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- Résumé

U NnINersite

Contribution a la connaissance chimique et a la valorisation biologique

de Nectandra membranacea (Swartz) Grisebach

Nectandra membranacea (Lauraceae) est une plante trés commune aux Petites Antilles. Aucune
utilisation traditionnelle de cette plante n’est connue mais le genre Nectandra, qui représente le
deuxiéme plus important de la famille des Lauraceae avec 114 especes reconnues, présente des
propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et énergétiques (Le Quesne et al 1980). Nectandra a
également démontré une activité antitumorale (Silva-Filho, 2004). Les nombreuses propriétés du genre
et le peu de connaissance chimique sur cette espéce nous ont incités a réaliser une étude
phytochimique et a évaluer le potentiel biologique des différentes parties de cette plante. L’analyse des
lipides a été effectuée, et les principales classes de métabolites secondaires (terpenes, flavonoides,
alcaloides) ont été recherchées dans les feuilles, les écorces et les fruits de Nectandra membranacea.
Afin de suivre les variations de la composition chimique en fonction du cycle de vie du végétal,
I’¢étude a été réalisée sur des échantillons (feuilles, écorces et fruits), récoltés a deux stades du cycle de
la plante : la germination (stade A) et la fructification (stade B). N. membranacea, grace a la présence
de nombreuses familles chimiques, possede des activités biologiques intéressantes. Les huiles
essentielles ont montré des activités anticancéreuses, anti-inflammatoires, antioxydantes et
antiherpétiques. Les extraits polyphénoliques issus des différentes parties de la plante ont montré une
trés grande activité antioxydante (ORAC et DPPH) et in vitro (cellules saines) ainsi que des propriétés
anti-inflammatoires notables. Les extraits d’alcaloides totaux issus des trois parties ont été évalués
pour la maladie d’Alzheimer et ont révélé de trés bons effets neuroprotecteurs, plus particulierement
pour les extraits de feuilles récoltées lors de la germination. Ce travail a permis d’élargir la
connaissance des huiles essentielles de ’espéce (composition pour plusieurs parties et activité
biologique). Des flavonoides ont été identifiés, mais la plante s’est révélée particulicrement riche en
alcaloides (une quinzaine) de type isoquinoliques et indoliques. N. membranacea se révele étre une
plante aux nombreuses propriétés, au regard de ses activités biologiques intéressantes. Des extraits
pourraient étre utilisés comme principes actifs dans des médicaments mais également en industrie

cosmétique.

Mots clés: Nectandra membranacea, Lauraceae, étude phytochimique, activité biologique,

cytotoxique, anti-inflammatoire, antioxydant, antiviral.



Abstract

Contribution to chemical knowledge and biological recovery

of Nectandra membranacea (Swartz) Grisebach

Nectandra membranacea (Lauraceae) is a very common plant in the French West Indies. No
traditional use of this plant is known, but the genus Nectandra, which represents the second most
important of Lauraceae family with 114 recognized species, has got analgesic, anti-inflammatory and
energizing activities (Le Quesne et al 1980). Nectandra was also identified as a potential antitumor
agent (Silva-Filho, 2004). Many properties of the genus, and some chemical knowledge of this
species, have prompted us to perform phytochemical and biological study of different parts of the
plant. Lipids and the main classes of secondary metabolites (terpenes, flavonoids, alkaloids) were
investigated in leaves, bark and fruits of Nectandra membranacea. To determine the monitoring
changes in the chemical composition, according to the life cycle of the plant, the study was carried out
on samples (leaves, bark and fruits) harvested at two stages of the cycle plant : germination (stage A)
and fruit stage (stage B). N. membranacea, thanks to the presence of many chemical families, has
interesting biological activities. Essential oils have shown anticancer, anti-inflammatory, antioxidant
activities. They revealed antiviral activity on the herpes virus. The polyphenolic extracts from different
parts of the plant showed a high antioxidant activity (ORAC and DPPH tests) and in vitro (healthy
cells) and significant anti-inflammatory properties. The total alkaloids extracted from the three parts
were evaluated for Alzheimer’s disease and were found to have very good protective effects,
especially the leaves’ extracts collected during germination. This work has expanded knowledge of the
essential oil of the species (composition of several parts and biological activity). Flavonoids have been
identified, but the plant was shown to be particularly rich in alkaloids (fifteen were identified) of
indolic and isoquinolic type. N. membranacea presents many properties. In view of its interesting

biological activities, it could be used for many drugs but also in cosmetic area.

Keywords: Nectandra membranacea, Lauraceae, phytochemical study, biological activitie, anticancer,

anti-inflammatory, antioxidant, antiviral.
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Abréviations

[a]p: pouvoir rotatoire

0: déplacement chimique

1,2,3...: désignation des composés

AcOEt: acétate d’éthyle

APCIL: ionisation chimique a pression atmosphérique (Atmospheric Pressure Chemical
ionization, MS)

CO: colonne ouverte

CCM: chromatographie sur couche mince

d: Doublet (RMN)

dd: doublet de doublet

s : singulet

Da: Dalton (unité de masse moléculaire)

DAD-UV: Détecteur ultraviolet a barettes de diodes (Diode Array Detector)
DEPT: Séquence Distorsionless Enhancement by Polarisation Transfert
DMSO: diméthylsulfoxide

DPPH: 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle

EI: ionisation par impact électronique (Electron Impact ionization)

ESI: Ionisation par électrospray (ElectroSpray lonization, MS)

EtOH: éthanol

GC: chromatographie en phase gazeuse

HE : huile essentielle

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HPLC: chromatographie liquid a haute performance

HPLC/UV: chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectroscopie
ultraviolet

HPLC/UV/MS: chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectroscopie
ultraviolette et a la spectroscopie de masse

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence

ICso: Concentration inhibitrice de 50%

J: cnstante de couplage

m : multiplet

m/z: masse/charge électrique

MeOH: méthanol

MeCN: acétonitrile

MS: spectroscopie de masse

PAF: facteur d’agrégation plaquettaire

Rf: rapport frontal

Rha: rhamnose

RMN: résonance magnétique nucléaire

Tr: temps de rétention

uma: unité de masse atomique

UV: ultraviolet
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Lexique

Acuminé : terminé en pointe
Alternes : se dit des feuilles disposées a des hauteurs différentes sur la tige

Alzheimer : la maladie d’Alzheimer est une démence neurodégénérative a prédominante
corticale qui touche en premier lieu les fonctions cognitives et se répercute sur le

comportement et 1’adaptation sociale des patients.
Analgésique : substance qui supprime la douleur

Anesthésique : se dit d’un procédé utilisé¢ pour produire la perte de la sensibilité a la douleur

(analgésie)
Amémorrhée : absence de régles (menstruations)

Angiosperme : végétal phanérogame dont les organes reproducteurs sont condensés en une

fleur et dont les graines fécondées sont enfermées dans un fruit (plante a fleurs).
Anesthésique : substance qui provoque une anesthésie

Antalgique : qui calme la douleur

Anthere : partie de I’étamine qui contient les grains de pollen

Antibactérien : se dit d’une substance active contre les bactéries

Antidiarrhéique : se dit d’une substance utilisée contre la diarrhée

Antifongique : se dit d’une substance qui agit contre les mycoses

Anti infectieux : se dit d’une substance, médicament propre a combattre 1’infection
Anti-inflammatoire : se dit d’une substance, médicament, propre a combattre 1’inflammation

Antileishmanien : se dit d’une substance, médicament, qui lutte contre leishmaniose, maladie
5 »q

chronique a manifestation cutanée et ou viscérale
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Anti malaria : se dit d’une substance utilisée pour lutter contre la malaria, infection

parasitaire
Antimicrobien : se dit d’une substance qui combat les microbes, les bactéries

Antipaludisme = malaria : se dit d’une substance utilisée pour lutter contre les maladies

parasitaires potentiellement mortelles transmises par les moustiques

Antispasmodique : empéche les contractions musculaires involontaires
Antiplasmodiale : substance capable d’inhiber la croissance

Antiprolifératif : produit qui empéche la prolifération (accroissement) d’un phénomeéne
Antipyrétique : se dit d’une substance qui diminue la fievre

Antioxydant : se dit d’un agent qui ralentit la dégradation des aliments et de certains

matériaux ou composés organiques due aux effets de 1’oxydation

Antiseptique : se dit d’un agent, d’un médicament utilisé pour la destruction des micro-

organismes pathogenes capables de provoquer des infections)

Anti tumorale : substance qui lutte contre les tumeurs

Antiviral, e : se dit d’une substance active contre les virus

Apex : extrémité terminale

Aphte : ulcération superficielle mais douloureuse de la muqueuse buccale ou génitale

Apicale : situé¢ au sommet d’un organe animal ou végétal, c’est-a-dire a 1’extrémité opposée

au point d’insertion ou base.

Apicule : pointe abrupte, courte, aigu€, non effilée, a ’extrémité d’un limbe ou au sommet

d’un fruit
Arbuste : végétal ligneux a tige non ramifiée des la base, qui s’éleve a une faible hauteur
Arthrite : maladie rhumatismale inflammatoire des articulations

Aromatisation : action d’aromatiser, de parfumer avec une substance aromatique
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Asthénie : affaiblissement général de 1’organisme

Bactéricide : se dit d’un produit qui tue les bactéries (antibiotique)

Baie : fruit charnu a graines ou a pépins, sans noyau

Broncho-pulmonaire : relatif aux bronches et aux poumons

Bourgeon : organe situé a I’extrémité des rameaux ou a I’aisselle des feuilles
Calice : ensemble des sépales d’une fleur

Cancérigene : qui peut provoquer ou favoriser 1’apparition d’un cancer
Cardio-vasculaire : qui concerne le cceur et les vaisseaux

Carminatif : évacue les gaz intestinaux

Carpelle : piece florale portant les ovules et formant, seule ou soudée a d’autres, le pistil des

fleurs

Charnu : qui a des tissus épais, juteux, fermes mais tendres; caractérise les organes des

plantes grasses

Chemotype : définit, au sein espece, des populations juxtaposées chez lesquelles la teneur en
certaines substances chimiques peut fluctuer plus ou moins d’une population a I’autre, sous la
dépendance de facteurs génétiques, mais sans que cette variation soit corrélée a un caractere

morphologique
Chimiotype : synonyme de chemotype

Cires : substances hydrofuges formant des cristaux a la surface des épidermes; elles

contribuent a former la cuticule

Classification APG : classification scientifique des angiospermes la plus récente établie selon

les travaux de 1’ Angiosperms Phylogeny Group

Climat : ensemble des ¢léments et phénomenes météorologiques qui caractérisent 1’état

moyen de I’atmosphére en un point précis.
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Cone: 1. inflorescence unisexuée de certaines Gymnospermes, constituée d’un ensemble

d’écailles fertiles et/ ou stériles, mémes ou femelles, disposées en hélice sur axe

2. Fructification d’un conifére, formée d’un axe portant des écailles imbriquées sur

lesquelles sont attachés les ovules

Colite : inflammation du cOlon (partie de I’intestin comprise entre l’intestin gréle et le

rectum)
Colique : violente douleur abdominale

Coriace : feuille a cuticule épaisse, ferme et résistante mais relativement souple, qui a la

consistance du cuir

Cotylédon : premiere feuille présente dans I’embryon de la graine ; elle est souvent remplie
de substances de réserve pour le développement de la plantule donc impropre au role des
vraies feuilles. Le cotylédon assure la nutrition de I’embryon avant et au débit de la
germination et n’évolue pas en feuille chlorophyllienne ordinaire. On reconnait deux grands

groupes parmi les Angiospermes.

Les dicotylédons qui possedent un embryon a 2 cotylédons (la plupart des végétaux cultivés et

arbres)
Les monocotylédons dont I’embryon n’a qu’un seul cotylédon (graminées, iris, palmier)

Cultivar : toute variété végétale résultant d’une sélection, d’une mutation ou d’une

hybridation et cultivée pour ses qualités agronomiques.

Cytotoxique : se dit d’une substance ou d’une cellule spécialisée capable de détruire les

cellules d’un organisme

Décoction : liquide obtenu par 1’action prolongée de I’eau bouillante sur une plante

aromatique
Dépuratif : favorise 1’élimination des toxines et déchets organiques

Démence : déclin général et irréversible des facultés mentales lié a une altération des cellules

cérébrales.
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Diabétique : relatif au diabete (trouble du métabolisme des glucides di a une insuffisance de
I’action de I’insuline pancréatique et caractérisé par une hyperglycémie et parfois par la

présence de sucre dans les urines)

Diurétique : se dit d’une substance qui augmente la sécrétion urinaire et qui peut
éventuellement é&tre utilisée contre 1’hypertension artérielle ou contre les cedémes et

I’insuffisance cardiaque
Drupe : fruit charnu, a noyau, tel que la cerise

Dysenterie : maladie infectieuse bactérienne ou parasitaire provoquant une colique avec des

selles glaireuses et sanguinolentes
Dyspepsie : désigne une digestion difficile

Ecorce : partie externe protectrice de la tige des branches, du tronc, des racines des végétaux ;
ce tissu de revétement comprend le cambium libéro-ligneux et le phloeme secondaire le plus

jeune d’une part, et le rhytidome (écorce externe) d’autre part
Emmeénagogue : qui favorise ou provoque la menstruation

Endémique : qualifie une espece ou un ensemble d’espéces, originaires d’un milieu
particulier et qui ne se trouve nulle part ailleurs; a la suite de mutations naturelles, ces

especes, indigénes a I’origine, sont devenues des espeéces nouvelles, unique au monde

Entiere : se dit d’une feuille a bord lisse, sans encoches ni appendices, dont le limbe est d’une

seule piece

Espece : unité de classification a I’intérieur d’un genre, typifiée par un spécimen et que 1’on

distingue d’apres des critéres de ressemblance entre les individus

Etamine : organe male des plantes a fleurs, formé d’une partie mince, le filet et d’une partie

renflée, I’anthere, qui renferme le pollen
Exalbuminée : qui n’a plus d’albumen (tissu de réserves de la graine)

Expectorant : favorise I’expulsion de substances provenant des voies respiratoires
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Famille : groupe végétal regroupant les plantes de genres différents mais qui ont un ou des
caracteres botaniques communs ou assez proches ; le nom d’une famille dérive de celui du

genre qui lui sert de type, et se termine en —aceae (-acées en francais)
Fébrifuge : diminue la fi¢vre

Feuille : organe aérien d’une plante porté par la tige, accompagné d’un bourgeon axillaire

situé a sa base, du c6té orienté vers le haut de ’axe

Flavonoide : groupe de pigments végétaux réunissant les flavones (jaunes) que 1’on trouve
notamment dans les écorces des agrumes et les anthocyanes (rouges, bleues, violettes) tres

présentes dans les fleurs

Fleur : chez les Angiospermes, élément de la plante constitué par les organes reproducteurs;
la formation de la fleur, résultant du remaniement des méristemes inflorescentiels en
méristemes floraux, réuni en un ensemble unique quatre types de pieces florales, insérées sur

le réceptacle : les sépales, les pétales, les étamines et les carpelles
Floraison : saison ou a lieu 1’épanouissement des fleurs

Fossiles : se dit d’un reste ou d’une empreinte de plante ou d’animal ayant vécu avant

I’époque historique, qui ont été conservés dans des dépdts sédimentaires

Fructification : ensemble des phénomenes physiologiques ayant le fruit pour siege, depuis la

fécondation de 1’ovule jusqu’a la maturité

Fruit : structure particuliére aux Angiospermes qui se développe a partir d’un organe arrivé a
maturité et résultant strictement de la fécondation des parties femelles d’une fleur ; dans le
méme temps ou I’ovule, doublement fécond¢, se différencie en graine, le gynécée subit une

suite de transformations qui le transforment en fruit
Gastrique : relatif a I’estomac
Gastro-intestinal : qui concerne I’estomac et I’intestin

Genre : groupe homogeéne de niveau supérieur a celui de ’espéce, défini par le type d’une
espece qu’il contient ; un genre regroupe en général plusieurs espéces qui ont en commun des

caracteres botaniques tres proches et qui appartiennent obligatoirement a la méme famille. Les
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especes d’un méme genre ont des affinités génétiques suffisantes pour que I’hybridation soit

souvent possible

Germination : phénomene par lequel I’activité métabolique de la plantule augmente, sous
I’action de I’eau et de la chaleur, permettant sa croissance, sa sortie de la graine, son

implantation dans le sol et la mise en place de sa vie autonome.
Glabre : se dit d’un organe dépourvu de poils

Graine : produit de la maturation d’'un ovule fécondé chez les plantes a fleurs; la graine
contient un embryon et les réserves nutritives qui alimentent la plantule au début de sa
croissance. Entourée de téguments protecteurs, elle peut €tre définie comme une forme de

résistance efficace du végétal lorsque les conditions du milieu deviennent défavorables.

