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Avant-propos

Ce travail réalisé en cotutelle, est le fruit de la collaboration entre la faculté de I’'UFR
des Sciences des Structures et de la Matiere et Technologie (UFR SSMT) de
I’Université Félix Houphouét Boigny d’ Abidjan et la faculté d’ Agronomie Gembloux
Agro Bio-Tech, de I’ Université de Liege Belgique.

11 s’est déroulé sous la direction et supervision du Professeur TONZIBO Zanahi
Felix du laboratoire de Constitution et Réaction de la Matiere (LCRM) de I’ Université
Félix Houphouét Boigny et du Professeur FAUCONNIER Marie-Laure du
laboratoire de Chimie des Molécules Naturelles de Gembloux Agro-Bio Tech,
Université de Liege.

Ce travail a bénéficié d’une bourse d’étude du Ministere de 1’Enseignement
Supérieur et de la Recherche Scientifique de Cote d’Ivoire et de I’appui des équipes
de recherche du laboratoire de Chimie des Molécules Naturelles de Gembloux Agro-
Bio Tech, Université de Liege.
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Résumé

Le genre Zanthoxylum (Rutaceae) regroupe des plantes connues pour leurs
utilisations en médecine traditionnelle a travers le monde. En Coéte d’Ivoire, neuf
especes ont été identifiées (Zanthoxylum atchoum, Z. leprieurii, Z. macrophilum, Z.
mezoneurispinosum, Z. parvifoliolum, Z. psammophilum, Z. rusbescens, Z. gelletii et
Z. zantoxyloides). Le genre Zanthoxylum comprend des plantes possédant plusieurs
propriétés biologiques intéressantes (antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antifongique, antibactérienne, antitumoral et antimicrobienne etc.).

La présente recherche porte sur trois especes de Zanthoxylum recensées en Cote
d’Ivoire : Z. leprieurii, Z. psammphilum et Z. mezoneurispinosum. Elle a pour but de
valoriser ces plantes a travers leurs métabolites secondaires volatils et non volatils. La
premiere espece Z. leprieurii est beaucoup utilisée en médecine traditionnelle compte
tenu de ses nombreuses propriétés biologiques. Cependant, a ce jour, pour les deux
dernieres especes endémiques a la Cote d’Ivoire aucune utilisation traditionnelle n’est
connue. L’insuffisance de connaissance surtout sur Z. psammophilum et Z.
mezoneurispinosum, a conduit a la réalisation d’une étude phytochimique pour la
détermination d’activités biologiques des constituants de divers organes (les feuilles,
les écorces du tronc, les racines et les fruits) de ces plantes.

Les analyses de la composition chimique des huiles essentielles et les propriétés
biologiques des différents organes ont été réalisées.

A partir d’une hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger, les huiles
essentielles ont été extraites et ensuite analysées par une chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

Pour I’espece Z. leprieurii, une étude de I’effet de la saison sur la composition
chimique des divers organes des huiles essentielles a été réalisée. L’ analyse statistique
des résultats obtenus a permis de distinguer trois classes. La premiere classe
représentant la composition des HE des fruits est caractérisée par les monoterpenes
dominés par le B-myrcene et le citronellol. La deuxieme classe est celle de la
composition chimique des HE des écorces avec une abondance en tridécan-2-one. La
troisieme classe est celle de la composition chimique des HE des feuilles dominées
par le tridécan-2-one, le (E)-B-caryophylléne et le dendrolasin.

Chez Z. psammophilum, les composés chimiques identifiés dans I’'HE des écorces
sont essentiellement caractérisés par les composés non-terpéniques et dominés par le
tridécan-2-one. Cependant, les huiles essentielles des feuilles et des racines sont
caractérisées par les méthylcétones et les sesquiterpenes respectivement.

Les caractéristiques principales des huiles essentielles isolées de Z
mezoneurispinosum sont les monoterpenes dominés par I’a-pinene dans les parties
aériennes, tandis que la partie souterraine est caractérisée par les sesquiterpenes
dominées par le y-€élémene et le cyclosativene.



Les huiles essentielles extraites des trois plantes ont des activités biologiques
satisfaisantes. Ce sont les activités antioxydantes, anti-inflammatoires, insecticides et
anti plasmodiales.

De plus I’étude phytochimique des feuilles de Z. mezoneurispinosum réalisée par
chromatographie sur colonne, chromatographie liquide & haute pression (CLHP) et
par la résonance magnétique nucléaire (RMN) a permis d’isoler au total huit
composés. Ils sont constitués de quatre alcaloides (1-hydroxy-3,4-diméthoxy-N-
méthylacridone, chélérythrine, skimmianine et xanthoxoline), un triterpéne (lupéol),
un dérivé de l’acide cinnamique (méthyl 4-coumarate), un derivé de 1’acide
carboxylique (acide (E)-4-isobutylamino-4-but-enoique) et un flavonoide (4’-
méthoxy-5,7-dihydroxyflavone ou acacétine). Les différents résultats indiquent que
ces plantes peuvent étre utiles a I’homme. En effet, une meilleure connaissance de la
composition chimique des différentes huiles essentielles, de leurs activités
biologiques et les composés isolés des feuilles de Z. mezoneurispinosum, peut
favoriser une plus grande utilisation dans la parfumerie, 1’alimentation, la cosmétique,
la médecine, etc.

Mots clés: Cote d’Ivoire, Zanthoxylum leprieurii, Zanthoxylum psammophilum,
Zanthoxylum mezoneurispinosum.
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Abstract

The genus Zanthoxylum (Rutaceae) includes plants known for their uses in
traditional medicine around the world. In Céte d'Ivoire, nine species have been
identified  (Zanthoxylum atchoum, Z. leprieurii, Z. macrophilum, Z.
mezoneurispinosum, Z. parvifoliolum, Z. psammophilum, Z. rusbescens, Z. gelletii
and Z. zantoxyloides). Zanthoxylum geniuscontains several plant exhibitingbiological
properties (antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, antifungal, antitumor and
antimicrobial etc.).

The present research focuses on three species of Zanthoxylum harvested in Cote
d'Ivoire: Z. leprieurii, Z. psammphilum and Z. mezoneurispinosum. Its goal is to
valorize these plants through their volatile and non-volatile secondary metabolites.
The first species Z. leprieurii is extensively used in traditional medicine because of its
numerous biological properties. However, to date, no traditional use is known for the
last two species endemic to Cote d'Ivoire. The lack of knowledge, especially on Z.
psammophilum and Z. mezoneurispinosum, led to the realization of a phytochemical
study for the determination and confirmation of biological activities of the
constituents of various organs (leaves, trunk bark, roots and fruits) of these plants.

The analyses of the chemical composition of essential oils and the biological
properties of the various organs were realized.

From a hydrodistillation with a Clevenger-type apparatus, the essential oils are
extracted and analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC/MS).

For the Z. leprieurii species, a study of the effect of the season on the chemical
composition of the various organs of the essential oils was carried out. The statistical
analysis of the results obtained made it possible to group the chemical compositions
into three classes. The first class is characterized by constituents from fruits dominated
by B-myrcene and citronellol. The second class was composed by compounds
extracted from bark with an abundance of tridecan-2-one. The last class includes
tridecan-2-one, (E) B-caryophyllene and dendrolasin which are derived from essential
oils extracted from the leaves.

In Z. psammophilum, the chemical compounds extracted from the essential oil of
the bark are mainly characterized by methylketones and dominated by tridecan-2-one.
However, essential oils from the leaves and roots are represented by methylketone
and sesquiterpenes respectively.

The main characteristics of essential oils isolated from Z. mezoneurispinosum are
monoterpenes (o-pinene) in the aerial parts, while the underground part has an
abundance of sesquiterpenes (y-elemene and cyclosativene).

The essential oils extracted from the three plants have satisfactory biological
activities. These are antioxidant, anti-inflammatory, insecticidal and anti-plasmodial
activities.
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In addition, the phytochemical study of the leaves of Z. mezoneurispinosum carried
out by column chromatography, high pressure liquid chromatography (HPLC) and
nuclear magnetic resonance (NMR) allowed the isolation of a total of eight
compounds. They consist of four alkaloids (1-hydroxy-3,4-diméthoxy-N-
méthylacridone, chelerythrin, skimmianine and xanthoxoline), one triterpene (lupeol),
a cinnamic acid derivative (methyl 4-coumarate), a carboxylic acid derivative ((E)-4-
isobutylamino-4-butenoic acid) and a flavonoid (4'-methoxy-5,7-dihydroxyflavone or
acacetine). The different results indicate that these plants can be useful to human.
Indeed, a better knowledge of the chemical composition of the different essential oils,
their biological activities and their isolated compounds, can promote greater use in
perfumery, food, cosmetics, medicine, etc.

Keywords: Cote d'Ivoire, Zanthoxylum leprieurii, Zanthoxylum psammophilum,
Zanthoxylum mezoneurispinosum.
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Préambule

La nature, de par la diversité de ses composantes, offre a ’Homme un régne végétal
vivant aux énormes potentialités pour son alimentation, son hygiéne et sa santé.
Depuis longtemps, les produits tels que les parfums, les huiles essentielles et les
médicaments proviennent des plantes médicinales en général et des plantes
aromatiques en particulier. Ainsi, dans des régions dépourvues de centres de santé, la
pharmacopée traditionnelle a toujours constitué pour les populations la principale voie
d’acces aux soins. Dans certaines régions d’Afrique, notamment en Afrique de
I’Ouest, plus de 80% de la population ont recours exclusivement aux plantes comme
sources de traitement médicamenteux (Hasna Aamri, 2018).

Malgré I’utilisation des plantes et 1’essor croissant de la médecine traditionnelle, de
nombreuses inconnues persistent : les plantes ont encore de multiples ressources a
nous apprendre, tant au plan chimique que pharmacologique en raison de leur grande
diversité dans la nature.

C’est pourquoi, certains pays comme la Cote d’Ivoire ont mis en place un
programme national de valorisation des plantes médicinales. Ainsi, des programmes
dont I’efficacité biologique est reconnue. Des plans de repérage et d’échantillonnage
ont été définis en relation avec les botanistes afin de valoriser et de préserver cette
flore riche et diversifiée.

Parmi ces plantes a usage thérapeutiques, les especes appartenant a la famille des
Rutaceae suscitent un grand intérét a leurs valorisations. En effet, de nombreuses
especes de Rutaceae sont utilisées en médecine traditionnelle, en parfumerie, en
cosmétique et dans I’alimentation. La famille des Rutaceae comprend 1600 especes
réparties en 160 genres. Elles ont une distribution cosmopolite, avec une grande
concentration dans les régions tempérées et tropicales, notamment en Australie.

En Cote d’Ivoire, 9 especes de cette famille appartenant au genre Zanthoxylum sont
répertoriées et utilisées en médecine traditionnelle par une partie de la population
(Adou et al, 2019). Aussi, pour une utilisation plus rationnelle des plantes
médicinales, des recherches contemporaines s’investissent dans I’identification de
nouveaux composés chimiques d’origine naturelle. A cet effet, la connaissance de la
composition chimique des huiles essentielles et des extraits de plantes utilisées en
médecine traditionnelle est une étape essentielle a la connaissance des plantes. Elle
permet d’évaluer leur(s) propriété(s) thérapeutique(s).

Dans la méme optique, la présente étude a pour objectif général, la recherche des
molécules a visée thérapeutiques dans les plantes médicinales utilisées issues de la
Pharmacopée Ivoirienne. Pour sa réalisation, elle s’inscrit dans le cadre d’une
collaboration inter-universitaire qui associe les compétences du Laboratoire de
Constitution et Réaction de la Matiere de I’Université Félix Houphouét-Boigny
d’Abidjan et celles du Laboratoire de Molécules Naturelle de I’Université de Liege,
Gembloux Agro-Bio Tech.

Ce travail est essentiellement consacré a 1’étude phytochimique de trois plantes
médicinales de Coéte d’Ivoire a savoir Zanthoxylum leprieurii Guill & Perr, Z.
mezoneurispinosum (Aké Assi) et Z. psammophilum (Aké Assi).
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De maniere spécifique, il s’agit d’une part, d'établir le profil chimique des huiles
essentielles et de tester les activités biologiques des HE de trois especes végétales
appartenant au genre Zanthoxylum et d’autre part, de rechercher de nouveaux
métabolites secondaires de ces especes végétales. L’étude procede d’abord par
I’application de méthodes d’extraction, d’isolement, de purification, d’analyse des
fractions et enfin, évaluer les activités biologiques des composés isolés.

Pour ces especes, 1’état actuel des connaissances ne mentionne aucune étude
chimique sur la composition des huiles essentielles, a notre connaissance. Toutefois,
des travaux antérieurs ont été réalisés au Laboratoire de Constitution et Réaction de
la Matiere de I’Université Félix Houphouét-Boigny d’ Abidjan sur les substances non-
volatiles des racines de deux de ces especes (Yao Kouassi et al., 2014a ; Yao Kouassi
et al., 2014b).

Pour la restitution de nos résultats, ce document est scindé en cinq chapitres qui sont
composés d'une introduction et suivis d'une conclusion et des perspectives.

Ainsi, le premier chapitre est consacré a la synthése bibliographique sur les plantes
étudiées appartenant au genre Zanthoxylum.

Le deuxieme chapitre porte sur la partie expérimentale avec une présentation des
techniques d’extractions et techniques d’analyse utilisées.

Le troisieme chapitre présente les résultats de rendements et compositions des huiles
essentielles des trois especes.

Le quatrieme chapitre concerne les résultats de 1’évaluation des propriétés
biologiques des huiles essentielles des trois especes.

Le dernier et cinquieme chapitre discute les résultats de 1’étude des métabolites
secondaires non volatiles.
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Le Genre Zanthoxylum : Synthese bibliographique

1. Genre Zanthoxylum

1.1. Généralites

La famille des Rutaceae comprend 150 genres et pres de 900 especes. Beaucoup
sont des sources d'huiles essentielles utilisées en parfumerie et en médecine. Parmi les
plantes issues de cette famille, le Genre Zanthoxylum est le plus exploité et le plus
répandu (Waheed et al., 2011). Le genre Zanthoxylum comprend environ 250 especes
d'arbres et d'arbustes persistants ou caducs, originaire des régions chaudes et
tropicales du monde. Le nom du genre Zanthoxylum est dérivé du grec xanthos
signifiant jaune et de xylon qui signifie bois. En effet certaines espéces du genre
possedent un colorant jaune dans leurs racines.

Classification
Regne Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Zanthoxylum

1.2. Caracteres botaniques

Les différentes especes du genre Zanthoxylum se présentent souvent sous la forme
d’arbres, d’arbustes (dressés, tralnants) ou comme des lianes forestieres. Elles
présentent des liens tres étroits entre elles : ce sont en effet, des especes dioiques,
monoiques ou polygames, dont la plupart sont aromatiques avec des troncs et des
branches épineux (Aké-Assi et Jérémie, 2009). Une caractéristique commune a la
plupart des especes appartenant a ce genre est la merveilleuse capacité de produire des
gommes et des huiles volatiles. Les feuilles caduques ou persistantes sont composées,
pennées ou unifoliées. Les inflorescences sont des pannicules terminaux ou des
fascicules axillaires. Les périanthes des fleurs sont constitués de 4 a 9 segments
différenciés ou non. Les fleurs sont constituées de 3 a 8 étamines. Les fruits rarement
capsulés sont formés par 1 a 5 follicules connés ou distincts. Ils comptent 1 a 2 graines
par follicule et sont de couleur noire brillant ou rouge. A maturité, elles restent souvent
attachées aux carpelles par un funicule.

1.3. Distribution

Le genre Zanthoxylum est originaire des zones subtropicales (Waheed et al., 2011).
L’ Amérique tropicale en rassemble le plus grand nombre d’especes. Le continent
africain compte environ 35 especes, dont environ cing (5) sont endémiques de
Madagascar et une endémique de Cote d’Ivoire.
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1.4. Usages et propriétés

Les organes foliaires, écorces, fruits, racines et le bois du genre Zanthoxylum sont
beaucoup utilisés en raison de leur application dans le domaine médicinal, alimentaire,
industriel et cosmétique (Singh et al., 2011 ; Ngassoum et al., 2003 ; Seidemann J.,
2005). Ces nombreuses utilisations sont rencontrées presque dans tout le monde
entier, notamment dans des pays comme la Chine, le Canada, les USA, le Cameroun,
le Sénégal, le Japon, I’Ethiopie, etc.

Par exemple en Asie, précisément en Inde et au Japon, les organes de 1’espece Z.
armatum sont utilisés pour traiter les maladies de la peau, I’asthme, le cancer, le
diabete, le choléra et la toux (Ranawat et al., 2010 ; Khare., 2007). Z. leprieurii et
Z. zanthoxyloides sont couramment utilisées en Afrique (Sénégal, Cameroun, Nigeria
et au Gabon) pour soigner la drépanocytose, le paludisme, la diarrhée, des maux de
dents et la dysenterie (Kassim et al., 2009 ; Ngane et al., 2000 ; Tine et al., 2017).
Les fruits du Zanthoxylum et leurs péricarpes sont utilisés comme une épice poivrée
dans les préparations sucrées et salées. Les graines riches en huile sont souvent
utilisées comme engrais ou combustible. Les graines sont également utilisées pour
favoriser la digestion et comme agent antibactérien topique pour le traitement des
plaies infectées. Les guérisseurs traditionnels ont utilisé différentes especes du
Zanthoxylum dans le traitement d'un large éventail de troubles, tels que les maladies
urinaires et vénériennes, les rhumatismes et les lumbagos (Elujoba et al., 1985).

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles extraites des organes
du genre Zanthoxylum a permis de montrer que ceux-ci sont composés de
monoterpenes, de sesquiterpenes, de diterpenes et de méthylcétones. Les structures de
ces composés sont représentées sur la figure 1 (Brophy et al., 2000 ; Setzer et al.,
2005 ; Oyediji et al., 2008 ; Negi et al., 2011 ; Bisht et al., 2011). Beaucoup de ces
composés extraits ont été associés a différentes activités biologiques, telles que des
propriétés anti-oxydantes, inhibitrices de la lipoxygénase, antibactérienne,
antileishmaniques, antimicrobienne, anti protozoaires, insecticide et antifongique
(Gong et al., 2009 ; Barrera et al., 2011 ; Bhattacharya et al., 2011 ; Negi et al.,
2012 ; Wong et al., 2015 ; Qi et al., 2015 ; Alam et al., 2019).
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ol

Cembrene A Kaurane
Méthylcétones
| )OI\/\/\/\/\
Tridécan-2-one Undécan-2-one
)OI\/\/\/\/\/\ )OI\/\/\/\
Pentadécan-2-one Nonan-2-one

Figure 1 : structure de quelques composés de HE du genre Zanthoxylum

1.5. Métabolites secondaires et quelques propriétés

Du point de vue chimique, les especes du genre Zanthoxylum constituent une source
riche en métabolites secondaires. Cette diversité chimique est liée a la diversité des
voies du métabolisme secondaire présent chez les Rutaceae (Waterman et al., 1975).
Les différents composés extraits (figure 2) des especes de Zanthoxylum appartiennent
aux familles suivantes :

- Les alcaloides

- Les flavonoides
- Les coumarines
- Les lignanes

- Les triterpenes
- Les amides etc.

10
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1.5.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés complexes, de nature basique, présentant
généralement de puissants effets physiologiques et trés dominants dans les
Zanthoxylum. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux tres actifs, dotés d’une
action spécifique (Boudjelal A. 2013 ; Volak et al., 1983). Les alcaloides isolés des
Zanthoxylum présentent diverses propriétés biologiques telles que: propriétés
antibactérienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anti-plasmodiale, antifongique
(Patino et al., 2012 ; Supabphol et al., 2014 ; Rosidah et al., 2018). Les alcaloides
sont issus de plusieurs dérivés :

- Les dérivés de la tyrosine qui aboutissent aux alcaloides de type
benzo[c]phenanthridine (figure 2) (Yao kouassi et al., 2014 ; De Moura et
al., 1997 ; Nguyen et al., 2002), aporphine, protoberberine, protopine et qui
caractérisent le genre Zanthoxylum (Fish et Waterman, 1973 ; Hesse, 2002).

OCHj
Chélérythrine

Figure 2: Structure d’un alcaloide de type benzo[c]phenanthridine

- Les dérivés du tryptophane donnant des indoles avec les canthin-6-
one (figure 3) (He et al., 2002 ; Diehl et al., 2000).

11
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(0]
Canthin-6-one

Figure 3: Structure d’un alcaloide de type indole

- Les dérivés de 1’acide anthranilique aboutissant a la formation des
quinoléines de type pyranoquinoline (Simulénoline) et acridones
(Xanthoxoline) (figure 4) (Chen et al., 1994 ; De Moura et al., 2002 ;
Tchinda et al., 2009).

O OH

O b
' o

H

Xanthoxoline Simulénoline

Figure 4: Structure d’un alcaloide de type anthranilique

1.5.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules tres répandues dans les Zanthoxylum. Ils font
partie de la classe des polyphénols, principaux métabolites secondaires des plantes.
Les flavonoides (Bhatt et al., 2017 ; Talapatra et al., 1973 ; Fang et al., 1993) sont
constitués de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (noyau 2-phényl-
1-benzopyrane) (Bahorum T. 1998). Ils se classent en six groupes distincts dont les
flavones, les flavonols, les flavanones, les flavononols, les aurones, les chalcones, les
flavan-3-ols, les flavan-3,4-diols, les isoflavones et les anthocyanidines (Medic-Saric
et al.,, 2004). Mais dans les Zanthoxylum, les plus isolés sont flavones, flavonols et
flavanones (figure 5).

12
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(0} o) (0}
OH
o) I s
Flavanone Flavone Flavonol

Figure 5: Structure des flavonoides

Ces métabolites secondaires sont connus pour leurs diverses propriétés biologiques
telles que antioxydantes, anti-inflammatoire, antithrombique, antibactérienne,
antihépatotoxique, antitumorale, antihypertensive, antivirale et antiallergique
(Kumar et al., 2013 ; Busch et al., 2015).

1.5.3. Les amides

Plusieurs amides ont été isolées du genre Zanthoxylum. 11 s’agit notamment de : la
fagaramide, la N- isobutyldécadiénamide, la tembamide et la néoherculine (figure 6).

o) AN o OMe
T X Qx@
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H
Fagaramide Tembamide

o]

N-isobutyldécadiénamide H Néoherculine ©

Figure 6: Structure des amides

La plupart des études réalisées sur les amides (Chen et al., 1994 ; De Moura et al.,
2002 ; Lee, H. 2005) des Zanthoxylum montrent qu’ils présentent des propriétés
insecticides.
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1.5.4. Les coumarines

En ce qui concerne les coumarines (Mai et al., 2001 ; Ross et al., 2004 ; Chang
et al., 1997), nous pouvons les illustrer avec le scopoletin et le dimoxylin (figure 7).
OH

OH
\
o)
o) ( N
HsCO
HO o) C
OH

Figure 7: Structure de la coumarine

1.5.5. Les triterpénoides

I1s sont répandus dans les Zanthoxylum (Corrie et al., 1970). Nous pouvons citer le
lupéol et le friedelin (AKkihisa et al., 1992) dont les structures sont représentées sur la
figure 8. Le premier composé a été plusieurs fois isolé dans les Zanthoxylum tels que :
Z. chiloperone et Z. zanthothoxyloides, Z. rhoifolium, Z. gilletii, et Z. rubescens
(Ahmad et al., 2014 ; Nyaboke et al., 2018 ; Adenisa et al., 1989) etc.
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Figure 8: Structure des triterpenes

2. Zanthoxylum leprieurii guill & perr.
2.1. Distribution

Zanthoxylum leprieurii a une large répartition et est présent en Afrique du Sénégal
jusqu’en Ethiopie et vers le sud du Continent jusqu’au Mozambique et a I’est de
I’ Afrique du Sud (figure 9) (Tabuti 2011). Z. leprieurii se rencontre aussi bien en
forét pluviale qu’en savane boisée, du niveau de la mer a 2000 m d’altitude. La
destruction de son milieu et sa surexploitation constituent des menaces potentielles.
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Figure 9 : Aire de répartition de Zanthoxylum leprieurii en Afrique

2.2. Description botanique

Zanthoxylum leprieurii Guill et Perr. également connu sous le nom de Fagara
angolensis Engl. et Fagara leprieurii Engl., Fagara beniensis Engl, Fagara kelekete
Wild, Fagara kibomboensis Wild, Fagara nitens Engl, Fagara olung Engl et Fagara
polyacantha a une large distribution a travers 1'Afrique tropicale. C’est un arbre de
taille moyenne atteignant 15-25 m de haut et 40 cm de diametre a la base (figure 10).
Les branches comportent des épines qui deviennent des bosses sur le fiit. Les feuilles
sont alternes, composées imparipennées avec un rachis épineux sur le dessous
possédant 8—16 folioles de 15-55 cm de long. Ces folioles sont apex acuminées ou
caudées, a base oblique et cunéiforme, bords entiers vers la base, dentés ailleurs,
glabres, papyracées, a nombreux points glandulaires minuscules. Les fleurs sont
unisexuées, régulieres, tetrameres, petites, presque sessiles ; sépales légerement
soudés a la base, largement ovales, de 0,4-0,6 mm de long. Le fruit est un follicule
presque globuleux, de 4-5 mm de diametre, presque sessile, rougeatre, ponctué de
glandes. Les graines presque globuleuses, de 3-3,5 mm de diametre, noires et
brillantes (Lovett et al., 2003 ; Brukill, 2004 ; Uphof, 1959).
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Figure 10 : Photos de Z. leprieurii ; (A) Feuilles, (B) Ecorce, (C) Fruits, source :
Tanoh

2.3. Utilisations traditionnelles

La plupart des organes de Zanthoxylum leprieurii sont trés aromatiques et sont
couramment utilisés en médecine traditionnelle. Des décoctions d’écorces, de tiges ou
de racines sont généralement prises comme diurétique et purgatif pour traiter des
maladies vénériennes, la stérilité, les douleurs rénales, les douleurs du bas du dos, les
douleurs post-partum, 1’arthrose, les infections cutanées, les infections urinaires, la
dysenterie, les vers intestinaux et les douleurs abdominales (Tchinda et al., 2009 ;
Sofowora, 2010 ; Talontsi et al, 2012 ; Yao Kouassi et al., 2014 ; Agyaré et al.,
2014 ; Yoro Tiné et al., 2020). De plus, il est démontré que l'infusion de fruits de Z.
leprieurii soulage les symptomes de la drépanocytose (Tabuti et al., 2011). L’écorce
de la tige ou des jeunes pousses ou les feuilles transformées en pate sont également
appliquées de facon topique pour traiter des blessures, des plaies syphilitiques, les
ulceres Iépreux, les maux de dents, le saignement des gencives, 1’arthrose, les douleurs
rénales et les douleurs rhumatismales. La vapeur d’écorce trempée dans de 1’eau
chaude est inhalée pour traiter les maux de dents et les douleurs rhumatismales. L.’eau
issue de la décoction des écorces est souvent utilisée pour se laver afin de traiter les
maladies vénériennes. La décoction de feuilles ou I’écorce de tige broyée, mélangée
a des graines de Garcinia kola Heckel et d’Aframomum melegueta K.Schum., se prend
comme aphrodisiaque. Une cuillérée a café d’écorce de tige réduite en poudre se prend
quotidiennement en mangeant pour traiter 1’impuissance sexuelle masculine. Au
Sénégal, on applique de la poudre d’écorce avec le latex de Baissea axillairs (Benth.)
Hua sur les tumeurs. Au Liberia, on ajoute des feuilles a du bouillon de riz pour aider
a la croissance des nouveaux nés. Au Cameroun, on utilise les fruits séchés comme
épice dans des soupes locales appelées “nkui” et “nah-poh” (Tchiégang et al., 2005).
Les racines sont utilisées comme batonnets a macher pour 1’hygiéne bucco-dentaire
et I'infusion de fruits se prend pour traiter I’anémie falciforme. En République
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Démocratique du Congo, la macération de I’extrait d’écorce de tige est appliquée sur
la téte pour tuer les poux. Au Nigeria, les racines écrasées servent a pécher.

Le bois est facile a travailler. Il a une finition douce et prend un bon poli. Cependant,
il n’est pas durable. Le bois est utilis€ dans la construction d’embarcations et de
pirogues, de tambours, de maisons et de lambris décoratifs, en menuiserie, pour les
boites et les caisses, les batiments, les instruments de musique, le contreplaqué et la
pate ou le papier. Il est également utilis€ comme bois de chauffe et comme du charbon
de bois.

2.4. Etude chimique et biologique

Zanthoxylum leprieurii contient une grande variété d’huiles essentielles et de
métabolites secondaires. Cependant, les huiles essentielles sont stockées dans
différentes parties de la plante telles que les feuilles, les écorces, les fruits, les racines,
et les graines. Par ailleurs, ces huiles essentielles des organes de Z. leprieurii sont
majoritairement composées de monoterpenes et de sesquiterpénes. Les HE ont été
obtenues par hydrodistillation. Ainsi, au Sénégal dans la localité de Colomba, I’étude
du profil des huiles essentielles de Z. leprieurii a montré que 1’huile essentielle des
fruits est caractérisée par les monoterpénes dominée par deux isomeres le (E)-B-
ocimene (50,9%) et I’ a-pinene (30,4%). Contrairement aux fruits I’HE des feuilles est
riche en sesquiterpenes prédominée par le germacrene B (9,0%) suivie de I'o-
phellandréne (7,6%), 1’oxide de caryophylléne (7,2%) et le (E)-B-caryophylléne. De
méme que I'HE des feuilles, 'HE des tiges a une teneur élevée en sesquiterpenes
constituée du B-phellandréne (12,7%) suivie du germacréne B (5,0%), germacréne D
(4,7%). En outre, I'HE des racines de Z. leprieurii est principalement caractérisée par
les sesquiterpenes et est dominée par le germacrone (23,5%) suivie du germacréne B
(19,1%) et du y-élémene (6,0%) (Tine et al., 2020). Aussi, des études réalisées dans
d’autres pays comme le Cameroun et Nigeria sur la détermination de la composition
chimique avaient comme composés majoritaires le (E)-f-ocimene (29,4%), le -
citronellol (17,37%), le,(E)-nérolidol (23,0%), I’humulénol (17,5%), le terpinoléne
(49,8%), le 0-3-caréne (17,9%), le géranyl acétate (8,5%), le limonene (94,9%), I’a-
pineéne (22,9%), le caryophylléol (24,6%) et le (E)-B-caryophylléne (13,6%)
(Ekundayo et al., 1986 ; Lamaty et al., 1989 ; Tatsadjieu et al., 2003 ; Oyedeji et
al., 2008 ; Gardini et al., 2009 ; Misra et al., 2013).

Les différentes compositions chimiques des huiles essentielles ont permis d’évaluer
une activité antimicrobienne modérée contre les souches Escherichia coli,
Staphylococcus  aureus,  Klebsiella  pneumoniae,  Enterococcus faecalis,
Corynebacterium glutamicum, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Aspergillus flavus
(Tatsadjieu et al., 2003) ainsi que des propriétés anti-inflammatoire, antioxydante,
anti dermatophytique (Dongmo et al., 2008 ; Tchabong et al., 2018).

En outre, d'un point de vue phytochimique, une grande variété de composés de
différentes classes chimiques incluant une variété d’alcaloides ont été signalés dans
les extraits de Z. leprieurii :

- les alcaloides de type acridone a savoir : tegerrardin, 1-hydroxy-3,4-diméthoxy-N-
méthylacridone, arborinine, zanthozoline, 3-hydroxy-1,5,6-triméthoxy-9-acridone,
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1,6-dihydroxy-3-méthoxy-9-acridone, 3,4,5,7-tétrahydroxy-1-méthoxy-10-méthyl-9-
acridone, 4-méthoxyzanthacridone, 4-Hydroxyzanthacridone, 4-
Hydroxyzanthacridone oxide (2,4°) et hélébélicine A et B (Tchinda et al., 2009 ;
Wouatsa et al., 2013).

- les alcaloides de types benzophénanthridine (nitidine, fagaronine, angoline,
dihydroavicine, fagaridine, chélérythrine et norchélérythrine), furoquinolone
(skimmianine), aporphine (magnoflorine et N-méthyl-corydine) et phényléthylamine
(candicine et tembétarine) (Calderwood and Fish, 1966; Fonzes and Winternitz,
1968; Fish and Waterman, 1971a, 1971b; Waterman et al., 1976; Adesina, 2005;
Tchinda et al., 2009; Ngoumfo et al., 2010).

Cependant, trés peu d’études signalent la présence d’amides aliphatiques ou
aromatiques (y-sanshool, arnottianamide, 10-O-déméthyl-12-O-
méthylarnottianamide et N-isopentyl-cinnamamide) (Adesina, 2005), de coumarines
(xanthotoxine, 7,8-diméthycoumarine, scoparone) (Adesina, 2005 ; Tchinda et al.,
2009 ; Misra et al., 2013), de flavonoides (hespéridine) (Tabuti, 2011) et cinq (5)
diterpenes kaurane (I'acide kaurénoique, I'acide xylopique, 1'ent-kauran-16-3-ol, I'ent-
16B-hydroxykauran-19-al et l'acide ent-16B-hydroxykauran-19-oique)
(Guetchhueng et al., 2017) dans Zanthoxylum leprieurii.

Par ailleurs des activités biologiques ont été rapportées sur cette espece. Les fruits
de Z. leprieurii ont révélé de bons potentiels antioxydants et anti-plasmodiaux contre
les souches 3D7 de Plasmodium falciparum avec des valeurs ICso de 4,5 £ 1,0 et 4,6
+ 0,6 pg/ml, respectivement. De méme, Tchinda et al. (2009) rapportent que la
consommation des fruits de Z. leprieurii peut €tre bénéfique en tant que source
d'antioxydants et de prévention contre le paludisme dans des zones endémiques. De
plus, une étude d’activité larvicide a été conduite sur trois (3) alcaloides de type
acridone (1-hydroxy-3-méthoxy-9-acridone, 1-hydroxy-3,4-diméthoxy-10-méthyl-9-
acridone et 1-hydroxy-3-méthoxy-10-méthyl-9—acridone) contre un moustique
vecteur du paludisme, Anopheles gambiae (Matasyoh et al., 2011). Un criblage
antibactérien et cytotoxique in vitro de ces acridones révele une activité
antibactérienne modérée (CMI 125 pg/mL) contre Micrococcus luteus et
Pseudomonas aeruginosa et un effet cytotoxique modéré (ICso de 86 pM) contre
WRL-68 (lignée cellulaire du cancer du foie) (Wouatsa et al., 2013). Des propriétés
antimicrobiennes de cette plante ont pu étre mises en évidence au Ghana par Agyare
et al. (2014). I1s ont prouvé que cette plante peut étre utilisée pour cicatriser les plaies.
Des études d’activités antibactériennes ont été également réalisées au Cameroun
contre Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa (Misra et al.,
2013; Talontsi et al., 2013). En 2012, une étude réalisée en Allemagne sur des
polycétides a montré une puissante activité inhibitrice contre la croissance mycélienne
de deux autres péronosporomycetes phytopathogenes, Pythium ultimum,
Aphanomyces cochlioides et un champignon basidiomycete Rhizoctonia solani
(Talontsi et al., 2012). D’autres travaux menés sur les extraits d’organes de Z.
leprieurii ont mis en évidence leurs propriétés antifongiques et anti-oxidantes (Ngane
et al., 2000 ; Bouba et al., 2010 ; Womeni et al., 2013). Récemment, des alcaloides
de types acridones isolés des écorces de Z. leprieurii en Ouganda se sont revelés actifs
sur des souches résistantes de Mycobacterium tuberculosis (Bunalema et al., 2017).
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3. Zanthoxylum mezoneurispinosum (ake assi) et
Zanthoxylum psammophilum (ake assi water)

3.1. Distribution

Zanthoxylum mezoneurispinosum et Z. psammophilum (synonyme Fagara
psammophila Aké Assi) sont des especes de Cote d’Ivoire (figure 11). Elles poussent
généralement dans les foréts secondaires dgées sempervirentes, rarement en foréts
climaciques. Z. mezoneurispinosum, espece endémique de Cote d’Ivoire préfere les
sols sablonneux des régions lagunaires. Tandis que la seconde est une grande liane
endémique des foréts denses sempervirentes s’étendant de 1’Est du Libéria a la Cote
d'Ivoire (Aké-Assi, 2001 ; 2002, GBIF, 2019).

_|_

Cote d'Ivoire [ | Zanthoxylum mezoneurispinsum

- Zanthoxylum psammophilum
_|_
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Figure 11 : Aire de répartition de Z. Mezoneurispinosum et Z. psammophilum
especes endémiques de Cote d'Ivoire

3.1.1. Zanthoxylum mezoneurispinosum (Ake Assi).

Description botanique

Selon Aké Assi L. & Jérémie J. (2009), c’est un arbrisseau sarmenteux,
buissonnant, rarement dressé, atteignant 8 m de hauteur, avec des tiges de 2-10 cm de
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diametre, portant vers la base des aiguillons épars (figure 12). Z. mezoneurispinosum
Ake Assi possede des aiguillons des rameaux feuillés noirs, longs de 0,5-1 cm, situés
de chaque cdté du pétiole, a pointe infléchie vers le bas. Les feuilles sont glabres,
imparipennées, longues de 25-30 cm, a 3-5 paires de folioles coriaces, alternes,
opposées ou sub-opposées ; les folioles elliptiques, oblongues, oblongues-elliptiques
ou oblongues-lancéolées, sont nettement dissymétriques et cunéiformes a la base,
cuspidées au sommet ; la foliole terminale coriace est longuement pétiolulée, obovale,
oblancéolée a obovale-oblongue, plus grande que les latérales ; les nervures latérales
nombreuses sont moins visibles sur la face supérieure ; la nervure médiane
proéminente sur la face inférieur ; le rachis foliaire portant en dessous, irrégulierement
insérés, de nombreux petits aiguillons noirs.

C’est une espece dioique : des inflorescences terminales, prolongeant les rameaux,
en panicules simples pyramidales longues de 16-35 cm et larges de 10-20 cm. Boutons
floraux obovoides sont longs de 2,5 mm, subsessiles, blanc-verdatre. Les fleurs males,
petites, atteignent 2,5 mm de longueur, blanchétres, tétrameres. Les fleurs femelles
sont longues d’environ 3 mm, subsessiles, tétrameres ; le calice tres court, pubescent
; la corolle est longue d’environ 2 mm, a lobes oblongs-elliptiques, glabres ; I’ovaire
long d’environ 1,5 mm est glabre ; le style incurvé, long d’environ 2 mm est glabre ;
le stigmate capité, glabre. Le fruit est une capsule subsphériques a ovoides, atteignant
5 mm de diametre. A maturité, elle est rouge orangé. Elle est portée par un pédicelle
pubérulent long de 2 mm. Les graines sphériques bleues métalliques ont environ 4
mm de diameétre.
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Figure 12 : Photos de Zanthoxylum mezoneurispinosum ; Feuilles (A) ; Ecorces (B)
; Racines (C), forét classée du Banco d’ Abidjan, source Tanoh E.

Utilisations traditionnelles
A ce jour aucune utilisation traditionnelle de cette espéce n’est connue.

Etude chimique et biologique

N

L’étude relative a la caractérisation chimique de 1’espece Zanthoxylum
mezoneurispinosum a notamment permis de rapporter que, dans les travaux précédents
du laboratoire, treize (13) composés ont été isolés. Parmi ces composés,
I’ akeassimezorine représenté sur la figure 13 est le seul nouveau dans I’espece ; ¢’est-
a-dire, qui n’avait jamais été identifié auparavant. Ce composé a été obtenu a partir de
I’extrait méthanolique des racines de Zanthoxylum mezoneurispinosum. Aussi, tous
ces composés isolés sont de type : alcaloides, lignanes, flavonoides et triterpénoides
(Yao kouassi et al., 2014). Ces différents composés sont akeassimezorine (nouveau),
methoxy-chélérythrine, chélérythrine, nitidine, methoxyfagaridine, jatrorrhizine,
tembetaerine, N-methylatanine, magnoflorine, skimmianine, sesamine, hesperidine et
le lupéol.
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Figure 13 : Structure de ’akeassimezorine isolé de Zanthoxylum
mezoneurispinosum

3.1.2. Zanthoxylum psammophilum Ake Assi.

Description botanique

Zanthoxylum psammophilum a été¢ décrite pour la premiere fois par Aké-Assi
(1960). Cette plante glabre est une liane épineuse ligneuse, gréle, trés peu ramifiée,
pouvant atteindre 15 m de haut et 2 cm de diametre. Les feuilles (figure 14),
composées imparipennées, atteignent 30 a 40 cm de long avec des rachis tres peu
épineux (Malan, 2008). Elles comportent 5 a 7 paires de folioles alternes, oblongues,
a base dissymétrique et a bords souvent recourbés sur la face inférieure. Au niveau
des zones d’insertion sur le rachis, les pétiolules sont munis de glandes. Les folioles
obtuses, de petite taille et acuminées peuvent atteindre 6 a 13 cm de long et 4 2 6 cm
de large. Il peut y avoir jusqu’a 10 paires de nervures latérales et la nervure médiane
porte 2 a 3 épines sur la face inférieure. Les pétiolules mesurent jusqu’a 2 mm de
longueur.

