombre de carbone reste a déterminer par I’analyse de son spectre de masse qui est en cours

d’analyse.

H3C CHj

(52)
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Figure 35 : Spectre de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de FAO4
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Figure 36 : Spectre de RMN 3C (CDCls, 100 MHz) de FAQO4

1.2.5- Identification FAOs3

Ce composé preécipite sous forme de cristaux blancs dans le mélange EtOAc /MeOH (85 :15)
et soluble dans D20.

Son spectre de RMN H (D.0, 400 MHz) (figure 37) montre des signaux attribuables a des
groupements oxymethynes entre o4 3,80 (m) ; 3,68 (dd ; J =6,6; 3,2 Hz) ; 3,65 (dd J=6,2; 3,1
Hz) ; 3,50 (1) ; 3,24 (t) et d’un méthoxy a on 3,45 (S).
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Figure 37 : Spectre de RMN 'H (D20, 400 MHz) de FAO3

Son spectre de RMN *C (D20, 100 MHz) (figure 38) montre des signaux attribuables a des
groupements oxyméthynes entre 6c 87,6 ; 77,0 ; 76,5 ; 76,3 ; 75,4 ; 74,6 et d’un méthoxy a dc 64,5.

La présence d’une insaturation suggére que le composé FAO3 est cyclique.
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Figure 38 : Spectre de RMN 2C (D20, 100 MHz) de FAOs

Ces informations permettent d’attribuer a FAOz par comparaison avec les données de la

littérature la structure suivante qui est celle du pinitol.
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Tableau 13 : Données spectrales de RMN 3C et *H (75 et 300 MHz, D20) de FAOs comparées
a celles du pinitol (100 et 400 MHz, D20), (Raya-Gonzalez et al., 2008)

[\ RMN 3C FAO; RMN 3C (Litt) RMN!HFAOs; RMN IH (Litt)
1 77,0 72,3 3,89 3,85
2 76,5 71,6 3,69 3,66
3 87,6 82,96 3,25 3,19
4 75,4 70,7 3,54 3,50
5 76,5 71,8 3,64 3,61
6 74,6 70,2 3,89 3,85
7 64,5 59,8 3,48 3,45

1.2.6- Identification des phytostérols
1.2.6.1- Identification de FAO:

FAO: se présente sous forme paillettes blanches dans le mélange hexane-EtOAc (85 :15) et
est soluble dans le chloroforme.

Il réagit positivement au test de Liebermann-Burchard, en donnant une coloration bleue qui
vire rapidement au vert foncé, caractéristique des stérols.

L’analyse de son spectre RMN H et RMN 3C permet de lui attribuer la formule brute
Ca20Ha4g0, renfermant 6 degrés insaturations.

Sur son spectre de RMN *H (CDCIs, 300 MHz) (Figure 39), on observe les signaux a du 5,25
(H-6) ; 3,85 (H-3) et les signaux des protons H-22 et H-23 en position trans du stigmastérol a ou
5,11 (1H, dd, J = 15,2 Hz et J = 8,6 Hz) et 5,25 (1H, dd, J = 15,2 Hz et J = 8,7 Hz).
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Figure 39 : Spectre de RMN 'H de FAO1(CDCl3, 300 MHz)

Ceci a été confirmé par son spectre de RMN *3C (CDCls, 75 MHz) (Figure 40) sur lequel on
observe les signaux des carbones éthyléniques a Jc 140,7 (C-5), 121,7 (C-6), 138,3 (C-22) et 129,3
(C-23), ainsi que le signal du carbone d’un oxyméthine a Joc 71,8(C-3) (Sarwar et al., 1996).
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Figure 40 : Spectre de RMN 3C de FAO1(CDClz, 75 MHz)

FAO: a donc été identifié au stigmastérol grace a ses données spectroscopiques, physiques

et en comparaison par CCM avec un échantillon disponible dans notre laboratoire.
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1.2.6.2- Identification de FAO1o

Le composé FAO1o se présente sous forme de poudre beige dans le mélange EtOAc-MeOH
(95 :5). Soluble dans la pyridine, il réagit positivement aux tests de Molish caractéristique des sucres
et de Liebermann-Burchard caractéristique des triterpénes, indiquant sa nature a la fois glycosidique
et stérordique.

Son spectre de RMN *H (pyridine-ds, 300 MHz) (figure 41) montre & 6n 5,36 ; 5,25 et 5,11
des signaux attribuables aux protons H-6, H-22 et H-23 du stigmastérol, respectivement. On note
également la présence d’un sucre dont les protons apparaissent entre on 3,95 et 5,05 avec le proton
anomeérique apparaissant a on 5,03 (d, J = 7,8 Hz). La valeur de la constante de couplage montre que
la jonction du sucre a I’aglycone est 5. FAO1o a été identifiée au 3-O-f-D-glucopyranoside de
stigmastérol grace a ses données spectroscopiques, physiques et en comparaison par CCM avec un

échantillon disponible dans notre laboratoire.

OH

(55)
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Figure 41 : Spectre de RMN *H de FAO1o (pyridine-ds, 300 MHz)

1.2.6.3- Identification de AO1o

Le composé AO1o se présente sous forme de poudre beige dans le mélange Hex-EtOAc (20

:80). Il est soluble dans la pyridine et réagit positivement au test de Molish, caractéristique des sucres

et au test de Liebermann-Burchard, caractéristique des stérols.

Son spectre de RMN *H (pyridine-ds, 300 MHz) (Figure 42), comparé a celui de FAO1o

présente beaucoup de similitude et on observe entre o+ 3,90 et 5,03 un ensemble de signaux

caractéristiques d’un sucre dont le proton anomérique résonne a on 5,01 (d, J = 7,8 Hz). On note

également la disparition des signaux précédemment attribués aux protons H-22 (on 5,12) et H-23

(0w 5,05) du stigmastérol dans FAOx.
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Sur la base de ces données, AO1o a été identifié au 3-O-p-D-glucopyranoside de S-sitostérol

grace a ses données spectroscopiques, physiques et en comparaison par CCM avec un échantillon
disponible dans notre laboratoire (Ngouela, 1990).

OH
o
HO
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< L | © 29 9 o w o
&3 S 8 5 28 & 8 5 & 8
|
"
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Figure 42 : Spectre de RMN H (Pyridine-ds, 300 MHz) de AO1o
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1.2.6.4- ldentification de AO2

AO: se présente sous forme d’aiguilles blanches dans le mélange n-hexane-acétate d’éthyle
(80 :20) et est soluble dans le chloroforme. Il réagit positivement au test de Liebermann-Burchard,
en donnant une coloration bleue qui vire rapidement au vert foncé, caractéristique des stérols.

Les données spectrales de masse du compose ont donné une molécule formule C29H4g0O, qui
a été soutenue par les données spectrales de RMN *H CDCls, 300 MHz) (figure 43). On observe sur
ce spectre la présence de deux méthyl-singulets a on 0,70 et 1,03 ; trois méthyles doublets qui
apparaissent a on 0,85 ; 0,87 et 0,94 ; et un méthyle triplet & on 0,83. Le composé AO- a également
montré un proton 5,38 (H-5) suggérant la présence d’un proton oléfinique. Le proton d’oxyméthine

correspondant a la partie stérol est apparu sous forme de triplet de doublet doublets a on 3,55 (H-3).

FIR Beta sitos(1H).003.esp
~
|
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5.37
3.55
31
30
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50
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03
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o
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o
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o
-

7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figure 43 : Spectre de RMN H (CDClz, 300 MHz) de AO2
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Grace a ses données spectroscopiques, physiques et en comparaison par CCM avec un
échantillon disponible dans notre laboratoire, permet d’attribuer 8 AO> la structure du Beta sitostérol.
(Habib et al., 2007 ; Jamal et al., 2009 ; Moghaddam et al., 2006)

(57)

1.2.7- Identification AO14

Le composé AO14 a été obtenu sous forme de cristaux blancs dans le mélange EtOAc-MeOH
(90:10). Il est soluble dans H20 et répond positivement au test de Molish, caractéristique des sucres.
Sur son spectre de RMN *H (D.0, 500 MHz) (Figure 44), on observe entre autres les signaux

- De deux doublets d’un proton chacun a on 5,27 (H-5) et 5,25 (H-7) ;
- D’un doublet dédoublé a on 4,08 (H-8) ;

- Des doublets dédoublés a on 3,88, 3,72 et 3,60 (H-11, H-12) ;

- D’un triplet d’un proton a Jn 3,99 (H-1) ;

- D’un singulet de deux protons a on 3,46 (H-10).
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Figure 44 : Spectre de RMN 'H de AO14 (D20, 500 MHz)

Sur son spectre de RMN 3C (D0, 125 MHz) (Figure 45), on observe 12 signaux parmi
lesquels :
- Le signal du carbone quaternaire a 6c 104,0 (C-6) ;
- Les signaux des carbones des deux oxyméthines a oc 91,7 et 82,5 (C-5 et C-9) ;
- Les signaux des trois oxymethylenes a oc 60,7 ; 61,9 et 62,9 (C-11, C-10 et C-12).
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Figure 45 : Spectre de RMN C de AO14 (D20, 125 MHz)

La comparaison de ces données spectrales avec celles de la littérature (Tableau 14), permet

d’identifier AO14 a I’a-D-Glucopyranosyl-O-(1—2) -B-D-fructofuranoside ou sucrose.
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Tableau 14 : Données spectrales de RMN 3C (125 MHz, H20) de AO14 comparées a celles de
I’a-D-Glucopyranosyl-O-(1—2) -#-D-fructofuranoside 150 MHz, CDCls, (Jung et al., 2000)

a-D-Glucopyranosyl-O-(1—2)-p-D-

fructofuranoside

1 73,0

2 69,8 70,4
3 73,1 70,9
4 71,6 71,9
5 92,7 90,2
6 104,2 104,7
7 77,0 75,5
8 74,5 74,0
9 81,9 78,5
10 61,9 63,6
11 60,7 62,7
12 62,9 64,1

En somme nous avons isolé 16 composes et caractérisé 15 composés appartenant a sept classes de

métabolites secondaires

» Un lactame

Cinq flavonoides

Trois triterpenes pentacycliques
Un alcane

Un cyclitol naturel

Quatre stéroides

YV V V VYV V V

Un sucre
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Dans le but de mieux connaitre la chimiotaxonomie du genre Angylocalyx en général et de
I’espece Angylocalyx oligophyllus en particulier, nous avons identifié les composés volatils et sémi

volatil par la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

Il- COMPOSES IDENTIFIES PAR LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
COUPLE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE

I1.1- COMPOSES IDENTIFIES DE L’EXTRAIT DES FEUILLES D’4 OLIGOPHYLLUS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de mase permet d’identifier et de
quantifier les composés organiques volatils et semi-volatils présents dans un extrait.

