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Abréviations et symboles

Les abréviations ont généralement été indiquées koforme la plus couramment utilisée dans la

littérature, elles sont donc souvent issues deit@logie anglo-saxonne.

D, 2, 3),... : désignation des composés mentionnés dans la partie bibliographique
1-1,1-2, ... : désignation des composés identifiées par LC-MS dans Agauria polyphylla
2-1,2-2, ... : désignation des composés identifiées par LC-MS dans Agauria salicifolia
[alb . pouvoir rotatoire

A B,C,.. : désignation des composés naturels isolés dans le présent travail

AcOEt : acétate d’'éthyle

APCI : ionisation chimique a pression atmosphérique (Atmospheric Pressure

Chemical lonization)

APG : Angiosperm Phylogeny Group

APY : Agauria polyphylla Baker

Ara : arabinose

ASA : Agauria salicifolia Hook.f. ex Oliver

brs : singulet élargi (broad singulet)

CcC : Chromatographie sur Colonne ouverte

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CDCl; : chloroforme deutérié

c-Hex : cyclohexane

Cl : ionisation chimique (Chemical lonisation)

CID : dissociation induite par collision (Collision Induced Dissociation)
COSsY : COrrelated SpectroscopY

CPC : Chromatographie de Partage Centrifuge

Oc : déplacement chimique du carbone (en ppm)

On : déplacement chimique du proton (en ppm)

d : doublet

Da : Dalton (unité de masse moléculaire)

DCI : ionisation chimique par désorption (Desorption Chemical lonisation)
DCM : dichlorométhane

dd : doublet dédoublé

ddd : doublet dédoublé dédoublé

DMSO-dg . diméthylsulfoxyde deutérié

ECC : Embelia concinna Baker

EDL : Equivalent de Double Liaison

El : ionisation par impact électronique (Electron Impact ionization)
ESI : ionisation par électrospray (ElectroSpray lonization)

EtOH : éthanol



FAB
FD

Gal
GC-MS

Glc
Gluc

H,O
HCCl;
Hex
HMBC
HPLC

HSQC
Hz

LC-MS
LDL

m/z
MeCN
MeOH
MeOH-d,
MPLC

MS
NOESY
ppm

q

g.s.p.
Q-TOF
RDA
Rf

Rha
RMN
RMN-"*H (IJmod)
RMN-'H
ROS

S

semi-prep.

: ionisation par bombardement d’atomes rapides (Fast Atom Bombardment)
: désorption de champ (Field Desorption)

. galactose

: chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(Gaz Chromatography-Mass Spectrometry)

: glucose

: glucuronide

: spectrometre a trappe d’ions (lon trap)

: eau distillée

: chloroforme

: hexane

: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

: chromatographie liquide a haute performance (High Performance Liquid
Chromatography)

: Heteronuclear Single Quantum Coherence

: Hertz

: constante de couplage

: chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectroscopie de
masse (Liquid chromatography-Mass spectrometry)

: (Low Density Lipoprotein)

: multiplet

: masse / charge atomique

: acétonitrile

: méthanol

: méthanol tétradeutérié (RMN)

: chromatographie liquide a moyenne pression (Medium Presure Liquid
Chromatography)

. spectrométrie de masse (Mass Spectroscopy)

: Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY

: partie par million

: quintuplet

: quantité suffisante pour

: spectrometre hybride quadripdles-temps de vol (Quadrupole-Time of flight)
: Rétro Diels-Alder

: rapport frontal (CCM)

: rhamnose

: résonance magnétique nucléaire

: résonance magnétique nucléaire du carbone (en mode J modulé)

: résonance magnétique nucléaire du proton

: dérivés réactifs de I'oxygene (Reactive Oxygen Species)

: singulet

: semi-préparative (HPLC)



sh
SiO;
spp
t

TQ
Tol
tr
TTI
u
uv
UV(DAD)
VIV
Xyl

: shoulder, désigne un épaulement sur un pic
: silice

. espéces

: triplet

: spectrometre a Triple Quadripbles

: toluéne

: temps de rétention

: Tambourissa trichophylla Baker

: unité de masse atomique

: ultraviolet

: détecteur ultraviolet a barrettes de diodes (Diode Array Detector)
: rapport volume / volume

: xylose
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Introduction

Au travers des ages, 'homme a pu compter sur tar@gpour subvenir & ses besoins de base:
nourriture, abris, vétements et également poubessins médicaux. L'utilisation thérapeutique des
extraordinaires vertus des plantes pour le traitenge toutes les maladies de I'homme est tres

ancienne et évolue avec I'histoire de I'humanité.

Bien qu’une grande partie du X3 siécle ait été consacrée & la mise au point deaulgls de
synthése, la recherche de nouveaux agents phawogapots actifs via le screening de sources
naturelles a résulté dans la découverte d’'un greomabre de médicaments utiles qui commencent a

jouer un réle majeur dans le traitement de nome®owladies humaingSurib-Fakim, 2006].

Dan le monde, 80% des populations ont recours pldages médicinales pour se soigner, par manque
d’accés aux médicaments prescrits par la médecogeme mais aussi parce que ces plantes ont
souvent une réelle efficacité. Aujourd’hui, le siavaes tradipraticiens est de moins en moins trégsm
et tend a disparaitre. C'est pour cela que l'etbtentique et I'ethnopharmacologie s’emploient a
recenser, partout dans le monde, des plantes efpaigtives et dont il appartient a la recherche
moderne de préciser les propriétés et valider kemes[Pelt, 2001]. La recherche de nouvelles
molécules doit étre entreprise au sein de la baydité végétale en se servant de données
ethnopharmacologiques. Cette approche permet detieginer des plantes potentiellement actives et

d’augmenter significativement le nombre de décaegetle nouveaux actifs.

Madagascar dispose d'une grande diversité flotistiq@ laquelle s’ajoute une tradition séculaire
d’utilisation traditionnelle des plantes. S’appulyaar ces deux aspects, la société Serdex, divikion

groupe Bayer Health Care Consumer Care dévelogtmigtie et commercialise des extraits de
plantes actives provenant pour I'essentiel de Maskeay, ciblés pour les industries pharmaceutiques e

cosmeétiques.

Ce travalil, fruit d’'une collaboration entre Serdgxe Laboratoire de Pharmacochimie des Substances
Naturelles et Pharmacophores Redox (UMR-152) dEaleulté des Sciences Pharmaceutiques de
Toulouse, s’inscrit dans le cadre de la recherahena@liveaux composés qui peuvent trouver une

application thérapeutique ou cosmeétique.

Ce mémoire est consacré a I'étude phytochimiqueuddre plantes malgachesgauria salicifolia
Hook.f. ex Oliver Agauria polyphylla Baker, Tambourissa trichophylla Baker etEmbelia concinna

Baker issues du screening de plantes traditiormel utilisées a Madagascar.

Le but de cette étude consiste a renforcer la d¢esarace phytochimique de ces extraits de plantas et
mettre en évidence de traceurs spécifigues powudeades plantes en vue de I'utilisation ultérieure

de leurs extraits dans l'industrie.



Dans un premier chapitre, nous aborderons lesrdifté criteres, de [l'utilisation en médecine

traditionnelle au criblage biologique, qui ont caiteet orienté le choix des plantes de cette étude.

L’état des connaissances bibliographiques botasigquehytochimiques sur ces quatre plantes et leurs
familles botaniques respectives sera présentéutasecond chapitre. Nous développerons également
I'utilisation de la spectrométrie de massemme outil d’analyse pour l'identification de coosgs

naturels frequemment utilisés comme traceurs dempréparations a base de plantes : les flavonoides

Le troisieme chapitre sera consacré aux résul@t§étude phytochimique dégauria salicifolia
Hook.f. ex Oliver Agauria polyphylla Baker, Tambourissa trichophylla Baker etEmbelia concinna
Baker. Pour chaque plante, nous détaillerons kgseétde fractionnement et décrirons I'identificatio
de composés isolés. Nous présenterons égalempplidaion de la chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse (LC-MS et LC*\M&la comparaison phytochimique des plafgsuria
salicifolia Hook.f. ex Oliver etAgauria polyphylla Baker. Enfin, nous utiliserons tous ces résultats

pour définir quels traceurs employer pour les dstide ces plantes



[l SELECTION DES PLANTES DE L’ETUDE






I. Sélection des plantes de I'étude

1. Criteres de sélection des plantes

Afin d'isoler des substances nouvelles de plantesies trouver de ce fait de nouvelles voies
d’applications tant dans les domaines de la phaemaee de la cosmétique et afin de rendre la

stratégie d’isolement le plus efficace, il convidetsélectionner avec soin les plantes a étudier.

Dans cette optique, un certain nombre de critené®t@ pris en compte pour sélectionner les plantes

de cette étude.

1.1. Une origine géographique commune : Madagascar

Les atouts de Madagascar. L’lle de Madagascar, située dans I'Océan Indigasgnte tous les
caractéres d’'un petit continent doté d’une natuteaerdinairement variée. Sa flore présente unénté

scientifique tout particulier en raison de sa diitér de son ancienneté et de sa tres grande siehes

La flore malgache actuelle est marquée par la giargie de genres et d’especes trés archaiques
appartenant a des familles seulement connuesah dlétfossiles sur les autres continents. L’estanat

du nombre total de taxons des plantes vasculagdglabdagascar varie de 10 000 & 12 000 especes
selon les auteurs, réparties en 1200 a 1 600 gapeartenant a 200 familles environ et dont le
niveau d’endémisme est supérieur a 8QR4jeriarison, 1996] Ce taux d’endémisme est d'ailleurs
élevé a tous les niveaux taxonomiques, 8 famillest £onsidérées comme étant entierement

endémiques de l'ile.

Tous ces facteurs contribuent a faire de Madagaswarzone de choix pour la mise en lumiére de
nouvelles molécules. Les foréts primaires et seaioasl de I'lle (figure | 1) sont de vastes résas/oi
d’especes qui peuvent fournir de nouveaux compaatisels aux chimistes et/ou qui sont le point de
départ pour le développement de nouveaux médicamEette existence de matériel thérapeutique
non découvert est une des raisons les plus impgesgtaui militent en faveur de la protection degtor

tropicales et de la biodiversité en général.

En travaillant sur des plantes endémiques, awctarstiques potentiellement uniques, la probadilit
est plus grande de trouver de nouvelles molécudesaifisi de nouvelles voies thérapeutiques)

élargissant d’autant la connaissance de la bicgitéetle ce pays insulaire.

Des ressources a préserver. La société Serdex, créée par les Laboratoireschardlavarron et
aujourd’hui devenue division de Bayer Consumer Carelans les années 60 et sur proposition des
Professeurs Ratsimamanga et Boiteau, mis sur lehd@ates cicatrisants, les triterpénesCeatella
asiatica sous le nom de Madécassol. Dés lors, une relatimmitet s’est nouée entre Serdex et

Madagascar qui demeure a ce jour.
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Figure | 1. Carte des formations végétales de Madagcar.

Les objectifs de cette étroite collaboration santvdloriser la ressource végétale pour la sauvegard
de contribuer ainsi a son exploitation dans le @esple la diversité des espéces et de faire prendre
conscience aux populations des risques encourufgitide la déforestation (toujours en cours a

Madagascar bien que de hombreuses résolutionsatitenales ou nationales aient été adoptées).

Les plantes exploitées a Madagascar provienneréatdtes et de collectes effectuées dans la nature.
La régénération naturelle qui assure la producti@mriverait pas a faire face a des prélevements
irrationnels et non contrdlés. L'objectif de Serdest de contribuer a préserver la ressource par une
concertation étroite avec les institutions malgacké par une politique de prise en compte du
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I. Sélection des plantes de I'étude

développement durable et du commerce équitabldregarties indispensables a la satisfaction des
besoins industriels en plantes (qualitatifs et ¢jtatiis). Dans cette optique, des « bonnes prasgie
collecte » ont été définies et mises en place aagastar par Serdex pour les acteurs locaux de la
filiere : les paysans collecteurs et Sotramexptaété malgache qui centralise la collecte et séaline
partie des extraits de plantes. Ce « contrat morajposant sur I'application des bonnes pratiques
permet d’assurer un revenu régulier aux collectedéveloppe un volet social en faveur des
communautés locales (programme de scolarisatioas®ire la pérennité des ressources, principes

fondamentaux du développement durable.

En outre, les plantes des programmes de rechetrciéeloppement de Serdex proviennent des foréts
secondaires d'altitude de I'Est de l'ile, dansdgion de Moramanga (Figure | 1), aucun prélévement

n'est effectué dans les foréts primaires déja ex¢réent menaceées.

1.2. Utilisation des plantes en médecine traditionn  elle

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont foaurtsi pharmacie des médicaments tres efficaces.
Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le dumnde I'ethnopharmacologie, nous montrent
gue les plantes utilisées en médecine traditioaretliqui ont été testées sont souvent d'une pest, d
plantes efficaces dans les modeles pharmacologefutautre part seraient quasiment dépourvues de
toxicité [Gurib-Fakim, 2006].

L’ethnobotanique et I'ethnopharmacologie mettentrelation les savoirs ancestraux des médecins
traditionnels et les connaissances scientifiquaselies. Ce sont avant tout des domaines de reoherc
interdisciplinaire a l'interface des sciences Herfime, comme I'ethnologie, I'histoire, la lingugsie,

et des sciences de la nature, comme la botan@pdarmacologie, la pharmacognosie, la médecine.

Les informations de terrain recueillies auprés gepulations (les véritables tradipraticiens ne
subsistent plus que dans des zones reculées)esmitdt d’'une approche culturelle de la maladig qu

a Madagascar comme dans d’autres médecines tradities, est fondée sur la symptomatologie. Tel
mélange de plantes est indiqgué pour une doulewnnogymptdme donné et non pour soigner une
maladie. La traduction de ces données symptomatiuges en termes de médecine étiologique est
délicate et le recours d’'un médecin est souverispetisable & la caractérisation de la maladie. Le
traitement varie selon le comportement du malagke dires, le rang social avec la prise en compte de
son histoire familiale. De plus, le tryptique alimenédicament-poison rend difficile la catégorisati
entre actifs et toxiques qui peuvent étre employégjessein, simultanément. Il est également
nécessaire d’'avoir a I'esprit que I'utilisation n@dale des plantes est souvent associée a despsnc
irrationnels qui font appel au mystique. La diffi€uvient ainsi de la nécessité de déceler, dams le
mélanges traditionnellement employés, les plantes I présence fréquente fait penser qu’elles sont

susceptibles de traiter un aspect donné de la iealad
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L'ethnopharmacologie et I'ethnobotanique ont domar ffinalité la compréhension des pratiques et des
représentations relatives a la santé, a la maladiéa description, I'évaluation thérapeutique des

plantes utilisées dans les pharmacopées traditiesne

L'usage empirique des différentes préparationsticemhelles plantes est donc extrémement important
pour une sélection efficace de plantes puisqueldpapt des métabolites secondaires de plantes
employées en meédecine moderne ont été découvents lipeermédiaire d'investigations
ethnobotaniquelsurib-Fakim, 2006].

Les enquétes ethnobotaniques, menées de 1973 aei®@0llaboration avec I'Institut Malgache de
Recherches Appliquées (IMRA) ont été effectuéed’patauration de relations quotidiennes avec les
populations, notamment dans les gradins Est dediix confins de la forét primaire d’altitude et on

permis le recueil de nombreuses informations gadeimploi des ressources végétales environnantes.

1.3. Aspects botaniques et chimiotaxonomiques

Dans un second temps, la connaissance des pldniisses au travers des enquétes ethnobotaniques

peut étre enrichie par la connaissance botanigsiesleces citées.

Les plantes appartenant aux mémes familles ou dad@ties voisines et/ou qui poussent dans les
mémes biotopes sont susceptibles de synthétiser@eses molécules chimiques. La chimiotaxonimie,
ou classification des plantes en fonction des lewétabolites secondaires compléte les classifitsitio
botaniques basées sur des criteres morphologiquasléculaires (génétiques par exemp@jayer

et al., 1999] Elle permet, si des substances sont particul@énenconnues pour leur potentiel
thérapeutique, de choisir des plantes chimiotaxéameement proches de celles dans laquelle la

substance a été détectée et étudiée.

Par ailleurs, connaitre la rareté éventuelle des@ece, son époque de floraison et sa disponibilité

terme de quantité peuvent également constituecriteses de choix.

1.4. Les apports de la littérature

Les criteres que nous venons d'évoquer ayant pedhigblir une liste préliminaire de plantes
potentiellement intéressantes, nous avons réalis® hibliographie détaillée des connaissances

phytochimiques des espéces et de leurs genresattappnce.

Dans l'optique de la découverte de nouvelles mddscet/ou de nouvelles voies d’application
thérapeutiques (ou cosmeétiques), il est plus jadicide choisir des plantes qui ont été peu ou pas
travaillées chimiqguement. Cependant, si la fandllele genre a déja été étudié, il sera plus falgle

trouver des procédés analytiques, d’identifierdapient les composés déja connus et de trouver des
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traceurs qualitatifs et quantitatifs. Cela permgalément d'éliminer les genres et/ou les espéces

connues pour leur toxicité.

2. Sélection des extraits : criblage biologique

Quand les causalités des traitements, les princithésapeutiques et en particulier les modes

d’utilisations traditionnels sont établis, un pratte d’étude pharmacologique peut étre mis en place

Les travaux de laboratoire, guidés par les usagesaeulaires, ont pour double but de constater le
bien-fondé de l'usage d’'une plante donnée en démamuntes effets biologiques par des techniques
pharmacologiques et d’orienter les travaux chimsquiérieurs vers une certaine fraction chimique de

la plante.

Ainsi, pour cette étude, une recherche d'activittafable sur une liste d’espéces endémiques @tabli
grace aux criteres que nous avons évoqués précéstginm été effectuée, avec pour résultat des
réponses parfois différentes des usages recenskéestsrrain. En effet, il n’existe pas toujoursdele

biologique correspondant exactement a une allégataalitionnelle et de la méme maniére, il peut en
exister plusieurs. De plus, comme nous I'avons racgdemment, la médecine traditionnelle repose

souvent sur des bases mystiques donc invérifiables.

La collaboration entre Serdex et I'IMRA a servigartie a I'étude et la mise au point de médicaments
de substitution & bas colt pour le marché malgadéeeloppés, fabriqués et distribués dans un
contexte économique difficile. Il y a donc eu detombées pratiques et locales résultant des

recherches effectuées, en terme de santé publigsavoir a été, a ce jour, largement restitué.

Les criblages pharmacologique et biologique memésSprdex ont permis, pour un certain nombre de
plantes pré-sélectionnées, de confirmer ou d'irdirnteur activité présumée et le cas échéant,
d’indiquer quel est I'extrait actif. Pour des raisode confidentialités, les résultats de ce criblag

seront pas présentés ici.

Pour le présent travail, en tenant compte de toes aitéres, nous avons sélectionné trois
plantes endémiques de Madagascar ayant un forintmted’activité du fait de leurs usages
traditionnels largement répandus Tambourissa trichophylla Baker Monimiaceae), Agauria

polyphylla Baker Ericaceae) et Embelia concinna Baker (Myrsinaceae).

Nous avons choisi d’étudier une quatriéme plamgauria salicifolia Hook.f ex Oliver bien que les
études pharmacologiques menées par Serdex n'asntigmontré d’activité pour cette plante. En
effet, comme nous le développerons dans le chagiik@nt, une confusion botanique peut étre faite

avecAgauria polyphylla et nous allons tenter de faire une distinctiontptlyimique entre ces especes.
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Une synthese des connaissances bibliographiques faid botaniques et phytochimiques de ces

plantes et des familles auxquelles elles apparienest présentée au chapitre suivant.
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II. Synthése bibliographique

1. Présentation de Tambourissa trichophylla Baker (  Monimiaceae)

1.1. La famille des Monimiaceae Juss.

La famille desMonimiaceaeest une famille de paléoarbres dicotylédonienslidergence ancienne
comprenant environ 200 espéces réparties dansrz2gj8pichiger et al., 2000] Ce sont de petits
arbres, des arbustes, producteurs d’huiles esbesitia feuilles persistantes présents dans lesngg

sub-tropicales a tropicales de I’hémisphere sudicpdierement en Asie austrglehilipson, 1993]

£ RSN T e s st
Figure Il 1. Répartition mondiale desMonimiaceae selon Stevens [Stevens, 2001].

Position systématique. Selon les classifications botaniques classiquesmmiéculaires, les
Monimiaceaesont des dicotylédones appartenant a l'ordre Laegales (Tableau Il 1), ordre qui
comprend également lesAmborellaceag Trimeniaceag Gomortegacege Calycanthaceae

Idiospermacead.auraceaeet Hernandiacea¢Cronquist, 1988].

Tableau Il 1. Taxonomie desMonimiaceae selon Cronquist [Cronquist, 1988].

Plantae, Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Spermatophyta (Plantes a graines)
Angiospermae (Plantes a fleurs)
Magnolopsida (Dycotylédones)
Magnoliideae
Laurales
Monimiaceae

Parmi ces classifications basées essentiellememtesucritéres morphologiques et anatomiques, celle

de Cronquist est la plus utilisée. Cependant, pg®ds récents de la biologie moléculaire, avec le

développement de la cladistique moderne ou dedgmswatique moléculaire basée sur I'analyse des

séquences de genes, ont bouleversé les classifisaisuelles et ont donné naissance en 1998 a une

nouvelle classification ordinale des plantes arf#gPG, 1998] La classification APG est la

classification scientifique des angiospermes la& p&cente établie selon les travaux d’'un groupe de

chercheurs : thA&ngiosperm Phylogeny GrouReflet d'un consensus sur les connaissancessasqui
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lors de sa publication en 1998, cette classificasicété révisée en 2008PG, 2003}. Elle traduit les
efforts faits en systématique pour que les systatredassification reflétent au mieux la phylogénie

des familles mise en lumiére par les avancées auiest de la génétiqli8pichiger et al., 2000]

Aujourd’hui, 'appartenance dédonimiaceaeauxLauralesest indiscutablement admise (figure 11 2).
La classification infrafamiliale delslonimiaceaea fait I'objet de nombreuses investigations da&ss |
années 70 et au début des années 80 avec lesxtrdeaRnhillipson[Philipson, 1993] Certains
taxonomistes préféraient alors mettre I'accentlauliversité des schémas floraux présents dans la
famille en la divisant en plusieurs petites fansillalors que d’autres soulignaient la cohérendeadgo

de la famille [Philipson, 1987] Ce dernier point de vue en faveur de la recosaare des
Monimiaceaecomme une seule famille a finalement été adoptéixqustifié non seulement par la
cohérence morphologique de la famille mais égalénpan les écarts qui la séparent des autres

familles ded.aurales

Calicanthaceae
Siparunaceae
Gomaortegaceae

Atherospermataceae

Laurales

Monimiaceae

Hernandioideas

Hernandiaceae

Gyrocarpoideae

Lauraceae

Figure 1l 2. Position systématique des/onimiaceae selon I'Angiosperm Phylogeny Group [Stevens, 2001].

En 1987, Phillipson répartissait 32 genresvitmimiaceaeen 6 sous-familles et 8 tribus (figure 11 3).
Cependant, I'étude de la phylogénie dasralespar Renner, en 1999, a partir de certaines ségaenc
de génes, a établi que Iddonimiaceaeétaient clairement polyphylétiques si on y indulgs
Atherospermatoideaet lesSiparunoideaeCes sous-familles ont donc été élevées au rarfignuidie,

respectivement le&therospermataceaet lesSiparunaceaéfigure Il 2) [Renner, 1999]

! C’est pourquoi la classification de Cronquist @store utilisée comme référence dans de nombrevrages
dans un souci pragmatique de disposer d'outils @dssement stables pour permettre, entre autres, la
communication entre botanistes.
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Hortonoideae Mollinedioideae
Hedycaryeae

Atherospermatoideae
Atherospermateae

Mollinedieae
Laurelieae
Hennecartieae
Siparunoideae Monimioideae
Palmerieae
Glossocalycoideae Monimieae
Peumiaea

Figure 1l 3. Synopsis des sous-familles et tribusedsM onimiaceae d’apres Philipson [Philipson, 1987].

Caractéristiques botaniques des Monimiaceae . Les Monimiaceae sont des arbres ou
arbrisseaux, parfois grimpants, sempervirents, dedwessentielles et souvent accumulateurs
d’aluminium. Les feuilles sont opposées, simplegndrge dentée ou entiere et contiennent des
cellules sphériques a huile essentielle dans ledinCertaines ponctuations du limbe peuvent étre
laticiferes. Les branches sont souvent aplatiesivaau des nceuds. L'inflorescence peut étre avellai
(racémes) ou terminale (rarement une fleur salijaires fleurs, de petite taille, sont actinomoghe
bisexuées ou unisexuées le plus souvent et présantaéceptacle généralement tres développé. Le
périanthe est généralement peu visible et compesépdles sépaloides ou pétaloides. Dans les fleurs
males, de nombreuses étamines sont arrangéesrale spi en verticille, les filaments courts peuvent
étre nectariféres a la base et les anthéres sesdé@hs et a déhiscence longitudinale ou valvulaée.
fleurs femelles possédent de nombreux carpellsgfja plus de 2000) 1-ovulés, sessiles et libres ou
insérés dans le réceptacle. Les fruits sont dgsedreéparées ou des akenes plumeux, soit inclgs dan
le réceptacle charnu et persistant, soit exposedegpaombreux modes de fendage. Les graines sont a
endosperme huileyMaberley, 1987 ; Philipson, 1993]

Utilisations traditionnelles des ~ Monimiaceae . De nombreux genres de cette famille produisent
du bois de coupe ou du bois d'ceuvre d’intérét I¢ggahresHedycarya Doryphora Peumuy, d’autres
sont cultivés comme plantes ornementalRsu(mus Hedycarya Siparung. Certains genres ont des
fruits comestiblesReumu} Quelques especes produisent des huiles esteEtigilisées localement
en parfumerie. L’écorce deeumusoldusMolina est utilisée pour le tannage du cuir géelature des
textiles[Watson et Dallwitz, 1992]

Certaines espéces sont utilisées localement pdradépraticiens. En Amérique du Sudpllinedia
brasilensisSchott ex Tul. est réputée pour étre un puissatgpasmodique et étre utile contre les
crampes|[Leitdo et al.,, 1999] Peumus boldusest utilisé comme cholagogue et cholérétique
[Bruneton, 1999] et apparait dans de nombreuses pharmacopéedldmsiaceaesont des plantes

considérées comme toniques, stimulantes, digegtivesrminatives.
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1.2. Genre Tambourissa Sonn. et T. trichophylla Baker

Le genreTambourissaSonn. est représenté par environ 43 especes mechent distribuées sur les
fles de I'ouest de I'océan indien : & Madagascar fg plupart (26 spp.), aux Comores (5 spp.) et su
les Tles Mascareignes : I'lle Maurice (10 sppl)iletde la Réunion (2 spp[)lorence, 1985]

BN

Ces espéces montrent un fort degré d’endémismesucbaétant restreinte & une ile donnée et
fréquemment a un habitat donné sur I'lle en quesians ces zones géographiquesThsbourissa

sont occasionnellement présents ou plus commuiadelment sur 'ensemble de la forét et du fourré
sempervirents, humides et sub-humides de montagmgidle niveau de la mer jusqu’a plus de 2 000

métres d'altitudg¢Lorence, 1985]

Les Tambourissant atteint le plus haut niveau de spécialisatiemubrphologie florale de toutes les

Monimiaceaemalgaches de la sous-famille de®llinedioideae Ces especes sont généralement
remarquables en raison de la particularité de ledgeptacles floraux et de leurs fruits (représenté
figure 1l 4). On peut reconnaitre ce genre a sagdlfemelles au réceptacle cupuliforme a sphérique
aux carpelles enfouis dans le réceptacle et elicpléet & son grand réceptacle fructifere liégeux a

ligneux qui se fend pour révéler des fruits rougenge[Schatz, 2001]

Figure 1l 4. Fleurs et fruits de Tambourissa masoalensis (a gauche) et fruits deT. nicolliae (a droite)
(source : site Internet du Missouri Botanical Garda).

Les Tambourissgappelés bois tambour ou bois de bombarde & Madagat & Maurice) sont utilisés
comme bois de construction. A Madagascar, le ta@tambourissa religios&.DC., qui produit une
gomme-résine odorante, est utilisé pour la fabidoatde cercueils, qui, dit-on, empéchent la
putréfaction du corps. L&&ambourissasont connus en Anjouan et sur I'lle de la Grandm@e pour

I'utilisation de leurs feuilles en infusion calmagitsoulageant la douleflrorence, 1985]

Tambourissa trichophylleBaker est une espéce endémique de Madagascarleoa @our noms

vernaculairegsmborahasau Ambura[Cavaco et Humbert, 1957]
Cette espece est décrite dans la flore de Madagetsdas Comores.
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T. tambouriss@aker: Arbre de 5-12 m de haut ; jeunes rameaux denséimmenteux.
Feuilles opposées, oblongues a oblongues lancéaée’-20 cm de long et de 2.5-5.8
cm de large, brievement acuminées au sommet, aagexarrondies a la base, dentées
au tiers supérieur a dents espacées, subcoriacgsilsaépars au-dessus, densément
tomenteuses en dessous, a pétiole de 3 a 12 mongledpais, poilu (figures Il 5 et Il 6).
Fleurs méales de 5-6 mm de diamétre, a pédicelle5dam de long, densément
tomenteuses, solitaires ou en inflorescences réognas, axillaires ou terminales, de
1.5-3 cm de long ; bractées et bractéoles ovateztdées, de 5 mm de long, densément
poilues ; réceptacle globuleux, densément poiluéreatrement, épais ; étamines
nombreuses, plurisériées ; anthéres ovales, a lag@sles, déhiscentes par une fente
longitudinale ; filets larges, glabres, sessileeuF femelle de 0.6 cm de diametre,
globuleuse, densément poilue, solitaire, brievenpgatonculée, a carpelles nombreux.
Fruits globuleux, déprimés, de 4.5 cm de diamé&tregricarpe coriace, renfermant de
nombreuses drupg€avaco et Humbert, 1957]

Figure Il 5. Feuilles de Tambourissa trichophylla (source : Laboratoires Bayer Consumer Care division
Serdex).

La planche botanique de trichophyllatirée de cette méme flore est présentée figuse Il
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Tamlbourissa (A. Cavaco)

MONIMIACEES

Fig. VII. — Tambourissa trichophylla var. Thouvenotii : 1, feuille x 2/3; 2, coupe
verticale de la fleur méle x 2; 3, fruit x 2/3; 4, inflorescence femelle x 2/3.
T. Baronii : 5, ramean avec fleur méle x 2/3: 6, inflorescence male X 2/3;
7, fleur femelle x 2.

— T. trichophylla : 8, rameau x 2/3: 9, inflorescence mile
¥ 25

Figure 1l 6. Planche botanique de quelques espéces genre Tambourissa [Cavaco et Humbert, 1957].
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1.3. Principaux métabolites secondaires des  Monimiaceae

Dans cette partie, nous aborderons la phytochiesddnimiaceaeau sens le plus récent, c'est-a-dire

en excluant les genres qui appartiennent désomanai&therospermataceast auxSiparunaceae

Alcaloides. Les alcaloides, de type benzyltétrahydroisoquineléconstituent une classe chimique
importante de la famille dédonimiaceaeles différents alcaloides de ce groupe sont taiatiques
d'un certain nombre de familles de I'ordre ddagnoliales(sensu Cronquist), ddsauralesou de
Papaverales Au sein des benzyltétrahydroisoquinoléines, lgmorphinoides (proaporphines,
aporphines, oxoaporphinoides et leurs dérivés) datnte plus grand groupe d’'alcaloides isolés des
Monimiaceae[Hegnauer, 1990 ; Leitdoet al., 1999] Il s’agit d'un vaste groupe de plus de 500
composés surtout fréquents dans certaines faméte®z archaiques comme IEnimiaceae
[Bruneton, 1999]. Le tableau Il 2 recense une cimiggine d’alcaloides isolés de la famille des

Monimiaceaeet la figure Il 7 rassemble les structures deatesoides.

Tableau Il 2. Alcaloides isolés d#onimiaceae d’apres Leitdo [Leitdo et al., 1999 ; DNP, 2006].

Genre Alcaloides *

Hedycarya boldine (1), lauréline (2), cinnamolaurine (3), isosévanine (4), calycotomine (5), hédycarine (6)

(H. angustifolia A.Cunn., H.

baudounii Baill.)

Laurelia 4-hydroxyanonaine, 4-hydroxynornanténine, 4-hydroxynornanténine, anonaine (7), athéroline (8), boldine,

(L. philipiana Looser, L. novae- corydine (9), isoboldine , isolauréline, lauréline, laurépukine, laurépukine-N-oxyde, laurolitsine , laurotétanine,
zelandiae A.Cunn, L.sempervirens

Tul) liriodénine, mécambroline (10), michelalbine, nanténine (11), norcorydine, norioscorydine, nornanténine,
ul.

nornuciférine, norushinsunine, obabérine, obovanine, oxolauréline, oxonanténine, oxoputérine, oxyacantine,
pukatéine (12), pukatéine-N-oxyde, pukatéin-méthyléther, réticuline (13), roemérine (14), romnéine,

secoisotétrandrine, stépharine (15), talbugosine,4S-hydroxy-nornanténine, assimilobine

Mollinedia mollinédine (19)

(M. costaricensis Donn.SM.)

Monimia athéroline, boldine, laurolitsine (16), laurotétanine, N-méthyllaurotétanine, norglaucine
(M. rotundifolia Thou.)

Palmeria laurotétanine (17), laurolitsine, N-méthyllaurotétanine
(P. arfakiana Becc. et A.C.Sm., P.

gracilis Perkins)

Peumus boldine, isoboldine, isocorydine, isocorydine-N-oxyde, laurolitsine, laurotétanine, N-méthyllaurotétanine,
(P. boldus Molina) norisocorydine, réticuline, sinoacutine (18)

% Les numéros entre parenthéses renvoient aux structures présentées a la figure 11 7.

A T'heure actuelle, seulement deux aporphines soeitises dans des spécialités pharmaceutiques
disponibles sur le marché francais dont I'une,ddine (1) (figure 1l 7) est extraite des feuilles et de

I'écorce d’uneMonimiaceae le boldo Peumus boldudvolina) et entre dans la composition de
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spécialités proposées dans le traitement d'appdeg troubles dyspepsiques et des brllures

oesophagiennes. L'autre aporphine est un prodwsydéhesgBruneton, 1999]

R;
e
R
Rq 4
(9) R1=Me, R2=H, R3=OMe, R4=H ® (3) R1=R2= -0-CH,-O-, R3=H, R4=H
(1) R1=H, R2=Me, R3=H, R4=0OH (13) R1=OMe, R2=0OH, R3=Me, R4=0OH
R
i
NH
- I
o
OH
(12) R1=Me, R2=OH, R3=H
(16) R=H JGEN
(17) R= Me (7) R1=R2=R3=H

(14) R1=Me, R2=R3=H

0
< | ~ (2) R1=Me, R2=H, R3=OMe
o ZN

o (10) R1=Me, R2=H, R3=OH
re " o O
HO Ry

R,
(6) R1=Me, R2=H (19) R1=R2= -O-CH,-O-
(5) R1=H, R2=Me (4) R1=OMe, R2=OH

Figure 1l 7. Exemples d’aporphinoides extraits deMonimiaceae d’aprés Leitdo et Bruneton [Bruneton,
1999 ; Leitédo et al., 1999].

Huiles essentielles. La composition générale de I'huile essentielle gsésentants de la famille
des Monimiaceaeest un mélange de terpenes et de dérivés phépgippidegHegnauer, 1990 ;
Leitdo et al., 1999] Les principaux composants des huiles essentiedegjuelques especes de

Monimiaceaeont été recensés dans le tableau[DISP, 2006]

Tableau Il 3. Composants des huiles essentielles daeelques espéces ddonimiaceae [Hegnauer, 1969 ;
Hegnauer, 1990 ; DNP, 2006].

Espéces Principaux constituants de I'huile essentielle Références
Hedycarya angustifolia Elémol, hédycaryol, a-eudesmol, -eudesmol, y-eudesmol [Brophy et al., 2005]
A.Cunn

Hedycarya arborea Forst. Sitostérol, stigmastérol, campestrol, hexacosan-1-ol [Brophy et al., 2005]
Kibara rigidifolia A.C.Sm. B-ociméne (formes Z et E), a-copaéne, B-caryophylléne, [Brophy et al., 1998]
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aromadendréne, viridifloréne, bicyclogermacréne, germacrene B,

guaiol, spathulénol, globulol, élémicine

Laurelia philippiana Looser Cinéole, linalool [Hegnauer, 1990]
Laurelia sempervirens  Tul. 3-(3,4-methylendioxyphenyl) propen-2-en-1-ol [Hegnauer, 1990]
Levieria acuminata Perk. 3-caréne, terpinoléne, &-cadinéne, calamenene, viridifloréne, cadina- [Brophy et al., 1998]

1,4-diéne, spathulénol, n-dodecanal, n-dodecanol, n-undecanal,

tridécan-2-one

Mollinedia gilgiana Perk., Phytol, sitostérol, stigmastérol [Claros et al., 2000]
M.marliae Peixoto & V.Peireira

Peumus boldus Molina Ascaridol, cinéole, a-fenchol, a-pinéne, B-pinene, a-terpinol, [Kretmair, 1952]
camphene, camphor, fenchéne, y-terpinéne, limonéne, linaloo, p-
cymene, p-cymol, terpinén-4-ol, terpinoléne, eucalyptol

Tambourissa leptophylla Limonéne, cis-a-bergamotene, 6-3-caréne, curcumeéne, trans-a- [Gallori et al., 2001]

A.DC. bergamoténe, a-copaéne, a-pinéne, p-cymene, bicyclogermacréne

Flavonoides. Les flavonoides décrits a ce jour pour Menimiaceaesont quasiment toujours des
flavonols, tres rarement des flavones, substit@ésdps groupements hydroxyles et@glycosylés,
trés peu étant méthoxylés. Des génines de typeéfiee, isorhamnétine ont été isolées des feudles
différentes espéces ddonimiaceaamais il est intéressant de noter la présence réarda dérivés du

kaempféro(20) dans les flavonoides de cette famillegnauer, 1990]

OH
HO o O
|O |

OH O

OH
(20)

Polyphénols au sens large. Les composés phénoliques ont été peu décrits ddamille, on peut
citer des dérivés d’'acides cinnamiques comme lepmamide(21) décrits dans les bourgeons de
Mollinedia gilgiana[Claros et al., 2000]

(0]

HO O
OH

(21)
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1.4. Travaux antérieurs sur le genre  Tambourissa

Le genreTambourissast connu pour produire des huiles essentielles tlavaux de Gallost al. sur

un extrait étheropétrolique de téguments de fdet$. leptophyllaA.DC. ont permis d’identifier une
quarantaine de composés parmi lesquels le limo(@&héno) (29), bergamoténe (23 %22), le A-3-
caréne (8 %)23), le curcuméne (6 %(26), I'a-copaéne (4 %j§24), I'a-pinéne (4 %)28), le p-
cymene (4 %J25) et le bicyclogermacrene (3 ¥87) sont les plus abondants (figure 1l 8). Cette huile
essentielle s’est révélée activevitro contre le champignon microscopique pathogéne resjide de

la cladosporiose dé3ucurbitaceae Cladosporium cucumerinuf®allori et al., 2001]

A R

(22) bergamoténe (23) A-3-caréne (24) a-copaéne (25) p-cyméne
(26) a-curcuméne (27) bicyclogermacrene (28) a-pinéne (29) limonéne

Figure 1l 8. Constituants principaux de I'huile es&ntielle deT. leptophylla [Gallori et al., 2001].

A notre connaissance, il n’existe aucune donnééesprecerl. trichophylla
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2. Présentation de Agauria salicifolia Hook.f. ex O liver et Agauria
polyphylla Baker (Ericaceae)

2.1. La famille des Ericaceae Juss.

Grande famille cosmopolite représentée par 124egefdontArbutus (arbousier)Calluna (calune),
Erica (bruyere), Rhododendron et environ 4 100 espécedlaberley, 1987] les Ericaceae
prédominent en Arctique, dans les régions tempéresdans les montagnes tropicales et
extratropicales du sud-est de I'Asie et d’Amérigwec une forte concentration dans I'Himalaya, en
Nouvelle-Guinée et dans les Andes (figure 1l 9).déméral, la plus grande densité ainsi que la plus
grande diversité delSricaceaese retrouve sous les climats méditerranéens notainem Australie et

en Afrique du SudiStevenset al., 2004]

Figure 11 9. Répartition mondiale desEricaceae selon Stevens [Stevens, 2001].

Ce sont souvent des plantes a mycorhizes préféeansols pauvres et acides. Leur habitat est
généralement caractérisé par une faible dispaidibéin nutriments, un faible taux de matiéres

organiques et souvent une période de sechdi®tsseenset al., 2004]

Position systématique. Du point de vue des classifications systématiqguegeanes, la famille des
Ericaceaefait partie des Dicotylédones et appartient adferdesEricales (tableau Il 4)Cronquist,
1988]

Tableau Il 4. Taxonomie desEricaceae selon Cronquist [Cronquist, 1988].

Plantae, Tracheobionta
Spermatophyta
Angiospermae
Magnolopsida
Dilleniideae
Ericales
Ericaceae
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Bien que les limites de la famille ddsricaceae soient bien définies, il existe de nombreuses

subdivisions en sous-familles et en tribus étaldie4971 puis révisées par les travaux de Stevens e
2004 [Stevens, 1971 ; Steveret al., 2004] Les relations phylogénétiques au sein Besaceaeont

été étudiées au moyen d’analyses cladistiques $asida combinaison de caractéres phénotypiques
(morphologie, anatomie, nombre de chromosomes dthoites secondaires) et de caractéres

moléculaires (séquences de nucléotidksdn et al., 1986 ; Stevengt al., 2004] LesEricaceaese

répartissent en 8 sous-familles (figure Il 10)e&linémes subdivisées en tribus.

Balsaminaceae
Marcgraviaceae
Hici
Tetramerista. etc.
Polamoniaceas
Fouguieriaceae
Lecythidacean
Sladeniaceas
Pentaphylacaceag
Sapotaceae
Ebenaceae
Ericales Maesacese
Thesphrastaceae
Primulaceae
Myrsinaceae

# Mitrastemonaceae

) THesi Enkianthoideae
# Monotrapoideae
ra Symplocaceas
) Arbutoideae
Styracaceas

Cassiopoideae

Diapensiaceas -
Ericoideas

Actinidiaceae . ’
Harrimanelloideae
Roridulaceae

-~ Styphelioideas
Sarracaniaceae
Clethraceae
Cyrillaceae

Ericaceas’

Vaccinioideas

Figure Il 10. Position systématique et classificatn infra-familiale des Ericaceae selon I'Angiosperm
Phylogeny Group [Stevens, 2001].

Caractéristiques botaniques des  Ericaceae . Famille de plantes sempervirentes ou caduques,
les Ericaceaesont des arbustes, parfois tres petits ou subt&ebades arbres (parfois pachycaules),
plus rarement des lianes ou des épiphytes. LelefeudiesEricaceaesont alternes a subopposées ou
verticillées, entiéres ou dentées ou souvent euli@g appelées éricoides (adaptations a des régime
hydriqgues défavorables). Elles sont penninervéedépburvues de stipules. L'inflorescence, trés
variable, peut étre terminale ou axillaire, souvetg&meuse ou paniculée, parfois réduite a une fleu
solitaire. Les fleurs, petites, sont actinomorppestameres et hermaphrodites. Le calice posséde 4-5
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sépales plus ou moins soudés a la base ; il dsigpatduit & un anneau ; il peut étre persistaplues

ou moins accrescent. Les pétales sont généralesnedes en tube. La corolle est campanulée, en
forme d’'urne ou sphérique, aux lobes généralemetitspet distincts. L’androcée, a 8-10 étamines
libres, est obdiplostémone par avortement, letsfdent libres et soudés sur le réceptacle, |léeerd
sont a déhiscence poricide, souvent avec appeniicesies. Un disque nectarifere intrastaminal est
parfois présent. L’ovaire est souvent supére. Ui &st une petite baie charnue et indéhiscenteneu
capsule seche a déhiscence loculicide parfois méfeidans une corolle persistante. La graine est tre

petite, souvent ailée a albumen chaiaberley, 1987 ; Spichigeret al., 2000]

Utilisations traditionnelles des Ericaceae . Les représentants de la famille descaceae
produisant de nombreuses baies comestibles tellesla myrtille {accinium myrtillus L.), la
cannebergeM. macrocarpumAiton, V. oxycoccod..), l'airelle rouge V. vitis-idaeal.), I'arbouse
(Arbutus unedd..) qui peuvent étre cultivégSpichiger et al., 2000] D’autres au contraire sont des
poisons violents (genreKalmia et Gaultherig. Des genres, commKalmia ou Rhododendron,
contiennent des grayanotoxines (ou andromedotgxiges peuvent étre fatales ou causer des
empoisonnements car elles peuvent passer daneletlaboré a partir de ces planf8sott et al.,
1971 ; Bruneton, 1999).