Les inflorescences sont terminales et cette espece est dioique. Les inflorescences
males forment une panicule lache de 21 a 30 cm de long a la floraison. Les fleurs
femelles sont de couleur vert-pale et mesurent environ 2,5 mm de longueur. Le calice,
réduit, est formé de sépales ovales, glabres, mesurant environ 1 mm. La corolle
mesure environ 1,5 mm, avec des lobes lancéolés et glabres. Les étamines, au nombre
de 5, peuvent atteindre 2 mm de long. Entre les étamines se trouve un ovaire
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rudimentaire, subiliforme, d’environ 1 mm de long. Le fruit est une capsule déhiscente
de 5 mm de diameétre, ovoide ; a maturité, il a une couleur presque rougeatre. Les
graines sont elliptiques et peuvent atteindre 4 mm de diameétre (Aké-Assi, 2002 ;
Malan, 2008 ; Yao-Kouassi, 2014).

Figure 14 : Photos de Zanthoxylum psammophilum ; Feuilles (A) ; Ecorces (B) ;
Racines(C), forét petit Yapo d’ Agboville, source Tanoh E.

Utilisations traditionnelles
A ce jour aucune utilisation traditionnelle de cette espece n’a été rapportée.

Etude chimique et biologique

Les travaux antérieurs effectués par Yao Kouassi (2014) sur cette espece ont permis
d’isoler et d’identifier a partir de 1’extrait méthanolique de la racine. Treize (13)
alcaloides, dix (10) de type benzophénanthridine dont deux nouveaux : la 8-méthoxy-
7,8 dihydrofagaridine et la 8- acétonyl-7,8-dihydrofagaridine (figure 15) et trois (3)
de type quinoléique, un (1) flavonoide, un triterpéne, une lignane, un phytostérol et
un alkylamide.
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Figure 15 : Les structures des nouveaux composés isolés de Zanthoxylum

A ce jour, les molécules volatiles de ces deux (2) especes Z. mezoneurispinosum et
Z. psammophilum n’ont pas encore fait I’objet d’une étude scientifique. D’ou le
caractere original de la présente recherche.
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4. Généralités sur les huiles essentielles (HE)

4.1. Définition des huiles essentielles

Une huile essentielle (HE) est un produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’une matieére premiere végétale botaniquement définie, soit
par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seéche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée
de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition selon la Pharmacopée Européenne (Couic-Marinier.F.,
2016).

L’ Association Francaise de Normalisation (AFNOR), quant a elle, définit I’huile
essentielle comme un « produit obtenu a partir d’une matiere premiere végétale, soit
par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe
des Citrus, soit par distillation seche » (Bruneton j., 2009).

Les essences peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : les feuilles
(citronnelle), les écorces (cannelle), les rhizomes (gingembre), les fleurs (lavande), le
bois (bois de rose), les fruits (anis), graines (muscade) et les racines (vétiver) (Leon,
2005 ; Teixeira et al., 2013). Elles peuvent étre présentes a la fois dans différents
organes d’une méme plante et la composition chimique peut varier d’un organe a
I’ autre (Ochoa, 2005).

4.2. Fonctions de I’huile essentielle dans la plante

Les huiles essentielles sont généralement liquides et volatiles a température
ambiante, acres, odorantes et inflammables. Les HE sont plus ou moins colorées, cela
est da a leur obtention. La majorité d’entre elles deviennent foncées au cours de la
conservation a ’air et a la lumiere. Elles sont aussi sensibles a 1’oxydation, a la
lumiere et a la chaleur (Bonnabel et al., 2011, Kaloustian et al., 2012). Cependant,
I'existence des HE dans les plantes pourrait répondre aux besoins d'une protection
spécifique des especes en fonction de leur environnement (Launay, A., 2017 ; Couic-
Marinier, F., 2013). En effet, les HE sont responsables de 1’odeur caractéristique des
plantes aromatiques car elles permettent d’attirer les insectes pollinisateurs de graines.
Par ailleurs, les HE représentent une défense contre les prédateurs et les maladies (De
Sousa, 2015). En plus, les HE sont connues pour leurs propriétés thérapeutiques ;
celles-ci sont liées a leur composition chimique, aux groupes fonctionnels des
composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a
leurs effets synergiques (Dorman et al., 2000). Les HE présentent aussi différentes
activités biologiques. Il s’agit notamment de leurs pouvoirs antifongiques (Raynaud
et al., 2016, Molevar et al., 1986, Soliman et al., 2002), antibactériens (Bourkiss et
al, 2007 ; Magina et al., 2009), antioxydants (Millet 2015) et insecticides (Cheng et
al., 2009) etc.
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4.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes. La plupart du temps, une
HE comporte un ou deux composants majoritaires qui vont jouer un rdle central dans
ses propriétés thérapeutiques. Ces composés des HE sont principalement des
terpénoides et moins fréquemment des dérivés du phénylpropane. Les terpénoides
forment un vaste groupe de produits naturels. Leurs structures sont tres variables mais
tous sont issus de I’assemblage de sous-unités isopréniques issues du métabolisme du
glucose. Leur classification est basée sur le nombre d’unités isopréne (Cs) dont les
monoterpenes (Cio), les sesquiterpenes (Cis), les diterpenes (Ca), les triterpenes (Cso).
Parmi ces molécules, les monoterpenes, les sesquiterpenes et les diterpenes sont les
molécules les plus fréquemment rencontrées dans les HE. Il existe plus de 30000
terpenes différents et ce mot terpene vient de la térébenthine, oléorésine appartenant
aux plantes du genre Pinus (Breitmaier, 2006). Ce sont des polymeres formés selon
un mode de couplage dit « té€te-a-queue » entre des unités du 2-méthylbuta-1,3-diene
ou isoprene. Cette sous-unité isoprénique est plus représentée chez les monoterpenes
suivis des sesquiterpénes (Thormar H., 2011). Ainsi, la figure 16 montre le motif
isopréne, 1’isopentenyle pyrophosphate (IPP) et le diméthylallyl pyrophosphate
(DMAPP).

Vi N

OPF OPF

Motif isoprene IPP DMAPP

Figure 16 : Représentation du motif isopréne, de I'IPP et du DMAPP

Les composés dérivés des phénylpropanes comme le safrol, I'apiol, 'anisaldéhyde,
I'eugénol, la vanilline et le cinnamaldéhyde. On y trouve souvent, et en faibles
concentrations des acides organiques et des méthylcétones (Bisht et al., 2011).

v' Biosynthése des terpénoides
Dans sa regle isoprénique biogénétique, Ruzicka démontre que I’isopréne n’est que
I’unité principale dans la composition des terpénes (Ruzicka, 1953 ; Lamarti et al.,
1994). Les terpénes sont issus d’une voie métabolique secondaire de I’acide
mévalonique nommée la voie mévalonique (MVA) (Henrich et al., 1983). Leur
biosynthése végétale prend son origine au niveau de [’acétyl-coenzymeA
(CH3COSCoA), produit de la glycolyse (catabolisme des sucres).
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1l existe plusieurs étapes pour la biosynthese des terpeénes schématisés comme suit
(figure 17) :
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Figure 17 : Biosynthese des terpénoides
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Au départ, une premiere étape qui est une condensation de type Claisen, entre deux
molécules d’acétyl-coenzymeA conduisant a 1’acétoacétyl-coenzymeA. Ensuite, une
deuxieme étape a partie d’une réaction d’aldolisation, entre la troisieme molécule
d’acétylCoA et I'acétoacétylCoA. Apres hydrolyse et réduction par le Nicotine
Adénine Di nucléotide Phosphate (NADPH), il se forme 1’acide mévalonique. La
molécule formée subit une pyrophosphorylation par I’ Adénosine triphosphate (ATP),
suivie d’une déshydratation et d’une décarboxylation pour conduire aux deux
intermédiaires en C5, bio-précurseurs des terpenes : le pyrophosphate d’isopentényle
(IPP) et le pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP) en équilibre, par simple
transfert de proton. Les deux intermédiaires en C5 réagissent alors I'un sur I’autre
pour donner le pyrophosphate de géranyle (GPP), point de départ de tous les
monoterpenes et monoterpénoides. Selon le méme principe, la condensation suivante
se fait entre le pyrophosphate d’isopentényle (IPP) et le pyrophosphate de géranyle
(GPP) et conduit au pyrophosphate de farnésyle, point de départ de tous les dérivés
sesquiterpéniques. Enfin, par condensation d’un pyrophosphate de farnésyle (FPP)
avec un pyrophosphate d’isopentényle (IPP), on obtient un géranyl-géranyl
pyrophosphate (GGPP) point de départ de tous les diterpeénes et diterpénoides.
Cependant, la formation du tri et tétra terpénes et terpénoides s’obtient par
dimérisation réductive a I’aide du NADPH de deux unités pyrophosphate de farnésyle
ou géranyl-géranyl-pyrophosphate.

v' Biosynthése des phénylpropanoides

Les phénylpropanoides ont deux précurseurs potentiels : 1a L-phénylalanine (L-Phe)
et la L-tyrosine (L-Tyr). La L-phénylalanine subit une désamination puis une
hydroxylation pour donner 1’acide p-coumarique qui peut étre également obtenu a
partir de la L-Tyr par simple désamination. L’acide p-coumarique subit une suite
d’hydroxylations, de méthylations et de réductions pour donner les alcools p-
coumarylique, coniférylique et sinapique (Dewick et al., 2009). Ces derniers par
polymérisation permettent d’obtenir les lignanes et les lignines (figure 18).

E1 : Phénylalanine ammoniaque lyase
E2 : Tyrosine ammoniaque lyase

E3 : Cinnamate 4-hydroxylase

E4 : p-coumarate 3-hydroxylase

ES : Acide caféique o-méthyl transférase
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Figure 18 : Biosynthese des phénylpropanoides
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4.4. Facteurs influencant la composition chimique et le
rendement a ’extraction des HE

Les huiles essentielles sont généralement prisées dans les milieux industriels. Elles
servent le plus souvent de matiere premiere dans divers secteurs d’activités tels que la
parfumerie, la cosmétique, ainsi que dans les industries pharmaceutique et
agroalimentaire.

Toutefois, le controle de la qualité, la régularité, la commercialisation et la
valorisation des HE exigent une meilleure connaissance de leurs compositions
chimiques.

En effet, la composition chimique des HE et leur rendement dépendent de plusieurs
facteurs. Il y a d’une part des parametres intrinseques tels que le génotype, la maturité
de la plante et les organes prélevés et d’autre part, des parametres extrinseques comme
I’environnement, 1’origine géographique, le type de sol, la pluviométrie, la
température, la période de récolte, la qualité et le lieu de séchage, les parasites,
bactéries, champignons phytopathogenes et les virus (Smallfield et al., 2001 ;
Shanjani et al., 2010 ; Bendahou et al., 2008). Ces différents parametres font
apparaitre les chémotypes ou races chimiques chez les plantes aromatiques. Le terme
chémotype désigne une entité chimique distincte au sein d’une méme espece
(ensemble d’individus interféconds). Ainsi, en fonction de la variabilité de ses
parametres, une méme plante aromatique, botaniquement définie, synthétise une
essence qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope dans lequel elle
se développe.

4.5. Géneralités sur les méthodes d’extraction des huiles
essentielles

Le procédé utilisé pour I’extraction des HE dépend de I’échantillon (racines,
feuilles, écorces, tiges, agrumes, fleurs, graines, rhizomes). Il existe plusieurs
techniques d’extractions des HE. Les techniques les plus utilisées sont
I’hydrodistillation ou I’entrainement par la vapeur d’eau. Il existe également des
méthodes innovantes telles que : 1’hydrodiffusion, 1’extraction au CO» supercritique
(Capuzzo et al., 2013) et I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes.

4.5.1. L’hydrodistillation

Le principe de I’hydrodistillation est connu depuis I’'IXéme par les Arabes. Le
procédé consiste & immerger la matiere premiere végétale dans un réacteur rempli
d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. La chaleur
permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui
y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un
mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité. Au laboratoire, le systeme
équipé d’une cohobe généralement utilisé pour I’extraction des huiles essentielles est
le Clevenger (Diwan et al., 2014).
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4.5.2. L’entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur est I’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des
huiles essentielles. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas
en contact direct I’eau et la matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par
une chaudiere traverse la matiere végétale située au-dessus d’une grille. Durant le
passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et liberent 1’huile
essentielle qui est vaporisée sous I’action de la chaleur pour former un mélange « eau
+ huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier
avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique. L’absence de contact
direct entre 1’eau et la matiere végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques
évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité
de I’huile (Lucchesi M.E., 2005)

4.5.3. L’hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une technique relativement récente et particuliere. C’est une
variante de I’entrainement a la vapeur qui exploite 1’action osmotique de la vapeur
d’eau. Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur
d'eau au travers de la matiere végétale. L'avantage de cette méthode est d'€tre plus
rapide donc moins dommageable pour les composés volatils et de ne pas mettre en
contact le matériel végétal et I’eau. De plus, 1’hydrodiffusion permet une économie
d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la réduction de la
consommation de vapeur (Lucchesi, 2005).

4.6. Autres techniques d’extraction des substances volatiles

4.6.1. L’extraction par CO;

La technique d’extraction permet d’obtenir des ardmes a partir de pommes, de
poires, d’oranges et de café, etc. Le procédé consiste a concentrer les ardbmes a une
basse température avec du CO» sous pression (plus de 75 bars) et a température de
31°C. Le gaz carbonique se trouve alors dans un état ‘’supercritique’’ (figure 19).
Selon ce procédé, les végétaux broyés sont d’abord placés dans des ‘’paniers’
cylindriques équipés de filtres aux deux extrémités. Ils sont ensuite placés dans
I’extracteur, ou une pompe assure la circulation du CO; a I’ état supercritique. L huile
essentielle est alors dissoute dans le CO, sous forme de fluide. Celui-ci est enfin rendu
a I’état gazeux et se sépare du composé extrait, avant d’étre envoyé dans le
liquéfacteur pour étre réutilisé. Cette technique permet d’éviter le risque de
dégradation thermique des composés volatils carboniques (Zermane et al., 2010).
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Figure 19 : Photo extraction supercritique CO,

4.6.2. Extraction assistée par micro-ondes

Dans cette méthode, le montage utilis¢é se rapproche d’un montage
d’hydrodistillation classique (figure 20). Ce procédé consiste a chauffer la plante par
un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de facon
séquentielle : les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique
formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée. Ce chauffage, en vaporisant I’eau
contenue dans les glandes oléiferes, crée a I'intérieur de ces derniéres une pression
qui brise les parois végétales et libere ainsi le contenu en huile (Golmakani et al.,
2008).
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Figure 20 : Hydrodistillation assistée par micro-ondes

4.7. Quelques généralités sur les méthodes d’analyse des huiles
essentielles

L’analyse quantitative et qualitative de la composition chimique des HE est une
étape pour la valorisation d’'une HE. Elle demeure une opération délicate nécessitant
la mise en ceuvre de diverses techniques.

4.7.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une technique d’identification spectroscopique. Elle est utilisée pour
séparer, analyser et comparer des composés volatils et thermostables. Il existe de
nombreux types de chromatographie. Mais la CPG capillaire a haute définition est de
loin la technique la plus utilisée pour séparer les matieres aromatiques qui peuvent
étre volatilisées. Elle posseéde en effet de multiples atouts tels que la sensibilité, la
polyvalence, la rapidité de mise au point des analyses nouvelles et aux possibilités
d’automatisation, d’ou I’intérét qu’elle suscite (Rouessac et al., 2007). 1l est possible
de trouver dans un échantillon d'ardme, des centaines de composants dans une large
gamme de concentrations (Mendham, J. 2005).

Dans ces conditions, une bonne séparation peut s’avérer difficile, mais elle est
cependant nécessaire pour obtenir une identification précise.

Afin de réaliser une CPG de maniere convenable, certains éléments sont a prendre
en considération. Il s’agit entre autres de I’injecteur, de la colonne et/ou du détecteur.
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- L'injecteur sert a vaporiser les solutés en solution dans le solvant afin d’étre
entrainés dans la colonne par le gaz vecteur. Il doit étre réglé a environ 20°C au-dessus
de la température d'ébullition du soluté le moins volatil du mélange a analyser.
L'injecteur le plus courant est du type split (avec diviseur de flux) /splitless (sans
diviseur de flux). Les injections de la CPG sont généralement de type solvant ou sans
solvant. L’injection d'extraits liquides présente 1'avantage de connaitre exactement la
quantité de matiere introduite dans la colonne (si 'on préfere le mode splitless), ce qui

permet de ne pas la saturer.

Le temps qu'il faille a un volatil spécifique pour éluer dans une colonne CPG apres
l'injection est une caractéristique méme du volatil et de son interaction avec la phase
stationnaire de la colonne (Burgot et al., 2011). Sa durée est également fonction de
plusieurs parametres CPG tels que le débit de gaz vecteur, la longueur de la colonne
et la température du four. C’est ce qui s’appelle temps d'élution ou des indices de
rétentions. Ils sont calculés a partir des temps de rétention d’'une gamme étalon
d’alcanes ou a plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante
(Kovats, 1965).

- La colonne : il en existe un large éventail pour les séparations par chromatographie
en phase gazeuse capillaire. Mais les colonnes contenant 5% de
phénylméthylpolysiloxane sont probablement les plus utilisées. Les conditions de la
colonne ont souvent tendance a dériver avec le temps et ['utilisation. Elles sont des
lors difficiles a reproduire. Pour y remédier, des systemes basés sur la rétention
relative du composé d'intérét par rapport a une série d'étalons ont été développés. Il
apparait malgré tout, que ceci ne peut suffire a une bonne identification, sans 1’apport
de couplage qui est le propre du détecteur.

- Les détecteurs de masse généraux comprennent le détecteur FID commun et le
courant ionique (TIC), détecteur SM (SM-scan). Ils sont nécessaires pour déterminer
la charge de la colonne et pour aider a quantifier les volatiles présents en plus forte
concentration. Cependant, la CPG ne peut suffire a2 une bonne identification, sans
I’apport du couplage entre la CPG et une technique d’identification spectroscopique :
en général la spectrométrie de masse CPG/SM (Goodner et al., 2011).

4.7.2. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse (CPG/SM)

La CPG/SM est une combinaison instrumentale du pouvoir de séparation de la
chromatographie en phase gazeuse capillaire a haute résolution avec le pouvoir
d'identification et/ou de quantification du spectrométre de masse. Ce type de
combinaison est un outil puissant pour l'analyse des mélanges complexes de saveurs
et une piece essentielle de I'instrumentation de tout laboratoire moderne d'analyse des
ardmes. Elle fonctionne sur le principe que les volatiles sont fragmentés en ions de
taille et de fréquence prévisibles. Les liaisons chimiques les plus faibles qui
maintiennent la molécule ensemble seront l'endroit ol la molécule est le plus
fréquemment fragmentée et ol les ions se forment. La fragmentation la plus courante
utilise 1'impact d'électrons (EI) a environ 70 eV (Goodner et al., 2011). Ce flux
d'électrons a haute énergie fragmente les volatiles lorsqu'ils s'éluent & l'extrémité de
la CPG capillaire. Les ions formés sont ensuite focalisés et envoyés vers un analyseur
de masse qui les tire en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le nombre d'ions

36



Le Genre Zanthoxylum : Synthese bibliographique

a chaque masse est alors compté et affiché sous forme de diagramme a barres pour
chaque masse. Le schéma de fragmentation qui en résulte, est appelé spectre de masse
et est caractéristique de chaque molécule.

Ensuite, ces spectres de masse ainsi obtenus peuvent étre comparés avec d’autres
spectres de masse autodéterminés ou provenant des sources commerciales telles que :
WILEY, NIST, EPA, NIH Mass Spectral Library, Wiley Registry of Mass Spectral
Data (Mclafferty et al., 1994 ; Adams, 2001 ; Konig et al, 2004), etc. Ces
programmes informatiques modernes de reconnaissance des formes font correspondre
le spectre obtenu avec celui qui se trouve dans leur base de données et répertorient les
identifications de ceux qui présentent la plus forte correspondance. Cependant, des
erreurs d'identification sont toujours possibles car, certains composés comme les
terpénes pourraient présenter des spectres tres similaires. Par conséquent, les valeurs
de l'indice de rétention vont permettre de confirmer l'identité du pic
chromatographique d'intérét.

4.7.3. Méthode d’analyse par RMN 3C sans séparation préalable

Le principe de cette méthode d’identification des constituants des mélanges
complexes naturels repose sur l’analyse par RMN 3C du mélange, sans
fractionnement préalable. Cette méthode permet donc d’éviter, ou tout au moins de
réduire, les étapes fastidieuses de purification des constituants. Toutefois, elle a
longtemps été utilisée comme méthode de confirmation plutdt que comme véritable
méthode d’identification. C’est a la suite des travaux précurseurs de Formacek et
Kubeczka (1982a, 1982b) qu’'une méthode d’identification des constituants des
mélanges naturels, basée sur I’examen du spectre de RMN 13C, a été mise au point,
développée et informatisée par 1’équipe « Chimie et Biomasse » de 1I’Université de
Corse (Corticchiato et Casanova, 1992 ; Tomi et al., 1995).

Intérét de la RMN °C

Malgré sa faible abondance isotopique (environ 1 %) et un rapport gyromagnétique
environ 5700 fois moins sensible que celui du proton (Giinther, 1994), le °C est
préféré aux autres noyaux dans le domaine de 1’analyse des mélanges complexes pour
les raisons suivantes :

»  le carbone constitue le squelette de toutes les molécules organiques et
a quelques exceptions pres, les différents atomes présents, dans le cas des
molécules naturelle sont magnétiquement non-équivalents. De ce fait, le
spectre de RMN !*C présente, en général, autant de raies de résonance qu’il y
a de carbones dans la molécule. De plus, la fréquence de résonance des
carbones étant tres sensible aux environnements électronique et stérique, la
moindre modification structurale se traduit par une variation plus ou moins
importante mais toujours ;

> les spectres de RMN "*C peuvent étre simplifiés par irradiation totale
des noyaux d’hydrogene, ce qui permet de n’observer dans le spectre qu’une
seule raie de résonance par carbone ;
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»  le temps de relaxation transversal T2 (temps de relaxation spin-spin)
est plus important pour le carbone que pour le proton. Ainsi, la largeur a mi-
hauteur du signal de résonance étant inversement proportionnelle a T2, il en
résulte un gain en résolution, et donc des pics plus fins ;

»  le domaine de résonance du carbone s’étend sur une plage beaucoup
plus large que celle du proton (240 ppm par rapport a 12 ppm), ce qui améliore
nettement la dispersion spectrale (Glinther, 1994) et évite un nombre
rédhibitoire de superpositions de signaux dans le spectre du mélange
(Giinther, 1994) ;

»  les spectres sont réalisés a température ambiante, ce qui évite la
dégradation ou la transformation éventuelle des molécules thermosensibles.
Dans le couplage CPG-SM, ce phénomene peut étre observé aussi bien
pendant I’étape d’individualisation dans les colonnes de CPG que sous I’effet
de I’impact électronique dans le spectrometre de masse ;

»  la RMN est une technique non destructive. L’échantillon peut ainsi
étre récupéré pour étre éventuellement soumis a des analyses ultérieures.

Identification des constituants en mélange par RMN °C

L’identification des constituants d’un mélange par RMN 'C se fait par comparaison
des déplacements chimiques des carbones présents dans le mélange avec ceux des
produits de référence contenus dans des bibliotheques de spectres. Pour donc
identifier un constituant du mélange, il importe d’observer les signaux qui lui
appartiennent, de les individualiser et de les attribuer a ce composé sur la base des
données de référence. Les conditions expérimentales d’enregistrement des spectres du
mélange et des spectres des composés de référence doivent donc étre standardisées et
optimisées pour permettre une bonne reproductibilité des résultats obtenus.

Observation des signaux

L’observation des raies de résonance des carbones d’une molécule dépend de la
masse de produit disponible, de sa viscosité, de sa solubilité dans un solvant choisi et
de la sensibilité de I’appareil qui s’exprime par le rapport signal sur bruit (S/B). Pour
pallier a ces limites, il convient d’augmenter le nombre d’acquisitions, bien que cela
induise un temps d’enregistrement plus long. En outre, I’utilisation de cryosonde
(sonde a antennes refroidie) reliée a une unité cryogénique a I’hélium, permettra de
multiplier la sensibilité d’un facteur 4 et de diminuer la durée d’expérimentation d’un
facteur 16 (Styles et al., 2011). Cette sensibilité peut aussi étre augmentée par
I’utilisation d’aimants supraconducteurs a tres hauts champs (23,5 Tesla pour les plus
performants). Grace au développement des aimants supraconducteurs, il est possible
d’utiliser des quantités de plus en plus faibles de produits. De plus, certaines
séquences impulsionnelles permettent d’augmenter la sensibilité. Ainsi, I’effet NOE
(Nuclear Overhauser Enhancement), obtenu par I’irradiation des protons liés aux
noyaux de carbone, produit une augmentation d’intensit¢ du signal du carbone
pouvant s’élever a 200% (Giinther, 1994 ; Hesse et al.,, 1997). Cette technique est
couramment utilisée lors d’enregistrements en vue de simplifier les spectres.
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Individualisation des signaux

Pour un composé pur, I’individualisation des signaux pose rarement des problemes,
car les superpositions fortuites des signaux de deux carbones restent exceptionnelles.
Par contre, pour un mélange complexe, le nombre de constituants et le nombre de
carbones qui composent chaque composé, favorisent I’augmentation de la probabilité
de superposition des raies de résonance. Ainsi, il est crucial d’avoir un spectre de
bonne résolution pour I’identification des constituants d’'un mélange complexe. Pour
obtenir une résolution optimale, il faut agir sur les facteurs suivants :

»  le champ magnétique : la séparation des signaux de résonance des
différents noyaux est d’autant plus nette que le champ magnétique est élevé.
Un champ magnétique tres intense rend plus aisée I’interprétation des
spectres, surtout dans le cas des études réalisées sur les composés ayant une
masse moléculaire élevée (oligomeres et protéines ...), dont les spectres sont
tres complexes ;

»  Tlinformatique : la résolution peut étre améliorée a 1’aide de diverses
techniques d’acquisition des données et de traitement du signal. L’utilisation
d’un convertisseur analogique numérique (CAN) performant, et I’application
d’une fonction exponentielle de Lorentz-Gauss sur le signal FID (Free
Induction Decay ou décroissance libre d’induction) avant la transformée de
Fourier constituent deux techniques d’affinement de la résolution
(Williamson et Neuhaus, 1989 ; Giinther, 1994 ; Claridge, 1999 ; Hesse et
al., 2008).

Attribution des signaux

L’identification d’un composé par RMN *C dans un mélange complexe est réalisée
par comparaison des valeurs des déplacements chimiques des signaux du spectre du
mélange avec celles des spectres de produits de référence. A la différence des spectres
de masse, il est trés peu probable que deux composés de structures différentes
présentent des spectres de RMN °C superposables ou insuffisamment différenciés.
En effet, la fréquence de résonance des carbones étant tres sensible a I’environnement
électronique et stérique, la moindre modification structurale se traduit par des
variations plus ou moins importantes, mais généralement mesurables, des signaux de
pratiquement tous les carbones de la molécule. De plus, les valeurs des déplacements
chimiques d’une molécule sont indépendantes de la valeur du champ magnétique BO,
des séquences impulsionnelles, des parametres d’enregistrement des spectres mais
aussi du traitement du signal. Cependant, selon la fonctionnalisation des molécules,
ces valeurs peuvent étre influencées par la nature du solvant, la concentration et la
présence d’autres molécules (par exemple, a cause de liaisons hydrogenes). Il est donc
possible d’utiliser des données de la littérature pour 1’identification des composés en
mélange. Toutefois, afin d’obtenir une plus grande fiabilit¢ des déplacements
chimiques, les conditions d’analyse (dilution, nature du solvant, température) doivent
étre identiques. Cette méthode a ainsi été appliquée a I’analyse de différents types de
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mélanges complexes (hydrocarbures, lipides, sucres). Nous développerons les
applications aux huiles essentielles.

L’utilisation de la RMN '3C pour I’identification des principaux constituants des
huiles essentielles a fait 1’objet des travaux précurseurs de Formécek et Kubeczka
(Formacek et Kubeczka, 1982a, 1982b, 1982¢ ; Kubeczka et Formacek, 1984).
Ces auteurs ont constitué leur propre bibliothéque de spectres enregistrée dans le C¢Ds
et en analysant les huiles essentielles dans les mémes conditions expérimentales, ils
ont montré qu’il était possible de confirmer la présence des terpenes dans une huile
essentielle, par ailleurs mis en évidence par CPG-SM.

Par la suite, diverses études sur I’analyse des huiles essentielles par RMN *C ont
été réalisées. La plupart des auteurs utilisent la RMN '3C pour confirmer la présence
des composés précédemment identifiés par CPG-SM :

- le caryophylléne et I’oxyde de caryophylléne ainsi qu’une dizaine
d’autres sesquiterpenes d’une fraction chromatographique de 1’huile
essentielle de bois Guarea guidonia (Niiez et Roque, 1999) ;

- divers diesters de néryle dans 1’huile essentielle d’Eupathorium
cannabinum ssp corsicum (Paolini et al., 2007) ;

- le limonene, le [/-phellandrene, le []-eudesmol, la valencene et le
junipercamphor, composés majoritaires de 1’huile essentielle de Cymbopogon
schoenanthus L. Spreng (Khadri et al., 2008) ;

- I’estragole et le linalol qui différencient les huiles essentielles
d’Ocimum forskolei Benth et d’ Ocimum basilicum L. (Fatope et al., 2008).

Par ailleurs, Ferreira et al., (2001) ont mis au point une méthode d’identification
des constituants d’un mélange complexe, basée sur I’étude du spectre de RMN *C du
mélange et sa comparaison avec des spectres de mono et sesquiterpenes décrits dans
la littérature. Un logiciel informatique prend en compte simultanément les valeurs des
différents déplacements chimiques observés dans le mélange et la multiplicité de
chacun des carbones, préalablement déterminée par des séquences de DEPT. Apres
consultation de la bibliothéque de spectres, construite a partir des données de la
littérature, le logiciel propose une identification. Cette méthode a été appliquée a
I’étude de la composition chimique des huiles essentielles de Piper cernum et P.
regnellii. Les auteurs ont identifié respectivement dix et cinq constituants, qui sont en
fait les composés majoritaires de ces huiles essentielles.
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Chapitre 2. Matériels et Méthodes

1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour I’extraction des huiles essentielles est composé de
divers organes des trois (3) especes de cette étude. L.’ensemble des récoltes des plantes
a été identifié par le Centre National de Floristique (CNF) de I’Université Félix
Houphouét-Boigny, par feu M. Assi Jean (Technicien au CNF) et M. Téré Henry du
Centre Suisse de la recherche (Adiopodoumé, Abidjan, Cote d'Ivoire).

1.1.1. Zanthoxylum leprieurii

Au total 72 échantillons (échs) dont les feuilles (30 échs), les écorces du tronc (26
échs), les fruits (13 échs) et les tiges (3 échs) de cette plante ont été récoltés dans
deux (2) localités différentes de la Cote d’Ivoire avec un numéro d’herbier
(UCJ016132) :

v" San -Pedro, ville située au Sud-ouest de la Cote d’Ivoire, récolte
réalisée en Février 2016 (Latitude nord 4°44°54"° ; Longitude ouest
6°38°107").

v' Adzopé (6°06'25” N, 3°51'36” W), ville située au Sud-est de la Cote
d’Ivoire. Les organes ont été récoltés en Février 2016 et de Mai a Novembre
2017.

1.1.2. Zanthoxylum mezoneurispinosum

Dix-sept (17) échantillons d’huile essentielle ont été obtenus a partir des feuilles
(12 échs), des écorces du tronc (4 échs) et des racines (1 éch) récoltées dans les
foréts suivantes avec comme numéro d’herbier (AA21009):

v" Parc National du banco situé au sud de la Cote d’Ivoire dans la ville
d’Abidjan (5° 20" 11" Nord, 4° 1" 36" Ouest) en Janvier 2018.

v' Parc National d’Azagny de Grand-Lahou (5°15°24°’N, 5°0’12’W)
au Sud-ouest de la Cote d’Ivoire en Novembre 2017.

1.1.3. Zanthoxylum psammophilum

Selon le numéro de 1’herbier (AA21002), la récolte de I’espece Z.
mezoneurispinosum a été faite. Cette récolte a donné au total 27 échantillons avec
pour :

Les feuilles (2 échs), les écorces du tronc (24 échs) et les racines (1 éch) ont donné
en somme vingt-sept (27) échantillons d’huile essentielle dans deux (2) localités
différentes :

v' Dans la forét de Petit-Yapo sur I’axe Abidjan-Agboville

(5°55’40°°N, 4°12°47°W) dont les organes ont été récoltés de Mai a
Décembre 2017.
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v Le parc national des iles Ehotilés (5°01°14°’N,3°02°23"°’W)
d’Adiaké au Sud-est de la Cote d’Ivoire. La récolte s’est faite en octobre
2017.

1.2. Mateériel d’extraction

1.2.1. Matériel d’extraction des huiles essentielles (substances volatiles)

L’extraction des HE des différents organes a été faite par entrainement a la vapeur
a l’aide d’un dispositif de type Clevenger (figure 21).

Colonne de distillation

Réfrigérant

Robinet
Cocotte-minute

Plague chauffante

Figure 21 : Montage du Clevenger

1.3. Matériel biologique

. Plasmodium falciparum 3D7 : souches chloroquino-résitantes
fournies par I’ATCC, Bei Ressources provenant des Etats Unis.
. Les globules rouges : groupe A* cellule hote humaine, Centre de

transfusion, Croix Rouge (Belgique).
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2. Méthodes
2.1. Extraction par I’hydrodistillation

L’appareil a été nettoyé a 1’acétone puis rincé a ’eau distillée pour éliminer les
graisses probablement présentes dans 1’appareil afin d’éviter toute contamination de
I’huile au cours de I’extraction. Cette technique se base sur le pouvoir que possede la
vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles.

En effet, 1kg de matériel végétal a été placé sur une grille métallique contenant un
peu d’eau. Cette eau ne dépasse pas la grille. L’opération d’extraction dure trois
heures (3 heures) a partir du début d’ébullition (El Kalamouni, 2010). L’huile ainsi
obtenue est récupérée et conservée dans des flacons opaques bien scellés ou recouvert
d’un papier aluminium a I’abri de la lumiere. Ces flacons sont ensuite conservés dans
un réfrigérateur jusqu’a son usage a basse température (4-5 C°).

2.2. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle d’une extraction se calcule par le rapport entre la
masse de 1’huile essentielle extraite et la masse de la matiere premicre végétale
traitée. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R=Y1E 100 ou
MMV

R : Rendement de I’extraction en pourcentage (%)

MHE : Masse de I’huile essentielle extraite en gramme (g)
MMV : Masse de la matiere végétale en gramme (g)

2.3. Méthodes chromatographiques

2.3.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

La méthode analytique utilisée est la CPG/SM. L’analyse a été effectuée selon la
méthode décrite par Soilhi et al (2019) et Sidali et al., (2018).

Dix milligrammes d'huile essentielle ont été dissous dans 100 mL d'hexane et
analysés par CPG/SM (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Pour chaque huile essentielle,
cette manipulation a été répétée trois fois. La CPG-SM a été réalisée a 'aide d'un
systtme CPG Agilent 7890B (Agilent, Santa Clara, CA, USA) équipé d'un injecteur
split-splitless et couplé a un détecteur Agilent SMD 5977B (figure 22). Un microlitre
de solution d'huile essentielle a 0,01 % a été injecté, et les conditions analytiques ont
été fixées comme suit :

- Mode d'injection : splitless a 300° C avec une colonne capillaire HP-
5SM (Agilent, Santa Clara, CA, USA) (30 m 0,25 mm, df = 0,25 m) ;

- Programme de température : de 50 °C (1 min) a 300 °C (5 min) a un
rythme de 5 °C/min.
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- Le gaz vecteur : I'hélium a un débit de 1,2 mL/min. Les spectres de
masse ont été enregistrés en mode d'ionisation électronique a 70 eV (plage de
masse balayée : 40-400 m/z).

Les températures de la source et du quadripdle ont été fixées a 230 °C et 150 °C,
respectivement. L'identification des composants a été effectuée sur la base des indices
de rétention chromatographique (IR) et par comparaison des spectres enregistrés avec
une bibliotheque de données informatisées (Pal 600K®) (Bettaieb et al., 2018). Les
valeurs de I'IR ont été mesurées sur une colonne HP-5SM (Agilent, Santa Clara, CA,
USA). Les calculs de I'IR ont été effectués en mode programme de température selon
Babushok et al., 2011 ; Benini et al, 2012. Un mélange d'homologues n-alcanes
(C7-C30) a été utilisé dans les mémes conditions chromatographiques. Les principaux
composants ont été confirmés par comparaison de leur rétention et de leur spectre SM
des données avec des références pures co-injectées (Sigma, Darmstadt, Allemagne)
lorsqu'elles sont disponibles dans le commerce.

Figure 22 : Appareil CPG/SM
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2.3.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode analytique qui permet de
séparer les composants dans un but d’analyse. Les analyses par chromatographie sur
couche mince ont été effectuées sur des plaques de silice prétes a I’emploi du
commerce (Polygramsil G/UV). Apres développement dans 1’éluant dans des cuves
en verre, la migration des composés est réalisée dans une phase mobile liquide avec
divers systemes d’élutions. Le P-anisaldéhyde a été utilis€ comme revelateur. La
préparation du P-anisaldéhyle se compose de 1’acide acétique glacial et 1’acide
sulfurique. Ce révélateur permet de détecter des phenols, des sucres, des stéroides, des
terpenes et des alcaloides. Ce dernier composé est verifié par le draggerdorf. La
lecture des plaques a été observée sous la lumiere ultra-violette (254 nm et 366nm).
La lampe UV est de marque Blak. Ray UVL 22 (220 V 50 Hz, Californie).

2.3.3. Chromatographie sur colonne de gel de silice (CC)

La colonne utilisée s’est faite sur la base de la masse de 1’échantillon et du profil
chromatographique de la fraction ou de I’extrait. Selon Vernin (1970), le diametre et
la hauteur de la colonne sont déterminés en fonction de la masse de I’échantillon. En
effet, pour une bonne séparation, la masse de la silice dans la colonne est égale a 10
fois la masse de I’échantillon a purifier. La phase stationnaire utilisée est 70-230 mesh
gel silice 60 (40-63 pm, Silicagel, Sigma, Darmasdt, Allemagne).

2.3.4. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La CLHP est une méthode qui a beaucoup d’application surtout au niveau de la
chimie des substances naturelles. En effet, elle est utilisée dans la séparation ou
I’identification de composés.

Les purifications par CLHP ont été effectuées a l'aide de la CLHP avec le logiciel
chemstation Agilent Série 1260 muni d’une pompe a quat et d’un détecteur DAD-UV
a indice de réfraction (IR) pilotés par le logiciel technologie d’ Agilent.

Les analyses ont été réalisées en phase inverse avec une colonne HPLC de type
Agilent Zorbax XDB-C18 (3,5 pum, 150 mm).

Les conditions utilisées pour les analyses en chromatographie liquide haute
performance se présente comme suit :

v' Un débit : | mL/min
v' Latempérature : 25°C
v" Le volume : 10 uL

Pour toutes les analyses, le systeme d’élution était composé de 1’acétonitrile (ACN)
de qualité CLHP solvant B additionnée a 0.1% HsPOj et de I’eau filtrée tamponnée a
(0,1% Hs3PO,), solvant A avec des mesures de longueur d’onde allant de 210 a 400
nm.
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2.3.5. Chromatographie liquide haute performance analytique préparative

Les conditions utilisées pour les purifications en chromatographie liquide haute
performance étaient les suivantes :

v Un débit : 20 mL/min
v" La température ambiante
v" Le volume : 2 mL

Le systeme de solvants ACN-H»O additionné de 0.1% de H3;POj4 a été employé.
Pour chaque purification, les conditions chromatographiques (gradient et détection
UV) étaient précisées selon la composition et la séparation souhaitées. La collecte
des fractions a été réalisée manuellement.

2.4. Extractions et de purifications des métabolites secondaires

2.4.1. Extractions

Les feuilles séchées de Z. mezoneurispinosum ont été pulvérisées (poudres), puis
1kg de la drogue est soumise a des extractions solide-liquide a température ambiante.
L’extraction a été réalisée 3 fois pendant 48 heures (h) dans une solution de 50%
MeOH/ H>O distillée.

Au bout de 48 h, la solution obtenue est filtrée, le filtrat est évaporé a I’aide d’un
évaporateur Rotavac (Heidolph, Laborota 4003 control), apres séchage on obtient une
masse d’extrait brut de 55,15 g.

L’étude s’est basée sur une extraction alcaloidique. La réalisation s’est faite comme
suite, 30 g de I’extrait brut obtenu ont été dissous dans 100 mL. de MeOH, ensuite
alcalinisé avec 5 gouttes d’ammoniaque (NH4OH) a 25%, puis ajout de 200 mL de
dichlorométhane (DCM). A la solution obtenue sont ajoutés de 150 mL d’acide
sulfurique a 1%, puis elle est contre- extraite avec le DCM (200 mL x 3) plusieurs
fois. Apres évaporation de la solution, on obtient 1’extrait dichlorométhane (MFD).
La phase surnageante est d’abord alcalinisée avec le NH4OH jusqu’a obtenir une
solution a pH = 10. Cette solution est contre-extraite avec 600 mL d’acétate d’éthyle
(AcOEt) pour donner apres évaporation I’extrait acétate d’éthyle (MFA). L’extrait
aqueux (MFAQ) est élué avec le reste de la phase aqueuse séchée (figure 23). Ensuite,
les différents extraits MFD, MFA et MFA(q sont soumis au test des alcaloides avec le
réactif de Dragendorff.

48



Chapitre 2. Matériels et Méthodes

Poudre Feuille de Z. Mezoneurispinosum

1- MeOH/H>0 (50%)
2- Filtration

Evaporation

v

Extrait MeOH/H0 (30g)

Marc

1- Dissolution MeOH
2- Gouttes de NH4OH
3- DCM

\ 4

Solution organique

1- Acidification (H2S04 1%)
2- DCM
3- Décantation

Evaporation

\ 4 .