Gynécée : organe femelle de la fleur placé en position centrale se composant d’un ou de

plusieurs carpelles libres ou soudées.
Hépatique : relatif au foie

Hypertension : augmentation anormale de la pression a ’intérieur d’un vaisseau ou d’une

cavité

Inférovarie : se dit d’un ovaire situé¢ au-dessous du plan d’insertion des autres picces florales
Inflorescence : mode de groupement des fleurs sur une plante ; ensemble de ces fleurs
Insecticide : se dit d’un produit utilisé pour détruire les insectes nuisibles

Intoxication : ensemble des troubles dus a I’introduction d’une substance toxique dans

I’organisme

Lacéré : qualifie ’organe d’un végétal qui est profondément découpé irréguliérement en

lobes, eux-mémes irrégulicrement incisés

Latex : sécrétion liquide d’aspect souvent laiteux, coloré ou incolore, de composition diverse,

formée dans les laticiferes, émise chez certaines plantes suite a des 1€sions

Laticifére : canaux unicellulaires ou pluricellulaires, ramifiés, formés de cellules sécrétrices

interconnectées qui contiennent un latex blanchatre
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Lancéolé : en forme de fer de lancette ou de fer de lance étroit : plus ou moins large a la base

et pointue au sommet
Laxatif : purgatif
Limbe : partie ¢largie plus ou moins mince d’un organe

Lobe : division d’un organe comprise entre deux parties creuses plus ou moins profondes qui

les séparent
Maturation : phénomene progressif aboutissant a la maturité
Maturité : état de ce qui est mir

Métabolite : élément produit par la transformation d’un composé organique a I’intérieur de la
cellule. I1 est dégradé ou en cours de dégradation. On attribue aussi le terme «métabolite» a un
produit simple qui participe a la nutrition. Il est qualifi¢ de secondaire lorsqu’il ne s’agit pas

d’un nutriment essentiel.
Microsomes : fragments de membranes du réticulum endoplasmique

Mitochondrie : organite cytoplasmique de la cellule, limité par une double membrane, qui

synthétise 1’adénosine triphosphate ATP, source universelle d’énergie pour les €tres vivants
Morphologique: étude de la forme et de la structure externe des étres vivants
Nervure : lignes visibles sur le limbe foliaire, formées de structures contenant les faisceaux

Ovaire : partie renflée et creuse du pistil qui contient les ovules et forme le fruit apres la

fécondation.

Papille : petite saillie, charnue et plus ou moins digitée, que 1’on observe sur la peau, les

muqueuses.

Parasite : se dit d’une plante qui vit fixée sur une autre, et y puise les substances qui lui sont

nécessaires

Pétale : piece généralement colorée, parfois parfumée, dont I’ensemble constitue la corolle de

la fleur.
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Pétiole : désigne la piece foliaire, reliant le limbe a la tige.

Phanérogame : plante vasculaire se reproduisant par des organes bien visibles, regroupés en

cones ou en fleurs.
Phagocytaire (stimulant) : relatif a la phagocytose

Phagocytose : processus par lequel certaine cellules englobent des particules ou d’autres
cellules par leur pseudopodes (expansion cytoplasmique de la cellule), les absorbent puis les

digerent

Phénologie : étude de la chronologie de certains phénomenes biologiques (floraison,

feuillaison..) en fonction des facteurs du climat

Pistil : ensemble des picces femelles d’une fleur, résultant de la soudure de plusieurs carpelles

et comprenant 1’ovaire, le style et le stigmate
Pore : trou minuscule par lequel s’effectue un échange.
Purgatif : stimule les évacuations intestinales

Réceptacle : chez les Angiospermes, zone sommitale fortement développée du pédoncule de
la fleur résultant de la transformation du méristeme floral, sur laquelle les pieces florales ou

I’ensemble des fleurs élémentaires

Rétrovirus : virus a ARN (acide ribonucléique) dont la famille comprend notamment le VIH

(Virus de I’Immuno déficience Humaine), qui provoque le sida
Rhumatisme : affection douloureuse touchant les articulations
Sédatif : calme la douleur

Sépale : chacune des picces du calice d’une fleur

Spasme : contraction pathologique des muscles lisses des visceres
Stigmate : partie supérieure du pistil, qui regoit le pollen

Stipule : chacun des appendices germinés portés par la base de la feuille au niveau de son

insertion sur la tige.
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Stomachique : qui facilite la digestion gastrique

Style : partie du pistil en forme de colonne, surmontant I’ovaire et portant les stigmates a son

sommet

Sympathomimétique (adrénergique) : qui agit grace a 1’adrénaline, substance jouant un role

d’hormone et de neurotransmetteur.

Systématique : méthode de classification biologique des étres vivants, étude de la définition,

des interrelations génétiques, de I’évolution et de la classification des étres vivants
Tanin : substance naturelle ; composé phénolique astringent assez répandu dans les plantes

Teinture : liquide contenant une matiere colorante en dissolution, dont on impregne les tissus

ou les cheveux

Tépale : piece du périanthe des monocotylédons

Tonique : qui a du tonus ; énergétique

Toxicité : caractere de ce qui est toxique

Trypanocide : se dit d’un médicament actif contre les trypanosomes (parasites)
Toxique : se dit d’une substance nocive pour les organismes vivants

Tumeur : prolifération anormale, non inflammatoire, de cellules groupées ou disséminées

plus ou moins différenciées et autonomes
Unicarpellé : gynécée constitué d’un seul carpelle
Uniovulé : se dit d’un carpelle a un seul ovule

Urinaire : relatif a 1’urine, liquide filtré par les reins et collecté dans la vessie avant son

évacuation

Vaccine : maladie infecticuse des vaches et des chevaux, transmissible a ’homme, due a un

virus de la famille des poxvirus (famille de virus a A.D.N)
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Vacuole : cavité du cytoplasme des cellules renfermant diverses substances en solution dans

I’eau

Variole : maladie infectieuse tres contagieuse, due a un virus et caractérisée par une éruption

de taches rouges devenant des vésicules, puis des pustules
Vasculaire : qualifie un organe qui possede des vaisseaux conducteurs de la seve
Vérole : syphilis, maladie infecticuse due au tréponéme pale sexuellement transmissible.

Verticilles : ensemble des feuilles, de fleurs, de pieces florales partant toutes d’un méme

niveau de 1’axe qui les porte



INTRODUCTION GENERALE

Les plantes possedent des propriétés biologiques tres variées, qui trouvent leur application
dans divers domaines comme la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et 1’agriculture. Elles
représentent une grande source de composés actifs pour la recherche de nouveaux intrants
naturels, pour leurs propriétés phytothérapeutiques (activités antioxydante, anti inflammatoire
ou anti-microbienne) que 1’on retrouve chez de nombreux métabolites secondaires tels les

composés phénoliques, les terpenes ou les alcaloides.

La médicine traditionnelle a base de plantes, est depuis longtemps utilisée. Il est souvent
difficile de définir les molécules responsables de certains effets pharmacologiques mais de
nombreuses études ont montré que des compos€s comme, les terpenes, les stéroides, les
composés phénoliques et les alcaloides peuvent avoir des activités biologiques extrémement

intéressantes.

La Guadeloupe, ile des Petites Antilles et Département francais d’Outre Mer, est située dans la
mer des Caraibes. Elle se compose de deux terres distinctes la Basse-Terre, montagneuse et
recouverte d’une forét tropicale trés dense, et la Grande Terre, plaine calcaire bordée d’une

mangrove.

Grace a son climat tropical tempéré, elle est dotée d’une biodiversité tres riche de nombreuses
especes endémiques (environ 10%) dont beaucoup plantes sont utilisées comme aliments et
médicaments. Récemment, 47 nouvelles plantes des régions d’outre mer ont été inscrites dans
la Pharmacopée francaise (15 en Guadeloupe, 16 en Martinique et 16 a 1’ille de la Réunion),
montrant ainsi la grande richesse en matieres premieres pharmaceutiques de ces especes

[Société Francaise d’Ethnopharmacologie. Ethnopharmacologia 50].

Ce résultat a été obtenu grace au travail de réseaux de chercheurs, qui regroupent les savoirs
des scientifiques de la région Caraibe, notamment des botanistes, chimistes, agronomes,
pharmaciens spécialistes en pharmacognosie et en phytothérapie. Cette pluridisciplinarité
scientifique a permis d’identifier, répertorier, analyser et enfin valoriser ces plantes pour traiter

des maladies tropicales sur lesquelles la médecine allopathique s’avere insuffisante.

Dans ce cadre, I’étude d’une Lauraceae poussant de fagon spontanée en Guadeloupe nous a

semblé intéressante. Le choix du genre Nectandra a été motivé par sa faible utilisation locale



contrairement aux autres zones du globe et par ’expertise du laboratoire pour la famille des

Lauraceae.

Apres une étude bibliographique sur la famille, le genre, I’espéce, nous présentons I’étude
phytochimique bioguidée réalisée sur les feuilles, les écorces et les fruits du végétal. Afin de
déterminer 1’évolution de la composition chimique de la plante en fonction de son cycle de vie,
I’é¢tude a ¢ét¢ menée a deux stades du cycle de la plante : la germination (stade A) et la
fructification (stade B). Les résultats des travaux d'isolation et d'identification seront présentés

lors de I'étude phytochimique de Nectandra membranacea.

En raison des axes de recherche du laboratoire Qualitrop, 1’activité antioxydante des extraits de
Nectandra membranacea a été particulierement €tudiée (huiles essentielles, les lipides, les
flavonoides et les alcaloides). Néanmoins, d’autres activités biologiques ont été évaluées afin
de déterminer de facon plus étendue le potentiel de cette espece (activités anticancéreuse,
antifongique, antibactérienne, antivirale sur le virus de I’herpes HSV-1, anti inflammatoire et
contre la maladie d’Alzheimer). En fonction des résultats obtenus nous envisagerons les

perspectives de valorisation de ce végétal.

Ce travail est donc réparti en deux grandes parties, l'une initié par une recherche
bibliographique sur la famille du genre de la partie sélectionnée. Puis, nous développons la
composition chimique des substances actives du genre : huiles essentielles, lipides, composés
phénoliques et alcaloides. Dans la deuxieme partie, nous présentons 1’étude phytochimique de
la plante étudiée : Nectandra membranacea, les activités biologiques dans la plante. Enfin, pour

finir nous discuterons des résultats obtenus.

La partie protocole est subdivisée en deux parties. La premiere présente les matériels, elle

suivie des méthodes qui décrit les techniques de criblage biologique.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les Lauraceae

1.1. Classification et position systématique

Le terme « Lauraceae » est dérivé du latin laurus, laurier auquel se rajoute le suffixe —
aceae qui signifie « appartenance a ». Les premiers fossiles de Lauraceae datent du début du

Crétacé. 1l est possible que 1’origine ancienne de cet ordre soit la raison de sa grande diversité.

Selon les classifications botaniques pré-moléculaires, les Lauraceae sont des dicotylédones
appartenant a 1’ordre des Laurales (Tableau 1) qui comprend aussi les Amborellaceae,
Monimiaceae, Trimeniaceae, Gomortegaceae, Calycanthaceae, Idiospermaceae et

Hernandiaceae selon Cronquist [Cronquist 1988].

Tableau 1 : Taxonomie des Lauraceae selon Cronquist 1988

Classification Classique de Cronquist 1988
Régne Plantae
Sous-Reégne Tracheobionta (plante vasculaire)
Embranchement Spermatophytes (plantes a graines)
Sous-Embranchement Angiospermes (plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida (dicotylédones)
Sous-Classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae

La classification de Cronquist, basée essentiellement sur des criteres morphologiques et
anatomiques fut longtemps la plus utilisée. Cependant, des études modernes sur la biologie
moléculaire mettent actuellement en exergue les liens évolutifs entre les plantes. C’est la

systématique « cladistique » ou « phylogénétique » basée sur des séquences de genes, c’est-a-



dire, sur le comptage de séquence d’acide nucléique. Plus les séquences sont voisines plus les

plantes sont proches phylogénétiquement.

Ces nouveaux travaux ont bouleversé les classifications usuelles et ont donné naissance en
1998 a une nouvelle classification ordinale des plantes a fleurs : Angiosperm Phylogeny Group
(APG ). Cette classification APG, est la classification scientifique des angiospermes la plus

récente établie. Elle a été révisée en 2003 [APG II, 2003] puis en 2009 [APG III, 2009].

Cette classification compte 14 ordres et un petit nombre de familles. En ce qui concerne les

Lauraceae, leur appartenance a I’ordre des Laurales est confirmée.

Tableau 2 : Position systématique des Lauraceae selon I’Angiosperm Phylogeny Group APG Il
2009

Sous-classe Ordres Familles

Canellales Cronquist
1957

/A‘rherospﬂmataceae R. Br. 1814
g:f‘jr:;lg? (])361‘011‘[. Lo / _(Calycanthaceae Lindl. 1819
M Erlin e /-~ _—~Gomortegaceas Reiche 1896

Laurales Juss. Ex. y
Bercht. & J. Presl. 1820 S

Hernandiaceae Blume 1826
\Lauraceae Juss. 1789

Magnoliales Juss. Ex. \ NI

Bercht. & J. Presl. 1820 \I\flomnuac,eae Juss. 1809

Siparunaceae Schodde 1970

1.2. Caractéres morphologiques généraux

La famille des Lauraceae regroupe plus de 2000 especes réparties en 53 genres déclinés
ci-dessous, dont les principaux sont le genre Ocotea (324 especes) et le genre Nectandra (114

especes). Les différents genres qui constituent la famille des Lauraceae sont :

Actinodaphne,  Adenodaphne, Aiouea, Alseodaphne, Anaueria, Aniba, Apollonias
Aspidostemon, Beilschmiedia, Brassiodendron, Caryodaphnopsis, Chlorocardium, Cinnadenia,
Cinnamomum, Clinostemon, Cryptocarya, Dehaasia, Dicypellium, Dodecadenia, Endiandra,
Endlicheria, Eusideroxylon, Gamanthera, Hexapora, Hypodaphnis, Iteadaphne, Kubitzkia,

Laurus, Licaria, Lindera, Litsea, Mezilaurus, Nectandra, Neocinnamomum, Neolitsea,
4
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Nothaphoebe, Ocotea, Paraia, Persea, Phoebe, Phyllostemonodaphne, Pleurothyrium,
Potameia, Potoxylon, Povedadaphne, Ravensara, Rhodostemonodaphne, Sassafras, Syndiclis,

Triadodaphne, Umbellularia, Urbanodendron, Williamodendron.

Les membres de cette famille sont des arbres ou arbustes présents dans les zones tropicales et
tempérées de la planete. Ils sont absents dans les régions aux climats les plus froids (Nord de

Amérique du nord, Europe, Nord de 1’ Asie,), comme le montre la figure ci-dessous.

_"_.\_,_\_,_,-\.,-'-'_'_‘_g_,-'-'_"_'_"'_‘_""'"—h_-\,_\_'

Figure 1 : Carte de répartition mondiale des Lauraceae selon Heywood [Heywood, 1978]

Les principaux caracteres morphologiques des Lauraceae sont les suivants :

e Feulille:
- Entiere et coriace
- dépourvue de stipule
e Fleur:
- Jaune ou verte
- Petite et groupée en inflorescences
- Réceptacle en forme de coupe
- sur son bord, un ou deux verticilles de deux ou trois sépales, ainsi que plusieurs
verticilles de deux ou trois étamines
- les antheres s'ouvrent par deux (Lauroidées) ou quatre (Perséoidées) pores munis
chacun d'un volet
- le gynécée est invariablement réduit a un pistil unicarpellé et uniovulé, posé sur

le fond de l'urne ou de la coupe réceptaculaire.
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e Fruit:
- baie ou drupe
- QGraine exalbuminée
- Entiérement verticillé

- Tendance a I’inférovarie : calice placé au-dessous de I’ovaire.

stigmate W

style

anthere _

filet

Etamine
} Pistil
Gynécée

petale ovaire

ovule —/

Calice { sépale

Verticilles

réceptacle pédoncule

Figure 2 : Schéma d’une fleur de Lauraceae

S’il est assez facile de reconnaitre une Lauraceae, en revanche, les criteres séparant les genres
sont trés subtils (distinction entre Ocotea et Nectandra Annexe 1). Souvent basés sur des

particularités des étamines.

1.3. Utilisation traditionnelle et toxicité des Lauraceae
1.3.1.  Utilisations non-médicinales
Il existe trois principales utilisations économiques de cette famille de plante :

e Parfumerie : de nombreuses Lauraceae présentent une haute teneur en huiles
essentielles et sont des sources de parfums.
- L’huile essentielle de rose est extraite d’Aniba rosaeodora, bois treés parfumé

originaire d’Amazonie et de Guyane.



Figure 3 : Bois de rose, Aniba rosaeodora

- L’huile essentielle de cannelle extraite par hydrodistillation fournit des parfums
épicés. Elle est aussi utilisée comme modificateur dans les parfums orientaux. Elle
est fabriquée avec I’écorce de Cinnamomum zeylanicum, arbre originaire du Sri

Lanka.

Figure 4 : Ecorces de cannelier, Cinnamomum zeylanicum

Alimentaire : de maniere générale, les fruits des Lauraceae sont riches en corps gras.
- L’un des plus célebres est ’avocat, Persea americana. C’est un arbre originaire du

Mexique, diversifié en de trés nombreux cultivars.