De nombreux genres et especesErifaceae sont cultivés comme plantes ornementales
(Rhododendron Callunag, Erica...). Il existe de nombreuses utilisations mineurésspmbces
d’Ericaceag par exemple, les loupes de racines de bruy&msa(arboreal. ou E. scoparial.) sont

utilisée pour la fabrication de pipp&/atson et Dallwitz, 1992]

Il est également fait mention de nombreuses uiiiea dEricaceae dans les pharmacopées
traditionnelles. Les infusions de feuilles RBododendrorsect.Ledum Vaccinium arctostaphylok.

et Gaultheria procumbend.. représentaient une importante source d’acideyligue avant sa
production par synthése. On peut citer égalem@nitutus unedoL., anti-diarrhéique et anti-
inflammatoire,Calluna vulgaris(L.) Hull et Arctostaphylos uva-ursspreng, plantes astringentes et

antiseptiques urinairgSpichiger et al., 2000]
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2.2. Genre Agauria Benth. & Hook.f.

Le genreAgauria appartient a la plus grande sous-famille Besaceae: lesVaccinioideaeet a la
tribu desLyoniae(figure 11 11)[Kron et al., 1999]

Agauria est un genre d’Afrique tropicale tres représentdaslagascar (de 3 a 10 especes selon les
auteurs) et aux Mascareignes. Bien que de nomiweas@eces et sous-espéces aient été décrites,
certains auteurs ne reconnaissent qu'une seuleesgiable sur le continent africain, ce grand

polymorphisme étant encore plus marqué a MadaggSchaatz, 2001]

Vaccinoideae
Oxydendreae
Oxydendrum
Lyonieae
Craibiodendron, Pieris, Agarista
(dont Agarista sect. Agauria )
Andromedeae
Andromeda, Zenobia
Gaultherieae
Chamaedaphne

Figure 1l 11. Position systématique du genrédgauria au sein des/accinioideae [Kron et al., 1999 ; Stevens
et al., 2004].

Les espéces du genfgauria ont été incluses dans le gerxgaristg genre du Nouveau Monde en
raison d’importantes similitudes de caracteres moliggiques et anatomiques : c’est un des rares
exemples de division tropicale transatlantique deszAngiospermes. En effétgarista,genre d’'une
trentaine d’espéces, est localisé dans les régiopgales du continent sud-ameéricain et en pdnticu
dans l'est du Brésil. Les deux groupsgauria et Agarista affectionnent les mémes types d’habitat :
les zones de montagnes tropicales. Ceci expliqugdade dispersion dégauria sur le continent

africain ou la ceinture tropicale ne compte pasistenble montagneux contiffstevens, 197Q]

Kron et Judd, en 1997, dans une étude sur la tlpaks de certains genres d¥sccinoideae,
concluent que les groupes d’especes américainesfrieines forment un unité phénétique et
phylogénétique et doivent étre considérés commeeuth genre Agarista Les especes américaines
d’Agarista sont placées dans la sectifgarista et les espéces africaines dans la sedtgauria
[Kron et Judd, 1997].

On peut reconnaitre le genfgauria a ses feuilles généralement entieres qui sontesduglauques
sur leur face inférieure et a ses inflorescencegrappe portant des fleurs quelgque peu charnues,

blanches a roses ou roug&shatz, 2001]
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Agauria salicifolia Hook.f. ex Oliver est une espéce d’Afrique centrale, d’Afrique dad &1 de
Madagascar, répandue dans les foréts et prairgekalgs plateaux (1 300 - 3 000 m d’altitude) (fgu

I 12). C’est un des bois pionniers des couléedasle. A Madagascar, cette espece a pour noms
vernaculairesAngavodiana Avogandia Ankavodiana AngavodianandranoAavodiana Kavodia et

Bois de remparbuBois de galé La Réunion.

Cette espece est décrite dans la flore des Magoai

A. salicifoliaHook.f. ex Oliver : Arbuste ou arbre (souvent patbre tortueux) d’environ
10-20 m de haut a tiges ramifiées et a bourgedi@rés de couleur rougeétre. L'écorce
est grisatre fissurée en long. Le bois de coeuroegfeéatre. Les feuilles sont & nervure
principale saillante, trés denses au sommet deeaaxn les jeunes feuilles sont
rougeatres. Le limbe est coriace elliptique ou dah&, acuminé au sommet, tomenteux a
I'état jeune. La marge foliaire est repliée verddssous. L'inflorescence est en grappe de
fleurs en clochettes creme a rouges, terminalesaxdllaires pluriflores. Les fruits

capsulaires portent de petites graines dispers¥de pentBosseret al., 1981]

Figure Il 12. Rameau fleuri d’A. salicifolia (source : Site Internet de la banque de données Ruee :
utilisation de plantes en médecine traditionnelle &érinaire et humaine en Afrique sub-saharienne).

Le trés grand polymorphisme de cette espéce aoétéyisé par de nombreux botanistes lors de sa
découverte aussi bien par H. Perrier de la Batiadagascar, que par Baker a I'lle Maurice et par J
de Cordemoy a la RéunigBosseret al., 1981]

De nombreuses publications font étaA.dalicifolia var. salicifolia originaire de I'lle Maurice et qui y
porte le nom d®ois cabri[Ewane-Nyambiet al., 1993b]

En Afrique centrale, la séve des feuilles coupéds shlicifolia ou A. salicifolia var. salicifolia est
appliquée sur les plaies causées par les scaofisatLes feuilles ont des propriétés analgésigues.
plante est également utilisée comme insecticideoetme antidote contre les fleches empoisonnées.
L’écorce broyée est additionnée d'eau fraiche puis au Kenya par les Massai comme aide a la
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digestion ou aprés un exces de viafigierkill, 1994]. A Madagascar, la plante grillée est réduite en
poudre et appliqguée sur les plaies ulcére(Begeau et al., 1959] Elle est également utilisée pour
traiter la syphilis et les névralgies. En usageemd, les feuilles sont également utilisées comme

traitement contre la gale.

Les feuilles sont mortellement toxiques pour lesities et le bétail, méme les feuilles mortes peuvent
provoquer vomissements, convulsions, difficultésphatoires et comas. Les racines sont également
toxiques[Loriaux et al., 1973]

En 2005, Martineet al. ont rapporté le cas d’'un empoisonnement/Aasalicifolia Une femme qui
avait consommeé par erreur cette plante en infusiété sujette a des vomissements, une hypotension
artérielle et une bradycardie et a guéri en qualdpgeires sous surveillance médidMartinet et al.,
2005]

Agauria polyphylla Baker est une espece endémique de Madagascar. C’'esbrenc@mmun de la

région centrale ou il est appeddgavodianaou Angavodianantanetgfigure 11 13).

Figure 1l 13. Agauria polyphylla (source : Laboratoires Bayer Consumer Care divisiorserdex)

La description botanique de cette espece se trouwdams un volume non édité de la Flore de
Madagascar et des Comores n’est pas disponibl@i@ebotanistes considerehtpolyphyllacomme

une simple forme adaptée a la savane et aux midigdes dA. salicifolia[Loriaux et al., 1973]

Comme celles d&. salicifolia les feuilles deA. polyphyllasont utilisées contre les éruptions et en cas
de gale, on les utilise également pour le traitdrderrhumatismes et pour soigner les plaies. Latgla

provoque des accidents mortels sur le bétail qaomsomme les feuillgBoiteau, 1986]

Cette plante fournit un bois de construction ddituenédiocre, utilisé dans la fabrication de cluarb

de bois.
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2.3. Principaux métabolites secondaires des  Ericaceae Juss.

Tanins. Les tanins sont des constituants abondanté&deaceae Les représentants de cette famille
produisent des tanins galliques, des tanins ell&gicet des tanins condensés et ce, essentiellement
dans les feuilles. On connait peu de choses sustiestures exactes des tanins dgicaceae
cependant de nombreux éléments constitutifs désstéainsi que leurs polyméres) ont été isolés. Le
plus répandu est l'acide gallig80) mais on peut également citer I'acidgorotocatéchiquég31l),
'acide gentisiniqug32) et le sparassdB3) ainsi que la catéchine et I'épicatéchine parmipks

répandus (figure Il 14Hegnauer, 1966 ; Hegnhauer, 1989]

\O
O OH
COOH COOH
OH HO
OH
HO OH oH OH
OH ? o
(30) acide gallique  (31) acide o-protocatéchique (32) acide gentisique (33) sparassol

Figure Il 14. Structures de base des tanins dé=ricaceae.

Flavonoides. Les composés flavonoidiques sont largement répadanus les feuilles et les fleurs
d’Ericaceae Ce sont surtout des flavonols, dériv@gylycosylés de quercéting4) mais aussi de
kaempférol et de myricétine. Quelques genmer{s, Kalmia) produisent des flavanones et des

dihydrochalcones a la place des flavon(@9)a (42)).

Les pigments rouges et bleus des fleurs et filisicaceaesont des anthocyanes et des flavanones.
lIs ont été principalement étudiés dans le geRieododendrondont deux flavones sont

caractéristiques : 'azaléir{87) et la 5’-hydroxyazaléine (figure Il 1$jlegnauer, 1966]

Autres dérivés phénols et hétérosides phénoliques. Certains hétérosides phénoliques sont
caractéristiques deEricaceae (figure Il 16). On peut citer les dérivés de dipblénqui sont
représentés par l'arbutirié8) et ses dérivés, méthylarbuti(9), homoarbutin€50) et pyrosidg51).

Les feuilles de busserolérctostaphylos uva-ursbpreng) contiennent 6-10 % d’arbutine qui, par
hydrolyse, libére un diphénol qui s’oxyde immédmadamt en hydroquinone. Cette plante, citée dans la
Pharmacopée européenne est utilisée pour le texitedes infections des voies urinaifBsuneton,
1999] Les genre€himaphilaet Rhododendrorsont connus pour produire, en plus de I'arbutifes,
composés caractéristiques : la pyrolatif®2) et la chimaphiline(53) (figure 1l 16). D’autres
hétérosides phénoliques, comme le monotropitd&ide(ou gaulthérine) ont été caractérisés dans les
genresGaultheria ou Monotropa Le genreRhododendronproduit des dérivés phénoliques (par

exemple le rhododendral55)) qui sont le plus souvent monoglycosylés ; c'estchs de la

28



II. Synthése bibliographique

rhododendring56). Quelques lignanes dont le lyonosi@&) ont été identifiés dans le geritgonia

[Hegnauer, 1989]

R; = R, = OH : Quercétine (34)
R; = OH, R, = O-galactose : Hypéroside (35)

R; = OH, R, = O-glucuronide : Miquélianine (36)

R; = O-Me, R, = O-rhamnose : Azaléine (37) OH O

O OH R, =H, R,= OH : Phlorétine (39)
-0 OH R, = Me, R, = OH : Asebogénine (40) OR,
" ' e . o Ry = H : Farrerol (43)
- - ARt HO o
R; = Me, R, = O-glucose : Asébotine (41) O R, = CH, : Matteucinol (44)

R, O R; = OH, R, = O-glucose : Phlorizine (42)
OH O

R; =R, =Rz =R, = OH : Delphinidine (45)

R, = O-Me, R, = R3;= R, = OH : Pétunidine (46)

R; = O-Me, R, = O-Me, R; = R, = Glucose : Malvine (47)

Rs
Figure 1l 15. Flavonoides communs isolés désicaceae d'aprés [Hegnauer, 1966]

OMe OMe
CH,OR Me
o OH
N a
o) R
OH OR O-Glu
(48) R = H : Arbutine R = H : Méthylhydroquinone (50) R = H : Homoarbutin e
(51) R = Ac : Pyroside (49) R = Glu : Méthylarbutine
OH
COOCH, o
OR
OR
.. (o]
(58) R = H : Salicilate de Méthyle (55) R = H : Rhododendrol
' (53) Chimaphiline
(54) R = Xyl -Glu : Monotropitoside (56) R = Glu : Rhododendrine

(0]
| OH | (57) Lyonoside (52) Pyrolatine

Figure 1l 16. Hétérosides phénoliques et dérivés duoniques caractéristiques desEriceceae d'apres
Hegnauer [Hegnauer, 1989].

Huiles essentielles. Le genre de&ricaceaele plus étudié pour son huile essentielle estelere

Ledumavec pour composants majoritaires le pin@®), le bornéol(59), I a-phellandréng60), I’ a-
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caryophylleng61) et le carvacro(62) [Hegnauer, 1966]figure 11 17). Le salicylate de méthy(B8)

est le composant principal de I'essence de Wintergrhuile essentielle obtenue d’'un arbuste nord-
ameéricainGaultheria procumbenk., dans laquelle il existe sous la forme de maptoside (figure

[l 16) [Bruneton, 1999]

O T

bornéol (59) a-phellandréne (60) a-caryophylléne (61) carvacrol (62)

Figure 1l 17. Composants majoritaires des huiles egntielles du genrd_edum [Hegnauer, 1966].

Diterpenes toxiques. Des diterpenes ont été isolés en tres grand nondme certains genres
RhododendronLyonia, Leucothoe Pieris et Agauria et leur conférent leurs propriétés toxiques.
Quelques exemples de ces diterpéendsichceaesont présentés figure Il fBlegnauer, 1966 ;
Hegnauer, 1989]

Ces molécules, présentes dans le pollen des fimRhododendroret Kalmia par exemple, peuvent
passer dans le miel élaboré a partir de ces plattesnt a I'origine de nombreuses intoxications
notamment en Turqui&cott et al., 1971 ; Bruneton, 1999]

HO .@‘ HO
/
HO

grayanotoxine XIX (65) grayanol A (71)

o) OH

rhodojaponine VII (70) lyoniol B (73)

Figure 1l 18. Quelque exemples de molécules diterpijues isolées dEricaceae d’aprés Hegnauer
[Hegnauer, 1966 ; Hegnauer, 1989].
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Triterpénes. L’acide ursolique(74), le taraxérol(75), la pf-amyrine (76), le S-sitostérol (77), la
friedéline (78) et le lupéok79) sont les triterpénes les plus fréquemment cités balittérature pour
les Ericaceae(figure 1l 19). L'acide ursolique, considéré commaractéristigue deEricaceae a

ensuite été découvert dans de nombreuses autriie$gdegnauer, 1966]

. HO . . HO\C. )
friedéline (78) acide ursolique (74) Bamyrine (76)

HOW

taraxérol (75) lupéol (79) HOY Bsitostérol (77)

Figure Il 19. Triterpénes fréquents dans lesEricaceae d'aprés Hegnauer [Hegnauer, 1966 ; Hegnauer,
1989].
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2.4. Travaux antérieurs sur le genre  Agauria

Les travaux de Sosa et Dussy, en 1951 Agiauria salicifolia,ont permis de montrer que les feuilles
et I'écorce contiennent d’abondantes quantitésidim$ catéchiques et d’isoler des extraits alcaekq
d’écorce huit substances triterpéniques que cesueubnt nommées : agaurol A, agaurol B, agaurol
C, agaurol D, agaurob, agaurol g, agaurilol et acide agaurioliquibussy et Sosa, 1951]
L'identification de I'époque n’avait abouti qu'a sldnypothéses quant a la formule brute de ces
composés. lls montrérent un peu plus tard quedéaeigauriolique est en fait I'acide morolig{89)
[Sosa et Dussy, 1951]

En 1959, Boiteaet al. ont étudiéA. salicifolia et plus particulierement une forme considérée cemm
la plus toxique de cette espéce pour en trouveriheipe actif toxique. En effet I'action curarisarde
cet arbuste a été mise en évidence en 1911 parisRad&artory par injection intra péritonéale
d’extrait alcooligue a des rats leur provoquant ynagalysie compléte du train postérieur, des
tremblements et convulsions et une dyspnée interégedant la mort. Boiteaat al. ont ainsi isolé de
'acide acétylmorolique(81) et les agauriols et agaurols précédemment isolés gu'un acide
triterpénique dicarboxyligue nommeé acide agauriquelont « I'agaurate double de glucose et de

sodium » serait responsable de I'action curarisdifesalicifolia[Boiteau et al., 1959]

En 1973, Loriauxet al ont isolé et identifié, des feuilles degauria polyphylla cette fois, trois

diterpénes : les grayanotoxiné8R), grayanotoxine 1{83) et grayanotoxine 11{84). Pour ces auteurs,
ces composés sont responsables de la toxicitétideptante et leur teneur est inférieur a 50 mglég
feuilles séchef_oriaux et al., 1973]

Grégoire et Nyembo ont ensuite contribué a I'étded’espece variabl@. salicifoliaen étudiant un
lot d’A. salicifolia var. salicifolia du Zaire. Des extraits d’écorces seéches, ils entéi des
triterpénes qui sont I'acide acétyl-3-moroliq(85), le g-sitostérol(77), I'acétyl-3-moradiol(86), le
taraxérol(75), 'agauriastérond87), la taraxéron€88) et I'acétyl-4-moraldéhyd€89). Ces auteurs
mentionnent qu’ils n'ont pas retrouvé les substarineonnues qui accompagnaient I'acide acétyl-3-

morolique dans les précédentes étudeg\saalicifolia[Grégoire et Nyembo, 1977]

Comme les grayanotoxines étaient présumeées redpessies effets curarisants degauria Ewane-
Nyambiet al. ont étudié les effets d’extraits de feuillef\dsalicifoliasur la perméabilité au sodium
de cellules isolées de muscles squelettiques diacgres de grenouilles. lls ont montré que I'ektrai
exerce un effet antagoniste sur les canaux sodiuagissant sur un seul site qui est différent th si
habituel d'inhibition[Ewane-Nyambi et al., 1993b ; Ewane-Nyambi et Raymond, 1993et effet
inhibiteur ne serait pas d0 aux seules grayanatsfitwane-Nyambiet al., 1993a]
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R=OH : acide morolique (80) R=0H : 3-acétylmoradiol (86) o

agauriastérone (87)

R= OAc : acide 3-acétylmorolique (85) R=CHO : 3-acetylmoraldéhyde (89)

taraxérone (88) grayanotoxine | (82) grayanotoxine Il (83) grayanotoxine Il (84)

Figure 1l 20. Molécules isolées du genrdgauria [Boiteau et al., 1959 ; Loriaux et al., 1973 ; Grégoire et
Nyembo, 1977].
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3. Présentation de Embelia concinna Baker (Myrsinac  eae)

3.1. La famille des Myrsinaceae R. Brown

Famille comprenant environ un millier d’espéd@errier de la Bathie et Humbert, 1953] les
Myrsinaceaeont une distribution mondiale s’étendant au nastjy’au Japon, au Mexique et au nord
de la Floride et au sud jusqu’en Afrique du SudrefNouvelle ZélandpNVatson et Dallwitz, 1992]

Les genres herbacés sont distribués principaledsd les régions tempérées (chaudes) alors que les
genres arborescents ou ligneux sont essentielletngpicaux. Les genres principauirdisia et
Rapaneasont pantropicaux, occupant tant les basses tguesles zones montagneug&sahl et
Anderberg, 2004]

Position systématique. Les trois famillesTheophrastaceaePrimulaceaeet, la plus grande des
trois, Myrsinaceae généralement traitées comme appartenantaumulalesdans les classifications
anciennes (tableau Il 5) forment un petit groupassé dans I'ordre déSicales un des principaux
clade de la sous-classe desteridagfAPG, 1998] (voir figure 1l 10 page 23).

Ces familles sont considérées comme formant unpgrotonophylétique par les analyses cladistiques
morphologiques ainsi qu’au niveau des données mlaliges mais un réalignement taxonomique au
sein de ce groupe a été mené par Kalleesj@al. en 2000. Les interrelations phylogénétiques de
Primulaceae Myrsinaceaeet Theophrastaceaent été étudiées au travers des séquences de genes
chloroplastiques. Il en a résulté I'élévation dunmge Maesa (anciennement appartenant aux
Myrsinaceag au rang de famille : leBlaesaceaeet de nombreux transferts pour rendre les familles
monophylétiques (les genrdsysimachia Anagallis Glaux Asterolinon Coris, Ardisiandra et

CyclameretPelletieraont été déplacés chez Myrsinaceag[Kallersjo et al., 2000]

La délimitation actuelle deglyrsinaceaeest due a Stahl et Andenberg : Myrsinaceaecomptent un
millier d’'especes réparties dans 49 genres samne subdivision infrafamilial¢Stahl et Anderberg,
2004]

Tableau Il 5. Taxonomie dedMyrsinaceae selon Cronquist [Cronquist, 1988].

Plantae, Tracheobionta
Spermatophyta
Angiospermae
Magnolopsida
Dilleniideae
Primulales
Myrsinaceae

Caractéristiques botaniques des  Myrsinaceae . Les Myrsinaceaesont des arbres ou arbustes,

parfois grimpants, presque toujours a feuillagesigtant (certains genres peuvent étre herbacés). Le
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fleurs et les feuilles ont un aspect charnu etamtl Les feuilles sont alternes, simples, entiénes
dentées, coriaces, sans stipules et souvent gm@pesommet du rameau. Le limbe est marqué de
cellules sécrétrices (poches schyzogénes) plusoinsrapparentes en forme de petits batonnets ou de
ponctuations glanduleuses obscures (linéoles) igale présentes sur les autres organes.
L’inflorescence peut étre cymeuse, racémeuse oicydéa, parfois ramiflore. La fleur, gamopétale,
tétra- ou pentamére, est actinomorphe, hypogysexbée. Ses sépales sont plus ou moins soudés et
les pétales, soudés en entonnoir ou libres. L'ar@dr@st isostémone opposipétale, les étaminests fil
courts sont plus ou moins unies a la corolle, pgdoudés en tube ; les anthéres sont souventésamgit

et connées et a déhiscence introrse, longitudmalelus rarement par pores apicaux. L'ovaire supére
est uniloculaire et présente de nombreux ovulesfruig peut étre une baie ou une drupe avec
généralement une petite graine noire a albumerinujPerrier de la Bathie et Humbert, 1953 ;
Spichigeret al., 2000]

Utilisations traditionnelles des Myrsinaceae . Certains genres ddlyrsinaceae(Ardisia ou
Cyclameh sont cultivés comme plantes ornementales. Ldldgei persistant de certaines espéces
d’Ardisia est apprécié au Japon ou de nombreux cultivar€nimis au poinfKobayashi et de
Mejia, 2005]. Certaines espéces Myrsinaceaesont comestibles (baies dedisia elliptica Thunb.

ou A. macrocarpaWall.) mais c’est surtout pour ses applications iceds que cette famille est
connue. En Inde et en Afrique, IBlyrsinaceaesont largement utilisées en médecine traditioprel
tant que remédes anthelminthiques et antibactér[@mwnveno Midiwo et al., 2002). Plus
sporadiquement, leurs propriétés médicales trawmhigbbes incluent le traitement de diarrhées, de
cancers, d’hépatites, de rhumatismes, de la tuloseudes démences ou de certaines affections
virales[Burkill, 1994] .
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3.2. Genre Embelia Burm. f. et E. concinna Baker

Le genreEmbelia Burm. f. comprend une trentaine d’espéces domtel’s’étend de I'Afrique au
Pacifique. Les 8 espéces présentes & Madagasdatostes endémique®errier de la Bathie et
Humbert, 1953]

Les Embeliasont utilisées par 'homme en médecine traditilenEmbeliaribes Burm.f. est connue
en meédecine ayurvédique ancienne pour ses prapra@tetraceptive$Chaudhury et al., 2001 ;

Kumara Swamy et al., 2007] Les fruits de cette plante ont également desrj@t@)s carminatives,
stomachiques, anti-diarrhéiques et anthelminthi¢@esshanth et al., 2001] Cette derniére propriété

est partagée par de nombreuses espéEeshdilia

Les fruits deE. schimperiVatke constituent I'anthelminthique le plus pojdad’Afriqgue de I'Est et
d’'Afrique centrale, en particulier contre le teefféante traditionnellement employée par les Madsai
Tanzanie et du Keny@Boegh et al., 1996] on la trouve désormais facilement sur les marchés
activités biologiques de cette plante, confirméas ¢ie hombreuses études, ont été recensées par
Machochoet al. [Machocho et al., 2003] D’autres espéces comnte& guineensisBaker ouE.
rowlandii Gilg, semblent partager les mémes applicatios®met des succédanée&dschimperdans

de nombreuses pharmacopées traditionn@laskill, 1994] . E. angustifoliaA.DC. est utilisée a La
Réunion dans le traitement traditionnel des déssrdrinaires, des néphrites, des cystites et des
rhumatismeglLund et al., 1997]

Embelia concinna Baker est endémique de Madagascar (figure Il 21) ou milge les noms de
Tanterakala Takasina Kasiang ou encoreSirahazo La plante est commune dans les foréts de cimes
entre 1 200 et 2 000 m d’altitude et fleurit d’dmt® a janvier.

Figure Il 21. Rameau fleuri de Embelia concinna (source : site internet de la Faculté de Pharmacide
Greifswald).

La description botanique . concinnase trouve dans la Flore de Madagascar et des Cemore
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E. concinnaBaker : Lianes toujours vertes, parfois, danslimsx dénudés, arbustes a
rameaux plus ou moins sarmenteux (pyromorphosa)ill€® nombreuses, densément
disposées, coriaces, d'un brun sombre en herbigsétile gréle (2-8 cm); limbe
elliptique ou lancéolé (1.6-3.5 x 0.8-1.5 cm) ; pansparence, a I'état adulte opaque, a
I'état jeune trés petits points rouges irrégulius fond rougeéatre et trame peu visible de
réseau « hyéroglyphorme ». Panicule terminal plusnoins ramifié, de 1 & 5 cm de
long ; axe et pédicelles portant des poils brureoatts ; bractées étroites, égalant le tiers
ou les deux tiers des pédicelles ; pédicelles 8evn de long ; petites fleurs (2.5 mm de
long) quadra ou pentaméres. Sépales triangulaigess,ade moins de 1 mm, portant
guelques poils a I'extérieur, manifestement cil&dsc, au milieu, 4-5 points peu visibles.
Pétales obovales, étroitement obtus, papilleuwgusnent ponctuée au milieu. Etamines
plus courtes que les pétales ; anthéres dorsalepmttuées. Ovaire glabre, ovoide ;
style cylindrique, de 1 mm ; stigmate discoide,squee deux fois plus large que le

sommet du styl§Perrier de la Bathie et Humbert, 1953]

Figure 1l 22. Feuilles deEmbelia concinna (source : Laboratoires Bayer Consumer Care divisio Serdex).

Deux sous-especes sont également présentes a Medaga concinnavar sclerophyllaH. Perrier
différant par des feuilles encore plus coriacedest inflorescences en grappe simpl& etoncinna
var ericophilaH. Perrier, forme altitudinaire a feuilles trédifgs [Perrier de la Bathie et Humbert,
1953]

E. concinna posséde des propriétés anthelminthiques, ténifuggs antihémorragiques

traditionnellement utilisées par les populationsgaehegdHeitz et Billet, 1973]
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3.3. Principaux métabolites secondaires des  Myrsinaceae

Les benzoquinones de type embéline et les sap@sositbnstituent les caractéristiques

phytochimiques de la famille déyrsinaceae

Benzoquinones. Les benzoquinones constituent un trait caractqusti de la famille des
Myrsinaceae Parmi les plus frequemment rencontrées (voirréigl 23), citons I'embéling€90), la
rapanong91) et la vilanging(92) que I'on retrouveguasi systématiquement dans les genres les plus
étudiés :Ardisia, Rapanea Myrsine Aegiceras et EmbeliaCes composés sont présents dans les

feuilles, I'écorce, mais surtout dans les fruittedbois dedyrsinaceagHegnauer, 1969]

Les benzoquinones sont des composés anti-appétamisicrobiens, acaricides, insecticides et
nématicides et sont souvent les principes actifsMigsinaceaequi présentent ce type d'activités.
L'embéline est souvent considérée comme le prineigtf des espéces anthelminthigi@gweno
Midiwo et al., 2002]

Certains genreRapaneaArdisia) peuvent également renfermer des alkyl-résorciooldes alkenyl-
résorcinols qui sont probablement des précurseasddnzoquinondsiegnauer, 1990 ; Kozubek et
Tyman, 1999]

o [¢] (0]
OH HO. OH OH
~ ‘ ‘ - -
HO (CH2)10 OH HO (CHy)1¢ HO (CHy)n
o [¢] o

(e}
Embéline (90) Vilangine (92) (91) Rapanone, n=12

(93) Homorapanone, n=14
(e}

o} OAc
Y ] 0 Ho
O e} AC O
~ ~ V -
(o) (CHp) " o) (CHyp) (CHy) ()
2/n 2/13 HO (CH2)7/\/ 2)7
o

(e} OH
(94) Ardisianone, n=13

(96) Ardisianol (97) Ardisiaquinone
(95 Cornudentatone, n=11
OH OH
HO/©\(CHQ7/\/ (CHz)s\ H;@\/\/\/\/:\/\/
(98) Alkenylresorcinol (Rapanea) (99) Ardisine

Figure 1l 23. Quelques exemples de benzoquinonesakenylrésorcinols isolés déyrsinaceae [Hegnauer,
1969 ; Hegnauer, 1990].

Saponosides triterpéniques et triterpénes sensu str icto. Comme les autres familles
appartenant anciennement &pimulales la plupart dedMyrsinaceaeproduisent des saponosides au
niveau des racines, des branches, des feuillessegrdinegStahl et Anderberg, 2004]
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Plus d'une centaine de composés de ce type onkeX¥taits des genres les plus étudiés des
Myrsinaceae : ArdisiaMyrsine, Rapanea et Embe[@NP, 2006] Quelques exemples de triterpenes
(qui peuvent se trouver sous forme libre ou en ¢get génines des saponosides) et de saponosides,

isolés d’espéces dédyrsinaceaesont présentés sur la figure Il 24.

HO

(100) aégiceradienol (102) ardisiogenine (Ardisia)

HO

(104) aégiceradiol (105) ilexol

glu

(107) ardisiacrispine A , R= — xyl—glu—ara

glu

(108) ardisiacrispine B, R= —rtha—glu—ara

(106) cyclamirétine A (Ardisia sp., Myrsine, Cyclamen)

Figure Il 24. Exemples de triterpénes et saponosidelesMyrsinaceae [DNP, 2006].

Autres substances. Peu de publications font état des types de phénad’on peut trouver dans
les Myrsinaceae Les principales génines de flavonoides décritesir pcette famille sont
principalement les classiqgues myricétiri®9), quercétine, leucocyanidind10), leucidelphinidine
(11D ou cyanidine 112. Le genreArdisia produit également de l'acide ardisique B1® ou
bergénine[Hegnauer, 1969 ; Hegnauer, 1990]Le genreMyrsine produit des acides terpéno-
benzoiques appelés acides myrsinoiqueb4(a (L17) aux propriétés anti-inflammatoires (figure I
25) [Hirota et al., 2002 ; Makabeet al., 2003]
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OH oH OH

HO N
OH ~
=
OH
R=H : leucocyanidine (110)
OH

cyanidine (112) OH OH R=OH : leucodelphinidine (111)

OH OH myricétine (109)

HO
OH OH
OH O (e} OH
(0]
-~ OH HO o
o OH
HO
HO
(0]
Acide ardisique B (113) (114) myrsinionoside D  (Myrsine seguini)
OH /
OH o OH
(0]
NS NS % =
NS
HO [e] HO ¢}
HO [e]
(115) acide myrsinoique C  (Myrsine) (116) acide myrsinoique B (Myrsine, Rapanea) (117) acide myrsinoique A  (Myrsine)

Figure Il 25. Exemples de la diversité des structus observées chez lddyrsinaceae d’aprés Hegnauer et
DNP [Hegnauer, 1969 ; Hegnauer, 1990 ; DNP, 2006].
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3.4. Travaux antérieurs sur le genre  Embelia

La composition phytochimique des plantes du g&mbeliaest étudiée de longue date en raison de

son abondante utilisation en médecine traditioeratlide I'intérét que cela suscite.

En 1950, la présence de stérols, de tanins, densmsoet de quinones (embélirgd)) a été mise en
évidence dang&mbelia barbayenaMez. En dépit de sa forte toxicité, cette plante cemiramment

utilisée comme vermifuge et purgdtfaris et Rabenoro, 195Q]

L'espéce du genr&mbeliala plus étudiée est sans dole ribes Burm.f. pour ses propriétés
contraceptivegKrishnaswamy et Purushothaman, 1980 ; Setlat al., 1982] Ces effets seraient dus
a la présence d’embéline en grande quantité danfsuies et les graines. Cette molécule a, outse se
propriétés contraceptives, des propriétés analgésjqanti-inflammatoires, antioxydantes, anti-
tumorales et antibactérienn&hitra et al., 2003] L’embéline est également le composant majoritaire
des graines de nombreuses autres especdamtielia (E. scandendMez, E. robustaRoxb, E.

kilimandscharicaGilg).

De nombreuses autres quinones et benzoquinonestédigolées deEmbelig dontE. angustifolia
A.DC. notammenfHaq et al., 2005 ; DNP, 2006({figure Il 26).

fo) (o]

OH OH

NS

HO HO
o] embéline (90) o (118)

OH OH

X = NN

oH (119) oy (120

Figure 1l 26. Exemples de benzoquinones du geniembelia [DNP, 2006].

L’étude, en 1973, &. concinnaBaker par Heitz et Billet a conduit a lidentification daeux

triterpenes pentacycliques : la primulagéninel 21 et 'embéliagéninel22) [Heitz et Billet, 1973]

Une autre représentante dEmbelia tres étudiée esk. schimperiVatke, utilisée en médecine
traditionnelle comme dépuratif et anthelminthiguefficacité de cette plante contfi@enia saginata

a été confirmée par des étudesitro [Boegh et al., 1996] Comme les autrdsmbelig cette plante
renferme des benzoquinones substituées par dedsrghaines alkyle (de type embéline) ainsi que
des anthraquinones (vilangine92)) et des triterpénes pentacycliques (embélinod23)(
schimpérinonel24), aégicérine 103, protoprimulagénine A1R6) et primulagénine A121)) (figure

Il 27) [Machochoet al., 2003]
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HO HO HO

(122) embeliagénine (121) primulagénine A (124) schimpérinone

R
Ry °

R1=R2=0,R3=R4=H : embélinone (123)
R1=0H, R2=H, R3=R4=0 : aégicérine (103)

R1=R3=0H, R2=R4=H : protoprimulagénine A (126)

Figure 1l 27. Triterpénes pentacycliques isolés dgenre Embelia [Heitz et Billet, 1973 ; Boegtet al., 1996 ;
Machochoet al., 2003].

Des flavonols ont été isolés en grand nombre dargehreEmbelig par exemple des dérivés des
génines myricétine, quercétine et kaempférol : cptare-30-rutinoside, quercétine-@-rhamnoside,
quercétine-3-galactoside et quercétine€3galactosyl(t>2)rhamnosideE. schimperiVatke) [Arot

et Williams, 1997] ou de syringétine : syringétine€3rhamnoside-7%-glucoside, syringétine-8-
rhamnoside-7,4'-dd-glucoside et de myricétine : myricéting=Brhamnoside, myricétine-3-
glucoside, myricétine-®-rhamnosyl(*> 3)galactoside, myricétine-3-glucosyl(1>2)glucoside-79-
glucosyl(I»4)rhamnoside, quercétine@-galactosyl(t*4)galactoside (des feuilles K’ keniensis
R.E.Fr.)[Manguro et Williams, 1996].
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4. Flavonoides et spectrométrie de masse

4.1. Généralités sur les flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupphdge®ls, les flavonoides sont des métabolites
secondaires ubiquistes des plantes. A ce jour, ¢gu4000 flavonoides naturels ont été décrits. On
estime que 2 % environ du carbone organique photoétisé par les plantes, soit quelquestaines

par an, est converti en flavonoidégrawal et Markham, 1989].

Chimie des flavonoides. Flavonoides (déavus « jaune » en latin) est le terme générique pesar d
composeés basés sur un squelette a 15 carbonea, smni niveau le plus simple, consiste en deux
cycles phényles, les cycles A et B, connectés pgramt a trois carbones (structure epGs-Cg). Le

pont en G entre les cycles A et B est communément cyclisg faymer le cycle C (figure 1l 28).

Figure Il 28. Structure de base des flavonoides.

Biosynthese des flavonoides. Les flavonoides possedent tous le méme élémemntstalide base
car ils dérivent d'une origine biosynthétique conmaule cycle A est formé a partir de trois
molécules de malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), essdu métabolisme du glucose. Les cycles B et
C proviennent eux aussi du métabolisme du glucase par la voie du shikimate via la phénylalanine

qui est convertie ep-coumarate puis gorcoumaroyl-CoA (figure 1l 29).

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensamtune seule étape enzymatique pour
former une chalcone, la 4,2'.4’,6'-tétrahydroxyatwaie (réaction catalysée par la chalcone
synthétase). Le cycle C se forme par cyclisatiofadehalcone, réaction catalysée par la chalcone-
isomérase qui induit une fermeture stéréospécifijueycle conduisant a une seul&xlavanone :

la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pounésrles différentes classes de flavonoitsier et
Forkmann, 1993]
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Figure Il 29. Schéma de la biosynthése des flavows illustrant les voies de I'acétyle CoA et de la
phénylalanine d’'aprés Heller et Forkmann [Heller etForkmann, 1993].

Classes de flavonoides. Les diverses classes de flavonoides different ectifin de la cyclisation

et du degré d’insaturation et d'oxydation du cyClalors que les composés individuels au sein d’'une
classe different par la substitution des cyclest B.eParmi les nombreuses classes de flavonoides
présentées figure Il 30, nous citerons les prilegpaanthocyanes, flavanols, flavones, flavanones,

isoflavones et proanthocyanidgi$arborne, 1988].

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en posti®ns, 7, 3', 4’ et/ou 5’. Un ou plusieurs de ces
groupes hydroxyles sont frequemment méthylés, Bstprénylés ou sulfatés. Dans les plantes, les
flavonoides sont souvent présents sous fo@meu O-glycosylés ; les formes libres, sans sucres
attachés, sont appelées génines.Qegycosides, de loin les plus fréquents, portentdesubstituants
sur les groupements hydroxyles de la génine, ajoes pour les C-glycosides, la liaison se fait
directement avec un carbone de la génine, les Ie6 €-8. En effet, la formation de la (ou des)
liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendadadeansférases trés spécifiques quant au substiat

la position d’osylatiorjBruneton, 1999]
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Figure Il 30. Les diverses classes de flavonoide'sgrés Bruneton [Bruneton, 1999].

Plus de 80 sucres différents ont été trouvés ligsflavonoides des plantes. Parmi euxpiglucose

est de loin le monosaccharide le plus courant,tcéathexoses, IB-galactose et I®@-mannose, ainsi
que des pentoses, bexylose, leL-arabinose et I@-apiose sont fréquents avecLlehamnose (seul
désoxyhexose) et des acides uroniques (le plussbliacideD-glucuronique). On trouve également
des disaccharides (une quarantaine dont les plusamts : le rutinose et le néohespéridose), des
trisaccharides (environ 30 especes) et quelques tatrasaccharides. Les sucres peuvent a leur tour

étre substitués par des groupements acyles tele gualonate ou I'acétafeloliman et Arts, 2000].

Distribution dans les plantes et le régne végétal. A de rares exceptions pféseules les
plantes ont la capacité de biosynthétiser des flaides. Les flavonoides peuvent étre présents dans
toutes les parties des plantes. Dans la majorigécds, les flavonoides sont présents sous forme
glycosylée dans les plantes car la glycosylatiopoar effet de les rendre moins réactifs et plus
hydrosolubles permettant alors leur stockage dessdcuoles des cellules épidermiques des fleers, d
I'épiderme et du mésophylle des feuilles, des pargmes des tiges et racin@ uneton, 1999] Les
génines seules sont présentes dans les exsudatufade certaines plantes, dans les cuticules des
feuilles, écorces et bourgeons ou sous forme d#aas dans les cellules de certai@zxtaceaeet

plantes de régions aridglsvashina, 2000] Il est a noter que flavanones et flavones sootesat

2 Quelques flavonoides ont été isolés d’un coraiimet d’un petit nombre de champigndhsashina, 2000}
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présentes dans la méme plante. Flavones et flavomeoke trouvent généralement pas ensemble, pas

plus que flavanols et anthocyaribkerken et Beecher, 200Q]

La présence de composés flavonoidiques a été téppanez les Bryophytes, les Ptéridophytes, les
Gymnospermes et chez les AngiosperiiMarkham, 1988]. Cette distributiorquasiubiquitaire dans
les plantes, alliée a leur relative stabilité, lezlative facilité d’identification et la forte tdance des
plantes taxonomiquement proches a produire les siéypes de flavonoides, ont fait des flavonoides
des marqueurs chimiotaxonomiques de choix pourldasification végétaldCooper-Driver et
Bhattacharya, 1998 ; Grayeret al., 1999]

Réle dans les plantes. Les flavonoides sont les pigments colorés desdleBar exemple, les
couleurs orange, rouges et bleues des légumets, fitaurs et tissus de stockage des plantes smst d
a des anthocyanes hydrosolubles (qui sont desritdsles jaunes réduits). De ce fait, ils jouentdala r

important dans les interactions avec les inseetidation et réle dans la pollinisation entomoplat

la dispersion des graines).

lIs sont impliqués dans les interactions plantesroarganismes : dans les pathogeneses comme dans
les symbioses (nodules des légumineuses). lls eagistans les systémes de défense des cellules
végétales en réponses a certains stress tels gjuadmtions ultraviolettes. Ce sont également des
inhibiteurs d’enzymes, des agents chélatants désumaéocifs aux plantes. De plus ils sont impliqués
dans la photosensibilisation et les transfertsatgie, la morphogenése et la détermination sexualle
photosynthése et la régulation des hormones dsseamce des plant@i3i Carlo et al., 1999 ; Pietta,
2000}

Importance dans l'alimentation.  La contribution au régime alimentaire humain desdhoides

est trés importante : de 50 a 800 mg/jour en fonctie la consommation de fruits et légumes mais
aussi de boissons comme le thé ou le vin rougear@@m200 mg par verre ou tasgB)etta, 2000] On
trouve également des flavonoides dans de nombrele#es médicinales et des préparations a base
de plantes contenant de flavonoides sont utilis@emédecine traditionnelle partout dans le monde
[Hollman et Arts, 2000].

Propriétés chimiques et activités biologiques. La propriété fondamentale des flavonoides est

leur caractere antioxydant. A ce titre, ils agi$seplusieurs niveaux :

= Inhibition d’enzymes ou chélation des éléments tras impliqués dans la formation de

radicaux : suppression de la formation de dérivés éactifs de I'oxygene (ROS) [Pietta,

2000}

Les flavonoides inhibent la xanthine oxydase, ssubilogique importante du radical

superoxyde (@ 7). lls sont également connus pour inhiber d’augregymes impliquées dans la
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génération de ROS telles que les cyclooxygénasgdiplboxygénases, ou les monooxygéenases
microsomialegPietta, 2000]

Le radical superoxyde réagit avec le peroxyde d’bgéine (en présence de fer) pour donner par
dismutation, des radicaux hydroxyles encore plugjtes (OHs). C’est cette réaction, appelée

réaction de Fenton, catalysée par le fer, qui dbée par certains flavonoides (tels que la

quercétine) par une action de chélation dyGeryckens et Claeys, 2004]

= Piégeage de radicaux

En raison de leur faible potentiel redox, les flawimles peuvent réduire les radicaux libres tres
oxydés comme les superoxydes, les radicaux perexyddes radicaux hydoxyles par transfert
d’hydrogéne[Pietta, 2000] L'oxyde nitrique qui forme, en se combinant avecradical
superoxyde, le tres délétére peroxynitrite estedgaht pieégé par les flavonoides. Le radical
flavonoide ainsi formé est stable et interromptéeénements de dégradation cellulaire initiés

par I'attaque radicalairfgloliman et Katan, 1997]

Les radicaux seraient responsables d’altératiossad@les nucléiques et des processus d’altérations
d’initiations et de cancérisation ainsi que de edgtions cellulaires liées a leur réactivité awex |
phospholipides membranaires (phénoménes de péitioyilaCes dommages oxydatifs peuvent étre

impliqués dans de nombreuses affections : cancflesnmations chroniques, athéroscléroses...

Ainsi, leur propriété de piégeurs de radicaux ioppdi les flavonoides dans la prévention des
dommages oxydatifs causés par les ROS sur les ohetécellulaires. De nombreuses étuittegitro

ont montré des activités des flavonoides contrgtesessus inflammatoires et, de ce fait, conse le
maladies inflammatoires chroniques et l'arthrose. émpéchant les ROS d'altérer I'ADN, les
flavonoides limitent les mutations et les procesiusarcinogenéséilerken et Beecher, 200Q]De

ce fait, ils sembleraient également intervenir dangrévention de cancers, démences, athérosclérose

hypertension et maladies cardio-vasculaires.