Phase aqueuse acidifi¢e MFD

1- NH4OH (pH=10)
2- AcOET
3- Décantation

Séchage l

MFAq MFA

Figure 23 : Schéma d’extraction des feuilles de Z. mezoneurispinosum
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2.4.2. Fractionnement et de purification des composés isolés de I’extrait

Une partie de I'extrait MFD (3 g) est traitée sur une chromatographie sur colonne
de silice de particules 70-230 mesh, 60 A en utilisant un gradient de solvant Hex,
DCM et MeOH. Apres regroupement, toutes les fractions subissent le méme
traitement et sont purifiées a la CLHP analytique puis a la CLHP préparative sur
colonne C18. L’éluant de gradient H20/ ACN a 1% de H3;PO, afin d’obtenir les
produits purs (figure 24).

Extrait MFD (3 g)

Colonne de silice
Hex /DCM (gradient)

\4 v v ' v \ 4
DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
MFDI1 (8;5 mg) 1 MFD4 MFDS5 (30,5 mg) MFDS
MFD2 (20,9 mg) (10,8 mg) MFD6 (10 mg) (12,1 mg)
V‘ “
MFD3 MFD7
(11,5 mg) (15,4 mg)

Figure 24 : Schéma de la purification des fractions de 1’extrait MFD

2.5. Méthodes d’analyse de détermination structurale

2.5.1. Spectrométrie de masse (SM)

C’est une technique d'analyse chimique permettant de détecter et d'identifier des
molécules d’intérét par mesure de leur masse isotopique. De plus, la spectrométrie de
masse permet de caractériser la structure chimique des molécules en les fragmentant.
Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions)
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

La source electrospray-ionspray (SM-ESI) a été utilisée dans le cadre de nos
travaux, pour la détermination de la masse des composés isolés. L’ionisation a été
produite par application, a pression atmosphérique, d’un fort champ électrique (3 & 6
KeV) sur un liquide traversant un capillaire a faible débit (1-10 pl.min-1). Ce champ
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provoque une accumulation de charges a la surface du liquide, situé a I’extrémité du
capillaire. La rupture de la phase liquide forme des gouttelettes hautement chargées
(spray). L’évaporation du solvant contenu dans ces gouttelettes va provoquer leur
rétrécissement jusqu’au moment ou des forces coulombiennes répulsives vont
approcher le niveau des forces de cohésion de celles-ci et provoquer leur explosion.
Ces gouttelettes subissent alors une cascade de fissions donnant des gouttelettes de
plus en plus petites jusqu’au moment ou le champ électrique en leur surface devient
suffisant pour provoquer la désorption des ions. Les ions, ainsi produits, sont porteurs
d’un grand nombre de charges s’il existe plusieurs sites ionisables sur la molécule.
Cette méthode génere des especes moléculaires avec peu ou pas de fragmentations,
rendant ainsi aisé la détermination de la masse moléculaire du composé a analyser.

La réalisation des spectres s’est effectuée en electrospray mode positif, sur un
appareil

Micromass Q-TOF micro-instrument (Manchester, UK) et en impact électronique
sur un appareil Waters-Micromass Get (Royaume-Uni). Les échantillons sont dissous
dans du méthanol ou DMSO type analytique (CLHP).

2.5.2. Spectrométrie Infra-Rouge (IR)

Le spectre infrarouge est réalisé a 1’aide d’un appareil de type Riaffinity-1S avec un
ATR de marque Shimadzu. Les échantillons sont dissous dans du MeOH ou du
DMSO. Le liquide est déposé sur I’ATR. L’ATR permet d’éviter I'utilisation du
bromure de potassium (KBr).

2.5.3. Analyses des composés par résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été mesurés sur un appareil de type BRUKER Avance NEO
500MHz équipé d'une cryosonde. Les parametres standard de Bruker ont été utilisés
pour les expériences monodimensionnelles RMN 1D (proton (‘H) et le carbone (*C))
et celle de bidimensionnelles RMN 2D, en utilisant des gradients (COSY ; HSQC ;
HMBC).

Les échantillons ont été solubilisés dans le méthanol deutéré CDsOD le
diméthylsulfoxyde deutéré DSMO-d6. Les valeurs des déplacements chimiques (d)
sont exprimées en ppm par rapport au signal du tétraméthylsilane (TSM) utilisé
comme référence interne.

2.6. Screening phytochimique

La détermination de maniere préliminaire de la nature des différents constituants
contenus dans la plante étudiée a été réalisée par des tests en tube sur les poudres
végétales. Le protocole suivi est une analyse qualitative basée sur des réactions de
coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des examens en lumiere ultraviolette.

Le tableau 1 représente les différents groupes chimiques recherchés et les réactifs
spécifiques utilisés. Les principales classes phytochimiques sont présentées comme
suit.
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Tableau 1 : Réactifs spécifiques et réactions de caractérisation du criblage Phytochimique

Groupes chimiques Réactifs et résultats positifs

Alcaloides - Mayer (iodomercurate de potassium) = précipité blanc
jaunatre
- Dragendorff (iodobismuthate de potassium) = précipité
rouge orangé

Flavonoides - Réaction a la cyanidine - coloration orangée, rouge ou

violette
- FeCls - coloration bleu-foncée, verte ou noire
Stéroides et Terpénes - Liebermann-Burchard (anhydride acetique-H2S04) -

coloration violette
bleue ouverte

Saponosides - Détermination de I'indice de mousse (IM*): test positif
si IM >100

2.7. Analyse des dosages de composés bioactifs

La détermination des composés phénoliques tels que les polyphénols totaux, les
flavonoides totaux, les alcaloides et tannins condensés présents au niveau des
différentes parties des plantes étudiées a été réalisée a I’aide d’un spectrophotometre
(GE Healthcare, Cambridge, Royaume-Uni).

. Préparation des extraits

Pour la préparation des extraits végétaux, la méthode utilisée est celle proposée par
Bettaieb et al., (2019) et par Tambe et al., (2014) avec quelques modifications. Ainsi,
250 g de poudre fine ont été macérés avec différents solvants de polarités croissantes,
le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le méthanol. Le filtrat était concentré dans
un évaporateur rotatif et les extraits étaient calculés pour leur valeur extractive.

2.7.1. Dosage des polyphénols totaux

Pour tracer la courbe d’étalonnage, 10 mg sont dilués dans 100 mL d’eau distillée.
Cette solution d’acide gallique a été préparée a différentes concentrations (20, 40, 40,
60, 80 et 100 pg/mL). Elles sont incubées pendant 90 minutes a température ambiante
a I’obscurité, les absorbances des solutions d'essai et standard ont été déterminées par
rapport au blanc de réactif a une longueur d’onde de 760 nm avec un
spectrophotometre ultraviolet (UV) /visible. Ensuite, le dosage de la teneur totale en
phénols des extraits a été réalisé a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu (Bettaieb et al.,
2019). Brievement, 1 mL d'extrait et 9 mL d'eau distillée ont été prélevés dans une
fiole jaugée, ensuite 1mL du réactif phénolique Folin-Ciocalteu a 10% a été ajouté au
mélange et bien agité. Apres 5 minutes, 10 mL d'une solution de carbonate de sodium
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(Na2CO3) a 7 % ont été ajoutés au mélange. La teneur totale en phénol a été exprimée
en mg d'EAG/g d’extrait (Ghasemzadeh et al., 2010).

2.7.2. Dosage des alcaloides totaux

Cette technique se fait par spectrophotométrie basée sur la réaction avec le vert de
bromocrésol (BCG) et colorimétrie avec les réactions colorées spécifiques a certains
alcaloides et en comparaison avec des substances de référence.

. Préparation des solutions

La solution étalon d'atropine a été préparée en dissolvant 1 mg d'atropine pure
(Sigma Chemical, USA) dans 10 mL d’eau distillée. Ensuite, les autres réactifs ont
été préparés comme suite ; une solution de vert de bromocrésol a été préparée en
chauffant 34,9 mg de vert de bromocrésol avec 3 mL. de NaOH 2N et 5 mL d'eau
distillée jusqu'a dissolution complete et la solution a été diluée a 500 mL avec de I'eau
distillée. Une solution tampon de phosphate (pH 4,7) a été préparée en ajustant le pH
du phosphate de sodium 2 M (71,6 g de Na,HPO4 dans 1 L d'eau distillée) a 4,7 avec
de l'acide citrique 0,2 M (42,02 g d'acide citrique dans 1 L d'eau distillée).

Cette préparation a été réalisée selon la méthode de Togola et al., (2019) avec des
modifications. La courbe d’étalonnage s’est faite avec 1 mg d'extrait de plante dissout
dans du diméthyl sulfoxyde (DMSO), ajouté a cela 1mL de 2N HCI et filtré. Cette
solution a été transférée dans une ampoule a décanter ; 5 mL de solution de vert de
bromocrésol et 5 mL de tampon de phosphate y ont été ajoutés. Le mélange a été agité
vigoureusement avec 1, 2, 3 et 4 mL de chloroforme et recueilli dans une fiole jaugée
de 10 mL, puis dilué¢ au volume avec du chloroforme. Un ensemble de solutions
étalons de référence d'atropine (20, 40, 60, 80 et 100 ug/mL) a été préparé de la méme
maniere que celle décrite précédemment. L'absorbance des solutions d'essai et des
solutions étalons a été déterminée par rapport au blanc de réactif a une longueur
d’onde de 470 nm. La teneur totale en alcaloides a été exprimée en mg d'AE/g
d'extrait.

2.7.3. Dosage des flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux a été décrite selon la méthode
développée par Lee et al., (2012) avec quelques modifications. La méthode de dosage
des flavonoides repose sur la capacité de ces composés a former des complexes
chromogenes avec le chlorure d’aluminium (AICI3).

D’abord, une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant le standard de référence
qui est la quercétine. Des solutions de différentes concentrations 20, 40, 60, 80 et 100
pg/mL ont été préparées. Le milieu réactionnel composé de 1 mL d'extrait et de 4 mL
d'eau distillée, a été prélevé dans une fiole jaugée de 10 mL. Dans la fiole, on a traité
0,30 mL de nitrite de sodium a 5 % et, aprés 5 minutes, on a mélangé 0,3 ml de
chlorure d'aluminium a 10 %. Apres 5 minutes, 2 mL d'’hydroxyde de sodium 1M ont
été traités et dilués a 10 mL avec de I'eau distillée. L'absorbance des solutions d'essai
et des solutions étalons a été déterminée par rapport au blanc de réactif a 510 nm de
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longueur d’onde avec un spectrophotometre UV/Visible. La teneur totale en
flavonoides a été exprimée en mg de QE/g d'extrait (El hajaji et al., 2010).

2.7.4. Dosage des tanins totaux
La méthode Folin — Ciocalteu a été utilisée pour doser les tanins totaux.

Environ 0,1 mL d'extrait de 1'échantillon a été ajouté a une fiole volumétrique (10
mL) contenant 7,5 mL d'eau distillée et 0,5 mL de réactif Folin - Ciocalteu, 1 mL de
solution de Na,COs a 35 % et dilué a 10 mL avec de l'eau distillée. Le mélange a été
bien agité et maintenu a température ambiante pendant 30 minutes. Un ensemble de
solutions étalons de référence d'acide gallique (20, 40, 60, 80 et 100 pg/mL) a été
préparé de la méme maniere que celle décrite précédemment. L'absorbance des
solutions d'essai et des solutions étalons a été mesurée par rapport au blanc a une
longueur d’onde de 725 nm avec un spectrophotometre UV/Visible. La teneur en
tannin a été exprimée en termes de mg d'EAG /g d'extrait (Afify et al., 2012).

2.8. Analyses des activités biologiques

2.8.1. Activités antioxydantes

Deux méthodes ont été choisies pour leur facilité de mise en ceuvre et leur fiabilité
pour I’évaluation de I’activité antioxydante des HE. Il s’est agi du test au 1,1-diphényl
-2- picrylhydrazyle (DPPH) et celui de FRAP.

Capacité de piégeage radical du 1,1-Diphényl -2- picrylhydrazyle (DPPH)

L’activité antioxydante exprime la capacité a réduire les radicaux libres. Elle est
étudiée par la méthode du DPPH. Ce radical libre présente une coloration violet foncé.
Lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa forme réduite de couleur
jaune pale (figure 25).
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Figure 25 : Schéma Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux,
2004)

Ainsi, l'activité de piégeage des radicaux libres a été déterminée en triplicat selon
Soilhi (2019) avec de 1égeres modifications des concentrations. Une quantité de 0,5
mL d'huiles essentielles a quatre (4) concentrations (25, 50, 75 et 100 ug/mL) dans du
méthanol a été€ ajouté a 1 mL d'une solution stable de DPPH (0,06 mM, méthanol). Le
mélange a été agité au vortex pendant environ 1 minute, puis incubé a température
ambiante dans l'obscurité pendant 30 minutes. Toutes les mesures spectrométriques
de caractéristique Ultrospec 7000 UV-visible, a double faisceau (GE Healthcare,
Cambridge, UK) sont effectuées en triplicat a 25°C avec une absorbance de 517 nm
(Amax de DPPH dans le méthanol). Pour chaque expérience, une solution de DPPH
est testée comme témoin (blanc), afin d’en estimer sa décomposition en absence
d’extrait étudié (A sans extrait). La capacité antioxydante est rapportée par rapport a
un antioxydant de référence comme 1’acide ascorbique, le BHT (butyl-hydroxy-
toluene) ou le Trolox (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique),
correspond a I’analogue de la vitamine E soluble en milieu aqueux.

Dans notre étude, la comparaison se fait par rapport au Trolox (acide 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetraméthyl-chroman-2-carboxylique, Sigma, Darmstadt, Allemagne) qui a
été utilis€ comme étalon (un contrdle positif) dans les mémes conditions que les HE.
L'activité de piégeage des huiles essentielles sur les radicaux DPPH a été calculée a
l'aide de 1'équation suivante :

% Inhibition = % % 100 ol :

Ab = Absorbance de la réaction de controle contenant tous les réactifs sauf 1'huile.
Aa = Absorbance de 1’échantillon contenant une dose d'huile testée.
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La valeur de la concentration inhibitrice ICso représente la dose de 1'huile essentielle
qui neutralise 50% des radicaux de DPPH. L’ICs utilisée comme une estimation de
l'activité antioxydante par DPPH a été estimée par extrapolation en tracant la courbe
des pourcentages d’inhibition (I %) en fonction des concentrations (C).

Réduction du fer

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode de Lee (2011). Un échantillon
de 1 mL de chaque concentration d'HE (25, 50, 75 et 100 ug/ml), 1 mL de tampon de
phosphate de sodium (0,2 M, pH = 6,6) et 1 mL d’une solution de ferrocyanure de
potassium [KoFeCNs] a 1% diluée dans de I’eau distillée sont mélangés. Le mélange
est incubé a 50°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement, 1 mL d’acide
trichloracétique a 10% v/v dilué dans de 1’eau a été ajouté. Le mélange est centrifugé
a 3000 g pendant 10 minutes. Le surnageant récupéré a ét€ mélangé avec de l'eau
distillée (1,5 mL) et du FeClz a 0,1 % v/v (150 uL). L’absorbance est mesurée a 700
nm contre un blanc contenant le tampon phosphate qui a permis de calibrer I’ appareil
(UV-VIS spectrophotometre). Le controle positif a été représenté par une solution de
trolox (un antioxydant standard) dont 1’absorbance a été mesurée dans les mémes
conditions que les échantillons. Le principe de cette méthode est basé sur la mesure
de I’absorbance du complexe bleu de Prusse formé suite a 1’addition d’un exces de
Fe*. Une augmentation de l'absorbance (par rapport au blanc) indique une
augmentation de la réduction du pouvoir. L'absorption due aux huiles essentielles
elles-mémes (a des concentrations différentes) était de systématiquement soustraire
pour chaque test.

2.8.2. Activité anti-inflammatoire in vitro

Test d'inhibition de la lipoxygénase

. Préparation des réactifs
Tampon borate :

Un mélange de borate (76,3 g dans un 1 L d’eau distillée) plus de I’acide borique
(12,4 g dans 1L d’eau distillée), ajouter quelques gouttes de NaOH et porter a
ébullition.

- L’enzyme (la lipoxygénase (Sigma, Darmstadt,
Allemagne))
Peser 10 mg de ’enzyme dans 100 mL d’eau distillée.
- Le substrat (I’acide linolénique ou linoléique) sous
forme de sel sodique
Peser 140 mg du substrat (I’acide linolénique ou linoléique), ajouter 5 mL d’eau
distillée désoxygénée par barbotage d’azote pendant 30 minuits (min), puis ajouter 18
mg de tween 80 ensuite passer au vortex pendant 5 min.
La solution obtenue est trouble. Pour obtenir une solution claire (transforme les
acides gras sous forme de savon (saponifier)), il faut ajouter quelques gouttes de
NaOH. Enfin compléter, la solution a 50 mL avec de I’eau désoxygénée.
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L'activité inhibitrice de la lipoxygénase in vitro des huiles essentielles a été
déterminée en mesurant le pouvoir d'inhibition des huiles essentielles sur 'activité de
la lipoxygénase (EC 1.13.11.12). La méthode spectrophotométrique décrite par
Lyckander et Malterud (1992) a été utilisée avec quelques modifications mineures.
Un mélange réactionnel contenant 100 puL des huiles essentielles a différentes
concentrations (100, 75, 50 et 25 g/mL de méthanol) (en triple exemplaire pour chaque
concentration), 35 uL (0,1 mg/mL) de la lipoxygénase (Sigma, Darmstadt,
Allemagne) et 400 uL d'une solution de tampon d’acide borique (0,2 M, borate (pH =
I'ajout de 35 puL d'une solution de substrat (acide linoléique 250 pM) et I'absorbance
a été mesurée a 234 nm. La quercétine (Sigma) a été utilisée comme inhibiteur
standard a la méme concentration que les huiles essentielles. Le pourcentage
d'inhibition (%]I) de I'activité de la lipoxygénase a été calculé comme suit :

o ODcontroéle — OD échantillon .
% Inhibition = ODoontrole x 100 ou

OD controle est l'activité de I'enzyme en 1'absence d’huile essentielle
OD échantillon est l'activité de I'enzyme en présence de 1'huile essentielle.

La méthode de dénaturation de l'albumine

Le test a été réalisé en adoptant la méthode décrite par Kumari et al. (2015). Le
Diclofenac sodique est un médicament anti-inflammatoire puissant utilis€ comme
témoin positif. Le mélange réactionnel se compose de 0,5 mL de sérum-albumine
bovine (BSA) a2 % dans de I'eau, 2,5 mL de solution saline tamponnée au phosphate
et ajustée a 'aide d'acide chlorhydrique (HCI) a un pH de 6,3,1 mL d’huile essentielle
pour diverses concentrations 100, 75, 50 et 25 pg/ml dans du méthanol. Les tubes ont
été incubés pendant 20 minutes a température ambiante, puis chauffés a 70 °C pendant
5 minutes. Apres refroidissement d’environ 10 minutes, 1’absorbance est lue 8 660 nm
(Oman et al., 2016) a I’aide d’un spectrophotometre. Le diclofénac sodique est utilisé
comme contrdle positif dans les mémes conditions opératoires que les échantillons.
L’expérience a été réalisée en triple. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation
des protéines a été calculé comme suit :

iy ey . Abs blanc—Abs éch N
% Inhibition denaturation = s bl X 100 ou :

Abs blanc correspond a 'absorbance (Abs) du milieu réactionnel sans ajout d'huile
essentielle. Abs ech correspond a l'absorbance du milieu réactionnel avec addition
d'huile essentielle, soustraite de la valeur Abs de l'huile essentielle diluée (pour
compenser 1'absorbance due aux huiles essentielles elles-mémes).
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De méme que le DPPH, I’ICs a été utilisée comme une estimation de 1’activité anti-
inflammatoire qui a été estimée par extrapolation en tracant la courbe des
pourcentages d’inhibition (I %) en fonction des concentrations.

2.8.3. Activité insecticide

L’évaluation de I’effet insecticide des HE a été faite sur Sitophilus granarius (figure
26), un coléoptere de la famille des Dryophthoridae. Le choix de cet insecte tient du
fait de son importance économique capitale. Sitophilus granarius est 1’un des
principaux ravageurs du blé. Ce parasite primaire est capable de percer des trous dans
les grains, d’y pondre ses ceufs et de favoriser I’installation et le développement des
parasites secondaires (Fleurat-Lessard, 2018).

Figure 26 : Sitophilus granarius

Détermination des taux de mortalité

Des dilutions d’huiles essentielles a différentes concentrations (10, 14, 18, 22, 26 et
30 uL./mL), ont été préparées dans de 1'acétone, parce que ce dernier est miscible avec
les HE. Il n’a pas eu d’effet sur les insectes, s’évapore vite et ne laisse pas de traces.
Le Talisma UL (Biosix, Hermalle-sous-Huy, Belgique), un insecticide chimique
classique utilis€ pour la protection des céréales stockées contre les insectes, a
également été utilisé comme référence aux mémes concentrations. Pour chaque test,
500 pL d'huile essentielle ou de solution étalon ont été dispersés de maniere homogene
dans des tubes contenant 20 g de grains de blé biologique (figure 27). On a laissé le
solvant s'évaporer des grains pendant 20 minutes avant de les infester par 12 insectes
adultes.
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Figure 27 : Taux de mortalité de Sitophilus granarius sur les grains traités par les
HE

L'acétone a été utilisée comme contrdle négatif. Six répétitions ont été créées pour
tous les traitements et les contrdles, et elles ont €té incubées a 30 °C. La mortalité a
été enregistrée apres 24 heures d'incubation. Les résultats de tous les réplicats ont été
soumis a l'analyse Probit en utilisant le programme Python 3.7 pour déterminer les
valeurs de la dose 1étale (DL), DLso, de la DL et de 1la DLos.

Effet répulsif de I’huile essentielle sur papier filtre

L’effet répulsif de I’huile essentielle de chaque plante a 1’égard des adultes
Sitophilus granarius a été évalué en utilisant la méthode de la zone préférentielle sur
papier filtre décrite par Mc Donald et al. (1970). Des disques de papier filtre de 8§ cm
de diametre sont découpés en deux parties égales. Six concentrations (10, 14, 18, 22,
26 et 30 pL/mL) d’huile essentielle ont été préparées par dilution dans I’acétone.
Ensuite, chaque demi-disque a été traité avec 100 pL de la solution, et I'autre moitié
avec de l'acétone. Les deux demi disques de papier filtre sont séchés a 1’air libre et le
disque est reconstitué au moyen d’une bande adhésive puis mis dans une boite de
Pétri. Dix insectes ont été placés au centre de chaque boite de pétri et ont été incubés
a 30 °C. Ces essais sont répétés trois fois pour chaque dose. Au bout de deux heures,
le nombre d’insectes présents sur la partie de papier filtre traitée a 1’huile essentielle
(Nt) et le nombre de ceux présents sur la partie traitée uniquement a 1’acétone (Nc)
ont été relevés (figure 28).

Le pourcentage de répulsion (PR) est ainsi calculé par la formule :
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_ NC—NT

PR_NC+NT

x 100, ou

NC : nombre de I’individu présent sur la partie du disque traitée uniquement avec
d’acétone

NT : nombre de I’individu présent sur la partie du disque traitée avec la solution
huile- acétone

Figure 28 : Le test de répulsion des huiles essentielles

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile est calculé (PR) et attribué
a I’'une des différentes classes répulsives variant de 0 a V (MC Donald et al., 1970),
qui sont présentés dans le tableau suivant : (tableau 2)
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Tableau 2: Pourcentages de répulsion selon le classement de Mc Donald et al. (1970).

Classes Intervalle de répulsion Propriétés

Classe 0 PR <0,1% Tres faiblement répulsif
Classe 1 0,1% < PR <20% Faiblement répulsif
Classe II 20% < PR <40% Modérément répulsif
Classe III 40% < PR <60% Moyennement répulsif
Classe IV 60% < PR < 80% Répulsif

Classe V 80% < PR < 100% Tres répulsif

2.8.4. Evaluation de I’activité anti plasmodiale in vitro

L’activité antiplasmodiale des huiles essentielles a été réalisée selon la méthode de
Ledoux et al., (2017). Pour ce faire, les stades érythrocytaires asexués de P.
falciparum, souche 3D7 sensible a la chloroquine, ont été cultivés en continu in vitro
selon la procédure de Trager et Jensen. La souche de Plasmodium falciparum avait
été initialement isolée a partir d'un patient de Schipol aux Pays-Bas (BEI Reagent
Search). L'ATCC, Bei Ressources nous a fourni les souches. Les globules rouges du
groupe A+ ont été utilisés comme cellule héte humaine. Le milieu de culture était le
RPMI 1640 de Gibco, Fisher Scientific (Loughborough, UK), composé de NaHCO;
(32 mM), HEPES (25 mM) et L-glutamine. Du glucose (1,76 g/L) de Sigma-Aldrich
(Machelen, Belgique), de I'hypoxanthine (44 mg/mL) de Sigma-Aldrich (Machelen,
Belgique), de la Gentamycine (100 mg/mL) de Gibco Fisher Scientific
(Loughborough, Royaume-Uni) et du sérum humain du groupe A+ (10%) ont été
ajoutés au milieu conformément a Bordignon et al., (2018). Les solutions dans le
DMSO d'huiles essentielles ont été directement diluées dans le milieu. Les dilutions
ont été effectuées en trois exemplaires par des dilutions successives en deux fois dans
un puits de 96 plaques. Les concentrations d'huiles essentielles sont exprimées en
termes de pg/mL d'huile essentielle. Comme l'interaction entre les composés volatils
entre les échantillons pourrait se produire, nous avons décidé d'alterner une ligne de
test avec deux lignes remplies de supports de culture. La croissance du parasite a été
enregistrée aprés 48 heures d'incubation en utilisant [l'activité du lactate
déshydrogénase (pLDH) comme parametre selon la méthode Makker (1993). Le
contrdle positif a été utilisé dans toutes les répétitions. Ce contrdle positif était
composé d'Artémisinine de Sigma-Aldrich (Machelen, Belgique) a une concentration
de 100 pg/mL (concentration de la solution stock ensuite diluée). Courbes sigmoidales
autorisées la détermination de la concentration a moitié€ inhibitrice (ICsp).
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3. Analyses statistiques

Les analyses des tableaux de données quantitatives sur la composition chimique
des HE de Z. leprieurii ont été effectuées par les instruments statistiques suivant
avec le logiciel XLSTAT (Adinsoft, Paris, France) :

v' Laclassification ascendante hiérarchique (CAH)

La méthode de liaison de Ward a été utilisée pour déterminer les agglomérations et
la distance euclidienne afin d’estimer la distance entre les groupes. Une matrice de
corrélation a été utilisée pour estimer les principales composantes. C’est une méthode
de classification itérative dont le principe est simple : On commence par calculer la
dissimilarité entre les N objets, puis on regroupe les deux objets dont le regroupement
minimise un critere d’agrégation donné, créant ainsi une classe comprenant ces deux
objets (Lebart et al., 1995 ; Brereton, 2003). On calcule ensuite la dissimilarité entre
cette classe et les N-2 autres objets en utilisant le critere d’agrégation. On continue
ainsi jusqu’a ce que tous les objets soient regroupés. Ces regroupements successifs
produisent un arbre binaire de classification (dendrogramme), dont la racine
correspond a la classe regroupant I’ensemble des individus. Ce dendrogramme
représente une hiérarchie de partitions. L'interprétation du CAH vise a mettre en
relation la classification des individus et des variables par le critere de qualité d’une
partition qui permet une inertie intra-classe le plus petit possible.

v' L’analyse en composantes principales (ACP)

L'ACP est une méthode descriptive treés efficace pour l'analyse des données
quantitatives se présentant sous la forme de tableaux a M individus sur N constituants.
Elle sert de fondement théorique aux autres méthodes de statistique
multidimensionnelle par la visualisation et 1’analyse des corrélations entre N
variables. Lors de I’interprétation, on constate que la représentation des variables sur
le cercle de corrélation est plus significative au fur a mesure qu'on se rapproche du
rayon unité. On peut alors déterminer l'origine des axes factoriels et interpréter une
relation entre individus et variables. Ainsi, on parle de la corrélation significativement
positive des variables lorsque les variables ayant des coefficients de variation proches
de 1 présentent les mémes tendances d'évolution, c'est-a-dire que si 'une des variables
a un fort pourcentage relatif, alors l'autre présente également la méme caractéristique.
Par contre, la corrélation significativement négative des variables se décrit par une
corrélation et se comprend par les valeurs de variation inverse dans la composition
chimique (Tomassone et al., 1993 ; Paoli et al., 2011).

v' L’Analyse Factorielle Discriminante (AFD).

L’analyse factorielle discriminante (AFD) ou analyse discriminante est une
technique statistique qui vise a décrire, expliquer et prédire 1’appartenance a des
groupes prédéfinis. Elle permet de déterminer les variables les plus explicatives de la
répartition en groupes, de mettre en évidence les individus dont les valeurs ne
correspondent pas aux groupes auxquels ils appartiennent. L’interprétation de I’ AFD
est basée sur I'ensemble des observations, les moyennes des groupes et les valeurs
individuelles, apres élimination des différences entre les groupes.
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Par contre, Les données des analyses des activités biologiques des HE ont été
analysées par ANOVA a l'aide du logiciel Minitab 18 (Pennsylvanie, PA, USA) ;
toutes les expériences ont été répétées trois fois. Deux facteurs ont été pris en compte
pour l'analyse statistique : l'organe et la concentration. Toutes les données sont
présentées sous forme de moyenne + écart-type(n=3) de nos résultats. Les données
ont été examinées par une analyse de variance suivie du test de comparaisons
multiples de Turkey. Des comparaisons multiples des valeurs moyennes ont été
établies en utilisant I'analyse paramétrique unidirectionnelle de la variance (ANOVA).
Le test DUNCAN a été utilisé pour apprécier les différences entre les moyennes a la
valeur p < 0.05 qui est un critere pour la significativité statistique. La relation entre
les différents parametres a été étudiée en utilisant la corrélation de Pearson.
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Chapitre 3. Rendements et composition des huiles essentielles des trois especes

1. Rendements des huiles essentielles

Les extractions par hydrodistillation des différents organes des trois (3) especes (Z.
leprieurii, Z. mezoneurispinosum et Z. psammophilum) montrent des teneurs en HE
qui varient selon les organes pour chaque espece. Le rendement est calculé a partir du
rapport de la masse de 1’huile essentielle obtenue par la masse du matériel végétal
frais. Aussi, ces huiles présentent des colorations variables allant du jaune clair au
jaune relativement foncé avec des odeurs souvent caractéristiques.

1.1. Zanthoxylum leprieurii

- San-Pedro : les feuilles (0,02 - 0,03% de coloration jaune
foncé), les écorces du tronc (0,92%, coloration jaune claire) et les
branches (0,05%, coloration jaune claire).

- Adzopé : les feuilles (0,02 - 0,04% de coloration jaune
foncé), les écorces du tronc (0,86 — 1,20% de coloration jaune
claire) et les fruits (1,13 — 1,51% de coloration jaune claire).

Les rendements en HE de cette espece dans les 2 localités (Adzopé et San-Pedro)
sont presque identiques. Par ailleurs, les rendements en HE des organes de 1’espece Z.
leprieurii ont déja été calculés dans plusieurs pays. Cependant, la teneur des feuilles
et des tiges semble similaire a celle du Cameroun et du Sénégal. Quant aux autres
organes, ils présentent des similarités avec ceux récoltés au Nigéria, Cameroun et au
Sénégal (Tchabong et al., 2018 ; Oyedeji et al., 2008 ; Tiné et al., 2020). Ainsi dans

le tableau 3 sont récapitulés les pays puis les rendements en HE des organes.

Tableau 3 : Rendements en HE de Z. leprieurii de certains pays (Tchabong et al., 2018 ;
Oyedeji et al., 2008 ; Tiné et al., 2020)

Pays Organes Rendement
(%)

Cameroun Feuilles 0,025
Fruits 1,45
Nigéria Feuilles 0,09
Ecorces 0,05
Feuilles 0,22
Sénégal Tiges 0,08
Racines 0,75
Fruits 1,64
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1.2. Zanthoxylum mezoneurispinosum

- Gand-Lahou : les feuilles (0,4 -0,5% coloration jaune
claire), les écorces du tronc (0,2% coloration jaune claire) et les
racines (0.04%, coloration jaune claire).

- Banco d’ Abidjan : uniquement les feuilles avec une teneur
de 0,6%.

1.3. Zanthoxylum psammophilum

- Sur les iles éhotilée (Adiaké) : les feuilles et les écorces du
tronc ont donné des rendements en HE variant de 0,03 2 2,9%
respectivement.

- Agboville : les feuilles (0,03 - 0,05%, coloration jaune
claire), les écorces du tronc (3,1 — 3,2% de coloration jaune claire)
et les racines a 0,02% de coloration jaune claire.

Les deux dernieres especes permettent d’observer des teneurs en HE différentes
selon leurs organes. Cependant, les especes Z. mezoneurispinosum et Z.
psammophilum qui n’ont pas encore fait objet d’étude sur les substances volatiles,
présentent un rendement en HE plus important que les autres especes.

2. Composition chimique des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles de Z. leprieurii, Z. mezoneurispinosum et Z.
psammophilum a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a un
spectrometre de masse (CPG-SM).

2.1. Zanthoxylum leprieurii

2.1.1. Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles

L’analyse de la composition chimique des échantillons d’HE des feuilles récoltées
a San-Pedro (SP) et a Adzopé (AD) a permis d’identifier 28 composés correspondant
respectivement a 94,00% et 93,70% de 1’ensemble des HE de la composition totale
(tableau 4).
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Tableau 4: Composition de I’huile essentielle des feuilles de Z. leprieurii récoltées a San-pédro (SP) et a Adzopé (AD)

N° Composés Réference Identification IK F(SP) F(AD)
1 a-pinéne 80-56-8 CPG, SM 929 0,5 0,2
2 myrcéne 123-35-3 CPG, SM, RMN 979 0,5 0,2
3 (E)-B-ocimene 13877-91-3 CPG, SM, RMN 1035 0,3 10,7
4 linalool 78-70-6 CPG, SM, RMN 1082 8,1 5,5
5 1@;‘0?1;2‘11;1”1 19945-61-0 | CPG, SM 1103 | 03 0.3
6 a-terpinéol 98-55-5 CPG, SM 1172 0,2 0,2
7 néral 106-26-3 CPG, SM, RMN 1212 1,3 0,2
8 géraniol 106-24-1 CPG, SM 1232 0,3 0,1
9 géranial 141-27-5 CPG, SM, RMN 1240 1,8 0,1
10 thymol 89-83-8 CPG, SM 1267 0,3 0,2
11 undécan-2-one 112-12-9 CPG, SM, RMN 1273 10,0 5,0
12 B-élémene 515-13-9 CPG, SM 1385 1,7 1,7
13 (E)-B-caryophylléne 87-44-5 CPG, SM, RMN 1415 7,8 10,0
14 o-humuléne 6753-98-6 CPG, SM, RMN 1447 1,6 2,7
15 (Z,Z)-a-farnéséne 28973-99-1 CPG, SM, RMN 1468 0,1 0,1
16 germacrene D 37839-63-7 CPG, SM, RMN 1476 2,6 15,6
17 tridécan-2-one 593-08-8 CPG, SM, RMN 1478 47,5 15,6
18 (E,Z)-a-farnéséne 28973-98-0 SM, RMN 1486 0,1 1,2
19 (E,E)-a-farnésene 502-61-4 SM, RMN 1504 0,1 0,8
20 d-cadinéne 483-76-1 CPG, SM, RMN 1,512 0,6 2,2
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21 B-élémol 639-99-6 CPG, SM 1531 0,3 0,4
22 nérolidol E 7212-44-4 SM, RMN 1545 0,5 0,8
23 germacrene B 15423-57-1 CPG, SM 1547 0,5 0,8
24 tridec-2-énal-E 7069-41-2 CPG, RMN 1546 0,5 2.3
25 triﬁg{gﬁ?giﬁgf 459-89-2 SM, RMN 1565 44 13,6
26 (2E,6Z)-farnesol 3879-60-5 CPG, SM, RMN 1693 0,2 0,7
27 (2E,6E)-farnésol 106-28-5 CPG, SM, RMN 1699 1,0 1,0
28 phytol E 150-86-7 CPG, SM, RMN 2097 0,9 1,5
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 1,3 11,1
Monoterpenes oxygénés (%) 12,0 6,3
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 15,1 351
Sesquiterpenes oxygénés (%) 2,0 2,9
Acycliques non terpéniques (%) 62,7 36,8
Diterpene (%) 0,9 1,5
Total (%) 94,4 93,7

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST); SM, comparaison des
spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des
spectres de masse avec les étalons disponibles dans le commerce ; RMN, résonance magnétique
nucléaire ; CPG, comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; référence.
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Il y a entre autres les monoterpenes, les sesquiterpenes, les acycliques non
terpéniques et les diterpénes. Les monoterpenes hydrocarbonés et oxygénés sont
respectivement de 1,3 a 11,1% et 12,0 a pour San-pédro et 6,3% pour Adzopé. Parmi
les sesquiterpenes, les hydrocarbonés sont de 15,1 a 35,1% et les oxygénés (2,0 —
2,9%), le phytol (0,9 -1,5%) est le seul diterpéne et les acycliques non terpéniques
(62,7 436,8%) de ses HE.

En effet, celle de SP a une teneur plus élevée soit 62,7% que celle d’AD qui est de
36,8%. Cependant, les acycliques non terpéniques sont dominés par le tridecan-2-one
et I’'undecan-2-one. Le premier est le composé majoritaire dans les feuilles. Il présente
une valeur plus élevée a SP (47,5%) par rapport a AD (15,6%).

Quant au second (undecan-2-one), la teneur est deux fois plus élevée a SP (10%)
qu’a AD (5%).

Malgré, de multiples similitudes, il existe quelques variances dans la composition
chimique des deux localités. La composition de San-Pedro est significativement
constituée de tridécan-2-one (47,5 %) et en undécan-2-one (10,0 %) de linalol (8,0 %)
et de (E)-B- caryophyllene (7,8 %). En outre, celle d’Adzopé est dominée par le
germacrene D (15,6 %), le tridécan-2-one (15,6 %), le (3E, 7E)-4,8,12-triméthyl
tridéca (13,6 %), le (E)-B-ocimene (10,7 %), le (E)-B-caryophylléne (10,0 %) et une
faible quantité d'undécan-2-one (5,0 %).

Néanmoins, des différences de la composition chimique ont été observées avec les
profils chimiques dans la littérature. La composition chimique des HE des feuilles ne
présente pas de trace de limonene et de germacréne B. Par contre celle décrite au
Nigéria est dominée par le limonene (94,9%) et celle décrite au Sénégal par du
germacrene B (9,0%) (Tiné et al. 2020).

2.1.2. Composition chimique de I’huile essentielle des écorces du tronc

La détermination de la composition chimique de I’huile essentielle des écorces de
San-pédro (SP) et Adzopé (AD) permet d’observer 19 composés au total (tableau 5),
représentant respectivement 91,0% et 96,8% de la composition chimique de chaque
échantillon. Parmi ces 19 composés, nous observons des monoterpenes, des
sesquiterpenes, des acycliques non terpéniques et des diterpenes. Les monoterpenes
hydrocarbonés et oxygénés sont respectivement de 0,1 a 0,4% et de 0,6 a 5,3%. Parmi
les sesquiterpenes, les hydrocarbonés sont de 4,0 a 6,5% et les oxygénés (5,0 — 6,2%),
et les acycliques non terpéniques (77,6 a 82,1%) de ses HE.

En effet, celle d’AD présente une teneur plus élevée (82,1%) comparativement a
SP (77,6%).

Les acycliques non terpéniques sont dominés par le tridécan-2-one et I’undécan-2-
one. Le premier est le composé majoritaire dans les écorces, il présente une valeur
plus élevée a SP (77,2%) par rapport a AD (50,1%). Quant au second (undécan-2-
one), la teneur est élevée a AD (30,3%) tandis qu’a SP, il est apparu presque a 1’état
de trace soit 0,2%.