Figure 5 : Fruits de I'avocatier, Persea americana

- Les Lauraceae sont également utilisées comme épices et condiments : la cannelle, par
exemple, est 'une des épices les plus connues au monde. Les feuilles de laurier

noble, Laurus nobilis, originaire d’ Asie Mineure constitue une épice connue.



Figure 6 : Feuilles de Laurier noble, Laurus nobilis

e Bois de construction : les écorces dures de plusieurs especes telles que Nectandra

membranacea, Nectandra coriacea mais aussi Ocotea, Beilschmiedia et Cryptocarya
sont sources de bois (planches, poutres pour la construction) pour le batiment a travers

le monde.
Toxicité

Les Lauraceae ne sont généralement pas des plantes toxiques (voie alimentaire, inhalation,
contact etc...). Cependant, le caractere cancérigéne des allyl propényl-benzenes, qui composent
majoritairement 1’huile essentielle de Sassafras (S. albidum), a été mis en évidence chez le
rongeur. Il peut également y avoir des risques liés a une application de 1’huile essentielle de
cannelle et des problemes cutanés pour certains travailleurs de 1’industrie du bois. Dans la
littérature, on souligne la toxicité des feuilles, des écorces de 1’avocatier concernant les
animaux [Jean Bruneton, 1999]. En effet, les feuilles de I’avocatier contiennent de la persine 1,

dérivé d’acide gras toxique qui peut causer la mort [Appleman, O. 1944 ; Fuller T.C. 1986].

O OH
OAc

Figure 7: Structure de la persine (1)

Le tableau ci-dessous présente les multiples usages traditionnels non-médicinaux de quelques

Lauraceae.



Tableau 3: Quelques utilisations non-médicinales répertoriées des Lauraceae. [Jean

Bruneton; Christian Ouensanga, Palikur Wayasi et al. 1999].

Plante Organes Utilisations Origine
Persea americana Fruits Alimentation Amérique
huile : produits cosmétiques,
élimine les pellicules...
Bois Bois de construction
Feuilles, Bains aromatiques
Bourgeons et
Boutons de
fleurs
Cinnamomum verum Ecorces séchées = Teinture de cannelle, épices Inde
Huiles Parfumerie, aromatique
Essentielles
Cinnamomum camphora | Bois Parfumerie, épices Extréme
Orient
Ocotea odorifera Bois Huile de sassafras, mobilier, Brésil
batiment
Aniba rosaeodora Bois, feuilles Huile essentielle Brésil
Racines Parfumerie, savonnerie Guyane
Bois Bois d’ceuvre, meuble,
construction, bateaux, canoeés,
placards, outils agricoles...
Chlorocardium rodie Bois Bois d’ceuvre : navire, Brésil
embarcaderes, poteaux
d‘habitations
Licaria canella Ecorces Epice, décoction: aphrodisiaque | Guyane
Ocotea cymbarum Tronc Fabrication huile de sassafras de @ Brésil
Santa Catarina
Mezilaurus itauba Bois Bois d’ceuvre : construction Brésil
d‘extérieur, coffres, meubles,
placage de décoration
Fruits Cosmétique



1.3.2.

Utilisations médicinales

La famille des Lauraceae présente aussi de nombreuses propriétés médicinales.

Quelques unes sont répertoriées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Quelques utilisations médicinales répertoriées de Lauraceae.

[Jean Bruneton 1999, Weniger 1996]

Plante Organe Utilisations Origine
Cinnamomun verum Ecorces Antibactérienne a large spectre et 2 | Océan Indien
action puissante, antifongiques,
antifermentaires, aphrodisiaques,
antiparasitaires, antivirales,
antiseptiques, emménagogues,
hyperémiantes (provoque afflux
sanguin)
Huiles Infections urinaires, antivirales,
Essentielles bactéricides
Cinnamomum aromatica Ecorces Vertus stomachiques (digestion Chine
facilitée), anti-douleurs
(abdominales)
Sassafras albidum Ecorces Huiles essentielles USA
Racines Carminatifs, diurétiques,
antiseptiques, rhumatismes,
éruptions cutanées
Persea americana Bourgeons des Soulagement de la vérole Amérique
branches centrale
Fruits Arrét de la dysenterie,
recommandée pour les diabétiques
Feuilles Traitements hypertensions,
affections gastro-intestinales,
troubles hépatiques, états grippaux,
antidiarrhéiques, anti-
inflammatoires
Huile et pulpe Stimulants phagocytaires
Fruits Annémorhées
Aniba rosaeodora Bois Anti-infectieuses, infections ORL, Amérique du
(oto-rhino-laryngologie) broncho- Sud
pulmonaires
Laurus nobilis Feuilles Infections respiratoires, grippes, Europe
aphtes, colites, arthrites, spasmes
Ravensara aromatica Feuilles Actives sur virus, rétrovirus, état Océan Indien
grippaux, facilite le sommeil
Cassytha filiformis Plante Décoction : affections Europe

dermatologiques, rougeurs, plaies,
troubles circulatoires dus a la
ménopause, contre hypertensions,
rhumatismes, coliques
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2. Les Nectandra

Nectandra est le deuxieme genre le plus important des Lauraceae apres Ocotea. (Tableau

récapitulatif des especes Annexe 2).

2.1. Classification et répartition géographique des Nectandra
La classification botanique des Nectandra est présentée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5 : Classification botanique de Nectandra [APG IIl 2009]

Classification botanique du genre

Embranchement Spermatophytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Magnolidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Nectandra

Nectandra est restreint aux régions tropicales et subtropicales de I’Amérique, la plupart des
especes €tant localisées entre les tropiques du Cancer et du Capricorne. Les especes de ce genre
se retrouvent dans la plupart des habitats qui permettent la croissance des arbres a feuilles
persistantes, comme les foréts tropicales humides et inondées. Dans les sols de glaise riches ou
pauvres en nutriments, ainsi que dans les sables blancs d’Amazonie on retrouve en particulier

des bois a feuilles caduques [Rohwer, 1958].
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Figure 8 : Carte de la répartition des Nectandra dans le monde :
International Biogeography Society 2013

2.2. Caracteres morphologiques

Les especes du genre Nectandra sont habituellement des arbres, mais beaucoup d’entre elles
peuvent aussi se développer comme des arbustes. On retrouve parfois dans les habitats secs ou
dans les hautes altitudes, des formes naines, qui lors de la floraison atteignent seulement un
metre de hauteur. Les arbres les plus grands atteignent quarante metres de haut. Mais on

retrouve plus couramment des arbres d’environ huit metres.
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La plupart des espéces ont une écorce grise relativement lisse, souvent avec de grandes
lenticelles. Sur les grands troncs, I’écorce devient souvent squameuse (en forme d’écailles). Les
jeunes brindilles sont souvent plus ou moins angulaires, tandis que les feuilles restent entieres

et pétiolées (voir figure 9 : N. dominicana) [Rohwer, 1958].
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Figure 9 : Nectandra dominicana (Guadeloupe)
Trace des Etangs Basse-Terre
Josianny JOSEPH-ANGELIQUE
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DESCRIPTION SELON ROHWER [Rohwer 1958]

e Feuilles
- Entieres
- Alternées
- Glabres
¢ Inflorescences
- Rarement en forme de grappes
- se développent de la base vers le haut
e Fleurs
- Bisexuelles
- Actinomorphes (symétrie radiale)
- 3 2a17 mm de diametre
- Six tépales égaux
- Papillosées (petite excroissance charnue) a I’intérieur de la surface, en
général blanches, parfois jaunatres ou grisatres, rarement roses
- 9 étamines, attachées par la base sans pédoncule ou avec des filaments
apicales habituellement papilleuses (parsemées de papilles)
- Sacs de pollen par antheres, arrangés plus ou moins en un arc horizontal,
parfois par paire, I’une au-dessus de I’autre.
- 3 staminodes, alternés a I’intérieur d’étamines, toujours distincts
e Fruit
- Baie ensemencée ou drupe, habituellement noire, brunatre pourpre a la

maturité, entourée en général d’un réceptacle rouge.

Figure 10 : Fleur de Nectandra lineata
Smithsonian Tropical Research Institute 2003-2006
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3. Composition chimique des especes de Nectandra

Quatre grandes familles de molécules ont été mises en évidence dans le genre Nectandra :

e les terpenes (dont les huiles essentielles)
e les lipides
e les composés phénoliques : phénols, lignanes, flavonoides, tanins

e les alcaloides.

Apres une présentation générale de chacune de ces familles, nous présenterons les métabolites

retrouvés dans le genre.

3.1. Terpeéenes (huiles essentielles)
3.1.1. Role physiologique et localisation

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolites secondaires,
mais leur role exact dans le processus de la vie de la plante est inconnu [Rai, 2003]. Certains
effets apparents ont été décrits dont celui de la protection contre la flore microbienne
infectieuse par les propriétés fongicides, bactéricides et contre les herbivores par le golit ainsi
que les effets défavorables sur le systeme nerveux [Porter, 2001]. La plante utilise aussi les
huiles essentielles pour repousser les prédateurs ou attirer les insectes afin de favoriser la
pollinisation. L’essence est aussi considérée comme source énergétique, facilitant certaines
réactions chimiques, conservant I’humidité des plantes dans les climats désertiques [Belaiche,

1979].

3.1.2. Huiles Essentielles des Nectandra

Avec les especes qui produisent des fleurs (N. coriacea, N. cissiflora, N. reticulata) et celles
qui fournissent un bois odorant (Nectandra dominicana, de nom local « bois doux muscade »),
le genre Nectandra semble riche en huiles essentielles. Les huiles essentielles se retrouvent au
niveau de toutes les parties de la plante: feuilles, écorces, fruits. Elles se composent

principalement de mono et de sesquiterpenes ainsi que de leurs dérivés oxygénés.

Dans la littérature trés peu de travaux ont été réalisés sur les huiles essentielles des Nectandra.
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Morais et son équipe, indiquent que 1’ o- et le B-phellandrene (72,8 %) sont les composés

majoritaires de I’huile essentielle de N. rigida (Kunth) Nees [Morais et al. 1972].

A titre d’exemple, le tableau suivant présente les principaux constituants des huiles essentielles

de deux Nectandra : N. coriacea [Jorge A.Pino et al. 2005] et N. angustifolia [Torres et al.

2005].

Tableau 6 : Composés chimiques majoritaires des H.E. de Nectandra coriacea [Jorge A.Pino et
al. 2005] et Nectandra angustifolia [Torres et al. 2005]

Composition chimique % Composition % Formules
des feuilles de . chimique des feuilles
coriacea de N. angustifolia
1 Valérianol 16,7 2 p-menta-1(7)8-diene | 25,2 E E
3 y-eudesmol 12,3 4 a-terpinoléne 20,9
5 o-phellandrene 7,2 6 5-¢lémene 6,8 Ve
7 o-pinéne 6,4 a-pinéne 10
8 limonéne 4,3 9 germacréne D 5,2 /

L’huile essentielle de 1’espece N. angustifolia Nees présentée ci-dessus est de couleur jaune

citron. Elle est trés riche en hydrocarbures monoterpéniques (72%), avec notamment le p-

menta-1(7)-8-diene 2 (25,2%) et I’a- terpinolene 4 (20,9%) qui lui conferent une densité faible
[TORRES et al. 2005].
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Les composés sesquiterpéniques représentent moins de 20% et les composés oxygénés sont

faiblement représentés, ce qui fait de cette huile essentielle une essence tres volatile.

En 1999, Valley et Scora, identifient dans I’huile essentielle des fruits de N. umbrosa (Kunth)

Mez., deux sesquiterpenes oxygénés et un non oxygéné majeur représentant a eux trois 54%

des composés : le cadinol 10, le germacrene B 11 et le spatulénol 12 [Valley et Scora, 1999].

10 Cadinol
HO

11 Germacrene B

12 Spatulénol

OH

Figure 11 : Composés retrouvés dans I'H.E des fruits de N. umbrosa

Les volatils de N. salicina ont également été étudiés. Les composés chimiques majeurs des

huiles essentielles des feuilles et des branches sont présentés dans le tableau suivant [Chaverri

et Ciccio, 2009].

Tableau 7 : Composés chimiques majeurs de I'HE de Nectandra salicina
[Chaverri et Ciccio, 2009].

Composés Feuilles (%) Branches (%) Formules
13 Viridiflorene 10,1 7,9
7 a-pineéne 9.4
14 p-caryophyllene | 7,2
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15 o-humulene 7.0

16 d-cadineéne 6,1

17 B-pinene 6,0

9 Germacrene D 5.8 10,7

18 Attractylone 14,6 21,1

197-épi-a-sélinene 5,0
TOTAL 66,2% 44.7%

Il y a 37 composés majeurs dans I’huile essentielle des feuilles soit 66,2% sur un total de
92,6%. Dans ’essence des écorces, 42 composé€s majoritaires, soit 44,7%, ont été identifiés sur
un total de 86,2%. Des sesquiterpenes sont aussi retrouvés dans le genre Nectandra, le plus
fréquent est I’acide costique 20 isolé des écorces de Nectandra membranacea [Xiujun Wu et al.
2006 ], N. grandiflora [Moreno and al.1993] et N. cissiflora [Feranda R. et al. 2010]. L’acide

3-isocostique 21 a aussi été isolé de N. cissiflora et de N. membranacea.
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20 Acide costique

21 Acide-3-isocostique

CO,H

Figure 12 : Sesquiterpenes de Nectandra

Deux nouveaux sesquiterpenes de type cadinane ont été isolé des feuilles de N. amazonum, rel-

(4S, 6)-cadina-1(10), 7 (11)-diene 22 et rel-(1R, 4S, 6S, 10S)-cadin-7(11)-en-10-ol 23 [Cuca

Luis E. 2013].

22 rel-(4S, 6)-cadina-1(10), 7 (11)-diéne

23 rel-(IR, 48, 6S, 10S)-cadin-7(11)-en-
10-ol

W,
',
1y,
'y

Figure 13 : Sesquiterpenes isolés des feuilles de N.amazonum

D'autres sesquiterpenes du méme type sont aussi identifiés tels que le o-cadinene 16, 1'o-

cadinene 24, le torréyol 25 et 1'a-cadinol 26 [Cuca Luis E, 2013].

24 a-cadinene

25 Torréyol

26 a-cadinol

A

Figure 14 : Sesquiterpenes isolés chez N. amazonum

Tous ces résultats récents montrent un intérét pour le genre Nectandra en matiere de

terpénoides.
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3.2. Les lipides chez les Nectandra

Les lipides sont des corps gras c’est-a-dire des molécules hydrophobes ou amphipathiques (une
partie hydrophobe et une partie hydrophile). Ils sont solubles dans les solvants organiques non

polaires et se classent en deux grandes catégories :

e les lipides a base d’acide gras qui comprennent : les acides gras, les lipides simples et
les lipides complexes
e et les lipides a base d’isopréne: terpénoides, caroténoides, quinone a chaine

1soprénique, stéroides et tocophérols.

Chez les Nectandra, quelques triglycérides ont été isolés comme les triglycérides de I’acide
oléique 27, de I’acide palmitique 28, et de I’acide linoléique 29 dans les feuilles de Nectandra

gardneri [Fernanda R. et al., 1999].

27 Triglycéride de I’acide-cis-9-octadécénoique ou de 1'acide oléique

(¢}

28 Triglycéride de 1’acide hexadécanoique ou de 1’acide palmitique

/\/\/\/\/\/\/\)i\o
/\/\/\/\/\/\/\)L\Oj,‘;H
M

0——CH,

29 Triglycéride de I’acide-9,12-cis-octadécadiénoique ou de l'acide linoléique

/\/\/z\/z\/\/\/\/!\o
/\/WA)OJ\OJCH
/\/\/:\/:\/\/\/\)k

0——CH,

Figure 15 : Structure de quelques triglycérides [Fernanda R. et al. 1999]

Les phytostérols sont aussi présents dans le genre Nectandra. Ce sont des stérols présents
naturellement dans les plantes, qui possedent des propriétés antioxydantes et anti-polymériques

[Smadi, 2007].
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On peut citer le stigmastérol 30 et le B-sitostérol 31 isolés des calices des fruits et des feuilles
de N. amazonum [Ahmad et al., 1992. B-sitostérol a aussi été€ isolé a partir du bois de N. polita
[Margoth Suarez et al,. 1983] et des fruits de N. glabrescens [Jos¢ M. Barbosa- Filho et
al.1991]. Ces deux stérols sont décrits comme hypocholestérolémiant [José M. Barbosa-Filho

et al.1991].

Plusieurs travaux de recherche indiquent que le stigmastérol et -sitostérol peuvent étre utiles
dans la prévention de certains cancers : ovaires, prostate, sein et colon [Klippel KF, et al.
1997 ; Carbin BE et al. 1990 ; Wilt TJ et al. 1999 ; Awad AB and al. 2000 ; Awad AB et al.
1996 ; Awad AB, et al. 1998]. La société Upjohn utilise le stigmastérol comme matériau brut

pour la synthese de la cortisone. [Hogg, John A. 1992 ; Soy Infocenter 2009].