Outre leur pouvoir antioxydant, certaines classess@dent des potentialités oestrogéniques
(isoflavones) et, plus généralement, les flavoreisient utilisés pour toute une gamme d'activités
pharmacologiques : pour préserver l'intégrité vésoe, pour leurs propriétés immunomodulatrices,
anti-hépatotoxiques, anti-ostéoporotiques, pour &iions antimicrobiennes et contre les allergies
[Sannomiyaet al., 2005 ; de Rijkeet al., 2006]; les flavonoides sont aussi connus pour leuprcti
sur le tractus gastro-intestinal en tant qu'agantgilcéreux, antispasmodiques, anti-sécréteumatet
diarrhéiquegDi Carlo et al., 1999]

Des articles de synthése concernant leur mécanisaetion (la relation structure-activité liée a la
fonction antioxydante, notamment, a été étafffietta, 2000) et leurs utilisations thérapeutiques

potentielles ont été publiées ces derniéres anfigie€arlo et al., 1999 ; Hollman, 2001] De
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nombreuses preuves ont été apportées sur l'impmrtales effetdn vitro des flavonoides sur
différents modeles biologiques et, en particukerzymatiquegHollman et Katan, 1997} Cependant,

le potentiel thérapeutique des flavonoides n’estqecore établi a cause de la connaissance lidétée
leur absorption chez I’homnjeloliman et Katan, 1997] La biodisponibilité des flavonoides étant en
général assez faible chez I'homrBruneton, 1999] il est nécessaire d'étre prudent quant a

I'extrapolation des donnés vitro.

A I'heure actuelle, le lien entre consommation tlvdnoides et prévention de cancer est encore
faible. Aucune étude épidémiologique n’a encoreodgpla preuve que ce sont les flavonoides
contenus dans les fruits, les légumes et les hwssomme le thé ou le vin rouge qui sont
responsables de I'effet protecteur de ces aliménisnverse, plusieurs études ont démontré que la
consommation d’aliments riches en flavonoides marsement corrélée au risque de développer des

maladies cardio-vasculairfRietta, 2000 ; Hollman, 2001]

En raison de leur abondance dans les plantes com&esnpar 'homme et de leurs bénéfices potentiels
pour la santé humaine, les flavonoides sont I'alfiige attention croissance. Que ce soit pour détu
des relations structure-activité, le contrdle dgualité alimentaire ou le suivi de I'absorptiondetla
métabolisation de ces composés phénoliques natulrelst nécessaire de disposer d’'une méthode
rapide et fiable d'analyse et d'identification descmolécules dans les plantes et les systémes
biologiques. Parmi les méthodes envisageables, aooiss choisi de présenter la spectrométrie de

masse.
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4.2. Analyse structurale des flavonoides par spectr ~ ométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode physicogeie appliquée a la détermination structurale
des composés organiques. Elle permet d’accédemiasse moléculaire d'une substance et apporte
des informations structurales par le biais de ¢études fragments moléculaires engendries
Hoffmann et al., 1999]

Parmi les méthodes analytiques, la spectrométrimatisse (MS) occupe une place privilégiée grace a
ses caractéristiques : méthode hautement senditiec{ion de composés a I'état de traces en g@antit
inférieure au milligramme), spécifique, applicaldedes mélanges complexes, combinable a de
nombreuses techniques chromatographiques et possdéaarande variété d'applications (analyses
chimiques qualitatives et quantitatives, interactientre molécules, biomédecine, entre autres)
[Prasain et al., 2004]

Comme nous I'avons évoqué dans le paragrdphd’importance biologique des flavonoides justifie
I'attention considérable qui leur est portée etsiaiteur séparation, leur identification et leur
guantification dans divers milieux représententvéritable enjeu. L'application des avancées de la
spectrométrie de masse de ces dix derniéres aaogdkvonoides a fait faire un gigantesque bond en
avant a I'étude de ces compog&sobiecki, 2000] Nous allons ici faire rapidement un point des
techniques utilisées avant de nous pencher suréliasents d’identification que procure cette

technique.

Note. Dans cette partie, nous nous intéresserons edkamgat aux flavonoide©-glycosylés de
types flavone, flavonol ou flavanone, ces classastdes plus fréquemment rencontrés et notamment

dans le cadre de nos travaux personnels.

4.2.1. Les différentes techniques d’ionisation ens  pectrométrie de masse

L'impact électronique (El) et lionisation chimiqugl) ont apporté par le passé de nombreuses
informations structurales mais nécessitaient dekerigents préalables des substances a étudier et
souvent des dérivations post-isolement car leoflaides sont généralement non-voldtila et al.,
1997]

La désorption de champ (FD) a ensuite permis &gk flavonoides sans dérivation mais posait des
problemes relatifs a la préparation des échansill@ui restreignaient I'application. D’autres
techniques telles que l'ionisation par bombardendéatbomes rapides (FAB) et l'ionisation chimique

directe (DCI) ont également été appliquées awofiaidedStobiecki, 2000]

Ces derniéres années, l'analyse par spectrométrienasse des flavonoides s’est accrue avec le
développement de techniques d'ionisation dites ucee» : I'electrospray (ESI) et lionisation

chimique a pression atmosphérique (APCI) qui onbaine permis I'analyse de tres faibles quantités
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d’échantillons bruts. L'ESI et 'APCI sont des tedlues qui générent principalement des ions
moléculaires pour des métabolites relativementtpedls que les flavonoidgsVolfender et al.,
2000] Pour de nombreux auteurs, ce sont les technitpeplus adéquates pour I'étude des
flavonoidedde Rijke et al., 2003 ; Prasairet al., 2004]

4.2.2. Le couplage chromatographie-spectrométrie de masse

Ce sont surtout les possibilités de couplage aesctechniques chromatographiques qui ont fait le
succeés de l'analyse par MS des flavonoi@&sbiecki, 2000] La chromatographie en phase gazeuse
(GC) couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS3)esspeu utilisée pour I'analyse des flavonoides

car les flavonoides glycosylés sont tres peu Islati

Avec le développement des sources d’ionisatioreagion atmosphérique (APCI, ESI), le couplage de
la chromatographie liquide et de la spectrométeandsse (LC-MS) est devenu la technique la plus
efficace et de ce fait la plus utilisée pour I'ysal des flavonoides dans des mélanges complexes
(facilité de mise en ceuvre et disponibilité d’agilar de routine performants et abordables). Les
techniques de couplage sont plébiscitées car ressié@nt pas d'étapes de purification préalable des
composes, elles représentent un gain de temps tampcurtout lorsque les quantités d’échantillons
disponibles sont faibld€uyckens et Claeys, 2004]I existe de nombreux exemples de I'application
de cette technique pour I'analyse de mélanges deujis naturels complexes et, en particulier, de
mélanges de flavonoid@Exarchou et al., 2005 ; Leeet al., 2005 ; Sannomiyeet al., 2005 ; Shahat

et al., 2005 ; Colomboet al., 2006]

Le couplage LC-MS fournit, en fonction du type @ehnique de masse employée, divers éléments
relatifs & la masse moléculaire de chaque conatitian mélange mais également des informations
découlant du comportement en LC (temps de rétentionfonction du type de colonne), de
I'absorbance UV et permet des comparaisons avecstdgslards ou des données préalablement
acquises. C’est la technique de choix pour caraetérapidement sans séparation chimique les
éléments d’'un mélange de composés naturels powirsgils sont, ou non, déja connus et s'ils
méritent les ressources requises pour leur isolemteleur détermination structurale (étape connue
sous le terme anglais dereplication [Constant et al., 1997 ; Prasairet al., 2004] Les informations
apportées par la fragmentation sont primordialesir pane identification partielle ou une

« dereplication» d’'un mélange compleX&Volfender et al., 2000 ; Cuyckens et Claeys, 20Q4Pour
I'identification de composés inconnus, la LC-MSétetttion UV permet une identification rapide de
la classe de flavonoides et est appliquée préataniea une grande variété de LC-MS/MS ou LC-
MS". Ces techniques sont aussi employées pour I'anajyantitativgCareri et al., 1999 ; Merken

et Beecher, 2000]

4.2.3. Eléments d’identification des flavonoides pa  r spectrométrie de masse
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L'interprétation de la fragmentation des flavonaigar spectrométrie de masse permet d’accéder a de
nombreux éléments utiles pour leur déterminationctirale, cela permet notamment d’établir la
distribution des fragments générés entre les cyblet B de la génine. L'étude minutieuse des
schémas de fragmentation peut aussi aider & déeritai nature, I'enchainement et le site d’attache

des oses portés par la génine.

Nomenclature. Dans ce chapitre, pour décrire les fragments @wofloides obtenus par
spectrométrie de masse, on utilisera le systémeodeenclature proposé par M4 al, désormais
communément utilisfMa et al., 1997] Pour les génines, les notatidhs* et"'B* sont utilisées pour
désigner les ions primaires produits contenantclgdes, respectivement A et B, intacts (i et |
désignant les liaisons qui ont été scindées). Daras des flavonoidg3-glycosylés, on utilisera la
nomenclature de Domon et Costello reprise par Ganglet Claeys : (ydésigne I'ion de la génine et
Y., I'ion de la génine portant n monoglycosides (Majure 1l 31). Dans certains cas, la position du
clivage osidique sera indiquée par un chiffre eposant, par exemple’y I'ion résultant du clivage

d’un sucre fixé en position 7 sur la génj@aiyckens et Claeys, 2004]

OH

CH,OH

OH

OH

B~

Figure 1l 31. Nomenclature simplifiée utilisée pourdésigner les fragments flavonoides d’aprés Met al. et
Domon et Costello [Maet al., 1997 ; Cuyckens et Claeys, 2004].

4.2.3.1. Etude des génines de flavonoides par MS
Une approche détaillée de la caractérisation geutie génine d’'un flavonoide consiste a faire isubi
une fragmentation MS/MS a I'ion moléculaire de lalécul€ (fragmentation par dissociation induite
par collision ou CID) puis de sélectionner l'iog (Yo" ou Yy) de la génine pour, a nouveau, lui faire
subir une fragmentation par CID (MS/MS/MS ou {|BVolfender et al., 2000]

Cependant, il arrive fréquemment suivant le typespukctrométre utilisé, que la fragmentation dans la
source produise I'ion de la génine,(You Yy) utilisable pour la CID. C’est cet ion qui sublbms la

MS/MS produisant de ce fait une « pseudc®MS

En spectrométrie de masse, pour l'identificationlal@énine, les fragments de s plus porteurs

d’'informations sont ceux résultant d’'un clivage Cs@r le cycle C. La formation de ces ions peut

® Le pic dem/zle plus important n’est pas forcément I'ion moléine (respectivement [M+F]ou [M-H]™ en
mode positif ou négatif), car des adduits {N&") (en mode positif) ou des complexes moléculaif2sl¢H]"
ou [2M-H]™ ) peuvent étre générés.
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s'expliquer par des réactions de type rétro DidideA(RDA). Cela donne alors le nombre et le type

de substituants portés par les cycles A gEByckens et Claeys, 2004]

Fragmentation de la génine en mode positif. En mode positif, les fragmentations les plus utiles
en terme d’identification de la génine sont cetjasont lieu entre les liaisons C-C 1 et 3, 0 et et

4 sur le cycle C (figures Il 31 et 1l 32), aboutissa la formation des ions informateurs/diagnostsg
A" et"'B* [Ma et al., 1997].La fragmentation dépend de la classe de flavosditiaiée et la valeur
m/zdes ions’A* et"B* indique clairement les substitutions respectivesajcles A et BWolfender

et al., 2000]

Ma et al. ont étudié les voies de fragmentation en modetibdgis génines de flavones et flavonols
(en ionisation FAB sur un spectrometre a tripledyiggle (TQ), énergie CID : 30 eV) et ont permis
de mettre en évidence les fragments caractéristiqaees deux classes de flavonoides en interprétan

les valeursn/zde ces fragmen{#la et al., 1997](figure 1l 32).

L’ion **A*, observé pour tous les groupes de flavonoidde éstgment le plus abondant. Dans le cas
le plus fréquent ol les positions 5 et 7 sont hyylées (mettre des exempleSJA* a une valeur de
m/z153 ou, en absence de cétone en position 4 actdise pour les flavanes ou les flavanotgz 139.
[Wolfender et al., 2000]

Il existe des ions diagnostiques de certaines etade flavonoides (figure Il 3ZJypiquement, la
fragmentation caractéristique en mode positif d'dtevone est le résultat de trois voies de
fragmentation qui coexistent, dont deux correspoh@ades réactions de rétro Diels-Alder. Elles
produisent les ion§°A*, 1°B*, ®B*, *B* et (“B*-H,0). Comparés aux flavones, les spectres CID des
flavonols en mode positif sont beaucoup plus corgdecar la présence d’'un groupement OH en
position 3 offre plus de possibilités de fragmeotet [Ma et al., 1997] On observe alors les ions
L3p* 920* 92A*.CO, MA*+2H et*B*-2H [Ma et al., 1997 ; Wolfenderet al., 2000] Tous ces ions

caractéristiques, ainsi que ceux des flavanonesliestrés figure 11 32.
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Figure 1l 32. Voies de fragmentations caractéristiges en mode positif des flavones, flavonols et flawones
(obtenues sur spectromeétre Q-TOF avec source d'iosation APCI ou trappe d'ion (IT) avec source ESI,
énergie CID : 20-40 eV) d'apres Wolfendeet al [Wolfender et al., 2000]

L’étude de ces ions fragments permet de fairedindition entre deux génines isomeres appartenant a

des classes différentes. A titre d’exemple, lariglh 33 présente les spectres MS/MS de la lutéolin

(génine flavone) et du kaempférol (génine flavommhnant tous les deux un ignastmoléculaire a

m/z287.
R.A. 1|3A, OH R.A. 11.:%‘- .II__,..'-Jn
= ™ e o I 287 190) 02, o{éé‘ SN 267
PN [M+H]* Il | 259 M+H]*
& i [-\, - & 1 l i ‘|| OH [kl
60 de il 60
259
40 1.33v 40 213 & 241
135 0,24 0,4+ 1 31
B'h.a_. g 133,137
20 Yo7 [, 3 32 24y 245 201 "1 |27 %147 <18
i" ‘1‘ f/ 203 219 ‘” 269 b | o
(a) 0 | i R | i l ( ) p U I Al s I Ll i i i
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Figure Il 33. Spectre MS/MS de la lutéoline (a) etlu kaempférol (b) obtenus par ESI en mode positif
(analyseur TQ équipé d’'une source d’ionisation FABCID de basse énergie).
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En plus de la valeum/z des fragments, leur intensité relative peut agpaies informations. Par
exemple, il a été clairement démontré par &aal. que I'énergie de collision employée pour la
fragmentation joue directement sur les abondarsletives des ion$°A*, *°A* et®?B* [Ma et al.,

19971 En ESI ou APCI, une énergie de collision basse3@ecV est optimale pour obtenir un

maximum de fragments d’intensités exploitabJ€siyckens et Claeys, 2004]

Fragmentation de la génine en mode négatif [Fabre et al., 2001 ; Wu et al., 2004]. Le
mode négatif est trés utilisé dans I'analyse parddsflavonoides car il est plus sensible que léemo
positif et produit un schéma de fragmentation légemt différent apportant des informations

nouvelles et complémentaif€siyckens et Claeys, 2004]

Comme en mode positif, les fragmentations qui @ bur le cycle C et les réactions de RDA
produisant les ion8A~ et"’B~ donnent des informations sur le nombre et le gpesubstituants des

cycles A et B.

Les fragmentations caractéristiques de nombreurpbes de flavones, flavanones et flavonols ont

été étudiées en détail par Fabteal [Fabre et al., 2001]et sont présentées figure 11.34

Fragmentation de la quercétine (flavonol)
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Fragmentation de la lutéoline (flavone)

OjH%-II

OH © H
OH _C S
-co €9
OH

Figure Il 34. Fragmentations proposées par Fabrest al. pour I'anion quasi-moléculaire flavone (ici
lutéoline) et l'anion quasi-moléculaire flavonol (ici quercétine) illustrant les voies de fragmentations
caractéristiques et les rétro Diels-Alder (RDA) (sorce ESI, analyseur a trappe d’ions (IT), basse éngie
de dissociation) [Fabre et al., 2001].

Cette étude a permis de dégager des caractéristigugrales ; en mode négatif, le fragment prihcipa
est Iion**A- sauf pour les isoflavones ol I'ion majoritairecatactéristique est I'ioh’B~ [Hugheset

al., 2001] Il a été démontré par Fabet al. que les flavones montrent des pertes de neutres
caractéristiques CO (-28 u) et £€(344 u) qui sont dues a une contraction caratiguis du cycle C.

La perte d'HO, [M-H-H,0]", indique la présence de 2 groupements OH, en d¢tthale I'autre, sur

I'un des cycle A ou BWu et al., 2004]

Le degré d’hydroxylation du cycle B a un impact $arfragmentation. Par exemple, pour des
flavonols contenant au moins deux groupements OH lsucycle B, (quercétine, myricétine,
fisétine...), les iong"°A-H]~ et[*B+H]"~ sont observables alors que dans les cas d’'un 8ycen

substitué, I'énergie requise pour aboutir a ungnirentation est beaucoup plus importante et de
trop nombreux ions se forment al¢@uyckenset al., 2000 ; Fabreet al., 2001}

Le tableau Il 6 recense les fragments observés @te mégatif pour quelques composés de type

flavones, flavonols et flavanones.
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Tableau 1l 6. Exemples d’ions fragments observés po des flavones, flavonols et flavanones d’apres de
Rijke et al, CID : 25-30 eV. [de Rijke et al., 2006].

Composés Substituants lons fragments
-OH -OCH; [M-H] %A %%~ 04" 127 12~ 137~ 13g~ L4p~ 4B~ [\ - H-15]

Flavones

flavone 221 - - - — — — - - - -
7-hydroxyflavone 7 237 - - - - - - - - - -
4'-hydroxyflavone 4' 237 - - - - - - 117 - - -
6,4'-dihydroxy-flavone 6,4’ 253 - 134 - - - - 117 - - -
genkwanine 4' 7 283 - - - - - 1561 - - - 268
apigénine 57,4' 269 - - 107 - - 151 117 - 149 -
chrysine 57 253 - - - - - 151 101 - - -
acacétine 57 4' 283 - - 107 - - 151 133 - - 268
lutéoline 57,34 285 - - 107 - - 151 133 - - -
Flavonols

galangine 5,7 269 - - - - - - - - - -
kaempférol 57,4' 135 107 - - 151 - - 161 -
kampféride 57 4' 299 - - - - - 151 132 - - 284
quercétine 57,34 301 - - 107 179 121 151 - - - -
morine 57,24 301 - - 107 - - 151 - - - -
rhamnétine 534, 7 315 - - 121 - - 165 - - - 300
isorhamnétine 5,7,4' 3 315 107 - - 151 - - - 300
fisétine 7,34 285 - - - 163 121 - - - - -
Flavanones

naringénine 57,4 271 - - 107 - - 151 119 - - -
hesperétine 57,3 4' 301 - - 107 - - 151 - - - 286
ériodictyol 57,34 287 - - 107 - - 151 135 125 - -
isosakuramétine 5,7 4’ 285 — — — — - 151 - 125 - 270

En mode négatif, il arrive que le spectre du premidre produise toutes les informations nécessaire
sans avoir a procéder a de la MS/MS (figure Il 88) la tension de la source induit déja une

fragmentation de la génif€uyckens et Claeys, 2004]

F
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Figure 1l 35. Fragmentation de la génine sur le smre de premier ordre d’'un flavonol (quercétine-30-
rhamnoside) mesuré en ESI en mode négatif (bassecégie de fragmentation).

Flavonoides méthoxylés et autres substituants. Dans les deux modes (positif et négatif), en
plus de I'apparition d’ions dus a la fragmentataaractéristigue des classes de génines, la perte de
petites molécules neutres comme CO (-28 u); B8t u) ou GH,O (-42 u) et la perte successive de
ces fragments, par exemple,€HCO (-46 u) est communément observée. Ces pestasutres et/ou

de radicaux sont utiles pour identifier la présedeegroupes fonctionnels spécifigy€aiyckens et

Claeys, 2004]
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La fragmentation d’'un flavonoide méthoxylé par eglamentraine la formation d’un ion radicalaire
caractéristique [M+H-CFk] *» (perte de 15 unités) qui constitue le pic de feisattum et Ekeberg,
2003] Justeseret al. ont montré que dans le cas des flavonoides mohomg@és, les fragments
[M+H-28]* et [M+H-29] sont également caractéristiques alors fMeH-CH3]*, [M+H-30]" et
[M+H-28-30]* sont prédominants dans le cas de flavonoidesnghoxylédJustesen, 2001]

lls ont également mis en évidence qu'il est possieh mode négatif, en comparant la fragmentation
des flavonoides méthoxylés avec celle de témoirtkorglés de méme masse, de déduire la position
du groupement méthyle.

4.2.3.2. Apports de la MS a I'étude des flavonoides  O-glycosylés
Les méthodes de spectrométrie de masse permelaestde nombreux cas, en plus de l'identification
de la génine, de déduire la position de la ou dgsogylations, le type de liaison interglycosidique

et/ou la nature du sucre terminal.

Clivage hétérolytique : formation des ions Y . La fragmentation par spectrométrie de masse
des flavonoide®-glycosylés produit un clivage de la liaison osidicavec réarrangement de protons
(voir figure Il 37). Il y a alors production dedi fragment ¥ ou Yy (fragment correspondant a la
génine) et élimination d’'un résidu monosaccharidiqui s'illustre par la perte de 162 u pour un
hexose, 146 u pour un rhamnose, 132 u pour un gergd 176 u pour un acide glucuronique
permettant ainsi de déterminer la nature des sughésdfender et al., 1992 ; Cuyckens et Claeys,
2004]

Clivage homolytique : formation du radical Y . En fonction de sa structure, un flavono@e
glycosylé peut subir, en plus du clivage hétérglyei donnant I'ion ¥, un clivage homolytique de la
liaison osidique produisant I'ion radical de la g@nnoté Ye. La figure Il 36 illustre l'effet de

I'énergie de collision (CE) sur I'abondance relatoe Y.

301.4 300.0 300.1 30_0.1
CE-25 351.“-3 CE-40
ii CE-30 CE-35 u
|
| i
| 1 |
| ' g| I
I |
I | !
| | ]
; | : 301.4
| ]
} 2713 H |
|| I ‘= | l‘
2831 2600 aora | |23 || s | [APc%eel] ]P0 ||
280 300 320 280 300 320 280 300 32 280 300 320
m/z, amu m/z, amu m/z, amu miz, amu

Figure 1l 36. Influence de I'énergie de collision CE) sur l'intensité du radical Yq* en ESI en mode négatif,
illustré sur un flavonol glycosylé a génine quercéie (Yo» m/z 300 et Yy m/z 301) (analyseur triple
quadripble).
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La production par CID en mode positif de cet iodicalaire a été étudiée par Hvattum et Ekeberg.
Les auteurs ont démontré que I'étude de I'abondaslegive de ce radical par rapport a l'ion de la
génine apportait des informations sur celle-ci.rHes flavonols 39-glycosylés, le rapport ¢¢/Y "
augmente avec le nombre de groupements hydroxgieésppar le cycle B alors que c’est l'inverse
qui se produit pour les flavonesCrglycosyléegHvattum et Ekeberg, 2003] Ce radical n’est en
outre pas observé dans le cas de flavonoides nyélsoxi pour les flavanones ou les
dihydrochalcones indiquant qu’une double liaisotresies positions 2 et 3 de la génine adjacente au

carbonyle C-4 est requise pour la formation d’wadical génine stabl€uyckens et Claeys, 2004]

Il est & noter que Hvattum et Ekeberg voient un batre la capacité d’'un flavon@-glycoside a
produire en MS un ion radicalaire et I'activité iarydante de ce composé. La capacité des flavonols
O-glycosylés a fournir un radical génine serait kEimé a la capacité antioxydante des flavonoides
(donneur d’électron). La fragmentation d’'un flava® glycosylé [M-H] génére un radical anion
alors que l'activité antioxydante génére un prodadicalaire neutr¢Hvattum et Ekeberg, 2003 ;
Hvattum et al., 2004]

Clivage homolytique

OH OH

S
/ Mécanisme de formation de Y*

w L

-162u

Y* (m/z 417)

[M+H]* (m/z 579)

i
/ I

HO.
/

1'(m/z 433) OH OH Clivage hétérolytique on on  Yo(miz271)

Figure 1l 37. Synthése des mécanismes de formatiates ions ¥, Y,", Y¢* et Y* lors de la fragmentation
d’'un flavonoide, illustré ici en mode positif sur lapigénine-7-O-néohespéridoside (source ESI, analyseur
TQ, basse énergie de fragmentation).

Position de la liaison osidique sur la génine. Plusieurs sites de glycosylation sont possibles
pour les flavonoide®-glycosylés rendant la détermination de cette Isatbn délicate. La majorité

des substituants osidiques se situent au niveapaditsons 3, 7 ou 4'. La substitution du groupetnen
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5 est trés rare dans la mesure ou ce groupe peégeeatfaible réactivité pour la glycosylation dar i

participe a la formation d’une liaison H intramalé&ire avec le groupement carbonyle 4.

En mode négatif, la position de la glycosylatiomtpétre déduite de I'abondance relative du radical
génine Y par rapport & y sur le spectre de dissociation de la génine. Geahest trées abondant
guand la liaison osidique se situe en positigihiBattum et Ekeberg, 2003] Cependant, les travaux
de Cuyckens et Claeys ont montré que le ratdYy ne peut que suggérer une certaine position pour

le sucre ou aider en cas de comparaison avec mef&g Cuyckens et Claeys, 2005]

La fragmentation du radical peut aussi apporter idEgmations, puisque en fonction du site de
glycosylation, le radical est localisé a des endrdifférents de la molécule. La fragmentation du
radical génine requiert une forte énergie de diation. Cette fragmentation présente des différence
avec la fragmentation de I'ion génine : les iBi8™ produits sont plus abondants dans le cas d’une 7
O-glycosylation alors que pour les@Hglycosylations, les ion§"A~ sont relativement plus abondants
[Cuyckens et Claeys, 2005]

Ces deux techniques (ratiog¥Y, et fragmentation de oY) ne peuvent étre appliquées qu’en
comparaison avec des témoins connus. Elles saunffisentes dans le cas d'un spectre flavondide

glycosylé inconnu se(iCuyckens et Claeys, 2005]

En mode positif, Cuyckens et Claeys se sont penstiea fragmentation en haute énergie de I'ion
adduit [M+NaJ. Les adduits sodium peuvent étre trés commungtabondants quand la solution
étudiée a été stockée dans des récipients en maigeleur présence dépend également de la source
d’ionisation employée et de la géométrie de cedtece. En fait, la fragmentation de cet ion adduit
permet de localiser de fagon certaine la positiorgupement osidique. En effet, la présence d’'un
ion du cycle B contenant le résidu osidique indigue liaison osidique en position 4’ alors que la
perte du cycle B de la génine est caractéristiqueediaison en position 3 ; la perte du cycle Baa
fois sur lion précurseur [M+N&]et sur lion de la génine est le signe d’une tiaien position 7
[Cuyckens et Claeys, 2005]

Flavonoides di- O-glycosylés et O-diglycosylés. Plusieurs équipes et en particulier celle de
Claeys ont étudié I'application des méthodes detspmétrie de masse, notamment MS/MS a I'étude
de la différenciation des isomeéres de flavonoidegnt mis en évidence que cette différenciatitait &
rendue possible par 'abondance relative de taris caractéristiques que nous illustrerons danade
d’'une substitution par un rutinose ou un néohedpéd (les disaccharides les plus fréquents),: Y
dans notre exemple [M+H- RHa]Y,, l'ion de la génine [M+H-Rha-GliiJet un ion inattendu appelé

Y* formé par la perte d’'un glucose interne. La fatian des trois ions est illustrée a la figuredl 3

La présence de l'ion Y* peut induire en erreur duata séquence des sucres. En effet, cet ion a 162

unités de masse de différence par rapport a [M+ef qui pourrait correspondre a la perte d'un
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glucose terminal. De ce fait, Y* pourrait étre Hi®&/; d'un isomere dont la séquence serait Glu-Rha au
lieu de Rha-GlyMa et al., 2001]

L’abondance de I'ion Y* est dépendante de I'énedgecollision (favorisée par les faibles énergies),

la nature de la génine et du type de liaison ihfeagidique.

Ma et al. ont montré que, en ionisation par FAB mode positif, pour les flavonoidesO7-
diglucosylés, la perte de glucose interne (présdedéon Y*) est trés prononcée pour les génines d
type flavanone alors qu’il est completement abgentr les flavones et flavonolgvia et al., 2000 ;
Cuyckenset al., 2001]

La liaison interglycosidique peut étre déterminaelp valeur du ratio YY; : le ratio était plus grand
quand le substituant est un néohespéridose (rhatrfuds-2)-glucoside) que quand il s'agit d'un
rutinose (rhamnosyle(l—6)-glucoside)[Ma et al., 2001] D’autres études sur les substitutions par
néohespéridose et rutinose sur un appareillagéreift ont abouti aux mémes conclusig@siyckens
etal., 2001]

Les flavonoides 3,7-db-glycosides portant deux monosaccharides de maféesdts peuvent étre
différenciés. Pour les molécules protonées (moddif)ple résidu 30-glycoside est plus facilement
perdu que le résidu @-glycoside (Yo" < Y3%") alors que c’est l'inverse qui est observé posr le
molécules déprotonées ¢Y> Y3;") (mode négatif) ou les molécules sodées (modeif)ydSihahat et

al., 2005] Ablajanet al.ont démontré que pour caractériser un flavonoalgype flavonol 3,7-d®-
glycoside en mode négatif, les deux iondo{M] ™ et [Yo-2H]™ doivent étre présents dans le spectre
MS/MS de [M-HJ ([Y-2H]" n’est jamais observé dans le cas d'un flavon@egiglycosylé). De
plus, I'abondance de ces deux ions est proportinae nombre de groupements hydroxyles portés
par le cycle HAblajan et al., 2006]

Certaines équipes, notamment celle de Brodbeliiiéveloppé d’autres méthodes pour différencier les
isomeéres de flavonoides @Hglycosylés etO-diglycosylés. Ces méthodes sont généralement plus

difficiles & mettre en ceuvre et ne sont pas uéiisgn routine.

Une de ces méthodes consiste en I'addition d’undsemétal (Cti ou Cd") et d'un ligand (par
exemple le 2,2’-bipyridine) pour former des comgiexM(ll) (flavonoide-H) Ligand] Les schémas
de fragmentation de ces complexes permettent diaglier facilement les liaisons2) ou (1-6)
des sucres ou de distinguer les 7-O-diglucosylésadres substitutionSatterfield et Brodbelt,
2001] Ces complexations peuvent étre générées au mogedérivations post-colonnes et sont

compatibles avec I'utilisation de la LC-MBavis et Brodbelt, 2005]
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Flavonoides di-, tri-, tetra-glucosylés.  En 2004, Ferrerest al. ont montré qu'il était possible en
ESI de différencier les isomeéres de flavonoidesapordeux glucoses (sophoroside : Gle»@)-Glu
ou gentiobioside : Glu-(26)-Glu, trois glucoses (sophorotrioside : Glu*@)-Glu-(1—2)-Glu ou X-
sophoroside-Y-glucoside) et méme quatre glucosessofhorotrioside-Y-glucoside ou X-
sophoroside-Y- sophoroside) en se basant sur msdabces relatives des iong &t Z, [Ferreres et
al., 2004]

Identification du sucre terminal. Comme nous l'avons vu précédemment, la succession d
clivages hétérolytiqgues aboutissant a la formaties ions ¥ permet d’identifier la séquence des
sucres portés par une génine. Il est théoriquemessible d'identifier le sucre terminal d'un
flavonoide glycosylé en spectrométrie de massee@gmnt, le fragment saccharidique est rarement
visible sur le spectre CID d’'un flavonoide car lage reste généralement associée a la génine. En
aceétylant la molécule de flavonoid®-glycoside, I'ion fragment du sucre peracétylé davi
facilement détectable comme I'ont montré Cuyckeinal Dans leur étude, ils ont démontré que dans
le cas d’un flavonoide acétylé, il est possiblebtimir, dans des conditions particuliéres d’énedgie
collision, une fragmentation stéréosélective efsiaote pouvoir différencier certains isomeres de
monosaccharides (par exemple distinguer le gluahsegalactose ou du manno$€uyckenset al.,
2002]

4.2.4. Conclusion

Tout au long de ce chapitre, nous avons tenté ddraroque la spectrométrie de masse peut apporter
une grande contribution a lidentification structler des flavonoides. Cette puissante technique

d’analyse, hautement sensible et permettant dearndiéations structurales sans isolement des

composeés, est un formidable atout pour détectqrrédagence de métabolites secondaires dans des

extraits végétaux (gereplication»).

Aujourd’hui, de nouveaux développements augmentort champ d’application (détection et
quantification de substances dans les liquidebiques, étude des interactions entre les molécules
études des métabolisationfizranski et al., 2003 ; Daviset al., 2006).

Malgré les avancées de la spectrométrie de masseuas! des dernieres années, cette technique n’est
pas suffisante pour l'identification de nouvellesustures flavonoidiques mais est un préalable

indispensable aux techniqgues de RMN mono et bi-dgioanelles.
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Ill. Résultats

1. Screening chimique général préeliminaire par CCM

Pour chacune des plantes de cette étlidie(Tambourissa trichophyllapASA (Agauria salicifolig,
APY (Agauria polyphylla, etECC (Embelia concinpanous disposions de quatre extraits nommes
a F,. F; estl'extrait éthanoligue 70 % de la plante et les drautres fractions sont des extraits
liquide/liquide successifs de la fraction aqueuse~d par, respectivement, de I'hexare)( et de

I'acétate d’éthyleks), (F,) étant la fraction aqueuse épuisgathapitrev).

Des chromatographies sur couche mince (CCM) prédimes ont été menées sur les fractiepa F,

des quatre plantes pour avoir un apercu de laendes constituants que I'on peut rencontrer chez ce
espéces. Pour cela, une partie des exfraiiat été solubilisés dans le solvant approprié pbsés sur
plaques de CCM qui ont ensuite été éluées dansylemes de solvants décrits au chapitret
révélés avec divers réactifs pour permettre unenigre orientation sur les classes de composés
présentes dans les échantillons a analyser (figut#, 1B, et 1C). Les informations recueillieston
ensuite été confrontées aux données bibliograpbigallectées sur les familles et les genres de ces

plantes ¢f. chapitrel).

1.1. Interprétation des CCM préliminaires de  Agauria salicifolia (ASA) et
Agauria polyphylla (APY)

Le criblage chimiqgue en CCM a permis de mettreddedaice la présence de flavonoides (réactif de

Neu, fluorescence jaune-orange sous lumiére UV3 temnfractions polaires deSAetAPY.

On peut aussi émettre I'hypothése que les composi@fres, qui apparaissent en rouge révelés a la
vanilline sulfurique, sont des tanins (composég|deqts dans legricaceag. Pour valider cette
hypothese, nous avons utilisé un révélateur prapretanins. La coloration en rouge orange obtenue

avec le réactif au sel de Bleu solide B de ces omdp confirme que ce sont des tanins.

Les fractions apolaires semblent contenir desrpétees (coloration bleue violette par révélatida a
vanilline sulfurique (figure 1lI 1A) et fluoresceaca 366 nm par révélation avec le réactif de

Liebermann et Burchard) et semblent identiques [Bsudeux especes.

Les deux espéces semblent avoir des composés anuwoit des profils similaires pour certains
extraits mais different par la concentration notamtren tanins et flavonoides. On note cependant une
différence majeure : une molécule polaire majartdieASA F; et ASA F; (probablement de structure

flavonoidique) ne semble pas étre présente damexiests deAPY.

L’objectif de ce travail sera d’isoler les composégjoritaires déAPY et certaines molécules dSA

afin de dégager des profils spécifiques pour chatprge et de pouvoir les distinguer.
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Solvant de migration : Tol / AcOEt/ MeOH (80:18: 2) Révélation
- -
Réactif & la vanilline
- - :
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(observation 366 nm)
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Figure Il 1A. CCM préliminaires des fractions F,, développement Tol / AcOEt/ MeOH (80 : 18 : 2).

Solvant de migration : HCCI 3/ MeOH (90 : 10) Révélation
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Figure Ill 1B. CCM préliminaires des fractions F,, développement HCC{/ MeOH (90 : 10).
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Solvant de migration : AcCOEt/ MeOH/H ,0 (100 :13.5: 10) Révélation
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Figure 1l 1C. CCM préliminaires des fractions F,, développement AcOEt/ MeOH / HO (100 : 13.5: 10).
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1.2. Interprétation des CCM préliminaires de  Tambourissa trichophylla
(TTI)

L'étude des différentes CCM dETI nous a montré que, a l'instar des extraitsA&A et APY, TTI
semble contenir des tanins (révélés en rouge amdlime sulfurique) (figure Il 1B). Cela a été

confirmé par la révélation au réactif au sel dauBlelide B.

Les extraits polaires d&Tl (F; et F3) semblent également contenir quelques flavonoiesz

polaires. Deux d’entre eux semblent majoritairesoets avons choisi de tenter de les isoler.

En outre, bien qu&ambourissa trichophyllappartienne auklonimiaceaefamille riche en especes a
alcaloides, les extraits dETI ne semblent pas contenir d’alcaloides puisqu’arbserve pas de

réaction sur CCM avec le réactif de Dragendorf¢té d’alcaloides).

1.3. Interprétation des CCM préliminaires de  Embelia concinna (ECC).

L’étude par CCM des fractiorfs, de ECC (figure 11l 1B) montre la présence marquée dedtaides
dans les fractionk; etF; (fluorescence en vert ou jaune-orangé avec laifémcNeu observée sous

lumiére UV).

Les composés apolaires des fractibns F; présentent des colorations violettes aprés réoélatila

vanilline sulfurique a I'exception d’'un composé orépire qui présente une teinte rougeatre.

Nous allons tenter d'identifier ce composé apola@iasi que de caractériser la composition

flavonoidique d&eCCafin d’établir un profil chimique spécifique.
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2. Etude phytochimique des feuilles de Agauria poly phylla (APY) et
de Agauria salicifolia (ASA)

2.1. Agauria polyphylla (APY)

L’especeAgauria polyphyllaBaker Ericaceag a retenu l'attention de Serdex en premier lieurzes

utilisations traditionnelles a Madagascar dansdieeiment des rhumatismes et pour soigner lessplaie
et, en second lieu, en raison du peu de travautophiyniques répertoriés sur elle. Lors du criblage
d’'activités pharmacologiques mené par Serdex, rbéixEs; s'étant avéré étre le plus actif, a été

sélectionné pour étre soumis a une investigatigmoghimique approfondie.

2.1.1. Travaux préliminaires au fractionnement

L'isolement de molécules de I'extrait; de Agauria polyphyllas’est révélé étre particulierement
difficile en raison de la présence de tanins dandrhit. Ces composés sont présents dans towges le
zones de polarité et présentent une grande gamrpeide moléculaires ce qui rend l'isolement de
molécules pures extrémement délicate. Par consetpuénavail préliminaire a I'étude des composeés
de cette plante a consisté a tester de nombreusth®aes chromatographiques en association avec
divers systémes de solvants afin de mettre au poinsystéme de fractionnement permettant la
séparation des tanins des autres composés daitektalternance de chromatographies d’adsorption
(en phases normale et inverse) et d'exclusion peemepartie de remédier a ce probléme mais de
nombreuses phases de purification sont nécessaimdant le rendement final en composé pur trés

faible. Ainsi, seuls deux composés purs ont puiétiés dAPY F.

2.1.2. Fractionnement de I'extrait APY F3 et isolement des composés Aa C

Le schéma de fractionnement de I'extrsY F; est présenté sur la figure Il 2.

La fraction APY F; a subi un premier fractionnement sur chromatogeaplexclusion sur gel de
Sephadex® LH20 éluée avec un mélang® HMeOH a parts égales pour donner sept frac(ie&sl
a F3.7). Le fractionnement sur gel de Sephadex@&gkede séparer les molécules d’'un extrait selon

leur poids moléculaire.

La figure Il 3 présente un exemple de CCM bilanfirdetionnement du fractionnement ABY F sur

ce support. La fraction F3.1 contient un trés grawdhbre de composés présents en tres faible
quantité. Les fractions suivantes contiennentdems les plus apolaires. Il peut s’agir de mon@meéer
ou oligoméres de ces composés polymérisés. LaidnadE3.3 contient majoritairement des
flavonoides ainsi que des tanins de polaritésrmddiaires. Enfin, les fractions suivantes renfetmen

les tanins de haut poids moléculaire c'est-a-direod degré de polymérisation.
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APY F3 (2 g)

CC Sephadex® LH20,
élution isocratique MeOH / H20 (50 : 50)

F3.1 F3.2 F3.3 F3.4 F3.5 F3.6 F3.7
~100 mg 171 mg 316 mg 291 mg 155 mg 147 mg >800 mg
VAC ELUT® cartouche C18, CC Sephadex® LH20,
élution 100 % MeOH élution isocratique MeOH / H20 (50 : 50)

F3.2.1 F3.2.12 F3.3.1 F3.3.2 F3.3.3 F3.3.4 F3.35
47 mg n.p. 71mg 38 mg 12mg 150 mg 22 mg
Composé
CC silice 70-200 pm, B

élution 100 % AcOEt B
CC silice 70-200 pm,

élution HCCl; / MeOH

(gradient 100 :0 - 50 : 50)

F3.2.1.1 F3.2.1.2 F3.2.1.3
n.p. 6 mg n.p.
F3.3.4.1 F3.3.4.2 F3.3.4.3 F3.3.4.4 F3.3.4.5
17 mg 31 mg 27 mg 8 mg 19 mg
v 100:0 95:5 90:10 85115 80:20
Composé v
B Composé
A
Figure 1l 2. Schéma de fractionnement deAPY F; .
Composé B
Composé A

Figure Il 3. CCM du suivi de fractionnement d’APY F; sur gel de Sephadex® (élution : AcOEt / MeOH /
H,O (100 : 13.5: 10) ; révélation : réactif & la vaitline sulfurique).

Y n.p. = non pesé
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La fraction F3.2 a subi un fractionnement sur aashe de silice greffée C18 éluée au MeOH puis un
second par chromatographie d’adsorption sur colalensilice qui a permis d’obtenir le compdsé
Le composéB a également été obtenu par le fractionnement fl@dtion F3.3 par chromatographie

d’exclusion sur gel de Sephadex® éluée avec MeB#D/(50 : 50).

La fraction F3.3.4 a elle-méme subi un fractionneinpar chromatographie d’adsorption sur silice, en

utilisant un gradient de HCEA MeOH permettant ainsi d’obtenir cing sous-fraesi(figure Il 2).

La sous-fraction F3.3.4.4 contenait un produit m&goe qui a précipité en solution (HGCIMeOH
85: 15) formant de petits flocons jaunes. Ce pitkia été lavé au chloroforme pour donner le

COMPpOoSEA.
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2.2. Fractionnement de I'extrait APY F, et isolement du composé C

Pour étudier les composés apolaires de I'ex&RlY F3, nous avons choisi de travailler sur I'extrait
APY F, dans lequel ces composés sont également présaigsem plus grande quantité. En outre,

I'absence de tanins daA®Y F, semblait pouvoir faciliter 'isolement de composés

APY F2
29

MPLC silice 5-35 um,

élution Hex / AcOEt

F2.1
42 mg

F2.2
114 mg

F2.3
111 mg

F2.4
84 mg

F2.5
50 mg

F2.6
56 mg

F2.7

102 mg

F2.8
212 mg

F2.9
183 mg

F2.10
n. p.

CC Sephadex® LH20,
élution 100 % HCCl3

F2.3.1
n. p.

F2.3.2
67 mg

F2.3.3
n. p.

F2.3.4
n. p.

F2.3.2.1
traces

F2.3.2.2
60 mg

F2.3.2.3
traces

CC Sephadex® LH20,
élution 100 % HCCl3

CC Silice 70-200 pm,
élution Tol / AcOEt

F2.3.221
traces

F2.3.2.2.2
12 mg

F2.3.2.2.3
49 mg

F2.3.2.2.4
traces

F2.3.225
traces

CC Silice 70-200 pm,
élution isocratique Tol / AcOEt (98 : 2)

F2.3.2.2.3.1
n.p.

F2.3.2.2.3.2
29 mg

F2.3.2.2.3.3
4 mg

F2.3.2.2.3.4
>3mg

F2.3.22.35
traces

\ 4

Composé
C

Figure Il 4. Schéma de fractionnement déAPY F»
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L'extrait APY F, a subi un premier fractionnement par chromatodeagin phase inverse (C18)
moyenne pression (MPLC) a l'aide d'un gradientOH MeOH pour donner dix fractions (F2.1 a
F2.10). La fraction F2.3 a été soumise a des fmaw#ments successifs par chromatographie
d’exclusion sur gel de Sephadex® éluée au H@Qis deux chromatographies sur colonne de silice
successives éluées avec Tol / AcOEt pour donneortgposéC (figure Il 4). Le compos€ semble

étre le constituant majoritaire @Y F,et semble étre présent dakSA F,.
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2.2.1. Détermination de structure des composés A, B et C de Agauria

polyphylla

Note. Les constantes physiques et données spectralephgmsés isolés sont présentés en annexes
(chapitrevi).