En revanche, il n’existe pas de différence trop marquée. Ainsi, le tridécan-2-one et
le undécan-2-one représentent environ 80% a San-Pédro qu’a Adzopé. Les
compositions de nos échantillons sont différentes de la littérature. En effet, nos HE
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sont dominées par tridécan-2-one et le undécan-2-one alors que, les échantillons des
HE du Nigéria sont dominées par le (E)-nérolidol (23,0%) et B-phellandréne (12,7%).
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Tableau 5: Composition de I’huile essentielle des écorces du tronc de Z. leprieurii récoltées a San-pédro (SP) et a Adzopé (AD)

N° Composés Réference Identification IK E(SP) E(AD)
B-myrcene 123-35-3 CPG, SM, RMN 979 0,1 0,2
(E)-p-ocimene 13877-91-3 CPG, SM, RMN 1035 0,2
linalool 78-70-6 CPG, SM, RMN 1082 0,1 3,0

4 noﬁ;‘i‘éifiméthyl'lﬁj' 19945-61-0 CPG, SM 1103 0.2

5 a-terpinéol 98-55-5 CPG, SM 1172 0,1

6 néral 106-26-3 CPG, SM, RMN 1212 0,2 0,9

7 géranial 141-27-5 CPG, SM, RMN 1240 0,3 1,3

8 undécan-2-one 112-12-9 CPG, SM, RMN 1273 0,2 30,3

9 (E)-B-caryophyllene 87-44-5 CPG, SM, RMN 1415 5,6 2,8

10 o-humuléne 6753-98-6 CPG, SM, RMN 1447 0,8 0,6

11 germacrene D 37839-63-7 CPG, SM, RMN 1476 0,0 0,0

12 tridécan-2-one 593-08-8 CPG, SM, RMN 1478 77,2 50,1

13 (E,Z)-a-farnésene 28973-98-0 SM, RMN 1486 0,1 0,5

14 d-cadinéne 483-76-1 CPG, SM, RMN 1,512 0,1

15 | mmethyltrdeea-L3. - 62235-06-7 CPG, SM 1565 0.5

16 tridec-2-énal-E 7069-41-2 CPG, RMN 1546 0,1 0,5

17 trigg’;ﬁiﬁ&? 459-89-2 SM, RMN 1565 0,1 0,5

18 (2E,6E)-farnésol 106-28-5 CPG, SM, RMN 1699 6,2 5,0
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19 phytol E 150-86-7 CPG, SM, RMN 2097 tr tr
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 0,1 0,4
Monoterpenes oxygénés (%) 0,6 5,3
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 6,5 4,0
Sesquiterpenes oxygénés (%) 6,2 5,0
acycliques non terpéniques (%) 77,6 82,1
Diterpene (%) 0,0 0,0
Total 91,0 96,8

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST); SM, comparaison des spectres
de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des spectres de masse
avec les étalons disponibles dans le commerce ; RMN, résonance magnétique nucléaire ; CPG, comparaison de

I'indice de rétention avec la littérature ; référence.
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Nous constatons que les feuilles et les écorces du tronc de Zanthoxylum leprieurii
renferment des huiles essentielles riches en composés acycliques non terpéniques
dominés par le undécan-2-one et le tridécan-2-one.

2.1.3. Composition chimique de I’huile essentielle des tiges de Z. leprieurii

L’analyse de I'HE des tiges de Z. leprieurii a permis d’identifier 20 composés
correspondant a 97,3% de la composition chimique totale (tableau 6).

L’huile essentielle des tiges de Z. leprieurii est caractérisée par la prédominance des
composés non-terpéniques. Le constituant majoritaire non-terpénique est le tridécan-
2-one (74,2%) suivie d’un sesquiterpene oxygéné (2E,6F)-farnésol (9,2%). L’ analyse
de la composition des tiges est qualitativement proche de celle des écorces du tronc.

77



Etude phytochimique et biologique de trois plantes du genre Zanthoxylum

Tableau 6: Composition chimique de I"HE des tiges de Z. leprieurii de la localité de San pédro

N° Composés Référence Identification IK Tige (%)
1 myrcéne 80-56-8 CPG, SM, RMN 979 0,1
2 (E)-f-ocimene 13877-91-3 CPG, SM, RMN 1,035 0,9
3 linalool 78-70-6 CPG, SM, RMN 1,082 0,3
4 néral 106-26-3 CPG, SM, RMN 1,212 0,5
5 géranial 141-27-5 CPG, SM, RMN 1,240 1,3
6 thymol 89-83-8 CPG, SM 1,267 0,7
7 undécan-2-one 112-12-9 CPG, SM, RMN 1,273 0,5
8 B-élémene 515-13-9 CPG, SM 1,385 1.4
9 (E)-B-caryophyllene 87-44-5 CPG, SM, RMN 1,415 3,1
10 a-humuleéne 6753-98-6 CPG, SM, RMN 1,447 1,8
11 germacrene D 37839-63-7 CPG, SM, RMN 1,476 tr
12 tridécan-2-one 593-08-8 CPG, SM, RMN 1,478 74,2
13 (E,Z)-a-farnésene 28973-98-0 CPG, SM 1,486 0,5
14 (E,E)-o-farneséne 502-61-4 CPG, SM 1,504 tr
15 d-cadinéne 483-76-1 CPG, SM, RMN 1,512 0,2
16 B-élémol 639-99-6 CPG, SM 1,531 1.4
17 tridec-2-énal-E 7069-41-2 CPG, SM 1,546 0,1
18 (2E,6Z)-farnésol 459-89-2 CPG, SM, RMN 1,693 0,8
19 (2E,6E)-farnésol 3879-60-5 CPG, SM, RMN 1,699 9,2
20 phytol 150-86-7 CPG, SM, RMN 2097 0,3
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Monoterpenes hydrocarbonés (%) 1,0
monoterpenes Oxygenés (%) 2,8
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 7,1
sesquiterpenes Oxygenés (%) 11,4
Diterpenes (%) 0,3
Non-terpeniques (%) 74,7
Total (%) 97,3

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST); SM, comparaison des
spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des spectres
de masse avec les étalons disponibles dans le commerce ;RMN, résonance magnétique nucléaire ; CPG,
comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; référence.
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2.1.4. Etude de I’impact de la période de la récolte sur le rendement et la
composition chimique de I’huile essentielle de Z. leprieurii

Cette étude a été faite sur les feuilles, les écorces et les fruits de Z. leprieurii sur la
méme plante et le méme site. Les feuilles et les écorces ont été récoltées sur une
période de sept (7) mois (en mai, juin, juillet, aofit, septembre, octobre et novembre
2017) ; et sur une période de cinq (5) mois (juillet, aolit, septembre, octobre et
novembre 2017) pour les fruits. Aussi, aupres de la SODEXAM (Société
d’Exploitation et de Développement Aéronautique, Aéroportuaire et
Meétéorologique), les données mensuelles de 2017 relatives a la précipitation, la
température, I’insolation et I’humidité relative ont été recueillies (tableau 7). En effet,
la SODEXAM est la structure qui en charge de la collecte des données climatiques au
niveau de la Cote d’Ivoire.

Tableau 7: Données météorologiques enregistrées pendant la période de collecte des organes
de Z. leprieurii.

Mois (Il;illll)e relzltlil\rj;lc(léj I(I;li(;l?;on Température (°C)
Mai 164,5 80 196,3 28,4
Juin 205,7 85 101,6 26,8
Juillet 71,3 84 121 25,8
Aofit 61,7 84 134 25
Septembre 102,4 81 124,2 25,9
Octobre 310,8 84 180,4 27,1
Novembre 206,4 78 2144 27,5

Source : SODEXAM (Société d’Exploitation et de Développement
Aéronautique, Aéroportuaire et Météorologique).

Les tendances observées pour ces deux variables ainsi que celles de 1'humidité
relative et de la lumiere du jour confirment que les mois de mai, juin, octobre et
novembre sont des mois de saison de grandes pluies, tandis que ceux de juillet, aoft
et septembre sont des mois de saison de petites pluies.

Les variations des moyennes mensuelles des hauteurs de pluie enregistrées au cours
de la période de récolte révelent que la pluviométrie la plus basse a été dans le mois
d’aofit (61,7 mm). Le mois d’octobre a enregistré la plus forte pluviométrie (310,8
mm).
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Les températures moyennes mensuelles varient entre 25°C et 28,4°C. Les mois de
mai, octobre et novembre sont les mois les moins chauds avec une température
supérieure a 27°C tandis que les mois de juin, juillet, ao(it et septembre sont les moins
chauds avec un maximum de température égal a 26,8°C.

L’insolation qui exprime la durée totale de 1’ensoleillement en fonction du temps
est en corrélation avec 1’évolution de la température et la pluviométrie. Pour cette
raison les données moyennes de 1’insolation les plus courtes s’observent dans les mois
de juin, juillet et septembre qui sont des mois pluvieux. Ces faibles valeurs de

I’insolation peuvent €tre dues a la présence d’une couverture nuageuse tres importante
durant ces mois.

L’humidité relative moyenne mensuelle de 1’air varie entre 78 et 85%.

Ces facteurs montrent 1’existence de 2 saisons pluvieuses (une petite saison et une
grande saison pluvieuse) qui ont eu un impact sur les rendements des HE des organes.
Ainsi, les variations du rendement en HE de Z. leprieurii des feuilles, des écorces et
des fruits sont représentées sur les Figures ci-dessous.

. Rendement et Composition chimique en HE des feuilles
v" Rendement en HE des feuilles (figure 29)
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Figure 29 : Rendements en HE des feuilles de Z. leprieurii en fonction de la période
de récolte.
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Selon la figure 29, les résultats obtenus montrent une 1égeére similarité entre les
valeurs enregistrées pour les différentes périodes. Cependant, pour les mois de juillet
et d’aolt, les rendements en huile essentielle augmentent de 0,03 a 0,04%, cette
augmentation pourrait s’expliquer par la période de la saison seche et de la floraison.

v' Composition chimique en HE des feuilles
L’analyse par CPG/SM des HE des feuilles de Z. leprieurii a permis I’identification
de 42 composés (figure 30) allant de 97,70% a 99,50% de la composition totale
(tableau 8).
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Figure 30 : Profil chromatographique de I’HE des feuilles du mois de septembre de
Z. leprieurii d’ Adzopé
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Tableau 8: Variation de la composition chimique de I’HE des feuilles de Z. leprieurii d’ Adzopé au cours des mois

N° Composés Référence Identification IK Mai Juin Juillet Aot

1 | a-pinéne 80-56-8 SM, IR, STD 931(2,48+0,13 |8,45+0,57 |0,30+0,11 [0,60+0,35
2 | B-myrcéne 123-35-3 SM, IR, STD 987(0,71 £0,03 |- 5,20+ 0,21 [0,90+0,15
3 | p-cymeéne 25155-15-1 | SM, IR, STD 102211,48 £0,03 |- 0,10 +0,01 [0,30+0,03
4 | limonéne 138-86-3 SM, IR, STD 1023 |- 0,90 +0,29 [(0,40+0,28 |-
5| (E)-B-ocimene 13877-91-3 | SM, IR, STD 1041123,57 £ 047 (2,60 £0,99 [3,90+0,84 |2,50+0,04
6 | y-terpinéne 99-85-4 SM, IR, STD 106010,28 +0,03 |- - -
7 | linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1094 6,44 £ 0,13 0,50 +0,34 [1,50+0,55 |8,50 +0,09
8 | Allo-ocimene 673-84-7 SM, IR 1128 11,22 +0,04 (0,40+£0,13 [0,20£0,10 |-
9 | terpinéol 98-55-5 SM, IR, STD 1190 |- - 0,20 +0,03 |-

10 | décanal 112-31-2 SM, IR, STD 1191 - - 1,50+ 0,52 |-

11 | citronéllol 106-22-9 SM, IR, STD 1225 - - 2,00+048 |-

12 [ géraniol 106-24-1 SM, IR, STD 1250 | - - 1,40+ 0,53 |-

13 [ décyl alcohol 112-30-1 SM, IR, STD 1262 |- - 1,80 +£0,92 |-

14 | thymol 89-83-8 SM, IR, STD 1286 | - 2,20+ 0,96 [3,10+£0,43 |13,30+0,31

15 [ undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 128818,51+0,35 [1,90+0,50 |[1,20+0,03 |8,40+0,12

16 | undécan-2-ol 1653-30-1 SM, IR, STD 1298 | - - 0,20 £0,04 0,40 +0,04

17 | nérate de méthyl 1862-61-9 SM, IR, STD 1319 - - 2,20+0,74 |-

18 | 6-é1émene 20307-84-0 | SM, IR 1334 - 1,20+ 0,69 [0,20+0,00 |-

19 | a-copaéne 3856-25-5 SM, IR, STD 1376 | - 0,60 +£0,23 [0,30+0,08 |-
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Suite des mois des composés

N° Composés Référence Identification IK Septembre Octobre Novembre
1 | a-pinéne 80-56-8 SM, IR, STD 931(0,70 £ 0,15 0,50 £ 0,27 0,30 £ 0,17
2 | B-myrcene 123-35-3 SM, IR, STD 987 3,40 £ 0,37 0,4 +0,31 0,70 £ 0,09
3 | p-cymene 25155-15-1 SM, IR, STD 1022 | - 0,40 £ 0,57 -

4 | limonéne 138-86-3 SM, IR, STD 1023 ] - - -
5| (E)-B-ocimeéne 13877-91-3 | SM, IR, STD 1041 (1,30 £ 0,50 2,30+ 1,91 -
6 | y-terpinene 99-85-4 SM, IR, STD 1060 | - - -
7 | linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1094 | 1,70 £ 0,23 4,30 £ 0,95 3,20+ 0,09
8 | Allo-ocimeéne 673-84-7 SM, IR 1128 | - - -
9 | terpinéol 98-55-5 SM, IR, STD 1190 - - -
10 | décanal 112-31-2 SM, IR, STD 1191 - - -
11 | citronéllol 106-22-9 SM, IR, STD 1225(1,50 £ 0,27 - 0,30 £ 0,02
12 | géraniol 106-24-1 SM, IR, STD 1250 (1,00 £ 0,74 - -
13 | décyl alcohol 112-30-1 SM, IR, STD 1262 | - - -
14 | thymol 89-83-8 SM, IR, STD 1286 (4,10 £ 0,22 - -
15 [ undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 1288 (2,70 £ 0,56 3,20+ 1,06 2,10 £ 0,98
16 [ undécan-2-ol 1653-30-1 SM, IR, STD 1298 | - - -
17 | nérate de méthyl 1862-61-9 SM, IR, STD 1319]0,80 + 0,44 - -
18 | 5-élémene 20307-84-0 | SM, IR 1334 ] - - -
19 | a-copaeéne 3856-25-5 SM, IR, STD 1376 10,60 + 0,11 0,20 + 0,07 0,40 £ 0,04

84




Chapitre 3. Rendements et composition des huiles essentielles des trois especes

Suite des composés

N° Composés Référence | Identification IK Mai Juin Juillet Aoiit
20 [ B-élémene 515-13-9 SM, IR 1388 3,92 + 0,06 - 2,70 £ 0,83 4,20+ 0,07
21| (E)-B-caryophyllene 87-44-5 SM, IR, STD 1419(13,51 £0,11 |18,90+0,48 |15,60+0,54 |[13,70+0,1
22 | cadina-4(14),5-diéne 54324-03-7 [SM, IR 1430 1,83 £ 0,02 0,90 £ 0,26 0,70 £ 0,16 0,30 £ 0,02
23 | y-élémene 08/08/3242 | SM, IR 1432 (1,19 £ 0,01 4,40 £ 0,45 1,10£0,21 1,10 £ 0,04
24 | a-humuléne 6753-98-6 |SM, IR, STD 1456 (3,92 + 0,02 6,70+0,62 |4,50+0,98 3,60 £ 0,04
25 | alloaromadendréne 25246-27-9 |SM, IR 1457 | - 0,50 +£0,21 0,30 + 0,06 -

26 | germacréne D 23986-74-5 |SM, IR, STD 148211,96 £ 0,17 0,90 £ 0,50 0,40 £0,10 -

27 | B-ionone 14901-07-6 |SM, IR, STD 1482 - - 0,40+ 0,12 -

28 | B-selinéne 17066-67-0 [ SM, IR 148310,32 £ 0,01 1,10+ 0,13 0,70 £ 0,14 0,80+ 0,01
29 | tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 1487]18,74 £ 0,57 9,00 +0,02 22,50+ 0,98 [30,20 £ 0,39
30 | selina-4(14),7(11)-diene | 515-17-3 SM, IR 1495 - 1,30 £ 0,31 0,80 £ 0,15 1,50 £ 0,90
31 | tridécan-2-ol 1653-31-2 [SM, IR, STD 1495 - 2,00 + 0,82 1,70 + 1,17 -

32| (3E,6E)-a-farnésene 502-61-4 SM, IR 1499 13,22 £ 0,29 0,60 £ 0,21 1,20 + 0,34 0,90 + 0,07
33 | y-cadinéne 39029-4-9 [SM, IR 1513]0,42 + 0,06 1,10+ 0,36 0,60 + 0,08 0,20 £ 0,04
34| 8-cadinéne 483-76-1 SM, IR 152412,25 +0,09 4,20+ 1,01 2,20 + 0,09 1,00 £ 0,02
35| élémol 639-99-6 SM, IR, STD 154710,28 + 0,02 0,60 + 0,22 0,20 £ 0,01 0,30+ 0,01
36 | nérolidol 7212-44-4 | SM, IR, STD 1557 - 1,50 £ 0,30 1,10 £ 0,39 1,00 £ 0,03
37 | dendrolasin 23262-34-2 [SM, IR 1576 11,79 £ 0,08 8,60 £ 0,95 9,40 +£0,90 [4,00+0,06
38 | spathulénol 6750-60-3 [SM, IR 1578 |- 1,50 £ 0,46 1,10 £ 0,03 -

39 | Oxyde de caryophyllene | 1139-30-6 SM, IR, STD 1583 |- 6,00 £ 0,83 5,70 £0,79 -

40 | t-cadinol 01/11/5937 [SM, IR 1639 |- 1,10 £ 0,08 0,60 + 0,03 -

41 | a-cadinol 481-34-5 SM, IR 1650]0,28 £ 0,03 1,30 £ 0,11 0,70 £ 0,01 -
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| 42| pentadécanal 09/11/2765 |SM, IR 1713 | - 2,10£028 |-
Suite des mois des composés
N° COIIIpOSéS Référence Identification IK Septembre Octobre Novembre
20 | B-élémene 515-13-9 SM, IR 138815,90 £ 0,26 2,30+0,10 ]2,90+0,20
21| (E)-B-caryophyllene 87-44-5 SM, IR, STD 1419119,85+£0,82 7,00+ 1,02 8,60 + 0,62
22 | cadina-4(14),5-diéne 54324-03-7 [SM, IR 143012,40 £ 0,81 1,70 £ 0,26 1,50 £ 0,19
23 | y-élémene 08/08/3242 | SM, IR 143213,10+0,06 ]0,8+0,12 1,10 £ 0,01
24 | a-humuléne 6753-98-6 | SM, IR, STD 1456 6,10 £ 0,27 4,10£0,58 |4,20+0,32
25 | alloaromadendreéne 25246-27-9 | SM, IR 145710,50 £ 0,11 0,40 £ 0,06 0,20 £ 0,01
26 | germacreéne D 23986-74-5 |SM, IR, STD 148211,60 + 0,40 1,40 £ 0,21 1,00 £ 0,14
27 | B-ionone 14901-07-6 |SM, IR, STD 1482 |- - 0,20 £ 0,05
28 | B-selinéne 17066-67-0 | SM, IR 1483]11,60+0,30 ]0,20 +0,21 0,50 £ 0,05
29 | tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 14871 15,80 £ 0,84 ]36,80+0,06 |[33,70+0,36
30 | selina-4(14),7(11)-diene [ 515-17-3 SM, IR 14951290+ 0,86 |- -
31 | tridécan-2-ol 1653-31-2 [SM, IR, STD 149512,30 £ 0,29 2,40 £ 0,80 3,20+ 0,33
32| (3E,6E)-a-farnésene 502-61-4 SM, IR 1499 12,50 £ 0,97 9,10+ 0,82 ]4,60+0,55
33 | y-cadinéne 39029-4-9 |SM, IR 1513 11,00 + 0,21 1,20 £ 0,26 1,30 £ 0,02
34| 8-cadinéne 483-76-1 SM, IR 152414,30+0,13 340+049 14,30+0,33
35| élémol 639-99-6 SM, IR, STD 154710,30 £ 0,05 0,40 £ 0,03 1,20 £ 0,09
36 | nérolidol 7212-44-4 | SM, IR, STD 155711,60+ 0,49 |4,80+0,22 3,40 £ 0,32
37 | dendrolasin 23262-34-2 | SM, IR 1576 17,60 + 0,09 10,60 £ 0,44 | 16,40 £ 0,85
38 | spathulénol 6750-60-3 [ SM, IR 1578 |- - 0,40 + 0,00
39 | Oxyde de caryophyllene |1139-30-6 |SM, IR, STD 1583 | - - -
40 | t-cadinol 01/11/5937 [SM, IR 163910,70 £ 0,21 0,60 + 0,15 0,80 + 0,04
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41 | a~cadinol 481-34-5 SM, IR 1650 (1,10 £ 0,44 0,80 £ 0,23 0,90 = 0,09
42 | pentadécanal 09/11/2765 |SM, IR 1713 | - - 1,60 = 0,79
Mai Juin | Juillet |Aoit Septembre | Octobre | Novembre

Monoterpenes hydrocarbonés (%) 29,74 12,85 10,10 4,30 5,40 3,60 1,00
Monoterpenes Oxygenés (%) 6,44 2,70 11,50 21,80 8,20 4,30 3,50
Sesquiterpene hydrocarbonés (%) 32,54 48,10 30,90 27,30 52,35 31,80 30,60
Sesquiterpenes Oxygenés (%) 2,35 22,70 18,10 5,30 12,10 17,20 25,40
Non-terpeniques (%) 27,25 13,10 28,90 39,00 20,80 42,40 38,50
Total (%) 98,32 99,45 99,50 97,70 98,85 99,30 99,00

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM, comparaison des spectres de
masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des spectres de de masse avec les
étalons disponibles dans le commerce ; IR, comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; référence ; -, Sous le
seuil de perception.
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Les composés non-terpéniques représentant entre 13,10 a 42,40% de la composition
chimique totale des HE de Z. leprieurii sont le undécan-2-one (1,9 a 8,51%) et le
tridécan-2-one (9,0 & 36,8%). Ce dernier est le plus dominant de cette famille de
composés.

Les sesquiterpéniques représentent 16,30 a 35,40% de la composition chimique
totale des HE de Z. leprieurii : le (E)-B-caryophylléne avec une teneur de (7,0 a
19,85%), le dendrolasin avec une teneur de (1,79 a 16,40%), le B-élémene avec une
teneur de (2,30 a 5,90%), a- humulene avec une teneur de (3,92 2 6,10%) et le (3E,6F)-
o-farnéséne avec une teneur de (0,60 a 9,10%) sont les principaux composés
majoritaires.

Les monoterpenes représentent 2,25 a 18,09% de la composition chimique totale
des HE de Z. leprieurii : le (E)-B-ocimene (2,30 a 23,57%), le linalool (0,50 a 8 50%)
et le thymol (2,20 a 13,30%) sont les constituants majoritaires. La figure 31 présente
la moyenne des différents composés dans les HE des feuilles de Z. leprieurii durant
les mois de la récolte.

Monoterpénes
hydrocarbonés
Non- (%); 9,57 Monoterpénes
terpéniques oxygénés (%);
(%); 29,99 | 8,35

Figure 31 : Proportion des différentes familles de composés extraites des HE dans
des feuilles

Cependant, il faut noter que les compositions chimiques ne sont pas constantes au
cours de la période de récolte parce que certains composés comme l'oxyde de
caryophyllene, qui représente 5,7 2 6 % de la composition totale des huiles de juin a
juillet, n'ont été trouvés qu'a I'état de traces au cours des autres mois. C'est également
le cas du (E)-B-ocimene (figure 32), dont la teneur est inférieure a 4 % de juin a
novembre, alors qu'en mai, elle est de 23,57 %. Quant au tridecan-2-one, qui apparait
dans cette composition des feuilles comme dominant est en baisse au cours des mois
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de juin et de septembre. Cette baisse pourrait s’expliquer par la floraison et la pluie en
cette période. Pendant cette période une hausse du (E)-B-caryophylléne est observée.
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Figure 32 : Comparaison des composés chimiques majoritaires de I’HE des feuilles
de Z. leprieurii suivant les mois

Selon I’évolution des composants majeurs de chaque variable identifiée, il ressort
que les compositions chimiques des HE précédemment décrites dans deux sites
différents présentent quelques différences. Cette détermination permet de dire que les
HE des feuilles de Z. leprieurii présentent des variables différentes.

Ainsi, a travers cet effet, nous voyons clairement que le germacréne D a disparu et
constatons I’apparition d’un nouveau composé: le dendrolasin dont la teneur
augmente au cours des mois. L’étude biologique sur le dendrolasin a montré que celui-
ci possede des propriétés antimicrobiennes et antibactériennes et est également utilisé
dans le traitement du cancer (Azzaz et al., 2014 ; Choucry M. A. 2017. Azizan et
al., 2017). Aussi, les compositions décrites dans la littérature évoquée plus haut
viennent confirmer que les facteurs environnementaux ou génétiques ont un impact
sur la composition des HE. Par ailleurs, notons que ces différents constituants révélés
dans ces HE sont déja connus pour leurs activités biologiques bénéfiques, telles que
les propriétés insecticides (tridécan-2-one et undécan-2-one), aussi le (E)-B-
caryophylléne dont les activités antioxydantes et anti-inflammatoires ont été prouvées
(Dahham et al., 2015).
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. Rendement et Composition chimique en HE des écorces
v Rendement en HE des écorces (figure 33)

1.40 -
1.20 -

1.00 H

0.80 -
0.60 -
0.40 -
0.20 -
0.00 -

Juin Juillet AoGt Septembre Octobre Novembre

Rendement en HE (%)

Figure 33 : Rendements en HE des écorces de Z. leprieurii en fonction de la période
de récolte.

Concernant les écorces, nous observons presqu’une constance (0,86 a 0,89%) dans
le rendement ; sauf quelques mois (juin, juillet et aolit) qui ont un rendement élevé
(0,91 a 1,20%). Cela s’explique du fait de la floraison et de la faible quantité de pluie.

v" Composition chimique en HE des écorces

L’analyse de la composition chimique des HE des écorces de Z. leprieurii a permis
d’identifier 29 composés (figure 34) correspondant de 98,30 a 99,40% des aires
cumulées de I’ensemble des constituants de I’HE (tableau 9).
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x107 |+EI TIC Scan 284 .
N tridécan-2-one
8 20.264
254
235, E-B-carypphyllene
N %290 (E,E)-farnésol
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Figure 34 : Profil chromatographique de I’HE des écorces du tronc du mois de mai
de Z. leprieurii
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Tableau 9: Variation de la composition chimique de I’'HE des écorces de tronc de Z. leprieurii d’ Adzopé au cours des mois

N° Composés Référence Identification |IK Mai Juin Juillet Aoiit

1 [a-pinene 80-56-8 SM, IR, STD 9310524003 |- _ _

2 [ B-myrcene 123-35-3 SM, IR, STD 987 |- - - -

3| citronéllal 10623-0  |SM,IR,STD | 1153]- _ _ ;

4| citronéllol 1062229  |SM,IR,STD | 1225|- _ _ _

5 | géraniol 106-24-1  |SM,IR,STD | 1250]- _ _ _

6 | thymol 89-83-8 SM,IR,STD | 1286|- 5104036 |0,50+0,08 |-

7| B-é1émene 515-13:9  |SM, IR 1388 | - 0.60+0,15 |- _

8 | o-bergamotene | 17699-05-7 | SM, IR 14154432010  [0502027 3202069 |1,60+1,12

9 g’iﬁ;ﬁbhynéne 87-44-5 SM,IR,STD | 1419]951+037  [1320+033 [8502035 |2,10+0,13
10 | y-6lémene 3242088 |SM, IR 1432 - 0,60+021 |0,10+001 |-
11 | géranylacétone 3796-70-1 SM, IR 1455 | - 1,10 £ 0,51 0,50+0,19 |-
12 | a-humulene 6753-98-6 |SM,IR,STD | 1456|1273 141 [430+109 |7,702062 |620+0094
13 | a-curcumene 644-30-4  |SM, IR 14820832018 |- 0,70+0,10 |0,30+0,11
14| B-sélinene 17066-67-0 | SM, IR 1483 | - 030+0,14 |0,10+001 |-
15| ridécan-2-one  |593-08-8  [SMLIR,STD | 1487(4526+096 |5630%031 |514%1.15 |78.80+055
16 | tridécan-2-0l 1653-31-2  |SMLIR,STD | 1495(2.23+0,17  |10,1020.61 [625+0,17 |4,30+ 143
17 gflgs?ng 502-61-4 | SM,IR 1503[3,072028  [1202003 |1,702004 |270 20,12
18 | B-bisabolene 495-61-4  |SM,IR 15051302005 |- 1202024 0,60 +0,37
19 | y-cadinéne 39029-4-9 | SM, IR 1513 |- _ 0204002 |-
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Suite des mois des composés

N° Composés Référence Identification IK Septembre Octobre Novembre

1 [ a-pinene 80-56-8 SM, IR, STD 931 |- - -

2 | B-myrcéne 123-35-3 SM, IR, STD 987(1,00+£0,14 - -

3 | citronéllal 25155-15-1 | SM, IR, STD 1022]1,50 £ 0,08 - -

4 | citronéllol 138-86-3 SM, IR, STD 10231 1,60 + 0,08 - -

5 | géraniol 13877-91-3 | SM, IR, STD 1041]1,50+0,14 - -

6 | thymol 99-85-4 SM, IR, STD 1060 1,30 £ 0,05 - 4,10 £ 0,50

7 | B-élémene 78-70-6 SM, IR, STD 1094 11,30+ 0,03 - -

8 | a-bergamotene 673-84-7 SM, IR 112810,70 = 0,01 1,50 + 0,56 4,80 + 0,60

9 gg;/[?)-phylléne 98-55-5 SM, IR, STD 1190]8,10 £ 0,08 4,10+ 0,79 1,80 £ 0,23
10 | y-élémene 112-31-2 SM, IR, STD 1191 ]- - -
11 | géranylacétone 106-22-9 SM, IR, STD 122510,40 = 0,02 0,30 + 0,06 -
12 | a-humuléne 106-24-1 SM, IR, STD 1250]7,40 £ 0,11 8,10+ 1,01 6,30 + 0,03
13 | a-curcumene 112-30-1 SM, IR, STD 1262 | - 0,40 +0,13 1,30 + 0,08
14 | B-sélinéne 89-83-8 SM, IR, STD 1286 10,30 + 0,01 - 0,25 +£0,33
15 | tridécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 1288 154,40 £ 0,56 70,2 + 0,95 71,36 £ 0,70
16 | tridécan-2-ol 1653-30-1 SM, IR, STD 129815,70 £ 0,20 6,40 + 0,04 4,20 +0,40
17| U000 1862-61-9  |SM, IR, STD 1319 2,50 = 0,09 2,30+0,21 1,70 £ 0,03
18 [ B-bisabolene 20307-84-0 | SM, IR 1334 ] - 0,50 + 0,06 1,37 £0,20
19 [ y-cadinéne 3856-25-5 SM, IR, STD 1376 10,60 + 0,08 - 0,2 +0,08
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Suite des composés

N° | Composés Référence Identification | IK Mai Juin Juillet Aoiit

20 | d-cadinéne 483-76-1 SM, IR 1524 |- 0,20 +0,04 |0,30+0,04 [0,10+0,03
21 | élémol 639-99-6 SM, IR, STD | 1547 |- 0,30 +0,15 |- -

22 | nérolidol 7212-44-4 SM, IR, STD |1557 |3,13+0,27 0,40+0,16 |1,80+0,63 |0,40+0,11
23 ::I};doi)ﬁ;lléne 1139-30-6  |SM, IR, STD |[1583 |- 020+0,11 |030%000 |-

24 | t-cadinol 5937-11-1 SM, IR 1639 |- - - -

25 | a-cadinol 481-34-5 SM, IR 1650 |- - - -

26 | pentadécan-2-one |2345-28-0 SM, IR, STD |1696 |0,48 +0,02 0,50+0,23 (0,70+0,02 |-

27 | (E,E)-farnesol 106-28-5 SM, IR 1722 |12,5+£085 |[3,00£0,96 |11,1+0,15 |1,40%0,90
28 | farnesal 19317-11-4 SM, IR 1738 | 1,36 £0,02 0,40+0,15 |1,20+£0,05 |-

29 | méthyl farnesoate | 3675-00-1 SM, IR 1779 {1,90+0,10 |[1,00+0,35 |1,60+0,17 |-
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Suite des mois des composés

N° | Composés Référence Identification | IK Septembre | Octobre Novembre
20 | d-cadinene 483-76-1 SM, IR 1524 | 1,20 £ 0,05 - 0,38 + 0,23
21 |élémol 639-99-6 SM, IR, STD |1547 |2,90+0,07 |- 0,31 +0,30
22 | nérolidol 7212-44-4 SM, IR, STD |1557 |0,70+0,03 1,20+ 0,35 |0,60 0,03
23 (C’;‘ryy‘:;ﬁ;néne 1139-30-6  [SM, IR, STD |1583 |- - -

24 | t-cadinol 5937-11-1 SM, IR 1639 (0,30 +0,02 |- -

25 | a-cadinol 481-34-5 SM, IR 1650 [0,50+0,03 |- -

26 | pentadécan-2-one |2345-28-0 SM, IR, STD |1696 |- - -

27 | (E,E)-farnesol 106-28-5 SM, IR 1722 |2,20+045 |1,90+0.28 |-

28 | farnesal 19317-11-4 SM, IR 1738 (0,30 £ 0,07 0,20+ 0,04 |-

29 | méthyl farnesoate | 3675-00-1 SM, IR 1779 10,90 +0,08 |0,70+0,14 |-

Mai Juin | Juillet | Aoilit | Septembre | Octobre | Novembre

Monoterpenes hydrocarbonés (%) 0,52 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
Monoterpenes oxygénés (%) 0,00 5,30 0,50 0,00 5,90 0,00 4,10
Sesquiterpene hydrocarbonés (%) 31,87 21,80 (24,20 |13,60 |22,20 16,90 18,20
Sesquiterpenes oxygénés (%) 19,37 |5,80 16,70 | 1,80 8,20 4,30 1,10
Non-terpéniques (%) 47,46 |66,40 |57,65 |83,10 |62,10 77,10 75,60
Total (%) 99,22 199,30 [99,05 |98,50 |99,40 98,30 99,00

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM, comparaison des
spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des
spectres de masse avec les étalons disponibles dans le commerce ; IR, comparaison de l'indice de
rétention avec la littérature ; référence ; -, Sous le seuil de perception.
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Cette HE, est principalement riche en composés non terpéniques (figure 35), qui
présente une dominance en tridécan-2-one (45,26 a 78,80 %). Cependant, (E)-B-
caryophyllene (8,1 % a 13,20 %), a-humulene (4,3 a 12,73 %) et le tridécan-2-ol (2,23
2 10,10%) sont présents en teneur non négligeable. Aussi, I’ (E, E)-farnésol est présent
dans les mois de mai et juillet avec une teneur non négligeable de 12,5 % et 11,1 %
respectivement.

Monoterpénes Monoterpénes

hydrocarbonés OoXygénés (%);Sesquiterpénes

(%); 0 d 2,25 hydrocarbonés
(%); 21,25
Non-
terpéniques
(%); 67,05

Figure 35 : Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
écorces

En somme, il faut noter que les HE des écorces sont majoritairement riches en
composés non terpéniques (tridecan-2-one), suivies des sesquiterpénes (E)-B-
caryophylléne, a-humuléne et (E, E)-farnésol). Tandis que les monoterpenes qui sont
a I’état de traces (figure 36).
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Figure 36 : Comparaison des composés chimiques majoritaires de I’HE des écorces
de Z. leprieurii suivant les mois

En comparant cette composition a celle qui nous a permis de réaliser la composition
de la variabilité, nous remarquons qu’il y a des différences. Ces différences peuvent
étre dues a la saison de récolte et aux sites de récolte. De plus, les compositions
décrites sont différentes de celles décrites au Nigéria, ou 'oxyde de caryophylléne
(23,00%) et I'humulénol (17,50%) étaient les principaux composants de I'huile
essentielle d'écorce de tronc ; ce qui permet d’observer que la composition de 1'huile
essentielle dépend largement des facteurs intrinseéques et extrinseéques.

. Rendement et Composition chimique en HE des fruits
v" Rendement en HE fruits (figure 37)
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Figure 37 : Rendements en HE des fruits de Z. leprieurii en fonction de la période
de récolte.

Le rendement en HE des fruits varie de 1,13 a 1,51%, le plus faible rendement
(1,13%) est observé au mois d’Octobre, tandis que le plus élevé (1,51%) est enregistré
au mois d’aofit.

L'analyse de I’HE hydrodistillée a partir des fruits de Z. leprieurii par CPG/SM a
permis d'identifier 43 constituants (figure 38) représentant 98,27 a 99,30% du total
de la composition chimique (tableau 10).
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Figure 38 : Profil chromatographique de I’HE des fruits du mois de juillet de Z.
leprieurii
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Tableau 10 : Variation de la composition chimique de I’'HE des fruits de Z. leprieurii d’ Adzopé au cours des mois

N° | Composés Référence Identification | IK Juillet Aot Septembre Octobre Novembre
1 |o-pinene 80-56-8 SM, IR, STD |931 2,30+ 0,90 |0,90+0,12 0,80 + 0,04 1,90 +£0,66 |0,60+0,13
2 | B-myrcene 123-35-3 SM, IR, STD |987 16,40 £ 0,91 (44,80 +0,13 [46,30+0,10 |48,27+0,26 |24,7+0,97
3 | o-terpineéne 99-86-5 SM, IR, STD | 1008 |- - - - 0,30 £ 0,06
4 | p-cymene 25155-15-1 |SM, IR, STD |1022 |0,20+0,08 |0,70 +0,09 0,40 £0,04 0,30 +0,05 0,80 + 0,04
5 |limonene 138-86-3 SM, IR, STD |1023 |[1,10£0,21 |[2,60+0,29 2,00 + 0,07 2,20+0,16 |6,00+0,42
6 | B-ocimene 13877-91-3 |SM, IR, STD | 1041 |8,30+£0,29 |[2,00+0,12 1,50 + 0,08 1,50+ 0,06 |2,0+0,15
7 | y-terpinéne 99-85-4 SM, IR, STD | 1060 |- - - - 0,20 + 0,01
8 | linalool 78-70-6 SM, IR, STD | 1094 |- 2,50 £ 0,27 3,40 +£0,12 2,10+£0,10 |4,20+0,60
9 | périllene 539-52-6 SM, IR, STD |1094 |6,50+0,12 |- - - -

10 | allo-ocimene 673-84-7 SM, IR 1128 [0,50+0,07 |0,50 % 0,05 0,50 £0,04 0,40 +0,05 0,30 £ 0,02
11 |isopulegol 7786-67-6 SM, IR 1140 |- - - - 0,60 £ 0,15
12 | citronéllal 106-23-0 SM, IR, STD | 1153 [0.20+£0,01 |1,00+£0,11 1,40 £0,13 0,90+0,12 |5,70+0,43
13 | oxyde de limonene | 1195-92-2 SM, IR 1175 |- - 0,90 £ 0,01 - 0,90 £0,24
14 | terpinéol 98-55-5 SM, IR, STD | 1190 |- - - - 0,20 £ 0,05
15 | décanal 112-31-2 SM, IR, STD |1202 |8,30+0,17 |1,80+0,18 2,20+ 0,02 1,60+ 0,14 0,70 £ 0,24
16 | citronéllol 106-22-9 SM, IR, STD | 1225 |1,90+£0,02 |6,20+0,55 6,60 + 0,14 6,30 + 0,63 28,24 £ 0,10
17 | géraniol 106-24-1 SM, IR, STD | 1250 |[1,20+£0,03 |[5,50+0,59 6,20 £ 0,22 6,30 £ 0,51 2,33 +0,74
18 | décyl alcohol 112-30-1 SM, IR, STD |1262 |[4,50+0,18 |- - - -

19 | géranial 141-27-5 SM, IR, STD | 1268 |- 5,30 £ 0,53 7,60 £ 0,12 5,30 £ 0,31 12,50 £ 0,47
20 | undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD |1288 |0,20+0,03 |- - - -
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21
22
23
24
25
26
27

28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40

41
42

undécanal
Nérate de méthyl
6-élémene
a-cubebene
a-copaene
B-élémene
(E)-B-caryophyllene
cadina-4(14),5-
diéne

v-élémene
o-humuléne
alloaromadendrene
germacrene D
B-selinene
a-selinéne
y-cadinéne
d-cadinéne
o-calacoréne
élémol
spathulenol
oxyde de
caryophylleéne
T-cadinol
a-cadinol

112-44-7
1862-61-9
20307-84-0
17699-14-8
3856-25-5
515-13-9
87-44-5

54324-03-7

3242-08-8
6753-98-6
25246-27-9
23986-74-5
17066-67-0
473-13-2
39029-4-9
483-76-1
21391-99-1
639-99-6
6750-60-3

1139-30-6

5937-11-1
481-34-5

SM, IR, STD
SM, IR, STD
SM, IR

SM, IR, STD
SM, IR, STD
SM, IR

SM, IR, STD

SM, IR

SM, IR
SM, IR, STD
SM, IR
SM, IR, STD
SM, IR
SM, IR
SM, IR
SM, IR
SM, IR
SM, IR, STD
SM, IR

SM, IR, STD

SM, IR
SM, IR

1305
1319
1334
1349
1376
1388
1419

1430

1432
1456
1457
1482
1483
1488
1513
1524
1542
1547
1578

1583

1639
1650

0,20 £ 0,02
6,70 + 0,23

0,60 + 0,01
1,20 £ 0,04
5,80+0,18

0,80 £ 0,06

0,40 £ 0,02
3,70 £ 0,21
0,90 + 0,04
0,50 £ 0,04

0,90 £ 0,06
2,70 +0,14
0,50 + 0,01
0,10 £ 0,02
5,20+ 0,06

9,60 + 0,29

1,20+ 0,31
1,80 £ 0,24

5,70 £ 0,60
0,20 £ 0,01
0,20 £ 0,02
2,10+ 0,21
4,90 £ 0,55

1,80 + 0,20

1,10+0,11
1,90 £ 0,21
0,30 £ 0,03
0,80 £ 0,10
1,10 + 0,08
3,30+0,35

0,40 £ 0,04

0,30 £ 0,06
0,50 £ 0,05

4,40 £ 0,15
0,10 £ 0,00
0,20 £ 0,01
1,50 £ 0,01
4,10+ 0,03

1,60 + 0,03

0,90 £ 0,01
1,60 £ 0,01
0,10+ 0,01
1,10+ 0,12
0,10+ 0,02
0,40 £ 0,01
0,70 £ 0,01
2,20+0,02

0,20 £ 0,02

0,10+ 0,01

5,30+0,13
0,10 £ 0,02
0,10+ 0,01
0,20 £ 0,02
1,80 £ 0,07
3,50+ 0,06

1,30 £ 0,07

0,90 £ 0,05
1,50 £ 0,07
0,20 £ 0,08
1,40 £ 0,18
0,10 £ 0,04
0,40 £ 0,09
0,80 £ 0,05
2,70 £ 0,05

0,40 £ 0,04
0,70 £ 0,08

6,10 + 0,50

0,20 £ 0,10
0,50+ 0,23

0,20 +0.09

0,20 £ 0,10

0,20 £ 0,07
0,60 £ 0,15
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43 | cadaléne | 483-78-3 SM, IR 1678 |- - - 0,10 £ 0,02 -
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 28,80 51,50 51,50 54,17 3,.90
Monoterpenes oxygénés (%) 9,80 20,50 26,10 21,30 54,67
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 18,10 17,70 14,60 15,10 1,90
Sesquiterpenes oxygénés (%) 25,10 6,90 4,70 6,90 6,10
Non-terpéniques (%) 17,50 1,80 2,20 1,60 0,70
Total (%) 99,30 98,40 99,10 99,07 98,27

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM, comparaison des spectres de masse avec les
bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons disponibles dans le
commerce ; IR, comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; Référence ; -, Sous le seuil de perception.