Tableau 15 : Représentation qualitative et quantitative des compose présent dans FAO

N° Nom du compose % du Masse

TR Formule brute | > % | molaire
composé
en g/mol

1 8.043 3-Piperidinol CsH11NO 10.83 101

2 15.299 | threo-4-Hydroxy-I-lysine lactone CeH12N202 6.32 144

3 | 15.454 | 2-Methoxy-4-vinylphenol CoH1002 2.01 150

4 15.867 4-Hydro>_(y-2-_methylpyrrol|d|ne-2- CeH11NO3 197 145

carboxylic acid

5 3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonane, 9,9- 154
16.145 dimethyl- CoH18N2 0.69

6 Bicyclo[3.1.1]hept-3-ene-spiro-2,4'-(1',3'- 194
18.048 dioxane), 7,7-dimethyl- C12H1802 0.31

7 [1,1'-Bicyclopropyl]-2-octanoic acid, 2'- 322
19.538 hexyl-, methyl ester C21H3802 043

8 20.005 | 3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole C11H1602 1.56 180

9 4-((1E)-3-Hydroxy-1-propenyl)-2- 180
23.137 methoxyphenol C10H1203 3.91

10 | 23.821 | Desulphosinigrin C10H17NOgS | 0.68 279

11 | 25.384 | 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol C20H400 10.35 296

12 | 25,525 | 1-Dodecanol, 3,7,11-trimethyl- C15H320 0.9 228

13 |26.078 | ND / 1.49 /

14 | 26.646 | ND / 2.41 /

15 | 28.267 | Hexadecanoic acid, methyl ester C17H3402 6.06 270

16 | 37.531 | 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester C19H3602 1.08 296
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17 | 38.214 | Phytol C20H400 4.91 296
18 | 39.806 | Octadecanoic acid, methyl ester C19H3802 2.65 298
19 3',8,8'-Trimethoxy-3-piperidyl-2,2'- 487
6168 binaphthalene-l,1){,4,4{)'-$etror)1/e C28H25N07 0.52
20 64.765 Oxwan«_aundecanom acid, 3-pentyl-, methyl C19H3603 03 312
ester, Cis-

21 | 66.759 | Octacosane C28Hs8 5.08 394
22 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 496
trimethylsilyl)oxy]-1- .

67717 EE(trimetgylsi}/y)l)ogy]/]methyl]ethyl ester, C27H5204512 1 0.48

(Z,2,2)-
23 | 68.112 | y-Tocopherol C28H4802 1.99 416
24 | 69.016 | Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- C17H36 1.7 240
25 |69.244 | 1-Heptatriacotanol C37H760 0.56 536
26 | 70.6 ND / 1.67 /
27 | 71.013 | Stigmasterol C29H480 3.74 412
28 |71.993 | ND / 12.81 /
29 | 73.068 | ND / 2.12 /
30 | 73.643 | Lupeol C30H500 7.76 426
31 | 74.717 | ND 1.69 /
32 75 997 Urs-12-en-28-oic acid, 3-hydroxy-, methyl C31H5003 175 470

ester, (3B)-

100.03

FAO : Extrait des feuilles d’A oligophyllus

TR : Temps de Détention,

ND : Non Déterminer
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I1-2- COMPOSES IDENTIFIES DE L’EXTRAIT DU TRONC D’4 OLIGOPHYLLUS

Tableau 16 : Représentation qualitative et quantitative des compose présent dans TAO
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N° Nom du composeé o du Masse

RT Formule brute |~ - | molaire en
composé
g/mol

1 |7.656 | 2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- CeHpO2 1.26 110

2 [8.108 |ND / 0.6 /

3 9.688 4,4-Ethylenedioxy-pentanenitrile C7H11NO2 1.49 141

4 10.947 9-Oxabicyclo [6.1.0]nonan-4-ol CgH1402 0.39 142

5 [11.96 |ND / 8.26 /

6 13.888 4-Hepten-3-one, 5-methyl-, (2)- CgH140 6.2 126

7 15.454 2-Methoxy-4-vinylphenol CoH1002 46 150

8 16.149 Phenol, 2,6-dimethoxy- CgH1003 578 154

9 Bicyclo[3.1.1] hept-3-ene-spiro-2,4'-(1',3'- 194
18.055 | dioxane), 7,7-dimethyl- C12H1802 |4

10 20.012 1,2,4-Cyclopentanetrione, 3-(2- pentenyl)- | C10H1203 171 180

11 99 331 Desulphosinigrin C10H17NOgS 121 279

12 4-((1E)-3-Hydroxy-1-propenyl)-2- 180
23.116 | methoxyphenol C10H1203 7.18

13 26.711 3-Trifluoroacetoxypentadecane C17H31F302 27 324

14 Hexadecanoic acid, 15-methyl-, methyl 284
28.252 | ester C18H3602 | 4

15 99.998 Dibutyl phthalate C16H2204 8.48 278

16 Acetamide, N-methyl-N-[4-(3- H1aN 210
30.857 | hydroxypyrrolidinyl) -2-butynyl] - C11H18N202 |,

17 57 652 8-Methyl-6-nonenamide C10H19NO 0.68 169

18 | 58.564 | ND / 0.31 /

19 60.34 Didodecyl phthalate C32H5404 0.8 502

20 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diheptyl 362
61.675 | ester C22H3404 5.44

21 | 62.076 | Phthalic acid, butyl undecyl ester C23H3604 0.47 376
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22 | 62.185 | ND / 0.65 /
23 62,318 Mannosamine CeH13NOs5 0.09 179
24 | 63.273 | ND / 6.04 /
25 Acetic acid, 2,3-dihydro-7-methyl-2-oxo- 314

63.429 6-(phenylmethyl) thiazolo[4,5-b] pyridin-5- C16H14N203S | 0.89

yl ester

26 | 64.641 | ND / 3.98 /
27 65.292 9-Octadecenamide, (2)- C18H35NO 12,68 281
28 | 65.849 | ND / 1.58 /
29 Pregnan-20-one, 3-(acetyloxy)-5,6-epoxy-, 374

66.08 | (3p,50,60)- C23H3404 | 5 66
30 Cephalotaxine, 3-deoxy-3,11-epoxy-, 313

66.685 | (3a,11a)- C18H19NO4 | 9.06
31 2H-Pyran, 2-(7-heptadecynyloxy) 336

71.955 | tetrahydro- C22Ha002 1,4
32 | 75.211 | ND / 1.94 /

100.02
TAO : Extrait du tronc d’A oligophyllus
TR : Temps de Détention,
ND : Non Déterminer
100+ >
41 \/\/\
50 97) o|
53
Y 108 117
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I11- TESTS BIOLOGIQUES

111-2 ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS DES FEUILLES ET DU TRONC D’A.
OLIGOPHYLLUS

111.2.1- Activité cytotoxique des extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc et des feuilles d’A.
oligophyllus
Les extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc et des feuilles d’A. oligophyllus ont été testés pour

leur activité cytotoxique sur les cellules des reins de singes. (Tableau 17).

Tableau 17 : Activité cytotoxique des extraits CH2Cl2/MeOH du tronc et des feuilles d’A.

oligophyllus

Extrait Activité cytotoxique

Pourcentage de viabilité [%]

Extrait feuilles 161,64

Référence (DMSO 18,94
10%)

Il ressort de ce tableau que les extraits testés ne sont pas toxiques sur les cellules du rein de singe.
Lorsqu’on met I’extrait dans le milieu contenant les cellules, il y a aucune mort cellulaire. Les
cellules se développent et se multiplient. Par contre lorsqu’on met le DMSO dilué a 10%, il y a

81,06% de mort cellulaire

111.2.2- Activité antibactérienne et antifongiques des extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc et des

feuilles d’A. oligophyllus

Les extraits au CH2Cl,/MeOH du tronc et des feuilles d’A. oligophyllus ont été testés sur les

souches de bactéries Staphylococcus aureus BAA977, Staphylococcus aureus NR46003,
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Staphylococcus aureus NR25923, Staphylococcus aureus ATTC43300, et champignons
phytopathogénes Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida albicans NR29451. (Tableau 18).

Tableau 18 : Activité antibactérienne et antifongique des extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc

et des feuilles d’A. oligophyllus
CMI (ug/ml)

Extraits bruts Références

FAO TAO Ciprofloxacine Fluconazole

Staphylococcus aureus 500 500 12,5 /
Staphylococcus aureus 500 >500 0,097 /
Staphylococcus aureus >500 500 3,125 /
Staphylococcus aureus >500 >500 6,25 /

Candida parapsilosis 500 >500 / 31,25
Candida krusei >500 >500 / 31,25
Candida albicans NR29451 >500 >500 / 31,25

FAO : Feuille d’Angylocalyx oligophyllus

TAO : Tronc d’Angylocalyx oligophyllus

Selon Tamokou et al., (2017), I’activité antimicrobien d’un extrait est considérée comme trés
actif si la CMI <100 pg/ml, significative si 100 < CMI < 512 pg/ml, modéré si 521 < CMI < 2048
pg/ml, faible si CMI > 2048 pg/ml, non actif si CMI > 10000 pg/ml.

De ce tableau 18, il ressort que des 4 souches bactériennes testées, les extraits FAO et TAO
ont montré une activité antibactérienne significative sur deux des 4 souches testées. En effet, I’extrait

TAO a montré une activité significative sur Staphylococcus aureus BAA977 et Staphylococcus
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aureus NR25923 tandis que I’extrait FAO a présenté une activité antibactérienne significative sur
Staphylococcus aureus BAA977 et Staphylococcus aureus NR46003 & 500 pg/ml. Néanmoins
I’activité de I’extrait reste faible par rapport au composé de référence. Une activité antifongique
significative de FAO a été observée uniquement sur 1’isolat Candida parapsilosis & 500 pg/ml.
L’extrait TAO par contre n’a montré aucune activité¢ antifongique significative. Les différences
d’activités observées avec les extraits des plantes seraient liées a la qualité et la quantité des
substances bioactives contenues dans ceux-ci. En effet, Gordana et al., (2007) ont rapporté que
I’activité antimicrobienne des extraits est attribuée aux molécules bioactives présentes dans la plante.
Ainsi, I’activité antibactérienne observée sur les extraits FAO et TAO seraient due a la présence des
composés phénoliques, des flavonoides, des triterpenes et des glycosides qui sont les groupes de
métabolites obtenus apres fractionnement. D’aprés Cowan (1999), les flavonoides auraient la
capacité a se complexer aux protéines solubles et extracellulaires présentes au niveau de la

membrane plasmique ; ce qui altererait sa perméabilité et donc entrainerait la mort de la cellule.