Une étude menée par 1’organisme scientifique European Food Safety Authority [Efsa, 2012] a
évalué les dangers de I’utilisation des végétaux riches en stigmastérol dans les additifs
alimentaires et les sources de nutriments ajoutés aux aliments. Cette étude a conclu que ce

stérol peut Etre utilisé sans danger comme stabilisateur dans les cocktails alcoolisés.

30 Stigmastérol 31 pB-Sitostérol

Figure 16 : Structure de quelques stérols

3.3. Les composés phénoliques simples

Les composés phénoliques naturels constituent un ensemble de molécules tres répandu dans le
regne végétal. Ils sont issus du métabolisme secondaire des plantes et ont un effet bénéfique

pour la santé. Ces composés ne sont pas synthétisés en priorité par la plante.

Les composés phénoliques font actuellement 1’objet d’une littérature abondante compte-tenu de
leurs propriétés bénéfiques pour la santé humaine : effets protecteurs contre les maladies

cardio-vasculaires, effets anti-inflammatoires ou anti-viraux [Chung et al., 1998], croissance
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cellulaire, différenciation, organogénese, dormance des bourgeons, floraison et tubérisation

[Nitsch et al., 1961 ; Alibert et al., 1977].

Ils sont également utilisés comme additif dans 1’industrie agroalimentaire [Reynaud C. et al.

2013].

Les polyphénols présentent une grande diversité avec plus de 8000 composés phénoliques dont
5000 appartenant a la sous-classe des flavonoides [Bravo, 1998]. On distingue trois grands

groupes : composés phénoliques simples, les flavonoides, et les tanins.

3.3.1. Les phénylpropanoides

Aucune étude n’a rapporté la présence de ces composés chez Nectandra membranacea. Par

contre, des phénylpropanoides ont été isolés dans plusieurs autres especes de Nectandra.

A partir de I'écorce du tronc de N. megapotamica, quatre phénylpropanoides ont été isolés et
identifiés : élémicine 32, isoélémicine 33, (£) érythro-1-(3,4,5-triméthoxyphényl)-1,2-
propanediol 34, et le (£) thréo-1-(3,4,5-triméthoxyphényl)-1,2-propanediol 36 [Fernanda R.
Garcez et al., 2009].

32 Elémicine 33 Isoélémicine 34 (%) érythro-1(3.4,5- | 35 (%) thréo-1-(3,4,5-

triméthoxyphényl)- triméthoxyphényl)-

1,2-propanediol 1,2-propanediol
/ HO e HO, o
H,CO OCH, H,CO OCH,
HaCO OCHj HaCO OCH,
OCHj,4 OCHj3
OCHjg OCH,

Figure 17 : Phénylpropanoides chez N. megapotamica

Un phénylpropanene tres actif a été isolé des écorces de cette méme Nectandra : il s’agit de I’a-

asarone 36, composé hépatoxique et cancérogene [Lopez et al., 1993].
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H,CO N

H,CO OCH;

36 o-aarone

D’autres phénylpropanoides ont été isolés comme le safrol 37, I’isosafrol 38, I’eugénol 39,

I’isoeugenol 40, dans les fruits de N. glabrescens [José M., Barbosa-Filho et al., 1989].

37 Safrol 38 Isosafrol
<O <O h
0 — 0
39 Eugénol 40 Isoeugénol
H3CO / HSCO]@/\/CHS
HO HO

Figure 18 : Phénylpropanoides de N. glabrescens

L’étude du tronc de N. polita a permis d’établir la présence d’eugénol, du O-méthyleugénol 41,
du  déhydrodieugénol 42, du  O-méthyldehydrodieugenol 43 et du di-O-
méthyldehydrodieugénol 44 [Margoth Suarez et al., 1983]. Les structures sont présentées a la

figure 19.

41 O-méthyleugénol 42 Déhydrodieugénol

‘ OH OH ‘
H3C/o = ° °
H3C\o
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43 O-méthyldehydrodieugénol

| \O OH ‘
0. l I o

44 Di-O-méthyldéhydrodieugénol
N

T ]
OIIO

Figure 19 : Phénylpropanoides de N. polita

3.3.2. Les lignanes et les néolignanes

Les lignanes sont des dimeres de phénylpropanoides (2 unités C¢-C3) dont le squelette résulte

de I’établissement d’une liaison entre les carbones B-B’° (liaison 8-8).

6 1 3
s X /N;/ a
’ Cc3
4 / 2
3
C6
a)

b)

Figure 20 : a) unité C¢-Cs ; b) Structure des lignanes

3.3.2.1. Lignanes,

Nectandra

néolighanes et norlignanes chez les

Les Lauraceae et le genre Nectandra sont riches en lignanes. La sésamine 45 (lignane que I'on

retrouve dans les graines de sésame) a été isolé et identifié a partir des calices des fruits de N.

amazonum [Mario G. José M. Barbosa-Filho 1989] et des écorces du tronc de N. turbacensis

[De Carvalho, 1989]. De méme, chez N. megapotamica ont été identifiés la galgavine 46, la

machiline G 47, les nectandrines A 48 et B 49, la veraguensine 50, l'aristolignine 51, la

calopiptine 52 et la ganschisandrine 53 [Asai M. Lee J.W et al., 2012].
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45 Sésamine

46 Galgravine: R= R1: R3: OCH3; R2: H

47 Machiline G : R=R;= OCH;,;R3;=0CHj3; R,=H
48 Nectandrine A : Ry= OH; R=R3=0CHj;; R,=H
49 Nectandrine B : R= OCHj3; Ri=R3=0OH; R,=H
50 Veraguensine: R= R;=R;= OCHj3;, =OH; R,= H.
51 Aristolignine : R= R3= OCHj3,R;=OH; R,=H
52 Calopiptine : R= R;= OCH,0; R,=H; R3= OCHj3
53 Ganschisandrine: R=Rj= R3;= OCHj3; R,=H

OCH,

Figure 21 : Structure de lignanes présents dans le genre Nectandra

Les lignanes posseédent de nombreuses activités biologiques intéressantes. Ce sont des
molécules ayant des propriétés antitumorales [Giorgi-Renault 2005], insecticides [Saguez J. et

al.2013].

Ainsi les travaux d’Asai et de son équipe, ont montré que la galgravine et la veraguensine
isolées de N. megapotamica offraient de nouvelles possibilités pour le traitement des maladies

des os comme 1’ostéoporose. [Asai M. Lee JW. et al., 2012].

La machiline G, identifiée des feuilles de N. megapotamica, présente une activité trypanocide
élevée avec un ICspde 2,2 uM et lyse a 94 % des parasites a 32 uM. Les autres lignanes isolés
de cette espece présentent une activité trypanocide moyenne : la galgravine, la nectandrine B, la
calopiptine, la veraguensine, l'aristolignine et la ganschisandrine tandis que la nectandrine A est

inactive.

25



Les néolignanes sont également tres répandus chez les Lauraceae. Les plus fréquemment

rencontrés sont :

e les mirandines A 54 et B 55, (2S, 3S, 3aS) et (25, 3S, 3aR)-5-allyl-3a-méthoxy-2-
(3°,4°,5’-triméthoxyphényl)-3-méthyl-2,3,3a,6-tétrahydro-6-oxobenzofurane isolées du
tronc de Nectandra miranda [Cacilda J. Aiba et al., 1977].

e Jes nectamazines A 56, B 57 et C 58, la licarine A 59, I'acuminatine 60, la denudatine B
61, le lilifol B 62, le macrophylline B 63, le denudanolide D 64, et la kadsurenine C 65

1solés des feuilles de N. amazonum.

e Des néolignanes de type dihydrobenzofurane ont été retrouvés dans les fruits de N.

glabrescens [Barbosa-Filho et al. 1989].

Groupement OMe /

Groupement Aryl (Ar)

Position des groupements Aryl | OMe

54 Mirandine A o o

55 Mirandine B | o B
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Nectamazine R | R, R,
56 A OH| H | =0
57 B H |OH| =0
58 C H | OH | B-OH

59 Licarine A: Ry= OCH3; R,= OH
60 (+)Acuminatine: R1=R,=OCHj;

61 Denudatine B

62 Liliflol B

(0]

D0

OH

63 Macrophylline B
/

64 Denudanolide D

Figure 22: Structure de néolignanes présents dans le genre Nectandra
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L’extrait des feuilles de N. lineata s’est révélé tres actif (ICso = Sug/mL) sur Trypanosoma
cruzi, parasite provoquant des trypanosomiases chez I’ Homme et les animaux en Amérique du

Sud. Ce parasite est transmis par des feces de réduves (punaises).

Le fractionnement a été réalis€é et deux norlignanes ont été isolés, le 3-méthoxy-3,4-
méthylenedioxy-4’,7-époxy-9-nor-8,5 néolignane-9’-acétoxy 66, et le 3’-méthoxy-3,4-
méthylenedioxy-4’-7-époxy-9-nor-8,5’-néolignane-7,8’-dicne 67. Le premier norlignane a
montré une activité beaucoup moins élevée contre le parasite (ICsop= 40,86 pg/mL) que le

second (ICsp = 18,6 ug/mL) [Lilia Cherigo, 2005].

3’-méthoxy-3,4-méthylenedioxy-4’,7-époxy- "
9’-acétoxy-9-nor-8,5’néolignan- 7 9 )J\
Ri= \/\o
66
3’-méthoxy-3,4-méthylenedioxy-4’-7-époxy-
9-nor-8,5’-néolignan-7,8’-diene 7' o
& \/
R, = 8
67

Figure 23 : Structure des norlignanes isolés des feuilles de N. lineata

3.3.3. Les lactones

Les lactones sont des composés cycliques formés par estérification intramoléculaire d’un acide
hydroxylé conduisant a wun ester cyclique, avec ¢élimination d’eau. Les lactones
sesquiterpéniques appartiennent a la classe des terpénes et sont formés de trois unités

isopréniques.

Selon la taille du cycle, on trouve des - 68, y- 69 ou d-lactones 70.
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68 PB-lactone 69 y-butyrolactone 70 o-valérolactone
hétérocycle a 4 chainons hétérocycle a 5 chainons hétérocycle a 6 chainons
0 0 o)
% °
0 0

Figure 24 : Structure de lactones

Les cycles a 5 atomes de carbones ou 6 chainons en comptant 1'oxygene sont les plus stables.

Ce sont les y-lactones qui sont le plus couramment rencontrées parmi les lactones a petit cycle.

Les lactones de faible masse moléculaire sont des liquides d’odeur agréable. Les lactones a

grand cycle possedent des propriétés odorantes particulieres, odeur de musc tres pénétrante

(cycles de 14 a 18 chalnons) et sont toutes tres stables [Surdin Dina, 2013]. De nombreux

produits naturels contiennent un cycle lactonique qui joue un rdle trés important dans leurs

propriétés physiologiques (insecticides [Surdin Dina, 2013], potentiels thérapeutiques et

anticancereux avec 1’isolancifolide 104 [Choi JJ, 2012]).

3.3.3.1.

Lactones des Nectandra

Pami les lactones les plus fréquentes rencontrées dans le genre Nectandra, on peut citer

e L’isolancifolide 71, la fraxidine 72, la fraxidine-8-O-B-D-glucopyranoside 73 et la

scopolétine 74 isolés de Nectandra gardneri [Fernanda R. Garcez et al., 1999].

71 Isolancifolide

CH,(CH,);CH5
O

HO

72 R=H: Fraxidine
73 R=B-D-Glc:
Fraxidine 8-O-p-d-
glucopyranoside

H,CO

H,CO o o}

OR

74 Scopolétine

o OH

Figure 25 : Lactones isolés de N. gardneri
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e La rubrenolide 75, rubrynolide 76, dihydrorubrenolide 77 présents de N. rubra
[Franca N.C.; O. R. Gottlieb et al. 1972].

75 R= CH,=CH Rubrenolide
76 R= CH=C Rubrynolide
77 R= CHj3-CH; Dihydrorubrenolide

HO

OH o
O

Figure 26 : Lactones isolés de N. rubra

3.3.4. Les flavonoides

Généralités

Les flavonoides sont largement distribués dans différentes parties des végétaux comme les
feuilles, les graines, les écorces et les fleurs des végétaux [Medic-Saric et al., 2003], et méme

dans différents produits dérivés tels que les boissons: vins, cidre, biére, thé, cacao etc...

Cette présence est en grande partie influencée par des facteurs génétiques et des conditions
environnementales, comme la germination, le degré de maturité, la variété, le traitement, le
stockage [Lugasi et al., 2003]. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans
les cellules épidermiques des feuilles, et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus

contre les effets nocifs du rayonnement UV [Hadi, 2004].

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont le squelette de base a quinze atomes de
carbones est constitué de deux unités aromatiques, cycles notés (A et B), reliés par une chaine

en C; (cycle C) correspondant a un diphényle propane figure 27.

Figure 27 : Squelette de base du diphényle propane
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Parmi les flavonoides, on distingue huit sous-classes présentées en figure 28 et 29 en fonction

du degré d'oxydation et d'insaturation du cycle C: flavones 78, flavanones 79, flavonols 80,

dihydroflavonols 81, flavanols 82 et anthocyanes 83, chalcones 84 et aurones 85 [Medic-

Saric et al., 2004].

78 Flavones

79 Flavanones

l |

80 Flavonol

81 Dihydroflavonols

82 Flavanols
94

OH

OH

Figure 28 : Structures des différentes sous-classes de flavonoides

Le cycle C peut s'ouvrir donnant naissance aux chalcones

hétérocyle a 5 chainons caractéristiques des aurones 85.

84 puis se recycliser en un

84 Chalcones

OH

(0]

85 Aurones

Figure 29 : Structures des chalcones et aurones

Le déplacement du point d'attache du noyau B du C-2 vers le C-3 du cycle C conduit des

flavonoides aux iso flavonoides 86. La plupart des flavonoides des aliments sont des 3-O-

glycosides et des polymeres. On en retrouve aussi sous forme aglycone [Medic-Saric et al.

2003]. Les propriétés générales des flavonoides en font des éléments essentiels a I’alimentation
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de ’homme. La prise journaliére moyenne des flavonoides par I’Homme varie de 25 mg/jour a

1g /jour [Wang et Mazza, 2002].

(0]

86 Isoflavones

3.3.4.1. Absorption des rayonnements UV

L’action des flavonoides dans les plantes résulte en partie de leur effet filtre et de leur forte
absorption dans le domaine UV. Les spectres UV des flavonoides exhibent deux bandes
d’absorption principales dans la région 240-400 nm. La bande I (300-395 nm) est considérée
comme ¢étant associée a 1’absorption de la partie cinnamoyle (noyau B) du flavonoide et la

bande II (240-280 nm) a celle de la partie benzoyle comme 1’indique le schéma suivant :

Chromophore
benzoyle

6 Chromophore
5 cinnamoyle
Bande II Bande |
240 - 280 nm 300 - 395 nm

Figure 30 : Absorption UV du squelette flavonoide

Plusieurs facteurs peuvent affecter les spectres d’absorption et le coefficient d’extinction des
flavonoides. L’augmentation du nombre d’hydroxyles sur la partie aglycone provoque un effet

bathochrome des bandes d’absorption vers de plus grandes valeurs.

En absence d’hydroxyle en position 3 (cas des flavones), la longueur d’onde de la bande I est la

plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en particulier sur les
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hydroxyles en position 3, 5, 7, 4’, provoquent un effet hypsochrome vers les longueurs d’onde
plus courtes. Toutefois, la nature du sucre n’a généralement pas d’effet. Pour I’acylation, peu
de données existent sur I’effet de cette réaction sur les propriétés spectrales des flavonoides.
Cette propriété d'absorption dans le domaine de 1'UV avec deux bandes caractéristiques pourra

étre exploitée pour la détection de ce type de composés.

3.3.4.2. Flavonoides chez les Nectandra

Les flavonoides rencontrés sont essentiellement des flavonols (figure 31).

OH

(o}

Figure 31: Structure du Flavonol (3-hydroxy-2-phénylchromen-4-one)

Le kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranoside 87, la quercitrine 88, quercétine 89, ont été isolés

des feuilles de N. gardneri [Fernanda R.Garcez et al.1999].

87R;= H R; =rhamnose : kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranoside ou
afzéline

88R;= OH R; = rhamnose : quercétine-3-O-rhamnopyranoside ou
gercitrine

89R; = OH et R, = H : quercétine

90R; = Het R, =H : kaempférol

OH O
Figure 32 : Flavonoides isolés de N. gardneri

Le kaempférol et la quercétine ont ét€é également caractérisés a partir des fruits de N.

glabrescens [José M. Barbosa-Filho et al. 1989].
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L’afzéline et la quercitrine isolées des feuilles de N. grandiflora [Alan B. Ribeiro et al., 2005]
montrent une activité antiradicalaire envers le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) de 16 et
73% a 50 pmol.L’l. La référence utilisée, la rutine 91, antioxydant commercial est a 81%

inhibitrice du DPPH pour une concentration de 50 pmol.L™".

91 Rutine

Pour finir, la (-) épicatéchine 92 a été isolée des écorces du tronc de N. cissiflora [Fernanda

R.Garcez et al., 2010] et de N. megapotamica [Fernanda R. Garcez, 2009].