102



Chapitre 3. Rendements et composition des huiles essentielles des trois especes

Ces HE sont composés majoritairement de monoterpenes (38,6 & 89,57%) contre
(8,0 243,2%) pour les sesquiterpenes (figure 39).

Autre (%); 4,76
I
. ‘ Monoterpénes
Sesquiterpenes hydrocarbonés
hydrocarbonés / (%); 44,17

(%); 13,48

Monoterpénes —
oxygénés (%);
26,47

Figure 39 : Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
écorces

Le B-myrcene (16,4 a 48,27%), le citronellol (1,9 a 28,24%), le géranial (5,30 a
12,50%) et le nérate de méthyl (4,4 a 6,7%) sont les quatre composés majoritaires des
HE des fruits (figure 40).

.

p-myrcene  citronellol géranial nérate de
méthyl

50

D W B
==

Teneur en HE (%)
s =

Juillet ®mAoiit mSeptembre =& Qctobre ®Novembre

Figure 40 : Comparaison des composés chimiques majoritaires de I’HE des fruits de
Z. leprieurii suivant les mois
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Certains composés sont présents de maniere exceptionnelle au mois de juillet a plus
de 5%. Il s’agit des composés tels que : ’oxyde de caryophyllene (9,6%), le (E)-B-
ocimene (8,3 %), le décanal (8,3 %), le perillene (6,5 %) et le spathulénol (5,2%). Au
regard de ces résultats nous pouvons dire que les monoterpenes sont les principaux
constituants de 'HE des fruits de la Cote d’Ivoire, ce qui est en accord avec la
composition chimique des HE de fruits de la méme espece étudiée au Cameroun et au
Sénégal. Ces études extérieures présentaient le citronellol (29,90%) et le (E)-pB-
ocimene (90,30%) comme étant les composés majoritaires des échantillons du
Cameroun et au Sénégal le (F)-p-ocimene (50,9%) (Fogang et al., 2012). Néanmoins,
nous assistons a une différence de chémotype du fait des facteurs climatiques et
environnementaux selon chaque pays.

Pour identifier les relations possibles entre I'abondance des composés organiques
volatils et leurs origines géographiques, des analyses statistiques ACP, CAH et AFD
ont été effectuées afin d’étudier I'effet saisonnier sur la composition chimique des
feuilles, des écorces et des fruits des HE de Z. leprieurii.

Analyse en Composantes Principales (ACP) de Z. leprieurii

L’ ACP est une statistique exploratoire multidimensionnelle qui permet d’avoir une
idée de la variabilité des données. Les données de la composition chimique ont été
projetées par des combinaisons linéaires de 15 variables identifiées dans tous les
échantillons d’HE au cours d’une période de cinq (5) a sept (7) mois (annexe 1 :
matrice de données). De cette facon, I’ ACP va permettre de synthétiser ou comprimer
I’information contenue dans le jeu de données. Alors, cela suppose que les données
(brutes) renferment une certaine redondance auquel cas, I’implémentation d’'une ACP
trouve tout son intérét. Sinon, il est inutile de 1’envisager.

» Test de sphéricité de Bartlett

Le test de sphéricité de Bartlett est I’'un des tests qui mesure 1’adéquation entre les
variables. Le tableau 11 présente le test de Bartlett.

Tableau 11: Test de sphéricité de Bartlett

Khi? (Valeur observée) 301,687

Khi? (Valeur critique) 129,918
DDL 105
p-value <0,0001
alpha 0,05

Le test est trés hautement significatif avec une P-valeur<0,0001. L’hypothese
alternative Ha selon laquelle, il existe au moins deux variables qui sont corrélées est
retenue. Cette conclusion est aussi corroborée par les valeurs de Khi? opservee>Khi®

Critique-
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On en tire comme principale interprétation, et au regard de 1’exposé plus haut, que
I’information contenue dans le jeu de données peut étre synthétisée a I’aide de 1’ ACP.

» Visualisation des données a travers I’ACP

La figure 41 nous montre une représentation graphique des données a 1’aide de
I’ ACP (représentation simultanée des individus et variables) aux fins d’une analyse
exploratoire multidimensionnelle.
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Figure 41 : Graphique de I’ ACP des 19 échantillons d’HE de feuilles, d’écorces du tronc et de fruits de Z. leprieurii, de Cote

d’Ivoire
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L’analyse de I’ ACP montre que le premier plan factoriel (F1 ; F2) explique 64,32%
de la variabilité observée entre les profils de réponses de teneur en 15 individus (F1 :
36,41% ; F2 : 27,92%).

Globalement, I’analyse de la premiere composante principale (F1) montre que les
écorces sont les organes qui fournissent en moyenne les profils de réponses les plus
faibles par rapport aux réponses moyennes du groupe, alors que les fruits en
fournissent en moyenne les plus élevées. Les feuilles, quant a elles, génerent des
profils de réponses qui sont dans I’ensemble similaires aux réponses moyennes du
groupe. Ainsi, la F1 discrimine au mieux le jeu de données en regroupant les individus
en trois groupes distincts (Feuilles, Ecorces et Fruits).

Aussi, au regard de I’ ACP et comparativement aux réponses moyennes du groupe,
le facteur temporel semble influencer le profil de réponses des individus en
I’occurrence ceux issus des écorces et des fruits alors qu’au niveau des feuilles, cela
n’est pas marqué. En effet, au niveau des écorces et des fruits, les réponses semblent,
en général, connaitre un accroissement progressif depuis le mois de mai jusqu’en
novembre. Au niveau des effets saisonniers, nous constatons également une variance
intra-classe particulierement élevée pour I'HE des feuilles (2,50) par rapport aux HE
des fruits (1,77) et de I'écorce de tronc (0,35). Il est possible que cette variance plus
élevée pour les échantillons d'huile essentielle de feuilles soit liée au fait que de
nouvelles feuilles sont produites tout au long de 1'année. Alors que les fruits, eux ne
sont produits qu'a certaines périodes de 1'année et que 1'écorce du tronc se développe
trés lentement sur une période de plusieurs mois ou années. Les feuilles sont alors plus
sensibles aux variations saisonnieres, telles que les niveaux d'exposition a la lumiere,
I'état de maturité et le stress hydrique, que les fruits et I'écorce du tronc. Aussi, les
travaux de Tonzibo et al. 2013 sur I’HE des feuilles de Hoslundia opposita pourrait
aussi justifier la variance élévée dans les échantillons de feuilles. L’HE de 1'écorce
du tronc a une variabilité chimique plus faible, probablement due au fait que la
formation de 1'écorce du tronc est lente, et donc moins influencée par les facteurs
environnementaux (Geng et al., 2011). En regardant I’ ACP, nous remarquons que les
résultats se confirment par le fait que les différences saisonnieres dans la composition
chimique des HE des feuilles, des écorces et des fruits ont été déja mises en évidence
dans d’autre especes de Zanthoxylum (Eiter et al., 2010 ; Bhatt et al., 2017). Par
ailleurs, le produit la composition chimique des huiles essentielles est déterminée
génétiquement, elle peut étre considérablement modifiée par des facteurs comme la
température, la lumiere, la saisonnalité, la disponibilité en eau et la nutrition. Aussi,
dans la biosynthese des différends, les composés peuvent étre induits par des stimuli
environnementaux, qui peuvent modifier les voies métaboliques (Gobbo-Neto et al.,
2007 ; Lima et al., 2012).

La deuxieme composante principale (F2) va opposer les individus en fonction de
leurs constituants (les variables). Chaque organe est bien caractéristique de certaines
huiles essentielles données.

En effet, les feuilles sont majoritairement constituées de tridécan-2-one, undécan-2-
one, B-elemene, linalool, (E)-B-ocimene, (E)-B-caryophylléne, thymol et dendrolasin;
les écorces renferment majoritairement le tridécan-2-one, a-humuléne, tridécan-2-ol,
et farnesol; les fruits sont caractéristiques du géranial, citronellol, 3-myrcene et nérate
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de méthyl. Par ailleurs, la représentation des variables donne a conclure a de fortes
corrélations positives entre citronellol et géranial, géranial et B-myrcéne, B-myrcéne
et méthyl nérate au niveau des fruits. Le méme constat est fait entre le linalool et
I’undécan-2-one au niveau des feuilles, entre tridécan-2-one et tridécan-2-ol au niveau
des écorces.

Regroupement des HE des organes de Z. leprieurii suivant la période de récolte

Le regroupement a été fait suivant la méthode de classification ascendante
hiérarchique (CAH).

La CAH consiste a regrouper progressivement les individus selon la ressemblance
de leur profil de réponses ou tout simplement selon leur ressemblance. L’indice de
dissimilarité utilisé ici pour mesurer la ressemblance est la distance euclidienne. La
distance euclidienne de deux individus est d’autant plus faible que ces individus seront
dits proches ou ressemblants et appartiendront a une méme classe ou groupe. Elle est
d’autant plus grande que les deux individus seront dits éloignés ou différents et
appartiendront a des classes ou groupes différents. La figure 42 montre 1’arbre de
classification ou dendrogramme issu de I’implémentation de la méthode de CAH.
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Figure 42 : Dendrogramme des 19 échantillons des HE de feuilles, d’écorces de tronc et de fruits de Z. leprieurii
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Au regard du dendrogramme, on peut aisément regrouper les dix-neuf individus en
trois classes distinctes contenant treés proches, présentant des profils de réponses
similaires. On note que chaque classe est dédiée a un type d’organe précis. Les
individus en orange correspondent a la classe des fruits, ceux en bleu représentent la
classe des écorces et les verts, celle des feuilles.

. La classe I comprend 5 échantillons de fruits (novembre, juillet,
octobre, aofit, septembre) dont les composés majoritaires sont le f-myrcéne
(36,78 £14,67%), citronellol (9,98 + 10,75%), géranial (6,14 +4,52%), nérate
de méthyle (5,64 + 0,86%) et géraniol (4,36 + 2,32%).

. La classe II est composée de 7 échantillons d’organes (juin, octobre,
mai, juillet, aofit, septembre et novembre). Cette composition est dominée par
les méthylcétones, avec le tridécan-2-one (61,56 + 12,65 %) comme
composant principal. Cependant, o-humuléne (7,67 = 2,71 %), (E)-B-
caryophyllene (6,82 £ 4,25 %) et tridécan-2-ol (5,95 + 2,58 %) sont également
présents en quantités importantes.

. La classe III comprend également 7 échantillons d’organes et est
caractérisée par des pourcentages élevés en tridécan-2-one (24,11 £ 10,47 %),
(E)-B-caryophyllene (13,97 + 4,94 %), dendrolasin (8,34 + 4,72) et a-
humuléne (4,82 + 1,29 %) et quelquefois des composés plus ou moins
importants comme (E)-B-ocimene (5,35 + 8,56 %), undécan-2-one (4,20 +
3,34 %), linalool (3,73 £ 2,89 %), thymol (3,31 £ 4,91 %), a-farnéséne (3,16
+ 2,98 %) et B-élémene (3,13 £ 1,83 %).

L’ ACP a distingué les individus en fonction de leurs constituants (majoritaires). La
CAH les a agrégés selon leur ressemblance. On constate que dans les deux cas, cela a
emmené a conclure que les individus se distinguent les uns des autres par le biais de
leurs caractéristiques intrinseques, conduisant ainsi a leur classification ou
regroupement par « familles » d’organes. Globalement, Il en ressort que la CAH est
complémentaire de 1’ ACP.

Tests de confirmation des regroupements des échantillons d’HE de Z. leprieurii

Dans la pratique, I’AFD va donner une représentation graphique de I’ACP qui
servira a mieux distinguer les groupes proposés par la CAH. Cependant,
I’'implémentation de I’AFD n’a de sens que si les individus augurent d’une bonne
discrimination. Comment mesurer le degré de séparabilité des classes ?

» Test du Lambda de Wilks

Le test du Lambda de Wilks mesure le degré de séparabilité des groupes a travers
les valeurs de la statistique Lambda comprises entre O et 1. Plus Lambda tend vers 0,
plus les barycentres des groupes sont distincts (bonne discrimination). Le résultat du
test est présenté dans le tableau 12 ci-dessous.
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Tableau 12: Test de Lambda de Wilks de Z. leprieurii

Lambda 0,000
F (Valeur observée) 53,411
F (Valeur critique) 5,746
DDL1 30
DDL2 4
p-value 0,0007
alpha 0,05

La valeur de Lambda vaut 0. Cela présage d’une meilleure séparabilité des groupes.
La P-valeur<0,001 corrobore cette conclusion car elle permet de rejeter 1’hypothese
nulle Hp selon laquelle les barycentres des groupes sont identiques au seuil de
signification alpha=0,05. L’hypothese alternative Ha qui stipule qu’il existe au moins
un des barycentres qui est distinct des autres est retenue.

» Représentation des individus (observations) par I’AFD

La figure 43 montre une représentation des individus telle que proposée par
I’ AFD et qui est en quelque sorte une représentation graphique de 1’ ACP.
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Figure 43 : Représentation des individus de Z. leprieurii

On constate que la premiere composante (F1) discrimine mieux encore les individus
car elle explique maintenant plus de 95% de la variabilité entre individus. Aussi,
I’information principale a tirer ici est que I’AFD confirme le regroupement des
individus par organe (feuilles, écorces et fruits) tel que déja suggéré par I’ ACP.

Par ailleurs, il nous a semblé intéressant de descendre au niveau des classes
(groupes) pour étudier les constituants majoritaires.

La figure 44 met en évidence les composés élites de chaque classe.

112



Chapitre 3. Rendements et composition des huiles essentielles des trois especes

g@ 80
E—_;J 60
= 40
5]
5 20 I
% 00 P - -ﬂr:~uJ
&= Classe I Classe 11 Classe 111
H -myrcene H (E)-B-ociméne  mlinalool
citronellol H géranial = thymol

mundécan-2-one  Hnérate de méthyl ®f-élémene
H -caryophyllene = a-humuléne m tridécan-2-one

H tridécan-2-ol u dendrolasin farnésol

Figure 44 : Comparaison des classes de composés chimiques des HE de Z. leprieurii

Les composés élites de chaque classe constituent les compositions chimiques.
Ainsi :
- La classe I est dominée par le -myrcene suivi du citronellol
- La classe II est caractérisée par un seul constituant majoritaire, le
tridécan-2-one
- La classe III est dominée par 3 composés a savoir le tridécan-2-one,
le (E)-B-caryophylléne et le dendrolasin.

L’analyse de cette figure, nous amene aussi a nous intéresser a 1’évolution de I’effet
saisonnier sur les différentes compositions chimiques.

» Effet de la saisonnalité sur les compositions chimiques

L’objectif est d’évaluer I'impact de la période de récolte sur les composés
principaux.

La figure 45 montre I’évolution des teneurs des composés prédominants sur la
période allant de mai a novembre.
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Figure 45 : Evolution de la teneur des composés chimiques majoritaires pendant la
période de récolte

L’analyse de la figure 46 permet de dire que :

La plus forte teneur en tridecan-2-one a été observée dans les mois d’aofit (78,80%)
et octobre (36,8%) pour les écorces et les feuilles respectivement. La teneur plus faible
en tridecan-2-one a été observée dans les échantillons prélevés au mois de mai
(45,50%) pour les écorces du tronc et juin (9,00%) pour les feuilles.

Le B-myrcene présente une teneur élevée au mois d’octobre (48,27%) et une plus
faible en juillet (16,40%).

En ce qui concerne le citronellol, la plus forte teneur est observée en novembre
(28,24%) et la plus faible teneur en juillet (1,90%).

La teneur en (E)-B-caryophylléne enregistrée en septembre (19,85%) est plus
élevée. En octobre elle est de 7,00%. Quant au dendrolasin, la teneur enregistrée en
novembre (16,4%) est plus élevée que celle enregistrée en mai (1,79%).

En conclusion, nous remarquons que la saison de récolte des échantillons a un effet
important sur la teneur des constituants majoritaires dans les différents organes
échantillonnés. En effet, les tendances observées pour ces deux variables ainsi que
celles de I'humidité relative et de la lumiere du jour confirment que les mois de mai,
juin, octobre et novembre représentent les mois de la grande saison des pluies tandis
que ceux de juillet, aolit et septembre sont des mois de la petite saison des pluies. Tous
ces éléments permettent de dire que tous les constituants principaux varient au cours
de la période.
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Au terme de cette analyse, nous constatons que la composition chimique des HE des
feuilles et des écorces de tronc, des tiges et fruits de Zanthoxylum leprieurii est riches
en méthylcétones pour les trois premiers organes et en monoterpenes pour les fruits.

L’impact de la période de la récolte sur le rendement et la composition chimique
des HE des organes de Z. leprieurii traduisent des variabilités différentes.

2.2. Composition chimique des HE de Z. psammophilum

2.2.1. Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles

Les données ont permis d’observer que la moyenne des rendements en HE des
organes étudiés varie de 0,04 a 0,05% dans les feuilles.

L’hydrodistillation, suivie de I’analyse par CPG/SM a permis de déterminer la
composition chimique des HE des feuilles de Z. psammophilum répertorié et récoltées
dans deux localités (Adiaké et Agboville) de Coéte d’Ivoire suivant le profil
chromatographique de I’huile essentielle (voir figure 46).
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Figure 46 : Profil chromatographique de I’HE des feuilles de Z. psammophilum

Cette analyse a permis de dénombrer respectivement 22 et 16 composés au total de
la composition chimique dans les feuilles d’ Adiaké et Agboville (tableau 13).

115



Etude phytochimique et biologique de trois plantes du genre Zanthoxylum

Tableau 13 : Composition chimique de I’HE des feuilles de Z. psammophilum

N° Composés Référence Identification IK F (ADI) F (AGB)

1 linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1078 0,90 + 0,01 tr

2 undécane 1120-21-4 SM, IR, STD 1080 tr 1,11 £ 0,06
3 décanal 112-31-2 SM, IR, STD 1191 0,40 £ 0,01 tr

4 undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 1274 17,00 £ 0,08 20,61 + 0,08
5 undécan-2-ol 1653-30-1 SM, IR, STD 1285 1,10 0,1 2,31 £0,17
6 dodécanal 112-54-9 SM, IR 1386 1,84 £ 0,02 tr

7 a-bergamotene 17699-05-7 SM, IR 1397 tr 0,72 +0,03
8 a-gurjunene 489-40-7 SM, IR 1412 tr 0,77 £ 0,01
9 (E)-B-caryophyllene 87-44-5 SM, IR, STD 1419 2,40 £ 0,05 1,67 £0,01
10 o-humuléne 6753-98-6 SM, IR, STD 1456 2,10+0,14 1,13 £ 0,04
11 B-ionone 14901-07-6 | SM, IR, STD 1482 1,55 £0,06 tr

12 | B-selinéne 17066-67-0 | SM, IR 1483 0,50 £ 0,05 tr

13 tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 1485 26,92 + 0,09 54,38 £ 0,36
14 | tridécan-2-ol 1653-31-2 SM, IR, STD 1490 2,65 +0,04 3,8 +£0,03
15 a-farnéséne 502-61-4 SM, IR, STD 1499 3,90 £0,02 tr

16 | y-cadineéne 39029-4-9 SM, IR 1513 0,4 £0,01 tr

17 d-cadinene 483-76-1 SM, IR 1524 1,35 £0,04 0,84 £ 0,01
18 élémol 639-99-6 SM, IR, STD 1536 0,60 = 0,01 1,36 £ 0,02
19 nérolidol 7212-44-4 SM, IR 1548 8,92 + 0,03 1,68 £ 0,05
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20 spathulénol 6750-60-3 SM, IR 1571 0,60 = 0,01 tr

21 gﬁggglﬁ;léne 113930-6 | SM,IR,STD | 1578 | 194004 | 1,08%0,03

22 | 1-cadinol 5937-11-1 SM, IR 1639 2,30 £ 0,07 tr

23 | a-cadinol 481-34-5 SM, IR 1650 2,40 £ 0,07 1,20 £0,2

24 pentadécan-2-one 2345-28-0 SM, IR, STD 1682 2,60 + 0,00 4,43 +0,04

25 phytol 150-86-7 SM, IR, STD 2104 18,20 £ 0,12 2,93 +£0,22
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 0,0 0,0
Monoterpenes oxygénés (%) 0,9 0,0
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 10,65 5,13
Sesquiterpenes oxygénés (%) 20,81 9,75
Diterpenes (%) 18,2 2,93
Non-terpeniques (%) 49,43 82,21
Total (%) 99,99 99,99

Méthodes d'identification : KI, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM,
comparaison des spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du
temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons disponibles dans le commerce ; IR,
comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; référence ; -, Sous le seuil de

perception,

117




Etude phytochimique et biologique de trois plantes du genre Zanthoxylum

Ce travail représente le premier rapport concernant la caractérisation de la
composition chimique des HE de cette espece. Les composés chimiques représentent
plus de 99,9 % de la composition globale d’HE de chaque organe. Le tableau montre
que les composés acycliques non terpéniques forment la principale composante des
HE avec des teneurs de 49,43 a 82,21%.

L’HE des feuilles constitue un ensemble tres diversifié de composés chimiques avec
les méthylcétones (46,52 a 79,44%) comme composés majoritaires avec I’exemple du
tridécan-2-one (26,92 a 54,38%), de 1’undécan-2-one (17,0 a 20,61%) et du
pentadécan-2-one (2,6 a 4,43%). Ensuite des sesquiterpenes (14,88 a 31,46%) avec le
nérolidol (8,92%) et enfin le phytol (2,93 a 18,2%) comme diterpenes (figure 47).

Diterpenes (%);
2,9

Non-
terpéniques
(%); 82,2

Figure 47 : Proportion des différentes familles de composés extraits de I’'HE des
feuilles

Nous notons que I’HE des feuilles d’ Adiaké (F (ADI) est dominée par le tridécan-
2-one (26,92%) suivie du phytol (18,2%), de I'undécan-2-one (17,0%) et du nérolidol
(8,92%). Tout comme la composition chimique de 'HE des feuilles d’Adiaké, la
composition chimique de I'HE des feuilles d’ Agboville (F (AGB)) est principalement
dominée par le tridécan-2-one (54,38%), I’undécan-2-one (20,61%), une faible teneur
en nérolidol (1,68%) et en phytol (2,93%).

2.2.2. Composition chimique de I’huile essentielle des écorces du tronc

Apres analyse, au total 30 composés de I’huile essentielle des écorces de tronc a été
identifiés, représentant 83,9% de la composition chimique globale, ont été identifiés.
La moyenne des rendements en HE varie de 2,45 a 3,2% dans les écorces. Le profil
chromatographique (figure 48) observé lors de I’analyse par CPG-SM des
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échantillons de Adzopé et de San-Pedro a permis de déterminer quatre composés
chimiques au total de la composition chimique dans les écorces des (tableau 14).
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Figure 48 : Profil chromatographique de I’HE des écorces de Z. psammophilum

Tableau 14 : Composition chimique de I’'HE des écorces de Z. psammophilum

N° Composés Référence | Identification IK E(ADI) E(AGB)

1 undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 1274 | 29,8 £ 0,09 | 61,0+0,38
2 undécan-2-ol 1653-30-1 | SM, IR, STD 1285 | 3,0+£0,14 1,5+£0,22
3 tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 1485 | 63,2+0,5 37,1+£0,3
4

tridécan-2-ol 1653-31-2 | SM, IR, STD 1490 | 4,0+0,43 0,4+0,44
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 0,0 0,0
Monoterpenes oxygénés (%) 0,0 0,0
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 0,0 0,0
Sesquiterpenes oxygénés (%) 0,0 0,0
Diterpenes (%) 0,0 0,0
Non-terpeniques (%) 99,99 99,99
Total 99,99 99,99

Méthodes d'identification : KI, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM,
comparaison des spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison
du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons disponibles dans le
commerce ; IR, comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; référence ;
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Tout comme la composition chimique des feuilles, c’est le premier rapport
concernant la caractérisation de la composition chimique des écorces de I’HE de cette
espece. Les composés chimiques représentent plus de 99,9 % de la composition
globale d’HE de chaque organe. Le tableau montre que les composés acycliques non
terpéniques forment la principale composante des HE avec une teneur de 99,99%.

L’HE est uniquement constituée de composés non-terpéniques (figure 49) dont les
composés majoritaires sont le tridécan-2-one (37,1 a 63,2%), le undécan-2-one (26,8
a 61,0%). Ces méthylcétones sont les principaux constituants des HE de 1’écorce,
suivis des composés minoritaires : le tridécan-2-ol (0,4 a 4,0%) et le undécan-2-ol (1,5
a3,0%).

non-
terpéniques
(%); 99,99

Figure 49 : Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
écorces

- Il faut noter que la composition chimique des écorces du tronc (E
(ADI)) présentent une prédominance en tridécan-2-one (63,62%) et en
undécan-2-one (29,8%).

- Par contre, la composition de I’écorce du tronc (E (AGB)) est
contraire a celle d’ Adiaké avec comme constituant dominant le undécan-2-
one (61,0%) suivie du tridécan-2-one (37,1%).

Nous remarquons que la teneur en tridécan-2-one est élevée dans les feuilles
d’Agboville qu’a Adiaké, tandis que celle du undécan-2-one des écorces est encore
dominant & Agboville. Ainsi, la figure 50 montre la comparaison des teneurs en
tridecan-2-one et en I’undécan-2-one dans les HE des feuilles et des écorces dans ces
localités. Cette figure permet de dire que la composition chimique des deux localités
est majoritairement dominée par le tridécan-2-one. Par contre, au niveau des écorces,
nous remarquons une différence. La composition chimique de la ville d’ Agboville est
prédominée par 1’undécan-2-one, tandis que celle d’Adiaké est dominée par le
tridécan-2-one.
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Figure 50 : Comparaison des teneurs en undécan-2-one et en tridécan-2-one des
feuilles et des écorces du tronc de Z. psammophilum récoltées a Agboville et a
Adiaké

2.2.3. Impact de la période de récolte sur la composition chimique des écorces

L’impact de la période de récolte des écorces du tronc de la localité d’ Agboville a
été mené sur différents mois allant de mai a décembre 2017. Sur la base des résultats
qui décrivait quatre composés, nous avons étendu nos investigations a 1I’impact de la
période de récolte sur la composition des écorces afin d’évaluer la variabilité. Le
tableau 15 présente la composition chimique.

Les rendements en HE de ces écorces de tronc ne présentent pas de treés grandes
différences. Ils ont des teneurs allant de 2,8 a 3,5%. Ainsi, la teneur la plus élevée est
obtenue au mois de mai et la plus faible au mois de juillet.

Nous constatons que ces HE sont constituées de deux (2) cétones et deux (2) alcool.
Cependant, la composition chimique ne varie pas (constante) avec une teneur élevée
du undécan-2-one (50,1 a 61%) durant tous les mois de récolte suivie du tridécan-2-
one (36 a 45%). Les deux alcools sont les dérivés des composants principaux,
undécan-2-ol (1 22,3%) et le tridécan-2-o0l (0,4 a 1,7%). Ainsi, nous venons de valider
la composition chimique de I’écorce du tronc de Z. psammophilum de la localité
d’ Adiaké riche essentiellement en méthylcétones. C’est le cas aussi des écorces de
Cinnamomum cassia (cannelle), dont une étude a montré que quelques soit 1’age de
la plante, le constituant dominant est le trans-cinnamaldehyde (Geng et al., 2011).
Aussi, une étude sur les feuilles de Cinnamomum osmophloeum rapporte le méme
constat sur la composition chimique (Yeh et al., 2013). A présent suivons I’évolution
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de ces deux composés majoritaires de I’ HE des écorces du tronc sur les différents mois
a travers la figure 51.
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Figure 51 : Evolution de la teneur de undécan-2-one et du tridécan-2-one de Z.
psammophilum selon les différents mois
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Tableau 15: Composition chimique de I’HE des écorces du tronc de Z. psammophilum récoltées a Agboville

N° Composés Référence | Identification | IK Mai Juin Juillet Aot

1 undécan-2-one | 112-12-9 SM, IR, STD 1274 61 +0,12 60,8 +0,22 | 56,1 +4,80 | 50,2+0,19
2 undécan-2-ol 1653-30-1 | SM, IR, STD 1285 1£0,05 1,1 £0,13 1,5+0,32 |23+0,21
3 tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 1485 36,4 + 0,08 37,4 +£ 0,04 39,6 £4,40 | 45,1 £0,11
4 tridécan-2-ol 1653-31-2 | SM, IR, STD 1490 0,84+0,10 | 0,5+0,07 0,8 £0,38 1,7 £0,08
Non-terpéniques 99,24 99,8 98 99,3

Total 99,24 99,8 98 99,3

Suite des mois des composés

N° Composés Référence | Identification | IK Septembre | Octobre Novembre | Décembre
1 undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 1274 57,8 £0,25 61 +£0,38 59,1+£0,17 | 52,5+0,15
2 undécan-2-ol 1653-30-1 | SM, IR, STD 1285 1,4 £0,20 1,5+0,22 1,5+0,06 | 1,5+0,23
3 tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 1485 38,8 +0,18 37,1 £0,30 374+0,15 | 44,2+0,24
4 tridécan-2-ol 1653-31-2 | SM, IR, STD 1490 0,6 £0,21 0.4 +0,44 0,5+0,07 | 1,1+0,16
Non-terpéniques 99,24 99,8 98 98,6

Total 99,24 99,8 98 98,6

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM, comparaison des spectres de masse
avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons
disponibles dans le commerce ; IR, comparaison de I'indice de rétention avec la littérature ; référence.
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La figure 51 montre I’évolution de la teneur en undécan-2-one et tridécan-2-one sur
les différents mois. Cette évolution en sens opposé entre les deux molécules
indiquerait une interconversion.

C’est une réaction bien probable selon Forney et al., (1967), qui ont montré une
réaction de dégradation biologique du tridécan-2-one en undécan-2-ol. Cette derniere
molécule étant la forme réduite du undecan-2-one.

Dans le cas précis, nous suggérons une réaction réversible entre le tridécan-2-one et
le undécan-2-one bien marquée au cours du cycle végétatif

En outre, les études menées sur la composition chimique des feuilles de Z. armatum
en Inde et Z. pinnatum en Australie, ont montré €galement des méthylcétones comme
composants majeurs des HE (undécan-2-one (54,30 %) et tridécan-2-one (31,70 %)
en Inde et undécan-2-one (46,0 %) et tridecan-2-one (27,1 %) en Australie (Brophy
et al., 2000 ; Negi et al., 2012).

Cependant, en comparant la proportion de méthylcétones dans ces deux especes
avec celles de Z. psammophilum, il apparait que le tridécan-2-one est le plus dominant
dans les feuilles (AGB et ADI) et les écorces du tronc (ADI) de Z. psammophilum
alors que dans I'écorce du tronc (ADI), c'est I'undécan-2-one qui est la molécule
dominante. Cela pourrait suggérer que les feuilles et I'écorce du tronc de Z
psammophilum présentent des propriétés intéressantes car elles sont utilisées pour leur
saveur et leur parfum dans les industries alimentaire, pharmaceutique et de la
parfumerie (Park et al., 2012).

La composition chimique des échantillons des 2 localités (Adiaké et Agboville)
présente quelques différences. Cette différence pourrait s’expliquer par les facteurs
environnementaux notamment le type de sol. Les composés identifiés sont connus
comme agents antimicrobiens et insecticides importants (Pareja et al., 2012 ; Saini
etal., 2014).

2.2.4. Composition chimique de I’HE des racines de Z. psammophilum

Le profil chromatographique des huiles essentielles des racines de Z.
psammophilum est présentée dans la figure 52.
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Figure 52 : Profil chromatographique de I’HE des racines de Z. psammophilum

Cette analyse a permis d’identifier 28 composés représentant 99,99% de la

Tableau 16: Composition chimique de I’HE des racines de Z. psammophilum d’ Agboville

N° Composés Référence Identification IK Racines

1 linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1078 tr

2 4-terpinéol 20126-76-5 SM, IR, STD 1161 0,40 £ 0,02
3 citronéllol 106-22-9 SM, IR, STD 1208 1,00 + 0,02
4 géraniol 106-24-1 SM, IR, STD 1232 1,03 £ 0,03
5 thymol 89-83-8 SM, IR, STD 1266 15,74 £ 0,16
6 undécan-2-one 112-12-9 SM, IR, STD 1274 3,33+0,15
7 undécan-2-ol 1653-30-1 SM, IR, STD 1285 tr

8 cyclosativene 22469-52-9 SM, IR 1368 4,24 + 0,04
9 a-copagne 3856-25-5 SM, IR, STD 1376 5,70 £ 0,01
10 (E)-B-caryophylléne 87-44-5 SM, IR, STD 1419 21,80 £ 0,07
11 y-élémene 3242-08-8 SM, IR 1425 0,80 + 0,23
12 a-humuléne 6753-98-6 SM, IR, STD 1456 13,64 £ 0,20
13 alloaromadendréne 24246-27-9 SM, IR 1457 1,55 + 0,09
14 3-ionone 14901-07-6 SM, IR 1482 tr

15 3-sélinéne 17066-67-0 SM, IR 1483 4,85+0,13
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16 | tridécan-2-one 593-08-8 SM, IR, STD 1485 | 331005
17 di;iﬁ“a"‘(m)’ TAD- 1 5150073 SM, IR 1995 | 2,67+0,10
18 tridécan-2-ol 1653-31-2 SM, IR, STD 1495 tr

19 o-farnésene 502-61-4 SM, IR, STD 1499 tr

20 y-cadinéne 39029-4-9 SM, IR 1513 1,00 + 0,07
21 d-cadinéne 483-76-1 SM, IR 1524 4,54 +£0,10
22 élémol 639-99-6 SM, IR 1536 5,18 +£0,04
23 nérolidol 7212-44-4 SM, IR, STD 1548 0,40 + 0,01
24 spathulénol 6750-60-3 SM, IR 1571 0,05+ 0,14
25 Caf;’;ﬁeyﬁzne 1139-30-6 SM,IR,STD | 1578 | 4,70+024
26 [J-cadinol 5937-11-1 SM, IR 1639 1,71 £ 0,30
27 a-cadinol 481-34-5 SM, IR 1650 2,04 + 0,20
28 pentadécan-2-one 2345-28-0 SM, IR, STD 1682 tr
Monoterpenes Hydrocarbonés (%) 0,0
Monoterpenes oxygénés (%) 18,17
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 60,79
Sesquiterpenes oxygénés (%) 14,52
Non-terpéniques (%) 6,64

Total (%) 99,99

Méthodes d'identification : IK, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM,
comparaison des spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison
du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons disponibles dans le
commerce ; IR, comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ; référence.

L’huile essentielle des racines est constituée de 75,31% de sesquiterpenes, 18,17%
de monoterpenes et 6,64% de composés non-terpéniques. Parmi les monoterpenes, il
n’y a pas de monoterpenes hydrocarbonés tandis que les monoterpenes oxygénés ne
représentent que 18,17% de I’ huile totale. Parmi les sesquiterpenes, les hydrocarbonés
représentent 60,79% contre 14,52% pour les composés oxygénés (figure 53).
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Autres (%); 6,6

Figure 10: Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
racines

Ainsi, les principaux composants sont : (E)-B-caryophylléne (21,80%), thymol
(15,70%), a-humuléne (13,6%), suivie du élémol (5,20%), a-copaene (5,70%), a-
selinene (4,9%), oxyde de caryophyllene (4,70%), vy-cadinene (4,50%) et
cyclosativene (4,20%).

Nous remarquons que la composition chimique des racines est treés différente de
celle des feuilles et des écorces du tronc. Les principaux constituants de ’'HE des
racines comme le (E)-B-caryophyllene, le thymol et I’a-humuléne sont connus pour
leurs activités anti-oxydante et anti-inflammatoire (Braga et al., 2006 ; Leagault et
al., 2007 ; Keawsa-ard et al., 2012 ; Calleja et al., 2013).

L’analyse de la composition chimique des HE des organes de Z. psammophilum est
caractérisée par les méthylcétones et les sesquiterpenes. C’est le lieu de préciser que
les HE des parties ariennes de Z. psammophilum sont pauvre en composés.

2.3. Composition chimique des huiles essentielles de Z.
mezoneurispinosum

Les HE extraites de Z. mezoneurispinosum sont de couleur jaune. Les feuilles ont
une saveur herbacée prononcée. Les écorces ont une odeur de bois tandis que les
racines ont une odeur d’épices.

Les rendements a I’extraction des HE varient selon ’organe. Ainsi, le rendement
des feuilles est 0,5% suivie des écorces du tronc 0,2% et les racines 0,04%. Les HE
de Z. mezoneurispinosum possedent un rendement légeérement supérieur a celui trouvé
dans I’espece de Z. zanthoxyloides 0,04%, 0,01% et 0,002% respectivement pour les
feuilles, racines et écorces du tronc (Tine et al,, 2017). Un rendement élevé a été
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observé dans I’étude réalisée par Gardini et al., 2009. La différence existante entre
les rendements d’extraction obtenus est probablement liée aux facteurs suivants :

- le temps de I’hydrodistillation,

- la température de chauffage et

- elle peut étre liée, également aux facteurs climatiques (chaleur, froid,
stress hydrique), facteurs géographiques (altitude, nature du sol, taux
d’exposition au soleil) et génétiques (croisements naturels) (Veres et al.,
2003 ; Fadil et al., 2014).

2.3.1. Composition chimique de I’HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum
récolté a Grand-Lahou

La détermination des constituants chimiques des HE des feuilles de Z
mezoneurispinosum a été réalisée par CPG/SM, les résultats observés sur le profil
chromatographique (figure 54) et les différents composés obtenus sont regroupés
dans le tableau 17.
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Figure 54 : Profil chromatographique de I’HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum
du Banco d’ Abidjan

Au total 15 composés ont été identifiés dans les feuilles. Les composants chimiques
de I'HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum se répartissent comme suit : les
monoterpenes hydrocarbonés (85,09%), les monoterpenes oxygénés (6,97%), les
sesquiterpenes hydrocarbonés (7,24%) et les sesquiterpenes oxygénés (0,68%)
(figure 55).
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Figure 55 : Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
feuilles

La composition chimique de I'HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum est
caractérisée principalement par la présence de 1’o-pinene (55,38%). Cette
composition est semblable a celles des especes de Z. bracchyacanthum (46 a57% d’a-
pinene) et de Z. ovolifolium (31-40% d’a-pineéne) décrite par Brophy et al., 2000. Par
contre, I’huile de Z. mezoneurispinosum difféere de celle decrite par (Brophy et al.,
2000) par deux composés essentiels que sont : le (E)-fB-ocimene et le y-eudesmol.