111.2.3- Activité antioxidante des extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc et des feuilles d’A.
oligophyllus

Les extraits au CH>Clo/MeOH du tronc et des feuilles d’A. oligophyllus ont été testés sur les
radicaux DPPH, ABTS et FRAP.

Tableau 19 : Activités DPPH, ABTS et FRAP antiradicalaires des extraits au CH2Cl2/MeOH
du tronc et des feuilles d’A. oligophyllus

Piégeage du Piégeage par la

. Piégeage du DPPH :
Extrait radicale ABTS méthode FRAP

/ml
[Clso (g/mI)] [Clso (ug/ml)] [Clso (ng/ml)]

Feilles (FAO) >250 95,91 + 15,61 >250
Tronc (TAO) 234,91 + 15,51 27,83 + 4,06 >250
Reéférence : Vitamine C 7,55 + 0,97 4,22 +0,48 4,22 +0,48
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Il ressort du tableau 19 que seul ’extrait TAO a la capacité a piéger de manicre significative le
radical DPPH avec un Clso= 234,91 + 15,51ug/ml, les extraits FAO et TAO ont la capacité a piéger
les radicaux ABTS, avec I’extraits TAO (Clso= 27,83 £ 4,06g/ml) plus actif que FAO. Les extraits
FAO et TAO n’ont pas la capacité a piéger les radicaux libres par la méthode FRAP.

Nous pourrons dire que, les métabolites secondaires présents dans ces extraits pourraient
expliquer les activités antioxydantes observées. En effet, EL-Hawary et al., (2012) ont rapporté que
les composés phenoliques présents dans les plantes seraient responsables de leur activité
antioxydante. De plus les flavonoides sont également responsables de la stimulation des enzymes
antioxydantes. Ses capacités a déclencher la génération d'enzymes antioxydantes dans le corps
humain a été testée dans une étude de Soto et al., 2003. Ils ont étudié les effets similaires sur les
enzymes antioxydantes chez des rats diabétiques induits par I’alloxane, et ont découvert que les

flavonoides stimulent la génération de ces enzymes.

Djeridane et al., (2006) ont montré que les flavonoides et les tanins sont doués d’une activité
antioxydante. Ce qui explique I’activité de I’extrait de TAO car des flavonoides ont ét¢ isolés de cet
extrait. Par contre, des flavonoides ont été isolées de FAO son inactivité sur le DPPH et FRAP serait

dd a un effet antagoniste avec des autres métabolites secondaires présentent dans cet extrait.

I1l. 3 ACTIVITES BIOLOGIQUES DE QUELQUES COMPOSES ISOLES DE A.
OLIGOPHYLLUS

111.3.1- Activité cytotoxique des composés d’A. Oligophyllus

L’oligoamide (47) et le pinitol (53) isolés des feuilles d’A. oligophyllus ont été testés pour

leur activité cytotoxique sur les cellules des reins de singe.
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Tableau 20 : Activité cytotoxique des composés d’A. Oligophyllus.
Composés Activité cytotoxique

Pourcentage de viabilité [%]

Oligoamide 69,4

Référence : (DMSO 10%) 18,06

De ce tableau 20, il ressort que les composés testés sont faiblement toxiques sur les cellules
du rein du singe. Nous remarquons que, en présence de 1’oligoamide, nous avons 30,6 % de mort
cellulaire contre 18,06 % de mort en présence du pinitol. Le pinitol est donc moins toxique que
I’oligoamide. La toxicité des composés a augmenté par rapport a celle de I’extrait des feuilles d’A.
oligophyllus ou les composés ont été isolés. Ceci pourrait s’expliquer par 1’effet de synergie des

métabolites secondaires présents dans cet extrait.

111.3.2- Activité antibactérienne et antifongique des composés des feuilles d’A. oligophyllus

L’oligoamide (47) et pinitol (53) ont été testés sur les souches de bactéries Staphylococcus
aureus BAA977, Staphylococcus aureus NR46003, Staphylococcus aureus NR25923,
Staphylococcus aureus ATTC43300, et champignons phytopathogenes Candida parapsilosis,
Candida krusei, Candida albicans NR29451 (Tableau 21).
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Tableau 21 : Activité antibactérienne et antifongique des composés des feuilles d’A.

Oligophyllus

Souches CMI (ug/ml)

Composés isoles Reférences

pinitol oligoamide Ciprofloxacine  Fluconazole

Staphylococcus aureus >250 >250 12,5 /
Staphylococcus aureus >250 >250 0,097 /
Staphylococcus aureus >250 >250 3,125 /
Staphylococcus aureus >250 >250 6,25 /

Candida parapsilosis 125 250 / 31,25
Candida krusei >250 >250 / 31,25
Candida albicans NR29451 >250 >250 / 31,25

Selon Tamokou et al., (2017), I’activité antimicrobien d’un composé est considérée comme
trés actif si la CMI <1 pg/ml, significative si 1 < CMI < 10 pg/ml, modéré si 10 < CMI < 100 pg/ml,
faible si 100<CMI > 1000 pg/ml, non actif si CMI > 1000 pg/ml.

De ce tableau 21, il ressort que 1’oligoamide et le pinitol n’ont présenté aucune activité
antibactérienne. Une faible activité antifongique a été observée uniquement sur I’isolat Candida

parapsilosis, avec le pinitol (CMI de 125 pg/ml) plus actif que I’oligoamide.

Ces résultats permettent également de constater que 1’extrait des feuilles d’A oligophyllus est
actif sur deux souche de bactérie et les composes isolés de cet extrait ne le sont pas. L’absence
d’activité antibactérienne de ses composés isolés serait due au fractionnement. En effet, Nwodo et
al. (2010) ont rapporté que le fractionnement d’un extrait change de fagon positive ou négative son
activité en concentrant les substances actives dans 1’une des fractions, ou en les distribuant dans les
différentes fractions. De plus ce manque d’activité des composés peut également s’expliquer par

I’effet de synergie des différents métabolites secondaire présentent dans 1’extraits.

Par WAKEU K Brussine = —
137



Thése de Doctorat/PhD

111.3.3- Propriété inhibitrice des composes sur les enzymes

Compte tenu du rdle que jouent certains enzymes qui, est celui de catalyser (accélérer) les
réactions chimiques dans 1’organisme du diabétique, il nous a paru judicieux d’effectuer des tests
d’activités inhibitrices in vitro des composés sur les enzymes uréase et 1’alphaglucosidase.
L’oligoamide (47), pinitol (53), la formononetin (43), I’afromosin (44) et la 3-méthoxydaidzein (48)
isolés des extraits bruts au CH>Cl2/MeOH du tronc et des feuilles d’A. oligophyllus ont été évalués.
Ceci dans le but de rechercher de nouveaux agents thérapeutiques pouvant inhiber d’une part
I’enzyme uréase qui favorise la suivie de 1’Helicobacter pylori dans les parois stomacales et d’autre
part, pouvant inhiber I’enzyme 1’alphaglucosidase qui accélére I’action du glucose dans I’estomac

augmentant ainsi le taux du glucose dans le sang.

111.3.3.1- Propriété inhibitrice in vitro des composés sur ’uréase

Tableau 22 : Propriété inhibitrice in vitro des composes sur 1’uréase

Composeés Inhibition de I’uréase [ClIso (ug/ml)]
Oligoamide 69,1 + 0,61¢
Pinitol 64,2 + 0,14°
Afromosin 68,2 + 0,15¢
3-Méthoxydaidzein 61,8 +0,26°
Formononetin 72,4 +0,19°
Réference: THIOUREA 22,1+1,9°

Légende : les moyennes dans chaque colonne portant les lettres alphabétiques différentes sont
statistiquement différentes au seuil de probabilité de 5%

Du tableau 22 il en ressort que les composes testés ont la capacité a inhiber I’enzyme uréase
avec une ICsg variant de 61,8 a 72,4pg/ml. La 3-méthoxydaidzein est plus active (ICso= 61,8 pg/ml)
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tandis que la formononetin est moins actif. Il est a noter que les composés 1’0ligoamide et
I’afromosin sont statistiquement identiques. De plus ICso de la thiourea utilisée comme enzyme de
référence est pratiqguement 3 fois inférieure a celle des 5 composés testés traduisant une activite

statistiquement supérieure (p < 0,05) a celle des composés.

111.3.3.2- Propriété inhibitrice in vitro des composeés sur I’alphaglucosidase

Tableau 23 : Propriété inhibitrice in vitro des composés sur I’alphaglucosidase

Composés Inhibition de I’a-glucosidase

[Clso (ug/ml)]

Oligoamide NS
&

3-Méthoxydaidzein 32,6 +0,85°

Référence: DNJ 3,39+2 474

DNJ : Deoxynojirimycin.

Légende : les moyennes dans chaque colonne portant les lettres alphabétiques différentes son

statistiquement different au seuil de probabilité de 5%.

Du tableau 23, il ressort que les composés testés ont une trés faible capacité a inhiber
I’alphaglucosidase avec une ICso variant de 28,8 a 39,4 ug/ml. La formononetin était plus actif (1Cso
=28,8 ug/ml) tandis que I’afromosin était moins actif. De plus ICso de la DNJ utilisée comme enzyme
de référence est pratiquement 10 fois inférieure a celle des 5 composeés testés traduisant une activité
statistiquement trés supérieure (p < 0,05) a celle des composés.