OH
HO o \\\\\\\Oi
N OH

OH

92 (-) épicatéchine

3.4. Les alcaloides

3.4.1. Définition

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées, de nature basique,
présentant généralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons
végétaux tres actifs, dotés d’une action spécifique. La médecine moderne les emploie souvent a

1’état pur [Bruneton Jean, 2009].

Les alcaloides se rencontrent surtout chez les Angiospermes mais de facon irréguliere. En regle

générale, tous les alcaloides d’une méme plante ont une origine biosynthétique commune,
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méme si leurs structures peuvent paraitre assez différentes. Pour une plante donnée la teneur en

alcaloides peut étre inégale et certaines parties peuvent en étre totalement dépourvues.

IIs s’accumulent surtout dans les vacuoles au niveau cellulaire, mais leur répartition dans la
plante se fait différemment suivant les especes. Les alcaloides se rencontrent surtout au niveau
des épidermes du pourtour des cordons vasculaires, des laticiferes et, de facon générale, dans

tous les tissus en voie de croissance (jeunes racines, jeunes feuilles).

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides conférent a ce groupe de
métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systeme nerveux central, ils
agissent comme dépresseurs telles la morphine, la scopolamine, ou encore comme stimulants
(caféine, strychnine). Au niveau du systtme nerveux autonome, ce sont des
sympathomimétiques, (éphédrine). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux comme la

cocaine ou d’antipaludiques (la quinine) [Bruneton, 2009].

3.4.2. Alcaloides des Nectandra

Les alcaloides sont tres présents dans le genre Nectandra. Plusieurs types de structures sont

retrouves.

3.4.2.1. Alcaloides bisbenzylisoquinolines

Les bisbenzylisoquinolines sont I’un des deux plus grands groupes d’alcaloides isoquinoléines
(avec les aporphinoides). En 1991, un total de 393 composés de cette classe a ét€ décrit [Schiff
Jr, 1991]. Le nombre de composés décrits a récemment augmenté de fagon tres significative.
Les structures de base sont formées par condensation de deux unités benzylisoquinolines, de
telle sorte que trois classes de dimeres soient formées : biscoclaurine, coclaurine - réticuline et
bisréticuline. Des réactions d’oxydations phénoliques conduisant & diverses combinaisons de
ponts éther diarylique et des liens carbones-carbones entre les monomeres ainsi que
I’hydroxylation ou méthoxylation des composés conduisent a I’existence de nombreux sous-

groupes.

Nous retrouvons chez les Nectandra deux types de structures : ocotine 93, rodiasine 94 et
sépérine 95 chez N. rodiaei. [Bick et al. 1978] et la costarine 96 chez N. salicifolia [Bohlke et
al., 1996].
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93 Ocotine R=H 95 Sépérine

94 Rodiasine R= CHj

Figure 33 : Alcaloides bisbenzylisoquinolines chez Nectandra

3.4.2.2. Alcaloides aporphines

Les alcaloides aporphines constituent 1'une des deux plus grandes classes d’alcaloides
isoquinoléines, avec les bisbenzylisoquinolines [Schiff et al., 1991]. La biosyntheése de ces
composés est réalisée a partir de benzylisoquinolines et de proaporphines comme ceux isolés a
partir de N. salicifolia, N. grandiflora (boldine, isoboldine...). Dans les aporphines, un groupe
méthyl est habituellement rattaché & un atome d’azote, qui est tertiaire [Shamma, 1972].

(Boldine, isoboldine, N-méthyllaurotétanine).

Les aporphines avec un second azote sont appelés noraporphines. Les positions 1 et 2 ont
toujours des substituants oxygénés qui peuvent étre des groupements hydroxyles, méthoxyles
ou des dioxyméthylenes (exemples : isocorydine, boldine, laurotétanine retrouvés dans de
plusieurs especes de Nectandra). D’autres positions peuvent étre substituées par des
groupements oxygénés C-9, C-10 (laurelliptine, bodine, norisocorydine, ...) et C-11
(isocorydine, norisocorydine identifiés chez N. salicifolia [Bohkle et al. 1996]) moins souvent
en C-3 (norpurpuréine isolé de N. salicifolia [Bohkle et al. 1996], 3-méthoxy-nordomesticine,
1,2,3- triméthoxy-9, 10- méthylenedioxy-aporphine isolé de N. sinuata [Castro et al., 1991]) et

C-8. Les alcaloides aporphines sont les plus représentés chez les Nectandra.
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Alcaloides isolés de R; R, Rs Ry Rs R¢ Ry
Nectandra
97 Laurelliptine H CH; H H H CH; H
98 Boldine CH; OH H CH; | OH |OCH; | H
99 Isoboldine OH CH; H CH; | OH | OCH; H
100  Laurolitsine OCH; | OH H H OH | OCH; H
101  N-méthyllaurotétanine OCH; | OCH; H CH; | OH | OCH; H
102  Laurotétanine OCH; | OCH; H H OH | OCH; H
103  Isocorydine OCH; | OCH; H CH; H OCH; | OH
104  Norisocorydine OCH; | OCH; H H H OCH; | OH
105  Norpurpureine OCH; | OCH, | OCH; | H | OCH; | OCH; | H
106  Norlirioferine CH; CH; H H CH; H H
107  Nordomesticine H CH; H H H
108  3-méthoxy- nordomesticine H CH; | OCH; | H H
109 1,2,3-triméthoxy-9,10- CH; CH; | OCH; | CHj -CHy- H
méthyleénedioxy-aporphine

110 Ocoteine -CH,- OCH; | CH; CH; CH; H




111 Apoglaziovine 112 Déhydroocoteine

OCHs

Figure 34 : Alcaloides isoquinolines (aporphines) rapportés dans le genre Nectandra

3.4.2.3. Alcaloides proaporphines

Ils sont formés par oxydation phénolique d’alcaloides. Beaucoup de ces structures possedent un
systeme cyclohexadienone (cycle D), [Mothes et al., 1985]. Dans d’autres structures le systeme
diénone est partiel ou completement réduit [Cordelle et al., 1981]. Les proaporphines peuvent
étre soit de stéréochimie R ou S en C-6. Cette stéréochimie peut créer une asymétrie dans la
molécule, de tel sorte que les deux coOtés de I’anneau ne soient pas équivalents comme le
montre la structure de la glaziovine isolée de N. membranacea [Hasbu et al., 1991] et de N.

salicifolia [Castro et al., 1989 ; Bohlke et al., 1996].

H,CO

113 o

Figure 35 : Structure de la (6aS)-Glaziovine

3.4.24. Alcaloides tétrahydrobenzylisoquinolines

Trois des quatre sous-groupes des tétrahydrobenzylisoquinolines sont représentés dans N.
salicifolia [Bohkle et al., 1996] : le type coclaurine avec trois substituants en C-6, C-7 et C-12

(coclaurine et N-méthylcoclaurine); type réticuline avec quatre substituants oxygénés en C-6,
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C-7, C-11 et C-12 (réticuline) et le type juziphine, avec trois substituants oxygénés en C-7, C-8

et C-12 (juziphine et nor-juziphine).

Alcaloides isolés de Rs R R;
Nectandra
114 (1R)-N-méthyl-coclaurine | OCHj; OH H CH; H H OH
115 (1R)-coclaurine OCHj; OH H H OH H H
116 (1S)-reticuline OCH; OH H CH; H OH OCH;
117 (1R)-juziphine H OCH; OH CH; H H OH
118 (1S)-nor-juziphine H OCH; OH H OH H H

Figure 36 : Alcaloides tétrahydrobenzylisoquinolines de Nectandra salicifolia

3.4.2.5. Alcaloides morphinandiénones

Les morphinandienones, pharmacologiquement actives, sont des intermédiaires importants de
la biosynthése des alcaloides morphinanes (exemple: ’opium, alcaloides de Papaver
somniferum [Blasko et Cordell, 1988]. Elles ont des propriétés particulieres qui font d’eux une
classe distincte de composés. Elles possedent généralement un groupe méthoxyle et une cétone
sur le cycle C, avec ce dernier en C-7. Elles sont issues de sources naturelles et sont de
stéréochimie R ou S en C-9 [Guinaudeau et Bruneton 1993]. Comme exemple, nous pouvons
citer la (9S) sébiférine [(9S-O-méthylflavinanntinel] isolée de N. salicifolia [Bohlke et al,
1996].
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119

Figure 37 : Structure du (9S)-sébiférine [(9S)-O-méthylflavinantine]

Le tableau ci-apres précise 1’origine des alcaloides isolés du genre Nectandra.

Composés

Ocotine 93
Rodiasine 94

(+)-sépérine 95

(+) costaricine 96

Glaziovine 113

Apoglaziovine 111
Boldine 98
(+) boldine

Isoboldine 99

(+)-1soboldine

Espeéces

Parties

Alcaloides Bisbenzylisoquinolines

N. rodioei Hook.
N. rodioei Hook.

N. rodioei Hook.

N. salicifolia

Pas indiquée
Ecorces

Ecorces

Ecorces
Tronc/racines

Alcaloides Proaporphines
N. membranacea Griesb. = Ecorces

N. salicifolia

Feuilles
Racines

Alcaloides Aporphines

N. membranacea

N. grandiflora

N. ramonensis Standl.
N. salicifolia

N. grandiflora Nees et
Mart.
N. membranacea

N. pichurim(H.B.K)Mez

N. salicifolia

Feuilles
Ecorces, tronc
Ecorces
Ecorces
Tronc/racines/
Feuilles
Ecorces tronc

Ecorces
Feuilles

Bois
Feuilles/tiges
Ecorces
Tronc/racines

Tableau 8 : Alcaloides isolés dans le genre Nectandra

Références

Bick and Sinchai (1978)
Grundon and McGarvey
(1966)

Grundon and McGarvey
(1966)

Bohlke et al. 1996

Hasbu et al.1991

Castro et al. 1989
Bohlke et al. 1996

Castro et al. 1989
Moreno et al. 1993
Lopez et al. 1995
Bohlke et al. 1996

Moreno et al. 1993
Hasbun et al. 1991
Castro et al. 1989

Hasbun et al. 1991

Ferrari et al. 1971

Bohlke et al. 1971
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Composés

(+)-laurelliptine 97

Laurotétanine 102

N-méthyllaurotétanine 101

Norlirioférine 106
Nordomesticine 107

3-méthoxynordomesticine

108
1,2,3-triméthoxy-9,10
méthyleéne
dioxydihydroaporphine
109

(+)-ocotéine 110

Déhydroocotéine 112
(+)-laurolitsine 100

(+)-isocorydine 103
(+)-norisocorydine 104
(+)-norpurpuréine 105

(1R) N-méthylcoclaurine
114
(1R)-coclaurine 115

(+)-réticuline 116

(1S)-juziphine 117
(1S)-Norjuziphine 118

(9S)-sebiferine[(9S)-O-
methylflavinantine] 119

Espéces

N. rigida Nees

N. grandiflora

N. saligna Nees & Mart.
N. salicifolia

N. salicifolia

N. sinuata Mez

N. sinuata

N. sinuata

N. sinuata

N. saligna

N. saligna
N. salicifolia

N. salicifolia

N. salicifolia
N. salicifolia
N. salicifolia

N. salicifolia

Parties

Feuilles/tiges
Ecorces/tiges

Ecorces tronc

Non précisé
Ecorces

Tronc/racines

Ecorces

Tronc/racines

Ecorces
Ecorces
Ecorces

Ecorces

Ecorces

Non précisé
Non précisé
Ecorces
tronc/racines

Ecorces, Tronc

Racines

Alcaloides Tétrahydrobenzylisoquinolines

Ecorces, tronc
Feuilles
Ecorces tronc
Ecorces
Ecorces
Tronc/feuilles
Racines

Alcaloides Morphinandienones

N. salicifolia

Ecorces
Tronc/racines
/feuilles

Références

LeQuesne et al. 1980
LeQuesne et al.1980
Moreno et al. 1993
Bick et Sinchai 1978
Bohlke et al. 1996
Bohlke et al.1996
Castro et al. 1991
Castro et al. 1991
Castro et al.1991

Castro et al. 1991

Baralle et al. 1972
Bick et Sinchai 1978
Bick et Sinchai 1978
Bohkle et al. 1996

Bohkle et al. 1996

Bohkle et al.1996

Bohkle et al. 1996

Bohkle et al.1996

Bohkle et al.1996

Bohlke et al. 1996

Nectandra apparait bien comme un genre riche en alcaloides de structures variées.
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4. Utilisations ethno-médicinales du genre Nectandra

Les informations sur les utilisations médicales de Nectandra sont rares. Néanmoins, au VIIE™e
siecle, au Pérou (Huaca Bandera), sur un site archéologique (culture Moche, 100 a 800 av. JC-),
des graines de Nectandra ont été retrouvées dans les céramiques, déposées avec des coquillages
aux cOtés d’'une femme dont la téte portait des ornements de cuivre. Ces graines, pour leurs

propriétés psychoactives, étaient souvent utilisées lors des cérémonies rituelles.

Figure 38 : Squelette de la femme retrouvé dans un couloir-chambre de sacrifices humains
avec des graines de Nectandra dans les céramiques (Musée National Archéologique de
Bruning).

La littérature décrivant la médicine indigéne du centre et du nord de I’Amérique du Sud
contient des références attestant de I’utilisation de diverses espéces végétales du genre

Nectandra. Quelques utilisations traditionnelles sont répertoriées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 9 : Utilisations traditionnelles des extraits de Nectandra

Plantes Préparations Utilisations Pays Références
traditionnelles
N. acutifolia Décoction : Stimulant Tribu Kubeo Schultes 1993
(Ruiz et feuilles, écorces  particulierement fort (Amazonie
Pav.)Mez pour hommes agés Colombienne)

(pour fatigue
excessive et
somnolence)

42



Plantes

N. coriacea
(Sw.) Griseb

N. cymbarum
Mees

N. globosa
(Aubl.) Mez

N. mollis Nees

N. sanguinea
Roland ex Rott.

Préparations

Décoction,
feuilles

Racine, seéve

Racine : infusion

Non précisé

Infusion écorces

Extrait feuilles
Infusion

Infusion feuilles

Utilisations
traditionnelles

Voie orale : traitement
indigestion

Voie orale comme
emménagogue,
diurétique, anti
plasmatique

Voie orale, boisson
désaltérante

Voie orale :
diurétique,
emménagogue, tonic
Voie orale : fébrifuge

Voie orale :
emménagogue,
diurétique

Voie orale : maux
d’estomac

Pays

Zone de
Thomonde
Plateau Central
Haiti
Amérique du
Sud, Brésil,
Vénézuela

Brésil,
vénézuela
Guyane
Francaise

Indiens Tikuna
(Loretoyacu
Rio région
Amazonienne
Colombie)
Brésil

QOaxaca,
Puebla,
Veracruz,
Mexico

Références

Weniger et al.
1986

Dragendorff
1898

Dragendorff
1898
Heckel 1897

Schultes et
Raffauf 1994

Dragendorff
1898

Zamora-
Martinez et al.
1992

Les utilisations traditionnelles des Nectandra sont nombreuses et diverses. Les principales étant
les activités : diurétique, stimulante et émménagogue. Ces différentes propriétés pourraient

donc étre présentes dans I’espece que nous étudions.

5. Activités biologiques du genre Nectandra

Le genre Nectandra a fait ’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence des
activités variées. Grace aux propriét€s de leurs métabolites secondaires, les especes du genre
sont utilisées dans la thérapie des infections des systeémes génito-urinaire, et broncho-
pulmonaire mais également dans le traitement de toutes les crampes menstruelles et de

I’accouchement. On observe aussi des effets antiprolifératifs comme 1’activité anti-tumorale, et
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des effets antimicrobiens, telle I’activité antibactérienne. Ces activités sont souvent expliquées

par la présence d’alcaloides aporphines dont ces plantes sont des sources abondantes [Morton,

J.F. 1981 ; Duke J.A. 1994; Guinaudeau, H. Leboeuf 1979, 1983, 1988, 1994]. Cette plante fait

I’objet d'un nombre réduit de publications relativement récentes. Des extraits de feuilles testés

sur des rats ont montré des modifications fonctionnelles de la tyroide, du coeur, du rein, et du

muscle [Moreno, 2007]. En effet, ces extraits contiendraient des métabolites capables

d’influencer 1’action d’un biocomplexe radioactif, utilisé pour évaluer les fonctions de certains

organes, en ralentissant son effet. Cette étude invite donc a une grande prudence au niveau des

patients utilisant cette plante. D’autre part, dans une étude, la toxicité d’un extrait de N.

membranacea a été évaluée lors de test in vitro et n’a montré aucun potentiel génotoxique

[A.Arnobio, 2011].

Le tableau 10 présente I’ensemble des activités biologiques rélevées au cours de cette étude.