Par ailleurs, des études ont montré que ces deux molécules ((E)-B-ocimene et le y-
eudesmol) et a-pineéne possedent des propriétés antioxydantes, antibactériennes et
antimicrobiennes intéressantes (Mahdian et al., 2017 ; Lima et al., 2012).
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Tableau 17 : Composition chimique de I'HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum

N° Composés Référence Identification | IK Feuilles
1 a-pinéne 80-56-8 SM, IR, STD | 931 55,38 £ 0,85
2 sabinéne 3387-41-5 SM, IR, STD 964 10,06 £ 0,10
3 B-myrcene 123-35-3 SM, IR, STD | 979 4,45 + 0,05
4 a-phellandréne 99-83-2 SM, IR, STD 1007 1,57 £ 0,50
5 o-cymene 527-84-4 SM, IR, STD 1017 | 2,47 +0,14
6 (E)-B-ocimene 13877-91-3 SM, IR, STD 1041 | 8,85+0,22
7 linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1078 | 3,77+0,17
8 allo-ocimeéne 7216-56-0 SM, IR 1131 | 2,31+£0,13
9 terpinéol 98-55-5 SM, IR, STD 1190 | 3,20+0,10
10 (E)-B-caryophyllene 87-44-5 SM, IR, STD 1424 | 3,02+0,12
1 | cadina-4(14).7D- 54324-03-7 | SM, IR 1430 | 0,66 +0,03
diene
12 a-humuléne 6753-98-6 SM, IR, STD 1456 | 1,36 +0,04
13 germacrene D 23986-74-5 SM, IR, STD 1482 | 0,66 = 0,02
14 o-cadinéne 483-76-1 SM, IR 1524 | 1,54 £0,06
15 spathulénol 6750-60-3 SM, IR, STD 1572 | 0,68 £0,03
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 85,09
Sesquiterpenes oxygénés (%) 6,97
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 7,24
Sesquiterpenes oxygénés (%) 0,68
Total (%) 99,99

Méthodes d'identification : KI, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ;
SM, comparaison des spectres de masse avec les bibliothéques PAL 600® ; STD,
comparaison du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons
disponibles dans le commerce ; IR, comparaison de I'indice de rétention avec la
littérature ; référence ;
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2.3.2. Composition chimique des HE des écorces du tronc de Z.
mezoneurispinosum récoltées a Grand-Lahou

L’analyse des constituants chimiques des HE des écorces du tronc de Z.
mezoneurispinosum a été réalisée par CPG/SM. Le profil chromatographique (figure
56) a permis de déterminer la composition chimique dont les résultats sont représentés
dans le tableau 18. Au total, 19 composés ont été identifiés de la composition
chimique de I’'HE des écorces du tronc.
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Figure 56 : Profil chromatographique de I’HE des écorces du tronc

Les composants chimiques des HE des écorces du tronc de Z. mezoneurispinosum
se répartissent comme suit: les monoterpenes hydrocarbonés (70,09%), les
monoterpenes oxygénés (13,16%), les sesquiterpenes hydrocarbonés (7,35%) et les
sesquiterpenes oxygénés (9,39%) (figure 57).
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Figure 57 : Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
écorces
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Tableau 18: Composition chimique de ’'HE des écorces de Z. mezoneurispinosum

N° | Composés Référence | Identification IK Ecorces
1 a-pinéne 80-56-8 SM, IR, STD 931 50,87 £3,61
2 sabinéne 3387-41-5 SM, IR, STD | 964 9,65 + 0,44
3 B-myrcene 123-35-3 SM, IR, STD 979 3,22+0,51
4 o-cymene 527-84-4 SM, IR, STD 1017 | 2,56 £0,54
5 (E)-B-ocimeéne 13877-91-3 SM, IR, STD 1041 1,67 £ 0,09
6 linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1078 | 5,11+1,03
7 allo-ocimene 7216-56-0 SM, IR 1131 | 2,12+0,23
8 4-terpineol 562-74-3 SM, IR, STD 1161 | 0,65 +015
9 jyfl‘;fl’f:feﬁoie 500-02-7 SM, IR 1165 | 3,17 0,87
10 terpinéol 98-55-5 SM, IR, STD 1190 | 4,23 +£0,63
11 | (E)-B-caryophyllene 87-44-5 SM, IR, STD | 1424 | 2,49 40,14
12 | y-élémene 08-08-42 SM, IR, STD 1440 | 1,56 £0,08
13 | a-humuléne 6753-98-6 SM, IR, STD 1456 | 1,18 +0,07
14 sélina-4(14),7(11)-diene | 515-17-3 SM, IR 1495 | 0,82 £0,25
15 | d-cadinéne 483-76-1 SM, IR 1524 | 1,30+0,05
16 élémol 639-99-6 SM, IR, STD 1536 | 1,69 £ 047
17 | spathulénol 6750-60-3 SM, IR, STD 1572 | 0,95 0,15
18 | y-eudesmol 1209-71-8 SM, IR, STD 1627 | 5,15+0,86
19 agarospirol 1460-73-7 SM, IR 1628 1,60 = 1,07
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 70,09
Sesquiterpenes oxygénés (%) 13,16
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 7,35
Sesquiterpenes oxygénés (%) 9,39
Total (%) 99,99

Méthodes d'identification : KI, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM,
comparaison des spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD,
comparaison du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons disponibles
dans le commerce ; IR, comparaison de l'indice de rétention avec la littérature ;
référence ;
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Les écorces sont majoritairement composées de 1’a-pinene (50,90%), suivie du
sabinene (9,70%), linalool (5,10%), terpinéol (4,20%) et B-myrcene (3,20%).

Les sesquiterpenes trouvés en plus grande quantité dans cette HE des écorces sont
I’ (E)-B-caryophyllene (2,50%) et le y -eudesmol (5,20%).

En ce qui concerne la composition chimique, nous observons que cette dominance
en a-pineéne des HE des écorces de cette espece endémique semble similaire a celle
des especes de Z. bracchyacanthum (46 a 57% d’a-pineéne) et de Z. ovolifolium (31-
40% d’o-pinene) décrite par Brophy et al., 2000. Cependant, la composition des
écorces de Z. mezoneurispinosum en HE renferme aussi comme dans les feuilles deux
(2) composés, le (E)-p-ocimene et le y-eudesmol qui different de celles décrites dans
I’étude susmentionnée (Brophy et al., 2000).

2.3.3. Composition chimique des HE des écorces de racines de Grand-Lahou

L’analyse de la composition chimique de I’'HE des racines de Z.
mezoneurispinosum a été réalisée par CPG/SM, 27 composés représentant 99,9% de
la composition chimique globale, ont été identifiés. Le profil chromatographique
(figure 58) présente les différentes compositions sont représentés dans le tableau
19.
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Figure 58 : Profil chromatographique de I’HE des racines de Z. mezoneurispinosum
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Tableau 19: Composition chimique de I’HE des racines de Z. mezoneurispinosum

N° Composés Référence Identification | IK Racines
1 a-pinéne 80-56-8 SM, IR, STD | 931 11,00 £ 0,52
2 sabinéne 3387-41-5 SM, IR, STD | 964 0,34 + 0,02
3 3-pinéne 18172-67-3 SM, IR, STD | 978 0,65 £0,02
4 B-myrcéne 123-35-3 SM, IR, STD | 979 1,06 + 0,02
5 limonéne 138-86-3 SM, IR, STD | 1020 1,42 +£0,12
6 eucalyptol 470-82-6 SM, IR, STD | 1035 1,63 + 0,09
7 (E)-B-ocimeéne 13877-91-3 SM, IR, STD | 1041 0,70 £ 0,04
8 linalool 78-70-6 SM, IR, STD | 1078 0,32 +0,02
9 allo-ocimene 7216-56-0 SM, IR 1131 0,76 £ 0,04
10 thymol 89-83-8 SM, IR, STD | 1266 0,67 +0,23
11 a-cubebene 17699-14-8 SM, IR 1349 0,44 + 0,02
12 cyclosativéne 22469-52-9 SM, IR 1368 11,88 +£0,18
13 a-copaene 3856-25-5 SM, IR, STD | 1376 5,40 £ 0,09
14 | Cadina-dDTAD- | 54354 037 SM, IR 1430 252005
diene
15 v-élémene 08-08-42 SM, IR, STD 1440 24,81 £ 0,26
16 germacrene D 23986-74-5 SM, IR, STD | 1482 2,36 £0,20
17 3-sélinéne 17066-67-0 SM, IR, STD 1493 4,48 £ 0,16
18 Zﬁi’gl:"‘(l“)j(l D 515173 SM, IR 1495 0,89 0,02
19 d-cadinéne 483-76-1 SM, IR 1524 3,67+0,15
20 élémol 639-99-6 SM, IR, STD | 1536 4,98 +0,31
21 spathuéenol 6750-60-3 SM, IR, STD | 1572 2,49 + 0,03
22 guaiol 489-86-1 SM, IR 1580 1,59 £ 0,21
23 veridiflorol 552-02-3 SM, IR, STD | 1587 7,09 + 0,23
24 y-eudesmol 1209-71-8 SM, IR, STD | 1627 4,32+ 0,12
25 agarospirol 1460-73-7 SM, IR 1628 0,74 £ 0,07
26 [J-cadinol 5937-11-1 SM, IR 1639 2,04 £ 0,12
27 juniper camphor 473-04-1 SM, IR 1675 1,75 +0,18
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 15,93
Sesquiterpenes oxygénés (%) 2,62
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 56,45
Sesquiterpenes oxygénés (%) 25,00
Total (%) 99,9

135




Etude phytochimique et biologique de trois plantes du genre Zanthoxylum

Méthodes d'identification : KI, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM,
comparaison des spectres de masse avec les bibliothéques PAL 600® ; STD,
comparaison du temps de rétention et des spectres de masse avec les étalons
disponibles dans le commerce ; IR, comparaison de I'indice de rétention avec la
littérature ; référence ; -, Sous le seuil de perception,

Dans I'HE des racines, ce sont les sesquiterpeénes hydrocarbonés (56,45%) qui
prédominent. Ils sont suivis des sesquiterpenes oxygénés (25,00%), des monoterpenes
hydrocarbonés (15,93%) et les monoterpenes oxygénés (2,62%) (figure 59).
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Figure 59 : Proportion des différentes familles de composés extraits des HE des
racines

L’HE des racines est riche en sequiterpenes dominée par le y-élémene (24,81%), le
cyclosativene (11,88%), suivie du viridiflorol (7,09%), a-copaene (5,40%) et en
élémol (4,98%). Les plus importants des sesquiterpenes sont le B-selinéne (4,48%) et
v-eudesmol (4,32%) et les monoterpenes qui dominés par I’a-pinene (11,00%).

En outre, nous avons observé que I’HE isolée des racines est riche en sesquiterpenes
dont un nouveau composé décrit pour la premiere fois dans 'HE du genre
Zanthoxylum. 11 s’agit du cyclosativene (11,90 %). Cette molécule avait été identifiée
auparavant dans les feuilles des huiles essentielles de Xylopia aromatica et de Persea
americanum en petite quantité, qui sont cultivées a Cuba (Pino et al., 2000). La teneur
élevée en cyclosativéne est importante pour la valorisation de cette huile essentielle
car cette molécule a de fortes propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et
insecticides (Lee et al., 2016 ; Turkez et al., 2015 ; Kang et al., 2018 ; Werz O.
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2007). Selon Wungsintaweekul et al., (2010) et Kang et al., (2008), 1'y-€1émene
(24,81%) est une molécule connue pour ses propriétés insecticides, antimicrobiennes
et antioxydantes, a été signalée en grande quantité dans I'huile essentielle extraite de
racines de Z. mezoneurispinosum.

2.3.4. Composition chimique des HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum
récoltées dans la forét du Banco d’Abidjan

Les récoltes sont faites sur le méme site mais a différentes périodes soit au mois
d’Octobre 2017 et au mois de Janvier 2018.

Les deux échantillons d’HE ont été analysés par CPG-SM. Les rendements qui
varient de 0,5 a 0,6% sont similaires a celui décrit plus haut.

L’analyse de I'HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum récoltées a la réserve
naturelle du Banco a Abidjan par CPG-SM a permis d’identifier 24 composés
(tableau 20) dont 12 monoterpenes et 12 sesquiterpenes qui représentent 98,93 a
98,94% de la composition totale de I’huile essentielle.

Ces deux échantillons d’HE sont caractérisés par la prédominance des
monoterpenes hydrocarbonés (71,16% et 44,62%) et des sesquiterpenes
hydrocarbonés (20,31% et 35%) suivis des sesquiterpeénes oxygénés (3,99% et 11,
56%), des monoterpeénes oxygénés (3,48% et 6,68%) et un diterpene (1,07%).

Les principaux constituants de 1’huile sont I’a-pinene (55,44% et 33,40%), le (E)-
B-caryophyllene (12,47% et 20,14%), suivie de I’o-humuléne (3,48% et 6,77%), le
limonene (5,43% et 4,61%) et le linalool (3,48% et 5,35%). A coté de ces composés
dominants, il existe quelques composés de teneurs non négligeables qui sont présents
ou absents d’un échantillon a I’autre comme 1’ oxyde de caryophyllene (6,83%), I’allo-
ocimene (3,08%) et le 6-cadinéne (3,08%).

Les échantillons des HE des feuilles des deux localités sont caractérisés par les
monoterpenes hydrocarbonés prédominés par 1’ a-pinéne.

Nous en déduisons que la composition chimique de I’HE des feuilles de cette espece
Z. mezoneurispinosum est dominée par I’ a-pinene sur les sites. Cependant, le sabinéne
et le (E)-B-ocimene sont en proportions élevées a Grand-Lahou, contrairement au
Banco, ou c’est le (E)-B-caryophyllene qui représente le deuxieéme composé
majoritaire.
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Tableau 20: Composition chimique de I’'HE des feuilles de Z. mezoneurispinosum échantillonnée au Banco

N° Composés Référence Identification IK OCT 17 JAN 18

1 a-pinéne 80-56-8 SM, IR, STD 931 55,44 + 0,59 33,40 £ 0,19
2 Sabinene 3387-41-5 SM, IR, STD 964 tr 0,74 £ 0,05
3 B-pinéne 18172-67-3 SM, IR, STD 978 1,14 £ 0,16 tr

4 B-myrcene 123-35-3 SM, IR, STD 979 1,80 £ 0,11 1,77 £ 0,12
5 limonéne 138-86-3 SM, IR, STD 1020 5,43 +0,32 4,61 £0,11
6 (E)-B-ocimene 13877-91-3 SM, IR, STD 1041 3,30 £ 0,07 1,02 £ 0,02
7 linalool 78-70-6 SM, IR, STD 1078 3,48 £0,02 5,35+0,13
8 4-ethylanisole 1515-95-3 SM, IR, STD 1091 tr 0,79 £ 0,02
9 alloocimene 7216-56-0 SM, IR 1131 3,09+£0,13 1,67 £0,06
10 4-terpinéol 562-74-3 SM, IR, STD 1177 0,96 + 0,04 0,62 +£0,02
11 terpinéol 98-55-5 SM, IR, STD 1190 tr tr

12 thymol 89-83-8 SM, IR, STD 1266 tr 1,33 £ 0,03
13 a-copaene 38-25-5 SM, IR, STD 1376 1,72 £ 0,08 2,43 +0,06
14 cag/?()) -p[il-ylléne 87-44-5 SM, IR, STD 1424 12,47 £ 0,52 20,14 £ 0,77
15 bergamotene 17699-05-7 SM, IR, STD 1433 tr 0,47 +£0,02
16 a-humuléne 6753-98-6 SM, IR, STD 1456 3,48 + 0,07 6,77 £ 0,17
17 o-muuroléne 483-75-0 SM, IR, STD 1479 tr 0,46 + 0,02
18 B-bisaboléne 495-61-4 SM, IR, STD 1500 1,07 £ 0,01 1,65 £ 0,05
19 d-cadinene 483-76-1 SM, IR 1524 1,57 £0,10 3,08 £0,22
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20 nérolidol 7212-44-4 SM, IR, STD 1548 1,26 £ 0,05 4,32 +0,21

21 spathulénol 6750-60-3 SM, IR, STD 1572 tr tr

22 Ca?y’;ﬁ‘;ﬁgne 1139-30-6 SM, IR, STD 1578 | 2,73+0,07 6,83 + 0,04

23 T-cadinol 5937-11-1 SM, IR 1639 tr 0,41 £ 0,04

24 phytol 150-86-7 SM, IR, STD 2104 tr 1,07 £ 0,04
Monoterpenes hydrocarbonés (%) 71,16 44,62
Monoterpenes oxygénés (%) 3,48 6,68
Sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 20,31 35,00
Sesquiterpenes oxygénés (%) 3,99 11,56
Diterpenes (%) 0 1,07
Total (%) 98.94 98.93

Méthodes d'identification : KI, indices de kovats théoriques (Pubchem et NIST) ; SM, comparaison des
spectres de masse avec les bibliotheques PAL 600® ; STD, comparaison du temps de rétention et des
spectres de masse avec les étalons disponibles dans le commerce ; IR, comparaison de l'indice de rétention
avec la littérature ; référence.
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Les composants chimiques des HE des feuilles, des écorces du tronc et des racines
de Z. mezoneurispinosum de Grand Lahou sont essentiellement les monoterpenes
hydrocarbonés et les sesquiterpenes hydrocarbonés pour les organes aériennes et
souterraine respectivement.

Nous observons une variation de composés dans les HE de ces trois plantes
ivoiriennes. La figure 60 présente les différents composés majoritaires des HE de ces
3 especes de Zanthoxylum de Cote d’Ivoire.
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Figure 60 : Composés majoritaires des HE de Z. leprieurii, Z. psammophilum et Z.
mezoneurispinosum
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3. Conclusion partielle sur les he des trois especes de
zanthoxylum

Les huiles essentielles des feuilles et des écorces du tronc de Z. leprieurii sont
dominées par les composés non-terpéniques et les sesquiterpenes dont les plus
importants sont le tridécan-2-one, le (E)-p-caryophylléne et le dendrolasin. Quant aux
fruits, I’HE est dominée par les monoterpénes que sont le f-myrcéne, le citronellol, le
géraniol et le nérate de méthyl. L’étude de I’effet des saisons a mis en évidence une
certaine homogénéité de la composition chimique des organes des huiles essentielles
de cette espece.

L’espece Z. psammophilum présente des constituants chimiques similaires a celles
de Z. leprieurii. Ainsi, les huiles essentielles des feuilles et des écorces sont dominées
par les méthylcétones (tridécan-2-one et undécan-2-one). L’HE des écorces est tres
particuliere avec seulement 4 composés représentant la quasi-totalité de sa
composition chimique (les 2 méthylcétones trés abondantes et 2 alcools tres
minoritaires que sont le tridécan-2-ol et I’'undécan-2-ol). Par contre, ’'HE de racines
de la plante est dominée par des terpenes (E)-f-caryophylléne, thymol et a-humuléne).
A notre connaissance, cette étude est la premiere sur la détermination de la
composition chimique des HE de cette espece endémique.

Quant a ’espece Z. mezoneurispinosum, également endémique a la Cote d’Ivoire,
la composition chimique de ses HE est déterminée pour la premiére fois a notre
connaissance. Les compositions chimiques des HE de cette espece different de celles
des deux premieres. En effet, ses HE de feuilles et des €corces de tronc sont largement
dominées par les monoterpenes dont majoritairement 1’ a-pinéne, suivi du sabinéne. A
I'inverse I’'HE des racines est dominée par des sesquiterpénes (y-élémene et
cyclosativene), suivi d’un monoterpene (a-pinéne).

Il ressort ainsi de cette étude, une similitude des compositions chimiques des HE de
Z. leprieurii et de Z. psammophilum au niveau des feuilles et des écorces de tronc.
Aussi, I’étude de la variabilité de la premiere espece Z. leprieurii a permis de
regrouper les organes. Cependant, il y a des différences de compositions, montrant
I’impact de I’effet saisonnier. Quant a la troisieéme espece, Z. mezoneurispinosum, elle
présente des compositions chimiques différentes de celles observées pour les deux
premieres. Néanmoins, chaque espéce présente pour chaque organe étudié, une
certaine homogénéité de la composition chimique.
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Chapitre 4. Evaluation des propriétés biologiques des HE des trois especes

1. Propriétés biologiques des HE de Z. Leprieurii, Z.
Mezoneurispinosum et Z. Psammophilum

Afin d’ajouter une valeur supplémentaire a I’'utilisation de ces plantes dans la
pharmacopée, des tests biologiques in vitro ont été réalisés en référence a leurs
compositions chimiques.

Les activités biologiques testées sont: I’activité antioxydante, 1’activité anti-
inflammatoire, I’activité insecticide et I’activité anti-plasmodiale.

1.1. Activités antioxydantes des différentes HE
L’activité antioxydante des HE a été évaluée par les méthodes de DPPH et FRAP.

1.1.1. Test de piégeage des radicaux libres DPPH (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl)

L’activité antioxydante de I’HE des organes des 3 especes évaluée par le test de
piégeage du radical DPPH, a donné des valeurs qui nous ont permis de tracer des
courbes du pourcentage d’activité antiradicalaire de chaque espece en comparaison
avec le controle positif. Les différentes figures 61,62 et 63 montrent que I’activité
antiradicalaire est dose dépendante, car elle est proportionnelle a I’augmentation de la
concentration de nos échantillons. Chaque valeur est représentée en triplicat.
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Figure 61: Courbe d’évolution de I’activité antiradicalaire de 1'HE des feuilles,
écorces et des fruits de Z. leprieurii et du trolox
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Figure 62 : Courbe d’évolution l‘activité antiradicalaire de I'HE des feuilles, écorces
et des racines de Z. psammophilum et du trolox
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Figure 63 : Courbe d’évolution de 1’activité antiradicalaire de 'HE des feuilles,
écorces et des racines de Z. mezoneurispinosum et du trolox
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Certaines huiles essentielles sont capables de réduire le radical stable 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyl libre (DPPH) en diphenylpicrylhydrazine de couleur jaune a des
degrés variables. Les équations des courbes, nous ont permis de déterminer I’ICso, qui
correspond aux concentrations des HE et du témoin positif (trolox) nécessaire a
I’inhibition de 50% du DPPH présent dans le milieu. Une augmentation de la
concentration en HE induit a une activité antioxydante plus élevée (p-valeur < 0,05)
pour les plantes. Selon les especes et les organes, les valeurs ICsodes HE varient. Par
ailleurs, plus I'ICsp est faible, plus 1’activité antioxydante est importante. Les valeurs
des ICso montrent que I’activité antiradicalaire du trolox est inférieure a celles des HE
(tableau 21).

Tableau 21 : Résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) de I’'HE des différents organes de
Z. leprieurii, Z. psammophilum et Z. mezoneurispinosum

Antioxydant ICso (ug/mL)

Trolox 28,13 + 0,04

Feuilles 33,12+ 0,07

Z. leprieurii Ecorces 65,68 +0,12
Fruits 103,55 £0,35

Feuilles 91,50 + 1,40

Z. psammophilum Ecorces 160,50 £ 2,10
Racines 64,50 + 1,50

Feuilles 71,40 + 0,50

Z. mezoneurispinosum Ecorces 58,10 £ 1,20
Racines 45,80 £ 0,10

On remarque que, les valeurs des ICsp sont de 1’ordre suivant : trolox < HE feuilles
de Z. leprieurii < HE racine de Z. mezoneurispinosum <HE écorces de Z
mezoneurispinosum <HE racines Z. psammophilum < HE écorces Z. leprieurii < HE
feuilles Z. mezoneurispinosum <HE feuilles Z. psammophilum < HE fruits Z.
leprieurii < HE écorces Z. psammophilum. Parmi ces HE, celle des feuilles de Z.
leprieurii présente I’activité au test du DPPH la plus élevée avec 33,12 ug/mL. Elle
est suivie par I’activité des HE des racines et des écorces de Z. mezoneurispinosum
(45,8 ug/mL et 58,1 ug/mL respectivement). Aussi, des activités modérées sont-elles
observées dans les HE des racines de Z. psammophilum (64,5 pg/mL), les écorces de
Z. leprieurii (65,68 ug/mL) et les feuilles de Z. mezoneurispinosum (71,4 pg/mL).
Enfin, les faibles activités se retrouvent dans les HE des feuilles de Z. psammophilum
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(91,5 pug/mL), suivie par les HE des fruits de Z. leprieurii (103,55 pg/mL) et les
écorces de Z. psammophilum.

Les différents composés déterminés dans les HE des organes de Z. leprieurii sont
probablement a la base de 1’activité antioxydant (Huang et al., 2005 ; Foti et al.,
2004). La forte activité des feuilles est due a la teneur élevée en (E)-B-caryophyllene
et en thymol ; ces molécules sont connues pour leurs activités antioxydantes (Torres-
Martinez et al., 2017). Ces composés sont présents dans toutes les HE des différents
organes. Aussi, les composés tels que (E)-p ocimene, périllene et oxyde de
caryophyllene identifiés dans les HE sont connus pour leurs activités antioxydantes
(Ghasemi et al., 2016 ; Kunwar et al., 2013). A notre connaissance, a ce jour aucune
étude n’a encore été réalisée sur I’activité antioxydante de I’HE des écorces du tronc.
Cependant, celle réalisée sur les feuilles de Z. armatum de 1’ Inde présente une activité
légerement supérieure a la notre, avec une ICso de 27 pg/mL (Negi et al., 2012). Par
ailleurs, les résultats de nos activités différent de ceux disponibles dans la littérature.
Ainsi les travaux de Tchabong et al. (2018) et Fogang et al. (2012) ont des valeurs
de ICsp de 770 pg/mL et 1800 pg/mL pour les huiles essentielles des fruits et des
feuilles et une ICso de 450 pg/mL pour les HE des fruits de Z. leprieurii du Cameroun.

Ces différences entre les HE d’un pays a un autre peuvent étre dues a la variabilité
de la composition chimique. Elles peuvent également étre attribuées a la présence et
la synergie des différents composés mineurs. Ces différences peuvent provenir
également de l'organe étudié, car nous avons montré que la variabilité de la
composition des HE provient principalement de 1'organe choisi, mais aussi de facteurs
génétiques et/ou environnementaux.

Concernant Z. psammophilum et Z. mezoneurispinosum, nous observons que Z.
mezoneurispinosum présente une activité radicalaire plus importante que Z.
psammophilum en raison de leurs compositions chimiques. La meilleure activité
antioxydante des HE de Z mezoneurispinosum est due aux constituants
monoterpéniques et sesquiterpéniques, car ces HE sont riches en monoterpenes, qui
sont des molécules connues pour leur forte activité antioxydante (Negi et al., 2011).
De plus, la grande activité enregistrée dans I’HE des racines contenait une forte
proportion de thymol qui est une molécule connue pour ses propriétés antioxydantes
(Aman et al., 2013 ; Celebioglu et al., 2018). Plusieurs études ont montré que
I’activité d’une HE est en rapport avec les composés majoritaires et les possibles effets
synergiques entre les constituants ; elles ont aussi démontré qu’une grande activité
antioxydante des HE contiennent des monoterpeénes et / ou des sesquiterpenes.
(Oussou et al., 2010 ; Gachkar et al., 2007 ; Miladi et al., 2013 ; Tepe et al., 2004).
Cependant, la faible activité de ’'HE des écorces des Z. psammophilum pourrait &tre
due aux composés non terpéniques (tridécan-2-one et undécan-2-one). Par ailleurs,
des études antérieures sur d’autres especes du genre Zanthoxylum a permis d’observer
une activité modérée des HE et extraits de solvants (Tangjitjaroenkun et al., 2012 ;
Supabphol et al., 2014) comparativement a d’ autres especes de Zanthoxylum décrites
dans ce travail. L’activité antioxydante de ces 2 dernieres especes (Z. psammophilum
et Z. mezoneurispinosum) est présentée pour la premiere fois dans cette étude.
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1.1.2. Evaluation du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

L'activité antioxydante des HE a également été évaluée a l'aide du test du pouvoir
réducteur. Le test FRAP est basé sur la capacité de 1'antioxydant a réduire le fer
ferrique [Fe (IIT)] en fer ferreux [Fe(Il)] (Pellegnini et al., 2003) en présence de la
solution de tripydyltriazine (TPTZ), formant un complexe bleu intense de Fe**-TPTZ
que les HE des organes de Z. leprieurii, Z. psammophilum et Z. mezoneurispinosum
avec un maximum d’absorption a 700 nm. L’augmentation de l'absorbance est
proportionnelle a la teneur en antioxydants (Benzie et al., 1999 ; Roginsky et al.,
2005). Le pouvoir réducteur est dose dépendante (concentration dépendante).

Les résultats obtenus présentés sur les figures 64 a 66 montrent que les HE ont
tendance a réduire le fe** (Gogio et al., 2018) avec une différence non significative
(p-valeur<0.05) pour 'HE de Z. leprieurii et (p-valeur<0.001) pour Z. psammophilum
et Z. mezoneurispinosum. A lintérieur d'une concentration, les lettres a, b, ¢, d,
respectivement du plus actif au moins actif, les valeurs moyennes suivies de la méme
lettre ne sont pas significativement différentes. Ainsi, les HE de Z
mezoneurispinosum sont plus actives que celles de Z. psammophilum et Z. leprieurii
comparativement au Trolox. Cependant, les HE des racines, des écorces et des feuilles
de Z. mezoneurispinosum réduisent mieux le Fer par rapport aux autres organes de Z.
psammophilum et Z. leprieurii.

Le pouvoir réducteur est un indicateur tres significatif de 1’activité antioxydante.
Plus le pouvoir réducteur est élevé, plus il existe une bonne activité antioxydante. La
forte activité antioxydante des HE de Z. mezoneurispinosum peut étre due a la forte
teneur en monoterpenes hydrocarbonés et les sesquiterpenes hydrocarbonés
(Peerakan et al., 2014). Par contre, I’étude réalisée par Juki et al, (2006) montre le
contraire. Selon lui, ce sont les monoterpenes oxygénés qui sont a la base de I’activité
antioxydante.
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FRAP Z. leprieurii
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Figure 64 : Reduction du Fer par HE des feuilles, des écorces et des fruits de Z.
leprieurii et le trolox.
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Figure 65 : Reduction du Fer par HE des feuilles, des écorces et des racines de Z.
psammophilum et le trolox.
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FRAP Z. mezoneurispinosum
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Figure 66 : Reduction du Fer par HE des feuilles, des écorces et des racines de Z.
mezoneurispinosum et le trolox.

Etant donné que I'HE de Z. mezoneurispinosum est riche en a-pinéne et sabinene
pour les feuilles et les écorces du tronc et y-élémene, cyclosativéne et a-pinéne pour
les racines, I’activité peut €tre due a I’effet synergique des composés minoritaires ou
autres composés capables de réduire le Fer. Quant aux 2 autres, nous remarquons que
les activités des HE des racines et des fruits sont plus élevées que les autres organes
en raison de leurs dominances en sesquiterpénes hydrocarbonés et monoterpenes
hydrocarbonés.

Dans cette étude, nous constatons que les teneurs élevées en monoterpenes
hydrocarbonés et sesquiterpénes hydrocarbonés permettent de réduire le Fer.

Aussi, avons-nous pratiqué dans cette étude deux méthodes (DPPH et FRAP) pour
évaluer le potentiel antioxydant des HE de nos 3 plantes (Z. leprieurii, Z.
psammophilum et Z. mezoneurispinosum). Ces deux tests sont souvent différents pour
un méme organe de la méme espece, comme le cas des feuilles et des fruits de Z.
leprieurii dont les HE des feuilles présentent une activité meilleure a celles des fruits.
Par contre, avec le test de FRAP, les fruits présentent une activité élevée par rapport
aux feuilles. Cela pourrait s’expliquer en comparaison avec la composition chimique
de chaque organes (feuilles et fruits). En ce qui concerne, les fruits, la composition
chimique est majoritairement dominée par les monoterpénes contrairement aux
feuilles. Aussi, cette composition des fruits pourrait provoquer la réduction de 1’ion
Fe** 4 1a forme Fe ** (Al-Farsi et al., 2005). Ces variations des activités antioxydantes
des HE entre les deux tests peuvent s’expliquer notamment par les différences dans
les réactifs utilisés par chaque méthode (Ouedraogo et al., 2015) et les composés
présentent en grandes quantités ou non connus pour leurs propriétés biologiques.
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1.2. Activités anti-inflammatoires des différentes HE

Afin d'évaluer le potentiel anti-inflammatoire in vitro des HE de nos trois plantes,
leur activité inhibitrice de la lipoxygénase a été évaluée, tandis que la méthode anti-
dénaturation du sérum d'albumine bovine (SAB) a été réalisée avec Z. leprieurii
uniquement.

1.2.1. Activité inhibitrice de la lipoxygénase des différentes HE

Le potentiel anti-inflammatoire des HE Z. leprieurii, Z. psammophilum et Z.
mezoneurispinosum est évalué par la méthode enzymatique de la 5-lipoxygénase.
Cette enzyme est impliquée dans le processus de I’inflammation. La quercétine a été
utilisée comme étalon de référence. Les résultats sont exprimés en ICsp et présentés
dans le tableau 22. De ces HE des trois plantes testées au total. L’HE des racines, des
écorces et des feuilles de Z. mezoneurispinosum (p-valeur < 0,05) ont présenté la
meilleure activité inhibitrice de la lipoxygénase avec des valeurs ICso de 25,30 £+ 2,20
pug/mL, 26,20 + 0,20 pg/mL et 26,40 + 0,20 pg/mL respectivement. Cette activité est
considérable proche de celle de la quercétine utilisée comme contrdle positif qui est
de 21,6 0+ 0,10 ug/mL. Les HE de Z. leprieurii (les feuilles (26,26 + 0,04 ug/ml), les
écorces (28,40 £ 0,02 ug/mL) et les fruits (32,42 + 0,15 pg/mL)) et Z. psammophilum
(racines (27,60 £ 0,10ug/mL), les feuilles (28,40 + 0,1 ug/mL) et les écorces (31,30
+ 0,0 ug/mL)) présentent une activité inhibitrice de la lipoxygénase modérée par
rapport a la premiere espece. Ces résultats pourraient s’expliquer par la différence de
la teneur en composition chimique des organes en monoterpenes, sesquiterpenes et en
méthylcétones. En ce qui concerne Z. leprieurii, les propriétés anti-inflammatoires ont
été plus évaluées sur les extraits par rapport aux HE. Cependant, nos résultats viennent
confirmer celle des études sur cette espece poussant dans divers autres endroits (Negi
et al, 2011; Adebayo et al, 2015). L’activit¢é anti-inflammatoire Z.
mezoneurispinosum et Z. psammophilum est due a la présence du (E)-B-
caryophyllene, a-pinéne et des méthylcétones connus pour leur activité anti-
inflammatoire élévées (Dang et al., 2005 ; Fermandes et al., 2007 ; Kim et al.,
2015 ; Chen et al., 2014). 11 pourrait donc étre intéressant de tester aussi ces HE sur
la fonction cyclo-oxygénase de la prostaglandine-H synthase (PGHS), afin de
constituer l'activité thérapeutique in vivo et de comprendre le mécanisme de son
l'activité biologique (Bedi et al., 2004 et 2010).
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Tableau 22 : Activité inhibitrice de la lipoxygénase des HEs de Z. leprieurii, Z.
psammphilum et Z. mezoneurispinosum, les données en triplicat.

Inhibition de la lipoxygénase ICso (ug/mL)

Quercétine 21,60+0,10

Feuilles 26,26 + 0,04

Z. leprieurii Ecorces 28,40 = 0,02
Fruits 32,42 £0,15

Feuilles 28,40 + 0,01

Z. psammophilum Ecorces 31,30 + 0,00

Racines 27,60 +0,10

Feuilles 26,40 + 0,20

Z. mezoneurispinosum Ecorces 26,20 + 0,20

Racines 25,30+ 0,20

1.2.2. Inhibition de la dénaturation de 1I'albumine de I’HE de Z. leprieurii

Le tableau montre les résultats de ’activité anti-inflammatoire in vitro de I’'HE des
feuilles, des écorces et des fruits de Z [eprieurii qui consiste a évaluer les
pourcentages d’inhibition de la dénaturation de Sérum albumine Bovine (SAB). Les
résultats sont exprimés en ICso (tableau 23).

Tableau 23 : Activité inhibitrice de la dénaturation de 1’albumine de I’HE de Z. leprieurii

Témoin et Organes ICso (ug/mL)
Diclofénac sodium 21,90 + 0,08
Feuilles 26,08 = 0,12
Ecorces 35,07 £0,15
Fruits 26,68 + 0,09

On remarque d’apres les résultats présentés dans le Tableaul8 que les feuilles ont
donné une meilleure inhibition de la dénaturation de SAB avec 21,90 + 0,08 pg/mL,
suivie des fruits (26,68 + 0,09 pg/mL) et des écorces (35,07 + 0,15 pg/mL)
comparativement au Diclofénac sodium (21,90 = 0,08 pug/mL). Les résultats ont
montré que ces HE sont doués d’activité anti-inflammatoire. En outre, le pourcentage
de protection de la BSA dépend de I'HE (p-valeur < 0,05). L'origine de ces hautes
activités inhibitrices de la lipoxygénase peut étre dues a la différence de teneur de
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I’HE des organes en monoterpenes, en méthylcétones et en sesquiterpénes, qui sont
connus pour leurs activités anti-inflammatoires (da Silva et al., 2012 ; Chen et al.,
2014 ; kim et al., 2015). C’est aussi dans ce travail que la méthode anti-dénaturation
du sérum d'albumine bovine (BSA) sur les HE de Z. leprieurii a été évaluée pour la
premiere fois.

1.3. Activités insecticides des différentes HE

Face aux effets néfastes de [Iutilisation des insecticides de syntheése sur
I’environnement, d’importants travaux ont été effectués dans le souci de réduire voire
d’éradiquer completement leur utilisation. C’est ainsi que des substances d’origine
végétale telles que les HE ont été testées. Aussi, cette activité élevée est-elle menée
dans le but de freiner les pertes dues aux infestations d’insectes et pour développer
des alternatives de sécurisation des denrées stockées. Seules les HE des écorces de Z.
psammophilum et des feuilles, des écorces et des fruits de Z. leprieurii sont
concernées. Afin d’évaluer I’activité insecticide des méthylcétones, notre choix s’est
porté sur ces deux plantes. Cette activité a été réalisée selon deux méthodes : le test
de répulsion et le test de 1’évaluation de la mortalité par effet de contact.

1.3.1. Effet répulsif sur papier filtre de Sitophilus granarius par les HE et
Talisma UL

Le tableau 24 montre les pourcentages de répulsion a différentes doses des HE de
Z. psammophilum et Z. leprieurii. Apres le temps d’exposition, Les doses (10, 14, 18,
22, 26 et 30uL) présentent respectivement vis-a-vis du Sitophilus granarius les
résultats suivants : pour ’écorce de Z. psammophilum 66,70% ; 86,70 ; 86,70% ;
86,70% ; 93,33% et 100%. Aussi, pour Z. leprieurii, les feuilles ont-elles donné
27,00% ; 73,00% ; 80,00% ; 80,0% ; 100% et 100% ; les écorces (73,00% ; 80,00% ;
87,00% ; 93,00% ; 100% et 100%) et les fruits (13,00%, 60,00% ; 67,00% ; 73, 00%
et 80,00%). Toutes ces HE sont comparées a I’insecticide chimique Talisma UL qui,
selon les doses, a donné respectivement 15,40% ; 20,00% ; 20,00% ; 20,00% ;
33,33% et 40,00%. Ces analyses ont été répétées 3 fois. Ainsi la figure 67 montre
I’évolution de chaque HE en fonction du pourcentage de répulsion et de la
concentration en HE.
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Tableau 24 : Pourcentage de répulsion des HE de Z. psammophilum, Z. leprieurii et de
I’insecticide chimique (Talisma UL)

Pourcentage de répulsion (%)

Doses Talisma UL Ecorces Z. Feuilles Z. Ecorces Z. Fruit Z.
(uL) psammophilum leprieurii leprieurii leprieurii
10 15,00 + 2,64 66,70 + 2,08 27,00 £ 0,60 73,00 £ 0,5 13,00 + 1,15
14 20,00 + 1,07 86,70 £ 0,58 73,00 £ 1,20 80,00 £ 0,0 60,00 £ 0,00
18 20,00 + 1,07 86,70 + 1,15 80,00 + 1,70 87,00 £ 1,2 67,00 + 2,08
22 20,00 + 1,07 86,70 £ 0,58 80,00 + 0,00 93,00 £ 0,6 73,00 £ 1,15
26 33,33 £0,57 93,33 £0,58 100 £ 0,00 100 £ 0,0 73,00 £ 0,58
30 40,00 £ 1,73 100 £ 0,0 100 + 0,00 100 £ 0,0 80,00 + 1,00
Test de répulsion
120
) 100 —8—Talisma
S s0
E Ecorces Z.
g 60 psammophilum
% Feuilles 7.
; 40 leprieurii
ﬁ Ecorces Z. leprieurii
20
0 == Fruits Z. leprieurii
0 10 14 18 22 26 30
Concentration (ul)
Figure 67 : Courbe de la mortalité de Sitophilus granarius traités par les huiles

essentielles et le Talisma

Les résultats du tableau et de la figure montrent que 1I’effet répulsif dépend de la
dose. L effet répulsif de 'HE de ces especes et de I'insecticide chimique a également
été évalué par la méthode McDonald (tableau 25). A la lumiere de ces résultats, les
HE de ces plantes ont un effet répulsif marqué sur I’insecte Sitophilus granarius
comparativement a 1’insecticide chimique Talisma UL (24,78%). Par ailleurs, 1’ordre
de répulsion des HE est le suivant : écorce de Z. leprieurii (88,83%) > écorce de Z.
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psammophilum (86,68%) > feuille de Z. leprieurii (76,66%) > fruit Z. leprieurii
(61,00%). Cependant I'HE des écorces des deux especes sont plus actives pour le test
de répulsion que celui de ’insecticide chimique. L’effet répulsif peut étre attribué a
leur composition chimique et aussi a la synergie des composés. En effet, ces deux HE
sont totalement et /ou majoritairement dominées par les méthylcétones.

En outre, I'HE des écorces de Z. leprieurii se différencie de 'HE de 1’écorce de Z.
psammophilum par la présence de sesquiterpenes. Les méthylcétones ont montré leur
pouvoir insecticide tout au long de ce travail. Cependant, il serait difficile de penser
que l’activité insecticide de ces huiles se limite uniquement a certains de ses
constituants majoritaires. Elle pourrait aussi étre due a un effet synergique de plusieurs
constituants. Alors que Ojimelukwe et Tapondjou montrent que les propriétés
insecticides sont dues aux monoterpenes tels que a-pinéne, le camphre et 1-8 cinéole
etc (Ojimelukwe et al,, 1999 ; Tapondjou et al, 2005), nous observons ici le
contraire. En effet, la présente étude vient confirmer que c’est plutot le tridecan-2-one
et le undecan-2-one en synergie avec d’autres composés minoritaires de nos HE qui
possedent les meilleures activités insecticides. Aussi, I’activité répulsive de nos HE
sont élevées par rapport a d’autres HE considérées comme hautement répulsives
(Toudert et al., 2014).