111.3.4-Activité antioxidante des composés d’A. oligophyllus

Les composés d’A. oligophyllus ont été testé sur le radical DPPH, ABTS et FRAP

Par WAKEU K Brussine = —
139



Thése de Doctorat/PhD
111.3.4.1- Activités DPPH antiradicalaires des composés d’A. oligophyllus
Les composés isoles des extraits bruts au CH2Cl2/MeOH (1 : 1) du tronc et des feuilles d’A.

oligophyllus a savoir I’oligoamide (50), pinitol (55), la formononetin (45), I’afromosin (46) et la 3-
méthoxydaidzein (51) isolés ont été testés sur le radical DPPH.

Tableau 24 : Activité DPPH antiradicalaire des composés d’A. oligophyllus

72,9+0,11°
75,2 + 0,41
76,5 +0,19°
71,2 +0,49°
77,1+0,21f
44,240,142

BHA: Butyl Hydroxyanisole

Légende : les moyennes dans chaque colonne portant les lettres alphabétiques différentes sont

statistiquement différentes au seuil de probabilité de 5%.

Du tableau 24 il ressort que, les composés testés ont une capacité a piéger le radical DPPH
avec des Clsg variant de 71,2 a 77,1 ug/ml. La 3-méthoxydaidzein était le plus actif (ICso = 71,2
ug/ml) tandis que la formononetin était moins active. De plus la Clso du BHA utilisé comme
antiradicalaire de référence est environ 2 fois inférieure a celle des composés testés, traduisant une

activité statistiquement supérieure (p < 0,05) a celle des composés.
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11.3.4.2- Activités ABTS antiradicalaires et par la méthode FRAP des composés des feuilles

d’A. oligophyllus

Tableau 25 : Activités ABTS antiradicalaires et par la méthode FRAP des composés d’A.

oligophyllus.

>250 >250
>250 >250
4,22 +0,48 4,22 +0,48

Du tableau 25 il ressort que, les composés testés n’ont montré aucune Activité ABTS antiradicalaires
et par la méthode FRAP.

En somme, Les extraits bruts au CH>Clo./MeOH (1 : 1) des feuilles et du tronc d’Angylocalyx
oligophyllus ont des potentialités, antibactériennes pour les unes, antifongiques pour les autres sur
certaines souches de bactéries et de champignons testées. Ils sont également antioxydants et ne sont
pas toxiques pour les cellules de rein de singe. Ces activités sont justifiées par la présence de
métabolites secondaires isolés de ses différents extraits bruts. Parmi les métabolites secondaires
isolés et testés, il ressort qu’ils ont des potentialités antioxydantes, antifongiques et sont légérement
toxiques pour les cellules du rein de singe. Ces composés sont également des inhibiteurs de ’'uréase

et certains de 1’alphaglucosidase.

En plus de ces différents composés testés, le pinitol isolé des feuilles d’Angylocalyx
oligophyllus est un antidiabétique déja présent sur le marché. D’autres composeés isolés et décrits ici
tels que le lupéol, I’acide ursolique, le bétasitostérol, la formononétine, I’afromosine ont déja été
testés et ont des propriétés activités antidiabétiques. Ces différents résultats justifient 1’utilisation
d’Angylocalyx oligophyllus en médecine traditionnelle dans le traitement des infections de 1’ceil et

du diabete
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CONCLUSION GENERALE
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Le présent travail avait pour objectif 1I’é¢tude chimique et I’évaluation de I’activité
antidiabétique d’A. oligophyllus (Fabaceae-Fabiodeae), plante médicinale utilisée dans le traitement
du diabéte et des infections de 1’ceil. Au terme de nos investigations 15 ont été caractérisés au moyen
des techniques chromatographiques usuelles (CC, CCM). L’analyse structurale de ces derniers a été
réalisée grace aux techniques physicochimiques et spectroscopiques (IR, UV, SM, RMN 1D et 2D)
et par comparaison avec les données de la littérature. Ces 15 composés appartiennent a sept classes
de métabolites secondaires parmi lesquels :

- un lactame : dérive nouveau de lactame gque nous avons appelé oligoamide

- cinq flavonoides: la formononetine, la 4-méthoxydainzeine, I’afromosine, la 8-O-
méthylretusine, la 8-prénylpinocembrine.

- trois triterpenes pentacycliques : I’acide arjunorique, 1’acide ursolique, le lupéol.

- un alcane non entiérement caractérisé

- un cyclitol naturel : le pinitol.

- quatre stéroides : le stigmastérol, le 3-O-p-D-glucopyranoside de stigmastérol, le beta
sitostérol, le 3-O-f-D-glucopyranoside de beta sitostérol.

- un saccharide : le sucrose.

En outre, nous avons identifié par la chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie

de masse, 64 composés.

Tous ces composés sont isolés et décrits pour la premiere fois dans le genre Angylocalyx

Les extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc, des feuilles d’A. oligophyllus et ses composés a
savoir I’oligoamide et le pinitol ont été testés pour leur activité cytotoxique sur les cellules des reins

de singe et ont révélé ne pas étre toxique pour ces cellules.

Les extraits au CH>Clo/MeOH du tronc, des feuilles et ses composés a savoir 1’oligoamide et
pinitol d’A. oligophyllus ont été testés sur quatre souches de bactéries : Staphylococcus aureus
BAA977, Staphylococcus aureus NR46003, Staphylococcus aureus NR25923, Staphylococcus
aureus ATTC43300, et sur trois champignons phytopathogenes Candida parapsilosis, Candida
krusei, Candida albicans NR29451. Les extraits ont montré une activité sur certaines souches de
bactéries mais pas les composés. L’extrait des feuilles et les deux composés ont montré une activité
antifongique uniquement sur I’isolat Candida parapsilosis, le pinitol étant plus actif avec une CMI

de 125 pg/ml que I’oligoamide avec une CMI de 250 pg/ml
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Les tests de 1’activité inhibitrice in vitro des deux enzymes 1’uréase et 1’alphaglucosidase ont
été réalisés sur cing composes isolés des extraits bruts au CH>Clo/MeOH du tronc et des feuilles d’A.
oligophyllus a savoir: 1’oligoamide, le pinitol, la formononétine, 1’afromosine, et la 3-
méthoxydaidzeine. Nous avons observé une inhibition modérée de tous ces composés sur 1’enzyme

uréase et une tres faible inhibition de trois de ces composés sur I’enzyme alphaglucosidase.

Les extraits au CH2Cl2/MeOH du tronc, des feuilles d’A. oligophyllus et les composes ont
été testé sur le radical DPPH. Tous ont montré une activité sauf I’extrait des feuilles qui n’a pas
montré d’activité. Enfin les extraits au CH2Clo/MeOH du tronc, des feuilles d’A. oligophyllus et les
deux composés suivant, 1’oligoamide et le pinitol, ont été testés sur le radical ABTS et par la méthode
FRAP, seuls les extraits ont montré une activité sur I’ABTS et aucune activité n’a été observé par la

méthode FRAP.

En plus de ces tests que nous avons effectués, il ressort de la littérature que, le lupéol, I’acide
ursolique, le betasitostérol, I’afromosine, le pinitol et la formononétine ont des propriétés

antidiabétiques.

Les résultats obtenus au cours de nos travaux et ceux décrits dans la littérature, permettent
de comprendre pourquoi A. oligophyllus est utilisé en médecine traditionnelle dans le traitement du
diabete. Au vu de la rareté de cette plante il est souhaitable de conserver cette espéce en voie de
disparition qui pourrait étre un potentiel dans le traitement du diabéte.

Nous envisageons dans nos futurs travaux de :

= FEvaluer I’activité antidiabétique in vivo des extraits du tronc, des feuilles, des fractions et du
nouveau dérivé.

= Continuer les tests d’activité biologique sur le dérivé nouveau afin de pouvoir évaluer sur
quelle cible thérapeutique il est plus actif.

= Chercher une voie de synthése de ce nouveau dérivé pour son utilisation a des fins
pharmaceutiques.

= Standardiser des fractions actives en vue des phytomédicaments efficaces, a moindre co(t et
accessibles a toutes les couches sociales démographiques.

= Faire des modifications structurales du dérivé nouveau pour améliorer ses activités.

= Elucider les structures des composés isolés en cours d’analyse.

= Travailler les autres parties et fraction de la plante.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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I-GENERALITES

I.1- METHODES CHROMATOGRAPHIQUES

Les composés ont été isolés et identifiés grace aux techniques chromatographiques suivantes
: la chromatographie sur colonne, la chromatographie sur couche mince et la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

Pour les chromatographies sur colonne, le gel de silice de granulométrie 70-230 um ou 230-
400 um (Merck) a été utilisé comme phase stationnaire. Le diametre de la colonne et la hauteur de
la silice ont été choisis en fonction de la quantité d’extrait a traiter.

Les chromatographies analytiques sur couche mince ont été réalisées sur des plaques de gel
de silice 60 F2s4 (Merck, 20 x 20 cm ou 0,2 x 5 m) sur feuilles d’aluminium de 0,2 mm d’épaisseur.
Ces plaques ont été découpées selon le nombre d’échantillons a y déposer et ont été développées
dans des cuves chromatographiques contenant des systemes de solvant tels que CH.Cl-MeOH, Hex-
EtOAc ou Hex-CH2Cl> de différentes polarités. Les plaques CCM ont été révélées, soit par utilisation
de la lumiere ultraviolette de la lampe UV de type spectroline, modéle VL-4-LC, de longueurs
d’onde 234 et 254 nm, ensuite par pulvérisation a 1’aide d’une solution d’acide citrique diluée a 50

%, suivi d’un chauffage a I’étuve a 150 °C, soit encore par exposition aux vapeurs d’iode.

1.2- APPAREILLAGE

Les extraits bruts ont été concentrés sur évaporateurs rotatifs Blchi et Heidolph.
Les différentes masses des extraits et des composés obtenus ont ét¢ mesurées a 1’aide des
balances électroniques de type « Acculab VIC-612 » et « Acculab ACL-210.4 ».
Les composeés isolés ont été analysés grace aux différentes techniques suivantes :
- Spectrométrie infrarouge
- Point de fusion
- Spectre de masse

- Résonance Magnétique Nucléaire (RMN a une et a deux dimension)
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1.2.1- Spectrométrie infrarouge
Les spectres infrarouges ont été enregistrés sur un spectrometre de type JASCO Fourier

Transformer IR en utilisant des disques de KBr.

1.2.2- Point de fusion
Les points de fusion ont ét¢ mesurés a I’aide de I’appareil Biichi (Biichi melting point B-

545).