2.2.1.1. Détermination de structure du composé A
Le composéA se présente sous forme d'une poudre jaune solubie B méthanol. Ce composé
réagit avec le réactif de Neu en affichant uneréigsoence jaune sous UV a 365 mn laissant envisager
une structure de type flavonoide. Le spectre diglhiem UV montre deux maxima a 258 et 352 nm,
caractéristiques des bandes | et Il d’'un flavghtabry et al., 1970]

Spectrométrie de masse.
Sur le spectre de masse en electrospray en modsifn@gSlr), nous observons un ioguast

moléculaire an/z433 [M-H]~ suggérant une masse atomique de 434 u. (figug.IlI

433.35

[M-H]”

B.0a6
7.5e6
7.006

6.506

6.006 - Yo
o.ea ] [Yo-CH,0]" \
5.006 30025
§ 4,506 : YO_
% a0es 271.35
e [Yo-H,O-CO]~ i
2 506 [Yo-CH,0-COJ” \ i | - 132 u
2.0e6 <
256.25
1.508 - | [
[Yo-H,0-2CO] . _
1.0e6 | \ 2 :i.zsl | If

5 227 .25
Ehiine 183.15 f [ |
o R ATl T A TR ooy LR IS0 gy (o Wonls [ P eT N e e . e
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 &C
ME, amu

|J 469.45
L
L E— -

Figure 11l 5. Spectre de masse du composé A (ESMeOH)

Comme souvent en mode négatif, la fragmentationaglieu dans la source fournit d’autres ions
caractéristiques. En effet, on observe un ion feegram/z301 [M-H-132T ou (Y,") correspondant
a la perte d’'un pentose (-132 u) et un ion fragndemtz 300 correspondant a p¥YH] s (ou Ype").
D’autres ions de moindre abondance sont aussimigam/z271 [Y,-CH,0]™, m/z255 [Y,-H,0-
COJ etm/z243 [Y,-CH,0O-COJ".

Nous pouvons en déduire que ce composé présengenite de masse 302 u avec un double liaison
entre les positions 3 et 4 (présence du radiggl. Yar ailleurs, le ratio ov¢/ Y, trés supérieur a 1

suggeére que le site de glycosylation est sur l&ippns3 de la géninfHvattum et Ekeberg, 2003]
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La fragmentation MS/MS de I'ion Y fait apparaitre les ions®’A~ am/z151 et ion?A~ am/z179
caractéristiques d’'un flavonol portant deux groupets hydroxyles sur le cycle A laissant supposer

une génine de type quercétine.

Ainsi, nous pouvons proposer la formule brutgHgzO;; pour le compos@ présentant une génine

flavonoide de type quercétine, substituée par atoge.

Spectrométrie de RMN.

Les protons du cycle A d'un flavonoide apparaissentun spectre RMNH entre 6 et 6.5 ppm
[Mabry et al., 1970] Dans cette zone, sur le spectre de RMN3u composé\, (figure Ill 6), nous
observons deux protons aromatiques couplant enkeeec la méme constante de couplage formant
deux doublets @y 6.21 et 6.40 ppmJ(= 2.0 Hz), typiques d’'un couplage emetasur un cycle
aromatique. Ces signaux sont caracteéristiques die & d’'un flavonoide substitué en C-5 et C-7 et
peuvent étre attribués aux protons H-6 et H-8 smamentMarkham, 1982].

Les protons du cycle B d’'un flavonoide sont vissb&ir un spectre RMAH entre 6.7 et 7.9 ppm
[Mabry et al., 1970] Sur le spectre de RMNH de A, nous observons la présence de trois protons
aromatiques ay 7.54 ppmd, J = 2.1 Hz), 7.50 ppmdd, J = 8.3,J = 2.1 Hz), 6.92 ppmd; J = 8.3

Hz) dont les constantes de couplages indiquentsdi@iment un systeme ABX sur le cycle B et que

celui-ci est 1', 3, 4'-trisubsititué. Ces protossnt respectivement attribués a H-2', H-6’ et H-5'.

o H-5"a et H-5"
H-S5

L e L O Y L B B
ppm  7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50

Figure Ill 6. Spectre de RMN-'H du composé A dans MeOD.

Le signal ajy 5.48 peut correspondre au proton anomérique drogigie. Cing autres signaux sont
présents sur le spectre de RNMN-de A (figure 11l 6) et correspondent sans doute auxqm® de la

partie osidique.

Le spectre de RMNEC du composé présente vingt signaux distincts dont quinze epoadant aux
signaux d'un flavonoide. Parmi ceux-ci, nous dgtions dix carbones quaternaires dont un
groupement carbonylé{ 178.8 ppm) et le carbone 3 caractéristique d’andihol ¢c 133.7 ppm), et

cing CH aromatiques (figure Il 7).
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A ce stade, nous pouvons formellement identifietecgénine de type flavonol comme étant la

quercétine (masse 302 u et hydroxylations en positb, 7, 3, 4’ et 3).

c5"

ce = CH c.an| C-3"

et
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIII|II

ppPM 180 170 160 150 140 130 20 110 100 a0 30 70 &0 50 40

Figure Ill 7. Spectre de RMN-C du composé A dans MeOD.

Le spectre de RMNC de A présente cing signaux de CH et un Qtans la région des sucres
indiquant la présence d'un pentose. Nous pouvadentifier comme étant un arabinofuranose grace
aux déplacements chimiqués82.1, 77.5, 86.8 et 61.4 ppm pour, respectiventest;arbones C-2”,
C-3”, C-4” et C-5” [Markham et al., 1978 ; Agrawal, 1992] Le déplacement caractéristique du
carbone C-1" §c 108.5 ppm) ainsi que le déplacement chimique dtoprbl-1” (64 5.48 ppm) et sa
faible constante de couplagk= 1.0 Hz) observés sur le spectre de RMNindiquent un anomérie

pour ce sucre.

Toutes les valeurs de protons et de carbones émtittbuées d’apres I'analyse des spectres de RMN
2D de corrélation homonucléaire COSY et hétéromudé HSQC et HMBC (figure 11l 8) ainsi qu’en

comparant ces données avec celles de la littéri8areettazet al., 1984]

Le site de glycosylation de I'arabinofuranose sugénine quercétine a été finalement déterminégrac
a la corrélation entre le proton anomeérique duesetite carbone en position 3 de la quercétinergig
1l 8).

74



Ill. Résultats

nZ
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Figure 11l 8. Spectre HMBC du composé A.

La molécule A est donc identifite comme étant tpercétine-3O-a-arabinofuranoside ou

avicularine, une molécule trés répandue danEliesiceae

Figure Il 9. Structure de la quercétine-3-O-a-arabinofuranoside (composé A).

75



Ill. Résultats

2.2.1.2. Détermination de structure du composé B
Le composéB se présente sous forme d’'une poudre brun rougsatuble dans le méthanol et
partiellement soluble dans I'eau. Le spectre UVcdmposé B présente deux maxima a 226 et 278
nm. Les données du spectre I&. (chapitrevil) suggérent que, contrairement au composeé A, le

composé B ne présente pas de groupement C=0.

Spectrométrie de masse.

L'analyse du spectre de masse en electrospray ele mégatif du compog (figure 11l 10) permet
d’observer un iomuasimoléculaire an/z289 [M-H]~ suggérant une masse molaire de 290 u. L’'ion
de faible intensité observénd/z579 peut correspondre au dimere du composé foemsg k& source
[2M-H]".

289.35 [M-H]~

7.4e6 |

7.0e6
6.5e6 |

6.0e6 |

4.5eb6
4.0e6 |

3.5e6

Intensity, cps

3.0e6
2 5e6
2.0e6 |

1.5e6

[2M-H]"

1 579.45
1.0e6 |

5.0e5 RILIEE:

, 1235 221.25 i 3“|'15' 379.15 ||

P [V T T PO SO | OO PO W PO | ST SO GRS U PPN LR IR ey SRS (D L7 e DM eSS .
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z. amu

Figure 11l 10. Spectre de masse ESIdu composé B (MeOH).

Spectrométrie de RMN.

Le spectre de RMNH du composé (figure 1Il 11) présente des similitudes avec celu composé
A. En effet, nous retrouvons les signaux des protmomatiques des cycles A et B d'un flavonoide
substitué en 5, 7, 3’ et 4’ : Hey 5.95 ppmd, J = 2.3 Hz), H-8045.93 ppm {, J = 2.3 Hz), H-2'dy,
6.99 ppmd, J = 2.0 Hz), H-5'6,46.77 ppm d, J = 8.2 Hz) et H-6'0y 6.81 ppm ddd, J =8.2 Hz,J =

2.0 Hz,J = 0.6 Hz).

Ce dernier proton forme un doublet dédoublé dédodbl faible constante de couplade=0.6 Hz)
qui ne se retrouve pas pour un autre proton diecmatique. Nous envisageons la présence d'un

groupement CH en position 2 et donc I'absence délddiaison entre les positions 2 et 3.
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Sur le spectre de RMMNH du composé, nous observons également les signaux de deusrsréby
2.88 et 2.75 ppm formant des doublets dédoublésldore des constantes de couplage 16.7 Hz
est caracteéristique d’'un couplage géminal. Il pgaric s'agir de deux protons non équivalents d’'un
CH,.

Par allleurs, ces deux protons couplent tous les dgec le proton d'un groupement hydroxylé,a
4.19 formant un doublet dédoublé de constanteodplage] = 4.5 Hz et = 3.0 Hz. Ce signal est
encore dédoublé par la présence d'un autre prdtenl(5 Hz) fortement déblindé dont le signal, sur

le spectre de RMNH se présente sous la forme d’un singulet éladgi483.

H-2

H-3
1 H-4a et Hdb

‘ i N

I I I 1 T T T | T T I T T T T L | T T T T T T T T T [ T T T T ¥ 1 T 1 T | T T T T T I T

6 5 £ 3

Figure Il 11. Spectre de RMN-"H du composé B dans MeOD.

Tenant compte des informations apportées par letrgpeétrie infra-rouge et par la RMN du proton,
nous pouvons affirmer que le composé B présentecactéristiques d'un flavonoide sans
groupement carbonyle, ce qui nous oriente versstnieture de type flavane substituée en position 3

c'est-a-dire une structure de type catéchine.

L'étude du spectre de RMNC deB apporte des informations complémentaires en affitiquinze
signaux (figure Il 12). Nous observons sept cagsoguaternaires aromatiques ainsi que cing CH
aromatiques que nous pouvons attribuer aux cycles B\d’un flavonoide substitué en 5, 7, 3’ et 4.
Le spectre HSQC nous permet d'attribuer les traghasix restant a un CH substitué par un
hétéroatomed¢ 78.5 /oy 4.83 ppm), un groupe CHOHR{66.0 /54 4.19 ppm) et un groupe GKbc
27.9 /6y 2.88 et 2.75 ppm).

7



Ill. Résultats

c-5 & c-4
c-7 c gC NG c-10 _L
Sl _ ] . —
‘ C-6 . CL C’.g,
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160 140 120 100 80 60 40 20 ppm 0

Figure Ill 12. Spectre de RMN-*3C de B dans MeOD.

Compte tenu des informations tirées du spectre HE®B et des données de la spectrométrie de

masse, la formule brute du composé B semble &tf Os.

Les corrélations présentes sur le spectre HMBC maumettent de confirmer les attributions des
signaux des cycles A et B et de confirmer la stmecte type catéchine. En effet nous observons des
corrélations entre C-10 et les deux protons pqréé<C-4, C-1 et le protond, 4.83 ppm (C-2), ainsi
que entre C-2 et le protonda 4.19 (H-3). Ainsi, le déblindage du proton H-2 etut de H-3 sont

expliqués par la présence d'un groupement hydraylposition 3.

Le compos@ est donc de type catéchigue substitué par depgneents hydroxyles en positions 5, 7,
3, 4 et 3. L'analyse de la constantes de couplalggervée entre les protons H-2 et H}3=(1.5 Hz)
indique que ces protons sont en positiaet permet de placer le groupement hydroxyle eitippg
[Davis et al., 1996]

Nous avons mesuré le pouvoir rotatoire du comdans le MeOH et observé la valeu}- 55 °.
Ainsi, en comparaison avec les données de laditiéz, nous pouvons identifier le comp&éomme
étant la(-)-épicatéchine (figure 11l 1JPavis et al., 1996 ; Miketovaet al., 1998]

Dans I'extraitAPY F;, le composd appartient aux composés les plus apolaires pauox que nous
qualifions de tanins. Il s’agit en fait de l'unide base de tanins catéchiques, encore appelés
proanthocyanidols. Grace a cette identificationpri@sence de proanthocyanidols est avérée ldans

plantes du genrAgauria

78



Ill. Résultats

Figure Il 13. Structure de la (-)-épicatéchine (composé B).
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2.2.1.3. Détermination de structure du composé C
Le composéC se présente sous la forme d’une poudre blanchéylsalans le chloroforme et dans les
solvants apolaires. Ce composé prend une coloraimette aprés révélation en CCM par de la
vanilline sulfurique et une coloration bleue auctéale Liebermann-Burchard suggérant un composé

de type triterpénique.

Spectrométrie de masse.

La mesure du spectre de masse en ionisation ingteatronique (EI) en mode positif (figure 11l 14)
montre un ion an/z 426 qui correspond a I'ion moléculaire Mte spectre du composé C présente
également des ions résultant de la fragmentatida d®lécule et notamment I'ion Br&/z207 qui est
caractéristique des cycles A et B d'un triterpéwnair(schéma figure 1l 14]Budzikiewicz et al.,
1963][Ullah et al., 1999]; la perte par cet ion d’'une molécule d’eau indiqque les cycles A et B

portent un groupement hydroxyle, trés probableraamosition 3 pour des raisons biogénétiques.

218.4
100
[B-18]
e 189.4
907 -+
a5 \/
95.2 ¢
80 I
'
i 107.2 -H,0
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Figure 11l 14. Spectre de masse El du composé C. (IM mode positif)

Spectrométrie de RMN.

La majorité des signaux du spectre RMiNdu compos& (figure 11l 15) est observée dans la région
des hauts champs indiquant la présence de proliphatigques. Parmi ceux-ci, le spectre présente un
profil typique de triterpéne avec la présence ¢ geupements méthyles : six formant des singulets
(04 1.05, 0.98, 0.96, 0.84, 0.81 et 0.77 ppm) et umémt un doublet dédoubl&a 1.70 ppmdd, J =

1.3 Hz,J = 0.6 Hz)[Karliner et Djerassi, 1966].
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Figure 11l 15. Spectre RMN-'"H du composé C dans CDC}.

Nous observons également la présence du signalgtaummpement hydroxyle &; 3.20 ppm et des

signaux de deux protons oléfiniques,at.58 et 4.71 ppm.

Les 30 signaux du spectre RMRG du compos&€ confirment la présence d’un triterpéne avec sept
méthyles dont I'expérience HSQC a permis de défesrcorrélations protonsd 28.0 /4 1.70,0c
15.4 /6y 0.81,5¢ 16.1 /5y 0.96,0¢ 16.0 /6y 1.05,0¢c 14.6 /0y 0.84,0c 18.0 /oy 0.77 etdc 19.3 /oy
0.98 ppm). Par ailleurs, nous observons la présdhoe carbone quaternaire oléfiniquedal51.0

ppm et d’'un carbone secondaire oléfiniquig 409.3 ppm.

Les déplacements chimiques du CHc&/9.0 /4 3.20 ppm confirme la présence d’'un groupement

hydroxyle.

Les signaux d’un CH &:55.3 /64 0.70 ppm sont caractéristiques du CH-5 d’traes-décaline A/B
[Mahato et Kundu, 1994]

L'observation conjointe des spectres de RMN-et **C nous indique la présence des signaux
caractéristiques d’'un groupement isoprene. En,dffetdeux protons du Ghbléfinique ¢c 109.3 /oy
4.58 et 4.71 ppm) couplent entre eux formant chacudoublet J = 2.5 Hz) dédoublé par le couplage

avec les protons du méthyléal.70 ppmdd, J = 1.3 Hz,J = 0.6 Hz).
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Toutes ces informations nous permettent de dédmifermule brute du compoge C;HsO et de
calculer les équivalents de doubles liaisons (E&fir) d’envisager le nombre de liaisons conjuguées
et/ou de cycles que compte la structure. La forntulee indique 6 degrés d’insaturations, nous
pouvons émettre I'hypothése que le compBgEst un triterpéne pentacyclique dont le cycle ttaes
liaisons et est substitué par un groupement isgf@ébe compos€ peut donc étre de type lupane ou
hopangMahato et Kundu, 1994]

Toutes les autres valeurs de protons et de carbmntedté attribuées d’aprés I'analyse des spectres
COSY, HSQC et HMBC (figure lll 17), elles concortleavec une structure de type lupéne.
[Ammann et al., 1982 ; Reynoldst al., 1986]

245y 3
Figure 11l 16. lllustrations des principales corrélations observées sur le spectre HMBC.
En effet, en raison de I'éloignement de la chaftérale a trois carbones dans le squelette hopene

(figure 111 18), les C-13 et Me-27 sont beaucoupspdéblindés que dans le squelette lupitahato
et Kundu, 1994]

N hopéne

Figure 11l 17. Squelettes de hopéne et lupéne.

Pour le compos€, le déplacement du C-13 est &e38.1 ppm alors qu’'on observerait une valeur
d’environ 50 ppm dans le cas d’un hopéne ; de lmendaniere, le Me-27 & 14.6 dans le composé
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C serait plus débind&{ ~ 18 ppm) dans une structure de type hopdteselhy et Aboutabl, 1997 ;
Endaleet al., 2005]

Le déplacement &, 2.40 ppm est caractéristique du H-19 d'un lupfDelioli et al., 2003] Les
corrélations observées sur le spectre HMBC entraadpart H-19 et C-20 et d’autre part entre H-30,
H-29 et C-19 {c 47.9 ppm) permettent de confirmer que le groupensogréne est porté par le

carbone C-19.

Les valeurs des constantes de couplage entre He3 girotons H-2dt, J = 11.3 Hz,J = 5.1 Hz)
impliqguent un couplagdrans-diaxial entre H-3 et le proton H-2xial permettant de placer le
groupement hydroxyle OH-3 en positiBrequatorial La configurations-orientée de ce groupement
est confirmée par le déplacement chimique du G538 8.0 ppm (alors qu’elle serait proche de 76

ppm dans le cas d’'une orientati@nMahato et Kundu, 1994]

Sur le spectre NOESY, les corrélations entreat¢t3Me-23 et H-5 et H-9 suggerent une configuration
o pour ces groupements, en accord avec la présamoe tcans-décaline. Le groupement Me-25 est
positionné en axialf) dans unearans-décaline La positioa du groupement isopréne a été déduite de
la corrélation spatiale, sur le spectre NOESY ,eelgtiproton H-19 et le signal du proton£0.81 ppm
(Me-28) positionné en via les corrélations nOeeeMe-25, Me-26 et Me-28 (figure 11l 19).

Figure 111 18. lllustrations des principales corrélations observées sur le spectre NOESY.

En comparant ces données avec celles de la littéfahous pouvons identifier le compaSéau
(20)29-lupén-B-ol ou lupéol[Pereira et al., 1996 ; Aliet al., 1997 ; Mutaiet al., 2004]
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Figure 11l 19. Structure du (20)29-lupén-3-ol (composé C).
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2.3. Agauria salicifolia  (ASA)

2.3.1. Fractionnement de I'extrait ASA F; et isolement du composé D
Comme nous l'avons vu au chapitre ., nous avor@schi’étudier la composition chimique de
I'extrait hydroalcoolique deASA pour établir un paralléle avec la compositiodRY. Nous avons

tenté d'isoler en particulier le composé apolaire gn CCM, semble n’étre présent que dags

Pour cela, I'extraitASAF1 a été séparé par chromatographie a moyennsigmg®IPLC) en phase
inverse C18, éluée avec un gradienOH MeOH. Dix fractions (F1.1 a F1.10) ont été oloies

(figure III 21).
ASA F1 (19)
MPLC silice C18,
élution H,O / MeOH
F1.1 F1.2 F1.3 F1.4 F1.5 F1.6 F1.7 F1.8 F1.9 F1.10
77 mg 83 mg 52 mg 80 mg 95 mg 63 mg 39 mg 107 mg 28 mg 26 mg
HPLC semi-prép, VAC ELUT® cartouche C18,
élution MeCN / H,0 + 0.1 % HCOOH élution H.O / MeOH
Composé F1.4.1 F1.4.2 F1.4.3 Fl1.4.4 F1.4.5
D 3 mg) 10 mg traces 29 mg 31 mg 5mg

HPLC semi-prép,
élution MeCN / H20 + 0.1 % HCOOH

\ 4

Composé
D (10 mg)

Figure 11l 20. Schéma de fractionnement déASA F;

Le composé que nous cherchons a isoler, appeléas#hy est présent dans les fractions F1.3 et
F1.4. La fraction F1.3 a donc été fractionnée p&LE semi-préparative en phase inversé (
Chapitrelv). La phase mobile consistait en un gradient de Mé@cide formique 0.1 % dans 'eau
de 10: 90 a 20 : 80 en 20 minutes. Le comidsit élué a 18 minutes. Cette purification ne reous

permis de recueillir que 3 mg e

La fraction F1.4 a subi un nouveau fractionnementsslice en phase inverse sur cartouche a l'aide

d’une unité de filtration Vac Elut® éluée par uadjent HO / MeOH. La fraction F1.4.4, enrichie en
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composée D, a été purifiée par HPLC semi-préparativ utilisant la méthode citée précédemment.

Cette étape a conduit a I'obtention d’environ 10dagcompos® pur (figure 111 21).

2.3.2. Détermination de structure du composé D de  Agauria salicifolia

Le compos® se présente sous forme d’une poudre jaune solalie Itlbau. Ce composé réagit avec
le réactif de Neu en affichant une fluorescencengagous UV a 365 mn laissant envisager une
structure de type flavonoide. Les bandes de maxiiabsorption présentes sur le spectre UV du

composé D a 254 et 346 nm sont caractéristiquesfiiiuonol.

Spectrométrie de masse.
Le spectre en ESmontre un iorquasimoléculaire [M-H] am/z477 suggérant une masse atomique
de 478 u. La présence du fragment de la géniméz&01 indique une perte de 176 u pouvant

correspondre a la perte d'un acide glucuroniqui(é Il 22).

Trer
B A _ 477.25
1.5e7 Yo [M-H]
1.4e7 301.05
1.3e7
1287 |
1187
1.087
& ooes
g 8.006 |
T 7.0e6-
6.0e6 -176 u
| dl
.
5.0e8 |
4.0e6
3.0e6 |
{ &4 5
2.0e6 | a8 99.25
1.006 | ATR A 237.05 265.05 T dhe 533325 38138 40 00 \' L 538.35  gyg
Wi pman et e il s b e e R L h i e e 1 I
100 150 200 250 300 aso 400 450 500 550
mlE, amu
— 301.15
3.405
325
B | MS/MS de 477

3.085
2.8e5
2605
2.4e5
2.2e5 |
2.085

1.8a5

Irdensty, cps

1.6e5
1.4e5
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B.0e4
6.084

4.0ed4
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2084 161.26
I |
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
iz,

Figure 11l 21. A. Spectre de masse du composé D (ESMeOH). B. Spectre MS/MS de l'ion 477 (ES|
MeOH).

La fragmentation MS/MS de I'ion [M-H]engendre les pics d'ions fragmentsn&z 301 (Yy ), 179

(*?A7) et 151 t°A7). Grace a ces ions carcatéristiques, nous suppdsoprésence d’une génine
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quercétine mais cette fois substituée par un agideuronique et déduisons la formule brute

Cy1H1¢013 pour le composB.

Spectrométrie de RMN.

Tout comme pour le compos%, le spectre de RMRH de D comporte, dans la zone des champs
faibles, les signaux des protons aromatiques detesyA et B d'un flavonoide et, a champs
intermédiaires, les signaux d’'un sucre. Le protoongrique de ce sucre est visiblé,.38 ppm et
forme un doublet de constante de coupldge7.4 Hz. Les signaux aromatiques sont en conformité

avec une génine de type quercétine (figure Il 23).

H_8 III|IIIIIIIIIIIIIIII|IIIII

H-5' Il \ I

|

H-6'

Figure 1l 22. Spectre RMN-'"H du composé D dans MeOD.

Le spectre de RMNC du compos® montre vingt et un signaux (figure Ill 24). L'émidles quinze
signaux en dehors de la région des sucres, en caispa avec ceux du compoieé confirme que la

génine du compode est la quercétine.

Les six signaux restant sur le spectre appartignaersucre, il s'agit donc bien d’'un hexose. La
présence sur le spectre RMfG d’un second carbonyled 173.2 ppm renforce I'hypothése émise
d'apres I'étude du compos® en spectrométrie de masse de la présence d’uritaabs acide
uronique. L’analyse conjointe des spectres de RMNRMN-"C, HSQC et HMBC montre qu'il

s’agit des signaux caractéristiques d’un acidewhrtique[Parejo et al., 2004]
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c-3

. ce 8
g2

C-5

Figure 11l 23. Spectre RMN-"*C du composé D dans MeOD.

Le couplage sur le spectre HMBC entre le protom#ramue H-1" et le C-3 de la génine indique que
celui-ci porte I'acide glucuronique. Par ailleuls,constante de couplage du proton anomérijge

7.4 Hz indigue une configuratighde la liaison osidique.

La comparaison des données spectrales du conipaséc celles de la littérature confirme l'identité

de celui-ci comme étant la quercétin®3*glucuronopyranosidglarejo et al., 2004]

Ce composé, également appelé miquélianine, a été pour la premiére fois d'une Ericaceae :

Gaultheria miquelianat est commun dans cette famille.

A
¥~oHPH

Figure 11l 24. Structure de la quercétine-3O-#-glucuronopyranoside (compose D).
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2.4. Comparaison des fractions flavonoidiques de Agauria salicifolia et
de Agauria polyphylla par LC-MS

Agauria salicifoliaet Agauria polyphyllasont deux especes morphologiquement trés prochpsiat
que certains auteurs refusenfRY le statut d’espéce ; il ne s’agirait que d'unerferadaptée a la
sécheresse de I'espe&8A(cf. chapitrell). Or le criblage biologique de Serdex a montré cegedeux
plantes présentaient des activités biologiqueséwdifftes. Dans l'optigue d'un développement
commercial de l'extrait dPY, il s’est donc avéré nécessaire de développer teshnique
d’identification complémentaire a la botanique pettant de distinguer chimiquement les deux

especes.

Nous avons donc choisi de comparer les fractiamgfioidiques des extraits &e ASAet APY par

HPLC couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS).

2.4.1. Obtention des fractions flavonoidiques : mis e au point d'une méthode de
séparation des tanins condensés (proanthocyanidols) par précipitation

Afin de faciliter I'étude des flavonoides par LC-MEétait nécessaire d’obtenir une fraction engch

en composés flavonoidigues. Les essais prélimmamenés pour les fractionnementsAdeY F; et

ASA F; ont montré que par les techniques chromatographiglassiques sur colonnes (exclusion
et/ou adsorption), il n'est pas possible de conmeeres flavonoides dans une fraction sans, dans le
méme temps, enrichir considérablement cette fra@io proanthocyanidols. Nous avons donc mis au
point une technique permettant d’éliminer les ptibacyanidols des extraits éthanoliques basés sur la

propriété qu'ont les tanins d'étre solubles dantham@l et insolubles dans le chloroforme.

Cette méthode simple, rapide et reproductible estimée a éliminer le maximum des tanins des
fractions éthanoliqgues deSAet APY, en particulier les tanins les plus polaires,t€edire de haut

degré de polymeérisation. Ces derniers sont les gdificiles & séparer des flavonoides par les
méthodes chromatographiques classiques. Le modatopé de cette méthode est présenté figure lll
26. Il est a noter que des techniques reposantlesirmémes propriétés de solubilité des
proanthocyanidols sont employées pour séparerdems du vin en fonction de leur degré de

polymeérisatior{Saucieret al., 2001]

Elimination des proanthocyanidols par précipitation : Dissoudre I'extrait dans du
MeOH (8 mL de MeOH pour 300 mg d’extrait). Ajouter une quantité suffisante de HCClz pour
obtenir une solution & 8 % de MeOH dans le HCCls. On observe immédiatement une
précipitation des tanins. Mettre le mélange a 4 C pendant plusieurs heures. Filtrer et

évaporer le filtrat.

Figure 11l 25. Mode opératoire de la méthode d'élinmation des proanthocyanidols par précipitation.
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Contrairement a d’autres techniques (la chromapdgead’'exclusion sur gel de Sephadex® par
exemple), cette technique peut facilement étre rmarse@euvre sur d’importantes quantités d’extrait
(jusqu'a plusieurs grammes). Plus on augmente dpqstion de chloroforme plus on précipite les
tanins de faibles degrés de polymérisations. Neossaétabli que la valeur limite dans notre cas est
de 8 % de HCGJ au-deld de cette valeur, les flavonoides de rbixcommencent & précipiter

également.

Cette méthode a été mise en ceuvre pour les fradibrdeAgauria salicifoliaet Agauria polyphylla
(respectivemenASA F, et APY Fy) (figure 11l 27).

Fraction F
(59

Solubilisation dans MeOH (130 mL)

Ajout progressif de HCCl3 (1625 mL)

puis stockage a 4 € pendant 3 H
v

Précipitation

Filtration sur fritté - Evaporation

A 4 A 4
Précipité Filtrat
(~350) (~159)

CC Sephadex® LH20
élution MeOH / H,O (80 : 20)

Fraction Fraction Fraction Fraction
1 2 3 4
(~250 mqg)
A
Fraction

flavonoidique

Figure 11l 26. Schéma d’obtention des fractions flzonoidiques deASA et APY

Comme cela est visible sur la CCM présentant les @i@ctions obtenues aprés précipitation (figure
[l 28), le filtrat ainsi obtenu contient donc enedes proanthocyanidols les plus apolaires (mafow e
oligoméres). Un fractionnement sur gel de Sephaddx® au MeOH / kD (8 : 2) est donc nécessaire

pour éliminer ces composés (figure Il 27).

90



Ill. Résultats

e

=
Précipité  Filtrat

Figure 1l 27. CCM des deux fractions obtenues apre la précipitation des tanins surAPY F; (élution :
AcOEt/ MeOH / H,0 (100 : 13.5: 10) ; révélation : réactif a la vaitline sulfurique).

2.4.2. LC-MS comparée des fractions flavonoidiques = de ASA et APY
Pour 'analyse en LC-UV(DAD)-ESIMS en mode négd#f fractions flavonoidiques d&Aet APY,
les échantillons & analyser ont été solubilisés danmélange de MeOH et® a parts égales puis

injectés dans un systeme HPLC dont les paramétpgsisentaux sont décrits au chapitre

Nous avons également étudié le comportement deinémians les mémes conditions. Nous
disposions de quatre témoins commerciaux : queesétkaempférol, quercétine-galactoside
(hypéroside), quercétined-glucoside (isoquercitrine) et de trois témoinseobts au laboratoire :
kaempférol-3-O-arabinofuranoside, kaempférol-3-8baropyranoside et  kaempférol-3-O-

rhamnoside.

Les résultats de cette étude ont donné lieu akctén d’une publication présentée en annexe.

2.4.2.1. Profil HPLC des deux fractions flavonoidiq  ues.
Les chromatogrammes HPLC des extraits flavonoidigle\gauria salicifolia et Agauria polyphylla

sont présenteés figure 111 29.

A l'instar des conclusions apportées par les CC#lipinaires, les profils HPLC a 260 nm des deux
plantes sont similaires mais pas totalement ideaqEn effet, douze pics sont détectés aux mémes
temps de rétention dans les deux extraits. Cesopicsependant des aires trés différentes d’uraiextr

a l'autre. En outre, deux pics (correspondant aamppsés?-4 et 2-10) ne sont présents que dans
I'extrait d’ASA(figure Il 29 B).

L’étude des spectres UV des picd & 1-1 pour APY et 2-1 & 2-14 pourASAont montré que tous ces
composeés présentent les caractéristiques des #avoune bande d’absorption a 254-262 nm, une
autre a 341-360 nm et un épaulement a 290 nm é&albliel).
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3,0 r
25 r
2,0 r

15 r

1,0 T
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Figure 111 28. Chromatogrammes HPLC-UV(DAD) des fractions flavonoidiques deAgauria polyphylla (A)
et Agauria salicifolia (B) a 260 nm.

2.4.2.2. |dentification des composés des fractions flavonoidiques par LC-MS.
Par une premiere analyse LC-MS, nous avons ob&suspectres de premier ordre des composés
(analyse en #ll scan mode ppuis nous avons procédé a des expériences MSihtByEes en mode
«product ion scan) Les témoins ont également été analysés en LCafESde comparer leurs
caractéristiques, a savoir ; temps de rétentign gpectre UV et fragmentation en masse, a ceéles d

composants des deux extraits.

Le tableau Il 1 présente les données obtenudssud des analyses LC-MS et LC-MS/MS pour les

composants des extraitsABAet APY ainsi que les temps de rétention de chague composé

Le type de sucre attaché dans le cas de flavorghycosylé a été déterminé par la perte d'un fragme

correspondant a un hexose ou un pentose (respeetive-162 u, -132 u) a partir de l'iaquast
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moléculaire [M-H]J. Pour les pertes de 146 u et 176 u, correspondsspectivement a un
désoxyhexose et a un acide uronique, nous admettoamme dans la littérature, qu'il s’agit des
pertes respectives d'un rhamnose et d’un acideughmique[Cuyckens et al., 2002 ; Cuyckens et
Claeys, 2004]

Pour la majorité des composeés, les ions fragmendtsepts sur le spectre de premier ordre nous ont
permis d'identifier la génine. Pour tous les piesprésence de I'ion radical géning % en plus de
I'ion de la génine Y, indique une double liaison entre les positiorst 3 du cycle C de la génine
confirmant la présence de flavonols. Il a été dqmar Petsalet al. que dans le cas de I'utilisation
d’un spectrométre de masse a triple quadripéle foermest le cas ici), la formation d’un ion radical
Y, ¢ intense est due au clivage homolytique d’'unediaiosidique en position 3 (ce radical est faible
ou absent dans le cas d'une glycosylation efP@&jsaloet al., 2006] Comme tous les spectres de
masse des composésl a 1-11et 2-1 a 2-13 présentaient un ion radicalaire intense pour langgn
nous pouvons supposer que la liaison osidiqueossvdren position 3 comme c’est le cas pour les
flavonols glycosylés que nous avons isolés Algauria salicifolia et Agauria polyphylla (cf.
paragraphes 2.2.3.1 et 2.3.2).

Les ions résultant de la fragmentation de la gé(soé présents sur le spectre de premier ordike, so
obtenus par fragmentation de Ypar pseudo MSquand ¥~ est présent sur le spectre de premier
ordre) nous ont permis d’identifier les génines desposés par comparaison avec la fragmentation

des témoins. En effet, deux génines ont pu étretifobes :

- la quercétine, pour les composésl a 1-7, 1-12 2-1 a 2-8 et 2-14, avec les fragments
caractéristiques : v am/z301, [Yo-H] " am/z300 ,"°A” am/z151 et"’A~ am/z179 ainsi que [¥-
CH,0]” am/z271 et [Y,-H,O-COJ am/z255;

- le kaempférol, pour les composE8 al-11et2-9a2-13 avec les fragments caractéristiques
m/z 285, [Yo-H] ¢ am/z 284 ainsi que [¥-CH,O]” a m/z 255 et [Y,-CH,O-CO] a m/z
227.

Les spectres de masse des compaseé®t 2-1, d'une part, etl-2 et 2-2, d’autre part, présentent la
perte de 162 u correspondant a un hexose. llIs @ntdéntifiés comme étant la quercétin®3-
galactoside ou hypérosidé-1 et 2-1) et la quercétine-8-glucoside ou isoquercitrind {2 et 2-2) par

comparaison de leurs temps de rétention respewiifs ceux des substances de référence.

La perte du fragment de 146 u, caractéristique dhamnose, sur les spectres des compbsest 2-
8, d'une part, et]-11let2-13 d’'autre part, nous a permis d’identifier ces degjgle composés comme

étant respectivement la quercétin®@3hamnoside ou quercitroside et le kaempfér@-iamnoside.
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Tableau Ill 1. Flavonoides identifiés dans les frawons flavonoidiques deAgauria salicifolia et Agauria

polyphylla par LC-ESI-MS/MS en mode négatif.
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Ill. Résultats

Les composéd-8 et 2-9, 1-9 et 2-11, 1-10 et 2-12 montrent la fragmentation caractéristique des
kaempférol-30-pentose (iomuasimoléculaire an/z417, perte d’'un fragment & 132 u et iond¥m/z
285). La comparaison des temps de rétention dearaposés avec ceux des kaempfér@-fentose
témoins a permis d'identifiet-8 et 2-9 comme étant le kaempférol@G-arabinopyranoside dt-10et

2-12comme étant le kaempférol@G-arabinofuranoside ou euglanine.

Les données LC-MS des compoges 1-4, 1-5, 1-6 et 2-3, 2-5, 2-6, 2-7 ont apporté les preuves de la
présence d’isomeéres de quercétin®-pentose (iomguasimoléculaire an/z433, perte d'un fragment

a 132 u et ion ¥Yam/z301) mais n'ont pas permis de les différencierudNavons mesuré le temps de
rétention du composB (précédemment isolé d&PY et identifié comme étant la quercétin®3-
arabinofuranoside) dans ces conditions analytigGestemps de rétention correspond a celui des
composeéd -6 et 2-7 qui ont donc été identifies comme éténtguercétine-P-arabinofuranoside ou

avicularine.

Nous I'avons vu précédemment, les profils flavoigpids deASAet APY different par la présence des
composé-4 et 2-10 sur le profil deASA Ces composés ont été identifiés par la perteatnfent a
176 u et par la fragmentation de leurs génines andtant respectivement la quercétin®-3-
glucuronide et le kaempférol@-glucuronide. La coincidence des temps de réterdio®-4 et du
composéD isolé deASAa permis de confirmer les données obtenues Eaeletrométrie de masse : le

composé&-4 est la miquélianine.

1-1, 2-1 quercétine-3- O-galactoside (hypéroside) , R = galactose

1-2, 2-2 quercétine-3- O-glucoside (isoquercitrine) , R = glucose

1-6, 2-7 quercétine-3- O-arabinofuranoside (aviularine) , R = arabinofuranose
1-7, 2-8 quercétine-3- O-rhamnoside (quercitroside) , R =rhamnose

2-4 quercétine-3- O-glucuronide (miquélianine) , R = glucuronide

1-12, 2-14 quercétine

1-8, 2-9 kaempférol-3- O-arabinopyranoside , R = arabinopyranose
1-10, 2-12 kaempférol-3- O-arabinofuranoside (euglanine) , R = arabinofuranose

1-11, 2-13 kaempférol-3- O-rhamnoside (afzéline) , R = rhamnose

2-10 kaempférol-3- O-glucuronide , R = glucuronide

Figure Il 29. Structures des composés identifiésalAgauria salicifolia et Agauria polyphylla par LC-ESI-
MS.
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2.4.3. Conclusion

La comparaison par LC-MS des extraits flavonoidsgdeAgauria salicifoliaet Agauria polyphyllaa
révélé que ces deux extraits avaient des profilsilares ou prédominaient la quercétin®3-
arabinofuranoside et la quercétin®@3hamnoside. Les douze flavonoides communs aux pleumtes
constituent un ensemble caractéristique pouvargtitoer des marqueurs de qualité pour ces plantes.
Les différences entre les deux fractions flavorguids reposent sur les concentrations des compbsés e

surtout sur la présence de deux flavonols a substis acide glucuronique daASAuniquement.

2.5. Conclusions de I'étude phytochimique de Agauria salicifolia et
Agauria polyphylla

L’étude des extraits éthanoliques Agauria salicifolia et Agauria polyphyllanous a permis de
renforcer la connaissance phytochimique de ces gdéantes. Trois molécules ont été isolé@kes
Agauria polyphylla l'avicularine @), la (-)-épicatéchineR) et le lupéol C). La miquélianine @) a

été isolée dégauria salicifolia

La comparaison par LC-MS des extraits flavonoidsgde Agauria salicifoliaet Agauria polyphylla
nous a permis d’identifier onze flavonoides supglémires sans les isoler (figure Il 30) et de

montrer qu'il existe des différences phytochimiqaatre les deux plantes.

Ces résultats sont en accord avec le point de gusothnistes comme Boiteau qui sont en faveur de
'existence distincte de I'especkgauria polyphylla(et non comme étant un polymorphisme de
Agauria salicifolig [Boiteau et al., 1959] Ainsi, nos résultats montrent, comme cela avtét é
démontré pour d’autres espéces végétales, qualembides peuvent étre utilisés comme critéeres de
différenciation taxonomiqufLauranson et al., 1995 ; Kawashty et El-Garf, 200Q] Cependant, un
complément d’études botaniques serait nécéssaive tancher définitivement quant au statut

d’espece dégauria polyphylla

Cette étude par LC-MS serait a reconduire sur @lusilots de feuillede Agauria salicifoliaet de

Agauria polyphyllapour éprouver la spécificité de ces traceurs fiérdnciation.

Si la distinction chimique était reproductible glusieurs lots, nous aurions alors a notre disjposit

une méthode analytique simple et rapide a mettrgdaare :

= soit par analyse HPLC en détectant la présencébsence de la miquélianine pour

savoir a quelle espéce appartient I'échantilloryesés;

96



Ill. Résultats

= soit directement par MS en introduction directedétection (dans un spectrometre
type triple quadripble par exemple) de la pertendatre de -176 u (perte d'un acide

uronique spécifique des flavonoid#sAgauria salicifolig.
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3. Etude phytochimique des feuilles de Tambourissa trichophylla
(TTI)

La plante Tambourissa trichophyllaBaker a été choisie pour son utilisation traditielie a
Madagascar en tant que cicatrisant et dans lestiafie de la bouche. Suite au criblage
pharmacologique mené par Serdex, I'extrgitle TTI a été choisi pour subir une étude phytochimique

approfondie.

3.1. Fractionnement de I'extrait TTI F3 et isolement des composés E, F
etG

L'objectif de ce travail sur I'extrait Tl F; était d’isoler les flavonoides majoritaires obgsriors du
screening préliminaire par CCM. Or, ceux-ci sontspbolaires que ceux dePY et ASAet se situent
dans la méme zone de polarité que la majorité al@ad de I'extrait. Dans un premier temps, nous
avons testé les techniques mises en oeuvre ABéret APY (chromatographie d'exclusion sur
Sephadex® ou chromatographie d’adsorption suresdit phase normale ou inverse) pour purifier les

flavonoides dd Tl mais ces méthodes se sont avérées inefficaces.

Nous avons donc choisi de séparer les moléculestpamatographie de partage centrifuge (CPC)
(figure Il 32). Cette technique permet de sépdasrconstituants d'un mélange entre deux phases

liquides non miscibles en fonction de leur coediitide partagecf. chapitrelv).

Le systéeme de solvant utilisé est un systéme déani la littérature pour I'isolement de flavonaide
AcOEt / EtOH / HO dans les proportions 2 : 1 : 2. Les conditionSraiires sont décrites au chapitre
Iv. La phase supérieure de ce mélange est utilisbeneqphase éluante et la phase inférieure, comme
phase stationnaifdarston et al., 1990ab].

Le suivi par CCM de ce fractionnement, présente figure 11l 31, a permis de rassembler 8 fractions
(figure 11l 31). L’essentiel de la masse de I'ektrBT| F; est concentré dans les fractions F3.6 a F3.9

qui contiennent les tanins de haut poids moléaii@ges plus polaires et les plus polymérisés).

Figure Il 30. CCM du suivi de fractionnement de I’extréit 'I.'TI. '.F3 par CPC (élu'ti.é)n : AcOEt/ MéOH /
H,O (100 : 13.5: 10) ; révélation : réactif a la vailine sulfurique).

Les fractions F3.4 et F3.5 ont ensuite été pusfiger chromatographies en phase inverse C18 sur
cartouches, associées a une unité de filtrationBlat®, eluées avec un gradient MeOH JCHpour

donner respectivement les compoBéstF.
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TTIF3
25¢
CPC,
ACOEt / EtOH / H,0 (2 :1 :2)
F3.1 F3.2 F3.3 F3.4 F3.5 F3.6 F3.7 F3.8 F3.9
Traces Traces Traces 60 mg 90 mg 50 mg >300 mg >300 mg >300 mg
VAC ELUT® cartouche C18, CC silice 70-200 pm,
élution MeOH / H,0 élution isocratique DCM / AcOEt / Ac Acétique
(50:50:1)
\
s F3.6.1 F3.6.2 F3.6.3 F3.6.4
CopposE VAC ELUT® cartouche C18 26 mg 5.5mg 12 mg o
élution MeOH / H,O

\ 4

\ 4

Composé F Compose G

17 mg

Figure 11l 31. Schéma de fractionnement de I'extrai TTI F3.

La fraction F3.6 contenait les molécules les plpslares, vraisemblablement monomeéres et/ou
oligoméres. Cette fraction a été soumise a unifraeeément par chromatographie d’adsorption sur
silice éluée par DCM / AcOEt /@ (50 : 50 : 1) pour donner le compd3é

3.1.1. Détermination de structures des composés E, F et G de Tambourissa

trichophylla

3.1.1.1. Détermination de structure du composé E
Le composé se présente sous forme d’'une poudre jaune solablkeld méthanol. Ce composé réagit
avec le réactif de Neu en affichant une fluoresegaane sous UV a 365 mn laissant envisager une
structure de type flavonoide confirmée par les deaxima a 258 et 352 nm du spectre d’absorption

UV, caractéristiques des bandes | et Il d'un flaalon

Spectrométrie de masse.
Le spectre en ESmontre un iorguasimoléculaire [M-HT am/z609 suggérant une masse atomique
de 610 u (figure 111 33).