Tableau 25 : Classement des organes suivant les pourcentages de répulsion de Sitophilus
granarius apres 2 h de traitement aux HE et Talisma

Substances testées Moyenne de Classe de Effet
répulsion (%) répulsion

Ecorce de Z. psammophilum 86,68 \" Tres répulsif

Feuille de Z. leprieurii 76,66 v Répulsif

Ecorces de Z. leprieurii 88,83 \Y Tres répulsif

Fruit de Z. leprieurii 61,00 v Répulsif

Talisma UL 24,78 11 Faiblement
répulsif

1.3.2. Détermination des taux de mortalité de Sitophilus granarius par les HE
et Talisma UL

La prévention des pertes dues aux infestations d'insectes pendant le stockage des
céréales est d'une importance économique primordiale surtout pour les pays en
développement (Talukder et al., 2004 ; Dubey et al., 2008). Les pertes causées par
les insectes comprennent non seulement les pertes directes liées a la consommation
d'amandes, mais aussi l'accumulation d'exuvies, les sangles, et les cadavres.
Cependant, la consommation de céréales n'est pas la seule perte causée par les
insectes, car des niveaux élevés de détritus d'insectes peuvent aboutir a des céréales
impropres a la consommation humaine et la perte de produits alimentaires, tant en
termes de qualité que de quantité. Environ un tiers de la production alimentaire
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mondiale est détruite par les insectes chaque année, cela représente plus de 100
milliards de dollars. Les pertes les plus importantes (43%) se produisent dans les pays
en voie développement (Jacobson, M., 1982 ; Ahmed et al., 1986), par exemple la
Cote d’Ivoire (Johnson et al., 2017). Dans la zone tropicale, les pertes qualitatives et
quantitatives causées par les insectes varient de 20 a 30%, tandis que les pertes sont
de 5 al0% dans les zones tempérées (Rajashekar et al., 2010). Cependant,
I’utilisation d’insecticides chimiques pour lutter contre les parasites est peu courante,
car la tendance actuelle est I’utilisation des insecticides naturels pour éviter que les
résidus chimiques s’accumulent et se renforcent dans les aliments.

Ainsi, les activités insecticides des HE d’écorce de tronc de Z. psammophilum, de
feuilles, d’écorce et de fruits de Z. leprieurii ont été évaluées contre Sitophilus
granarius, 1'un des ravageurs des céréales stockées les plus nuisibles au monde. Cet
insecte est treés nuisible, car sa caractéristique physiologique et morphologique lui
permet de vivre, se déplacer et de déposer ses ceufs et de permettre a des parasites
secondaires de se développer (Fleurat-Lessard, F., 2018).

Il ressort des résultats issus des tests insecticides d’évaluation du taux de mortalité
que I’'HE d’écorce de Z psammophilum, de feuilles, d’écorce et de fruit de Z
leprieurii ont un effet insecticide sur Sitophilus granarius. L’ analyse de variance
montre qu’il n’existe aucune différence significative entre les HE pour ce qui est du
taux de mortalité. Cependant, la concentration de I’huile essentielle a un effet
significatif sur le taux de mortalité (P-valeur<0,05). Les résultats ont été exprimés en
dose 1étale (DL) a 50%, 90% et 95% pour chaque HE apres 24h d’exposition. Ces
valeurs ont été déterminées a partir de la courbe de Hill qui représente le logarithme
des doses testées et les pourcentages de mortalité corrigée. Cette analyse s’est faite en
probit a I’aide du programme python 3.7 donnant ainsi, les variations de la mortalité
en fonction des concentrations des HE.

Les figures 68-72 présentent les variations des taux de mortalité. A la lumiére de
ces figures,

L’effet insecticide du Talisma UL a permis d’obtenir une courbe de régression de
R?=0,97, des DL dont une DLs (3,44 uL/mL), DLy (27,83 uL/mL) et DLos (56,66
uL/mL).

Les HE d’écorce de Z. psammophilum, de feuille, d’écorce et de fruit de Z. leprieurii
ont montré une activité insecticide tres intéressante avec des courbes de régression de
0,961, 0935, 0,956 et 0,943 respectivement. Les différentes DL de I’'HE sont
respectivement les suivantes : DLso de 10,02 puL/mL, 15,76 pL/mL, 8,87 uL/mL et
11,26 pL/mL. Selon I’ordre des HE décrit pour DLso, pour ce qui concerne les DLg et
DLos, on note également respectivement les valeurs suivantes : 34,43 uL/mL, 26,27
puL/mL, 23,69 pL/mL, 93,20 uL/mL et 52,38 pL/mL, 31,26 uL/mL, 33,10 pL/mL et
191, 20 uL/mL. Ces activités sont légerement inférieures a celle de I’insecticide
chimique Talisma sur Sitophilum granarius. Ces résultats confirment ceux obtenus
par Juliet et al. (2011) qui ont montré que les HE de Z. monophillum tuent 90 % des
insectes. Cependant, la composition chimique de I'HE de Z. monophillum était
essentiellement constituée de monoterpénes et de sesquiterpenes. Des études ont
montré que I’activité insecticide des HE est due a un effet combiné de plusieurs
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composés terpéniques (Kouminki et al., 2007 ; Noudjou et al., 2007). Cependant,
les HE utilisées pour I’activité insecticide sont majoritairement dominés par les
composés non terpéniques. Tout cela vient encore confirmer les activités décrites sur
les composantes principales. De plus, en comparaison avec les HE de cannelle
(Cinnamomum zeylanicum) et de clou de girofle (Syzygium aromaticum),
généralement décrites comme ayant une forte activité insecticide (Plata-Rueda et al.,
2018), nos DLso des HE sont plus faibles, ce qui montre une meilleure activité
insecticide de ces dernieres et ouvre donc des perspectives d'application dans la
protection des denrées alimentaires stockées.

R2=0.97 . .
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Figure 68 : Toxicité de l'insecticide chimique Talisma UL sur Sitophilus granarius
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Figure 69 : Toxicité de I’HE de I’écorce de Z. psammophilum sur Sitophilus
granarius
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Figure 70 : Toxicité de I’HE de feuilles de Z. leprieurii sur Sitophilus granarius
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HE de Z.Leprieurii ecorce
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Figure 71 : Toxicité de I’HE d’écorce de Z. leprieurii sur Sitophilus granarius

HE de Z.Leprieurii fruits
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Figure 72 : Toxicité de I’HE de fruits de Z. leprieurii sur Sitophilus granarius
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1.4. Activité antiplasmodiale des HE

Dans ce travail, I’activité antiplasmodiale de I’HE des plantes a été évaluée. L’étude
de I’activité antiplasmodiale du genre Zanthoxylum se réalise généralement avec les
extraits. Cependant, pour ce travail, cette activité a été plutot réalisée sur les HE ; ce
qui constitue une premiere. Parmi ces HE, certaines n’ont pas été testées en raison de
leur faible quantité (racines et écorces de Z. psammophilum et de Z.
mezoneurispinosum).

Les HE isolées des plantes ont été évaluées sur une souche sensible a la chloroquine
de Plasmodium falciparum (3D7). Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’inhibition (ICso) et présentés dans le tableau 26 ci-dessous. L’analyse de ce tableau
indique que 1'HE d'écorce a une activité antiplasmodiale modérée (ICso = 37,49 +4,2
pg/mL), et 'HE de feuille a une activité faible (ICso = 59,30 + 3,4 pg/mL) de Z.
leprieurii, en comparaison avec 1'étalon d'artémisinine (ICso = 0,004 + 0,001 pg/mL).
En revanche, les HE de fruit, d’écorce et de feuille respectivement de Z. leprieurii, Z.
psammophilum et Z. mezoneurispinosum se sont montrées moins actives avec des ICso
> 100. L’ activité antiplasmodiale modérée de cette HE peut étre due a I’abondance de
composés non terpéniques. A notre connaissance, aucune étude n’a démontré
I’activité antiplasmodiale de ces composés. Aussi, il est possible que l'activité mise
en évidence provienne de la présence de composés mineurs, ainsi que de la synergie
entre différentes molécules. Néanmoins, des études menées sur des extraits végétaux
de Z. leprieurii et d'autres especes de Z. chalybeum et de Z. zanthoxyloides, ont montré
des taux élevés d’activité antiplasmodiale (Tchinda et al., 2009 ; Goodman et al.,
2019 ; Muganga et al., 2010), qui soutiennent toutes ['utilisation efficace des especes
de Zanthoxylum dans la médecine traditionnelle pour le traitement de la malaria.

Tableau 26 : Pourcentage d’inhibition de I’activité antiplasmodiale des HE de Z. leprieurii,
Z. psammophilum et Z. mezoneurispinosum

Témoin et Organes ICso (ug/mL)
Artémisinine 0,004 £ 0,001 pg/mL
Feuilles 59,30 + 3,40 pg/mL
Z. leprieurii Ecorces 37,49 £ 4,20 pg/mL
Fruits >100
Z. psammophilum (écorces) >100
Z. mezoneurispinosum (feuilles) >100
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2. Conclusion partielle sur les activités biologiques
réalisées
Les tests biologiques réalisés avec les échantillons des HE des organes des trois

especes ont révélé des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, insecticides et
anti-plasmodiales.

L’étude comparative des résultats des tests d’évaluation des activités antioxydantes
montre que I’'importance de ces activités varie suivant les especes et les organes. Ces
variations sont dues d’une part aux réactifs utilisés pour chaque méthode et aux
composés présents suivant leur proportion. Les potentialités anti-inflammatoires des
HE ont été aussi évaluées. Les résultats ont montré qu’elles sont douées d’activités
anti-inflammatoires dont I'intensité différe suivant leur origine. Les HE de ces 3
plantes ont un effet treés répulsif sur ’insecte Sifophilus granarius. Elles peuvent
aussi, entrainer sa mort dans certaines conditions (concentrations élevées). Le dernier
test réalisé porte sur I'activité anti-plasmodiale des HE. Elles ont un effet anti-
plasmodial modéré et cette activité est liée a I’abondance de composés non
terpéniques.

Ces résultats, expliqueraient l'utilisation des especes de Zanthoxylum dans la
médecine traditionnelle pour le traitement de diverses pathologies. Ces plantes
peuvent donc étre valorisées en médecine traditionnelle pour la fabrication de
médicaments traditionnels améliorés. Elles peuvent étre également utilisées pour la
fabrication de pesticides biologiques.
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Chapitre 5. Etude des métabolites secondaires non volatils

1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique a été effectué dans le but de mettre en évidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans les drogues des deux
especes Z. mezoneurispinosum et Z. psammophilum.

Les tableaux 27 et 28 représentent 1’évaluation préliminaire de la composition
phytochimique de quelques familles chimiques caractérisées dans les broyats et les
extraits des feuilles et des écorces du tronc des deux plantes.

Tableau 27 : Familles chimiques caractérisées dans les broyats (extraits bruts)

Métabolites Z. mezoneurispinosum Z. Psammophilum
secondalres Feuilles Ecorces Feuilles Ecorces
Flavonoides ++ ++ ++ +
Tanins + + + +
Terpénes et Stérols + ++ ++ ++
Saponines + + + ++
Alcaloides ++ ++ ++ ++
Polyphénols ++ ++ ++ ++

+ : présence certaine + : présence incertaine - : absence
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Tableau 28 : Familles chimiques caractérisés dans les extraits aux solvants

Métabolites Z. mezoneurispinosum Z. Psammophilum
secondaires Feuilles Ecorces Feuilles Ecorces

EA H DCM | AcOEt EA H  DCM  AcOEt EA H DCM | AcOEt EA H DCM | AcOEt
Flavonoides + = ++ + ++ - + + + o o + + - + +
Terpénes et N + + + + + |+ ¥ + + o+ + * + |+ +
Stérols
Polyphénols + = + + + - + + + = o + + - - +
Alcaloides + + ++ ++ + - + + + - + + + - + ++

EA : extraits aqueux ; H : hexane ; DCM : dichlorométhane ; AcOEt : acétate d’éthyle ; + : présence certaine +/- : présence en
faible concentration ; - : absence
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Les résultats du screening phytochimique réalisés sur les organes (feuilles et écorces
du tronc) de Z. mezoneurispinosum et Z. psammophilum montrent la présence de
plusieurs familles de composés chimiques.

Cette analyse a montré que les alcaloides, les flavonoides, les terpeénes et les
polyphénols sont abondants que les autres métabolites secondaires comme les tanins
et les saponines.

Les constituants chimiques mis en exergue par le criblage phytochimique augurent
des activités pharmacologiques intéressantes de nos plantes étudiées. Il s’agit
notamment des alcaloides, des flavonoides, des terpenes et des polyphénols qui sont
dotés d’activités antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anti-
plasmodiale et anticancer etc (Turkiewecz et al., 2019, Pompeo et al., 2019,
Wojodylo et al., 2019, Adamczak et al., 2020, Ticona et al., 2020).

Les résultats de ce screening phytochimique nous a amené a effectuer des opérations
de dosage afin de quantifier les métabolites secondaires des feuilles et des écorces du
tronc de Z. mezoneurispinosum et de Z. psammophilum.

2. Dosage de la teneur en alcaloides totaux,
flavonoides, polyphénols et tanins des plantes par
colorimétrie

Les résultats des différents dosages ont été déterminés a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage (annexe 2), établie avec, I’atropine, la
quercétine et 1’acide gallique. Les valeurs sont exprimées respectivement (matieres
seches) en mg EAG/g SM, mg EA/g SM et mg EQ/g SM.

2.1. Dosage des alcaloides totaux (AT)

Les résultats des teneurs en alcaloides totaux sont obtenus a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec des concentrations connues d’atropine (Y = 0,0121x
+0,0314) avec un coefficient de corrélation R*=0,9966. La teneur en alcaloides totaux
varie et differe d’une plante a 1’autre et aussi d’un extrait a I’autre selon 1’organe. La
figure 73 (F DCM : feuilles dichlorométhane ; E DCM : écorces dichlorométhane ; F
AcOEt : feuilles acétate d’éthyle ; E AcOEt : écorces acétate d’éthyle) présente les
résultats. Les valeurs des dosages ont montré que les différents extraits de Z
mezoneurispinosum présentent les teneurs élevées en AT pour I’extrait DCM des
feuilles (84,76 £ 0,70 mg EA/g SM) que I’ AcOEt des feuilles (62,94 + 1,80 mg EA/g
SM). Par contre, les extraits des écorces au DCM (85,97 + 0,50 mg EA/g SM) et
AcOEt (81,65 £+ 0,50 mg EA/g SM) sont presque similaires, sauf que I’extrait DCM
est légeérement supérieur a I’extrait AcOEt. En 1’occurrence 1’espece Z.
psammophilum donne les teneurs les plus faibles avec des valeurs de 14,66 + 0,60 mg
EA/g SM, 25,00 £ 1,70 mg EA/g SM, 13,82 + 0,40 mg EA/g SM et 37,63 £ 2,90 mg
EA/g SM respectivement des deux extraits et aussi des organes.
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Figure 73 : Teneurs en composés alcaloidiques dans les extraits de Z.
mezoneurispinosum et Z. psammophilum

2.2. Dosage des flavonoides totaux (FT)

Les résultats ont été obtenus a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec des
concentrations croissantes de quercétine (Y = 0,011x +0,0195 ; R? = 0,9981). Au
regard de la figure 74, les teneurs en flavonoides totaux varient peu entre les différents
extraits et aussi les organes. Cependant, les extraits de Z. mezoneurispinosum sont
plus élevés que Z. psammphilum. E AcOEt enregistre un taux de flavonoides (90,64
+ 2,56 mg EQ/g SM) suivie de F DCM (87,51 = 1,30 mg EQ/g SM) et de E DCM
(84,09 £ 4,20 mg EQ/g SM), la teneur la plus faible est présente dans F AcOEt (74,12
+ 1,30 mg EQ/g SM), et la plus basse concentration des flavonoides totaux a été
mesurée dans Z. psammophilum. Les valeurs des teneurs sont rangées dans 1’ordre
suivant E AcOEt (54,26 + 0,90 mg EQ/g SM) > F DCM (49,05 + 0,50 mg EQ/g SM)
> E DCM (38,13 £ 0,60 mg EQ/g SM) > F AcOEt (27,39 + 0,80 mg EQ/g SM).
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Figure 74: Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits de Z. mezoneurispinosum
et Z. psammophilum

2.3. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Les teneurs en phénols totaux estimées par la méthode de Folin-Ciocalteu pour
chaque extrait ont été rapportées en mg équivalent d’acide gallique par gramme du
matériel végétal sec. Elles ont été obtenues a partir de la courbe d’étalonnage établie
avec des concentrations connues d’acide gallique (Y = 0,0189x +0,0379; R? =
0,9974). Les résultats du dosage de PPT des différentes parties des plantes sont
présentés dans la figure 75.
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Figure 75 : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits de Z.
mezoneurispinosum et Z. psammophilum

L’analyse quantitative des PPT des feuilles et des écorces des 2 plantes a montré
que les extraits AcOEt sont plus riches que les extraits DCM. Pour les extraits AcOEt,
les écorces de Z. mezoneurispinosum (93,41 = 4,8 mg EAG/g SM) présentent la
quantité la plus importante en PPT suivies des feuilles et écorces de Z. psammophilum
(79,48 + 0,70 mg EAG/g SM ; 76,64 £+ 3,8 mg EAG/g SM respectivement) et des
feuilles Z. mezoneurispinosum (59,14 £ 1,7 mg EAG/g SM). En ce qui concerne les
extraits DCM, c’est I’espece Z. mezoneurispinosum qui possede les teneurs les plus
élevées dans les concentrations des écorces (65,23 + 3,10 mg EAG/g SM) et des
feuilles (49,53 £ 0,90 mg EAG/g SM). Tandis que les feuilles (28,84 + 0,40 mg EAG/g
SM) et les écorces (18,47 £ 1,10 mg EAG/g SM) présentent les teneurs les plus faibles
dans Z. psammophilum.

2.4. Dosage des tanins totaux (TT)

La teneur en tanins a été définie a partir de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant
I’acide gallique comme standard. Les résultats (figure 76) ont été déterminés a partir
de I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Y =0,015x + 0,031 ;
R? =0,9959).

Au niveau des feuilles de Z. mezoneurispinosum, les extraits AcOEt (69,40 + 1,40
mg EAG/g SM) et DCM (68,80 + 1,30 mg EAG/g SM) présentent des teneurs élevées
en TT suivies respectivement des écorces 54,02 £+ 1,60 mg EAG/g SM et 40,89 + 0,70
mg EAG/g SM de AcOEt et DCM. Par contre, Z. psammophilum, est la moins riche.
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Cependant, les extraits AcOEt sont plus élevés que les extraits DCM. Par ailleurs,
selon I’ordre suivant, on observe que F AcOEt (41,51 + 0,10 mg EAG/g SM) > E
AcOEt (41,49 £ 0,40 mg EAG/g SM) > F DCM (34,76 + 1,80 mg EAG/g SM) > E
DCM (23,64 £ 0,20 mg EAG/g SM).
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Figure 76 : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits de Z.
mezoneurispinosum et Z. psammophilum

La caractérisation physico-chimique des extraits a été réalisée dans le cadre de
I’investigation des biomolécules produites par les deux especes. Cette investigation a
montré que sur le plan quantitatif et qualitatif Z. mezoneurispinosum présenterait plus
de composition que Z. psammophilum.

Nous avons choisi 1’extrait des feuilles dichlorométhane (DCM) de Z
mezoneurispinosum dans la suite de nos expériences.

3. Extraction et purification

Concernant cette partie (extraction et purification), nous nous sommes intéressés
aux feuilles Z. mezoneurispinosum.

Une seule étude a été réalisée sur les écorces des racines de Z. mezoneurispinosum
par Kouassi et al. (2014). Elle a conduit a I’isolement de 17 composés dont : un
triterpéne, un phytostérol, un flavonoide, un lignane, un amide, un cyclopeptide et des
alcaloides. Ces alcaloides étaient de types quinoléiques, aporphine quaternaire,
benzyltétrahydroisoquinoleine, protoberberine et benzophenanthridine.
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3.1. Extraction

La poudre des feuilles (1 kg) a été extraite avec un systeme binaire (1/1) de solvant
méthanol/eau pour donner I’extrait brut hydro-méthanolique (55,15 g).

Cet extrait subit une extraction alcaloidique décrite dans la partie méthodologie.

A cet effet, 30 g de cet extrait subit une contre extraction liquide/liquide au
dichlorométhane pour donner I’extrait MFD (5,85 g). Ensuite I’extrait aqueux subit
encore une autre contre extraction a 1’acétate d’éthyle pour I’obtention de I’extrait
MFA (2,15 g). Enfin, I’extrait aqueux est séché pour donner I’extrait MFaq (21,54 g).
Les rendements (Rdt) des extractions ont été également calculés par rapport a la
drogue de départ (1kg). Tous ces résultats sont consignés dans le tableau 29. Les
extraits MFD et MFA ont montré une réaction positive au réactif de Dragendorff. Ce
réactif permet de caractériser les alcaloides. L’extrait MFA n’a rien donné, donc pour
la suite, nous avons choisi de travailler avec 1’extrait MFD. Aussi, au vu des résultats
sur les tests biologiques totaux des extraits, I’extrait MFD présent-il le meilleur profil.

Tableau 29 : Extraction des feuilles de Z. mezoneurispinosum

Drogue Extrait Masse (g) Rdt (%) Test
végétale(g) Réactif au
Dragendorff
MFD 5,85 0,585 ++
1000
MFA 2,15 0,215 ++
MFaq 21,54 2,154 -

3.2. Fractionnement de ’extrait MFD des feuilles de Z.
mezoneurispinosum

3 g de I’extrait au dichlorométhane (MFD) ont été fractionnés par chromatographie
sur colonne de gel de silice en utilisant le gradient de solvants
hexane/dichlorométhane/acétate d’éthyle comme éluant. Aprés collecte et
rassemblement des éluats selon leurs profils chromatographiques, 8 fractions (D1 a
D8) ont été constituées. Les composés MFD1 (8,5 mg) et MFD2 (20,9 mg) ont été
obtenus a partir de la fraction D1 (41 mg) par CLHP préparative sur colonne C18 avec
le gradient HO/ACN a 1% de H3PO, comme phase mobile. Par ailleurs, les composés
MFD3 (11,5 mg), MFD4 (10,8 mg), MFD5 (30,5 mg) et MFD6 (10 mg), MFD7 (15,4
mg) et MFDS (12,1 mg) ont été obtenus a partir des fractions D2 (24,2 mg), D3 (19,1
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mg), D5 (60,3 mg), D7 (30,2 mg) et D8 (21,3 mg) respectivement par la méme
opération.

3.3. Détermination des structures des composés isolés de
DUextrait MFD des feuilles de Z. mezoneurispinosum

L’€lucidation des structures des composés isolés de I’extrait MFD a été effectuée
par combinaison de techniques spectrales telles que la RMN 'H et *C mono et bi-
dimensionnelles, I’infrarouge, la masse et par comparaison des données spectrales
avec celles de la littérature. Les 8 fractions isolés a partir de 1’extrait MFD, ont permis
d’identifier 3 métabolites secondaires isolés dans les racines de Z. mezoneurispinosum
(Yao Kouassi 2014a, b). Cependant, les 5 autres ont été isolés pour la premiére fois
dans les feuilles de Z. mezoneurispinosum.

3.3.1. Elucidation structurale du composé MFD1

Le composé MFDI1 se présente sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
DMSO. Sa formule brute C3HsoO est compatible avec la valeur a m/z 426 sur le
spectre de masse en tandem avec ionisation par électrospray.

La présence sur le spectre IR des bandes d’absorption a 3600 et 1050 cm™! révele
I’existence dans la structure de MFD1 de groupement hydroxyle d’alcool secondaire.
Des bandes d’élongation C-H de méthyles angulaires sont observées a 2900-2850 cm’
!, Les absorptions a 1400 et 1100 cm™ sont respectivement caractéristiques de
groupements méthyleénes cycliques et de cyclo-alcanes. Par ailleurs, ce spectre
suggere la présence dans la structure de MFD1 de groupement éthylénique a travers
la fréquence d’élongation a 1600 cm™ (annexe 3).

Le spectre de RMN C (figure 77) permet d’observer des signaux pour trente
atomes de carbone dont sept méthyles, onze méthylenes, six méthynes et six carbones
quaternaires (tableau 30) suggérant une structure de type triterpéne.
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Figure 77 : Spectre RMN "*C (600 MHz, DMSO-d6) de MFD1

Le spectre de RMN 'H (figure 78) met en évidence des protons isoprényles
caractéristiques d’un triterpene pentacyclique de type lupane a travers les résonances
a0 4,68 ppm (1H, m), 4,54 ppm (1H, m) et 1,64 ppm (3H, s). On note également sur
ce spectre la présence d’un proton oxyméthyne a 6 2,96 ppm (dd ; 10,4 Hz ; 5,44 Hz).
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Figure 78 : Spectre RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) de MFD1

L’ attribution des protons a leurs carbones respectifs a été effectuée grace a 1’analyse
du spectre HMBC (figure 79). L’ensemble de ces données spectrales, en accord avec
celles de la littérature permet d’identifier le composé MFDI1 (figure 80) au lupéol
(Fotie et al., 2006). Ce composé a déja été isolé des racines de Z. mezoneurispinosum.
Il présente de nombreuses activités biologiques intéressantes notamment anti-
inflammatoire et anticancéreuse (Saleem M. 2009 ; Gallo et al., 2009).
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Figure 79 : Schéma des corrélations Cosy et HMBC des protons du composés
MEFD1
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Tableau 30 : Déplacements chimique en RMN 1D et 2D (600 MHz, DMSO-d6) du lupéol

H

N° BC (8, ppm) * .

Atome | B3C (3, ppm) (Fotie 2006) (}?;)ppm) sm(J, | COSY HMBC

C-3:.C-5;

1 383 39,1 1,55 (2H, m) 10

2 272 278 1,44 (2H, m) C-10;C-3
2,96 (1H, dd,

3 76,8 793 10.4.5.44) H-2

4 38,5 39.2 -

5 54,9 556 0,63 (1H, m) H-6; H-7

6 13.0 18,7 1,45 (2H, m) C4

7 33,8 34,6 1,34 (2H, m)

8 424 412 ;

9 49.8 50,7 1,23 (1H, m)

10 36,7 375 -

11 20,4 213 1,16 2H, m)

12 24,7 25,5 1,01 2H, m)

13 37,6 38,4 1,60 (1H, m) H-18
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14 40,4 432 ;
15 24.6 27.8 1,47 (2H, m)
16 33,8 35,9 2,16 (2H, m) C-15
17 42.4 43.4 ;
18 47,8 48,3 1,33 (1H, m)
H21:H- | C29.C-
19 474 48,6 2,36 (1H, m) 8 30 C.20
20 1502 151.1 ;
21 292 30,2 1,87 (2H, m) 1C9'22 » C-
22 393 40,4 1,19 (2H, m)
23 28.1 28,4 0,87 (3H, s)
24 15.8 15.8 0,67 (3H, s)
25 16,0 16,5 0,76 (3H, s)
26 15,7 16,3 0,98 (3H, s)
27 143 14.9 0,91 (3H, s)
28 17.8 18,4 0,76 (3H, s)
20 1097 109.6 4,68 et 4,54 (2H, C-19;C-
m) 30
30 19,0 19,7 1,64 3H, s) 5029Cf8

3.3.2. Elucidation structurale du composé MFD2

Le composé MFD2 se présente sous forme de cristaux bruns, solubles dans le
méthanol. Sa formule brute moléculaire CisHisNOs a été déduite de son spectre de
masse ESI-HR (figure 81) qui présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a
m/z 286,1079 (Calculé 285,1001).
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Figure 81 : Spectre de masse du composé MFD2

Son spectre IR (figure 82) montre des bandes d’absorption a 3650, 1750, 1080 et a
720 cm’!, attribuables a des groupements hydroxyle, éther aromatique et éthyléne

aromatique respectivement.
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Figure 82 : Spectre infra-rouge du composé MFD

Les spectres de RMN 'H et *C ont été réalisés dans le méthanol deutéré. Le spectre
de RMN 'H (figure 83) permet d’observer quatre singulets a § 6,61 ppm (H-2), 4,05
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ppm (3-OCH3), 3,95 ppm (N-CH3) et 3,85 ppm (4-OCH3). Ce spectre, nous observons
également des signaux sous forme de doublet de doublets, et de doublet de doublets
de doublets a 6 8,37 ppm (1H, dd, 8,0 Hz ; 1,6 Hz, H-8), 7,82 ppm (1H, ddd, 8,3 Hz ;
6,6 Hz ; 1,6 Hz, H-6), 7,79 ppm (1H, dd, 8,3 Hz ; 1,2 Hz, H-5) et 7,35 ppm (1H, ddd,
8,0Hz ; 6,6 Hz ; 1,2 Hz, H-7). Le spectre de RMN 3C (figure 84) révele la présence
de huit atomes de carbone quaternaires dont trois porteurs d’oxygene a 6 164,0 ppm
(C-1), 161,1 (C-3) et 131,1 ppm (C-4), un carbonyle a & 182,0 ppm et quatre non
oxygénés a 143,6 ppm (C-10a), 142,3 ppm (C-4a), 121,6 (C-8a) et 106,5 ppm (C-9a).
Cing atomes de carbone de méthynes aromatiques sont visibles a & 135,5 ppm (C-6),
126,9 ppm (C-8), 122,77 ppm (C-7), 116,6 ppm (C-5) et 88,9 ppm (C-2). Les
résonances a & 61,0 ppm (4-OCH3s) et 56,7 ppm (3-OCH3) correspondent a des
groupements méthoxyles. Par ailleurs, un groupement N-méthyle est observable a &
34,8 ppm. Ces attributions ont été réalisées grace a I’examen complet du spectre
HMBC (annexe 5 B). Ces déplacements chimiques sont caractéristiques d’une
structure de type acridone (Wouatsa et al., 2013) substituée par des groupements
hydroxyle, méthoxyle et méthyle. La position de ces groupements sur le noyau
acridone est précisée par le spectre HMBC (figure 85). En effet, ce spectre montre
des corrélations importantes entre les protons a & 3,95 ppm (N-CH3) et les carbones
C-4a et C-10a, ce qui indique la position du groupement méthyle sur I’atome d’azote.
La position des groupements hydroxyles est précisée par les connexions observées
entre les protons a 6 4,05 ppm (3-OCH3) et 3,85 ppm (4-OCH3) et les carbones C-3 et
C-4 respectivement. Par ailleurs, la position du groupement hydroxyle sur le carbone
C-1 est attestée par les corrélations entre le proton H-2 et les carbones C-1, C-3, C-4
et C-9a. En effet, on note une absence de corrélation entre ce proton et le groupement
carbonyle C-9. Ces corrélations indiquent clairement que les groupements méthoxyles
et le groupement hydroxyle sont sur le méme noyau benzénique. Cela est confirmé
par le spectre COSY (annexe 5A) qui montre des corrélations entre les protons H-5
et H-6, H-6 et H-7 et entre H-7 et H-8 (tableau 31). La concordance des données
spectrales (SM, IR, RMN 'H et '3C) permet d’établir la structure du composé MFD2
comme étant le 1-hydroxy-3,4-diméthoxy-N-méthylacridone (figure 86). Ce
composé a été isolé dans les fruits de Z. leprieurii mais décrit pour la premiere fois
dans I’espece Z. mezoneurispinosum.
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Figure 83 : Spectre RMN 'H (600 MHz, CD;0D) de MFD2
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Figure 84: Spectre RMN "*C (600 MHz, CD;0D) de MFD2
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Figure 85 : Schéma des corrélations Cosy et HMBC des protons du composés
MFD2

O OH

Figure 86 : Structure du 1-hydroxy-3,4-diméthoxy-N-méthylacridone
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Tableau 31 : Déplacements chimique en RMN 1D et 2D (600 MHz) dans le CD;OD de 1-
hydroxy-3,4-diméthoxy-N-méthylacridone

13C (5 IH
N° Atome > | (8, ppm) 3 m ;5 (/J, COSY HMBC
1 164,0 - - -
2 88,9 6,61 (s) - C-1,C-3,C-4,C-4a, C-9a
3 161,1 - - -
4 131,1 - - -
5 116,6 7,79 (dd, 8,3 ; 1,2) H-6 C-6, C-7,C-8, C-10a
7,82 (ddd, 8,3 ; .
6 135,5 6.6 1.6) H-5 ; H-7 C-5,C-7,C-8, C-10a
7 122,7 7’133)(ddd’ 8,0;6.6 H-6 ; H-8 C-5,C-6,C-8, C-8a
8 126,9 8,37 (dd,8,0;1,6) | H-7 C-7,C-8a, C-9
9 182,0 - - -
9a 106,5 - - -
4a 142,3 - - -
8a 121,6 - - -
10a 143,6 - - -
C3-OCHs3 56,7 4,05 (s) - C-3
C4-OCH3 61,0 3,85 (s) - C-4
N-CH; 34,8 3,95 (s) - C-4a, 10a

3.3.3. Elucidation structurale du composé MFD3

Le composé MFD3 se présente sous la forme de cristaux blancs, solubles dans le
méthanol deutéré.

Sa masse moléculaire CsH3NOs a été déduite de son spectre de masse ESI-HR
(figure 87) qui présente le pic de 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z 172,0998
(Calculé 171,0895).

Son spectre IR permet d’observer des bandes d’absorption a 3300, 1670 et 1050 cm
I, attribuables respectivement a des groupements hydroxyle d’un acide carboxylique,
carbonyle et une liaison C-OH de I’acide (figure 88).
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Figure 87 : Spectre de masse du composé MFD3
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Figure 88 : Spectre infra-rouge du composé MFD3

Les spectres RMN 'H et 1*C ont été réalisés dans le méthanol-d4. Le spectre RMN
'H permet d’observer la présence de cinq signaux a & 0,93 ppm (-CH3), 6,67 ppm
(CH3-CHy) 6 7,00 ppm (CH3-CHb>), & 1,82 ppm (-CH) et 6 3,1 ppm (CH»-CH,) (figure
89).
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Figure 89 : Spectre RMN 'H (600 MHz, CDs0D) de MFD3

Le spectre RMN 3C révele la présence de deux carbones quaternaires a § 168,6 ppm
(C-1) et 2 8 166,4 ppm (C-2) (figure 90).
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Figure 90 : Spectre RMN *C (600 MHz, CD;0D) de MFD3
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Par ailleurs, le spectre COSY (annexe 6A) montre des corrélations entre les protons
géminés a 6 3,1 ppm (H-1) et a 6 1,82 ppm (H-2). Le spectre HMBC (annexe 6B)
permet d’observer des corrélations en 2/ entre (H-1) et (C-2) a 28,2 ppm aussi des
corrélations en °J sont observées entre ses protons et les carbones méthyliques (C-7)
et (C-8) a 6 20,5 ppm. Le déplacement chimique du carbone méthylénique a & 48,2
ppm (C-1) laisse supposer la présence d’un azote (tableau 32). La confirmation de ce
noyau est observée sur le spectre IR par la liaison C-N & Umax 1070 cm!.

Ces corrélations donnent un chainon de la molécule qui correspond a un
isobuthylamino. (figure 91).

Figure 91 : Chainon 1 de la molécule MFD3

Le spectre COSY montre également des corrélations entre les protons éthyléniques
a6 6,95 ppm (H-4) et a 6 6,67 ppm (H-5).

Le spectre HMBC montre en conséquence les corrélations entre les protons
éthyléniques a 6 6,95 ppm (H-4) et a 6 6,67 ppm (H-5) avec les carbonyles a & 166,4
ppm (C-3) et a 6 168,6 ppm (C-6) respectivement (figure 92). Le déplacement
chimique a 8 166,4 ppm suggere la présence d’un acide conjugué, cela est confirmé
par la présence du groupement hydroxyle observé vers 3350 cm'.

Le motif suivant est déduit :

Figure 92 : Chainon 2 de la molécule MFD3
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Pour finir, les deux motifs sont mis ensemble par la corrélation observée en HMBC
entre le proton (H-1) et le carbone (C-3) de la fonction amide (figure 93).

H\j —— COSY
\) HMBC

Figure 93 : Schéma des corrélations Cosy et HMBC des protons du composés
MFD3

La concordance des données spectrales (SM, IR, RMN 'H et 1*C), comparée a celles
de la littérature (Callahan et al., 2005) a permis d’identifier le composé MFD3
(figure 94) comme étant I’ Acide (E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique.

7

Figure 94 : Structure de I’ Acide (E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique

La molécule a été isolée dans I’espece Piper retrofractum, mais cette étude a permis
de decrire cette molécule pour la premiere fois dans le genre Zanthoxylum. L’ acide
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(E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique a été aussi synthétisé par Callahan et al.,
(2005) selon la réaction suivante (figure 95) :

: P U Y
© © s )\/
\/\_f ' NNOH
(0]

Figure 95 : Réaction de synthese de I’ Acide (E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-
énoique

Tableau 32 : Déplacements chimique en RMN 1D et 2D (400 MHz) dans méthanol-d4
(CD30D) I’ Acide (E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique

H
N° Atome 3C (3, ppm) (6, ppm) ;m (J, COSY HMBC
Hz)

1 48,2 3,1 2H ; m) H-2 C-2,C-7,C-8
2 28,2 1,82 (1H ; m) H-1 C-1,C-7,C-8
3 166,4 -

4 131,3 6,67 (1H ; d ; 15,0) H-5 C-3,C-5,C-6
5 137.8 7,00 (1H;d; 154) H-4 C-3,C-5,C-6
6 168,6 -

7 20,5 0,93 (3H;d;6,5) C-1,C-2,C-8
8 0,93 (3H;d;6,5) C-1,C-2,C-7

3.3.4. Elucidation structurale du composé MFD4

Le composé MFD4 se présente sous la forme de cristaux jaunes, solubles dans le
DMSO-d6.

Sa masse moléculaire CioH00O3 a été déduite de son spectre de masse HR-ESI-SM
mode négatif qui présente un pic d’ion pseudo-moléculaire [M-H] ~a m/z 177,0551,
(Calculé 178,0630). Le spectre IR présente une bande d’absorption vers 1000-1100
cm’!, correspondant a un éther aromatique. Aussi, une autre bande vers 700 cm™
indiquant la liaison C-H (OMe).

Le spectre RMN 'H permet d’observer deux systémes, une partie (E)-cinnamique et
une partie aliphatique.

188



Chapitre 5. Etude des métabolites secondaires non volatils

La structure cinnamique est identifiée par un noyau aromatique p-disubstitué
caractérisé par quatre protons (H-5), (H-6), (H-8) et (H-9). Ces protons sont deux a
deux équivalents a 6 6,80 ppm et 7,45 ppm. Ils sortent en doublet avec des constances
de couplage de J = 8,6 Hz. En ce qui concerne, les protons de la partie aliphatique,
nous observons une constance de couplage tres élevée J = 16,0 Hz indiquant la
position trans des protons (H-2) et (H-3) a & 6,33 ppm et 7,61 ppm sortant
respectivement en doublet (figure 96). Enfin, un singulet 6 3,76 ppm correspond au
méthoxyle.
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Figure 96 : Spectre RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) de MFD4

Le spectre RMN 3C révele la présence de trois atomes de carbone quaternaires dont
(C-4 et (C-7)de 6 127,1 ppm et 161, 3 ppm, appartenant a la structure de cinnamique
et un (C-1) a 6 169,7 ppm pour la partie aliphatique. Enfin, les sept autres carbones
sont attribués aux deux structures dont 4 pour la partie cinnamique, (C-5), (C-6), (C-
8) et (C-8-9) avec 6 131, 1 ppm et 116,8 ppm magnétiquement équivalent deux a deux
(C-) et (C-9) puis (C-6) et (C-9). Les autres carbones (C-2) et (C-3) de & 114,9 ppm
et 146,5 ppm correspondants aux groupements méthyléne de la partie aliphatique
(figure 97).
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Figure 97 : Spectre *C-RMN (600 MHz, DMSO-d6) de MFD4

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (annexe 7B) ont permis d’élucider
les positions des différents carbones. Ainsi, les carbones (C-1) et (C-4) qui correlent
en “Jcn et *Jenavec le proton (H-2) indiquant la position de la cinnamique. Aussi, nous
observons entre les carbones équivalent tels que deux & deux des corrélations en Jey
et "Jen avec le proton (H-5) , (H-6), (H-8) et (H-9) et les carbones (C-3), (C-9) (C-
7); (C-4), (C-8), (C-7) ; (C-4), (C-6), (C-T) et (C-3), (C-5), (C-7). Le carbonyle (C-1)
et (C-2) correlent en “Jeu et “Jen avec les protons du méthoxyle (figure 98). Ces
données spectrales et les corrélations ont permis d’attester que le composé MFD4 est
le méthyl 4-coumarate (figure 99) appartenant aux dérivés de 1’acide cinnamique. De
plus, ces différents déplacements chimiques élaborés dans cette étude sont voisins de
ceux de la littérature (Guzman et al., 2014) regroupée dans le tableau 33. Ce
composé a été isolé de Halorhodospira halophila bacterium (Meyer T. E., 1987). 11
présente plusieurs activités biologiques tel que 1’activité anti-inflammatoire,
antituberculeuse, antiseptique, immunostimulants et antioxydant (Anderson et al.,
1996 ; Sudi et al., 2018 ; Hennebelle et al., 2004). Ce composé est isolé pour la
premiere fois dans Z. mezoneurispinosum.
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COSY

HMBC

N

Figure 98 : Schéma des corrélations COSY et HMBC des protons du composés
MFD4

Figure 99 : Schéma du coumarate de-4- méthyl
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Tableau 33 : Déplacements chimique RMN 1D et 2D du composé MDF4 (DMSO-d6)

'H
Atl:)lme BC (6, ppm) (o, ppm) s m COSY HMBC
(J, Hz)

169,7 - - -
2 114,9 6,33 (d, 16,0) H-3 C-1,C4
3 146,5 761@ 160 | H2 | GHERERES
4 127,1 - - -
5 131,1 7,45 (d, 8,6) H-6 C-3,C-9,C-7
6 116,8 6,80 (d, 8,6) H-5 C+4, C-8,C-7
7 160,3 - - -
8 116,8 6,80 (d, 8,6) H-9 C-4, C-6,C-7
9 131,1 7,45 (d, 8,6) H-8 C-3,C-5,C-7
OCH; 52,0 3,76 (s) - C-1,C-2

3.3.5. Elucidation structurale du composé MFD5

Ce composé se présente sous la forme de cristaux orangés solubles dans le DMSO-
d6. Sa masse moléculaire C,HisNO4 a été déduite de son spectre de masse ESI-HR
qui présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z 348.