1.2.3- Spectres de masse

Les spectres de masse en ElectroSpray lonisation basse et haute résolutions ont été
enregistrés avec des spectrometres de masse SCA Pharma Stbg QToF et micrOTOF 10237. Ceux en
impact électronique basse et haute résolution ont été enregistrés avec des spectrometres de masse de
type Finnigan MAT 95 a 70 eV avec le perfluorokerosene comme substance de référence et Apex
[11 (Bruker Daltonik).

1.2.4- Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN H, 13C, DEPT, COSY, NOESY, HSQC et HMBC ont été enregistrés
sur des appareils Bruker Advance 400 opérant a 400 MHz (*H) et 100 MHz (*3C), Mercury-300
opérant & 300 MHz (*H), Bruker AMX 500 opérant & 500 MHz (*H) et 125 MHz (**C) Les produits
ont eté dissous dans le chloroforme, le méthanol, I’eau, le diméthylsulfoxyde (DMSO), ou la
pyridine deutérés. Les déplacements chimiques o sont exprimés en ppm en prenant comme référence
interne dans tous les cas, le tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage (J) sont exprimées
en Hertz (Hz).

1.3- TESTS DE CARACTERISATION CHIMIQUE

1.3.1-Test de Shinoda (identification des flavonoides)
A une solution alcoolique du composé, quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré ont
été ajoutées, puis quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides a été indiquée par

une effervescence suivie d’un changement de coloration pouvant étre violette ou rouge brique.
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1.3.2-Test au chlorure ferrigue (identification des composés phénoliques)
A une solution méthanolique ou éthanolique de produits, ont été ajoutées quelques gouttes
d’une solution de chlorure ferrique FeCls. La présence des phénols a été indiquée par un changement

de coloration suite & la formation d’un ion complexe [Fe(ArO)s]* de couleur violette ou bleue.

1.3.3- Test de Liebermann-Burchard (identification des terpénoides et des stérols)

Quelques milligrammes de produit ont été dissouts dans le dichlorométhane (1 ml) et a la
solution obtenue, on y a ajouté quelques gouttes d’anhydride acétique, puis d’acide sulfurique
concentré. La présence des terpénoides a été indiquée par une coloration rouge violacée et celle des

stérols par une coloration vert bleuatre.

1.3.4- Test de Molish (identification des sucres)

Dans un tube a essai, ont été dissouts quelques milligrammes de produit avec une solution
d’éthanol-a-naphtol 1 %. Ensuite sur les parois du tube, on a laissé couler quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré. La présence des sucres a été indiquée par 1’apparition d’un anneau rouge

violacé a I’interphase.

I1- EXTRACTION, FRACTIONNEMENT ET ISOLEMENT DES COMPOSES

I1.1 MATERIEL VEGETAL

Les différents organes (feuilles et tronc) d’A. oligophyllus Baker ont été récoltés en avril
2014 a Song Bong a 50km d’Eséka (région du Centre-Cameroun).

L’identification et la récolte de cette plante ont été réalisées par Mr. Nana Victor, botaniste

de I’Herbier National du Cameroun ou des spécimens sont conservés et enregistrés sous les numéros

suivants : 41503 A. KOUFANI 185 (A. oligophyllus), 2319/SRFK.
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11.2- EXTRACTION

11.2.1- Préparation des extraits d’A. oligophyllus

Aprés decoupage, séchage et broyage des troncs et feuilles de A. oligophyllus, nous avons
obtenu respectivement 3500 g et 500 g de matiére végétale, Les poudres ainsi obtenues ont été
extraites séparément par macération dans le mélange CH»>Cl>-MeOH (1 : 1) dans 4x5 L et 8 L de
solvant, a température ambiante pendant 72 heures. Apres évaporation du solvant, on a obtenu

respectivement 680 g et 120 g d’extraits.

11.2.2- Isolement des composés

11.2.2.1- Isolement des composés de I’extrait au CH2Cl2/MeOH des feuilles d’A. oligophyllus
100 g d’extrait des feuilles ont subi un fractionnement par chromatographie sur colonne de
gel de silice. L élution s’est faite avec I’hexane, les mélanges, n-Hex-EtOAc, EtOAc, EtOAc-MeOH
de polarité croissante puis MeOH. 136 flacons de 200 ml chacun ont été collectés, évaporés et
regroupés sur la base des CCM analytiques en 14 fractions indexées F1 (2,1 g), F2 (4,3 g), F3 (3,6 9),
Fa(4,79), Fs(7,50), F6(6,39), F7 (5,8 9), Fs (8,1 9), Fo (7,2 g), F10 (8,7 9), F11 (9,2 9), F12 (7,4 g),
Fi13 (11,6 g), F14 (12,1g). L’étude séparée de ces fractions a conduit a I’isolement de 10 composés

dont 8 ont été caractérisés.
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Tableau 26 : Chromatogramme de I’extrait au CH2Cl2/MeOH des feuilles de A. oligophyllus

Eluant Flacons Fractions Remarques

Hex- EtOAC (100:0) 1-3 1

Hex- EtOACc (95:5) 4-7 Rien

Hex- EtOAC (90:10) 8-12 2

Hex- EtOACc (85:15) 13-16 Chlorophylle + FAO1+ 4
Hex- EtOAc (80:20) 17-21 3 taches

Hex- EtOAcC (75:25) 22-26

Hex- EtOAc (70:30) 27-31 4 5 taches

Hex- EtOAc (65:35) 32-36 Environ

Hex- EtOAc (60:40) 37-42 5

Hex- EtOAC (55:45) 43-47

Hex- EtOAc (50:50) 48-52 6

Hex- EtOAC (45:55) 53-57 Environ 8 taches
Hex- EtOAc (40:60) 58-63 7

Hex- EtOAC (35:65) 64-69

Hex- EtOAc (30:70) 70-75 8 Environ 7 taches
Hex- EtOAC (25:75) 76-81

Hex- EtOAc (20:80) 82-87 9

Hex- EtOAc (15:85) 88-92

Hex- EtOAc (10:90) 93-98 10 Environ 5 taches
Hex- EtOAc (95:5) 99-104

EtOAc pur 105-110 11 FAO10 Environ 10 taches
EtOAc -MeOH (95:5) 111-114 12

EtOAc-MeOH (90:10) 115-119

EtOAc-MeOH (85:15) 120-125 13 Mélange Complexe
EtOAc-MeOH (80:20) 126-130

MeOH 131-136 14
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Les fractions 1 a 3 n’ont pas été étudiées ; seules les fractions 4 a 14 ont été étudices

11.2.2.2- Chromatographie les fractions 4 & 6

Ces fractions ont été dissoutes dans le méthanol, puis fixées sur la silice et
rechromatographiées sur colonne de gel de silice. L’élution au systéeme Hex- EtOAc de polarité
allant de 90 :10 a 30 :70, a conduit a un seul produit pur indexé FAO4 (10,2 mg).

11.2.2.3- Chromatographie les fractions 7 a 11

Ces fractions ont été dissoutes dans le méthanol puis fixées sur la silice et chromatographiées
sur colonne de gel de silice. L’élution au systéme n-Hex-EtOAc de polarité croissante a permis de
collecter les fractions de 100 ml (50 au total) et de les regrouper sur la base des CCM analytiques
(Tableau 27). Les composes FAQ2 (23,9 mg), FAOg (7,5 mg) et FAOs (12,5 mg) ont précipité sous
forme de poudre blanche et de poudre beige. Ils ont été obtenus aprés filtration simple et lavage dans

les fractions correspondantes (Tableau 27).

Tableau 27 : Chromatogramme des fractions 7 a 11

Eluant Fractions Remarques

Hex-EtOAc (100:0) 1-3 Rien

Hex-EtOAc (95:5) 4-6 FAQOg + mélange d’environ 3 produits
Hex-EtOAc (90:10) 7-9

Hex-EtOAc (80:20) 10-14

Hex-EtOAc (70:30) 15-17 M¢élange d’au moins 7 produits dont
Hex-EtOAc (60:40) 18-20 FAQOs

Hex-EtOAc (50:50) 21-22

Hex-EtOAc (40:60) 23-25 Mélange de 5 produits environ
Hex-EtOAc (30:70) 26-28

Hex-EtOAc (20:80) 29-31

Hex-EtOAc (90:10) 32-35 M¢élange d’au moins 7 produits
EtOACc pur 36-38
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EtOAc -MeOH (95:5) 39-42
EtOAC -MeOH (95:5) 43-46 M¢lange d’au moins 3 produits
MeOH 47-50

La fraction 21-22 a été dissoute dans le mélange chlorure/méthanol, puis fixée sur la silice et
rechromatographiée sur colonne de gel de silice. L’élution au systeme Hex- EtOAc de polarité allant
de 60 :40 a 35 : 65, a conduit a un seul produit pur indexé FAOz (23,9 mg).

11.2.2.4- Chromatographie de la fraction 12 a 14

Les fractions 12 a 14 ont été dissoutes dans le méthanol puis fixées sur la silice et
chromatographiées sur colonne de gel de silice. L’élution au systéme n-Hex-EtOAc de polarité
croissante a permis de collecter les fractions de 150 ml (22 au total) et de les regrouper sur la base
des CCM analytiques (Tableau 28). Les composes FAOs (4,6 mg), FAOz (57 mg) ont précipité sous
forme de poudre Jaunatre et de cristaux blancs respectivement. lls ont été obtenus aprés filtration

simple et lavage dans les fractions correspondantes (Tableau 28).

Tableau 28 : Chromatogramme de la fraction 12 a 14

Eluant Fractions Remarques

Hex 1-2 Rien

Hex-EtOAcC (75:25) 3-5

Hex-EtOAC (85:15) 6-8 M¢élange d’environ 3 produits
Hex-EtOAc (95:5) 9-11

EtOAc pur 12-13

EtOAC -MeOH (95:5) 14-15 M¢élange d’au moins 5 produits
EtOAc -MeOH (90:10) 16-17

EtOAc -MeOH (85:15) 18-19 Mé¢élange d’au moins 6 produits
MeOH 20-22 FAOs + Mélange complexe
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Le contenu des flacons 16-19 a été dissout dans le mélange chlorure/méthanol, puis fixe sur
la silice et rechromatographiée sur colonne de gel de silice. L’¢lution au systéme Acétate pure,
EtOAc —MeOH de polarité allant de 95 : 5 a 80 : 20, a conduit a un seul produit pur indexé FAO3
(57,0 mg).