Le spectre en ES(figure 11l 34) confirme la masse atomique caprésente les ions [M+N&a[m/z
633) et [M+K] (m/z 649). Sur le spectre MS/MS de lion [M+Na]nous observons les ions
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fragments an/z487 [M+H-146+Na] indiquant la perte d’'un désoxyhexose et 325 [M+#61

162+Nal et 324 [M+H-146-162+Nd} indiquant la perte additionnelle d’'un hexoseedt a

noter que, de facon inattendue, I'ion du fragmesitlique [146+162+Ndlest visible sur ce spectre
et constitue le pic de base (figure 11l 34). Lagireentation MS/MS de l'ion [M-H]engendre les pics
d’ions fragments @n/z 300 et 301 (respectivement ¥ et Y, dans un ratio d’environ 250 %), 271,
255, 179 ¥°A") et 151 {°A"), comparables aux fragments des compds@sD. Tous ces éléments
laissent supposer poluE une structure de type quercétin®3iglycoside et la formule brute

Ca7H3016.
[M-H]

609.4
2.5e7 | [

2.9a7

2.0e7 |

1.5a7

Intensity, cps

1.0e7 - 146 u - 162 u
5.0e6 - .
2652 277.63002 3113 \

...... e e

150 200 250 300 350 400 T Taso.  s00 550 ‘eoo  eso

e ]

S 3000 — Yo o
2 MS/MS de 609 e
3.067 ‘
2 5a7

[Yo-CH,0]"

[Yo-CH:0-CO]”

2.0e7

Inensiy, cps

1.507 |

1.0e7 |

5.0e6 |
] 151.0  179.0 |
3 ‘ PP fAP | . S | . 8 . P —
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz, amu

Figure 11l 32. Spectres de masse ESdu composé E fleOH)

6345
1.667 ;1. [M+Nal®
1.4e7 - I
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006 | - 146 u - 162 ui |
6.006 |

Intensity, cps

a0 IGEO.d

| 165.4 26542003 315 ppg 4816 |

2066 | 16 2052 0 i oers| |

, 1 oo} | | | 3976 4114 | 52165287 5455 fali] .

wmvx-.w.wm- WL VWS, N, WP S | " ettt e bl Bt Sttt o bbbl B ik P ot g
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miz, amu 3
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5.95 | 3321
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5.0e5

4.5e5

4,085

3.5e5

3.0e5 | [Yo+Na]'e
2,565 | :

2.0e5 y Al
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L. 146 u
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Figure 11l 33. Spectres de masse EStHu composé E eOH)
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Spectrométrie de RMN.

Les signaux présents sur le spectre de RMNiu compos& (figure 11l 35) dans la région de protons
aromatiques renforcent I'hnypothese de la présefueedgénine de type quercétine .En outre, nous
observons les signaux de deux protons anomériqugs.84 @, J = 7.4 Hz) et 4,38d, J = 1,3 Hz)

confirmant la présence de deux sucres.

H-1 Rha
H-1 Glu
u protons anomeriques des sucres
— T S —

DMSD-dE
H-B8 Rha

Figure 11l 34. Spectre de RMN-*H du composé E dans DMSQ.

L'analyse du spectre RMIKC montre les signaux caractéristiques de la gémieecétine : signal &
178.0 ppm du groupement carbonyle, neuf carbonatemaires (huit entre 130 et 170 ppm et up a
104.6 ppm) et cinq CH aromatiques (voir figure3d) [Ternai et Markham, 1976].

c3
T

c-10
c4

C-6 Glu

ISl
T
| |

W

3 c4 Gl
C3IRha  CiRha

C-3Glu C-2Glu

C-6 Glu

C-4 Rha

T T
ppm 150 100 50

Figure 11l 35. Spectre de RMN-**C du composé E dans DMSQ@k.
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Parmi les signaux qui ne correspondent pas a lingénous observons les signaux de dix CH
aliphatiques dont deux pouvant correspondre a admnes anomériqueé:(101.9 etéc 101.4 ppm),
un CH (dc 67.6 ppm) et un méthyleid 18.4 ppm). Le spectre HMBC de& nous indique que ces
carbones correlent respectivement avec les praoosériques &, 4,38 et 5.34 ppm. Ces éléments

confirment la présence de deux hexoses dans leas#ap

L’étude du spectre HSQC nous permet également dieirééles déplacements chimiques de protons
des sucres bien que ceux-ci soient partiellemestiésapar I'eau présente a 3.36 ppm dans le DMSO
ds (voir figure 111 37).

Les déplacements RMNC dans la région des sucres sont caractéristigniesie part, d'un
glucopyranose (C-2"”, C-3", C-4”, C-5" et C-6'respectivement ac 74.7, 77.1, 70.7, 76.6 et 67.6
ppm) dont on note la configuratioh grace a la constante de couplage typique de sotorpr
anomeériqueJ=7.4 Hz) et, d'autre part, d'un rhamnopyranose (C2-3"", C-4"", C-5"" et C-6"
respectivement a: 71.0, 71.2, 72.5, 68.9 et 18.4 ppm) en configunatigconstante de couplage du
proton anomérique H-1"J = 1.3 Hz)[Markham et Ternai, 1976 ; Senatoreet al., 2000]

Figure 11l 36. Spectre HSQC du composé E centré sua région des signaux des sucres dans DMS{p-

Par alilleurs, les corrélations HMBC observées degerotons @y 4.38 ppm (H-1"") et le carbone
situé & 67.6 ppm (C-6") ont permis de montrer que lesxdsucres sont liés en16 et d’'identifier le
diglycoside comme étant du rutinose (rhamnopyrar@sly- 6)-glucopyranoside). Le rutinose est fixé
sur la génine quercétine en position 3 comme Bidtéa corrélation HMBC entre le carbone C-3 et le

proton anomérique H-1".
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Le composéE a donc été identifié comme étant la quercétii@/Brutinoside, aussi appelé rutine
[Rastrelli et al., 1995] Cette molécule a été identifiee pour la premiéis dansRuta graveolens
(d’ou son nom) et est présente dans plus de tfanidles de plantes principalement dicotylédones.
Elle est également trés connue pour ses nombrepsEsiétés biologiques notamment anti-
cedémateuse, anti-inflammatoire, anti-thrombosiquasti-hypotensive, spasmolytique et anti-
hémorragiqu¢DNP, 2006]

Figure 11l 37. Structure de la quercétine-3O-g-rutinoside (composé E).
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3.1.1.2. Détermination de structure du composé F
Le composé- se présente sous forme d’'une poudre jaune solable ld méthanol. Ce composé réagit
avec le réactif de Neu en affichant une fluoreseerarte sous UV a 365 nm laissant envisager une
structure de type flavonoide. Son spectre UV pitésks bandes d’absorption caractéristiques d’un

flavonol a 258 et 353 nm.

Spectrométrie de masse.

Nous observons la présence sur le spectrée dE&h ion quasimoléculaire an/z593 [M-H]™ pour le
composé F. Sur le spectre MS/MS de 'iom& 593 en ES] nous observons quatre ions issus de la
fragmentation de I'ion [M-H]: m/z284 Y, ¢, m/z285 Y, , m/z255 [Y,-CH,0]™ etm/z227 [Y,-
CH,O-COTJ (figure Il 39).

La fragmentation en EStle [M+Nal de F fait apparaitre les ions {¥Na] am/z472, [Yoe+Na] a
m/z309 et [Y, +Na]+am/z310 indiquant la perte successive d'un désoxyhexd=6 u) puis d’'un
hexose (-146-162 u) (figure 11l 40).

[M-H]" s935
1.6e7 4

1.4e7 -
1.2e7 -
1.0e7 4

8.0e6 - - 146 u — 162 u

Intensity, cps

6.0e6
! 2553 2853 |
4.0e6 ! | |

|

po15. 3113 3254

T N T T I R e 1609.6631.3

’i—u«e«'-—‘..u....«.‘._..u.-.'...\..{w' \ e VLN N e ) ' b L L ik e & A

150 200 250 300 350 400 .~ 450 500 550 600 650 70
’ miz, amu

2066 1832

S, SR | IR A S v

9061 Ms/MS de 593

8.0e6-| ‘
it [Yo-CH.0]"

6.0e6 |

5.0e6 | [Yo-CH,0O-CO]”

4.0e6 |

Intensity, cps

3.0e6 27"

2066 - 2271
1.0e6 ‘
» |

| TN 1 PN w—— 1 T— il - “ PSS . - v . | - . M — . . g e - - . .
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
m/z. amu

Figure 11l 38. Spectres de masse ESHu composé F (MeOH)
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3.0e5 [146+162+Na]" 331.2 [M+Na]® s172

MS/MS de 617

[Yo+Na]'s w1 | ‘

-146 u - 162 u

Intensity, cps
A

- 146 u |

+
—— 1 [Yo+Na]® [Yi+Na]” —ai1

5.0e4 | -
185.1 243.4 | | 689.2

1691 | 227471 2710 | 2051 $151 | 3500 443.0 | 485.0 | _se94|

180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
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Figure Il 39. MS/MS de I'ion 617 du spectre ESTdu composé F (MeOH).

Spectrométrie de RMN.
L’étude des signaux RMIH de la zone correspondant aux protons de la génpegmis de mettre en
évidence la présence de substituants hydroxyles-gret C-7 sur le cycle A, grace a l'identification

d’un couplagemetades protons H-6 et H-8 du cycle A26.20 et 6.41 ppm.

La substitution du noyau B est indiquée par lagmés deux couples de doublets couplant en position
orthoaoy 7.98 (d, J = 8.8 Hz) et 7.98 (d, J = 8.8 Hz) pot2'Ht H-6" etdy 6.88 (d, J = 8.7 Hz) et
6.88 (d, J = 8.7 Hz) pour H-3' et H-5'. Ce systephd AA’, 2H XX’ sur le cycle B nous permet de
placer le groupement hydroxyle en position 4’ surcycle B. Ces données semblent confirmer les

hypotheses formulées grace a la spectrométrie guarprésence de la génine kaempférol.

Comme pour le compode (quercétine-32-rutinoside), nous observons la présence des sigdau
deux protons anomériques de sucres &.30 et 4.38 ppm ainsi que d’autres sighaux phetrednt

cachés par une trace d’eau.

Sur le spectre de RMNC du composé&, nous observons la présence de 27 signaux tréigisis a
ceux du composé F a I'exception de certains cabonaespondant a la génine ce qui confirme les

hypothéses de la masse : les moléchlesF différent par leurs génines.

Les déplacements chimiques des signaux attribuaiesy/cle B de la génine (différant de ceux du
composéE) nous permettent d'indiquer la présence d’'un cagbquaternaire aromatiquéc(121.5
ppm), d’'un carbone quaternaire aromatique portangreupement hydroxyle’¢ 160.6 ppm) et de
quatre CH aromatiques deux a deux superpogedal.5 et 115.8 ppm. L'équivalence des signaux

confirme que le groupement hydroxyle se situe editipn 4.

Nous avons comparé I'ensemble des données RMN'{C, COSY, HSQC, HMBC) du compo$é
avec celles du compog&get celles-ci ne different qu'au niveau des signduxcycle B. Le reste des
signaux et notamment les sighaux de la zone desssétant en tous points identiques, nous pouvons

identifier le compos& comme étant le kaempférol&3-4-rutinoside aussi appelé nicotiflorine.
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Figure 11l 40. Structure du kaempférol-3-O-g-rutinoside (composé F).

La nicotiflorine est une molécule courante et aigtéée de nhombreuses especes de plantes telles que
Sophora japonicd. [DNP, 2006].
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3.1.1.3. Détermination de structure du composé G
Les données analytiques du comp@s@Rf, masse molaire et fragmentation, RNMMet RMN-*3 sont

en tous points identiques a celles du comsdlé deAPY.

Le composé&s est donc I4-)-épicatéchine.

Figure Il 41. Structure de la (-)-épicatéchine (composé G).

Comme ce fut le cas pour les degauria, la présence d’'épicatéchine dans I'extraiffdenbourissa

trichophyllapermet d’'affirmer que les tanins contenus dane ggante sont des tanins catéchiques ou

proanthocyanidols.
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3.1.2. Fractionnement du lot pilote  TTI PLO02 et isolement du composé H

(application de la méthode de détanificationa  TTI)
A l'issu de cette premiere phase d'investigatiogtpbhimique, la plant&ambourissa trichophylla

été introduite dans le programme de développenefeddex.

Cela s’est traduit entre autres par le développéien méthode industrielle d’obtention de I'extrai
F3 deTambourissa trichophyll@t, par la suite, par la mise en ceuvre d’'un lateiindustriel ayant
fourni un extrait d& Tl appeléTTI PLO02

Les processus industriels mis en ceuvre pour extta® composés des plantes sont sensiblement
différents de ceux mis en place a petite échelle®textraits obtenus par ces méthodes peuvent

légerement différer.

Les caractéristiques de I'extrdifl PLO02 sont quasiment identiques en CCM a celle3teF;, si
ce n'est que la proportion de flavonoides est Egent supérieure dans le lot @€l PLO02 Cela
nous a permis d’envisager d’isoler, a partir de eefrait, d'autres molécules qui nous étaient

inaccessibles danisT| F3 car trop peu concentrées.

Pour cela, nous avons appliqué la méthode de si&pades tanins par précipitation, mise au point
pour les extraits dASAetAPY, a I'extrait TTI PLOO2 (figure Il 43).

L’extrait détanifié ainsi obtenu (environ 10 % ersse de I'extrait de départ) est fractionné sur
colonne chromatographique de silice pour élimiesrdligoméres de tanins résiduels puis & nouveau
séparé par chromatographie de partage centrifuge lda mémes conditions que celles décrites pour
I'extrait TTI Fs;. Une ultime étape de purification par HPLC sendigarative a permis d’isoler le
composéH (par élution isocratigue 30 % MeCN dans 70 % d’edditionnée de 0.1 % d’acide

formique pendant 35 mimwf. chapitrev).
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TTI PLO02
59

v

Solubilisation dans MeOH

puis stockage a 4 € pendant 3 H

Précipitation des tanins

A 4

\ 4

Filtration sur fritté - Evaporation

Précipité enrichi

Filtrat détanifié

Ajout progressif de HCCl3 (g.s.p.. 8 % de HCCls)

en tanins (~19)
(~49)

CC silice 70-200 pm,

élution DCM / AcOEt / Ac Formique

(60:50:1)

TTI Tl TTI PL002.3
PL002.1 PL002.2 470 mg
CPC,
AcOEt / EtOH / H,O (2 :1 :2)
I I I I I I I I
TTIPL1.1 TTIPL 1.2 TTIPL1.3 TTIPL 1.4 TTIPL15 TTIPL1.6 TTIPL1.7 TTIPL1.8
Traces 12 mg 21 mg 13 mg 70 mg 87 mg 92 mg 110 mg

Figure 11l 42. Schéma de fractionnement de I'extrai TTI PL0O02.

Composé
H

HPLC semi-préparative,
phase inverse C18,
v élution isocratique MeCN / H20 + 0.1 % HCOOH 30 : 70 pendant 35 min
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3.1.3. Détermination de structure du composé Hde  Tambourissa trichophylla
Le composéH se présente sous forme d’'une poudre jaune solwbie B méthanol. Ce composé
réagit avec le réactif de Neu en affichant unerfigsoence jaune sous UV a 365 mn laissant envisager

une structure de type flavonoide.

Spectrométrie de masse.
Le spectre de masse en ESI en mode négatif momianiguasimoléculaire an/z463 suggérant une
masse atomique de 464 u (figure Il 44). De plagragment an/z301 [M-H-132] démontre la perte

d’'une unité hexose et la fragmentation observée gerespondre a une génine de type quercétine.
Yo-‘
[Yo-CH20]” \
4576 | \ 00 Yor
3000 - 7.0 /

ul
g Yo-H,O-CO]~ -
& 2000 [Yo-H- ] [M-H]
= - 132 u
5 2563
E 1000 463.5
1203 3830 3805
180, 5
’ il .I..I.l,hl A ._l._L|L|_|.._LJ.L_L.1LI.I LLlJ, .lqi.l Jl il hl_l ! h:t# [ ;_._.LA_._IL_,J_.._LL.#.H.._.,_L.LJ T il ol ol ol L .|..a_l_|J.I.I.|....lu-u.L| parkay
'1EIEI 200 250 400 450 5
miz, arm

Figure 1l 43. Spectre ESI du composé H (MeOH).

Spectrométrie de RMN.
Les spectroscopies de RMN- et **C du composé révélent les signaux caractéristiques d’une

génine quercétine (voir moléculés D etE), ainsi que les six signaux d'un hexose (figutegdd et
[l 46).

H-2" H-3" H4" H-5"

H-6 H-1"

Figure Il 44. Spectre de RMN-"H du composé H dans MeOD.
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MeOD

Figure I1l 45. Spectre RMN-*C du composé H dans MeOD.

Entre les spectres RMN4 de H et A (quercétine-32-arabinofuranoside) ol (quercétine-32-
glucuronide), des différences significatives petvére détectées dans la région des protons de sucr
(4-5 ppm). Les déplacements chimiques des protonsudre ainsi que les constantes de couplage
d'environ 7 Hz entre H-3” et H-4" ainsi qu'entrél-4” et H-5" indiquent la présence d’'un

substituant glucopyranosjMarkham et al., 1978]

Les déplacements chimiques caractéristiques d'uooglyranosided¢ 77.0, 76.7, 74.3, 69.8 et 61.2
ppm pour C-2”, C-3”, C-4", C-5” et C-6") sonégalement observables sur le spectre RMNdeH
(figure 1l 46) [Vvedenskayaet al., 2004] La constante de couplage dle 7.3 Hz observée pour le

proton anomérique de suggere une liaison de configuratfpantre le sucre a la génine.

Enfin, le spectre HMBC montre une corrélation eilgrproton anomeérique du glucopyranose H-1" et

le carbone C-3 de la génine (corrélation entreef43-1").

Ces données, en accord avec celles de la littératous ont permis d’'identifier la molécidecomme

étant la quercétine-@-a-glucopyranoside plus connue sous le nom de isoifueec

Figure 1l 46. Structure de la quercétine-3O-a-glucopyranoside (composé H).

111



Ill. Résultats

3.2. Conclusion de 'étude phytochimique de TTI

L’étude phytochimique des extraits de feuillesT@enbourissa trichophyllanous a permis d’identifier
quatre composes : la ruting)( la nicotiflorine €), la (-)-épicatéchine®) et I'isoquercitrine ). Ces

composeés n'avaient jamais été décrits ni dansrneega dans I'espéce.

Nous avons choisi de retenir les compdsés et H comme traceurs pour cet extrait. Nous décidons
d’écarter le compos& ; en effet, il s’agit d'un monomeére de proanthodgals et, de ce fait, sa

teneur dans un extradle Tambourissa trichophyllpeut étre amené a varier si un quelconque
traitement de I'extrait (mauvaise condition de kbme par exemple...) entrainait une hydrolyse des

polyméres de proanthocyanidols contenus dans #liextr

Les trois flavonoides choisis ne sont pas spé@figmais leur association dans des proportions
définies peut I'étre. De plus, ces molécules sispahibles commercialement. Cela permet de pouvoir

envisager leur dosage pour un contréle quantiatifextrait.

3.3. Méthode analytique de TTI

Suite a la mise en place du développement industeig extraits ddambourissa trichophyllgar
Serdex, nous avons pu obtenir plusieurs extiailsF; provenant de lots de plantes différents (dates

et lieux de récolte différents).

Une méthode analytique par HPLC pour I'extr8itl F; a donc été mise au point dans le but de
vérifier la présence de trois composés choisis cetnateurs : les composésF etH. Les conditions
analytiques de cette méthode sont décrites autchgpiLes résultats de I'analyse HPLC des trois lots
deTTI F3, (appelés respectivement lot 0227, lot 0408td1418) sont présentés figure Il 49.

Dans les trois lots, sur les chromatogrammes obseév 340 nm (longueur d’onde d’absorption
maximale spécifique des flavonoides), nous retrpsites trois molécules choisies comme traceurs :
E, F et H avec des temps de rétention respectifs de 41,t 4 anin. Il est & noter que leurs
proportions respectives semblent également peervaris un dosage serait nécessaire pour vérifier

la reproductibilité de ces proportions d’un lotautre.

Lorsque la longueur d'onde du chromatogramme @sefia 276 nm, nous observons six pics bien
résolus (picsl a 6 sur la figure Il 49) et qui sont présents dansctim des lots. Pour que ces
composeés servent a caractériser qualitativemextrdi¢ et fournir, avec les composgésF etH, une

« empreinte » HPLC de I'extraliT| F3, ils doivent préalablement étre identifiés.

Ainsi, cette méthode analytique est une méthodaefjfacile & mettre en ceuvre en routine pour le

contrle de la qualité des extraits T@&l. Elle permet également un élargissement du nordbere
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traceurs si cela devenait nécessaire (notammentgentification des composés 1 a 6), par exemple

pour détecter une éventuelle falsification.

E
0,02100
0., 01800 5 |
0. 01500 E | TTIFs
0.01200 I 3 6 Lot 0227
0. 00500 \ 1 4
0, 00600 2 H
0,00200
0, 00000 o - | === e ————
e
o 5 10 15 0 HE 1 % 40 4% 50 55 &0
Ferention Time [minj
5

0,02667
002833 3 6 F TTIFRs 340 nm
0, 01400 1 h LOt 0408
0. 01067 4 E h 276 nm
0.00533 y 'y
0, 00000 4 :. 2 § H |
-0,00533 - | A Jll_r\.-'k_.-l I\_r\_“__m_q
=0, B106T ¥ f A

L b b b b S B b b e o b e

o 5 10 15 20 s 30 s 1 't 50 55 &0
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0,05600
NI 1 3 6 TTIF;
o, D00 E Lot 0418
0, 03200 4
0. 02400 2 H
0,01600 q' F
o.ooso -_u——"'-#r—’q

] 5 10 15 20 28 10 38 40 45 50 55 &0

Perention Time (min)

Figure 1l 47. Chromatogrammes HPLC comparés de trds lots deTTIl Fza 340 nm et 276 nm
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4. Etude phytochimique des feuilles de Embelia conc  inna (ECC)

by

La planteEmbelia concinnaBaker a été choisie par Serdex pour son utilisatiaditionnelle a
Madagascar comme antifongique et antibactérienst@’extrait F; qui a été retenu par le criblage

pharmacologique pour étre étudié phytochimiquement.

4.1. Fractionnement de I'extrait ECC F; et isolement des composés | a S

L'extrait ECC F; a subi un premier fractionnement par chromatodeapbabsorption en phase
normale sur colonne de silice éluée avec un gradiegyclohexane / acétate d’'éthyle pour donner six
fractions (F3.1 a F3.6) (figure Il 49) puis par gradient acétate d’éthyle / méthanol pour donivef ¢
fractions (F3.7 a F3.11) (figure 11l 50).

Le suivi par CCM révélée avec le réactif de Neueoréactif a la vanilline sulfurique nous a perihés
déterminer les fractions dans lesquelles se treavaies composés majoritaires ciblés lors du

screening sur CCM.

Le composé majoritaire apolaire observé sur les QEdliminaires se trouve dans les fractions F3.3
et F3.4. Ces deux fractions ont subi en parallekefthctionnements par chromatographie d’exclusion

sur gel de Sephadex® éluées au chloroforme puisélianol.

La fraction F3.3.2 a été fractionnée par chromapigie sur colonne ouverte de silice éluée par un

gradient toluene / acétate d’éthyle pour donnetrgqueactions.

Les fractions résultantes F3.3.2.2 et F3.4.3 ptasat en CCM des profils similaires et ont dore ét
rassemblées (sous le nom de F3.3.2.2). Cette draétiait trés enrichie en un composé (appelé
composd) qui a été purifié par chromatographie sur colodessilice €luée au toluene puis par CCM

préparative (élution par toluene / méthanol) padinedonner le compodé

Le composé) a été obtenu en purifiant la fraction F3.3.4 gaomatographie d’exclusion sur gel de
Sephadex® en éluant avec du chloroforme puis dhanét.Le composK a, quant & lui, été isolé de
la fraction F3.3.3 par chromatographie sur colonlee silice normale éluée par un gradient de

cyclohexane et d’acétate d’'éthyle.

La fraction F3.5, issue du premier fractionnementEKCC F3, renfermait majoritairement les
flavonoides les plus apolaires BEC F3 mais aussi de pigments chlorophylliens. Cetaéxa été
solubilisé dans un mélange chloroforme et méthanphrts égales puis un ajout progressif d'eau a
induit une précipitation des flavonoides. Le prééipinsi obtenu a été purifié sur cartouche deesil

C18 associée a une unité de filtration Vac Elut@rgipnner les composésetM.
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Figure 1l 48. Schéma de fractionnement de I'extrai F; de ECC.
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Figure 11l 49. Schéma de fractionnement de I'extrai F; de ECC (suite).
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Un fractionnement sur gel de Sephadex® de la dade3.6 a permis d’obtenir la fraction F3.6.2 qui

présente un composé majoritaire appelé composé

Enfin, la fraction F3.6.3, qui contenait majorititent les flavonoides de I'extrait BEC F3, a subi
des fractionnements successifs par filtration slirdg Sephadex® puis une phase de purification par
HPLC semi-préparative pour donner les comp@3¢B, Q, etR (conditions expérimentales décrites

au chapitrey).
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4.2. Détermination de structures des composés | a L isolés des sous-
fractions apolaires de ECC F;

4.2.1. Détermination de structure du compose |
Le composé a été obtenu sous forme d’'une poudre blanche dmpgoluble dans le chloroforme et
dans les solvants apolaires. En CCM, il présengecoforation violette aprés révélation au réactd a

vanilline sulfurique et il réagit positivement aéactif Liebermann-Burchard, suggérant ainsi une
structure de type triterpénique.

Spectrométrie de masse.

L’hypothése d’'une structure de type triterpéneétayée par I'étude en spectrométrie de masse du
composd.

Sur le spectre de masse en impact électroniqueetEmode positif du compodé nous observons
I'ion moléculaire M¢ a m/z 426. Le spectre El nous apporte également desmations sur la
structure de ce composé. En effet, en plus du @i€ieh moléculaire, nous observons la présence
d’autres ions, caractéristiques d’un réaction g tsétro Diels-Alder sur un triterpéne possédaset un
insaturation (figure Il 51) : un ion@/z302 et le pic de base du spectrma/a204.
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soo 345 135.3 287.4 oos
28 133.3
20- 85.3
= 69.6 | 147.3
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Figure 11l 50. Spectre de masse en El en mode pasitiu composé | (HCCE).
Cette fragmentation est caractéristique d'une imadibn en position 14-15 d'un triterpene

pentacyclique orientant vers une structure de tgpexaréne A [Budzikiewicz et al., 1963] Elle
est illustrée a la figure suivante.
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HO’ !H ll m/z 426

Pic de base m/z 204

Caractéristique des cycles D et E
d'un taraxaréne

retro Diels-Alder

‘ -124u

@ €]

| - Me | -H0
=z | — = | —En miz 269

HO HO
m/z 302 m/z 287 .

Figure Il 51. Fragmentation par EIMS et réaction de retro Diels-Alder sur un taraxaréne d'aprés
Budzikiewicz et al. .

L'ion 302 provient directement de la décompositpam réaction de rétro Diels-Alder du cycle D d'un
taraxarene. Cet ion est accompagné d'un iamWzZ287 formé par la perte du groupement méthyle en
C-8[Misra et al., 1984]et d'un autre ion di une perte d® (m/z269), indiquant que les cycles A, B

et C portent un groupement hydroxyle, probablerearnosition C-3 pour des raisons biogénétiques.

Le pic de basenf/z 204) est également caractéristique et dérive gele D et E. Cet ion est
accompagné d’'un autrera/z 189 [204-Me] témoignant d’'un réarrangement ayaovgqué la perte

du méthyle en position Budzikiewicz et al., 1963]

On peut ainsi envisager la formule brutgHz,O pour le composé, soit 6 degrés d’insaturation,

compatible avec un triterpene pentacyclique.

Spectrométrie de RMN.
Le spectre de RMNH du composé présente huit signaux de méthyle formant des &itgentre 0.8

et 1.2 ppm confirmant la présence des huit méttd/las squelette triterpenique (figure Il 53).

Nous observons également la présence du signal gfaupement hydroxyle &; 3.19 ppm et le
signal d’un proton oléfinique &, 5.53 ppm dd, 3.2, 8.2) que nous pouvons situer en positiogrdbe

aux éléments apportés par la spectrométrie de masse
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Me-27
B
Me-25| Me-30
Me-29 P
Me-23__ \ Me-24
Me-26 Vo2

M,

ifigure i 5'_2.' -Spectre de RMN-H de I dans CDCEE.

Les 30 signaux du spectre de RMI& du composé (figure Ill 54) confirment la présence d’un
triterpene avec sept méthyles dont I'expérience E&Qpermis de définir les corrélations protons.
Pour des raisons bhiogénétiques, sur un taraxameeee, méthyles sont portés par les carbones
quaternaires C-4 (Me-23& 28.0 /oy 1.0 ppm et Me-24 &c 15.5 /6y 0.82ppm), C-10 (Me-25 &
15.4 /64 0.94ppm), C-8 (Me-26 & 25.9 /oy 1.12 ppm), C-13 (Me-27 & 29.9 /oy 0.92 ppm), C-17
(Me-28 adc 29.8 /oy 0.84 ppm) et C-20 (Me-29& 33.4 /oy 0.97 ppm et Me-30 & 21.3 /6y 0.92
ppm)[Chaturvedula et al., 2003 ; Laphookhiecet al., 2004]

Par ailleurs, la double liaison est confirmée pgprésence d’'un carbone quaternaire oléfinique &-14
oc 158.1 ppm et du CH oléfiniqued 116.0 /oy 5.53 ppm. La position de cette double liaison est

confirmée par I'observation des corrélations HMBiGure Il 55).

Le déplacement chimique du €l Jc 79.0 /5y 3.20 ppm confirme la présence d’'un groupement
hydroxyle. Les signaux caractéristiques du CH esitjpm 5 adc 55.3 /4 0.70 ppm montrent que la

décaline A/B est ungans-décaline.
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Me-26

Figure 11l 53. Spectre de RMN**C de | dans CDC}.

Toutes les valeurs de protons et carbones onrétiefent attribuées par I'analyse des spectres HSQC
et HMBC du composé |. L'observation de couplagksc et 3J_c du spectre HMBC & partir des

méthyles permet d’élucider la structure du composé

Figure 1l 54. Principales corrélations observéesig le spectre HMBC du composé |.
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Les valeurs des constantes de couplage entre He3 @rotons H-2dd, J = 4.6 Hz,J = 11.2 Hz)
impliquent un couplagérans-diaxial entre H-3 et le protoaxial de H-2 permettant de placer le

groupement hydroxyle OH-3 en positi@équatoriale

Finalement, les corrélations observées sur le spDESY du composé | nous ont permis de définir
la configuration spatiale du compdséen effet, nous observons des couplages NOESHréigl 57)
entre le proton H-3xial et les protons du Me-23 ainsi que le t&al qui couple lui-méme avec H-9.
Enfin, les couplages NOESY entre Me-24 et Me-25;28eet Me-26, Me-26 et H-18, H-18 et Me-30

et Me-28 permettent de placer ces groupements stigoaxiale.

Figure 111 55. Principales corrélations observéesiy le spectre NOESY du composé I.

Ainsi, en accord avec les données de la littéranmas pouvons identifier le composé | comme étant

le 14-taraxerens{8ol ou taraxérol.

Figure 11l 56. Structure du 14-taraxéren-38-ol (composé ).
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4.2.2. Détermination de structure du composé J
Le composél se présente sous forme d’une huile rougeétret Baable dans le chloroforme et les
solvants apolaires. Révélé en CCM par pulvérisatiervanilline sulfurique, ce composé prend une

teinte rouge terne.

Spectrométrie de masse.
Le spectre de masse ESlu composél montre un ion am/z 341 [M-H]" indiquant une masse

moléculaire de 342 u et laissant envisager la ftarhrute GsHs 0, (figure 111 58).

La fragmentation de l'iomuasimoléculaire engendre la formation de deux iongrfrants an/z 122
etm/z135.
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Figure 11l 57. Spectre de masse ESIdu composé J (MeOH).

Spectrométrie de RMN.

Le spectre RMNH du composé présente neuf massifs de signaux (figure 11l 59).

Dans la zone des signaux des protons aromatiqoas, abservons deux signaux correspondant aux
protons d’'un cycle aromatique : un doublei,s6.26 ppm J= 2.2 Hz) intégrant pour deux protons et
un triplet a 6.19 ppmJE 2.2 Hz) intégrant pour un proton.

Nous pouvons en déduire que nous sommes en prédamceycle aromatique trisubstitué dont les

protons sont situés en positioretales uns par rapport aux autres.
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Dans cette zone, se situe également le signal rddtiplet, entredy 5.31 et 5.45 ppm intégrant pour

six protons oléfiniques.

Les six autres massifs se situent dans la zone¢ens aliphatiques. Nous observons un signal
intégrant pour quatre protons et formant un triplét 2.83 ppm J= 5.4 Hz), et un multiplet intégrant
pour quatre protons entre 2.03 et 2.14 ppm airisingautre multiplet intégrant pour huit protons4.2
et 1.41 ppm.

En outre, le spectre RMMNH du composé présente un signal .00 ppm intégrant 3 H et formant un

triplet J= 7.5 Hz), caractéristique d’'un groupement éthyle.

Enfin, nous observons la présence d’'un triplét;2.50 ppm J= 7.3 Hz) intégrant pour un proton
couplant avec un quintupletdy 1.59 ppm intégrant pour deux protons égalementcd®éait, nous
pouvons supposer qu'il s'agit de deux GFune chaine aliphatique en position respectiveme 5

d’'un groupement électroattracteur (cycle aromatmweouble liaison par exemple).

H-15'
H-8'
i eI
H-4 H-11' 600 1.550
H-6 H-12' :
H-14' ||
; |
H-2 H-13 |
H-10' |
L i B I '._' ._'.' '_I...I.I I_?._I_I ||
g Lo T | R =l T Tk
i 5400 5350
\._ ..." 2850 2800
L \
S ) )
T T T

Figure 11l 58. Spectre de RMN-"H du composé J dans CDGlI

Sur le spectre de RMNC du composé (figure 11l 60), nous distinguons les six carboxas cycle
aromatique. D’une part, deux signaux de CH aromasqgsuperposés & 108.0 ppm et un CH
aromatique @c100.1 ppm corrélant en HSQC avec les trois profmomatiques respectivemend,a

6.26 et 6.19 ppm et, d'autre part, trois carbonaatarnaires dont deux superposés dont les
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déplacements chimiques révélent que les substiuduntcycle aromatique sont deux groupements

hydroxyles §c 156.6 ppm) et une chaine carbon&el@6.1 ppm).

La superposition des signaux des carbones quatesneonfirme la tri-substitution emetaet nous
permet de placer les groupements OH en positian3l lee cycle aromatique du compakést donc

un noyau résorcinol.

Cing signaux de carbones oléfiniques sont présarite 125 et 140 ppm. Le spectre HSQC indique
gu'ils correspondent aux six protons oléfiniquesqgee donc, deux signaux de carbones sont

superposeés. Ainsi, ces six signaux représentestdoubles liaisons.

Nous notons également la présence de hujte@tie 20 et 36 ppm et d'un GEJc 14.3 ppm.

Figure 11l 59. Spectre de RMN-°C du composé J dans CDGI

Ainsi, de I'étude des spectres de RMet RMN-3C, nous pouvons déduire que le compbgét un
résorcinol substitué en position 5 par une chalndeanon ramifiée a 17 carbones et comportanstroi
doubles liaisons, ce qui est en accord avec lesnrdtions apportées par le spectre de masse. &n eff
le pic de base du spectre MS/MS du compb@eSI ™) am/z135 [CH1e-H]™ correspond a la rupture
de la chaine alkyle en d’'une double liai$Snozuki et al., 1997]; le pic am/z123 correspond a l'ion
dihydroxytropylium [GHs(OH),] ", (figure 11l 61)[Kozubek et Tyman, 1999 ; Wuet al., 2002]

125



Ill. Résultats

OH

s-----miz 135

HO

m/z 123----+ ]

Figure 1l 60. Fragmentation du composé J observésur le spectre ESF.

Les corrélations HMBC (figure 11l 62) entre les loanes C-4 et C-6 et les protong &2.50 ppm nous
permettent d’identifier le CHL’ (Jc 35.8 /4 2.50 ppm). Les carbone C-1' et C-5 présentent des
corrélations avec les protongial.59 ppm permettant d’'identifier le G2’ (¢ 31.0 /4 1.59 ppm)

(figure Il 63 A).
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Figure 1l 61. Spectre HMBC du composé J.

Les corrélations HMBC a partir du Gkerminal conduisent a distinguer trois sous-unéidiques
successives ainsi que de placer les doubles |migotne les positions 8’ et 9', 11’ et 12’ et 14'1&’
(figure Il 62 B). Les signaux de RMNH des quatre CHdes positions 3’, 4’, 5 et 6 étant
superposés, nous ne pouvons les distinguer etlesrg de sont interchangeabl¢Shaturvedula et

al., 2003]
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Figure 1l 62. Principales corrélations HMBC du composé J.

La stéréochimie des doubles liaisons a été détéarém observant la différence entre le déplacement
chimique des carbones ardes doubles liaisons et le déplacement chimiqulewts analogues dans

la méme chaine carbonée saturée et non en sentédéraconstantes de couplage car les sighaux sont
superposés (dans le cas contraire, les constaatesuplages observées seraignt 6 Hz pour une
liaison(Z) etJ ~ 12 Hz pour une liaisofk)).

Les CH d’'une chaine carbonée saturée ont des déplacecteantgjues compris entre 20 et 30 ppm
dans CDdJ. Le déplacement des valedgsdes CHallyliques de quelques ppm vers les hauts champs
indique une configuratio(Z) de la double liaisofSuzuki et al., 1996 ; Lundet al., 1997 ; Suzukiet

al., 1997]

Ainsi, nous identifions le composd comme étant le 5-(8),11'(2),14'(Z)-heptadécatrienyl)
résorcinol. Cette molécule a déja été isoléPliedendron scanderet est rapportée pour la premiére

fois dans le genrEmbelia

Figure 1l 63. Structure du 5-(8'(2),11'(2),14'(Z)-heptadécatrienyl) résorcinol.
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4.2.3. Détermination de structure du composeé K
Le compos&K se présente sous forme huileuse. Il est soluble #amrhloroforme et les solvants
apolaires. Révélé en CCM par pulvérisation de limaikulfurique, ce composé prend une teinte rouge

roseé.

Spectrométrie de RMN.

Tous les spectres de RMN du compéséfigure Il 65) présentent d'importantes similitiedavec
ceux du composd (5-(8'(2),11'(2),14'(Z2)-heptadécatrienyl) résorcinol). En effet, nous pmmsv
observer tous les signaux correspondant a la ctadkyde non ramifiée a 17 carbones avec trois
doubles liaisonscf. paragraphe 4.2.2). Cependant, les signaux comdapd au noyau résorcinol (six
carbones aromatiques et trois protons aromaticaea) absents. Toutefois, nous notons la présence,

sur le spectre de RMNC, du signal d’un carbonyles 180.5 ppm.

Signal du carbonyle

Figure Il 64. Spectres de RMNH (A) et de RMN-3C (B) du composé K dans CDG|

Ainsi, grace a ces éléments et aux données deelstregmétrie de masse, nous pouvons établir la
formule brute GgH30O, pour le composK. Les deux oxygenes appartiennent & un acide cgigos

et, les données spectrales concordant avec cellesldtérature, nous pouvons identifier le congos
K comme étant I'acide(2),12(Z),15Z)-octadecatriénoique ou acide linolénique, acids gssentiel
[Vatéle et al., 1998 ; Cacet al., 2007]

128



Ill. Résultats

18 16 15 13 12 10 9 7 5 3

17 14 11 8 6 4 2

Figure 11l 65. Structure de I'acide linolénique (canposé K).
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4.3. Détermination de structure des composés L et M par LC-MS.

Les composéd et M se présentent chacun sous la forme d'une poudree jgoluble dans le

méthanol.

llIs montrent tous deux des profils de spectre Ukacigristiques des flavonoides avec des absorptions
maximales respectives dans le méthanol de 245 @®0ehm pout et de 265 nm et 365 nm palr.

En CCM, le composé présente un Rf et une fluorescence jaune a 36@pras pulvérisation par le
réactif de Neu) identiques a la quercétine. LetRé& dluorescence verte (UV 366 nm, réactif de Neu)

du composé sont identiques a ceux du kaempférol.

Nous avons donc choisi de comparer en LC-MS lend@es analytiques des compotést M avec
respectivement les témoins quercétine et kaempféoolditions chromatographiquesf: chapitre v).
Les temps de rétentiong)t les masses (respectivement 302 et 286 poet M) se sont révélées

identiques aux deux témoins.

Les figures Ill 67 et 11l 68 et le tableau Ill 2§sentent les ions obtenus par fragmentations MS/MS

des composés L et M et des témoins.
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Figure 11l 66. A. Fragmentation MS/MS de I'ion m/z 301 [M-H]~ du témoin quercétine (ESt, trappe d'ion,
MeOH). B. Fragmentation MS/MS de l'ion m/z 301 [M-H]~ du composé L (ESI, triple quadripdle,
MeOH).
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Figure Ill 67. A. Fragmentation MS/MS de I'ion m/z 285 [M-H]~ du témoin kaempférol (EST, trappe
d’ion, MeOH). B. Fragmentation MS/MS de I'ion m/z 285 [M-H]~ du composé M (ESI, triple quadripdle,
MeOH).

Tableau Il 2. Récapitulatif comparatif des ions oltenus en EST-MS/MS par la fragmentation de [M-H]~
des composés L et M et des témoins quercétine eekapférol.

Témoin Composé Témoin Composé
quercétine L kaempférol M
Type de spectrométre utilisé T&{;\igﬁe quggﬁ:)eél e Trappe d'ion quggﬁ:)eél e
m/z m/z
[M-H]™ 301 301 285 285
[M-H-CO]~ 273 - 257 -
[M-H-CH,0]" 271 - 255
[M-H-CO,]” 257 - 241 241
[M-H-H,0-CO]" 255 - -
[M-H-2CO]~ - 229 -
[M-H-CH,0O-CO]" - 243 - 227
[M-H-CO,-CO]J]"~ 229 213 213
[M-H-H,0-2CO]" - 227 - -
[M-H-C;H,0-CO,]" - - 199 -
;M—H—cycle B]” 193 - - -
A" 179 179 - -
Y- 151 151 151 151
12AT-C0O-CO, 107 - - -

Nous retrouvons pour les compodeet M les fragmentations des témoins quercétine et kioip
respectivement (avec notamment les ions caradgrst %A et **A7). Cependant des différences de
2 unités sont observables pour certains ions (& dans le tableau Il 2). Cela peut s’expliquarlp

fait que les spectres des témoins et des composéd ont été enregistrés sur des spectrometres de
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masse différents : la quercétine et le kaempfambeté fragmentés sur un appareil muni d’'une trappe
d’ions («ion trap ») alors que. etM ont été fragmentés sur un appareil a triple gpatide Rijke
et al., 2006]

Nous avons donc identifiée comme étant la génine flavonol quercétindletomme étant la génine

flavonol kaempférol.

OH
OH
HO @)
OH
OH O
Figure 11l 68. Structure de la quercétine (composd.)
OH
HO @]
OH
OH O

Figure 11l 69. Structure du kaempférol (composé M)
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4.4. Détermination de structure du composé N.

Le composéN est le composant majoritaire de la fraction F3i§sZe du fractionnement de I'extrait
ECC F.. Il présente une fluorescence bleue en observatRs6 nm apres révélation avec le réactif de
Neu suggérant la présence d’'un acide phénoliquet & CCM aux cbtés de divers témoins d’acides
phénoliques (acide caféique, acide chlorogénigideacoumarinique et acide férulique) : il monte |

méme Rf que I'acide chlorogénique.

Nous avons choisi de tenter une identification eece@mposé par LC-UV(DAD)-MS sans isolement
préalable (identification dite @n line»). Les conditions chromatographiques employéat décrites

au chapitrer.

Le profil du spectre UV du composé N montre desimaxd’absorption a 222 et 216 nm avec un
épaulement & 290 nm ce qui correspond aux donnéa#tesd dans la littérature pour les dérivés
d’acide caféiquéClifford, 2003]. Le spectre de masse en ionisation APCI réalisé@rsspectrometre
muni d’une trappe d’ion (kon trap») du composé N est présenté figure Il 71.