Son spectre IR présente deux bandes d’absorption a 3400 et 1100 cm™ attribuable
respectivement a des groupements ester C-O et a une liaison des amides substituées.

Le spectre RMN 'H du composé MFD35 présente 7 singulets dont trois a & 8,31
ppm (H-1), 7,78 ppm (H-4), 10,1 ppm (H-8) respectivement d’intensit¢ 1H
appartenant au groupement méthine. Les 4 autres, dont 2 appartiennent aux
méthoxyles aromatiques avec des 64,17 ppm et 4,11 ppm intégrant chacun 1H, un
autre groupement amine a 4 4,99 ppm intégrant 1H et un dernier correspondant a
I’ester a 6 6,35 ppm intégrant 2H. Ensuite, nous observons 4 doublets a 6 8,31 ppm (H-
5) ; 8,83 ppm (H-6) ; 8,28 ppm (H-11) et 8,83 ppm (H-12) respectivement avec des
constances de couplages variant de 8,9 a 9,4 Hz (figure 100).
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Figure 100 : Spectre RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) de MFD5

Le spectre RMN *C (figure 101) présente 21 signaux carbone dont 10 carbones
quaternaires (C-2, C-3, C-4a, C-7, C-9, C-10, C-12a, C-13, C-14 et C-14a), un
groupement (N-CH3) a 6 52,3 ppm et a 6 62,3 ppm (OCH3) et & 57,1 ppm (OCHz).
Nous observons également 7 méthyles (C-1, C-4, C-5, C-6, C-8, C-11 et C-12) et
enfin, un méthyléne a 6102,8 ppm.
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Figure 101 : Spectre RMN *C (600 MHz, DMSO-d6) de MFD5

L’attribution des signaux a été réalisée par I’analyse des spectres de corrélations
homonucléaires COSY (annexe 8A) et hétéronucléaires HSQC et HMBC (annexe
8B). Le spectre HMBC montre 2 corrélations *Jcu entre le proton H-8 avec les
carbones C-9 et C-12a. Ce spectre aussi a révélé 3 corrélations *Jcu et “Jeu entre le
proton H-12 avec les carbones C-10, C-9 et C-13. Enfin, les carbones C-14 et C-2
correlent avec le proton H-4 en 3Jcy (figure 102).
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U HMBC

Figure 102 : Schéma des corrélations HMBC des protons du composé MFD5

Toutes ces données peuvent faire penser a la chélérythrine (figure 103). Ce composé
est connu des Zanthoxylum. 11 a méme été isolé des racines de 1’espece étudiée et
présente des activités biologiques telles que les activités antioxydante, anti-
inflammatoire et antifongique (Dvorak et al., 2006 ; Li et al., 2014). Les attributions
des protons et des carbones sont reportées dans le tableau 34.

5 4

Figure 103 : structure de la chélérythrine
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Tableau 34 : Déplacements chimique RMN 1D et 2D du composé MDF5 (DMSO-d6)

N° 13C (3, 13C (3, ppm)* H HMBC

Atome ppm) (Yao Kouassi 2014) (8, ppm) ; m (J,
Hz)

1 104,3 103,4 831(1H ; s) C-14;C-13

2 148,8 149,9 -

3 148,7 149,6 -

4 106,8 106,4 7,78(1H ; 5) C-14;C2

4a 133.4 133,4

5 131,1 132,1 8,31 (1H, d, 9,0)

6 118.8 117,7 8,83 (IH:;d;9,1)

7 - 148.6 -

8 150,8 119,6 10,1(1H ; 5) C-9;C-12a

9 145,4 145,2 -

10 150,6 150,9 -

11 126,1 126,2 8,28 (1H, d, 8,9

12 1193 119,0 883 (1H;d;94) | C-10;C-9;C-13

12a 128,1 129,5 -

13 1253 126,3 -

14 1323 132,4 -

14a 120,2 120,3 -

OCH,0 102,8 102,8 635 2H, S)

O-CH; 62,3 62 4,17(3H, s

0-CH3 57,1 56 4,11 (3H, s)

N-CH3 52,3 51,7 4,99 (3H ; 5)

3.3.6. Elucidation structurale du composé MFDG6

Le composé MFD6 se présente sous forme de cristaux jaunes, solubles dans le
Méthanol deutéré. Sa masse moléculaire CisHi2Os a été déduite de son spectre de
masse HRESI-GTOF-SM qui présente le pic d’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z
285,0831. Son spectre IR montre des bandes d’absorption a 3700, 3000, 1100, 660
cm’!, attribuable respectivement 2 la liaison OH, une liaison C-H (OMe), liaison C-
OH et une liaison C-H aromatique est trisubstituée et symétrique.

L’analyse du spectre RMN 'H (figure 104) du composé montre un proton a & 6,88
ppm (H-3), ce qui nous fait penser a une structure d’un flavonoide (Harborne J. B.
2013). D’autres signaux sont observés a d 6,20 ppm (1H, d, H6 2,20 Hz) et 6,50 ppm
(1H, d, H8 2Hz)), 6 7,11 ppm (d, H-3', 9,29 Hz), 6 8,04 ppm (d, H-5' et d, H-2', d, H-
6', 8,9 Hz), 6 3,89 ppm (OCHz3).
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Figure 104 : Spectre RMN 1H (600 MHz, CD;0D) de MFD6

De plus, le spectre RMN *C (figure 105) du composé MFD6 présente 16 signaux :
8 atomes de carbones quaternaires dont un groupement (C=0) a & 182,3, sept CH et
un CHj3 confirmant ainsi la formule brute C;sH20Os.
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Figure 105 : Spectre RMN *C (600 MHz, CD;0D) de MFD6

L’observation du spectre COSY (annexe 9A) vient mettre en évidence les couplages
directs des protons d’un méme systeme de spin. Ainsi, le proton 6 8,04 ppm (H-2)
présente une corrélation avec le proton 6 7,11 ppm (H-3’) et inversement. Quant a
I’expérience HSQC, les couplages héteronucléaires directs ont permis d’attribuer les
déplacements chimiques des carbones. L’analyse du spectre HMBC (annexe 9B)
établit les couplages a longue distance et permet aussi de corréler les protons voisins
avec les carbones quaternaires. Ainsi, au niveau proton singulet a 6 6,88 ppm (H-3),
nous observons 4 corrélations avec les carbones suivants : 6 123,3 ppm (C-17), 6 163,3
ppm (C-2), & 104,8 ppm (C-10) et & 181,7 ppm (C-4), ce dernier correspond au
groupement carbonyle. Le proton (H-3") correle respectivement avec les carbones (C-
1, C-4’et C-5). Les carbones (C-2, C-6’ et C-3’) correlent avec le proton 6 8,04 ppm
(H-2’), d’autres corrélations sont également observées a partir des protons (H-8) et
(H-6) chacun respectivement avec les carbones 4 98,6 ppm (C-6), 6 157,5 ppm (C-9),
0 162,3 ppm (C-5) et & 104,8 ppm (C-10) (figure 106).
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Figure 106 : Schéma des corrélations COSY et HMBC des protons du composés
MFD6

L’ensemble des données précédentes (tableau 35) et en comparaison avec celles
rapportées dans la littérature (Sakamura et al., 1980), nous a permis d’identifier le
composé MFD6 (figure 107) comme étant le 4’-méthoxy-5,7-dihydroxyflavone
(acacetine). Ce composé a été synthétisé par Hanamura et al., 2016, Zhao et al.,
2016, Quintin et al., 2004. Ce flavone possede plusieurs activités biologiques a
savoir : antioxydante, antitumorale, antimicrobienne, anti-inflammatoire et
anticancéreuse etc. (Yokozawa et al., 1997 ; Brinkworth et al., 1992 ; Ckoi et al.,
2004 ; Singh et al., 2018). C’est pour la premiere fois que I’acacétine est isolée dans
I’espece Z. mezoneurispinosum.
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OH 0]

Figure 107 : Structure de 4’-méthoxy-5,7-dihydroxyflavone (acacétine)

Tableau 35 : Déplacements chimique RMN 1D et 2D du composé MDF6 (CD3;0D)

N° Atome BC (5, H HMBC
ppm) (3, ppm) ; m (J, Hz)
2 163,3 -
3 102,4 6,88 (1H ; S) C-2:;C4;C-1";C-10
4 181,7 -
5 162,3 -
6 98,6 6,20 (1H ; d ; 2,20) C-5;C-7;C-10
7 164,3 -
8 103,5 6,50(1H ; d ; 2,20) C-6;C-7;C9;C4
9 157,5 -
10 104,8 -
1’ 123,3 -
2’ 129,2 8,04 (1H;d ; 8,9) C-2;C-6 ;C3
3’ 114,5 7,11 (1H;d;9,3) C-1";C4 ;C-5
4 161,5 -
5’ 114,5 7,11 (1H;d;9,3)
6’ 129,2 8,04 (1H;d;8,9)
O-H - 12,91 (1H, S) C-6;C-8;C-10
O-CH; 55,6 3,85 (3H; S) c-4
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3.3.7. Elucidation structurale du composé MFD7

Ce composé MFD7 apparait sous la forme d’une poudre blanche, soluble dans le
CD;0D. Son spectre IR présente plusieurs bandes vers 3500-2800 cm™! correspond
caractéristiques des liaisons C-H et N-H vers 1450 cm™. Le spectre de masse a haute
résolution en mode d’ionisation positive, montre un ion pseudo-moléculaire [M+H]*
a m/z = 260,0928, soit une masse moléculaire de 259,0845g/mol. Cette valeur
convient a la formule brute C4H3NOs.

L’analyse du spectre RMN-'H du composé MFD7 quatre protons aromatiques
couplant ensemble deux a deux. En effet, le proton H-2 (7,76 ppm, d : 3] =29 Hz)
couple avec H-3 (7,33 ppm, d : °J = 2,9 Hz) tandis que H-5 (8,06 ppm, d : ' =9,5 Hz)
couple avec H-6 (7,37 ppm, d : *J = 9,5 Hz). Trois singulets attribuables & des groupes
méthoxyles aromatiques sont également observables sur ce spectre a & = 4,49 ; 4,02
et 3,97 ppm (figure 108).
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Figure 108 : Spectre RMN 'H (600 MHz, CD;0D) de MFD7

L’attribution des protons a 1’aide du spectre HSQC a permis de mettre en évidence
sur le spectre RMN-"*C, quatre groupes méthines a savoir C-2 (144,5 ppm), C-3
(103,4 ppm), C-5 (119,7 ppm) et C-6 (113,5 ppm) ; trois groupes méthoxyles a d¢c =
60,1 ppm (C-4-OMe), 57,2 ppm (C7-OMe) et 61,8 ppm (C-8-OMe) ; puis sept
carbones quaternaires que sont C-4 (159,3 ppm), C-7 (153,9 ppm), C-8 (142,7 ppm),
C-10 (166,1 ppm), C-11 (106,4 ppm), C-12 (115,9 ppm) et C-13 (142,1 ppm) (figure
109).
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Figure 109 : Spectre RMN *C (600 MHz, CDs0D) de MFD7

Différentes corrélations (figure 110) sont observables sur le spectre HMBC
(annexe 11). Le proton H-2 correle avec les carbones C-3, C-10 et C-11, tandis que
le proton H-3 correle avec les carbones C-2 et C-10. Quant au proton H-5, des
corrélations sont observées avec les carbones C-4, C-7 et C-13, pendant que le proton
H-6 correle avec les carbones C-4, C-7 et C-8. Les protons des groupes méthoxyles
correlent avec les carbones respectifs qui portent ces groupes. Ainsi, les protons du C-
4-OMe correlent avec C-4, ceux du C-7-OMe avec C-7 et enfin ceux du C-8-OMe
avec le C-8.

L’exploitation de toutes ces données spectrales (tableau 36) a conduit a la structure
de la Skimmianine (figure 111), composé décrit par Jackson et al. (1990) et Riyanto
et al. (2001). Ce composé a également été identifié dans les racines de Z.
mezoneurispinosum et dans d’autres especes de Zanthoxylum (Yang et al., 2012 ;
Olila et al.,, 2001 ; De Moura et al, 1997). Il présente des propriétés anti-
inflammatoire, antibactérienne, antifongique, etc. (Ratheesh et al., 2013 ; Olida et
al., 2001).
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Figure 110 : Schéma des corrélations HMBC des protons du composé MFD7

OMe

MeO

OMe

Figure 111 : Structure de la skimmianine
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Tableau 36 : Déplacements chimique RMN 1D et 2D du composé MDF7 (CD;0D)

PC (3, ppm) *

Ne° BC 'H (5, ppm) ; m
(Riyanto ’ ’ HMBC
Atome (8,ppm) 2001) J, Hz)
2 1445 142, 7,76 (1H ; d ; 2.9) C‘%f‘lo ;
3 103,4 104,6 733 (1H:d; 2,9) C-2;C-10
4 1593 157,1 _
5 119,7 18,2 806 (1H:d:95) | C*4 ;12'7 > G
6 113,5 111,9 737 (1H:;d;9,5) | C4;C-7;C8
7 153,9 141,9 _
8 142,7 141,4 -
10 166,1 164,3 _
11 106,4 101,9 _
12 115,9 114,8 _
13 142,1 152,1 _
C4-0- 58,9 ,
CH 60,1 4,49 (3H: s) C4
C7-0- 56,8
CHs 57,2 4,02 3H, s) C-7
C8-0- 61,6 .
Ol 61,8 3,97 (3H; s) C-8

3.3.8. Elucidation structurale du composé MFD8

Le composé MFDS se présente sous la forme de cristaux jaunes, soluble dans le
méthanol deutéré. Sa masse moléculaire CisHi3sNO, a été déduite de son spectre de
masse ESI-HR qui présente le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z 272,0940
(Calculé 271,0845). Son spectre IR montre des bandes d’absorption a 3700, 1500,
1070 cm™! attribuables respectivement a des groupements amide et carbonyle.

Le spectre RMN 'H (figure 112) permet d’observer trois singulets a 8 6,46 ppm (-
CH=) ; 4, 03 ppm (OMe) et 3,86 ppm (OMe), des doublets et des doublets de doublets
a6 7,45 ppm (d, 8,4 Hz), 67,28 ppm (dd, 8,1 ; 7,0 ; 0,8 Hz, H-6) 87,70 ppm (dd, 8,4 ;
7,0; 1,5 Hz, H-7) et (1H, dd, 8,1 ; 1,5 Hz).
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Figure 112 : Spectre RMN 'H (600 MHz, CD;0D) de MFD8

Le spectre RMN 3C (figure 113) a permis d’identifier 8 carbones quaternaires dont
un groupement carboxyle a 6 182,8 ppm (C-9) et un autre rattaché au groupement
hydroxyle & & 155,2 ppm (C-1). Les six autres sont a & 130,9 ppm (C-2), 161,3
ppm (C-3), 140,8 ppm (C-11), 106,0 ppm (C-12) et 113,1 ppm (C-13), 142,3 ppm (C-
14). Nous notons également 5 atomes de carbone méthylénes a & 88,9 ppm (C-4),
117,9 (C-5), 134,9 (C-6), 122,7 ppm (C-7), 126,3 ppm (C-8) et 6 61,2 ppm ; 56,6 ppm
(OCH3).
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Figure 113: Spectre RMN *C (600 MHz, CDs0D) de MFDS8

L’attribution des signaux a été réalisée par I’analyse des spectres de corrélations
homonucléaire COSY (annexe 10A) et hétéronucléaire HSQC et HMBC (annexe
10B). Ainsi, I’expérience HMBC montre trois corrélations *Jcu entre le proton H-5 a
o 8,25 ppm avec les carbones C-7, C-9 et C-13. Nous observons également, des
corrélations *Jcy et “Jcy entre le proton H-4 2 § 6,46 ppm avec les carbones C-2 et C-
9 et une autre corrélation *Jcy avec le proton H-7 avec les carbones C-5 et C-13 (figure
114).
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/_\v HMBC

Figure 114 : Schéma des corrélations HMBC des protons du composé MFDS

Par comparaison des données de 1’étude réalisée par Spatafora et al., (1997) avec
celles du composé MFDS, la structure a été identifiée comme étant la xanthoxoline
(figure 115). Ce composé a été déja isolé dans les Zanthoxylum et présente plusieurs
propriétés biologiques a savoir : activité anti-plasmodiale, antibactérienne et anti
microbienne (Tchinda et al., 2009 ; Nogueira et al., 2011 ; Aniszewski T. 2015).
Les attributions des différents déplacements chimiques sont représentées dans le
tableau 37.

OMe

Figure 115 : Structure de la xanthoxoline
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Tableau 37 : Déplacements chimique RMN 1D et 2D du composé MDF68 (CD3;0OD)

Ne BC (8, ppm)* H HMBC

Atome BC (3, (Spatafora (8, ppm) ; m (J, Hz)
ppm) 1997)

1 155,2 155,7

2 130,9 130,4 C-4

3 161,3 160,6 C-10

4 88.9 88.4 6,46 (1H ; s)

5 117,9 117.3 8,25 (1H ;dd ;8,1 ; 1,5) C-8;C-13

6 134,9 134,2 7,28 (1H; ddd ; 8,1;7,0;0,8) C-8;C-12

7 122,7 122,0 7,70 (1H; ddd ; 8,4;7,0; 1,5)

8 126,3 126,0 745 (1H;d;8,4)

9 182,8 181,8 -

11 140,8 140,2 -

12 106,0 106,4 -

13 113,4 113,1 -

14 142,3 141,5 -

O-CH3 61,2 60,2 4,03 (3H ;)

OCH; | 566 56,1 3,86 (3H, 5)
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4. Conclusion partielle sur I’étude phytochimique

L’étude phytochimique de I’extrait dichlorométhane des feuilles de Zanthoxylum
mezoneurispinosum a permis de confirmer les résultats de 1’analyse quantitative et
qualitative.

Ainsi, les différentes structures déterminées appartiennent aux familles des
alcaloides, des flavonoides, des terpenes et des amides. En comparaison avec la
littérature, nos résultats sont en accord avec les recherches qui ont montré que le genre
Zanthoxylum est riche en alcaloides, flavonoides, terpenes et amides etc. (Cebrian-
Torrejon et al., 2011).

Les résultats des molécules isolées viennent encore une fois confirmer ’utilisation
du genre Zanthoxylum en médecine traditionnelle grice aux propriétés biologiques
que dégagent les différentes familles de molécules.
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Conclusion générale

Les composantes de la flore ivoirienne sont insuffisamment valorisées en raison
d’un déficit d’informations sur leur capacité a participer au bien-étre de I’ humanité en
général mais surtout a I’épanouissement des populations rurales. De plus, les
connaissances sur leur potentialité a rendre des services écosystémiques sont faibles
en raison de Iinsuffisance d’études approfondies qui leur sont consacrées
relativement a leur biologie, leur écologie ou méme a leurs compositions en
substances naturelles. Ce travail s’inscrit dans un contexte de valorisation des especes
de la flore Ivoirienne en général mais surtout de celles qui pourraient étre utilisées
pour la fabrication de Médicaments Traditionnels Améliorés (MTA). Trois especes
appartenant a la famille des Rutaceae et au Genre Zanthoxylum (Zanthoxylum
leprieurii, Zanthoxylum psammophilum et Zanthoxylum mezoneurispinosum) ont fait
I’ objet de cette étude. Elle a pour principal objectif d’identifier les substances volatiles
d’une part et les métabolites secondaires non-volatiles d’autre part.

En plus de son caractere scientifique avéré, cette étude revét donc d’une importance
capitale aussi-bien pour la conservation de la biodiversité que pour des actions
sociales et économiques. Zanthoxylum psammophilum et Zanthoxylum
mezoneurispinosum sont en effet, des espéces endémiques de Cote d’Ivoire qui font
pour la premiere fois I’objet d’études chimiques de substances volatiles. La récente
localisation de certains spécimens lors de nos échantillonnages, peut orienter les
conservateurs vers la prise de décisions relatives a leur protection en rapport avec la
disparition actuelle des écosystemes forestiers qui renferment leurs habitats naturels.
Les différentes actions de valorisation pourraient étre a I’origine d’activités sociales,
génératrices de revenus au profit des populations locales. Bien valorisés, les résultats
de ces travaux seront d’un appui a des actions de lutte contre la paupérisation des
populations locales.

Il a donc été question, dans un premier temps de déterminer la composition chimique
des huiles essentielles de ces trois plantes et d’évaluer leurs activités biologiques
(activité antioxydante, anti-inflammatoire, insecticide et anti plasmodiale)
subséquentes. Des lors, pour chacune des especes, les huiles essentielles sont obtenues
par hydrodistillation de type Clevenger. Les extractions ont porté sur divers organes
notamment, les feuilles, les écorces, les racines et les fruits. La composition chimique
des huiles essentielles extraites a été déterminée par la méthode CPG/SM. Les
différentes compositions obtenues ont été soumises aux méthodes statistiques
descriptives avec I’ Analyse en Composante Principale (ACP) et la Classification
Hiérarchique Ascendante (CHA) pour en observer la variation des compositions en
HE en fonction des parametres considérés (I’espece, les organes, la saison et le lieu
de récolte). Les résultats indiquent que la composition chimique des huiles essentielles
differe suivant les organes et I’espece. Des parametres comme la variabilité
saisonniere et le lieu de récolte peuvent aussi impacter cette composition chimique.

Chez Z. leprieurii, au-dela des extractions et des différents tests, le parametre de
variabilité saisonniere a été évalué en plus de celui des organes. De ces tests, il ressort
que la composition chimique des huiles essentielles des feuilles a une abondance en
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sesquiterpenes et méthylcetones, et est dominée par le tridécan-2-one, undécan-2-one,
B-elemene, linalool, (E)-B-ocimene, (E)-B-caryophylleéne, thymol et dendrolasin. Dans
celle des écorces, dominent le tridécan-2-one, I’a-humuléne, le tridécan-2-ol, et le
farnésol. Celle des fruits est riche en monoterpenes dominée par le géranial, le
citronellol, le 3-Mycenes, le perillene et le nérate de méthyl. L’étude statistique a
permis de mettre en évidence trois groupes distincts, caractérisés chacun par des
chémotypes spécifiques. Le groupe I correspondant aux fruits est dominé par deux
chémotypes (B-myrcene et citronellol). Le second groupe représentant les écorces est
caractérisé par le tridécan-2-one, et enfin, les feuilles appartenant au groupe III est
constitué de trois chémotypes, le tridécan-2-one, (E)-B-caryophyllene et le
dendrolasin. La méme analyse a ensuite montré I’influence du facteur temporel sur
les différents organes (feuilles, écorces et fruits). Cette influence s’explique par le fait
que les feuilles sont sensibles aux variations saisonnieéres notamment les niveaux
d'exposition a la lumiere, la température, les précipitations, I’humidité, les facteurs
biotiques et les attaques de parasites sur les écorces et les fruits.

Z. mezoneurispinosum et Z. psammophilum sont pour la premiere fois
chimiquement étudiées. Jusqu’a ce jour, aucune étude n’avait encore été réalisée sur
la composition chimique de leurs huiles essentielles.

L’analyse de la composition chimique des HE Z. mezoneurispinosum révelent une
abondance en monoterpeénes hydrocarbonés pour les huiles essentielles des feuilles et
des écorces dominées par a-pinene alors que I’HE des racines riches en sesquiterpenes
hydrocarbonés et est dominée par y-élémene, cyclosativéne et viridiflorol.

Chez Z. psammophilum, seconde espece endémique, 1’analyse de la composition de
I’huile essentielle des écorces présente des constituants trés rares. Cette huile
essentielle est uniquement constituée de quatre composés non terpéniques tels que le
tridécan-2-one, tridécan-2-ol, 1'undécan-2-one et 1'undécan-2-ol. Comparativement
aux écorces, les constituants de I’HE des feuilles qui présentent une dominance en
méthylcétones, sont aussi caractérisés par les sesquiterpenes, les monoterpenes et les
diterpenes. L’HE des racines de Z. psammophilum est plutot riche en sesquiterpenes
hydrocarbonés et est dominée par le (E)-B-caryophyllene et le thymol.

L’évaluation des activités antioxydante, anti-inflammatoire, insecticide et anti-
plasmodiale des organes des huiles essentielles réalisée sur les trois plantes a permis
de montrer que Z. leprieurii, en plus de ses qualités de plante aromatique et médicinale
peut avoir d’autres usages. Les résultats ont indiqué de fortes activités antioxydante,
anti-inflammatoire et anti-plasmodiale modérée. Ces huiles essentielles ont également
une activité insecticide trés intéressante. Toutes ces observations viennent confirmer
I'utilisation de Z. leprieurii en médecine traditionnelle. Elles pourraient servir de
matieres premieres pour la fabrication de médicament antipaludéen. En effet, la
malaria constitue encore une source de mortalité surtout chez les sujets a bas age en
Afrique et particulierement en Cote d’Ivoire. Les huiles essentielles de cette espece
peuvent également étre utilisées comme biopesticide pour la lutte contre les insectes
ravageurs des cultures et garantir ainsi de bonnes récoltes. Elles peuvent constituer
ainsi une des alternatives a I’utilisation excessive des pesticides de synthese dont
I’impact sur ’environnement et la santé humaine et animale sont actuellement
déplorés. La valorisation de ces huiles essentielles trouve ainsi une importance
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capitale dans la réalisation de I’objectif de développement durable actuellement proné
par les gouvernements de nombreux pays et plusieurs couches sociales.

L’étude de Z. mezoneurispinosum et Z. psammophilum s’est fixé pour objectif
biologique, [’évaluation de leurs potentiels comme source de molécules
thérapeutiques en vue de leur utilisation en médecine traditionnelle. Les résultats
obtenus avec les huiles essentielles isolées de ces deux plantes contiennent des
molécules intéressantes et présentent des propriétés biologiques prometteuses et
inconnues jusqu'alors.

Par conséquent, ces résultats pourraient constituer une contribution efficiente a
I’amélioration de la médecine traditionnelle de qualité dans la fourniture de soins dans
les structures sanitaires en zones rurales éloignées ou les systemes de soins de santé
conventionnels sont limités. De nombreuses pathologies dont le traitement est encore
basé sur I'usage des produits pharmaceutiques généralement hors de portée de la
bourse d’une grande majorité des populations peuvent étre soulagées a partir de
médicaments traditionnels améliorés faits a base de ces huiles.

Pour ce qui concerne le second objectif, une étude phytochimique a également été
réalisée sur les feuilles de ’'une des plantes endémiques : Z. mezoneurispinosum dans
le but d’isoler et de déterminer les structures. Elle s’est d’abord penchée sur la
quantification des dosages totaux en polyphénols, alcaloides, flavonoides et tanins sur
plusieurs extraits aux solvants (dichlorométhane, acétate d’éthyle). A I’issue de cette
quantification, I’extrait dichlorométhane a montré le bon profil en composés
phénoliques.

L’investigation phytochimique des feuilles de Z. mezoneurispinosum a permis
d’isoler huit composés dont quatre alcaloides (1-hydroxy-3,4-diméthoxy-N-
méthylacridone, chélérythrine, skimmianine et xanthoxoline), un dérivé de 1’acide
cinnamique (méthyl 4-coumarate), un flavonoide (4’-méthoxy-5,7-dihydroxyflavone
ou acacetine), un amide (acide (E)-4-isobutylamino-4-but-enoique) et un triterpene
(lupéol). Parmi ces composés extraits, 5 sont isolés pour la premiere fois dans cette
espece.

Ces composés qui pour certains constituent une découverte originale dans la
recherche scientifique sur cette espece et pour d’autres, un approfondissement des
découvertes antérieures, attestent de D'importance indéniable de Z
mezoneurispinosum. Cette étude phytochimique justifie ainsi les multiples
applications du genre Zanthoxylum en médecine traditionnelle.
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Perspectives

Les résultats obtenus sont trés encourageants et ouvrent la voie a de nouvelles
perspectives de recherche. Sur les espéces endémiques notamment, cette étude reste
pionniere. Des efforts restent attendus pour une meilleure appréciation de leur
potentialité. Les pistes a explorer compte tenu de 1’état des connaissances actuelles
sont nombreuses. Les activités peuvent porter a la fois sur le champ purement
chimique que sur le chantier de la conservation. De la réussite de ce dernier, dépend
la durabilité de I’approvisionnement en matiere premiere végétale de ces différentes
ressources.

Au niveau purement chimique, si des informations plus ou moins nombreuses sont
disponibles sur Z. leprieurii, les attentes sont encore nombreuses sur les especes
endémiques. Suivant I’espece et le niveau actuel des connaissances, plusieurs études
peuvent étre envisagées.

Pour Z. leprieurii les recherches doivent conduire a une mise au point effective de
médicaments traditionnels améliorés a partir des huiles essentielles de ses différents
organes. Les activités allant de la détermination des doses effectivement efficaces a la
stabilisation de la matiere active doivent étre menées pour répondre aux attentes des
populations.

Pour les deux especes endémiques, le chantier reste presqu’entierement ouvert et les
actions doivent étre encouragées en raison des importants résultats obtenus dans cette
étude qui n’est qu'une amorce des potentialités de recherche qu’elles offrent. Ces
travaux complémentaires qui restent a conduire devraient permettre d’aboutir a un
meilleur usage de ces plantes (aux plans médicinal, cosmétique, alimentaire, etc.).
Chez I’espece Z. mezoneurispinosum, il conviendra d’élargir I’étude phytochimique
sur des extraits d’huiles essentielles d’autres organes pour en déterminer ses
potentialités ; Les mémes actions doivent étre mener sur Zanthoxylum psammophilum.

Du point de vue de la gestion durable de ces ressources, les résultats ont permis de
voir que Z. leprieurii, Z. mezoneurispinosum et Z. psammophilum, especes menacées
de disparition sont d’une grande utilité pour I’homme. Il est donc impérieux d’assurer
leur gestion durable afin d’en tirer de meilleurs profits. Des réflexions futures
devraient donc étre axées non seulement sur la valorisation des especes, mais surtout,
sur des actions qui visent leur protection et leur conservation in et ex situ. Ainsi, il est
souhaitable de :

- investiguer pour identifier les nouvelles aires de répartition ;

- étudier leurs caractéristiques biologiques, surtout les parametres de reproduction
afin d’envisager leur multiplication pour des réintroductions éventuelles ou la création
de vergers.

- étudier les parametres écologiques et climatiques qui conditionnent leur maintien
dans la nature.

- ouvrir des chantiers de recherche incluant des parameétres anthropologiques et
économiques qui pourraient aider a une meilleure conservation participative de tous
les acteurs (Chercheurs, population local, administration, etc.).
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Annexes

Annexe 1 : Données de I’analyse statistique de la composition chimique de ’HE
de Z. leprieurii

Tableau 38 : Composition chimique de I’HE des feuilles, des écorces et des fruits de Z. leprieurii

N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

sl 2l 2| | B3| =| = : g 2 E’ )= 53| o=l o

2l 2| B Bl 2| E| E| % 5| Bl 2l OZ| 2| & £ ¢ Z

@) o] ] 3) g \g & g 5 E & 3 o

Z [ca ]

1| Mai_feuilles | 0.71 [24.57]|6.44] 0 | 0 | o |851| 0 [3.92]13.51/392]1874| 0 |179| 0 |FEUILLE
2| Maiecorce | 0 | o | o] oo | o] o] o] o ]9s1]| 13 |4577|223| 0 |12.5|ECORCE
3 | Juin_feuilles 0 2.6 | 0.5 0 0 2.2 1.9 0 0 194 | 6.7 9 2 8.6 0 FEUILLE
4 | Juin_ecorce 0 0 0 0 0 5.1 0 0 0.6 | 132 | 43 | 56.6 | 10.5 0 3 | ECORCE
5| Juil_feuilles 5.2 3.9 1.5 2 0 3.1 1.2 2.2 27 | 156 | 46 | 22.5 1.7 9.4 0 FEUILLE
6 | Juil_ecorce 0 0 0 0 0 0.5 0 0 0 8.7 7.7 | 514 7 0 11.4 | ECORCE
7 | Juil_fruits 16.6 | 8.3 0 1.9 0 0 0.2 6.7 1.2 5.8 3.7 0 0 0 0 |FRUIT
8 | Aout_feuilles| 0.9 2.8 | 8.5 0 0 [13.8] 94 0 42 | 137 | 3.6 | 30.7 0 4 0 FEUILLE
9| Aout_ecorce 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.1 64 | 798 | 4.6 0 1.4 | ECORCE
10| Aout_fruits 45.8 2 25162153 0 0 5.7 2.1 4.9 1.9 0 0 0 0 FRUIT
11| Sept_feuilles | 3.9 1.3 1.7 | 1.5 0 4.1 2.7 0.8 5.9 20 6.6 | 158 | 2.3 7.6 0 |FEUILLE
12 | Sept_ecorce 1 0 0 1.6 0 1.3 0 0 1.3 8.3 74 | 544 | 5.7 0 2.4 | ECORCE
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13 | Sept_fruits 468 15 |34 166 |76] 0 0 44 | 1.8 | 4.1 1.6 0 0 0 0 |FRUIT
14| Oct_feuilles | 04 | 23 |43 | 0 0 0 3.6 0 2.3 7 41 [ 373 | 24 | 106 | 0 |FEUILLE
15 | Oct_ecorce 0 0 0 0 0 0 0 4.1 | 86 | 70.6 | 69 0 1.9 | ECORCE
16 | Oct_fruits 49 1.5 12116353 0 0 53 | 1.8 | 38 | 1.5 0 0 0 0 |FRUIT
17 | Nov_feuilles | 0.7 0 321031 0 0 2.1 0 29 | 86 | 42 [ 347 | 32 | 164 | 0 |FEUILLE
18 | Nov_ecorce 0 0 0 0 0 4.1 0 0 0 1.8 6.3 [72.36| 4.7 0 0 |ECORCE
19 | Nov_fruits 2571 2 4.2 [289]125] 0 0 6.1 | 02 | 0.5 | 0.2 0 0 0 0 |FRUIT
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Annexe 2 : Les droites de régressions des composés
phénoliques
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Annexe 2A : Courbe d’étalonnage d’atropine (Alcaloides)
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Annexe 2B : Courbe d’étalonnage de la quercétine (Flavonoides)
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Annexe 2C : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Polyphénols)
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Annexe 2D : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Tanins)
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Annexe 3 : Spectre IR des composés
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Annexe 4 : Corrélation COSY et HMBC du lupéol
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Annexe 4A : COSY du Lupéol
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Annexe 4B : HMBC du Lupéol
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Annexe 5 : Corrélation COSY et HMBC du 1-
hydroxy-3,4 dimethoxy-N-méthylacridone
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Annexe 5A : COSY du 1-hydroxy-3,4 dimethoxy-N-méthylacridone
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Annexe 6 : Corrélation COSY et HMBC de I’Acide
(E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique
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Annexe 6A : COSY de I’Acide (E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique
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Annexe 6B : HMBC de I’ Acide (E)- 4- (isobutylamino)-4-oxo-but-énoique
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Annexe 7 : Corrélation COSY et HMBC du méthyl 4-
coumarate
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Annexe 7B : HMBC du coumarate de-4-méthyl
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Annexe 8§ : Corrélation COSY et HMBC de la
chélérythrine
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Annexe 8A : COSY de la chélérythrine
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Annexe 8B : HMBC de la chélérythrine
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Annexe 9 : Corrélation COSY et HMBC de
I’acacétine

| | l\ 1 g 1
Y 5
JAug02-2019-E6-2. 12.58r '
Aug02-2019-ET-2 ] d
|
e
B | | !
i | 2
| : E
— | ] -
|
- i | .
. | e
= [
= i '
= ' ' | =3
| )
= ' H Fe
|
| ! r
{ U]
]
i1
|
| F12
i
T T T T
12 11 10 9 8 I 5 4 3 2 1 [
12 (pom)
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Annexe 10 : Corrélation COSY et HMBC de la
xanthoxoline
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Annexe 11 : Corrélation HMBC de la skimmianine
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Annexe 12 : Structures des composés isolés dans les feuilles de Zanthoxylum
mezoneurispinosum
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Antioxidant and Lipoxygenase Inhibitory Activities
of Essential Oils from Endemic Plants of Cote
d'Ivoire: Zanthoxylum mezoneurispinosum Ake Assi
and Zanthoxylum psammophilum Ake Assi
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Abstract: Zanthorylim mezoneurispinosum Ake Assi and Zanthoryum psarmmophilum Ake Assi are
species endemic to Cite d Tvoine. In this study, we defermined, for the first fme, the composition and
biclogical activities of essential oils obtained from each of thess plants. Essential oilswene obtained by
hydrodistillation from different organs of each plant with a Clevengertype apparatus and analyzed
by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Thirty-four components, accounting for more
&mﬂ%nfﬂwamnﬂmpﬂsiﬁmmﬂenﬁﬁedmﬂwd]s.mz.pmmapiﬂemleafsndm
bark pils exhibited bwo unueseal methylketones, undecan-2-one and tridecan-2-one, whemas the root
oil was rich in thymol and sesquiterpenoids. The Z. meonewrispinosum leal and trunk bark oils were
rich in monoterpenocids, whemas sesquiterpenoids were predominant in the oot oil. These samples
produced, for the first time, some niew chemical profiles of essential oils. The oils’ anticcidant activities
werne determined using 2,2-diphenyl 1-picrylhy drazyl (DPPH) radical scavenging capacity and farric
reducing anticxidant power (FRAF) assays, The msults showed that the essential oil isolated from
roots of Z. mezonaerispincsum had the highest antioxidant activity, which is in accordance with the
high thymol content of that oil We also determined the lipoxygenase inhibitory activities of the
essential pils. The results showed that all of the Estad oils displayed high and elose liposygenase
mhibitory activities.

Keywords Zmthoryhon mezonaurispinosum; Zanthorylom psammophilion; essential oil; undecan-2-one;
ridecan-2-one; anticddant activity; DPPH; FEAP,; lq)curygenaﬁeml'u‘lxtmy activity

1 Introduction

Thegmmsthuryhm, family of Rutacess, contains approsdmate by 250 species that are distributed
in subtropical and tropical climates in America, Africa, Asia, and Australia [1]. This genus iswell-known
for is interesting biclogical properties, incloding anticeidant, antimicrobial, antifungal and anticancer
properties [2-7]. These properties help to explain the extensive use of these plants in traditional
medicine to treat a range of dise ases, including anemia, cancer, sickle coll disease, infertility, rheumatism,
osteparthritis, and dysentery [2] Furthermore, the fruits that species of the genus Zanthoryhm produce
ame corsumed as food condiments in China [2,10]

Zmntheeylum psammophilum and Zanthoxylum mezonairispiosum ame two species of the genus
Zmithoxylum that are endemic fo Cite d'voire [11]. Z. psoomoplilum is a thin, hafrless lianascent

Mderules 3N9, 74, 1A%, dor 10 3% molecnlesT 13145 muﬂrd.:m\rpmlal.mnhcuh
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Seasonal Effect on the Chemical Composition,
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Abstract: This study focused, for the first time, on the evaluation of the s asonal effect on the chemical
composition and biological activities of essential oils hydrodistillaed from leaves, mumk bark and fruits
of Zam thowyliem [eprizuri (£. leprigwrii), a traditional medicinal wild plant growing in Cite d Tvoire. The
essential oils were obtained by h}-chu:lmtilla.hm from fresh organs of Z lepriauni growing on the same

site over several months using a Clevenger-type apparatus and analyzed by gas chromatography -mass
spectrometry (GCMS). Leafessontial oils were dominaed by ridecan-2-one (9.00 + 0.02-36.80 + 0.06%),

{E}-B-ocimene (1.30 + 0.50-23.57 + 0.47%), f-earyophyilene (7.00 + 1.02-19.85 + 0.48%), dendrolasin
{179 + 0.08-16.40 + 0.85%) and undacan-2-one (120 + 0.03-8.51 + 0.35%). Fruit essential oilswem rich
in f-myreene (1640 £ 0.91-48.27 = 026%), cironallol (190 + 0.02-2824 £ (.10°%) and geranial (5.30 +
0.53-1250 + 0.47%). Tridecan-2-one (45.26 + 0.95-78.B0 + 0.55%), f-caryophyllene (L80 £ 0.23-13.20 +
0.33%), a-humulens (430 + L08-1273 + L41%) and tidecan-2-0l (223 £ 0.17-10.10 = 0.61%) were
identified as major components of trunk bark oils. Statistical analyses of essential oil compositions
shiwed that the variability mainly comes from the organs. Indeed, princdpal component analysis
{PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA ) allowed us to cluster the samples into three groups,
each one comsisting of one different Z_ lepriewrd organ, showing that essential oils hy drodistillated from
the different organs do not display the same chemical composition. However, significant differences
in essential cil compositions for the same organ wem highlighted during the studied period, showing
the impact of the seasonal effect on essential oil compositions. Biological activities of the produced
essential oils were also investigated. Essential oils exhibited high mssctiddal activities against Sitophiles
granarius, as well as anticcidant, anti-inflammatory and moderate anti-plasmodial properties
Keywords Zantforyum lepricuni; essential oils; Sitophius granarius; tridecan-2-one; f-myTene;
{E}-B-ocimene; dendrolasin; antioxidant; anti-inflammatory; insecticidal; anti-plasmodial; Cote
d'Ivoire
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