11.2.2.5- Isolement des composés de I’extrait au CH2Cl2/MeOH du tronc d’A. oligophyllus

300 g de I’extrait du tronc ont subi un fractionnement par chromatographie sur colonne de
gel de silice. L’élution s’est faite avec I’hexane, les mélanges, n-Hex-EtOAc, EtOAc, EtOAc-MeOH
de polarités croissantes puis MeOH. 106 fractions de 300 ml chacune ont été collectées, évaporées
et regroupees sur la base des CCM analytiques en 4 fractions indexées SA (15,8 g), SB (69,6 g), SC
(87,1 g), SD (123,7 g). Les chromatographies successives de ces fractions ont conduit a I’isolement

de 15 composeés dont 12 ont été caractérisés.

Tableau 29 : Chromatogramme de I’extrait au CH2Cl2/MeOH du tronc d’A. oligophyllus

Eluant Fractions  Série Remarques
Hex-EtOAc (100:0) 1-3 SA

Hex-EtOAc (95:5) 4-8 4 taches
Hex-EtOAc (90:10) 9-13

Hex-EtOAc (80:10) 14-21 SB

Hex-EtOAC (70:30) 22-27

Hex-EtOAc (60:40) 28-33 AO: + AQOg + 5Staches
Hex-EtOAc (50:50) 34-40

Hex-EtOAcC (40:60) 41-46

Hex-EtOAc (30:70) 47-52 SC

Hex-EtOAC (20:80) 53-58

Hex-EtOAc (90:10) 59-64 Environ 15 taches + AO1o
EtOAcC pur 65-71

EtOAc -MeOH (95:5) 72-78
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EtOAc -MeOH (90:10) 79-80 SD Environ 10 taches + Trainée
EtOAc -MeOH (90:10) 81-87

Hex-EtOAC (85:15) 88-93

Hex-EtOAc (80:20) 94-99

MeOH 100-106

La sériec A n’a pas éte étudiée ; seules les séries B, C et D ont été étudiées

La fraction 28-33 a été dissoute dans le méthanol, puis fixée sur la silice et
rechromatographiée sur colonne de gel de silice. L’élution au systéme Hex-CH2Cl. de polarité allant
de 10 : 90 & CH2Cl>-MeOH (5 : 95), a conduit a un seul produit pur indexé AOa (8,8 mg).

11.2.2.6- Chromatographie de la série C

La série C a été dissoute dans le méthanol puis fixée sur la silice et chromatographiée sur
colonne de gel de silice. L’élution au systéeme n-Hex-EtOAc de polarité croissante a permis de
collecter les fractions de 100 ml (40 au total) et de les regrouper sur la base des CCM analytiques
(Tableau 30). Les composés AOs (10,1 mg), AOs (13,3 mg), AOs (11,7 mg) A013 (10,9 mg) ont
précipité sous forme de poudre blanche, de cristaux blancs et de poudre beige. lls ont été obtenus

apres filtration simple et lavage dans les fractions correspondantes (Tableau 30).

Tableau 30 : Chromatogramme de la série C

Eluant sur colonne Fractions Remarques

Hex 1-3 Rien

Hex-CH2Cl: (40:60) 4-6

Hex- CH2Cl2 (35:65) 7-9 M¢lange d’au moins 3 produits + AOs
Hex- CH2Cl2 (30:70) 10-12

Hex- CH2Cl2 (25:75) 13-15 M¢lange d’au moins 5 produits

Hex- CH2Cl: (20:80) 16-17
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Hex- CH2Cl2 (15:85) 18-19 M¢lange d’au moins 7 produits
Hex- CH2Cl (10:90) 20-22

Hex- CH2Cl2 (5:95) 23-25 Mélange de 2 produits environ
CH2Cl2 Pur 26-30

CH:2Cl2-MeOH (5:95) 31-34 AOg + Trainée
CH2Cl2-MeOH (10:90) 35-37

MeOH Pur 38-40

La fraction 18-19 a eté dissoute dans le méthanol, puis fixée sur la silice et
rechromatographiée sur colonne de gel de silice. L’élution au systéme Hex-CHCl> de polarité allant

de 20 :80 a CHxClI; pur, a conduit a un seul produit pur indexé AOs (13,3 mg).

La fraction 26-30 a été dissoute dans le méthanol, puis fixée sur la silice et

rechromatographiée sur colonne de gel de silice. L’élution au systéme Hex-CH:Cl> de polarité allant
de 10 : 90 a CH2Cl>-MeOH (5 : 95), a conduit a un seul produit pur indexé AO13 (10,2 mg).

11.2.2.7- Chromatographie de la série D

La série D a été dissoute dans le mélange chlorure de méthylene/méthanol puis fixée sur la
silice et chromatographiée sur colonne de gel de silice. L’élution au systéme Hex-CH2Cl, et CH2Cl»-
MeOH de polarité croissante a permis de collecter les fractions de 100 ml (28 au total) et de les
regrouper sur la base des CCM analytiques (Tableau 31). Les composés A014 (20,6 mg), et AOg
(11,4 mg) ont précipité sous forme de cristaux blancs et de poudre beige respectivement. Ils ont été

obtenus apres filtration simple et lavage dans les fractions correspondantes (Tableau 31).
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Tableau 31 : Chromatogramme de la série D

Eluant Fractions  Remarques

Hex 1-3 Rien

Hex- EtOAc (90:10) 4-6

EtOAcC pur 7-9 Me¢élange d’au moins 4 produits

EtOAc -MeOH (95:5) 10-14

EtOAc -MeOH (90:10) 15-18 AO14 + Mélange de 7 produits environ
EtOAC -MeOH (15:85) 19-21

EtOAc -MeOH (20:80) 22-25 Mélange complexe

MeOH 26-28

La fraction 10-14 a été dissoute dans le méthanol et apres filtration a été recristallisée dans

’acétone a conduit a un seul produit pur indexé AOg (11,4 mg)

11.3- CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES COMPOSES ISOLES

11.3.1- Le dérivé nouveau

» FAOs: Oligoamide (47)

Poudre jaunatre ;

CsHoO3N; PM: 145;

Données de RMN *3C (125 MHz ; D;0)
et 'H (500 MHz ; D,0),

=il QOH
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11.3.2- Les dérivés connus

> AOz: Afromosine (44)

HO Poudre jaunatre ; tests au chlorure ferrique
et de Shinoda : positif ;

C17H140s; PM: 298;

Données de RMN 3C (100 MHz ;

CD30D) et H (400 MHz ; CDsOD).

H3CO

» AOa13: 3’-méthoxydainzeine (48)

Poudre blanche ; tests au chlorure ferrique et
HO © de Shinoda: positifs;
C16H120s5; PM: 284;

OCH; ) ]
Données 'H (400 MHz ; Acétone),
(0]
OH
» FAO: : Formononétine (43)
Poudre jaune ; tests au chlorure
ferrique et
Ho © de Shinoda: positifs;
C16H1204; PM: 268; Données de
RMN 3C (75 MHz; DMSO-ds)
o) et'H (300 MHz; DMSO-ds),
OCHjy
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» AOg : 8-O-méthylretusine (49)
QCHs Poudre belge ; tests au chlorure ferrique et
HO © de Shinoda : positifs ;
C17H1405; PM: 298:;
Données de *H (300 MHz ; pyridine-ds),

OCH;

» AO:s : 8-prénylpinocembrine

Poudre jaune ; tests au chlorure ferrique
et de Shinoda : positifs ;
C20H2004; PM: 324;

HO 0 Données de RMN 3C (75 MHz ;
DMSO-ds) et'H (300 MHz ; DMSO-ds),

OH 0

» AOg : Acide arjunolique (51)

Poudre belge ; test de Liebermann-Burchard
: positif ; Elam/z 488 ;

Données de RMN 3C (125 MHz ; pyridine-
ds) et 'H (400 MHz ; pyridine-ds).
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» FAOg : Lupeol (45)

Poudre blanche test de Liebermann-
Burchard : positif ; C3oHsoO
RMN H (300 MHz, CDCly)

» FAOs: Acide ursolique (46)

|llllg

Poudre blanche, test de Liebermann-
Burchard : positif, EIl : m/z 426 ; C3oH103
RMN !H (300 MHz, DMSO)

Paillettes blanches ; test de Liebermann-
Burchard: positif ; CogHsgO ; PM : 412 ;
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» FAOuo : 3-O-p- D-glucopyranoside de Stigmastérole (55)

Poudre belge; test de Liebermann-
Burchard: positif; C3sHssOs;

PM: 574; PF: 299 °C.

RMN 'H (300 MHz, pyridine-ds)

» AO:: Beta sitostérole (57)
Poudre belge ; test de Liebermann-

Burchard: positif; C3sHssOs;
PM: 574 g/mol; PF: 299 °C.
RMN H (300 MHz, pyridine-ds):

» AO1o : 3-O-p- D-glucopyranoside de beta sitostérole (56)

Cristaux belge
PF:270-272 °C

o RMN *H (300 MHz, pyridine-ds)
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» AOau4: Sucrose (58)

Cristaux blancs ; test de Molish : positif ;
C12H22011 ; PM 342,29 ;
PF : 185,5 °C ; Données de RMN *3C et 'H
(125 et 500 MHz : D0),

» FAOa: Alcane

Poudre blanche

RMN H (300 MHz, chloroforme) :
HaG CHa Sh 1,2 et 2,6 (CHz-) et 61 0,93 (CHa-).
n

» FAOs3: Pinitol

OH Poudre cristaux blanc ;
HO,,,,' 5 OH C7H140¢; PM: 194 g/mol;
Données de RMN 13C (75 MHz ; D,0) et
'H (300 MHz ; D;0),
MeO Y OH
oM
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I11- METHODES D’EVALUATION DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

I11.1- TEST DE CYTOTOXICITE

L’évaluation de la cytotoxicité s’est faite sur la lignée cellulaire HFF (ATCC-HS68) par la
méthode colorimétrique au MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5-(3-carboxymethoxyphenyl) -2-(4-
sulfophenyl) -2H-tetrazolium) (Promega) telle que décrite par le protocole de Boyom et al., (2014).

> Principe

Cette méthode est basée sur 1’évaluation de la capacité des cellules HFF a survivre dans un
milieu riche en extrait de F. benjamina et de F. élastique. La viabilité des cellules a été déterminée
par mesure de 1’absorbance du formazan de couleur pourpre obtenue apres réduction du MTS de

couleur jaune par les cellules vivantes (Lema et al., 2011).