[M-H]
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Figure Il 70. Spectre de masse du composé N et spes MS/MS et MS (APCI")
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Le composéN a une masse de 354 u comme l'atteste, sur lerepaETtAPCr, la présence de l'ion a
m/z 353 [M-H]". Cette masse peut correspondre a quatre acidésybgiiniques : I'acide ©-
caféoylquinique, l'acide ®-caféoylquinique, l'acide 4-caféoylquinique et lacide B
caféoylquiniqgue (numérotation IUPAUPAC, 1976]). Les fragmentations en masse de ces quatre
isoméres ont été décrites par Cliff@dal. (dans les mémes conditions, ionisation AP€l analyseur

ion trap) :

= J'acide 3-O-caféoylquinique présente un pic de base en M82zd 91 et un pic an/z

179 relativement intense (environ 50 % du pic deepa
= J'acide 4-O-caféoylquinique présente un pic de base en M&2473 ;

= |es acides 13-cafféoylquinique et ®-caféoylquinique présentent les mémes spectres
MS2 & savoir un pic de baserdz191 et un ion trés faible a indétectable (>5 %pidude
base) an/z179 et sont différenciables par leur temps dentiéte [Clifford et al., 2005]

Ainsi, la description des spectres des acid€schfféoylquinique et ®3-caféoylquinique correspond
a celle du compogd. La coélution de ce composé avec le témoin aci@ecaféoylquinique ou acide
chlorogénique en LC-MS nous permet de l'identiitemme étant I'acide chlorogéniq{@€lifford,
2003 ; Clifford et al., 2005]

OH
OH

Figure 11l 71. Structure de I'acide chlorogénique €omposé N).
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4.5. Détermination de structure des composés O a R isolés des sous-
fractions polaires de ECC F3.

4.5.1. Détermination de structure du composé O
Le composéO se présente sous forme d’'une poudre jaune solibie B méthanol. Ce composé
réagit avec le réactif de Neu en présentant unerdicence jaune sous UV a 365 mn laissant

envisager une structure de type flavonoide.

Spectrométrie de masse.

La masse moléculaire de 448 u a été déterminéd’'gpa@men du spectre de masse en ESl
composéO qui présentait un ioguasimoléculaire an/z447 [M-HT . De plus, le fragment i&/z 301
[M-H-146]" démontre la perte d’'une unité désoxyhexose aalgnfentation peut correspondre a une
génine de type quercétine (figure 11l 73). En effetus observons la présence des ions caractéestiq
de cette géninef. tableau Il 2). De plus la présence de l'iogieYconforte I'hypothese de la présence
d’'un flavonol et le rapport des abondances relatemetre Y / Yo d’environ 250 % indique une

liaison osidique en position 3 de la génine.

Yo-H-CH,O] ___
3911 [Yo ] /1.0 _
300.0 — Yoo
3000 [Yo-H-H,0-COJ” i
§ T~ 2554 Yo 146 [M-H]™
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£ 2000 2431 < 4471
5 236. | 317.3
= | | J | p 5.5
' ' L234.1 B30 3351 \ 39611 438
3 N i X T T | | 1 | #38. "
ol i ILJ Jj_lur'- ff._mL}i__lumuL,hl ﬂuh.'umum[u. I I TR
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Figure 1l 72. Spectre de masse ESldu composé O (MeOH)

Nous avons réalisé des chromatogrammes HPLC du asi ainsi que du témoin quercitrine :
quercétine-3-rhamnopyranoside (conditions chromatographiques chapitre v). La coélution du

composéD avec la quercitrine permet d’envisager qu'il stalg la méme molécule.

Afin de confirmer les éléments d’identificationstturale apportés par la spectrométrie de masse et
'analyse HPLC, notamment la configuration du cadanomérique nous avons réalisé un spectre de
RMN-'H du compos®.

Spectrométrie de RMN.

Le spectre de RMNH du composéO (figure Il 74) confirme les informations apportépar la
spectrométrie de masse en montrant, entre 6.122gbpfn , les signaux de la génine quercétife (
détermination structurale des composé D et E) ainsi que les signaux caractéristiques d’'un
rhamnopyranoside : le signal d’'un groupement métfift6™") formant un doublet a4 0.94 ppmd, J

= 6.0 Hz), deux multiplets &, 3.35 et 3.40 ppm (respectivement H-5" et H-4't) deux signaux
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formant des doublets dédoublé$,a3.75 ppm dd, J = 9.1 Hz,J = 3.3 Hz) pour H-3" et 4.21 ppm
(dd, J = 3.3 Hz, J = 1.7 Hz) pour H-2". Enfin le protamomérique est observablea5.35 ppm et
forme un doublet de constante de coupldge 1.7 Hz attestant de la configuratiande la liaison

anomeérique.

A et B : signaux caractéristiques du rhamnopyranoside B H-6"

H-2"

A

L L L L O O B I
ppEm20 410 4.00 3.00 3.80 370 3.60 3.50 3.40

H-1"

\‘*—- ) ey N

Figure 1l 73. Spectre de RMN-H du composé O dans MeOD.

Ainsi, la présence de la quercétin®3x-rhamnopyranoside, également appelée quercitrine es

confirmée dang&CC.

Figure Il 74. Structure de la quercétine-3O-a-rhamnopyranoside (composé O)
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4.5.2. Détermination de structure du composé P
Le composé se présente sous forme d’'une poudre jaune solabkeld méthanol. Ce composé réagit
avec le réactif de Neu présentant une fluoresceade sous UV a 365 mn laissant envisager une

structure de type flavonoide.

Spectrométrie de masse.

La masse moléculaire de 418 u a été déterminéte spectre de masse en E8uU composé qui
présentait un iomuasimoléculaire an/z 417 [M-HJ". De plus, le fragment &n/z 285 [M-H-132T
démontre la perte d’'une unité pentose et peut gporere a une génine de type kaempférol (figure Il
76).
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Figure 1l 75. Spectre de masse du composé P (ESMeOH)

Spectrométrie de RMN.
En raison de la trés faible quantité de produienbe (< 2 mg), les spectres de RMN du compbsé
ont été enregistrés sur un appareil fonctionnamefréquence de 500 MHz équipé d’'une cryosonde

permettant d’obtenir un tres bon rapport signalflaud’améliorer la résolution.

L'analyse du spectre de RMM du composé a confirmé la présence des signaux des prototes de
génine kaempférol ainsi que la présence du signaraton anomérique d’'un sucreéa5.15 ppm d,
J=6.4 Hz).

Les déplacements des autres protons de ce sudreaaotéristiques d’'un arabinosk 8.91, 3.65,
3.81, 3.43 et 3.78 pour, respectivement, H-2”, 'H-B-4" et les deux protons H-5")[Agrawal,
1992] De plus, la constante de couplage entre H-24-8t" de J = 8.2 Hz indique une configuration
trans-diaxiale, alors que la constante de couplage entre Ht3H-4” (J = 3.2 Hz) implique une

orientationaxial-equatorial c'est-a-dire la configuration d’un arabinopyran{fgure Il 77).
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e H IH

H-5'
H-2'

H-8
H-1"

Figure Ill 76. Spectre de RMN-*H du composé P dans MeOD.

L'analyse des 20 signaux du spectre de RNMBDIdu compos® a indiqué dans I'ensemble une forte
similitude avec celui du compode (kaempférol-30-rutinoside), a I'exception de la région des
signaux des sucres. Les signaux en dehors derégtt ont confirmé que la génine du compBsé
est & nouveau du kaempféfdernai et Markham, 1976]. Les signaux de RMRC de la région des
sucres sont caractéristiques d’un arabinés&1.3, 72.6, 67.6 et 65.4 ppm pour respectivemeit,C
C-3”, C-4” et C-5") [Agrawal, 1992]
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Figure 11l 77. Spectre de RMN-°C du composé P dans MeOD.
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La forme pyranose est confirmée par le déplacegt@ntique du carbone C-4'6£67.6 ppm contre ~

85 ppm dans le cas d’'une forme furandgsgyawal, 1992].

Le doublet de constante de coupldge 6.4 Hz formé par le proton anomérigue 103.0 /oy 5.15

ppm) indique une orientation @xial du proton et de ce fait une liaison/eavec la génine.

L'attribution compléete des signaux a été réaliséa panalyse des spectres de corrélations
homonucléaires COSY et hétéronucléaires HSQC et EMBpar comparaison avec des données de
la littérature. Le spectre HMBC a, en outre, peraessituer la liaison du sucre sur la génine en
montrant clairement le couplage du proton anoméridw pentose (H-1") avec le carbone C-3 de la

génine.

Le composé est donc identifié comme étant le kaempfér@-B-arabinopyranoside.

Figure 11l 78. Structure du kaempférol-3-O-g-arabinopyranoside (composé P).
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4.5.3. Détermination de structure du composé Q
Le composéQ se présente sous forme d’'une poudre jaune solwbie B méthanol. Ce composé
réagit avec le réactif de Neu présentant une fhgenece verte sous UV a 365 mn laissant envisager

une structure de type flavonoide.

Spectrométrie de masse.

Les ions présents sur les spectres de masse etieESbmposéR et Q sont absolument identiques,
seules different les intensités relatives des wiffts ions (figure 11l 80). La spectrométrie de smas
nous permet donc a nouveau d’envisager pbune structure du type kaempfé@ipentose, isomere

du composé®.
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Figure 1l 79. Spectre de masse du composé Q (ESMeOH)

Spectrométrie de RMN.
Pour Q et R, comme précédemment pour le compBsées spectres RMN ont été obtenus sur un

appareil fonctionnant a une fréquence de 500 MHipégd’'une cryosonde pour améliorer le signal.

L’analyse du spectre de RMNE (figure Ill 81) a indiqué dans I'ensemble unetéosimilitude avec
celui du compos®, a I'exception de la région des signaux des suties signaux en dehors de cette

région ont confirmé que la génine du complisgst a nouveau du kaempférol.

Les signaux RMNSC et RMN*H de la région des sucres sont absolument idertiqueeux du

composéB (quercétine-3-a-arabinofuranoside).
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Figure 11l 80. Spectre de RMN-*3C du composé Q dans MeOD.

Le signal du proton anomérique apparait comme wibldbde constanté = 0.4 Hz, impliquant une

anomérie de configuratian

L’attribution compléte des signaux carbones etqrsta été réalisée a l'aide des spectres HSQC et

HMBC et I'ensemble de ces données nous permetdiétia structure deQ comme étant le

kaempférol-30-a-arabinofuranoside ou euglanine.

Figure 11l 81. Structure du kaempférol-3-O-a-arabinofuranoside (composé Q).
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4.5.4. Détermination de structure du composé R
Le composér se présente sous forme d’'une poudre jaune sotidrie le méthanol. Ce composé
réagit avec le réactif de Neu en présentant urnedicence verte sous UV a 365 mn laissant envisager

une structure de type flavonoide.

Spectrométrie de masse.

La masse moléculaire de 432 u a été déterminéke gpectre de masse en E§li présentait un ion
quastmoléculaire am/z 431 [M-H]". De plus, le fragment le plus abondaniné& 285 [M-H-146T
démontre la perte d'une unité désoxyhexose et sgplaoprésence d'une génine kaempférol (figure
[ 83).
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Figure 1l 82. Spectre de masse du composé R (ESMeOH)

Spectrométrie de RMN.
Sur le spectre de RMMH4 du compos& (figure 1l 84), nous retrouvons, comme dans le das
composésQ et P, les signaux caractéristigues de la génine kaewipfée signal du proton

anomeérique du sucre est également visildlg®40 ppm.

H-6' H-6"

H-2'

H-8

Figure 11l 83. Spectre de RMN-'H du composé R dans MeOD.
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Comme dans le cas du composé P, les signaux due ssont caractéristiques d'un
rhamnopyranoside dont la liaison anomérique esiositiono (constante de couplage entre H-1" et
H-2" de J=1.6 Hz).

Les 20 signaux RMNEC du spectre du compos€ (figure Il 85) confirment que nous sommes en
présence des signaux caractéristiques d’'une géammpférol et d’'un rhamnopyranoside. Ces deux
éléments sont liés par une liaison osidique ertipass de la génine comme l'atteste la corrélason

le spectre HMBC d& entre le proton anomeérique H-1" et la carbone.C-3

gy
. G5

-

c-g|c-22 C-5|C-3

Figure Ill 84. Spectre de RMN-*C du composé R dans MeOD.

L'ensemble de ces données nous permet d'étaldirdature d&k comme étant le kaempférol€-a-

rhamnopyranoside, également appelé afzéline.

Figure 1l 85. Structure du kaempférol-3-O-a-rhamnopyranoside (composé R).
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4.6. Conclusion de I'étude phytochimique de Embelia concinna

L’étude phytochimique de I'extraft; de Embelia concinnaa permis de renforcer la connaissance
phytochimique de cette plante. Dix composés ontideétifiées dans cet extrait : taraxérd), (5-
(8'(2),11'(2),14'(Z2)-heptadeécatrienyl)résorcinal)( acide linoléniqueK), quercétinel(), kaempférol
(M), acide chlorogéniqueN(, quercitrine Q), kaempférol-30-4-arabinopyranosideP], euglanine
(Q) et afzéline R).

La présence des génines libres quercétine et kaeohpfans I'extraitECC F; est en accord avec
l'identification des flavonoides glycosylés de egtrait dont les génines sont soit la quercétirielso

kaempférol.

Le composé peut étre utilisé comme traceur spécifique puisgla, a notre connaissance, été décrit

dans aucune espeéce de la famille Mgssinaceae

Les traceurs flavonoidiques dont certains sontodigles commercialement (compo4édv, N etO)

seront préférés pour les dosages de I'extrait.
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IV. Conclusion et perspectives

La flore malgache est I'une des plus riches au re@igpossede de nombreuses plantes utilisées escimed

traditionnelle. Parmi elles, quatre plantes orttlfabjet d’'une étude phytochimique approfondie.

Cette étude s’inscrit dans le cadre des travauredeerche de I'équipe Recherche et Développement de
Serdex, division de Bayer Consumer Care. L’objetit I'identification de molécules, le développarmde
techniques analytiques destinées a optimiser tzerebe sur ces plantes et la mise en évidenceffdeedis

traceurs spécifiques en vue du dosage des exdmiss plantes.

En effet, la détermination de la composition chineigl’'un extrait végétal, la mise en évidence d'éwelfes
spécificités et le contréle de sa qualité sont éepes préalables cruciales au développement at a |

commercialisation de cet extrait qui nécessitemile en place de méthodes d’analyse spécifiques.

Nous avons présenté les résultats de I'étude phiybique des quatre plantégauria salicifolia Hook.f. ex

Oliver, Agauria polyphylla Baker, Tambourissa trichophylla Baker etEmbelia concinna Baker.

Agauria salicifolia et Agauria polyphylla. La mise en place de techniques chromatographiques
classiques de fractionnement des extraits de ésudieAgauria salicifolia Hook.f. ex Oliver etAgauria
polyphylla Baker a conduit a lisolement et lidentificatiodiun flavonol de Agauria salicifolia: la
quercétine-32-glucuronide (miquélianine))) ainsi que de trois molécules dgauria polyphylla: deux
flavonoides, la quercétine@-arabinofuranoside (avicularin\)) et I'épicatéchine B) et un triterpéne

pentacyclique, le lupéo().

Cette premiere étape a permis de mettre en évidarme@sence de proanthocyanidols dans ces esgeéces
genreAgauria. Ces espéces ont d’ailleurs été étudiées en @larah raison de leur grande parenté. Nous
avons réalisé une étude comparative par LC-MS deraposition des fractions flavonoidiquesAtguria
salicifolia et Agauria polyphylla. Cela a abouti a l'identification en line» c'est-a-dire sans isolement
préalable de 8 composés de type flavonols glycesylé quercétine-8-galactoside (hypéroside), la
quercétine-32-glucoside (isoquercitrine), la quercétin®@dhamnoside (quercitroside), la génine
guercétine, le kaempférolQ-arabinopyranoside, le kaempférol=Barabinofuranoside, le kaempférols-

rhamnoside (afzéline) et le kaempféroB3glucuronide.

Cette étude démontre I'efficacité de la techniglamalyse que sont la LC-MS et la LC-M®ans ce cas
précis ou les techniques chromatographiques n'avdignné que peu de résultats, la LC-MS appliquée a
flavonoides a permis d’identifier plus rapidementnombre beaucoup plus important de composés sans
avoir & les isoler. Ceci est un bon exemplel@eplication, procédure utilisée en phytochimie pour éviter de

ré-isoler des composés connus.
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Nous avons également mis en évidence des diff&grtngochimiques entre ces deux espéces : en leffet,
miquélianine et le kaempférol3-glucuronide, deux flavonols a substituants acitlewgonique ne sont

présents que dargauria salicifolia.

Ce résultat est important car il apporte un élérdenméponse supplémentaire au probléme taxonordie|lee
différenciation de ces deux espéces. Comme nousnis&amontré au chapitre il est difficile de différencier
ces deux especes sur le plan botanique. Ellesmsorghologiqguement prochest Agauria salicifolia est
décrite comme étant polymorph&gauria polyphylla pourrait ne pas étre une espece a part entierg mai
seulement une des formes Algauria salicifolia. Dans I'optique d’'un développement industriel desasts
d’Agauria polyphylla, la spectrométrie de masse apporte uns solutiopleiet fiable & ce probléeme de
différenciation. La distinction entre ces espétesée des molécules spécifiques et surtout suypende
substituant spécifique Agauria salicifolia permet d’envisager la mise en place de techniglesalyse
différentielles par spectrométrie de masse en imfudirecte de I'extrait flavonoidique. En s'affdmissant
de la séparation par HPLC, I'analyse devient piogpke et plus rapide et ne consiste plus qu’erélaction
d’'une perte de neutre correspondant au glucuraade I'extrait Agauria salicifolia et Agauria polyphylla
n'ayant pas démontré les mémes activités biologiaquienéme la méme toxicitddgauria salicifolia semble
plus toxique), cette technique d’'analyse, un faidée, permettra d’'authentifier I'origine d'un eait et

méme de déceler d'éventuelles falsificationsgaduria polyphylla par Agauria salicifolia.

En vue de l'utilisation en cosmétique de I'esp@cgolyphylla, il serait également nécessaire de pouvoir
certifier 'absence des composés diterpéniqueypke grayanotoxines (décrits dans le gefwauria) dans
les extraits d’'intérét. Pour cela, une recherchis plblée de ces composés dans les extraifs siicifolia

et A. polyphylla devrait étre entreprise et une méthode d’analySeifégue devrait étre mise en place.

Tambourissa trichophylla. L'analyse des extraits des feuilles de I'esp@aabourissa trichophylla
Baker a elle aussi été rendue difficile par la enée de composés de type proanthocyanidols. Laitpeh
qui s'est avérée étre la plus efficace dans cepoasisoler et identifier des composés flavonoidgpour
servir de traceurs est la chromatographie de padagtrifuge. A ce stade, trois molécules donsbagation
est spécifique ddambourissa trichophylla ont été identifiées et sélectionnées pour sewmitraceurs pour
I'extrait pilote industriel mis en place par Serdéa rutine E), la nicotiflorine §) et I'isoquercitrine ). La

méthode d’analyse de cet extrait par HPLC restider.

Malgré les résultats des études phytochimiquesriantés attestant de la présence d’alcaloides dans

nombreuseMonimiaceae, aucun composeé de cette classe n'a été déteggélédors de ce travalil.

Dans une optique de valorisation de la ressourgétate, les huiles essentielles de feuilles etaité&e de
Tambourissa trichophylla vont étre étudiées car elles ont donné des résylitametteurs conti@asmodium
falciparum, agent responsable du paludisme. L'analyse déuitess essentielles par GC-MS est en cours et

les résultats chimiques et biologiques devraienhdolieu & une publication scientifique.
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Embelia concinna. Dix composésl(aR) ont été isolés des extraits de feuilleBrdbelia concinna. Tous
sont décrits pour la premiere fois dans cette espée taraxérol 1), le 5-(8(2),11'(2),14'(2)-
heptadécatrienyl)résorcinolJ)( I'acide linolénique K), le kaempférol-39-5-arabinopyranoside Pj,
leuglanine Q) et l'afzéline R) ont été isolés et identifiés par des technigue®matographiques et
spectrales classiques (RMN 1D et 2D). Les quatteesumolécules, la quercétine)( le kaempférol 1),
'acide chlorogénique N) et la quercitrine @) ont été identifiés uniquement sur la base de leur
comportement en LC-MS et en spectrométrie de masdentification par RMN du compos®@ a permis de
confirmer I'identification faite par spectrométde masse et de montrer une fois de plus I'effiéaabit cette
technique appliguée a I'identification des flavates. Cette technique permet donc d’avoir accédeapnt

a l'identification d’'un certain nombre de molécufesuvant servir « d’'empreinte chimique » pour utrai

de plante donné.

Aucune benzoquinone, pourtant largement décrites ¢tk genreEmbelia, n'a été isolée ni détectée dans
I'especeEmbelia concinna, ce qui pourrait expliquer son absence de toxi€Es composés, ainsi que les
alkylresorcinols auxquels appartient le compéssgont connus pour étre cytotoxique et présenterlange
gamme d’activités biologiques notamment en tanamfirnicrobiens et antiparasitaifdéozubek et Tyman,
1999]. Il serait donc extrémement intéressant de détenmsi ces composés sont les principes actifs

d’Embelia concinna et de les rechercher de facon plus ciblée dates espéce.

De facon générale, il sera nécessaire, a la seiteette étude, de chercher a déterminer les mekecul
responsables des activités des plamgauria polyphylla, Tambourissa trichophylla et Embelia concinna.
Pour cela, des méthodes in vitro rapides de détation des activités seront a mettre au point, déatiord

pour tester les molécules déja isolées, puis, @warutilisées en vue d’un fractionnement bioguidé.

Cette étude a permis de mieux connaitre la chimiguelques plantes tropicales malgaches. Seultaine
partie des 10 a 12 000 especes de la flore malgaété caractérisée du point de vue phytochimiges.
sujets d’étude dans ce domaine ne manquent donetpakaque plante est un réservoir potentiel de

métabolites avec des caractéristiques phytochimmigupharmacochimiques originales a valoriser.
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1. Matériel végétal et extraction

Les 4 plantes de cette étudsgauria salicifolia, Agauria polyphylla, Embelia concinna, Tambourissa
trychophylla ont été récoltées a Madagascar en 2004 dans Ets &rcondaires d’altitudes de la région de
Muramanga. Ces plantes ont été identifiées par ataniste malgache, M. Hery et des échantillons de
référence se trouvent dans I'herbier du laboratalee Pharmacognosie de la Faculté des Sciences
Pharmaceutiques de Toulouse (sous les référerasggativementASA 0403,APY 0403,ECC 0403 etTTI
0403).

Les drogues ont été séchées et broyées avant eiétegtes par la société Sotramex a Madagasceargue
processus décrit figure V 1. La drogue est extrzgteracération agitée a I'éthanol a 70 % a 50_°€xtrait
éthanolique obtenu, appelg, est ensuite dégraissé a I'hexane par extractipide-liquide. La fraction
hexanique obtenue est appeleg L'extrait éthanolique dégraissé est évaporé aitéiquis le résidu,
solubilisé dans l'eau, est partagé par extractiguide-liquide entre I'acétate d'éthyle et I'eauextrait

acétate d'éthyle est appél¢et I'extrait aqueux résiduel est appElé

Drogue pulvérisée

Macération dans EtOH a 70 %
Marc <«—— |Filtration
Evaporation de 'EtOH

o i . Fraction
Extrait éthanolique Evaporation éthanoligue
en solution dans I'eau a siccité = a
1

Partage contre Hexane
Evaporation

A 4

Extrait éthanolique Fraction hexanique
dégraissé Fs

Evaporation
Solubilisation dans I'eau
Partage contre Acftate d'éthyle

\ 4 \ 4
Fraction aqueuse Fraction
Fa acétate d'éthyle
Fa

Figure V 1. Schéma d’extraction des plantes de cetétude et obtention des fractions fa F;.

Pour cette étude, nous disposions pour chacunplae®s des fractiorfs, aF, et d’environ 1 kg de feuilles

seches.
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Tableau IV 1. Quantités d’extraits disponibles.

APY F; 48.7 9 ASA F, 43.6 ¢ TTIF, 64.0 g ECCF, 37649
APY F, 1179 ASA F, 459 TTIF, 469 ECCF, 549
APY F; 1289 ASA F; 1759 TTIF3 2459 ECCF; 730
APY F, 64.29 ASA F, 529¢ TTIF, 48.9¢g ECCF, |489¢g

En outre, compte tenu du démarrage d’'un développemeustriel de I'extraitle Tambourissa trichophylla
par Serdex, nous avons eu a notre disposition geslgrammes d'extrait§TI F; provenant de lots
différents de plantes (appelés lot 0227, lot 0408t418).

2. Méthodes chromatographiques analytiques

2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisées a chaque étape pour le suivi et le ctetités purifications, les chromatogrammes sur ceudimce

permettent de vérifier la présence et I'état detgudes produits suivis.

Les analyses sur couche mince sont réalisées ae ploamale sur des plaques d’aluminium Silicaget£9
(Merck). Le développement des plaques s’effecturs dies cuves en verre saturées avec I'éluant agpgarop
Cette phase mobile est constituée d’'un mélangerbjrtartiaire ou quaternaire de solvants selotype de

séparation souhaitée.

Dans notre cas, les systemes de solvants pourifiésedtes classes de composés sont les suivaeds (|

proportions sont données en volume et ils sonsékpar polarité croissante) :

Tol / AcOEt/ MeOH (80:18: 2)

= HCClz/ MeOH (90 : 10)

=  HCCL/MeOH/HO (65:25:4)

= AcOEt/MeOH/HO (100:13.5:10)

= AcOEt/ Acide formique / Acide acétique 4® (100:11:11: 20)

L'observation des CCM s’effectue en lumiére visiblesous UV (254 et 356 nm), avant et, dans certzs,

apres révélation par les réactifs appropriés.

L'utilisation de différents réactifs permet de mmbler judicieusement les fractions récoltées suatex

différentes chromatographies
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Les réactifs utilisés pour le présent travail deatsuivants :

Réactif a la Vanilline sulfurique (Révélateur polyv  alent).
Préparer une solution composée de 1 g de vanillimel, d’acide sulfurique et de I'éthanol a 95% .4.00
ml. Aprés pulvérisation, chauffer la plague de CGM110°C pendant 5 minutes environ. Plusieurs

colorations apparaissent en fonction du type deposés.

Réactif de Neu ou NP/PEG (Révélateur des flavonoide s).

Préparer une solution A composée de 1 g d’acide@2véthyldiphénylborique et de 100 mL de méthanol
et une solution B composée de 5 g de PEG 4000 #0@enL d ‘éthanol. Pulvériser un mélange de 10 mL
de solution A et 8 mL de solution B. Chauffer lagqle de CCM a 110 °C pendant 2 minutes environ
[Wagner et Bladt, 2001] Observés en lumiére UV a 366 nm, les flavonoatssaraissent sous forme de

taches fluorescentes jaunes, vertes ou orange.

Réactif de Dragendorff (Révélateur des alcaloides).

Préparer une solution composée de 0,85 g de nitesigue de bismuth et 10 g d’acide tartrique d@nsiL
d'eau (solution A) et une solution contenant 16 @y KI dans 40 mL d’eau (solution B). Mélanger
extemporanément 5 mL de A, 5 mL de B, 100 mL d'eaR0 g d'acide tartriqgue. Vaporiser le mélange sur

la plaqugMerck, 1975]. Les alcaloides apparaissent sous forme de tachege.

Réactif au Thymol sulfurique (Réactif des sucres).
Préparer une solution composée de 0,5 g de thymms @5 mL d’éthanol puis ajouter 5 mL d’acide
sulfurique concentré. Apres pulvérisation, chauffeplaque de CCM a 110°C pendant 15 minutes emviro

Les sucres apparaissent sous forme de tachegkbsek, 1975].

Réactif au sel de Bleu solide B (pour la détection des phénols et des tanins).
Vaporiser avec une solution de 0,5 g sel de bldides® (sel de diazonium du @-anisidine) dans un
mélange acétone / eau (9:1, V/V), fraichement péeuis vaporiser avec 0,1 M d’une solution dedeou

caustique. Les tanins apparaissent sous formecbedaouge vif.

Réactif de Liebermann et Burchard (Réactif des stér  ols, stéroides et triterpénes).
Préparer, & basse température et juste avant emypleisolution de 5 mL d’anhydride acétique, 5 mL
d'acide sulfurique concentré et g.s.p. 50 mL d'athaa 95 %. Aprés pulvérisation, chauffer la plagiee

CCM a 110°C pendant 10 minutes. Les composés pédsentent en fluorescence a 366 nm.
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2.2. Chromatographie liquide haute performance (HPL  C/DAD-UV)

Les analyses HPLC/UV(DAD) ont été effectuées ad'a'une chaine HPLC Merck Hitachi Lachrom munie
d’'une pompe Lachrom 7100 et d’'un détecteur UV adtims de diodes (DAD-UV) Merck Hitachi Lachrom
7455 pilotés par le logiciel D-7000 HSM (Merck).

Les analyses ont été réalisées en phase inversaiagecolonne HPLC de type LiChrospher RP-18 (Merck
(5 um, 250 x 4.5 mm). Pour toutes les analysescdeslitions chromatographiques sont un gradient de
MeCN dans de I'eau acidifiée (acide formique 0.1 E&s solvants utilisés sont de qualité HPLC etdbit

est fixé a 1 mL/min.

En régle générale, pour I'analyse HPLC/UV des é@stiaruts, des solutions de 1 & 3 mg/ml ont étéséés.
Le solvant d'injection est de composition identiquecelui du solvant initial de I'analyse et le volel

d’injection fixé a 20 uL.
Conditions chromatographigues particuliéres :

= Composéd etM et témoins quercétine et keampférol : élutionratigue MeCN / HCOOH
0.1 % (80 : 20, V/V), pendant 40 min. Détectiorc® am.

= ComposéN : élution isocratique MeCN / HCOOH 0.1 % (87 : 13Y), pendant 40 min.

Détection a 250 nm.

= ComposéO : élution isocratique MeCN / HCOOH 0.1 % (80 : 2@V)/ pendant 40 min.

Détection a 250 nm.

= Analyse delTl : elution par gradient MeCN (A) / HCOOH 0.1 % (B) a 7 min, 10 % A, 7
a 45 min, de 10 & 20 % de A, de 45 & 55 min, da 20 % de A puis de 55 a 60 min, de 30 a

50 % de A avant de retourner aux conditions imaDétection a 275 et 340 nm.

2.3. Chromatographie liquide couplée a la spectromé trie de masse (LC-MS)
Les analyses LC-MS ont été effectuées sur I'aplhageiconstitué des éléments suivants :

= Systéme HPLC Perkin Elmer series 200 muni d'unegeoquaternaire (PE series 200), d’'un
autosampler (PE series 200) et d'un détecteur Udreettes de diodes (PE 785 A).

= Spectrométre de masse a triple quadripdle PerkiveElISciex Api 365 équipé d'une

interface d’'ionisation electrospray et contr6lé lgdogiciel Analyst (version 1.3.1).

Les extraits flavonoidiques Ajauria salicifolia et Agauria polyphylla ont été injectés sur une colonne

HPLC C18 Symetry (Waters) (3.5 um, 75 x 4.6 mm} &éparations ont été menées a température ambiante
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avec une phase mobile constituée de deux solvanta@de formique 0.1 % (A) et acétonitrile (B) ddes
conditions suivantes : de 0 a 35 min, 13 % B pen8amin, puis en 2 min un gradient linéaire d&a12 %
B, 20 % de B pendant 8 min, puis en 2 min un gradieéaire de 20 a 100 % B, enfin, retour aux dtowms

initiales (13 % B) en une minute pour rééquilideecolonne avant une nouvelle injection.

Pour toutes les analyses, les solvants utilisés dmmualité HPLC (SDS, Peypin), le débit est regi@.7
mL/min, et la longueur d’onde de mesure fixée a 260 Le volume d’injection varie entre 20 et 100 gri

fonction de composé ou de I'extrait injecté.

3. Méthodes chromatographiques préparatives

3.1. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertasiepirs types de phases ont été mis en ceuvre dans d
colonnes en verre. La taille et le diametre deolarme sont choisis en fonction de la quantité ibétillon a

purifier et de la résolution souhaitée.

Pour les chromatographies d’adsorption, la phag@shaire utilisée est la silice en phase norrs&s 60
A 70-200 pum (SDS, Peypin) préalablement activééoges heures a I'étuve & 110 °C. L’élution estiséal
par simple gravité. La quantité de silice utilisgst généralement 30 a 50 fois supérieure a la ig@ant
d’échantillon déposée. L’extrait & fractionner @dsorbé sur une quantité de silice correspondantiéon 2

fois sa masse et le dép6t de I'extrait a lieu $otrae solide.
Les chromatographies d’exclusion sont réaliséegeaiule Sephadex ® LH20.

Les fractions recueillies sont regroupées selondedltats de I'analyse par CCM.

3.2. Chromatographie liquide a moyenne pression (MP  LC)

La chromatographie liquide & moyenne pression (MPeLE réalisée a I'aide d’'une pompe Blichi 688, sur
colonnes de chromatographie moyenne pression ea Béchi remplies soit avec de la silice SDS 60-266
pm (SDS, Peypin) en phase normale (préalableméméaauelques heures a I'étuve a 110 °C), soit dee

la silice en phase inverse de type C18 90 A 40/8QAIT, Le Mesnil le Roy).

L'échantillon est introduit sous forme solide mélara la phase stationnaire. Les systémes d’élutibses
sont généralement des mélanges binaires dans @@ fons variables au cours de I'élution. La colerst

€luée avec un débit d’environ 20 mL/min et la pm@ssst en moyenne de 2 bar.

Les fractions recueillies sont regroupées selondggltats de I'analyse par CCM.

3.3. Chromatographie sur cartouches de silice C18 ( VAC ELUT®)
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Les colonnes prétes & I'emploi Analytichem MEGA BDELUT™ (VARIAN) utilisées sont garnies de
silice greffée C18. Ces cartouches, associées aunité de filtration sous vide Vac Elut® SPS 24
(Analytichem International), autorisent un réglatgedébit précis a I'aide d’'une molette et d’'un nragtre,

sous vide controlé.

3.4. Chromatographie préparative sur couche mince

Le composé a été purifié par chromatographie préparative suclke mince. Les plagues utilisées sont des
plagues gel de silice de 2 mm sur verre (Merck £0.A.'échantillon a été solubilisé dans du chlorofier
puis déposé sur la plaque a l'aide d'un déposetonzatique Camag ATS4. La plaque a été développés da

une cuve saturée contenant le mélange Tol / Me@H 19, V/V)

Une frange de la plaque a été révélée par pultienisdu réactif a la vanilline sulfurique. La sdicontenant
le composd a ensuite été récupéré a l'aide d’'une spatulesiliGe est ensuite dispersée dans une petite

guantité de solvant, puis filtrée sous vide poummttre la récupération du compdsé

3.5. Chromatographie de partage centrifuge (CPC)

Basée sur une technique de chromatographie degpaliguide/liquide, la chromatographie de partage
centrifuge (CPC) utilise le principe de partage detutés entre deux phases liquides non miscibles,
préparées par mélange de deux ou plusieurs solgargslutions. Une phase est maintenue stationpaire
une force centrifuge, I'autre pompée au travense jle role de phase mobile permettant ainsi deanées

entre les deux phases.

La chromatographie de partage centrifuge a étéségil pour fractionner I'extraiF; de Tambourissa

trychophylla.

Ce fractionnement a été effectué grace a un appa@&iC Chromaton muni d’un rotor de 200 mL régla a
vitesse de rotation de 2000 tours/min. La phad@®staire est constituée de la phase supérieuraddange
tertiaire ACOEt / EtOH / kD (2 : 1: 2), la phase inférieure constituanthage mobile est délivrée par une

pompe Varian PS. L’élution se fait en mode descendain débit de 8 mL/min.

Les fractions ont été recueillies grace a un ct@lecautomatique Varian PS et regroupées selogsedtats

de I'analyse par CCM.

3.6. Chromatographie liquide haute performance semi  -préparative (HPLC
semi-prép.)

Le systeme HPLC semi-préparative est constitué el gpompes Varian PS 218, d'un détecteur Varian
PDA PS, d'un enregistreur Varian Star et d’'un atéer de fractions Varian PS 701.

155



V. Matériels et méthodes

La séparation a été réalisée sur une colonne X RIPE8 (Waters) (10 um, 19 x 250 mm) en utilisard un
pré-colonne XTerra RP18 (Waters). Le systeme deastd employé est MeCN /.8 additionné de 0.1 %
d’'acide formique. Le débit d’élution est de 21.6/mln. La détection se fait a 250 nm.

Conditions chromatographiques spécifiques :

= ComposéD : élution par gradient MeCN / HCOOH 0.1 % (10:) @0 (20: 80) en 20

minutes. Le compod® est élué a 18 minutes.

= ComposéH : élution isocratique par MeCN / acide formique 0.33® : 70) pendant 40 min.
Le composéd est élué a 27 minutes.

4. Méthodes physico-chimiques
4.1. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire des molécul@set G a été mesuré sur un polarimetre de type Perkin4ERdé a la
longueur d’'onde de la raie D du sodiuta 689 nm) dans une cuve de 10 cm a températureaatabiLe

pouvoir rotatoire spécifiqued]p, exprimé en degré, est calculé a partir de la fiterauivante :
[e]lp=1000 a/l.cC

(a: angle de rotation, en degré, lu sur le polaneét: longueur, en dm, de la cuve de mesure, C:

concentration de la molécule en solution en g/L)

4.2. Spectrométrie Ultraviolet (UV)

Les spectres U.V. des composés ont été mesurédadamhanol a I'aide d’'un spectrophotomeétre des typ
Perkin-Elmer UV/Vis Lambda 20, double faisceau pettemt des lectures directes contre témoin. Les

mesures se font dans des cuves de quartz a tpdijgti® de 1 cm.

4.3. Spectrométrie Infra-rouge (IR)

Les spectres infra-rouge des molécules ont étésédahu moyen d’'un spectrophotometre Perkin-Elmer
Paragon 1000 FT-IR dans des pastilles de KBr.

4.4. Spectrométrie de masse (MS)

Les spectres de masse des produits purs isolé&éabtenus par plusieurs modes d’ionisation.
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lonisation par Electrospray ( Electro Spray lonisation ) ESI

L’ionisation est ici produite par application, aepsion atmosphérique, d'un fort champ électriquaé @
KeV) sur un liquide traversant un capillaire & @ible débit (1-10ul.min™). Ce champ provoque une
accumulation de charges a la surface du liquide¢ 4 I'extrémité du capillaire. La rupture de lape
liquide forme des gouttelettes hautement charg&psay). L'évaporation du solvant contenu dans ces
gouttelettes va provoquer leur rétrécissement jasgsgommet ou des forces coulombiennes répulsioas v
approcher le niveau des forces de cohésion dededieprovoquer leur explosion. Ces gouttelettésssent
alors une cascade de fissions donnant des gotetetig plus en plus petites, jusqu’au moment @idenp
électrique en leur surface devient suffisant pawvequer la désorption des ions. Ces ions aingipt®

sont porteurs d’'un grand nombre de charges s'stexilusieurs sites ionisables sur la molécule.

Les spectres ESI ont été enregistrés en modesfpaditnégatifs sur un spectrométre a triple quoadiei

Sciex API 365 (Perkin-Elmer) contrélé par le loglchnalyst (Agilent, version 1.3.1).

lonisation par chimique & pression atmosphérique ( Atmospheric Pressure Chemical
lonization ) APCI

L'’APCI est une technique d'ionisation qui fait apgedes réactions ions-molécules en phase gazeuse a
pression atmosphérique. C’'est une technique analadiionisation chimique (CI) ou les ions primairgont
produits par des décharges Corona sur un aérossbldant. L'éluat chromatographiquengdximum 2
mL/min) est directement introduit dans un nébulisgeeumatique ou il est converti en un fin broudla
'aide d'un jet d’air ou d’azote & haute vitesseslgouttelettes sont alors déplacées par le flarwgaau
travers d’'un tube de quartz chauffé, appelé chardbrdésolvatation / vaporisation. La chaleur trémésf
aux gouttelettes de I'aérosol va permettre la viaption de la phase mobile et de I'échantillon dens
courant de gaz. Le contrble de la température datte chambre rend les conditions de vaporisation
dépendantes du débit et de la nature de la phasiemce gaz chaud (120 °C) et les substancesrgateece
tube pour arriver dans la région de transfert deolarce se trouvant a pression atmosphérique aoiils
ionisés chimiquement par le transfert de protonmede positif et le transfert d’électrons en modgatif.

En général, la phase mobile vaporisée joue le d@legaz ionisant en produisant des ions pseudo-

moléculaire§de Hoffman et al., 1999]

Les spectres APCI on été réalisés sur un spectremgt trappe d’ion Finnigan LCQon trap

(ThermoFinnigan).

Impact Electronique (Electronic Impact) El

En El, un faisceau d’électrons de haute énergiebbode les molécules en phase gazeuse et le spétteom
de masse enregistre les impacts d’électrons sdasne d'un spectre d’'ions positifs séparés surdse du
rapport masse/chargev). Les fragments sont formés a partir de I'ion écalaire et la plupart d’entre eux
portent une charge positive unitaire. L'ionisatjgar impact électronique présente un inconvénieahgau

repérage de I'ion moléculaire, d'intensité souveds faible, voire indétectable.
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Les spectres de masse en El ont été réalisés speatrométre Nermag R-10-10 avec un champ de 70 eV

Spectrométrie de masse haute résolution
Les spectres de masse de haute résolution onhéggigtrés en electrospray sur un appareil Q-Tafrial
(Waters). Ces analyses ont été menées par VérénsoPdu Laboratoire des Interactions Moléculages

Réactivité Chimique et Photochimique de I'Unive¥ditaul Sabatier de Toulouse.

4.5. Spectrométrie de résonance magnétique nucléair e (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaireéténenregistrés au service commun de RMN de
I'Université Paul Sabatier de Toulouse sur des @gigade type Briker Avance 300 (fréquences de1300.
(*H) et 75.46 MHz ’C)), ou Briiker Avance 500 avec cryosonde (fréquenee500.13'H) et 125.75 MHz

(**C)) selon la quantité de produit & analyser eé$mlution souhaitée.

Les échantillons ont été solubilisés dans les stévdeutérés CDgIDMSO-d6, CD,OD et DO (Euriso-
top, Gif sur Yvette) dans des tubes analytique’s ohen de diamétre.

Les déplacements chimique8) (sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthgksi (TMS) ; les

constantes de couplage sont exprimées en Hz.

Les programmes de séquences impulsionnelles sthridarnies par Bruker ont permis de réaliser les
expériences bidimensionnelles COSY, NOESY, HSQEMBC.

Corrélations homonucléaires
- COSY (*H - 'H): cette expérience fournit des informations sur lesptages homonucléaires 2t 3J

(protons séparés par deux ou trois liaisons) éesrprotons voisins et ceux qui sont adjacents.

- NOESY (*H —'H) : cette technique permet d’observer, dans l'espkes corrélations entre protons (effets

Overhauser) d'une méme molécule.

Corrélations hétéronucleaires
- HSQC (1340 : cette technique permet d'observer les couplagesigis entre les carbones et les protons

directement liés entre eux.

- HMBC (ZJH_C, 3JH_C) : cette technigue permet la détection des couplagesie distancgly_c etaJyc.

158



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



VI. Références bibliographiques

Ablajan K., Abliz Z., Shang X.Y., He J.M., Zhang R.P., and Shi J.G. (2006) Structural characterization of

flavonol 3,7-di- O-glycosides and determination of the glycosylation position by using negative ion
electrospray ionization tandem mass spectrometry . Journal of Mass Spectrometry 41(3), 352-360.
Agrawal P.K. (1992) NMR Spectroscopy in the structural elucidation of ol igosaccharides and glycosides

Phytochemistry 31(10), 3307-3330.
Agrawal P.K., and Markham K.R. (1989) Carbon-13 NMR of flavonoids . Elsevier. Amsterdam.

Agrawal P.K., and Markham K.R. (1989) Introduction . In Carbon-13 NMR of flavonoids. Agrawal P.K. Ed.
Elsevier. Amsterdam. pp 1-31.

Ali M., Heaton A., and Leach D. (1997) Triterpene Esters from Australian  Acacia . Journal of Natural Products
60, 1150-1156.

Ammann W., Richarz R., Wirthlin T., and Wendisch D. (1982) 'H and '*C chemical shifts and coupling
constants of lupane. Application of two-dimensional NMR techniques . Organic Magnetic Resonance 20(4),

260-265.

APG (1998) An Ordinal Classification for the Families of Flowe ring Plants . Annals of the Missouri Botanical
Garden 85, 531-553.

APG (2003) An update of the Angiosperm Phylogeny Group classifi cation for the orders and families of
flowering plants . Botanical Journal of the Linnean Society 141, 399-436.

Arot L.O.M., and Williams L.A.D. (1997) A flavonol glycoside from  Embelia schimperi leaves. Phytochemistry
44(7), 1397-1398.

Boegh H.O., Andreassen J., and Lemmich J. (1996) Anthelmintic usage of extracts of = Embelia schimperi

from Tanzania . Journal of Ethnopharmacology 50(1), 35-42.

Boiteau P. (1986) Précis de matiere médicale malgache . Agence de coopération culturelle et technique. Paris.
Boiteau P., Nigeon-Dureuil M., Rabinovicz M., and Raynaud-Jaquard S. (1959) A new triterpenoid, responsible
for the curarizing action of  Agauria salicifolia Hook.f., one of the Ericaceae from Madagascar . Comptes

rendus hebdomadaires des séances de I'Académie des sciences 249(2), 309-311.