Tableau 10 : Quelques activités biologiques du genre Nectandra

Nom de I’espéce

N. espece non spécifiée
N. amazonum

N. coto

N. cymbarum
N. falcifolia
N. glabosa

N. grandiflora

N. megapotamica

N. membranacea
N. pichurim

N. rectinerva

Activités
Antioxydante
Inhibitrice de
phosphoglycéride PAF*
Cytotoxique
Antivirale (virus de la
Vaccine)

Antifongique
Anti-inflammatoire

stimule le systeme réticulo-
endothélial (souris)
Anti-tumorale
Antioxydante

Analgésique

Trypanocidale

Anti-inflammatoire,
analgésique

Antileishmaniale, Antimalaria

Antifongique

Cytotoxique et
antimicrobienne
Problemes de coliques,
probleémes gastriques
Antifongique

Organes
Feuilles

Feuilles

Ecorces
Ecorces

Feuilles
Ecorces et
feuilles
Ecorces de
tronc
Feuilles
Ecorces
Feuilles
Feuilles
Ecorces
Ecorces de
tronc
Ecorces
Feuilles,

fruits
Cceeur du bois

Références

Mihelic, 1958
Koltei et al. 1991

May et Willuhn 1978
May et Willuhn 1978

Maruzzella et al. 1960
Olivera de Melo
Julianana et al. 2006
DiCarlo et al. 1964

Morena P.R.H. et al.
1993

Ribeiro Alan B. et al.
2005

Cristina de Novales
Adriana et al. 1998
Ademar A. da Silva
Filho et al. 2004
Ademar A.da Silva
Filho et al. 2004
Ademar A.da Silva
Filho et al.2008
Fernanda R. Garcez et
al. 2009

Xiujun Wu et al. 2006

Marques 2001

Waterman 1946
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Nom de I’espéce Activités Organes Références

N. rigida Cytotoxique Feuilles et Le Quesne Philip W. et
tiges al. 1980
N. rodiaei Antipyrétique et tonique Ecorces Marques 2001
N. salicifolia Antiplasmodiale Ecorces de Mark Bohlke et al.
tronc, racines = 1996
Anti-inflammatoire Melo et al. 2006
Détentes musculaires Slish et al. 1999
Antimalaria Bohkle et al. 1993

*PAF (platelet-activating factor): Phosphoglycérides, lipides responsables de I’hypersensibilité et 1'inflammation

6. Etudes antérieures sur Nectandra membranacea

Ci-dessous sont présentés les travaux phytochimiques en lien avec les activités biologiques

réalisés sur cette espece.

6.1. Composition des feuilles

L’huile essentielle des feuilles de N. membranacea du Costa Rica a été obtenue par

hydrodistillation et a montré une grande richesse en hydrocarbures terpéniques.

En effet, 48 composés ont été identifiés, par GC-MS. Les composés les plus abondants sont des
monoterpenes (35,9 % dont 1,6 % d’oxygénés) et sesquiterpénes (57,9 % et dont 4,3%
oxygénés). Les composés majeurs sont: o-pinene (22,4%), d-cadinene (14,1%), B-pinene
(12,6%), a-copaene (12,5%), germacréne D (6,9%), a-humuléne (5,6%) et B-caryophyllene
(5,5%). L’huile essentielle et les composants majeurs n’ont montré aucune activité cytotoxique

ou anti-microbienne appréciables [Xiujun Wu, 2006].

16 5-cadinene : 14,1% 17 B-pineéne : 22,4% | 120 a-copaene : 12,5%

H

Figure 39 : Terpenes majoritaires chez Nectandra membranacea
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Au cours d’une étude antérieure, trois alcaloides de type proaporphine et aporphine ont été
isolés et identifiés des feuilles de N. membranacea de Costa rica : apoglaziovine, isoboldine et

glaziovine [O.Castro, 1989].

6.2. Composition des écorces

L’¢étude des écorces a révélé la présence de trois sesquiterpénes : 1’acide ilicique 121, ’acide
costique 20 et I’acide 3-isocostique 21 [Xiujun Wu et al. 2006]. L’acide ilicique a montré une
faible cytotoxicité sur les lignées de cellules tumorales KB (carcinome oral humain), SK-MEL
(mélanome malin humain) et A549 (carcinome pulmonaire humain) pour une concentration de
20 pg/mL mais aucunes de ces activités n’ont été¢ rapportée pour les deux autres composés
[Zheng QX, 2003]. Les auteurs ont également étudi¢ 1’activité cytotoxique sur des cellules
tumorales humaines du foie (Hep G2) et du sein (MDA-MB-231) ainsi que ’activité anti-
microbienne contre les bactéries Bacillus cerreus, Staphyllococcus aureus et Candida albicans.
L’acide ilicique a montré une activité antibactérienne notable sur la bactérie Staphylococcus
aureus (MIC = 7,8 ug/mL) et faible sur la bactérie Bacillus cereus (MIC = 15,6 pg/mL). Il n’a
montré aucune activité cytotoxique sur le MDA-MB-231 (seulement 18% d'inhibition) et Hep
G2 (0% d'inhibition) a 100 pg/mL. L’acide illicique est aussi inactif contre la levure Candida
albicans. Les faibles rendements obtenus dans le cadre de cette étude pour 1’acide costique et

I’acide 3-isocostique n’ont pas permis 1’examen de leurs activités biologiques.

121 Acide ilicique
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE
de Nectandra membranacea de Guadeloupe

Introduction

Aux petites Antilles, cinq especes de Nectandra sont répertoriées outre N. membranacea : N.
patens, N. coriacea, N. krugii, N. antillana et N. dominicana, présentées ci-dessous

(Description botanique Annexe 3).

N. patens (Swartz) Grisebach 1860 N. coriacea (Swartz) Grisebach 1860

Natural Resources Conservation Service Cybertruffle.org
United States Department of Agriculture

N. dominicana (Meisn. Mez) 1889 N. antillana (Ruiz et Pavon) Rohwer,

Josianny JOSEPH-ANGELIQUE Meissner 1864

Trace des Etangs Basse-Terre , )
St ann’s-Bay Bamboo/Green Park Jamaica
Albert Perdeck
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N. krugii Mez,
Jahrb. Kénigl.Bot.Gart. 1889

Apres plusieurs prospections sur le terrain (Annexe 4), il s'est avéré que parmi les especes de
Nectandra présentes en Guadeloupe, peu d'entre elles ont été localisés telles que N. patens et N.
antillana. N. krugii, endémique de la Guadeloupe, N. coriacea et N. dominicana étaient encore
de petits arbustes, avec peu de matiere végétale a exploiter. Deux spécimens matures de N.
membranacea ont été€ localisés a Petit Bourg. Compte tenu de I'abondance de matériel végétatif.
Cette espece a donc été choisie pour 1'étude qui consiste donc a contribuer a la connaissance
chimique de N. membranacea de Guadeloupe et d’évaluer le potentiel biologique de ce végétal

notamment l'activité antioxydante afin de pouvoir valoriser la plante.

Afin d’¢tudier I’effet de la fructification sur la composition chimique de la plante, les

procédures seront effectuées a deux stades de maturations. Pour y arriver, il faudra :

e Extraire, isoler et identifier les différentes familles chimiques présentes dans les feuilles,
les écorces et les fruits.

e Evaluer le potentiel biologique des différents extraits de cette plante.
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7. Nectandra membranacea (Swartz) Grisebach 1860

N. membranacea est localisée en Guadeloupe principalement dans les régions suivantes :
Pointe noire, Ravine chaude, Sainte-Marie et connue sous les noms vernaculaires de « bois
négresse, bois violon, laurier bois et laurier bois doux » ou en créole « Lowyé Sann, Fey gwan
Lowyé ». Présente aussi en Martinique (Précheur, Riviere Pilote et aux environs de Fort-de-

France), N. membranacea est appelée « Laurier gland ».

Figure 40 : Nectandra membranacea
Petit Bourg, Guadeloupe Josianny Joseph-Angélique

C’est un arbre persistant, haut de 12 a 22 m, a I’écorce grise clair, avec des rameaux naissants
pubescents. Aux Petites Antilles, les périodes de floraison sont de juin a octobre et la

fructification, de février a mai.
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¢ Feuilles

Les feuilles sont lancéolées a elliptiques, longues de 10 a 20 cm et larges de 2 a 8 cm, avec les
bases aigiies a cunéiformes. Elles ont un apex longuement acuminé, avec un pétiole glabrescent

long de 5 a 15 cm.

Figure 41 : Feuilles de Nectandra membranacea
Petit Bourg, Guadeloupe Josianny Joseph-Angélique

e Fleurs

Les fleurs sont unisexuées, de couleur blanche a jaunatre avec un diametre de 4 a 5 mm. Elles

sont groupées en panicules axillaires.

Figure 42 : Fleurs de Nectandra membranacea
Blumenau-SC
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e Fruits

Leurs drupes sont globuleuses et vertes avec un diametre de 10 a 13 mm.

Figure 43 : Fruits de Nectandra membranacea
Petit Bourg, Guadeloupe Josianny Joseph-Angélique

e Ecorces

L’écorce de I’arbre est grise clair, avec des rameaux naissants pubescents.

Figure 44 : Ecorces de Nectandra membranacea
Petit Bourg, Guadeloupe Josianny Joseph-Angélique
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8. Cycle végétatif de la plante

Sachant que les états physiologiques d’une plante influencent sa composition chimique, les
différents stades du cycle de floraison de N. membranacea ont été repérés dans le but de faire le

lien avec sa composition chimique.

Une observation hebdomadaire d’un spécimen situé a Petit-Bourg sur un an a permis de

déterminer le cycle de floraison (Figure 45).

Fleurs

Septembre

Octobre

Croissance et

Figure 45 : Cycle végétatif de N. membranacea

Les deux stades choisis pour 1’étude de la composition chimique de la plante sont :
e Stade A correspondant a la germination (avant fructification en juin)

e Stade B correspondant a la fructification (a la maturité des fruits en janvier).
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9. Récolte et traitement du matériel végétal

Nectandra membranacea a été récoltée a deux périodes : hors fructification (stade A) au mois
de juin et en fructification au mois de janvier (stade B) au domaine Duquerry, a Petit Bourg en
Guadeloupe. Trois échantillons ont été déposé a ’INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique) a Petit Bourg. Les numéros d’herbier sont les suivants : GUAD00530- GUAD
14211 et GUAD14212.

Nectandra
mermbrahacesa
*GUADODS30*" !

Figure 46 : Echantillon de Nectandra membranacea (Herbier INRA)

Les caractéristiques du site de récolte sont présentées au Tableau 11.

Tableau 11 : Données GPS (Global Positionning System ou systeme de localisation mondial) du
site de récolte de N. membranacea

Région Latitude Longitude Climat

Duquerry 16°11°26,18"Nord | 61°35'26,62"Ouest | pluvieux, sol humide
Petit-Bourg
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Pour I’extraction des huiles essentielles, le matériel végétal est fraichement récolté (feuilles,
écorces et fruits) et traité immédiatement ou mis au congélateur (- 4°C) pour réaliser
ultérieurement les hydrodistillations. Pour les extraits, les feuilles et écorces sont coupées puis
mises a sécher a I’étuve a 40°C séparément tandis que les fruits sont conservés sans aucune
forme de prétraitement. Chacune de ces parties aériennes du végétal est ensuite broyée
séparément afin d’obtenir une poudre fine, conservée a 1’abri de la lumiére et de ’humidité. Le

taux d’humidité a été calculé il se situe entre 12 et 15%.

10. Criblage phytochimique

Afin d’établir une cartographie des familles chimiques présentes dans 1’espece, un criblage
phytochimique a été effectué pour la premiere fois sur N. membranancea, principalement pour
mettre en évidence la présence éventuelle de polyphénols et les alcaloides. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 12 : Criblage phytochimique de Nectandra membranacea

Famille de Feuilles*  Feuilles ® Ecorces® Ecorces® Fruits

molécules

Coumarines - - - - -

Terpenes et stérols  +++ +++ +++ +++ -

Saponosides +:0,8cm  +:1lcm ++:2cm  +++:7,5cm ++:2cm

Antraquinones ++ +++ + +++ -

libres

Hétérosides +++ +++ +++ +++ +++

anthraquinoniques

Tanins +++ +++ +++ +++ +

Phénols +++ +++ ++ +++ -

Quinones +++ +++ ++ +++ -

Flavonoides +++ +++ +++ +++ + chalcone/
Isoflavones

Flavanes +++ +++ +++ +++ ++
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Anthocyanes ++ ++ +++ +++ +
Proanthocyanidols  +++ +++ +++ +++ +4+

Alcaloides +++ +++ +++ +++ 4+

L’importance du précipité permet une appréciation de la teneur de la plante en métabolites :
e (+/-) ou (+) : turbidité tres faible observable sur fond noir : présence tres faible ou traces,
e (++) : turbidité net floculant au bout de quelques minutes : présence notable

e (+++): précipité net immédiat et abondant : présence tres importante.

Ce criblage phytochimique a permis de mettre en évidence que :

e les feuilles, les écorces et les fruits sont riches en composés polyphénoliques (tanins,
flavonoides, flavanes) et en alcaloides pour les deux stades de récoltes. On observe
¢galement la présence d’hétérosides anthraquinoniques, de proanthocyanidols et
d’alcaloides dans les feuilles, les écorces et les fruits. La présence de ce type de
composés n’est pas surprenante car ils sont fréquemment décrits chez les especes de ce

genre.
e en concentrations, plus ou moins variables selon 1’organe testé, les différentes parties
semblent contenir des antraquinones libres, des phénols, des quinones (sauf pour les

fruits) et des anthocyanes.

e Les saponosides sont en quantité tres importante dans les écorces du stade A, plus de 7

fois plus importante que dans les autres organes de la plante étudiée.

e On note I’absence ou la trés faible présence de terpénes, stérols, antraquinones libres,

phénols et de quinones dans les extraits de fruits testés.

e A priori, la plante ne contient pas de coumarines. Les résultats sont en accord avec

1’étude bibliographie du genre Nectandra réalisée dans la partie B.
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Ces tests préliminaires laissent supposer une grande richesse en métabolites secondaires chez

Nectandra membranacea.

11. Etude des molécules apolaires

Les composés apolaires de Nectandra membranacea sont extraits a partir de la matiere végétale

fraiche (huile essentielle) et seche (extraction au cyclohexane par ultrason).

11.1. Huiles essentielles

Le genre Nectandra étant généralement tres riche en huiles essentielles. L'extraction des
volatiles des différentes parties récoltées de Nectandra membranacea a été réalisée par
hydrodistillation. Les différentes caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

obtenues ont été déterminées et sont présentées ci-dessous.

11.1.1. Rendement

Les huiles essentielles ont été extraites a partir des feuilles, écorces et fruits frais. Les résultats
obtenus sont comparés a ceux de la littérature lorsqu’ils existent. Le rendement est calculé de la
facon suivante :

(masse huile essentielle obtenue en g)

rdt = — % 100
masse ‘matériel végétal

Les résultats obtenus sont comparés a ceux de la littérature.

Tableau 13: Rendements des extractions des huiles essentielles de N. membranacea.

Huiles Essentielles Fruits Ecorces Feuilles Feuilles Costa Rica

[Xiujun Zu et al. 2006]

Stade A B A B
Rdt (%) 0,20 10,030,021 0,13]| 0,16 0,04
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L’¢étude du tableau ci-dessus permet de conclure que les fruits de la plante sont plus riches en
huiles essentielles que les autres organes étudiés (feuilles, écorces) avec un rendement

d’environ 0,20%.

Pour les feuilles, le rendement est tres supérieur quel que soit le stade (4 a 8 fois) a celui des
écorces. Le rendement pour les feuilles stade B est 1égerement supérieur a celui obtenu pour les

feuilles stade A. Concernant les écorces, ¢’est I’inverse.

Les feuilles, quel que soit le stade, sont toujours plus riches en huiles essentielles que les

écorces (Rendement stade A x 4 et rendement stade B x 7).

Dans la bibliographie, Xiujun Wu et al. 2006, ont réalisé 1’huile essentielle des feuilles de N.
membranacea de Monteverde (Costa Rica) et ont obtenu un rendement de 0,03 % par
hydrodistillation en utilisant un appareillage Likens-Nickerson (49,6 g de feuilles fraiches

coupées, pendant 4 heures produisant 18,4 mg d’huile essentielle).

Ce rendement est 4 fois moins important que celui obtenu pour les spécimens de Guadeloupe.
Ce premier résultat confirme que la région d’origine influence beaucoup la production d'huiles
essentielles d’une plante aromatique. Ces variations peuvent également &tre attribuées a la
période de cueillette de la matiere végétale, a la fraicheur du matériel, au niveau de

précipitation, au temps et au mode d’extraction.

11.1.2. Densité

Les mesures de densité ont été effectuées a 20°C pour les différentes parties étudiées et sont

regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 14: Densité des huiles essentielles de N. membranacea

Partie de la plante Densité a 20°C
Feuilles stade A et B 0,90
Fruits 0,95
Ecorces Stade A et B n.d

n.d. non déterminé (quantité d’huile essentielle insuffisante pour 1’analyse)
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L’huile essentielle des fruits est 1égérement plus dense que celle des feuilles.

11.1.3. Indice de réfraction

Les indices de réfraction des huiles essentielles sont assez proches pour les feuilles et les fruits
soient 1,49. Néanmoins, le stade A présente un indice moins élevé. Dans le cas des écorces,

I’indice de réfraction est le plus bas avec 1,4507.