» Culture in vitro de la lignée cellulaire

La lignée cellulaire HFF a été maintenue dans des flacons de culture (T-Flask) de 75 cm?
contenant du milieu DMEM supplémenté a 10% de FBS, 0,2% de bicarbonate de sodium (w/v)
(Sigma), 50 pg/ml, sous conditions standard avec 5% de CO2 a 37°C. Le milieu était renouvelé tous
les 3 jours aprés la mise en culture. Pour la préparation de I’inoculum, les cellules étaient détachées
par trypsinisation, centrifugées a 1300 rpm pendant 5 minutes et le culot obtenu a été suspendu dans
Iml de milieu. 20 pl de cette suspension ont été additionnés a 20 pl de bleu trypan et apres 10
minutes d’incubation, les cellules ont été comptées au microscope via I’hématimetre de Neubauer

afin de calibrer la charge.

> Réalisation du test proprement dit

Le test a été effectué en triplicate dans les microplaques de 96 puits. En effet, 100 pl de
suspension cellulaire & la charge de 5x10° cellules/ml ont été introduits dans les microplaques. Aprés
24 heures d’incubation, 80ul de chaque dilution d’extrait ont été ajoutés et les cellules ont été
incubees pendant 48 h sous atmosphere humidifiée (30%) a 37°C et 5% COa. Les puits n’ayant que
les cellules sans inhibiteurs constituaient les contréles négatifs (colonnes D et H) et pour chaque
extrait, les concentrations testées variaient de 500-3,9 pg/ml. Par la suite, 20 pl d’une solution de

MTS (Promega) ont été introduits dans chaque puits et ’ensemble a ét¢ homogénéisé et incubé

Par WAKEU K Brussine = —
162



Thése de Doctorat/PhD

pendant 1 heure 30 minutes a 37°C. La formation du formazan a été mesurée par lecture des densités
optiques a 490 nm gréce au lecteur de plaque Elisa (Biotek EL800, USA).

» Expression des résultats
A partir des densités optiques obtenues, les pourcentages de cellules viables ont été calculés en

utilisant la formule ci-apres :
DOtest

ourcentage de viabilité (%) DOcontdle négatif %

Les concentrations cytotoxiques 50 (CC 50) ont été déterminées par la suite et les indices de
sélectivité (IS) correspondant au rapport CC 50/CMI ont été calculés. Les extraits ayant montré une

innocuité sur la lignée cellulaire HFF ont été sélectionnés pour la suite de 1’étude.

111.2- EVALUATION DES ACTIVITES ANTIBACTERIENNE ET ANTIFONGIQUE

111.2.1- Matériels

Le matériel fongique était constitué de trois levures dont deux isolats, Candida parapsilosis,
Candida krusei provenant de I’Hopital Central de Yaoundé, et une souche Candida albicans
NR29451 gracieusement offerte par Bei Ressources. Toutes ces levures sont présentes au sein du
laboratoire. Ces levures ont été cultivées au laboratoire dans les boites de pétrie contenant le milieu
Sabouraud Dextrose Agar supplémenté au chloramphénicol et préparé suivant les instructions du

fabricant. Elles ont été incubées a 37 °C pendant 48 h.

Quatre souches de bactéries (Staphylococcus aureus BAA977, Staphylococcus aureus
NR46003, Staphylococcus aureus NR25923, Staphylococcus aureus ATTC43300) présentes au
laboratoire ont été utilisees. Elles ont été maintenues en culture par repiquage successif toutes les 24

heures dans le milieu Muller Hinton Agar (MHA) et incubées a 37°C.
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111.2.2- Méthodes

111.2.2.1- Préparation des solutions stock

Les solutions meres de chaque extrait ont été préparées a 2 mg/ml en dissolvant 2
milligrammes d’un extrait dans Iml d’eau distillée. Les composés a tester ont été préparés a Img/ml.
La ciprofloxacine et le fluconazole ont été préparés respectivement a 100ug/ml et 2 mg/ml et ont

servi de témoins positifs au cours des tests antibactériens et antifongique respectivement.

111.2.2.2- Préparation des inoculas fongiques et bactériens

Dans les boites de pétri contenant des cultures de levures vieilles de 48 heures, une colonie
isolée a été prélevée et introduite dans un tube a essai contenant 5 ml d’eau physiologique (0,9%
NaCl) puis homogénéisée. La solution obtenue a été calibrée & 0,5 Mc Farland équivalant a 10°
cellules/ml. Toutes les solutions ont été ensuite ajustées par dilution a la charge nécessaire pendant

les manipulations.

La suspension bactérienne a été préparée a 1,5x10% bactéries/ml suivant le standard de 0,5
Mc Farland par comparaison de la turbidité. En effet une colonie a été prélevée de maniere aseptique
a1’aide d’une anse a partir des cultures de 24 heures et introduite dans 10 ml d’eau physiologique et

ajustée a 0,5McFarland.

111.2.3- Tests antimicrobiens
> Principe:

Il est basé sur la capacité du microorganisme a croitre en milieu supplémenté en antifongique

matérialis¢ par 1’observation visuelle du culot formé par le dépot de levures au fond des cupules a

I’issue de I’incubation (CLSI, 2012).
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111.2.3.1- Test antifongique

» Mode opératoire
Les essais ont été effectués dans les microplaques de 96 puits. Le milieu de culture utilisé
¢tait le Sabouraud Dextrose ‘Broth’ supplémenté au chloramphénicol, préparé suivant les

instructions du fabricant.

En effet, 150 ul de milieu de culture ont été introduits dans les premiéres cupules des
plaques et 100 uL dans les autres puits des plaques. Ensuite, 50 pL d’une solution stérile d’extrait
ou de composé concentré a 2 mg/ml ont été préleves et ajoutés dans les premiéres cupules. Une série
de 8 dilutions géométriques de d’ordre 2 a été effectuée de la ligne A a la ligne G. Enfin, 100 pl
d’une suspension fongique, préparée a 10x10° cellules/ml ont été introduits dans les cupules de la
plague (pour une concentration finale de 10x10° cellules/ml), exceptés les cupules H1 & H6 qui ne
contenaient que le milieu de culture et servaient de contrble de stérilité. Les cupules H7 a H12
contenant le milieu de culture et I’inoculum ont servi de contrdle négatif. Les concentrations des
extraits variaient de 500 pg/ml a 7,8125 pg/ml et celles des composés variaient de 250 a 3,90625
pug/ml. Le témoin positif a savoir le fluconazole a été testé dans les mémes conditions et les
concentrations dans les cupules allaient de 250 a 3,90625 pg/ml. Les essais ont été effectués en

duplicate. Les plaques ont été fermées puis incubées a 37 °C pendant 48 heures.

A P’issue du temps d’incubation, la plus petite concentration ne montrant aucune croissance
visible de la levure marquée par I’absence de dépdt d’un culot blanchatre ou de trouble de milieu

dans les cupules correspondait a la CMI.

111.2.3.2- Test Antibactérien

» Mode opératoire
Les essais ont ete effectués dans les microplaques de 96 puits. Le milieu de culture utilisé
¢tait le Sabouraud Dextrose ‘Broth’ supplémenté au chloramphénicol, préparé suivant les

instructions du fabricant.
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En effet, 150 pl de milieu de culture ont été introduits dans les premiéres cupules des plaques
et 100 pl dans les autres puits des plaques. Ensuite, 50 pl d’une solution stérile d’extrait ou de
composé concentré a 2 mg/ml ont été prelevés et ajoutés dans les premieres cupules. Une série de 8
dilutions géométriques de d’ordre 2 a été effectuée de la ligne A a la ligne G. Enfin, 100 ul d’une
suspension fongique, préparée a 10x10° cellules/ml ont été introduits dans les cupules de la plague
(pour une concentration finale de 5x10° cellules/ml), exceptées les cupules H1 a H6 qui ne
contenaient que le milieu de culture et servaient de contréle de sterilité. Les cupules H7 a H12
contenant le milieu de culture et I’inoculum ont servi de controle négatif. Les concentrations des
extraits variaient de 500 pg/ml a 7,8125 pg/ml et celles des composés variaient de 250 a 3,90625
ug/ml. Le témoin positif a savoir la ciprofloxacine concentrée a été testé a 25 pg/ml et les
concentrations dans les cupules allaient de 25 a 0,390625 pg/ml. Les essais ont été effectués en

duplicate. Les plaques ont été fermées puis incubées a 37 °C pendant 48 heures.

A I’issue du temps d’incubation, la plus petite concentration ne montrant aucune croissance
visible de la levure marquée par I’absence de dép6t d’un culot blanchatre ou de trouble de milieu

dans les cupules correspondait a la CMI.

111.3- EVALUATION DES PROPRIETES INHIBITRICES DES COMPOSES SUR LES
ENZYMES

111.3.1- Evaluation des propriétés inhibitrices des composés sur I’enzyme uréase

Des mélanges réactionnels comprenant 25 pl de solution d’enzyme (uréase de haricot Jack
Bean) et 55 pul de tampons contenant 100 mM d’urée ont été incubés avec 5 ul de composés a tester
(concentration 1 mM) a 30 ° C pendant 15 min dans des plaques a 96 puits. L'activité de l'uréase a
été déterminée en mesurant la production d'ammoniac a l'aide de la méthode a I'indophénol decrite
par Weatherburn. 12 en bref, 45 pi de réactif au phénol (1% p / v de phénol et 0,005% p / v de
nitroprussiate de sodium) et 70 pi de réactif alcalin (0,5% p / v de NaOH et 0,1% de chlorure actif
NaCl) ont été ajoutes a chaque puits. L'absorbance croissante a 630 nm a été mesurée au bout de 50
minutes a l'aide d'un lecteur de microplaques (Molecular Device, USA). Toutes les réactions ont été
effectuées en triple dans un volume final de 200 pl. Les résultats (variation de I'absorbance par

minute) ont été traités a I'aide du logiciel Soft Max Pro (Molecular Device, USA). Tous les tests ont
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été effectués a pH 8,2 (KH2P04.3H.0 0,01 M, EDTA 1 mM et LiCIl 0,01 M). Les inhibitions en
pourcentage ont été calculées a partir de la formule 100— (OD test well / OD control) x100. La

thiourée a été utilisée comme inhibiteur standard de l'uréase.