Bosser J., Cadet T., Guého J., and Marais W. (1981) Flore des Mascareignes La Réunion, Maurice,
Rodrigues. 111. Campanulaceae (supplément) a 120. Sa Ilvadoraceae. Royal Botanic Gardens. Kew.

Brophy J.J., Forster P.l., and Goldsack R.J. (1998) Essential oils of some Australian =~ Monimiaceae . Flavour
and Fragrance Journal 13(4), 273-276.

Brophy J.J., Goldsack R.J., and Forster P.I. (2005) The leaf oils of the australian species of Hedycarya

(Monimiaceae ). The Journal of essential oil research 17(4), 432-436.

160



VI. Références bibliographiques

Bruneton J. (1999) Pharmacognosie, Phytochimie, Plantes médicinales . Lavoisier Technique &

Documentation. Paris.

Budzikiewicz H., Wilson J.M., and Djerassi C. (1963) Mass Spectrometry in Structural and Stereochemical
Problems. XXXII. Pentacyclic Triterpenes . Journal of the American Chemical Society 85(22), 3688-3699.

Burkill H.M. (1994) The Useful Plants of West Tropical Africa, Families E-l. Royal Botanic Gardens. Kew.

Cao Y., Yang L., Gao H.L., Chen J.N.,, Chen Z.Y., and Ren Q.S. (2007) Re-characterization of three
conjugated linolenic acid isomers by GC-MS and NMR . Chemistry and Physics of Lipids 145(2), 128-133.

Careri M., Elviri L., and Mangia A. (1999) Validation of a liquid chromatography ionspray mass spectrometry
method for the analysis of flavanones, flavones and flavonols . Rapid Communications in Mass Spectrometry
13(23), 2399-2405.

Cavaco A., and Humbert H. (1957) Flore de Madagascar et des Comores : plantes vascul aires. 80e famille,

Monimiacées Firmin-Didot. Paris.

Chaturvedula V.S.P., Schilling J.K., Malone S., Wisse J.H., Werkhoven M.C.M., and Kingston D.G.I. (2003) New
Cytotoxic Triterpene Acids from Aboveground Parts of Manihot esculenta from the Suriname Rainforest
Planta Medica 69, 271-274.

Chaudhury M.R., Chandrasekaran R., and Mishra S. (2001) Embryotoxicity and teratogenicity studies of an
ayurvedic contraceptive-pippaliyadi vati . Journal of Ethnopharmacology 74(2), 189-193.

Chitra M., Devi C.S., and Sukumar E. (2003) Antibacterial activity of embelin . Fitoterapia 74(4), 401-403.

Claros B.M., da Silva A.J., Vasconcellos M.L., de Brito A.P., and Leitao G.G. (2000) Chemical constituents of
two Mollinedia species . Phytochemistry 55(7), 859-862.

Clifford M.N. (2003) The analysis and characterization of chlorogenic ac ids and other cinnamantes . In
Methods in Polyphenol Analysis. Santos-Buelga C. and Wiliamson G. Eds. Royal Society of Chemistry.
Cambridge. pp 314-337.

Clifford M.N., Knight S., and Kuhnert N. (2005) Discriminating between the six isomers of dicaffeoy Iquinic
acid by LC-MS ". Journal of Agricultural and Food Chemistry 53(10), 3821-3832.

Colombo R., Lancas F.M., and Yariwake J.H. (2006) Determination of flavonoids in cultivated sugarcane
leaves, bagasse, juice and in transgenic sugarcane by liquid chromatography-UV detection . Journal of
Chromatography A 1103, 118-124.

Constant H.L., Slowing K., Graham J.G., Pezzuto J.M., Cordell G.A., and Beecher C.W.W. (1997) A general
method for the dereplication of flavonoid glycoside s utilizing high performance liquid

chromatography/mass spectrometric analysis . Phytochemical Analysis 8(4), 176-180.

Cooper-Driver G.A., and Bhattacharya M. (1998) Role of phenolics in plant evolution . Phytochemistry 49(5),
1165-1174.

161



VI. Références bibliographiques

Cronquist A. (1988) The Evolution and Classification of Flowering Plants . The New York Botanical Garden.
New York.

Culioli G., Mathe C., Archier P., and Vieillescazes C. (2003) A lupane triterpene from frankincense (  Boswellia
sp., Burseraceae ). Phytochemistry 62(4), 537-541.

Cuyckens F., and Claeys M. (2004) Mass spectrometry in the structural analysis of fla vonoids . Journal of
Mass Spectrometry 39(4), 1-15.

Cuyckens F., and Claeys M. (2005) Determination of the glycosylation site in flavonoi d mono- O-glycosides
by collision-induced dissociation of electrospray-g enerated deprotonated and sodiated molecules
Journal of Mass Spectrometry 40(3), 364-372.

Cuyckens F., Ma Y.L., Pocsfalvi G., and Claeys M. (2000) Tandem mass spectral strategies for the structural

characterization of flavonoid glycosides . Analusis 28(10), 888-895A.

Cuyckens F., Rozenberg R., de Hoffmann E., and Claeys M. (2001) Structure characterization of flavonoid O-
diglycosides by positive and negative nano-electros pray ionization ion trap mass spectrometry . Journal of
Mass Spectrometry 36(11), 1203-1210.

Cuyckens F., Shahat A.A., Pieters L., and Claeys M. (2002) Direct stereochemical assignment of hexose and
pentose residues in flavonoid  O-glycosides by fast atom bombardment and electrospr ay ionization mass
spectrometry . Journal of Mass Spectrometry 37(12), 1272-1279.

Davis A.L., Cai Y., Davies A.P., and Lewis J.R. (1996) *H and *C NMR Assignments of Some Green Tea
Polyphenols . Magnetic Resonance in Chemistry 34, 887-890.

Davis B.D., and Brodbelt J.S. (2005) LC-MS" Methods for Saccharide Characterization of Monoglyc osyl
Flavonoids Using Postcolumn Manganese Complexation . Analytical Chemistry 77(6), 1883-1890.

Davis B.D., Needs P.W., Kroon P.A., and Brodbelt J.S. (2006) Identification of isomeric flavonoid
glucuronides in urine and plasma by metal complexat ion and LC-ESI-MS/MS . Journal of Mass Spectrometry
41(7), 911-920.

de Hoffmann E., Charette J., and Stroobant V. (1999) Spectrométrie de masse . Dunod. Paris.

de Rijke E., Out P., Niessen W.M., Ariese F., Gooijer C., and Brinkman U.A. (2006) Analytical separation and
detection methods for flavonoids . Journal of Chromatography A 1112, 31-63.

de Rijke E., Zappey H., Ariese F., Gooijer C., and Brinkman U.A.T. (2003) Liquid chromatography with
atmospheric pressure chemical ionization and electr ospray ionization mass spectrometry of flavonoids

with triple-quadrupole and ion-trap instruments . Journal of Chromatography A 984(1), 45-58.

Di Carlo G., Mascolo N., 1zzo A.A., and Capasso F. (1999) Flavonoids: Old and new aspects of a class of
natural therapeutic drugs . Life Sciences 65(4), 337-353.

162



VI. Références bibliographiques

DNP (2006). Dictionary of Natural Products on CD-ROM. version 13 :2. Chapman & Hall/CRC.

Dussy J., and Sosa A. (1951) Chemical composition of a poisonous species of Ericaceae , the angavodiana
tree of Madagascar . Bulletin de la Societe de Chimie Biologique 33, 1672-1678.

Endale A., Wray V., Murillo R., Schmidt P.C., and Merfort I. (2005) Hopane-type saponins from the seeds of
Glinus lotoides . Journal of Natural Products 68(3), 443-446.

Ewane-Nyambi G., Bois P., and Raymond G. (1993) The effects of Agauria salicifolia leaf extract on calcium
current and excitation-contraction coupling of isol ated frog muscle cells . Journal of Ethnopharmacology
38(1), 55-61.

Ewane-Nyambi G., Bois P., and Raymond G. (1993) The voltage-dependent effect of Agauria salicifolia leaf
extract on the sodium current of isolated frog skel etal and cardiac muscle cells . Journal of
Ethnopharmacology 38(1), 39-47.

Ewane-Nyambi G., and Raymond G. (1993) The effect of Agauria salicifolia leaf extract on the sodium

current of tetrodotoxin-treated frog skeletal muscl e fibres . Journal of Ethnopharmacology 38(1), 49-53.

Exarchou V., Fiamegos Y.C., van Beek T.A., Nanos C., and Vervoort J. (2005) Hyphenated chromatographic
techniques for the rapid screening and identificati on of antioxidants in methanolic extracts of

pharmaceutically used plants . Journal of Chromatography A.

Fabre N., Rustan |., de Hoffmann E., and Quetin-Leclercq J. (2001) Determination of flavone, flavonol, and
flavanone aglycones by negative ion liquid chromato graphy electrospray ion trap mass spectrometry
Journal of the American Society for Mass Spectrometry 12(6), 707-715.

Ferreres F., Llorach R., and Gil-lzquierdo A. (2004) Characterization of the interglycosidic linkage in di-, tri-,
tetra- and pentaglycosylated flavonoids and differe ntiation of positional isomers by liquid
chromatography/electrospray ionization tandem mass spectrometry . Journal of Mass Spectrometry 39(3),
312-321.

Franski R., Eitner K., Sikorska M., Matlawska |., and Stobiecki M. (2003) Electrospray mass spectrometric
decomposition of some glucuronic acid-containing fl avonoid diglycosides . Phytochemical Analysis 14(3),
170-175.

Gallori S., Bilia A.R., Mulinacci N., Bicchi C., Rubiolo P., and Vincieri F.F. (2001) Identification of volatile
constituents of Tambourissa leptophylla . Planta Medica 67(3), 290-292.

Grayer R.J., Chase M.\W., and Simmonds M.S.J. (1999) A comparison between chemical and molecular
characters for the determination of phylogenetic re lationships among plant families: An appreciation o f

Hegnauer's"Chemotaxonomie der Pflanzen" . Biochemical Systematics and Ecology 27(4), 369-393.

Grégoire J., and Nyembo L. (1977) Triterpenoids from Agauria salicifolia . Phytochemistry 16(10), 1609-1610.

Gurib-Fakim A. (2006) Medicinal plants: Traditions of yesterday and drugs of tomorrow . Molecular Aspects
of Medicine 27, 1-93.

163



VI. Références bibliographiques

Hag K., Ali M., and Siddiqui A.W. (2005) New compounds from the seeds of = Embelia ribes Burm . Pharmazie
60(1), 69-71.

Harborne J.B. (1988) The flavonoids, Advances in research since 1980 . Chapman & Hall. London.

Hegnauer R. (1966) Chemotaxonomie der Pflanzen. Band IV Dicotyledoneae : Daphniphyllaceae-

Lythraceae . Birkhauser Verlag. Basel.

Hegnauer R. (1969) Chemotaxonomie der Pflanzen. Band V Dicotyledoneae : Magnoliaceae-Quiinaceae .

Birkh&user Verlag. Basel.

Hegnauer R. (1989) Chemotaxonomie der Pflanzen - Band VIII (Acanthaceae bis Lythraceae) . Birkh&auser

Verlag. Basel.

Hegnauer R. (1990) Chemotaxonomie der Pflanzen. Band IX (Magnoliaceae bi s Zygophyllaceae) . Birkhauser

Verlag. Basel.

Heitz S., and Billet D. (1973) Embelia concinna (Myrsinacea ) triterpenes . Comptes Rendus des Séances de
I'’Académie des Sciences, Série C : Sciences Chimiques 277(16), 1703-1704.

Heller W., and Forkmann G. (1993) Biosynthesis of Flavonoids . In The Flavonoids: Advances in research since
1986. Harborne J.B. Ed. Chapman & Hall. London. pp 499.

Hirota M., Miyazaki S., Minakuchi T., Takagi T., and Shibata H. (2002) Myrsinoic Acids B, C and F, Anti-
inflammatory Compounds from  Myrsine seguinii . Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 66(3), 655-
659.

Hollman P.C.H. (2001) Evidence for health benefits of plant phenols: local or systemic effects? Journal of
the Science of Food and Agriculture 81(9), 842-852.

Hollman P.C.H., and Arts I.C.W. (2000) Flavonols, flavones and flavanols - nature, occurre nce and dietary
burden . Journal of the Science of Food and Agriculture 80(7), 1081-1093.

Hollman P.C.H., and Katan M.B. (1997) Absorption, metabolism and health effects of dietar y flavonoids in
man. Biomedicine and Pharmacotherapy 51(8), 305-310.

Hughes R.J., Croley T.R., Metcalfe C.D., and March R.E. (2001) A tandem mass spectrometric study of

selected characteristic flavonoids . International Journal of Mass Spectrometry 210-211, 371-385.

Hvattum E., and Ekeberg D. (2003) Study of the collision-induced radical cleavage of f lavonoid glycosides
using negative electrospray ionization tandem quadr upole mass spectrometry . Journal of Mass
Spectrometry 38(1), 43-49.

Hvattum E., Stenstrgm Y., and Ekeberg D. (2004) Study of the reaction products of flavonols with 2,2 -
diphenyl-1-picrylhydrazyl using liquid chromatograp hy coupled with negative electrospray ionization

tandem mass spectrometry . Journal of Mass Spectrometry 39(12), 1570-1581.

164



VI. Références bibliographiques

IUPAC (1976) Nomenclature of cyclitols . Biochemical Journal 153, 23-31.

Iwashina T. (2000) The Structure and Distribution of the Flavonoids in Plants . Journal of Plant Research
113(3), 287-299.

Justesen U. (2001) Collision-Induced fragmentation of deprotonated met hoxylated flavonoids, obtained by

electrospray ionization mass spectrometry . Journal of Mass Spectrometry 36, 169-178.

Kallersjo M., Bergquist G., and Anderberg A.A. (2000) Generic realignment in primuloid families of the
Ericales: a phylogenetic analysis based on DNA sequences fr om three chloroplast genes and

morphology . American Journal of Botany 87(9), 1325-1341.

Karliner J., and Djerassi C. (1966) Terpenoids. LVII. Mass Spectral and Nuclear Magnetic Resonance

Studies of Pentacyclic Triterpene Hydrocarbon . The Journal of Organic Chemistry 31(6), 1945-1956.

Kawashty S.A., and El-Garf I.A. (2000) The flavonoid chemosystematics of Egyptian Verbena species .
Biochemical Systematics and Ecology 28(9), 919-921.

Kobayashi H., and de Mejia E. (2005) The genus Ardisia : a novel source of health-promoting compounds

and phytopharmaceuticals . Journal of Ethnopharmacology 96(3), 347-354.

Kozubek A., and Tyman J.H. (1999) Resorcinolic Lipids, the Natural Non-isoprenoid Phen olic Amphiphiles
and Their Biological Activity . Chemical Reviews 99(1), 1-26.

Kretmair H. (1952) Pharmacological action of the alkaloids from Peumus boldus . Pharmazie 7, 507-511.

Krishnaswamy M., and Purushothaman K.K. (1980) Antifertility properties of = Embelia ribes . Indian Journal of
Experimental Biology 18(6), 638-639.

Kron K.A., and Judd W.S. (1997) Systematics of the Lyonia Group (Andromedeae , Ericaceae ) and the Use
of Species as Terminals in Higher-Level Cladistic An  alyses . Systematic Botany 22(3), 479-492.

Kron K.A., Judd W.S., and Crayn D.M. (1999) Phylogenetic analyses of Andromedeae (Ericaceae subfam.
Vaccinioideae ). American Journal of Botany 86(9), 1290-1300.

Kumara Swamy H.M., Krishna V., Shankarmurthy K., Abdul Rahiman B., Mankani K.L., Mahadevan K.M., Harish
B.G., and Raja Naika H. (2007) Wound healing activity of embelin isolated from the ethanol extract of

leaves of Embelia ribes Burm . Journal of Ethnopharmacology 109(3), 529-534.

Laphookhieo S., Karalai C., Ponglimanont C., and Chantrapromma K. (2004) Pentacyclic triterpenoid esters
from the fruits of Bruguiera cylindrica . Journal of Natural Products 67(5), 886-888.

Lauranson J., Vekemans X., Lefebvre C., and Jay M. (1995) Flavonoid Profiles Variation in ~ Armeria maritima
(Mill.) Willd . Biochemical Systematics and Ecology 23(3), 319-329.

Lee J.S., Kim D.H., Liu K.H.,, Oh T.K., and Lee C.H. (2005) Identification of flavonoids using liquid

165



VI. Références bibliographiques

chromatography with electrospray ionization and ion trap tandem mass spectrometry with an MS/MS

library . Rapid Communications in Mass Spectrometry 19(23), 3539-3548.

Leitdo G.G., Simas N.K., Soares S.S.V., de Brito A.P.P., Claros B.M.G., Brito T.B.M., and Delle Monache F.
(1999) Chemistry and pharmacology of  Monimiaceae : a special focus on Siparuna and Mollinedia . Journal
of Ethnopharmacology 65(2), 87-102.

Lorence D.H. (1985) A Monograph of the Monimiaceae (Laurales) in the Malagasy Region (Southwest
Indian Ocean) . Annals of the Missouri Botanical Garden 72(1), 1-165.

Loriaux I., Boiteau P., and Husson H.P. (1973) Isolation of grayanotoxins from leaves of Agauria polyphylla .
Phytochemistry 12(6), 1500.

Lund A.K., Lemmich J., Adsersen A., and Olsen C.E. (1997) Benzoquinones from Embelia angustifolia .
Phytochemistry 44(4), 679-681.

Ma Y.L., Cuyckens F., Van den Heuvel H., and Claeys M. (2001) Mass spectrometric methods for the
characterisation and differentiation of isomeric O- diglycosyl flavonoids . Phytochemical Analysis 12(3), 159-
165.

Ma Y.L., Li Q.M., Van den Heuvel H., and Claeys M. (1997) Characterization of flavone and flavonol
aglycones by collision-induced dissociation tandem mass spectrometry . Rapid Communications in Mass
Spectrometry 11(12), 1357-1364.

Ma Y.L., Vedernikova I., Van den Heuvel H., and Claeys M. (2000) Internal glucose residue loss in protonated
O-diglycosyl flavonoids upon low-energy collision-in duced dissociation . Journal of the American Society for
Mass Spectrometry 11(2), 136-144.

Maberley D.J. (1987) The Plant-book. A portable dictionnary of the higher plants. Cambridge Universty

Press. Cambridge.

Mabry T.J., Markham K.R., and Thomas M.B. (1970) The systematic identification of flavonoids . Springer-

Verlag. Berlin.

Machocho A.K., Kiprono P.C., Grinberg S., and Bittner S. (2003) Pentacyclic triterpenoids from Embelia
schimperi . Phytochemistry 62(4), 573-577.

Mahato S.B., and Kundu A.P. (1994) BC-NMR Spectra of pentacyclic triterpenoids-a compila  tion and some
salient features . Phytochemistry 37(6), 1517-1575.

Makabe H., Miyazaki S., Kamo T., and Hirota M. (2003) Myrsinoic Acid E, an Anti-inflammatory Compound
from Myrsine seguinii . Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 67(9), 2038-2041.

Manguro L.O.A., and Williams L.A.D. (1996) Phenolic compounds from Embelia keniensis leaves. Planta
Medica 62(4), 384-385.

Markham K.R. (1982) Techniques of Flavonoid Identification . Academic Press. London.

166



VI. Références bibliographiques

Markham K.R. (1988) Distribution of flavonoids in the lower plants and its evolutionary significance . In The

Flavonoids: Advances in research since 1980. Harborne J.B. Ed. Chapmann & Hall. London. pp 427-468.

Markham K.R., and Ternai B. (1976) Carbon-13 NMR of flavonoids-1l: Flavonoids other th  en flavone and
flavonol aglycones . Tetrahedron 32, 2607-2612.

Markham K.R., Ternai B., Stanley R., Geiger H., and Mabry T.J. (1978) Carbon-13 NMR studies of flavonoids-
I1I: Naturally occurring flavonoid glycosides and t heir acylated derivatives . Tetrahedron 34(9), 1389-1397.

Marston A., Slacanin I., and Hostettmann K. (1990) Centrifugal partition chromatography in the separat ion of

natural products . Phytochemical Analysis 1(1), 3-5.

Marston A., Slacanin I., and Hostettmann K. (1990) Some new developments in centrifugal partition
chromatography and applications in the separation o f natural products . Journal of liquid chromatography
13(18), 3615-3624.

Martinet O., Pommier P., Sclossmacher P., Develay A., and de Haro L. (2005) Agauria salicifolia intoxication .
Presse Medicale 34(11), 797-798.

Merck E. (1975) Révélateurs pour la chromatographie en couches minc es et sur papier . Merck. Darmstadt.

Merken H.M., and Beecher G.R. (2000) Measurement of food flavonoids by high-performance liquid
chromatography: a review . Journal of Agricultural and Food Chemistry 48(3), 577-599.

Meselhy M.R., and Aboutabl E.S.A. (1997) Hopane-type saponins from Polycarpon succulentum  growing in
Egypt . Phytochemistry 44(5), 925-929.

Miketova P., Schram K.H., Whitney J.L., Kerns E.H., Valcic S., Timmermann B.N., and Volk K.J. (1998) Mass
spectrometry of selected components of biological i nterest in green tea extracts . Journal of Natural
Products 61(4), 461-467.

Misra T.N., Singh R.S., Upadhyay J., and Srivastava R. (1984) Chemical Constituents of Vernonia cinerea .
Isolation and Structure Elucidation of a New Pentacycl ic Triterpenoid . Journal of Natural Products 47(5),
865-867.

Mutai C., Abatis D., Vagias C., Moreau D., Roussakis C., and Roussis V. (2004) Cytotoxic lupane-type
triterpenoids from Acacia mellifera . Phytochemistry 65(8), 1159-1164.

Ogweno Midiwo J., Yenesew A., Juma B.F., Derese S., Ayoo J.A., Aluoch A.O., and Guchu S. (2002) Bioactive
compounds from some Kenyan ethnomedicinal plants: Myrsinaceae , Polygonaceae and Psiadia
punctulata . Phytochemistry Reviews 1(3), 311-323.

Parejo I., Viladomat F., Bastida J., Schmeda-Hirschmann G., Burillo J., and Codina C. (2004) Bioguided

isolation and identification of the nonvolatile ant ioxidant compounds from fennel ( Foeniculum vulgare
Mill.) waste . Journal of Agricultural and Food Chemistry 52, 1890-1897.

167



VI. Références bibliographiques

Paris R., and Rabenoro C. (1950) Two Myrsinaceae from Madagascar used as vermifuges . Annales

Pharmaceutiques Frangaises 8, 380-387.
Pelt J.M. (2001) Les nouveaux actifs naturels . Marabout. Paris.

Pereira F.B.M., Domingues F.M.J., and Silva A.M.S. (1996) Triterpenes from Acacia dealbata . Natural Product
Letters 8, 97-104.

Perrier de la Bathie H., and Humbert H. (1953) Flore de Madagascar et des Comores : plantes

vasculaires.161e famille, Myrsinacées  Firmin-Didot. Paris.

Petsalo A., Jalonen J., and Tolonen A. (2006) Identification of flavonoids of Rhodiola rosea by I iquid

chromatography-tandem mass spectrometry . Journal of Chromatography A 1112, 224-231.
Philipson W.R. (1987) A classification of the Monimiaceae . Nordic journal of botany 7(1), 25-29.

Philipson W.R. (1993) Monimiaceae . In The families and genera of vascular plants. Kubitzki K., Rohwer J. and
Brittrich V. Eds. Vol. 2. Springer-Verlag. Berlin. pp 426—-437.

Pietta P. (2000) Flavonoids as Antioxidants . Journal of Natural Products 63(7), 1035-1042.

Prasain J.K., Wang C.C., and Barnes S. (2004) Mass spectrometric methods for the determination of

flavonoids in biological samples . Free Radical Biology and Medicine 37(9), 1324-1350.

Prashanth D., Padmaja R., and Samiulla D.S. (2001) Effect of certain plant extracts on alpha-amylase
activity . Fitoterapia 72(2), 179-181.

Rajeriarison C. (1996) Apercu bibliographique sur l'origine et les affinit és de la flore malgache . In
Biogéographie de Madagascar. Lourenco W.R. Ed. ORSTOM. Paris. pp 195-203.

Rastrelli L., Saturnino P., Schettino O., and Dini A. (1995) Studies on the Constituents of = Chenopodium
pallidicaule (Canihua) Seeds. Isolation and Characterization of T wo New Flavonol Glycosides . Journal of
Agricultural and Food Chemistry 43(8), 2020-2024.

Renner S.S. (1999) Circumscription and phylogeny of the Laurales : evidence from molecular and
morphological data . American Journal of Botany 86(9), 1301-1315.

Reynolds W.F., McLean S., Poplawski J., Enriquez R.G., Escobar L.I., and Leon I. (1986) Total assignment of
B¢ and 'H spectra of three isomeric triterpenol derivatives by 2D NMR: an investigation of the potential
utility of 'H chemical shifts in structural investigations of ¢ omplex natural products . Tetrahedron 42(13),
3419-3428.

Sannomiya M., Montoro P., Piacente S., Pizza C., Brito A., and Vilegas W. (2005) Application of liquid
chromatography/electrospray ionization tandem mass spectrometry to the analysis of polyphenolic
compounds from an infusion of  Byrsonima crassa Niedenzu . Rapid Communications in Mass Spectrometry
19(16), 2244.

168



VI. Références bibliographiques

Satterfield M., and Brodbelt J.S. (2001) Structural characterization of flavonoid glycosides by collisionally
activated dissociation of metal complexes . Journal of the American Society for Mass Spectrometry 12(5), 537-
549.

Saucier C., Mirabel M., Daviaud F., Longieras A., and Glories Y. (2001) Rapid fractionation of grape seed
proanthocyanidins . Journal of Agricultural and Food Chemistry 49(12), 5732-5735.

Schatz G.E. (2001) Flore Generique des Arbres de Madagascar . Royal Botanic Gardens,Kew.

Scott P.M., Coldwell B.B., and Wiberg G.S. (1971) Grayanotoxins. Occurrence and analysis in honey and a

comparison of toxicities in mice . Food and Cosmetics Toxicology 9(2), 179-184.

Senatore F., D'Agostino M., and Dini I. (2000) Flavonoid Glycosides of Barbarea vulgaris L. (Brassicaceae ).
Journal of Agricultural and Food Chemistry 48(7), 2659-2662.

Servettaz O., Colombo M.L., De Bernardi M., Uberti E., Vidari G., and Vita-Finzi P. (1984) Flavonol Glycosides
from Dryas octopetala . Journal of Natural Products 47(5), 809-814.

Seth S.D., Johri N., and Sundaram K.R. (1982) Antispermatogenic effect of embelin from Embelia ribes .
Indian Journal of Pharmacology 14(2), 207-211.

Shahat A.A., Cuyckens F., Wang W., Abdel-Shafeek K.A., Husseiny H.A., Apers S., Van Miert S., Pieters L.,
Vlietinck A.J., and Claeys M. (2005) Structural characterization of flavonol di-O-glycosi des from Farsetia
aegyptia by electrospray ionization and collision-i nduced dissociation mass spectrometry . Rapid

Communications in Mass Spectrometry 19, 2172-2178.

Sosa A., and Dussy J. (1951) Some new constituents of an African Ericaceae, Agauri a salicifolia Hook f. ex.

Oliv. Comptes rendus hebdomadaires des séances de I'Académie des sciences 232(24), 2249-2251.

Spichiger R.E., Savolainen V.V., and Figeat M. (2000) Botanique Systématique des Plantes a Fleurs . Presses
polytechniques et universitaires romandes. Lausanne.

Stahl B., and Anderberg A.A. (2004) Myrsinaceae . In The families and genera of vascular plants. Kubitzki K. Ed.
Vol. 6. Springer-Verlag. Berlin. pp 266-281.

Stevens P.F. (1970) Agauria and Agarista : an example of tropical transatlantic affinity . Notes from the Royal
Botanic Garden at Edinburgh 30, 341-359.

Stevens P.F. (1971) A classification of the Ericaceae: subfamilies and tribes . Botanical Journal of the
Linnean Society 64, 1-53.

Stevens P.F.  (2001). Angiosperm Phylogeny  Website . In  Version 7, May  2006.
www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/.

Stevens P.F., Luteyn J., Oliver E.G.H., Bell T.L., Brown E.A., Crowden R.K., George A.S., Jordan G.J., Ladd P.,
Lemson K., McLean C.B., Menadue Y., Pate J.S., Stace H.M., and Weiler C.M. (2004) Ericaceae . In The families
and genera of vascular plants. Kubitzki K. Ed. Vol. 6. Springer-Verlag. Berlin. pp 145-194.

169



VI. Références bibliographiques

Stobiecki M. (2000) Application of mass spectrometry for identification and structural studies of flavonoid
glycosides . Phytochemistry 54(3), 237-256.

Suzuki Y., Esumi Y., Hyakutake H., Kono Y., and Sakurai A. (1996) Isolation of 5-(8' Z-heptadecenyl)-
resorcinol from etiolated rice seedlings as an anti fungal agent . Phytochemistry 41(6), 1485-1489.

Suzuki Y., Esumi Y., Uramoto M., Kono Y., and Sakurai A. (1997) Structural analyses of carbon chains in 5-
alk (en) ylresorcinols of rye and wheat whole flour by tandem mass spectrometry . Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry 61(3), 480-486.

Ternai B., and Markham K.R. (1976) Carbon-13 NMR studies of flavonoids-I: Flavones and flavonols .
Tetrahedron 32(5), 565-569.

Ullah N., Ahmed Z., Ahmed S., Muhammad P., and Malik A. (1999) A pentacyclic triterpene from Daphne
oleoides . Phytochemistry 50(5), 839-841.

Vatele J.-M., Fenet B., and Eynard T. (1998) Complete B¢ assignments and structural elucidation of n-3
polyunsaturated fatty acids by the use of a new 2D NMR technique: SAPHIR-HSQC . Chemistry and Physics
of Lipids 94(2), 239-250.

Vvedenskaya 1.0., Rosen R.T., Guido J.E., Russell D.J., Mills K.A., and Vorsa N. (2004) Characterization of
flavonols in cranberry (- Vaccinium macrocarpon ) powder . Journal of Agricultural and Food Chemistry 52(2),
188-195.

Wagner H., and Bladt S. (2001) Plant Drug Analysis. A Thin Layer Chromatography Atl as. Springer. New-
York.

Watson L., and Dallwitz M.J. (1992). The families of flowering plants: description, illu stration, identification,

and information retrieval.  In 2nd version Juin 2006. www.delta-intkey.com.

Wolfender J.L., Maillard M., Marston A., and Hostettmann K. (1992) Mass spectrometry of underivatized
naturally occurring glycosides . Phytochemical Analysis 3, 193-214.

Wolfender J.L., Waridel P., Ndjoko K., Hobby K.R., Major H.J., and Hostettmann K. (2000) Evaluation of Q-TOF-
MS/MS and multiple stage IT-MS " for the dereplication of flavonoids and related co mpounds in crude

plant extracts . Analusis 28(10), 895-906.

Wu P.L., Lin S.B., Huang C.P., and Chiou R.Y.Y. (2002) Antioxidative and Cytotoxic Compounds Extracted
from the Sap of Rhus succedanea . Journal of Natural Products 65(11), 1719-1721.

Wu W., Yan C,, Li L., Liu Z., and Liu S. (2004) Studies on the flavones using liquid chromatography-

electrospray ionization tandem mass spectrometry . Journal of Chromatography A 1047(2), 213-220.

170



VI. Références bibliographiques

Sites Internet

Site Internet du Missouri Botanical Garden : www.mobot.org/MOBOT/Madagasc/.

Site Internet de la Faculté de Pharmacie de Greifswald: http://[pharml.pharmazie.uni-

greifswald.de/gallery/yamasaki.htm.

Site Internet de la banque de données Prelude : utilisation de plantes en médecine traditionnelle

vétérinaire et humaine en Afrique sub-Saharienne : www.metafro.be

171



ANNEXES



VII. Annexes

Constantes physiques et données spectrales des comp 0Sés isolés

Chromatographies sur couche mince

Solvant de migration : AcOEt/ MeOH/H ,0 (100: 13.5: 10)
Révélation : Réactif de Neu (observation 366 nm) ou  Réactif a la vanilline sulfurique

Composé Composé
" |«<—B—>»| . |« B
Composé
«— A —»
Composé Composé
APY F3 A TTIFs B APY F3
<4— Composé H
<+— Composé F
<4— Composé E
Composé
<« D
ASA Fs Comg’ose TTT Fs
Composé L
S! Composé N
Composés
ECC F3 O P QR
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VII. Annexes

Solvant de migration : Tol / AcOEt/ MeOH (80:18: 2)
Révélation : Réactif a la vanilline sulfurique

Composé
<« C

- g <— Composé |

. <+— Composé K
<— Composé J
-
= o
Composé
APY F; C ECC F;
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Composé A

quercétine-3- O-a-arabinofuranoside

CZOH 18011

masse : 434

poudre jaune

UV : Amax (MEOH) 258, 352 nm

IR : viax (KBr) 3350 (OH), 1650 (C=0), 1603 (cycle aromatique), 1200, 1110 (C-O) cm™

ESI-MS (négatif) m/z (int. rel) : 433 (100), 301 (57), 300 (42), 271 (40), 255 (20), 243 (11), 227 (5)

RMN (400 MHz, CD;0D)

position &C oH

2 158.2 -

3 133.7 -

4 178.8 -

5 161.8 -

6 98.9 6.21 (d, J=2.0 Hz)

7 164.8 -

8 935 6.40 (d, J=2.0 Hz)

9 157.4 -

10 104.4 -

r 121.9 -

2’ 115.7 7.54 (d,J=2.1Hz)

3 145.1 -

4 148.7 -

5 115.3 6.92 (d, J=8.3 Hz)

6’ 121.8 7.50 (dd, J = 8.3, 2.1Hz)
Ara

1" 108.5 5.48 (d, J=1.0 Hz)
2" 82.1 4.35 (dd, J = 3.0, 1.0 Hz)
3” 77.5 3.93 (dd, J =5.0, 3.0 Hz)
4 86.8 3.89m
5"a 61.4 3.52 (dd, J=11.5,4.5 Hz)
5"b 3.48 (dd, J=11.5, 3.6 Hz)
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Composés B (et G)

(-)-épicatéchine

ClSHl4OG

masse : 290

poudre brun-rougeétre

[alp- 55 °(c = 0,42 dans MeOH )

UV : Anax (MeOH) 226, 278 nm

IR : Vmax (KBr) 3192 (OH), 1606 (cycles aromatiques), 1283, 1144 (C-O) cm™

ESI-MS (négatif) m/z (int. rel): 289 (100), 244 (10), 221 (4)

RMN (400 MHz, CD;0D)

position oS¢ [
2 78.5 4.83 brs
3 66.0 4.19 (ddd, J=4.5, 3.0, 1.5 H2)
4 27.9 2.88 (dd, J = 16.7, 4.5 Hz)
2.75 (dd, J = 16.7, 3.0 Hz)
5 156.3 -
6 95.0 5.95 (d, J = 2.3 Hz)
7 156.6 -
8 94.5 5.93 (d, J = 2.3 Hz)
9 156.0 -
10 98.7 -
r 130.9 -
2 118.0 6.99 (d, J = 2.0 Hz)
3 144.4 -
4 144.6 -
5’ 113.9 6.77 (d, J = 8.2 Hz)
6’ 114.5 6.81 (ddd, J =8.2, 2.0, 0.6 Hz)
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Composé C
29
(20)29-lupén-3 B-ol ou lupéol /20//
30 /,’
CSOHSOO
masse : 426

poudre blanche

EI-MS m/z (int. rel) : 426 (34), 411 (12), 216 (100), 207 (66), 189 (91)
IR : Vmax (KBr) 3440 (OH), 3070, 1631, 877 (méthyléne terminal) cm™

RMN (400 MHz, CDCly)

Position Jmod Oc Oy
1 CH> 38.7 1.68 m,0.91m
2 CH> 27.5 1.04m,1.61m
3 CH 79.0 3.20 (dt, J=11.3,5.1 Hz)
4 C 38.9 -
5 CH 55.3 0.70 (d, J = 8.9 Hz)
6 CH> 19.3 1.40m, 151 m
7 CH; 34.3 1.40 m
8 C 40.8 -
9 CH 50.5 1.28 m
10 C 37.2 -
11 CH> 20.9 1.23m,1.42m
12 CH> 25.2 1.08 m, 1.69 m
13 CH 38.1 1.65m
14 C 42.8 -
15 CH; 27.4 1.04m, 1.61m
16 CH> 35.6 1.45m
17 C 43.0 -
18 CH 48.3 1.37m
19 CH 47.9 2.40 (dd, J = 11.0, 5.6 Hz)
20 C 151.0 -
21 CH> 29.9 1.31m,1.93m
22 CH> 40.0 1.20m, 1.40 m
23 CHs 28.0 0.98 s
24 CHs 15.4 0.77 s
25 CHs 16.1 0.84 s
26 CHs 16.0 1.05s
27 CHs 14.6 0.96s
28 CHs3 18.0 0.81s

471 (dd, J = 2.5, 0.6 Hz),
29 CH, 1093 458 (dd, J = 2.5, 1.3 Hz)
30 CHs  19.3 1.70 (dd, J = 1.3, 0.6 H)
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Composé D

guercétine-3- O-B-glucuronopyranoside

ou miquélianine

C21H18()13

masse : 478

poudre jaune

UV : Anax (MeOH) 254, 346 nm

ESI-MS m/z : 477 (100), 301 (85)

RMN (400 MHz, CD;0D)

Position Oc [
2 157.7 -
3 134.1 -
4 178.0 -
5 161.7 -
6 98.5 6.42 (d, J=2.0 Hz)
7 164.6
8 93.3 6.23 (d, J=2.0 Hz)
9 157.1 -
1 104.3 -
1 121.5 -
2 116.1 7.72 (d, J=1.9 Hz)
3 148.5 -
4 144.5 -
5 114.7 6.87 (d, J=8.4 Hz)
6’ 121.8 7.60 (dd, J =8.4, 1.9 Hz)
gluc
1” 102.9 5.38(d, J=7.4 Hz)
2" 74.0 3.56m
3” 76.4 3.50m
4" 72.0 3.61m
5” 76.4 3.78 m
6 173.2 -
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Composé E

Rutine ou

quercétine-3- O-B-rutinoside

C27H30016

masse : 610

poudre jaune

UV : Anax (MeOH) 258, 352 nm

IR : vihax (KBr) 3347 (OH), 3372, 3256, 1652 (C=0), 1603 (cycle aromatique), 1200 (C-O) cm™

ESI-MS (négatif) m/z (int. rel): 609 (100), 300 (57), 301 (42), 271 (40), 255 (20), 179 (11), 151 (5),
(positif) m/z (int. rel) : 645 (10), 488 (21), 326 (20), 332 (100), 325 (50)

RMN (400 MHz, CD;0D)

Position oc [ Corrélations HMBC
2 157.3 - H-2', H-6’
3 134.0 - H-1ciu
4 178.0 -
5 161.9 -
6 99.4 6.20 (d, J = 1.8 Hz) C-10
7 164.8 -
8 943  6.39 (d, J=1.8Hz)
9 157.1 -
10 104.6 - H-6
1 121.8 -
2' 116.9 7.56 s C-3,C-2
3 145.4 - H-2'
4' 149.1 - H-6'
5 115.9 6.84 (d, J = 8.1 Hz)
6' 122.3 7.54 (d, J=8.0 Hz) c-4'
Glu
1" 101.9 5.34(d, J=7.4 Hz) C-3, C-26u
2" 74.7 3.23m C-36u
3" 77.1 3.23m C-261, C-4ci
4" 70.7 3.07m C-361u, C-5a1u, C-661
5" 76.6 3.27m C-4gy, C-661
6" 3,30 m
6" 676 371(d,1=103Hz) Clrm
Rha
1 101.4 4,38 (d, J=1,3 Hz) C-661
2" 71.0 3.39m
3" 71.2 3.29m
4" 72.5 3.09m C-3rha, C-5rha; C-6rha
5" 68.9 3.28m C-3rha, C-4Rrha, C-6rha
6" 184  0,99(d,J= 62Hz)  C-5rma

179



VII. Annexes

Composé F

kaempférol-3- O-B-rutinosi de ou

nicotiflorine

C27H30()15

masse : 594

poudre jaune

UV : Amax (MEOH) 258, 353 nm

IR : Vmax (KBr) 3352 (OH), 1647 (C=0), 1600 (cycle aromatique), 1201 (C-O) cm™

ESI-MS (négatif) m/z (int. rel): 593 (10), 284 (100), 285 (100), 227 (20), (positif) m/z (int. rel) : 617 (100), 471

(12), 331 (97), 308 (70), 309 (20)

RMN (fréquence MHz, solvant)

Position (e (] Corrélations HMBC
2 157.5 - Cc-2', C-6'
3 133.9 - C-lou
4 178.0 -
5 161.8 -
6 99.6 6.41s
7 164.9 - C-6
8 94.4 6.20 s
9 157.2 - C-8
10 104.5 - C-8,C-6
1 121.5 - Cc-3, C-5
2 1315 7.98(d,J=8.8Hz) C-6'
3 115.8  6.88(d, J=8.7 Hz)
4 160.6 - c-2', C-6', C-3, C-5'
5' 115.8  6.88(d, J=8.7 Hz)
6' 1315 7.98(d,J=88Hz) C-2
Glu
1" 1020 530(d,J=7.4Hz) C-2a
2" 74.8 3.23m C-3cu
3" 77.0 3.23m C-46, C-261u
4" 70.6 3.07m C-661u, C-36iu, C-561
5" 76.4 3.27m C-461, C-661u
6" 675 3,07 (J= 9.2Hz)
6" 3,71 (d, J = 10.3 Hz)
Rha
1 101.4 4.38s C-6cw
2" 70.9 3.39m C-4grna
3" 71.3 3.29m C-2Rrha, C-5rha
4™ 72.5 3.09m C-6Rrha, C-5rha, C-3rna
5" 68.9 3.28 m C-4Rrha, C-4rna, C-6rna
6" 184 0.98(d,J=6.2Hz) C-drna
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Composé H

quercétine-3- O-a-glucopyranoside ou

isoquercitrine

C21H20012

masse : 464

Poudre jaune

UV : Anax (MeOH) 253, 349 nm
IR : Vmax (KBr) 3747 (OH), 3370, 2356, 1650 (C=0), 1609 (cycle aromatique), 1185 (C-O) cm™
ESI-MS (négatif) m/z (int. rel): 300 (100), 271 (80), 255 (20), 483 (20)

RMN (300 MHz, CD;0D)

position &c O

2 157.6 -

3 134.2 -

4 178.1 -

5 161.7 -

6 98.5 6.21 (d, J=2.0 Hz)
7 164.7 -

8 93.3 6.40 (d, J=2.0 Hz)
9 157.1 -

10 104.3 -

1 121.7 -

2 116.2 7.54 (d,J=2.1Hz)
3 1445 -

4 148.5 -

5 114.6 6.92 (d, J=8.3 Hz)
6’ 121.8 7.50 (dd,J=2.1,J=8.3Hz)
Glu

1 102.2 5.12(d, J=1.0 Hz)
2" 77.0 3.62m

3” 76.7 3.53m

4" 74.3 3.41m

5” 69.8 3.39m
6"a 3.48m
6"b 61.2 3.34m

181



VII. Annexes

Composé |

14-taraxeren-3 B-ol ou taraxérol

CSOHSOO

masse : 426

poudre blanche

EI-MS m/z (int. rel) : 204 (100), 218 (41), 189 (36), 287 (27), 302 (26), 426 (12)

IR : Vimax (KBF) 3550, 2960, 1450, 1375, 1158, 1065, 1050 cm™

RMN (400 MHz, CDCly)

Position Jmod oc [
1 CH> 37.7 1.61m
2 CH> 27.1 1.51m, 154 m
3 CHOH 79.1 3.19(dd, J=11.2, 4.6 Hz)
4 C 38.7 -
5 CH 55.5 0.78 (d, J=13.0 Hz)
6 CH; 18.8 1.64 m, 1.49 m
7 CH> 41.2 1.36 m, 2.05 (dt, J =12.8, 3.1 Hz)
8 C 39.0 -
9 CH 49.3 1.43m
10 C 38.0 -
11 CH> 17.5 1.51m,1.65m
12 CH> 35.1 1.01m, 1.36 m
13 C 37.6 -
14 C 158.1 -
15 CH 116.9 5.53 (dd, J = 8.2, 3.2 Hz)
16 CH> 37.7 1.61m, 1.91 (dd,J= 14.9, 3.1 Hz)
17 C 35.8 -
18 CH 48.7 0.97m
19 CH> 36.7 0.99m, 1.33 m
20 C 28.8 -
21 CH> 33.7 1.63m
22 CH> 33.1 1.34m, 1.55m
23 CHs 28.0 10s
24 CHs 15.5 0.82s
25 CHs3 15.4 0.94s
26 CHs 25.9 1.12s
27 CHs 29.9 0.92s
28 CHs 29.8 0.84s
29 CHs 33.4 0.97s
30 CHs 21.3 0.92s
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Composeé J

5-(8'(2),11'(2),14'(2)-heptadécatrienyl)résorcinol

C23 H34 02

masse : 342

huile rougeétre

IR : Vmax (KBr) 3499, 3012, 2925, 2852, 1594, 1278, 732 cm™

ESI-MS (négatif) m/z (int. rel): 341 (100), 135 (54), 123 (50)

RMN (500 MHz, CDCly)

position Jmod oc OH
1 C 156.6 -
2 CH 100.1  6.19 (1, J=2.2 Hz)
3 C 156.6 -
4 CH 108.0 6.26 (d, J = 2.2 Hz)
5 C 146.1 -
6 CH 108.0 6.26 (d, J = 2.2 Hz)
1 CH. 35.8 2.50(t, J=7.3Hz)
2 CH, 31.0 1.59(qg,J=7.3 Hz)
3 CH> 29.7* 1.33m
4 CH> 29.4* 1.33m
5 CH; 29.3* 1.33m
6’ CH; 29.3* 1.59m
7 CH3 27.3 2.08 m
8 CH 130.4 5.38 m
9 CH 127.7 5.38 m
10’ CH, 25.7 2.83(t, J=5.4Hz)
11 CH 128.3 5.38 m
12 CH 128.3 5.38 m
13 CH> 25.6 2.83(t,J=5.4Hz)
14’ CH 127.2 5.38 m
15’ CH 132.0 5.38 m
16’ CH3 20.6 2.09m
17’ CHs 143 1.00 (t, J = 7.5 Hz)

* Valeurs interchangeables
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Composeé K

9(2),12(2),15(2)-octadecatrienoique
ou acide linolénique
ClBHSOOZ

masse : 278 18 16 15 13 12 10 9 7 5 3

17 14 11 8 6 4 2
huileux

Composé L

quercetlne OH
C15H1007 OH
Masse : 302 HO O

Poudre jaune OH

OH O

UV : Anax (MeOH) 245, 360 nm

ESI-MS (négatify m/z : 301 (71), 271 (100), 255 (42), 243 (15), 227 (10)

Composé M
kaempférol
OH
C15H1006
HO @]
Masse : 286
Poudre jaune OH
OH O

UV : Amax (MeOH) 265, 365 nm

ESI-MS (négatif) m/z (int. rel): 285 (92), 255 (100), 227 (76), 213 (10)
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Composé N

acide 5- O-cafféoylquinique ou

acide chlorogénique

C16H18()9

masse : 354

OH
OH

UV : Anax (MeOH) 222, 216, sh290 nm

ESI-MS m/z : 353, 191 (12), 173 (50), 126 (100), 111 (25), 93 (62), 85 (87)
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Composé O

quercétine-3- O-a-rhamnopyranosi de ou

quercitrine

C21H20011

masse : 448

poudre jaune

UV : Anax (MeOH) 254, 356 nm

ESI-MS m/z : 447 (40), 301 (65), 300 (90), 271 (100), 255 (59)

IR : vihax (KBr) 3450 (OH), 1660 (C=0), 1605 (cycle aromatique), 1112 (C-O) cm™

RMN (300 MHz, CD;0D)

position oc [
2 158.9 -
3 136.2 -
4 179.3 -
5 163.0 -
6 100.0 6.22 (d, J = 2.1 Hz)
7 166.1 -
8 95.0 6.40 (d, J = 2.1 Hz)
9 158.4 -
10 105.7 -
r 122.9 -
2 117.5 7.31(d, J= 2.0 Hz)
3 149.9 -
4 145.9 -
5 123.4 6.95 (d, J = 8.0 Hz)
6’ 116.0 7.22(d, J=8.0,2.0 Hz)
Rha
1" 102.1 5.38 (d, J = 1.8 Hz)
2" 70.5 4.22 (dd, J= 3.2, 1.8 Hz)
3" 70.7 3.71 (dd, J = 9.2, 3.2 Hz)
4” 71.8 3.33m
5” 70.7 3.33m
6" 16.3 0.92 (d, J = 5.5 Hz)
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Composé P

kaempférol-3- O-B-arabinopyranoside

CZOH 18010

masse : 418

poudre jaune

UV : Anax (MeOH) 262, 341 nm

ESI-MS (négatif) m/z : 417 (100), 284 (55), 285 (22), 255 (45), 227 (20)

IR : Vmax (KBr) 3350 (OH), 1650 (C=0), 1603 (cycle aromatique), 1200, 1110 (C-O) cm™

RMN (500 MHz, CD;0D)

n

position oc

2 157.3
3 134.1
4 178.0
5 161.6
6 98.9
7 165.7
8 93.6
9 157.2
10 103.9
r 121.2
2 130.8
3 114.8
4 160.3
5’ 114.8
6’ 130.8
Ara

1” 103.0
2" 71.3
3 72.6
4 67.6
5 65.4

6.21 (d, J = 2.0 Hz)

6.40 (d, J = 2.0 Hz)

8.09 (d, J = 9.0 Hz)
6.91 (d, J = 9.0 Hz)

6.91 (d, J = 9.0 Hz)
8.09 (d, J = 9.0 Hz)

5.15(d, J=6.4 Hz)
3.91(dd, J=8.2,6.4 Hz)
3.65 (dd, J =8.2, 3.2 Hz)

3.81 brs
3.43 (dd, J =13.9, 3.4 Hz)
3.78 m
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Composé Q

kaempférol-3- O-a-arabinofuranosi de

ou euglanine

CZOH 18010

Masse : 418

Poudre jaune

UV : Anax (MeOH) 262, 341 nm

ESI-MS (négatif) m/z : 417 (90), 284 (42), 285 (100), 255 (26), 227 (8)

IR : viax (KBr) 3352 (OH), 1655 (C=0), 1605 (cycle aromatique), 1205 (C-O), 1085 cm™

RMN (500 MHz, CD;0D)

position 8¢

5

2 157.9
3 133.5
4 178.5
5 161.7
6 98.6
7 165.2
8 93.5
9 157.2
10 104.1
1 121.4
2 129.3
3 115.1
4 160.2
5 115.1
6’ 129.3
Ara

1” 108.2
2" 82.0
3” 77.2
4" 86.6
5” 61.1

6.23 (d, J = 2.2 Hz)

6.42 (d, J = 2.2 Hz)

7.99 (d, J = 9.1 Hz)
6.95 (d, J = 9.1 Hz)

6.95 (d, J = 9.1 Hz)
7.99 (d, J= 9.1 Hz)

5.51 (d, J = 0.4 Hz)
4.34 (dd, J = 3.0, 1.0 Hz)
3.93 (dd, J = 5.0, 3.0 Hz)
3.82 (dd, J = 9.2, 4.6 Hz)

3.50 (d, J = 3.9 H2)
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Composé R

kaempférol-3- O-a-rhamnopyranosi de
ou afzéline
formule brute
masse

forme

UV : Anax (MeOH) 262, 341 nm

ESI-MS (négatif) m/z : 431 (100), 284 (33), 285 (55)

IR : Vimax (KBr) 3348 (OH), 3372, 2356, 1652 (C=0), 1612, 1603 (cycle aromatique), 1514, 1200 (C-O)

cm?