Tableau 15 : Indice de réfraction des huiles essentielles des fruits, des écorces et des feuilles
(stade A et B)

Fruits Feuilles Ecorces
Stade A B A B
Indice de réfraction 20°C | 1,4985 | 1,4984 | 1,4990 | 1,4507 n.d

n.d. non déterminé (quantité d’huile essentielle insuffisante pour 1’analyse)

11.1.4. Caractéristiques organoleptiques

A T’issue de I’hydrodistillation, les huiles essentielles obtenues sont de couleur jaune verdatre
avec une odeur boisée prononcée. Les parametres organoleptiques des huiles essentielles sont

répertoriés dans le tableau ci-apres.

Tableau 16 : Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Caractéristiques Stade A Stade B
Parties de la Feuilles Ecorces Feuilles Ecorces Fruits
plante
Aspect Liquide, Liquide, Liquide, plus Liquide un Liquide,
fluide fluide ou moins peu visqueux fluide
limpide fluide
Couleur Jaune Jaune Jaune verdatre Jaune Jaune clair
verdatre verdatre foncée verdatre tres
pale pale
Boisée, acre, Boisée Fruitée, acre, @ Forte, fruitée, Fruitée,
Odeur piquante douce boisée, boisée sucrée,

boisée
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Les huiles essentielles sont limpides, fluides et de couleur jaune. Les senteurs sont fonction du
stade de récolte : odeur plus boisée pour le stade A et plus fruitée pour le stade B. Cela

correspond bien aux deux saisons de récolte.

11.2. Composition chimique des H.E
Le tableau 17 présente la composition chimique des huiles essentielles de N. membranacea.

Tableau 17 : Composition chimique des huiles essentielles des feuilles et des écorces aux deux
stades de récolte A et B

N° | Composés RI RI Feuilles* | Feuilles® | Ecorces® Ecorces "
DB- | Spwa”
sa
Tr % Tr % Tr % Tr %
(min) (min) (min) (min)
1 a-pinéne 939 1017 12,31 3,14 12,29 | 2,39
2 camphene 953 1062 13,10 0,09 13,08 | 0,07
3 B-pinéne 976 1103 14,78 1,97 14,76 | 1,44
4 myrceéne 992 1166 15,92 0,20 1590 | 0,18
5 a-phellandréne 1000 1162 16,58 0,09 16,56 | 0,09
6 6-3-caréne 1008 1146 16,96 0,16 16,94 | 0,14
7 p-cymene 1025 1275 17,88 0,04 17,85 | 0,05
8 limonéne 1031 1192 18,17 0,20 18,15 | 0,16
9 B-phellandréne 1031 1198 18,17 18,15
10 1,8-cinéole 1033 1198 18,25 0,10 18,24 | 0,10
11 trans-f-ocimene 1057 1258 19,65 0,06 19,62 | 0,06
12 y-terpinene 1066 1238 20,19 | 0,02
13 terpinoléne 1097 1285 22,18 0,93 22,15 | 0,90
14 linalol 1111 1551 23,05 | 0,02
15 Cis-para-menth-2-én-1-ol 1128 1553 24,25 0 2425 | 0,11
16 4.8 diméthyl-1,3,7- | 1128 1317 24,28 0,11 24,28
nonatriéne
17 terpin-1-¢én-4-ol 1177 1595 28,11 0,04 28,07 | 0,03
18 a-terpinéol 1188 1699 29,05 0,14 29,00 | 0,14
19 o-cubébéne 1353 1452 39,53 0,08 39,51 | 0,10 39,54 | 1,09 39,51| 1,95
20 Piperiténone oxide 1365 1951 40,32| 0,22
21 a-ylangéne 1365 1469 40,35 0,09 40,36 | 0,16
22 a-copaéne 1375 1485 41,11 0,16 41,09 | 0,18 41,11 | 0,64 41,08 0,91
23 B-élémene, isomere 1383 1572 41,74 0,94 41,72 | 0,91 41,73 | 0,05 41,70 0,09
24 B-élémene 1390 1581 42,22 31,25 4221 | 30,31 | 42,19 | 2,38 42,17 4,43
25 B-caryophyllene 1414 1581 43,71 4,44 43,69 | 5,30 | 43,70 | 0,92 43,67 1,13
26 B-copaeéne 1425 1577 44,33 0,15 44,33 | 0,10 44,291 0,18
27 Tr-o-bergamotene 1436 1581 44,87 | 0,55 44,85] 0,22
28 2,5-diméthoxy-para- 1436 2212 44,89 0,57 4430 | 0,10 4489 | 0,11
cymene
29 Cis-cadina-(6)4-diéne 1452 1626 45,72 1,45
30 o-humuléne 1452 1653 45,75 0,88 45,73 | 0,91 4575 | 1,21
31 cis muurola-3,5-diéne 1452 1649 45,75 45,60 | 0,15
32 Alloaromadendréne 1459 1625 46,19 1,98 46,16 | 1,82
33 9-€pi-B-caryophyllene 1459 1577 46,19 46,19 | 0,77 46,15| 1,35
34 Trans-f farnésene 1461 1662 46,27 | 0,26
35 4,5-di-épi-aristolochéne 1467 46,59 0,19 46,74 | 0,09 46,70| 0,13
36 Trans-cadina-1(6)4-diéne 1475 1625 47,05 | 0,59
37 B-chamigréne 1477 1663 47,16 3,02 47,14 | 3,93 47,16 | 0,47 47,13 1,12
38 y-muuroléne 1477 1675 47,16 47,51 | 0,26 47,16 | 0,25 47,13| 0,16
39 a-amorphene 1481 1699 47411 0,11
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N° | Composés RI RI Feuilles* | Feuilles® | Ecorces® Ecorces "
DB- Spwab
53
Tr % Tr % Tr % Tr %
(min) (min) (min) (min)
40 germacréne D 1481 1697 47,43 0,40 47,40 | 0,37 4743 | 0,10
41 B-sélinene 1486 1705 47,71 9,00 47,69 | 10,97 | 47,71 | 3,90 47,69| 5,49
42 Tr-muurola-4-(14)-5-diene | 1493 48,03 | 0,33
43 Cis-B-guaiéne 1493 1651 48,03 48,00( 0,19
44 o-sélinéne 1493 1663 48,11 0,65 48,08 | 0,69 48,00 0,47
45 o-sélinéne 1496 1711 48,27 8,16 48,25 | 9,74 | 48,26 | 3,23 48,24 | 4,14
46 épizonaréne 1501 1705 48,52 | 0,12 48,48 0,13
47 o-muuroléne 1503 1715 48,68 | 0,37 48,63 | 0,51
48 germacréne A 1506 1746 48,84 12,33 48,82 | 10,82 48,78 | 0,10
49 Trans-B-guaiene 1506 1759 48,82 | 0,14
50 d-amorphene 1510 1718 49,00| 0,30
51 cubébol 1510 1718 49,05 | 0,30
52 B-bisaboléne 1513 1713 49,26 0,18 49,23 | 0,22
53 7-épi-o-sélinéne 1517 1722 49,53 0,42 49,50 | 0,42 49,49 | 0,46 49,38 0,53
54 y-cadinéne 1517 1746 49,53 49,49 49,38
55 Tr-calaménéne 1525 1815 49,92 | 0,87 49,88 | 2,25
56 d-cadinéne 1525 1746 50,01 0,31 49,98 | 0,35 50,02 | 3,11 49,99 3,27
57 Tr-cadina-1,4-diéne 1534 1766 50,47 | 0,43 50,42 0,21
58 sélina-3,7-diene 1541 1763 50,85| 0,16
59 a-calacoréne 1542 1901 51,00 | 0,28 50,95| 0,48
60 élémol 1549 2075 51,45 0,24 51,4 0,16 51,28| 0,25
61 germacréne B 1554 1803 51,75 0,08 51,72 | 0,08 51,42| 1,33
62 tr-nérolidol 1565 2044 52,43 0,19 52,39 | 0,17 52,34| 0,62
63 oxyde de caryophylléne 1576 1959 53,16 0,55 53,13 | 0,34 53,17 | 0,48 53,13| 1,11
64 globulol 1577 2070 53,13| 0,17
65 guaiol 1592 2082 54,17 0,27 54,13 | 0,24 54,18 | 1,20 54,14| 1,71
66 cubénol 1600 2040 54,67 | 1,10
67 10-épi-y-eudesmol 1605 2125 5493 | 0,58 54,88| 0,69
68 1-épi-cubénol 1623 2048 55,80 | 2,45 55,78 | 3,60
69 t-eudesmol 1627 55,97 | 0,72
70 1-cadinol 1638 2144 56,57 0,20 56,52 | 0,18 56,58 | 1,61 56,54 | 0,34
71 t-muurolol 1639 2177 56,54| 0,98
72 a-muurolol 1642 2174 56,80 0,28 56,76 | 0,21 56,90 56,86| 1,43
73 cubénol 1644 2080 56,81 | 0,69 54,63| 0,93
74 pogostol 1649 2235 57,15 6,46 57,11 | 6,51 57,12| 3,18
75 B-eudesmol 1646 2202 56,90 | 1,51 56,86| 1,72
76 o-cadinol 1652 2212 57,30 0,66 57,26 | 0,55 57,14 | 3,41 57,12 | 3,43
77 a-eudesmol 1654 2202 57,32 | 0,41
78 a-sélin-11-eén-4-o-ol 1660 57,69 0,45 57,70 | 0,99 57,65| 0,85
79 14-hydroxy-p- 1663 57,85 0,38 57,81 | 0,26
caryophylléne
80 14-hydroxy-9-épi-E- 1669 2290 58,17 0,94 58,12 | 0,62 57,92 | 0,39 57,88 | 0,45
caryophylléne
81 y-costol 1745 2504 62,11 | 0,93 62,07| 1,09
82 B-costol 1761 2580 63,01 | 3,54 62,97| 3,94
83 a-costol 1767 2576 63,35 | 1,93 63,30 1,82
TOTAL IDENTIFIE 93,17 93,43 44,56 61,32

A récolte au stade de germination de la plante

B récolte au stade de fructification de la plante
Composés majoritaires

NB : Lorsqu’il y a une seule valeur pour deux molécules, il s’agit de la somme des pourcentages de ces deux

molécules.
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50 composés ont été sont identifies dans 1’huile essentielle des feuilles au stade A, ce qui
représente un niveau d'identification de plus de 95% des composés détectés. Elle est
caractérisée principalement par des sesquiterpenes (72,2%) et des sesquiterpenes oxygénés
(12,2%). Les monoterpenes représentent 7% des volatils et les monoterpenes oxygénés 1,4%.
Le composé principal est le B-élémene avec une concentration de 31,3%. D’autres composés
majoritaires sont présents germacrene A (12,3%), B-sélinene (9,0%), a-sélinene (8,2%),

pogostol (6,5%), B-caryophyllene (4,4%), a-pinene (3,1%) and B-chamigréne (2,6%).

Dans I'huile essentielle des feuilles au stade B, 51 composés ont été identifiés, ce qui
représente un niveau d'identification de plus 93% des composés détectés. Cette essence est
dominée par des sesquiterpenes hydrocarbonés avec 78,2%, sesquiterpénes oxygénés (9,4%),
monoterpenes hydrocarbonés (5,5%). Les monoterpenes oxygénés sont présents a l'état de
traces (0,5%). B-élémene est aussi le composé majeur avec 30.3% suivi du germacrene A
(10,9%), a-sélinene (9,7%), B-sélinene (9,6%), pogostol (6,5%), B-caryophyllene (5,3%) et du
a-pinene (2,4%).

44 composés ont été identifiés dans 1'huile essentielle des écorces au stade A, ce qui représente
un niveau d'identification de 43% de composés détectés. Cette huile est composée de 22.2 % de
sesquiterpenes oxygénés et non-oxygénés avec une abscence de monoterpenes.Néanmoins, on
note la présence de 0,1% de monoterpenes oxygénés. Au stade B, 48 composés ont été
identifiés soit un niveau d'identification de 61,3%. Comme au stade précédent, il n'y a pas de
monoterpenes mais 0,2% de monoterpenes oxygénés ont €t€ identifiés. Par contre, la présence

des sesquiterpenes est plus importante 33% de non-oxygénés et oxygénés 28%.

Les composés majoritaires retrouvés dans les huiles essentielles sont les mémes aux deux
stades de récoltes pour les écorces et les feuilles. Le compos€ majoritaire des huiles essentielles
de feuilles est le B-élémene 122 avec une proportion de plus de 30 %. Quelque soit le stade de
récolte, on trouve également de fagcon abondante le germacrene A (>10%), le B-sélinene (10%),

I’a-sélinéne (>8%) et le pogostol (>6%).

Les différences se situent au niveau des composés minoritaires notamment les composés 15,
16, 21, 27, 28, 34, 35, 38, 63,78 et 80 dont les proportions varient notablement d’un stade a
I’autre. La composition des huiles essentielles des écorces est tres différente de celle des

feuilles. En effet, on y note 1’absence de nombreux monoterpénes.

Pour ces huiles essentielles, aucun composé n’est prépondérant, mais plusieurs peuvent Etre

remarqués a des pourcentages avoisinant les 3% : Il s’agit du B-sélinene, de 1’a-sélinéne, 6-
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cadinene, le guaiol, 1’a-costol et 1’a-cadinol. En revanche le pogostol est absent de 1’huile

essentielle au stade A.

Dans les écorces, la quantité de B-élémene chute considérablement par rapport a la teneur des
feuilles (30 a 40%). Le taux de B-élemene est deux fois plus important en période de

fructification de I’arbre avec 4,43% contre 2,38 % hors fructification.

122 B-élémene

Les huiles essentielles de Nectandra membranacea de Guadeloupe sont donc tres riches en
sesquiterpenes. Le composé majoritaire, B-élémene est présent dans toutes les parties de la

plante dans des proportions variables.
Le tableau ci-apres présente la composition de ’huile essentielle des fruits de N. membranacea.

Tableau 18 : Composition chimique de I'huile essentielle des fruits de N. membranacea

Fruits
N° Composés RI DB- RI Tr %
5° Spwa” | (min)

1 o-pinéne 939 1019 12,28 |0.59
2 camphene 953 1064 13, 07 0.15
3 B-pinéne 976 1106 14,75 | 0.08
4 Myrcene 992 1168 15,88 1,31
5 o-phéllandréne 1000 1164 16,55 0,15
6 0-3-caréne 1008 1148 16,92 0,44
7 o-terpinéne 1016 1177 17,35 0,16
8 p-cymene 1025 1275 17,84 0,11
9 limoneéne 1031 1194 18,14 0.64
10 B-phéllandréne 1031 1200 18,14 ’

11 1,8-cinéole 1033 1200 18,22 0,18
12 cis-B-ocimene 1045 1242 18,95 0,19
13 trans-B-ocimene 1057 1260 19,61 1,50
14 y-terpinéne 1066 1248 20,17 0,10
15 terpinolene 1097 1287 22,14 2,11
16 linalool 1111 1559 23,04 0,18
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Fruits

N° Composés RI DB- RI Tr %
5° Spwa® | (min)
17 fenchol 1121 23,73 0,11
18 2—mét'k\1y1—6—méthyléne—1,7— 1108 2424 | 0.12
octadien-3-one

19 bornéol 1167 1699 27,23 0,08
20 terpin-1-en-4-ol 1177 1598 28,05 0,10
21 a-terpinéol 1188 1699 28,99 0,33
22 5-élémene 1342 1469 38,75 10,44
23 o-copagne 1375 1485 41,07 0,36
24 B-élémeéne, isomére. 1383 1572 41,69 0,13
25 -élémene 1389 1581 42,14 4,20
26 -caryophylléne 1414 1581 43,69 0,91
27 -copaeéne 1421 1565 44,04 0,20
28 tr-o. bergamoténe 1436 1581 44.85 0,10
29 6,9-guaiadiene 1443 1595 45,20 0,41
30 tr-muurola-3,5-dieéne 1450 1612 45,60 0,48
31 o-humuléne 1452 1656 45,72 0.73
32 cis-cadina-1(6),4-diéne 1452 1626 45,72 ’
33 trans-9-épi-caryophylléne 1459 46,14 0,34
34 4,5-diepi-aristolochéne 1469 46,69 0,23
35 -chamigreéne/sélina-4,7-diene 1477 1665 47,13 6.16
36 y-muuroléne 1477 1679 47,13 ’
37 o-amorphéne 1481 1699 47,41 0,87
38 [-sélinene 1486 1705 47,66 7,56
39 B-sélinéne, isomeére 1489 1705 47,80 0,57
40 cis-B-guaiene 1492 1649 47,96 0,41
41 0-sélinéne 1493 1684 48,06 2,05
42 a-sélinéne 1496 1711 48,23 8,45
43 épizonarene 1502 1705 48,53 0,50
44 o.-muuroléne 1503 1717 48,63 0,99
45 germacrene A 1506 1759 48,78 1,09
46 d-amorphene 1510 1718 49,01 0,65
47 y-cadinéne 1516 1749 49,36 0,84
48 7-épi-a-sélinéne 1518 1735 49,48 0,32
49 o-alaskeéne 1522 1749 49.75 1,06
50 d-cadinéne 1526 1749 49.97 2,82
51 tr-cadina-1,4-diéne 1533 1779 50.42 0,41
52 zonaréne 1538 1749 50.72 0,42
53 sélina-3,7-diéne 1541 1763 50.88 0.34
54 o-calacoréne 1541 1904 50.88 ’
55 élémol 1549 2077 51.39 0,37
56 germacrene B 1554 1817 51.71 0,12
57 caryophyllene alcool 1565 2050 52.38 0,52
58 caryophylléne oxide 1575 1953 53.02 0,13
59 globulol 1578 2063 53.21 0,49
60 guaiol 1594 2084 54.23 0,57
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Fruits
N° Composés RI DB- RI Tr %
5° Spwa® | (min)
61 10-épi-y-eudesmol 1604 2127 54,87 2,82
62 1,10-doépi-cubénol 1609 2036 55,07 1,27
63 1-épi-cubénol 1619 55,58 1,04
64 t-eudesmol 1623 2158 55,78 3.06
65 muurola-4,10(14)-dien-1--ol 1623 2247 55,78 ’
66 t-cadinol 1637 2162 56,44 )36
67 t-muurolol 1637 2177 56,44 ’
68 o-muurolol 1645 2188 56,83 7 68
69 -eudesmol 1645 2211 56,83 ’
70 Pogostol 1650 2237 57,09
71 a-cadinol 1650 2219 57,09 8,69
72 o-eudesmol 1650 2204 57,09
73 o-sélin-11-en-4-ol 1660 57,65 0,39
74 tr-calaménen-10-ol 1663 57,84 0,01
75 14-hydroxy-9-epi-E-caryophylléne | 1669 58,11 0,76
76 y-costol 1744 2515 62,06 0,45
177 B-costol 1760 2592 62,94 0,76
78 o-costol 1766 2588 63,27 0,84
TOTAL IDENTIFIE 90,50

A récolte au stade de germination de la plante
B récolte au stade de fructification de la plante
Composés majoritaires

L’huile essentielle des fruits comprend 78 composés identifiés soit 90,5% de ’extrait. On
trouve 81,8% de sesquiterpenes, incluant 27,8% sesquiterpenes oxygénés. Le composé
majoritaire est le 0-élémene, représentant 10,4% de I’essence, uniquement présent dans cette

partie de la plante.