111.3.2- Evaluation des propriétés inhibitrices des composés sur I’enzyme alphaglucosidase

L’activité inhibitrice des composés sur I’a-glucosidase a était évaluée par la méthode
standard, avec légeres modifications. En bref, un volume de 60 ul de solution d'échantillon et 50 pl
de phosphate 0,1 M tampon (pH 6,8) contenant une solution d'a-glucosidase (0,2 U / ml) a été incube
dans des plaques a 96 puits a 37 ° C pendant 20 min. Aprés pré-incubation, 50 pl de 5 mM p-
nitrophényl-a-D-glucopyranoside (PNPG) solution dans du tampon phosphate 0,1 M (pH 6,8)
ajoutés a chaque puits et incubé a 37 °C pendant encore 20 min. Puis la réaction a été arrétee en
ajoutant 160 pl de NaCO3 0,2 M dans chaque puits, et les lectures d'absorbance (A) ont été
enregistrées a 405 nm par lecteur de microplaques et comparées a un contrdle qui avait 60 ul de
solution tampon en place de I'extrait. Pour une incubation a blanc (pour permettre absorbance
produite par l'extrait), enzyme la solution a été remplacée par une solution tampon et absorbance
enregistrée. Les concentrations des composés testés qui inhibaient I'nydrolyse de substrats
(butyrylthiocholine) de 50% (ICso) ont été déterminées en surveillant I'effet des concentrations
décroissantes de ces extraits dans les dosages sur les valeurs d'inhibition. La ICso les valeurs ont
ensuite été calculées a 1’aide du systeme EZ-Fit Programme Enzyme Kinetics (Perrella Scientific
Inc., Amherst, USA).

I11.4- EVALUATION DES ACTIVITES ANTIOXYDANTES

111.4.1- Evaluation des activités antioxydantes sur le radical DPPH*

L’activité anti radicalaire a été évaluée en mesurant le piégeage du radical DPPH® (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) par les extraits et les composés. Le protocole utilisé était celui de
Bassene, en 2012 suivit de quelques modifications portant sur les volumes utilisés et le temps

d’incubation.
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» Principe

Le principe de ce test repose sur la capacité de 1’extrait et des composés a fournir des protons
au radical DPPH* afin de le stabiliser. En effet, le radical DPPH® est une molécule instable qui
absorbe la lumiére a 517nm. Lorsqu’elle est en présence d’une substance anti-radicalaire capable de
lui fournir des protons, cette molécule se stabilise. Cette stabilité est matérialisée par un changement
de coloration du violet au jaune. Le produit formé a une longueur d’onde d’absorption maximale qui
varie de 517 a 470nm. L’intensité de la couleur jaune est proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Bassene, 2012).

Sue AL

I . -OH *
Ne + Antioxydant —— = lllH + Antioxydant -Q

O,N NO, O,N NO,

DPPH (Violet) DPPH (Jaune)

Schéma 9 : Décoloration du DPPH en présence d’un anti radicalaire

» Préparation des solutions

- Solutions stocks d’extraits et des composés

Les solutions stocks d’extraits ont été préparées a 2mg/ml. En effet, 2mg d’extrait ont été dissouts

dans 1ml d’éthanol pour les extraits méthanoliques et 10ml d’eau distillée pour les extraits aqueux.
- Solution mere de DPPH

Une solution de DPPH a la concentration de 0,002% a été préparée avec 1’éthanol. La solution
préparée a été conservée dans un bocal hermétiqguement fermé puis conservé a 1’abri de la lumiére

et au frais pendant 24 heures au moins avant utilisation.

> Evaluation de activité anti radicalaire
Pour chaque extrait et composé, des séries de dilution d’ordre 2 ont été réalisées. Par la suite,

1600 pl d’une solution de DPPH 0,002% ont été ajoutés a 400 pl de chaque dilution afin d’obtenir

Par WAKEU K Brussine = —
168



Thése de Doctorat/PhD

les concentrations finales variant de 250 a 0,49 pg/ml. Les tubes ont été incubés pendant 30 minutes

a I’abri de la lumiére. Ensuite, ’absorbance a été lue au spectrophotométre (Jenway 6305) a 517nm.

Les témoins ont été préparés dans les mémes conditions avec a la place des extraits : 400 pl
d’éthanol pour le témoin négatif, 400 pl de vitamine C (1g/1) pour le témoin positif de manicre a
obtenir des concentrations finales variant de 100 a 0,19 pg/ml. Toutes les manipulations ont éte

réalisées en triplicate et les moyennes ont été utilisees.

» Expression des résultats

Les parametres d’activité anti radicalaire ont par la suite ét¢ déterminés :

[1 SC 50 = Concentration en anti radicalaire permettant de piéger 50% de radicaux Libres

Absper — Abs[mcs}

Abs.o; % 100

%SC =

Absref = Absorbance a t = 30 min du témoin négatif (solution de DPPH® sans anti radicalaire)
Absmes = Absorbance a t = 30 min de la solution de DPPH*® contenant I’extrait

[1 CE 50 = Concentration efficace 50 : C’est la concentration en extrait nécessaire pour piéger une

% mole de DPPH et calculée par la formule :

SCsp

CEso = [DPPH]

PA = Pouvoir anti radicalaire : ¢’est I’inverse de la concentration efficace ; il mesure 1’efficacité de

I’anti radicalaire. Plus il est élevé, plus I’anti radicalaire est efficace.

1

PA= ———
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111.4.2- Evaluation des activités antioxydantes sur la réductrice de Fe3*

Le test de réduction du Fe** a été réalisé selon le protocole modifié de Path Canada, (1994).

» Principe :

En présence d’éléments donneurs de protons, les ions Fe®* sont convertis en ions Fe?* qui
forment avec 1,10-phénanthroline un complexe rouge-orangé dont 1’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité d’ions Fe** convertis par 1’extrait. La densité optique de ce complexe

peut étre mesurée a 490nm.

» Préparation des solutions

-Solution de Fe3*

60 mg de poudre de FeCls ont été dissouts dans 50 ml d’eau distillée puis homogénéisé de

facon a obtenir une proportion de 100 pg de Fer dans 120 ul de solution.
-Ortho-phénantroline :

La solution d’ortho-phénantroline est utilisée pour doser la quantité d’ions Fe?* formée, elle

est préparée a 0.2%, 200 mg de poudre ont été pesés pour 100 ml d’éthanol
-Solution d’hydroxylamine :

166.67 mg de poudre de NH20OH ont été dissouts dans 5ml d’éthanol afin d’obtenir une
concentration de 3.3 pg/ul de solution homogene. Cette solution nous a permis d’avoir un témoin
de la quantité totale de Fe?* qui pourrait étre obtenue grice a I’extrait puisqu’elle permet de réduire

complétement le Fe3* en Fe?*.
-Solution stock d’extraits et composés :

10mg de chaque extrait ont été pesés puis dissous dans Sml de solvant afin d’avoir une

concentration de 2 mg/ml

> Reéalisation du test :
Dans une microplaque de 96 puits, 120 ul de solvant (eau ou éthanol selon les cas) ont eté

introduits dans toutes les cupules exceptées celles de la premiere ligne ou on introduisait 240 ul de
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chaque extrait. Aprés une série de dilution d’ordre 2, 120 pl de la solution de Fe®* ont été ajoutés
puis les plaques ont été incubées pendant 15 min & température ambiante. Par la suite, 60 pl de la
solution d’ortho-phénantroline ont été ajouteés et les plaques ont été incubées a nouveau pendant 15
min dans les mémes conditions. Au terme de cette incubation, la densité optique du contenu des

cupules a été lue & 490nm gréce au lecteur de plaque Elisa (Biotek EL800, USA).

Le test a été effectué en duplicate et le blanc était constitué de 120 ul eau distillée, 120 pl éthanol
et 60 ul éthanol. Le contréle négatif correspondant a 0% de réduction était constitué de 120pl
solvant, 120 pl éthanol et 60ul ortho-phénantroline tandis que le contrdle positif correspondant a
100% de réduction était constitué de 120l Fe®*, 120pul NH2OH et 60pl ortho-phénantroline. Une
forte coloration témoignait d’une forte réduction d’ions Fe3* et donc d’une quantité élevée d’ions
Fe?*. Les résultats ont été exprimés en tracant la courbe densité optique en fonction des

concentrations en extraits.

111.4.3- Evaluation des activités antioxydante sur PABTS

> Principe

Le radical cationique ABTS** est formé par perte d’un électron () d’un atome d’azote de
I’ABTS en présence du KMnO4 ou le persulfate de potassium (K2S20s). Cette méthode est basée sur
la capacité de I’antioxydant contenu dans 1’échantillon a piéger le radical cationique ABTS** (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonique) de coloration bleu-

vert en donnant son H, le transformant en ainsi en ABTS™* incolore.

La décoloration du radical, mesurée par spectrométrie a 734 nm, est proportionnelle a la

concentration en antioxydants (Lien et al., 1999).

» Meéthodologie.
- Préparation de la solution d’ABTS

L’activité ABTS anti radicalaire a été déterminée selon la méthode utilisée par Etoundi et al.,
en 2010. Le radical cation ABTS est généré en mélangeant a volume égal une solution de 4,9 mM

de KMnOq et une solution stock d’ABTS a 7 mM, le tout est conservé a I’abri de la lumiére et a la
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température ambiante durant 15h avant utilisation. La solution obtenue est diluée 20 fois avec de

I’eau distillée.

» Meéthodologie proprement dit
Pour le dosage, a 1 ml de cette solution fraichement préparée sont ajoutées 10 pl des solutions
d’huiles essentielles et de BHT préparées aux concentrations (0,5; 1; 2; 3; 4 et 5mg/ml). Apres
incubation a la température ambiante et a 1I’obscurité pendant 30 min, la lecture de la densité optique
est faite au spectrophotomeétre a 734 nm pour chaque série d’analyses. Le BHT est utilisé pour le
contréle positif.
Les résultats permettent de calculer et d’exprimer ’activité anti radicalaire en SCso, CEsp et

PA comme décrit précédemment pour le test DPPH.

I11-5-Analyses statistiques
Les CC 50 et les SC 50 ont été determinees gréace au logiciel Statgraphics 5.0. Le logiciel
Microsoft Excel pour Windows a permis de calculer la moyenne des FICI. Les résultats ont été

exprimés en moyenne + écart-type
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