RMN (500 MHz, CD;0D)

On

position Oc
2 157.8
3 134.8
4 178.2
5 161.8
6 98.6
7 165.1
8 93.5
9 157.2
10 104.4
1 121.2
2’ 130.5
3 115.1
4 160.2
5 115.1
6’ 130.5
Rha

1” 102.1
2" 70.5
3” 70.7
4" 71.8
5” 70.7
6" 16.3

6.22 (d, J=2.1 Hz)

6.40 (d, J = 2.1 Hz)

7.79 (d, J = 8.8 Hz)
6.96 (d, J = 8.8 Hz)
6.96 (d, J = 8.8 Hz)
7.79 (d, J= 8.8 Hz)

5.40 (d, J = 1.6 Hz)
4.24 (dd, J = 3.3, 1.6 Hz)
3.73 (dd, J = 9.3, 3.3 Hz)

3.35m
3.35m

0.94 (d, J = 5.6 Hz)
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Publication

A. Lhuillier , N. Fabre, F. Moyano, N. Martins, C. Claparols, |. Fourasté and C. Moulis (2007)
Comparison of flavonoid profiles of Agauria salicif olia (Ericaceae) by liquid
chromatography-UV diode array detection—electrospra  y ionisation mass spectrometry
Journal of Chromatography A. In Press, doi:10.1016/.chroma.2007.03.038

Poster

A. Lhuillier , F. Moyano, N. Martins, C. Claparols, N. Fabre and C. Moulis. Analysis of flavonoid
profiles of Agauria salicifolia (Ericaceae) by LC-M  S. 23rd LC/MS Montreux symposium, 8-11
novembre 2006, Montreux, Switzerland.
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Comparison of flavonoid profiles of Agauria salicifolia
(Ericaceae) by liquid chromatography-UV diode array
detection—electrospray
l1onisation mass spectrometry

Amélie Lhuillier, Nicolas Fabre “*, Florian Moyano®, Nathalie Martins®,
Catherine Claparals?, Isabelle Fourasté ®, Claude Moulis®
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Abstroct

Liguid chromatogmphy (LT coupled to negative electrospray icnisaton (ES]) tandem msss spectrometry { MS/ME) was used for the rapid
and sensitive identification of Aavonoid compounds in Aganniz saficialia. The leaf favonoid content in individual of 4. szlicifoliz onginating
from population with contrasted ecogeographical sitaton and morphcological characteristics was found to be varable qualitatvely and highly
warable quantitatively. Identification of the compounds was carfed out by interpretation of Y, M5 and M5M5 specon. Fourtesn Savonoids
were identified. all of which had not previously been reported in Apaaria spp. Teo favoncl-C-glucuromid es were found to differentiate the two

populations.
& 2007 Elsevier BY. All rghts rese rved .

Kepwords: Apsuria miicfolis; Flavanoids: Chimictaxonomy; kMass specoromeiny; Flivanal O ghrcosides; HPLC DA DYMSME; Ericacess

1. Inmtroduction

Apmeta salicifolia HookX. ex Oliver Ercaceae) is an
arborescent shrub common o forest countries of Madagascar,
Mascareigna Islands and tropical Africa. This species is known
foritshigh polymorphizm [ 1], Although many species and sub-
species have been described in the genus Agauna. some authors
ame in favour ofthe existence of cnly one very palymorph species
A, salicifolia |2]. Although leaves of all forms are known for
ages to be very boxic for humans [3] or animal which eat them,
some forms which might be less toxic than olhers are used by
traditional pracitioners agaimstulcerous wounds, as depurative,
s antivenereals or to treat scabies [1,4]. Indeed Agauria spp.
contain several kinds of active principles such as diterpencids
(groyanotoxing I, I and 1) and witerpenoids (morolic acid and
derivatives) [4-8]. The aim of this work was to evaluate the
possihility of development of an alemmative identification of the

* Corrazponding anihor, Tel.: +33 562 256 B48; fax: +33 561 554 330,
E-mail adifres s nfabee @cict.fr (M. Fabrel.

002 L3675 - see front matter & 2007 Elssvier BV, Al righis reserved.
dasiz 10, 1016 chrnma 2007 03 03

Please: cite this aricle in press as &, Lhudlheretal. 1 Chromatogr, & (2007, doi: 10, 10060 chroma. 200700008

ditferent polymesrphic Foms of A salicifelia based on chemical
differences.

Flavonoids are very common and wide spread secondary
plani metabolites. They have a wide mnge of hiological and
physiclogical activities mainly based on their antioxidant prop-
erties. The near ubigquitous distribution of Aavonoids in green
plants. their relative chemical stability and the strong tendency
for related plants to produce gimilar types of Bavonoids have
made them particul arly useful in plant classification. Flavonoids
compounds have been used successfully as taxonomic markers
to elucidate the crganisation of genetic varability az well as the
phylogenetic trends in several species complexes |9, 10]. The
present work imestigated variation in flavonoid profiles obtained
from individuals belonging 1o two populations of A salicifolia
differing in their momphology and ecology. For this parpose, lig-
uid chromatogrphy/mass spectrometry coupling (LC/MS ) was
applied on fovonoid extracts of the tvo plants to obtain infor-
mation for the structural characteri sation of flavonoids [11.12].
Furthermore, Aavonoids found in the two popalations studied
were entatively employed as taxonomic markers and tested for
their value in population discrimination.
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1. Experimental
2.1, Chemicals

Methanol, acetonitrile (both HPLC grade), ethyl scetate
and hexane were from SDE (Peypin, France) formic acid
fanalytical grade) was from Pmolabo (Fontenay sous Bois,
France). Ultrapure water (Milli-0). Waters, Millord, MA.
USA) was used. Flavonoid standonds: querceting quercetin-3-
r-galactoside (hyperoside). quemetin-3-0-glucoside (isoque-
rcitring and kaempferol-3-C-ambinofuranoside, kaempleml-
3-tr-prabinopyrancside and kaempferol-3-C-rhamnoside were
isolated from other Ericaceas in our labomtory and identified
by MME experiments. The standards were prepared as stock
solutions at 10@/L in methanol. Working standard solutions
{1 mg'mL} were made by diluting the stock solutions with the
LC mobile phase (initial conditions).

2.2, Plant material

The leaves of two populations of A. salicifelia were collected
in Madagoascar in 2003, These popu lations were originated from
contrasted ecogengraphical situations thigh altitude savannah
aned] slope of mountain area, respectively for populations | and
21 in the region of Moramanga. Populations | and 2 had strong
morphological differences in paricular in size and shape of
learves.

2.5, Bawples preparation

Diried leaves of A salicifolia i 1000 g1 ground into a fine pow-
der were extracted with ethanolwater (7:3, w/v) by agitated
maceration at 50 °C, The ethanolic extract was evaporated Lo
dryness under partial vacuum at 40°C ond then dissolved in
othanol-water (7:3, v/v). This solution (300 mL) was extracted
with hexane three times ( 2300 mL each) 1o emove Lipid sub-
stances. This agueous fraction was concentrated again under
partial vacuum ab 40 °C, dissolved in water (300 mL) and parti-
tionzd with ethyl acetate thre times (200 mL each) affording o
walar soluble fraction and an ethyl acetate soluble fraction. This
fraction {EA ) was taken bo dryness (-~ 15 gh A precipitation step
adapied From [13 ] was camied out o eliminate procyanidals. For
this purpose, EA (5g) was diluted in methanel (8 mL). Chio-
roform (920 mL ) was added and the mixture was kept at 4°C
for 2h. The precipitate formed (containing procyanidal poly-
mers) was oollectad by filtration on glass fAlters. The filters were
eliminated while the filtrate was evaporated and dissalved in
minimum methanol. This methanolic solution was fractioned
by gel Aliration on Sephadex LH-20( Sigma—Aldrich, St. Lowis,
MO, USA) column eluted wilh 1009 methanol. Fractionation
was monitored by thin-layer chromatography on silica gel 50 F-
254 (Merck, Darmstadt, Germany) with visnalisation under U
(254 and 365nm) and by spraying Meu reagent [ 14] (specific
reagent for phenolic acid and Aavonoids). Three final fractions
{A, B ond C) were obtained and fraction B (3 mg/mL) was
analysed by HPLC coupled to diode-armay detection (DAD-
UV and liguid chromatography with electrospray ionisation

Please cite this article in press am A, Lhuillier et al.. ). Chromatogr, A (2007, doi: 10010006 hroma, 2007 00, 038

mass spectrometry (LC-ESI-MS) to determine the Aavonoid
composition,

2.4 Analwical HPLC conditions

LC analyses were camried out in a Pedkin-Elmer sefies 2060
HPLC system (Perkin-Elmer, Concord, OM, Canaday. It con-
gigted of o quaternary pamp (PE series 2000, an autosampler
(PE series 2000 and a UV detector (PE 785 A A Symetry C18
(75 mm > 4.6 mm, 3.5 pm) colomn (Wabers) was wsed for the
separation of Havonoids. The mobile phase consisted of two
solvents: water—formic acid (001 %) (A ) and acetonitrile (B, Sep-
arations were peformed atroom temperture by solvent gradienl
elution at a fow-rate of 0.7mL min—!: 13% B during 35 min.
13-20% B in 2min, 20% B during & min, 20-100% B in 2 min
and then mium to the initial conditions (13% B) in 1 min o
re-equilibrate the column pricr to ancther man. The injection vol-
ume ranged 20— 100 Pl depending on the compound and extract
assayed. UV spectral data from all peaks were accumuloted
in the range 240-400nm and chromatograms were eoorded
at 260 nm. MS spectra were oblained with a riple quadnipole
spectrometer Sciex AP 365 (Perkin-Elmer, Concond, Canada)
equippad with an electrospray ionisation interface and controlled
by Analyst software (verzion 1.3, 1) with the following settings:
nebulizer gas (Ma/032). 8 (arbitrary wnitg); curtain gas (Ma).
12 {arbitrary units); focusing potential (FP), —310%: entrance
patential. — 10V, drying gas (N z). heated to 500°C. The declus-
tering potential (DF) wes —B0Y and the collision energy « CE).
—30V. Mass spectrometry data were acquired in the negative
ionisation mode. providing deprotonated molecular ions.

2.5 LCAUNWESI-MSMS analssr

The full scan mass acquisition was performed by scanning
From miz 100 gp to 700, ME/MS product ions were produced
by collision-induced dissociation { CICY of the selecte d precursor
ions in the collision cell of the tople-quadmpole mass spactiom-
wher and analysed using the second analyser of the instrument.
Different M5/MS experiments, neutral loss scan, prochict ion
scan and precumsor ion scon of selected molecules wer car-
ried out o confirm the structure of the compounds previously
identified by full scan mode.

Tablz | shows the most frequent ions which characterize the
fragmentation of the compounds of the extract. Other jons were
found but they have not been included due to their lack of signifi-
cance on the MS behaviourions. The Aavonoid fragment ions can
be designated socording to the clasgical nomenclatare proposed
by Ma etal. [15]. For free aglycones. the {4~ and */E~ lahels
refer o the frmgments containing intact A- and B-rings, respec-
tively. in which the superscripts § and yindicate the C-ring bonds
that have been broken (Fig. 3. For conjugated aglycones. Y is
used o designate the aglycone fragment [ M-H-glycosidz]~.

2.4, Preparative HPLC

The preparative isolotion of compound 2—-4 and 16
was performed on o Merck-Hitschi HPLC system consist-
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Tahle 1

LC-EZL-M5M5 data of Aavonaids identified in the populations | and 2 of A pawria sabicifli

Compound Peak  Riimini MW oo full scan ME MEMS experimenis
[M-H]"  Fragmenis* Neutral Preaurscrion  Product ion scan®
loss scan s

Populatian |
Cgrcefin:3-0- galacicside -1 123 d5d 463 3N, 271,285, 301 162 ol -
Quercefin-3-O-glucoside -2 155 did 463 ] 162 a0l 151,273,257, 179
Quercetin:3-0-peninse: I-3 187 434 433 271, 255,300,301 132 aot -
Quercelin-3-0-peniose: 14 333 434 433 271, 300,301,255 132 aol -
Cuercetin:3-0-peniose I-5 352 43 433 a1 132 ol 151,179,257, 273
Quereetin3-0-arabincfuranaside & 386 414 433 271, 300,301,255, 179, 151 132 ol -
Quercetin:J-0-fhamoces -7 414 45 447 300, 271,301,285, 151 145 ol -
Eaempferol-3arsbinopyranoside 18 432 418 417 27, 255,254, 285 132 285 -
Faempferol-3 40 panboas -7 441 418 417 227, 284,255,285 132 285 -
Eaempferol-3aarohinafurancside 1-10 467 41E 417 254, 255,717, 285 132 283 -
Eaermpferol-3 4. thamnose I-11 478 43z 43l 284, 265,255, 127 146 283 -
Quisrceiin 1-12 502 LICH ol 271,255,151 - aol 151,179

Popularian 2
Quereetin3-0- galazicside 1 118 A5 463 MO0, 301,271,255 162 ol -
CQuzrcetin3-O-glucoside 1 157 did 463 271, 300,301 162 ol -
Quisreefin.3-0-penioss 3 3ol 434 433 N, H0] 132 a0l 151,179,273, 229
Quercetin-3-0-glucoromids 14 318 4TE an a1 176 ol 151,179,229, 273
Quercefine3-0-peninss -5 345 434 433 1. 30 132 ol 151, 179,273, 229
Quercetin 3400 penioss 6 365 434 433 0, 301 132 ol 151,257,179, 2173
Qusrcefin.3-(-arabincfurannside LT 4T 434 433 30, 301,271,255 132 ol -
Quercefin-J-0-rha mooss: 1§ 413 445 447 271, 300,301,255 145 ol -
Eaempferol-34arsbinopyranoside 2 43.3 41E 417 227, 255,284,285 132 ] -
Eaempferal-3-0-glucurenide -9 439 457 461 285 174 23 285,229,257, 151
Eaempferol-340.panioss 11 442 41E 417 285, 284 132 283 157,229
Faempferol-3arsbinofuranceide 2-12 468 418 417 255, 284,285, 227 132 283 -
Eaempferal-TO.thamnese 13 470 432 431 265,284, 255, 227 145 283 -
Cusrcetin 14 50l iz ol 271,255,151 - aol 151,179

# Listed by order of abundance.
B “Prenda M5 " experiments on ¥ ion (generated in source),

ing of a gquatemary pump Lachrom 7100 and a DAD-LTY
Lachrom 7455 detector contmlled by D-TO00 HSM  sofi-
ware (Merck), A Copital HFLC LTD (Broxbom, UKy CI8
(150 mm = 10mmy 5 pm) column was used as stationary phasa
al room temperature. The mobile phase and the gradient pro-
file were the same as for snalytical HPLC. The flow rate
was 3mbLSmin and monitoring was performed ot 270nm.
Aligquots of 05mL of concentrated fraction B of popula-
ticns 2 and 1, respactively for 24 and 1-¢ were appliad per
injection.

fl'.'-' T DH

Y

Ghyzas :IGAF-J." PR
]|\p, I'"“mllta
n 1

2

e

Fig. I. Ton nomenclature followed for Bavonoid glyoosides (illusiraied on
Havone aglycones adapisd from [11].

L7 NMR experiments

MMR spectra were obtainad at 25 °C on a Britker Avance
S00 operating at 300,13 MHz for "H and 12575 MHz for 1*C
{Briiker BioSpin. Rheinstetten, Cemmany ). Chemical shifts (5)
ame given in ppm. and coupling constants ©.7) are reporkad in He,
Samiples were dissolved in devterated methanol (CDL0O0N.

3. Resulis and discussion
31, HPLC profiles of the two popiulations

The two  Auvoneid  fractions wem  analysad by
HFLC/AUW-DAD and a large number of Aavonoid com-
pounds was detected in both extracts (Fig. 20 A preliminary
study of the LTV spectra of the peaks gave a firstindication of the
family of phenclic compounds. U spectra of all compounds
(populations | and 2) showed characteristics of Aavones
derivatives with absomption bands at 254-256 and 345-355 nm
and a shoulder at 290nm |1 6]. HFLC chomatograms of the two
populations at 260 nm were similar but not identical (Fig. 3).
Indeed at least 12 peaks were detected al almost identical
retention time for both population but twio peaks (compounds

Please: cite this aricle in press as &, Lhudlheretal. 1 Chromatogr, & (2007, doi: 10, 10060 chroma. 200700008
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Fig. 3. HPLC-UV chramatcgrams of the Aawanoid extracts of () population 1 and i) populstion 2, 260mm.
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I-4 and 2-14 were seen only for population 2 (Fig. 3b).
Moreover, the areas of the peaks were also very differsnt from
ong ancther,

3.2 Kemtification of the componenis af the extracts by
LO-ME

Sampla peaks ( 1-1 to 1-12 for population | and 2-1 to 2-14
for population 2) were compared with those of ovailable ref-
eence compounds analysed under the same LC conditions in
order to compare the U and mass spectru, as well as the reten-
ticn times. For compounds without available reference, full scan
mode analyses followed by MSMMS experiments in negative
ion mode appeared o be a powerful tool for their charcter-
sation [17]. Table | presents the LC/MS data obtained for all
peaks, including the retention times and MS/MSE experiments.
The kind of the attached glyoosides was identified according to
the losses of hexose. rhamnose, glucuronide and pentose moi-
elies (—162, — 146, —176 and — 1320, respectively’ from the
peendo-molecal ar ions.

321 Favonel (-glvcosides

The frst-order spectraal the majority of compounds allowed
us o identify their aglycone moieties. For all peaks, the radical
aglyoone [Yy— H]=* wes formed in addition o the aglycone
fragment Y7 indicating a 2.3 double-bond in the aglyoone [15]
confirming the presence of lovonoids of favonol type. Further
more, as described by Petsalo et al. [19] in case of the use of
triple quadropale mass spectrometer  EST ), formmation of intenss
radical fragment ions is due to homolytic glycan cleavages in
position 3 whereas small orno radical fmgment ion are obzerved

Tahle 2

for 7-position glycosylation sites. Asg all molecules presented an
intense mdical Fragment jon ¢ey'z 300 for queretin and miz 284
for kaempferal aglycones), they wem assumed to be glycosy-
lated in position 3. Furhermore. the fragmentation pattem in
negative ion mode (Table 1) of the molecules provided informa-
ticn neaded to identify quarcetin and keampferol aglycones by
comparisen with standerd compounds and with literature data
[17]: the fallowing fragment ions were observed for aglycones:
¥y w3301 or 285 (for quercetin and kaemplerol, respectively),
[Yo—H]|™* at e’z 300 or 284, [M-CH200™ at me'z 271 or 255,
|M-H-H20-C 00~ at m/fz 235 (for querceting and the diagnostic
ions A atmiz 151 and ['2 A-HJ™ at pa'z 179 for quercetin.

Fig. 4 summarizes the different steps in the characterisation
of quercetin-3-C-thamnozide (1-7 or 2-8) as an example of the
identification of Aavonodd glycoside. Fist, the UV specirum
{Fig. 4B gives information about the class of favonoid com-
pounds (peak 1-7 showed o UV spectrum typical of Aavanons
glycogide with absorption bands at 253 and 342 nm). Second,
the first order mass spectrum in full scan mode (Fig. 4D dis-
played a first approach to the compound stucture, where the
[M — H]~ ion comesponds 1o the deprotonated molecule at 'z
447 and [ Yy —H] ™ is due o the loss of 146 g which indicated
the presence of a thamnose moiety. Finally, identification of
the aglycone fragment ions compared with those described by
Cuyckens et al. [17] allowed to conclude o the presence of
quercetin aglyoone and to identify compound 1-T as quercitrin
{quercetin-3-C-rhamnoside .

Flavonoid @-glycosides. such as quercetin-3-0-galactoside
(I1-1 and 2-1}, quercetin-3-O-glucoside (1-2 and 2-2) wem
finally identified by comparison of their retention times (225
and 25.5 min. respectively) with those of meference subslances

"Hand *C NME data of compoursds 1-6 ¢wvicularing and 24 { mique lamin) in Oy 0D

Positicn Cuzreetin-3-D-g-arabinefurancside (L6 Dueroetin-3-0-f-glooironopyrancside (2-4)
H o tH o
S¢muhiplicity, 5 5 5 ¢ muliplicity, & 5

2 = 1582 = 1577
3 - 1337 - 1244.1
4 - 1788 - 1780
5 = 1615 - 1617
[ 621 0d, .00 9E2 SA3 04, 20 SRS
7 - 164 5 164 5
i E401(d, 2.0 9as £230d, 2.0 933
9 - 1574 - 1571
1 = 1 a = 13
1 - 1219 = 1215
T T540d, 210 157 T30, 1.0y 1161
r e 1451 - 485
g - 1427 - 1445
5 £50(d, B.3) 1153 SET I, 8.4y 1147
3 TA0(dd, 1L, &3 1215 TEO(dd, 1.9, B4} 1215
" 543 0d, 1. e s B33 0d, T4y [t
" 4.35 (dd, 1.0, 203 21 1%m 0
b 3,00 idd, 3.0, 500 s 150 m Tad
4" 39m BEE 36lm 720
"1 352 (dd, 4.5, 115 a4 AT m a4
5"k 148 (dd, 3.6,11.5) = =1

3 - - = 172
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Fig. 4. Sequence of identification of quencetin-3O-rhamnoside (quencitrine 2-71: (4) UV chromabogram ab 260 om; (B3 200400 om UY specrum of peak 2-7;(C)
TIC chromaiogram in preoursor ion scan of 301 (befare 43 min and 285 {afrer 43 min) and (D) first-order M3 specirum of peak 2-7.

ared also by loss of 162 u, which comesponds to the loss of a
hexome unit under. Compounds 1-11 and 2-13 were Entatively
identified as kasmpferl-3--rhamnogide and -7 and 2-8 as
quercetin-3C-rhamnoside by neutral loss scan of 146y and
precursor ion scan of mdz 285 and 301, respectively. Identifi-
cation of these compounds was confirmed by comparison of
the retention times with authentic standards. Compounds 1-8,

Please cite this article in precs an & Chuillier o ol 1. Chromatogr, & (2007, doi: 1001016, ¢ hroma 2007 00 008

1%, 1-10and 2-9, 2-11. 2-12 showed characteristic fragmen-
tation of kaempferol-3-0-pentose { pseudo-molecular ion of 'z
417, neatral loss of 1320 and precursor don scan of 'z 2850,
18 and 2% co-eluted with the reference substance koemplerol-
3-r-ambinopyrancside and I-100 and 2-12 co-clutad with the
reference substonce kaempferol- 3-C-arabircfurancside. Mas
spectrometric charmcterisation of 1=-3, 14, 1-5. 1-6 and 2-3,
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I-5, 2—h, 2-7 provided evidence of the presence of isomers of
quencetin-3-C-pentose (mdz 433, neutral loss of 132 0 and pre-
cursor jon scan of miz 300 but they could not be differentiated
from each other.

T confirm the hypothesized structure from analytical inves-
tigations, compound 1-6 was isolated and identified by NMHE.
NME measurements (see Table 2) were mainly vsed to confirm
the aglycone unit and the glycosylation gite in the aglycone,
The 'H MMR datn of I—6 indicated o 3,7-dilydroxylated pat-
tern for ring A (two meta-coupled doublets at & 6.21 and 6 .40,
J=2.0Hz) and o 3 4'-dihydroxylation pattem for ring B [ARX
systemsignalsatd 6.920d, J=B3Hzr), 7.50(dd. F =83, 2.1 Hz},
154 (d. J= 2.1 Hz)]. allowing the aglycon o be recognized os
queretin, Analysiz of the chemical shifis, signal multiplicities,
absolute values of the coupling constants, and their magnitude
in the 'H MMR spectrum. as well as 13C NMR data iTable 2)
indicated the presence of one arabinofuranosyl residue with o-
configuration at the anomeric carbon (doublet of J=1.0Hz at
S548/108.5 ppm) [20]. The HMBC spectrum showed a come-
lation between the anomeric arabincse proton and queretin
carbon at the 3-position. giving the attachment site of the ara-
hipose on quercetin and confirming mass hypotheses. 1-4 was
identi fied as quencetin-3-O-w-ambinofuranoside (avicularing.

322 Flavonol O-glucamnides

Compounds 2—4 and 2-100 were tentatively identified as
queretin-3-C-glucumnide imiguelianing and koemplorol-3-0-
glucuronide by neutral loss scan of 176w and after product ion
scan of the aglyoones (sew Toble 1), For these compounds with
glocuronide moiety. the genins of flavonoids were identified
using “peendo MS™ experiments. in which in-source gener
ated aglycone [M-H-glucosa | fragment ions (mfz 285 and 301,
respactively) that were chosen for further MS/MS experiments.
Thi data from these experiments are shown in Table |, Queretin
and kaempferal aglycones, respectively gave the characteristic
jons due toa metro-Disls-Alder Fragmentation described by Fabme
etal [21].

Owing Lo the lack of standards, compound 2—4 was isolated
and eventally identified by NME (confirmed by comparison
with existing literature data [22]), Both the 'H and the 1*C NME
spectroscopic data of compound 2-4 exhibited a characteristic
pattemn of quenetin aglycone (Table 2) with a sugar attached at
position 3. The anomeric signal (§ 5.38) appeared as a /=74 Hx
doublet, and taken along with the downfield shift of the carbon
resonance (8 102.9), indicated a f~configurtion. The sugar moi-
ety was completely elucidated as glucuronide thus allowing this
compound o be idantified as quercetin-3-0- g-glucuronide.

4. Conclusion

From our results on the on-line analysis of A. salicifela
Mavonoid extracts it is evident that ther is o close simi-
larity of Aavonoid fractions of the two populations. LC-MS
chmomatogams of both exiracts evealed similar profiles with
two predominant flovonoids (compounds 1-6, 1-7 and 2-7,
I-8) with differences betwesn the two populations espe-
cially in term of concentmtion of compounds. In this work,

LC/UY-DADVEST-MS/MS experiments on two populations of
A salicifolia led to the character=ation of 14 major Aavonols O-
glycoside constituents. Six flavonoids were conclusively identi-
fied by comparizon of their Ry, their UV specira and their ESI-
ME/MS spectrawith those of standards analysed under identical
chmmatographic conditions. namely quercetin, quercetin-3-£-
golactoside, quercetin-3-C-glucoside,  koem prerol-3-8-tham-
noside, kaempleral-3--arabinopyranoside and kaempfeml-3-
O-arabincfurancside. The mmaining compounds were lenta-
tively identified by LOTUV-DAIVESI-MS/MS as quercetin-3-
f-thamnoside, quercetin-3-arabinofuranoside. kaempleml-
3-g-glucuronide and quercetin-3-G-glucuronide,

The chemical identification of quercatin-3-Cr-w-arabinohy-
raroside and quencetin-3-0-A-glucumnide has been here ascer-
tained by MMRE experiments. All compounds were describad
for the first time in the genus Agawria but two of them ithe
glucuronide derivatives 2-4 and -0 wer detected only in
the population 2 thus pointing their interst as quality markers,
whereas the rest were detected in both sample types. To com-
plete this survey and in order o increase the spead and efficiency
aof the differentiation, direct loopinjections of lavonoid exiracts
of the two populations were performed (data not shown), The
peaks at m'z 477 and 461 and the neuwtral loss of 1760 wens
only detected in population 2 confirming that glucuronide sub-
stimants are estricted o popalation 2 and could ther foe b
useful chemosystematic markers for this population. As in this
case the direct loop injection is a sulficient method to distinguish
the two samples. LC separation will not be necessary in further
analysis.

The taxonomy of the genus Agawria is complicated
both by the mnge of varahility shown by A saliciolia
and the infraspecific taxa that have been described. The
LCANY-DATVESI-MS/MS technigue developed here allowed
pointing out chemical differences batween two popalations of
A. salicifolia with morphological differences. Thess resulls may
contribute to classification of authors such as Boitean [ 1.2] who
advocate the existence of several species and infraspecific xa
in the genus Agauria in Madagascar (e.g. A ganria angrstfolia,
A, polyphivlla, A salicifolia var, salicifolia) miher than classifi-
cations where this genus is reduced to A. salicifolia. However
this study is only preliminary. further work iz in progress o
complete the results by the analysis of other samples of A sali-
cifelia orgitating from the same two populations to establish
plansible vadations in chemistry and valid the two favonols-0-
glucuronides as markers.

This study showed once again that charecters based on the
distribution of flavoncid com pounds can be successfully used o
resolve some axonomic poblems, Moreover, this survey con-
firmed that LC-ESI-MS® is a powerful tool for the screening
and identification of Aavonoid compounds in complex matrix.
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Flavonoids are very common and wide spread secondary plant metabolites. They have a wide range of biological and physiological activities mainly based on their antioxidant properties [1]. The near
ubiquitous distribution of flavonoids in green plants, their relative chemical stability and the strong tendency for related plants to produce similar types of flavonoids have made them particularly useful
as taxonomic markers in plant classification. Flavonoids compounds have been used successfully as taxonomic markers to elucidate the organisation of genetic variability as well as the phylogenetic
trends in several species complexes [2].

The present work investigates variation in flavonoide profiles obtained from individuals belonging to two population of an Ericaceae: Agauria salicifolia differing in their morphology. For this purpose,
Liquid Chromatography/Mass Spectrometry coupling (LC/MS) was applied on flavonoid extracts of the two plants to obtain information on the aglycone moiety, the type of carbohydrate (mono- or di-
saccharide, hexose or pentose,...) or other substituants present for the structural characterisation of flavonoids [1, 3].

Agauria salicifolia Hook.f. ex Oliver (Ericaceae) is an arborescent shrub common to forest countries of Madagascar, Mascareigna Islands and tropical Africa (Figure 1). Its leaves, very toxic for animal
which eat them, are used by traditional practitioners against ulcerous wounds and to treat scabies. They contain several kinds of active principles such as diterpenoids (grayanotoxins) and
triterpenoids [4]. Although many species and subspecies have been described in the genus Agauria, some authors are in favour of the existence of only one very polymorph species: Agauria
salicifolia [5].

Figure 1. Trunk and roots (a), leaves (b) and flowers (c) of Agauria salicifolia.

Experimental sectio

Chromatographic conditions (HPLC) Mass Spectrometry

The leaves of two different populations of Agauria
salicifolia were collected in Madagascar in 2003
(respectively population 1 and population 2 ). These
populations, originating from contrasted
ecogeographical situation, had strong morphological
differences in particular in size and shape of leaves.

Specific Extraction of Flavonoids

A specific protocol of extraction and separation was
developed to isolate flavonoids (Figure 2).

Figure 3: Compared HPLC chromatograms of flavonoid extracts of papulanan 1

(in black) and population 2 (in red) 260 nm

Population 1

Ty —
o 20

o mmm by 1ic
Sy ke g

Figure 2. Specific extraction procedure for
flavonoid fractions

4

Column SYMETRY C18 (Waters) 3,5 pm (4,6 x 75 mm)

Table 2. Gradient elution® employed for reversed-
phase HPLC separation of flavonoids in Agauria

Time solvent composition
(min) (% acetonitrile)®
0 13
35 13
37 20
45 20
a7 100
52 100

S07 mL min,
»Gradient of aceic acid-water (0.1 % viv) and acetonitie.

wan

7]

Figure 5. Example of fragmentation interpretation : first-order mass spectrum of the peak 41 min
(population 2).

The first-order spectra of each compounds found on figure 4 allowed us to identify their aglycone moieties.
The radical aglycone [Y,-H] « is formed in addition to the aglycone fragment Y, indicating a 2,3 double-

Peaks were analysed using a APl 365 PE Sciex
triple quadrupole mass pectrometer equipped with
an electrospray interface

Tablel. ESI-MS conditions®
DP -80
FP -310
CE -30
Temperature 450°C.

Cardltors wers apinzed by Tow jecton
of standard solut

Figure 6. lon nomenclature
followed for flavonoid
glycoside (illustrated on a
flavone aglycone) adapted
from [1].

bond in the aglycone. Moreover, the fragmentation pattern |n negative mode uf the molecules provided
information needed to identify quercetin and by (

(Table 3).

Population 2

Figure 4 : Total ionic currant of precursor ions of 301 and 285. Differences are labelled in red

Conclusion et perspectives

with literature data

Table 3. Interpretation of detected ions for flavonoid extracts

Predominant

Main fragments

Structure hypothesis

negative ion [M - H] by ESI-MS®

595 301 Quercetin-O-di-saccharide
301, 300, 271, 255,

463 175, 191 Quercetin-O-hexose
271,300, 301, 255,

433 243, 227, 176, 18, Quercetin-O-pentose

477 3010 Quercetin-O-glucuronic acid
300, 301, 271, 255,

447 243, 283, 161, 179 Quercetin-O-amnose

a7 227,255,284,285  Kaempferol-O-pentose

461 285, 2840 Kaempferol-O-glucuronic acid

431 284, 285,255,227 _Kaempferol-O-thamnose

‘2 Obiained on first order mass spectrum , ordered by decreasing inensity

b Obiained on precursor mass spectrum

The leaf flavonoid content in individual of Agauria salicifolia originating from population with contrasted ecogeographical situation and morphological characteristics is variable qualitatively and highly
variable quantitatively. Two flavonoids out of thirteen / This substituant seem to be specific of the lot no. 1. This study points out chemical differences among a polymorphic species and this agrees
with the hypothesis of the existence of several species. Until now, botanists were not able to conclude but it seems that the composition of flavonoid extracts is in favour of the presence of several
species.

However mass spectrometry techniques used in this study cannot give complete information on these flavonoids. These results have to be completed by other analysis including MS/MS and

MS/MS/SM to bring structural information and confirm or not the existence of two distinct species.
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VII. Annexes

Lexique de botanique

Actinomorphe : qualifie une fleur réguliere a symétrie axiale.
Akene : fruit sec, indéhiscent, dont la capsule contier® graine unique non soudée avec le péricarpe.

Cladistique : méthode de classification qui établi des retsti@le parenté phylogénétiques entre taxons
lorsqu’ils possédent les mémes caractéres dérivésymapomorphies ; elle vise a mettre en évideace |

séquence évolutive de leurs transformations, a'ebte déterminer leur état primitif et leur(s)t&adérivés.
Drupe : fruit charnu indéhiscent caractérisé par soroearpe lignifié.

Epiphyte : qualifie des espéces de végétaux qui viventesutroncs, les branches, les feuilles d'un autre

végétal.
Isostémone qualifie un androcée dont le nombre d'étamine@at a celui des pétales ou des sépales.
Laticiferes : qui contient du latex

Monophylétique : qualifie un ensemble d'unités taxonomiques aysnseul ancétre commun ; une telle

lignée est considérée comme naturelle.
Mycorhize : association symbiotique entre le mycélium dlanpignon et les racines d'une plante

Obdiplostémone: qualifie un androcée dont le nombre d'étaminggasdé sur deux verticilles est double de

celui des pétales ou des sépales et dont le Weresiterne est opposé aux pétales.
Pachycaule: plante dont la tige est succulente sur toutersgueur et non pas particulierement a sa base.

Périanthe: ensemble des enveloppes florales protégeardrtgmes reproducteurs et constituant la partie

asexuee de la fleur.

Péricarpe : enveloppe du fruit, provenant du développemestghrois du carpelle.
Phylogénie: étude de la formation et de I'évolution des nigraes en vue d'établir leur parenté
Polyphylétique : qualifie une lignée artificielle ayant plus dduarigine évolutive.
Sempervirent: qualifie les végétaux ligneux qui conservenfeuillage vert toute I'année.

Tomenteux: qualifie une plante ou une partie de plante ugede de poils épais, courts et mous, d'une

pubescence cotonneuse, entrecroisée, feutrée.

200






Contribution a I'étude phytochimique de quatre plan tes malgaches : Agauria salicifolia
Hook.f ex Oliver, Agauria polyphylla Baker (Ericaceae), Tambourissa trichophylla

Baker (Monimiaceae) et Embelia concinna Baker (Myrsinaceae).

Ce travail est consacré a I'étude phytochimique de quatre plantes : deux Ericaceae, Agauria
salicifolia Hook.f ex Oliver et Agauria polyphylla Baker, une Monimiaceae, Tambourissa
trichophylla Baker et une Myrsinaceae, Embelia concinna Baker sélectionnées pour leur
utilisation en médecine traditionnelle malgache. Trois flavonoides et un triterpéne ont été
isolés des deux espéces de Agauria. Trois flavonols ont été isolée des feuilles de T.
trichophylla. Dix composés ont été identifiés de E. concinna : un triterpéne, six flavonols, un
acide phénolique, ainsi qu’'un alkyle résorcinol et un acide gras. Les structures des
composés ont été élucidées par l'utilisation de techniques de RMN 1D et 2D et par
spectrométrie de masse. La comparaison par spectrométrie de masse des fractions
flavonoidiques de A. salicifolia et A. polyphylla a permis didentifier neuf composés
supplémentaires. Deux composés sont spécifiques de A. salicifolia et permettent de
distinguer chimiqguement les deux espéces.

Mots-clés : Phytochimie - Flavonoides - Spectrométrie de masse - Agauria salicifolia -
Agauria polyphylla - Tambourissa trichophylla - Embelia concinna.

Contribution to the phytochemical study of four pla nts of Madagascar: : Agauria
salicifolia Hook.f ex Oliver, Agauria polyphylla Baker (Ericaceae), Tambourissa

trichophylla Baker (Monimiaceae) et Embelia concinna Baker (Myrsinaceae).

This report contributes to complete the phytochemical knowledge on four plants: Agauria
salicifolia Hook.f ex Oliver, Agauria polyphylla Baker (Ericaceae), Tambourissa trichophylla
Baker (Monimiaceae) and, Embelia concinna Baker (Myrsinaceae) used in traditional
medicine in Madagascar. Four compounds were isolated from the extracts of the Agauria: a
flavonoid type compound and a triterpene. Three flavonol O-glycosides were isolated from T.
trichophylla extracts. The study of E. concinna led to the isolation and characterization of a
triterpenes, six flavonoides, a phenolic acid, a fatty acid and an alkylresorcinol. The use of
these compounds as phytochemical markers was evaluated. Identification of the compounds
was carried out by interpretation of MS, MS/MS, 1D and 2D NMR spectra. Liquid
chromatography coupled mass spectrometry was used to compare the flavonoid fractions of
A. salicifolia and A. polyphylla. Two flavonol O-glucuronides were found to differentiate the
two populations.

Laboratoire Pharmacochimie des Substances Naturelles et Pharmacophores Redox
UMR 152 IRD - UPS
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - Université Paul Sabatier - Toulouse Il
31062 TOULOUSE cedex 09 - France
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