Les autres composés caractéristiques présents dans I’huile essentielle sont a-sélinene (8,5%), B-
sélinene (7,6%), B-chamigreéne/sélina-4,7-diene (6,2%), B-€lémene (4,20%), o-sélinene (2,1%)
and o-cadineéne (2,8%). Les sesquiterpenes hydroxylés sont aussi représentés par 1'a-cadinol/a-
eudesmol (8,69%), muurola-4,10-(14)-dien-1-B-ol (3,1%), t-cadinol/t-muurolol (2,86%), 10-
épi-y-eudesmol (2,8%), et l'a-muurolol/B-eudesmol (2,7%). Les monoterpeénes sont aussi

présents (7,5%) ainsi que les monoterpenes oxygénés (1,1%).

Le B-élémene n’est représenté qu’a 4,20% comme dans les écorces. Par contre son isomere le
0-¢lémeéne est présent. Ce composé est d’ailleurs identifi¢ uniquement dans les huiles

essentielles des fruits.
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A titre de comparaison, nous présentons dans le tableau ci-apres, les principaux composés des

huiles essentielles de N. membranacea de Guadeloupe et du Costa Rica.

Tableau 19 : Comparaison principaux composants des huiles essentielles de feuilles de
N. membranacea de Guadeloupe et du Costa Rica (principaux terpéenes)

Especes N. membranacea N. membranacea
Guadeloupe Costa Rica
Parties de la plante Feuilles Feuilles
Stade de récolte A B
a-pinene 3,14 2,39 22,40
Cﬁ B-pinéne 1,97 1,44 12,60
E myrcéne 0,20 0,18 Traces
§ 0-3-caréne 0,16 0,14 1
&= | a-terpinéol 0,14 0,14 Traces
S 1,8-cinéole 0,10 0,10 1,90
% limonene et B 0,20 0,16 Traces
= | phellandréne
terpinoléne 0,86 0,79 -
B-élémene 31,25 30,31 0,60
germacrene A 12,33 10,82 Traces
a-sélinéne 8,16 9,74 -
& | B-sélinene 9,00 9,61 -
Z | B-caryophyllene 4,44 5,30 5,50
& pogostol 6,46 6,51 -
E B-chamigreéne 2,63 3,93 -
5 a-copagne 0,16 0,18 12,5
< | a-humuléne 0,66 0,91 5,60
& | germacrene D 0,40 0,37 6,90
@ | §-cadinene 0,31 0,35 14,1
bicyclogermacréne - - 4,80
alloaromadendrene 1,98 1,82 2,20
a-cadinol 0,66 0,55 0,70

A récolte au stade de germination de la plante
B récolte au stade de fructification de la plante

Composés majoritaires dans N. membranacea de Guadeloupe

]

Composés majoritaires dans N .membranacea de Costa Rica

Contrairement a I’huile essentielle des feuilles de Guadeloupe riche en B-élemene et en
germacréne A, celle du Costa Rica est riche en monoterpenes dont a-pinene (22,4%) et f3
pinene (12,60%). Ils sont les plus représentés et constituent la grande part (35 %) de ’huile
essentielle de Costa Rica alors qu’ils sont en faibles proportions (4 a 5 %) dans les huiles

essentielles des feuilles de N. membranacea de Guadeloupe. Concernant les sesquiterpenes 1’a-
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copaene (12,5%) et le d-cadinene (14,1%) sont tres présents dans H.E des feuilles de Costa

Rica, alors qu’ils sont minoritaires dans 1’espece de Guadeloupe.

Ainsi donc, I’huile essentielle de N. membranacea de Guadeloupe est trés riche en
sesquiterpenes qui représentent aussi les composés majoritaires de 1’essence. A I’inverse, ces
derniers sont faiblement représentés ou absents de I’essence du Costa Rica, riche en

monoterpenes.
La composition chimique est donc différente de N. membranacea de Costa Rica.

Dans les huiles essentielles de Guadeloupe, [B-éléméne, o-sélinene et [-sélinene sont

majoritaires et présents dans tous les extraits.
Le chémotype ou race chimique de chaque huile essentielle est :

e Chémotype : B-élémene (30-31,3%) / germacrene A (10,8-12,3%) / B-sélinene (9,0-
9,6%) pour I’huile essentielles de N. membranacea de Guadeloupe.
e Chémotype : a-pinene (22,4%) / d-cadinene (14,1%) / B-pinene (12,6%) pour 1’huile

essentielle de N. membranacea de Costa Rica.

D’autre part, on observe des différences dans la composition chimique de [’essence de
Guadeloupe pour les écorces, les feuilles et les fruits. La présence et la concentration de
certains constituants chimiques fluctuent selon la maturation de la plante [Chu et kemper,

2001].

Ces résultats démontrent que, pour une méme espece botanique, la composition chimique de
I'huile essentielle n'est pas immuable. Les huiles essentielles sont élaborées par les plantes
aromatiques au sein des cellules sécrétrices. Cette variabilité peut étre influencée par la

composition du sol et la position géographique [Inouye et Abe, 2003].

Les différences observées ici restent tout de méme trés importantes. Afin d’envisager une
valorisation de ces huiles essentielles, une étude bibliographique des activités biologiques de
leurs principaux constituants a été effectuée. Les résultats sont rassemblés dans le tableau ci-

dessous.
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Tableau 20 : Activités biologiques des principaux constituants des huiles essentielles de

Nectandra membranacea

Composés

Activités biologies connues

Réf.

122 B-élémene

Anticancéreux (gastrique).

Efficace contre traitement de la leucémie, tumeur
cérébrale, cancer du sein, du poumon et cancer du
foie

Liu Jing, 2011

Zhou H. et al. 2003
Zou L. et al. 2001
Yuan J. et al. 1999
Qian J. et al. 1999

Zheng S. et al
1997
Qingdi Q. et al.
2009

6 6-élémene

Induction de I’apoptose sur cellules HelLa (lignée
cellulaire utilisée en biologie cellulaire et
recherche médicale)

Wang XS et al
2006

7 a-pinene Antibactérien, anti-inflammatoire, antiviral, Duke, 1998
expectorant, sédative, herbicide, insectifuge,
aromatisant

14 B-caryophylléene | Anti-inflammatoire, antibiotique, antioxydant, Legault J et

analgésique

Pichette A. 2007

123 Pogostol

Activité antibactérienne

Xian Yang, 2013

15 o-humuléne

Activité cytotoxique, anti-inflammatoire

Adil el Hadri et al.
2010

Les activités biologiques répertoriées des composés majoritaires des huiles essentielles de N.

membranacea laissent envisager de trés bonnes propriétés

pour ces essences,

du fait

notamment des possibles effets de synergie. On peut envisager des utilisations médicinales ou

cosmétiques d’autant que la source des feuilles ne condamne pas le végétal.

L’étude des huiles essentielles des feuilles et des fruits de Nectandra membranacea font 1’objet

d’un article qui sera publi¢ bientdt. Par contre, pour les huiles essentielles des écorces, une

analyse plus approfondie sera réalisée.
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11.3. Composés apolaires non-volatils

L’extraction des composés apolaires sur la maticre végétale (feuilles et écorces aux deux
stades, fruits) seche et broyée est réalisée par ultrasons avec du cyclohexane (moins toxique

que I’hexane). Les rendements obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 21 : Rendement des extraits apolaires des feuilles, écorces et fruits pour les deux
stades de récolte

Partie de la plante Feuilles Ecorces Fruits
Stade de récolte A B A B
Rendement % 2,1 1,2 2,0 1,9 30,1

Le rendement le plus important en composés apolaires est, de facon prévisible, obtenu pour les
fruits (30,07%). Pour les feuilles et les écorces, les rendements sont faibles avec des valeurs
allant de 1,20 a 2,03%. Il n'y a pas de différences notables entre les deux stades de récolte pour
les écorces. Néanmoins, pour les feuilles, on peut noter que le stade B (1,20%) présente un

rendement pratiquement deux fois plus faible qu’au stade A (2,03%).

11.3.1. Composition chimique des extraits apolaires

Les extraits apolaires sont des solides, vert-brun foncé, parfois visqueux et épais (extrait de
fruit). Pour cette raison l'indice de réfraction n'a pas pu étre mesuré. Environ 30% du
pourcentage relatif des extraits ont pu &tre identifiés. Nous présentons ci-apres, leur
composition chimique determinée par GC/MS. Le reste des extraits correspond en majorité a

des phtalates.

Tableau 22 : Composition chimique (%) des extraits apolaires des feuilles et des écorces de
Nectandra membranacea

Famille . — R R % 4 % %
chimique DB-5  Spaw A Feuille® Ecorce*® Ecorce®
» 1 a- cubébene 1366 1450 0.29
% 2 a-ylangene 1373 | 1462 0.15
e 3 a-copaene 1377 1470 traces 0,12 traces 0,11
& 4 B-cubébene 1389 0,16
5- 5 B-élémene 1390 1570 2,92 2,70 1,85 0,24
5 6 B-ylangeéne 1416 1559
w 7 B-caryophylléne 1414 1564 0,72 1,12 0,85
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%

[l ° Composé RI RI Feuille % % %
chimique P DB-5 Spaw A Feuille® Ecorce® Ecorce®
8 Trans-a-bergamotene 1438 0,18 0,16
9 Aromadendr-9-¢ne 1459 012
10 Atll.oaromadendrer\le 1459 1602 0.62 077 0.86
11 9-épi-B-caryophyllene 1459
12 4,5-di-épi-aristolocheéne 1472 0,24 0,23
13 Sélina-4,1 1-\dlene 1477 1646 1.49 1,92 2,08 033
14 y-muuroléne 1477 1665
15 B-sélinéne 1489 1681 5,6 7,59 7,81 0,76
16 Valencene 1491 0,56 0,56
17 o-sélinéne 1498 1689 4,32 6,85 7,20 0,51
18 7-épi-a-selinene 1520 traces 0,29 0,30
19 Cadaléne 1681 0,24
3 20 Oxyde de caryophyllene 1576 1929 0,66 0,74 0,80 0,12
\5 21 Epoxyde d’humuléne 11 1602 traces 0,39 Traces
= 22 1-épi-cubénol 0,17
é 23 o-muurolol 0,13
‘g 24 B + a eudesmol 1648 0,27
g 25 Sélin-11-ene-4-a-ol 1649 0,90 1,63 1,68 0,32
3 14-hydroxy-9-épi-B-
- 26 Y N 1672 0,39 0,84 0,63
v caryophylléne
B 27 B-costol 1763 0,51
,E 28 Acide Isocostique 1782 1,51
g 29 Acide B-costique 1796 10,52
i 30 Phytol 2117 0,21
3 ACldt.‘, tetrade.ca'noique 1734 0.13
(acide myristique)
wv
2] . P .
Eo 3p | Acide Hexadécanoique | g5, 0,30 0,74 074 | Traces
7 (acide palmitique)
'_'QU: 33 Acide Linoléique 2097 2480 traces 0,36 0,32 0,32
)
< 34 Acide oléique 2104 0,30 0,57 0,63 0,29
35 | Acideoctadécanoique |, g 5y 0,19 traces
(acide stéarique)
5 36 Nonacosane 2894 2903 1,99 1,62 1,51 0,10
=
2]
= 37 Untriacontane 3137 0,30 0,50 0,28
<
1,11
3 § 38 Vitamine E isomére 3137 1,06 0,13
S 9
= f 39 Vitamine E 3166 4010 4,50 2,72
=
«§ 40 [-sitostérol 3398 0,81 0,47 0,47 0,37
195}
TOTAL IDENTIFIE 26,84 32,52 30,63 18,08

A récolte au stade de germination de la plante
B récolte au stade de fructification de la plante

Composés majoritaires

69



Analyse de la composition chimique des Feuilles

. Stade A

Dans les extraits de feuilles, 19 composés ont été identifiés qui correspondent a 26,8% de
I'extrait. 11 composés n'ont pu étre identifiés (soient 8,6 %) et les 64,5% restant correspondent
a des phtalates. Différentes familles de molécules sont retrouvées : sesquiterpenes (15,7%),
terpenes oxygénés (2,2%), acides gras (0,6%), alcanes (=3,1%), tocophérols (= 5,0%) et stérols
(0,8%).

Les sesquiterpenes et sesquiterpenes oxygénées identifiés sont les mémes que ceux identifiés
dans I'huile essentielle des feuilles (stade A), dont les majoritaires sont le B-élémene (2,9%), les
B et a-sélinenes (respectivement 5,6 et 4,3%), le mélange sélina-4,11-diene / y-muurolene

(1,5%) et le sélin-11-en-4-a-ol (0,9%).

Les lipidiques déterminés sont divers mais en tres faibles proportions pour certains, moins de
1% pour les acides gras: acide palmitique (0,3%) et acide oléique (0,3 %) pour les plus
importants. On retrouve aussi des traces d’acide linoléique. Un seul stérol a été retrouvé, le B-
sitostérol (0,8%). La vitamine E (4,5%), tres connue pour ses propriétés antioxydantes, et son

précurseur le phytol (0,2%) sont présents dans 1'extrait apolaire des feuilles (stade A).

Tableau 23 : Analyse de I'extrait apolaire de feuilles stade A par GC/FID et GC/MS

26,8 % Identifiés (19 composés)

Extrait 8,6 % Inconnus (11 composés). Les m/z inconnus des bases de données

Feuille stade A utilisées

3,7 % Phtalates(récupérées lors des étapes d’extraction)

7,5% Impuretés (récupérées lors des étapes de broyage et d’extraction)

e Stade B

Au stade de fructification, les compos€s majoritaires sont les mémes que précédemment avec

des proportions différentes, parfois plus élevées.

Nous retrouvons donc dans cet extrait 23 composés identifiés (32,5%) avec: 22,3% de
sesquiterpenes, 3,2 % de sesquiterpenes oxygénés, 1,9 % d'acide gras, 2,7 % de tocophérols,

0,5 % stérol et 1,9% d'alcanes.
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Les composés majoritaires sont les B et a-sélineéne (respectivement 7,6 et 6,9 %), le B-élémene
(2,7 %), la vitamine E (2,7 %) deux fois moins importante que dans le stade A, le mélange
sélina-4,11-diene / y-muurolene (1,9%) et le sélin-11-en-4-a-ol (1,6%). Les acides gras sont
peu nombreux et en faible proportion. Nous retrouvons l'acide palmitique (0,7%), 1’acide
linoléique (0,4 %), I’acide oléique (0,6 %) et 1'acide stéarique (0,2%). Le stérol identifié est le

B-sitostérol (0,5%). 11 composés n'ont cependant pas pu étre identifiés dans I'extrait (8,2%).

Tableau 24 : Analyse de I'extrait apolaire de feuilles stade B par GC/FID et GC/MS

32,3 % Identifiés (23 composés)

Extrait 6,6 % Inconnus (12 composés). Les m/z inconnus des bases de données

Feuille stade B utilisées

2.5 % Phtalates

18,6 % Impuretés (récupérées lors des étapes de broyage et d’extraction)

Récapitulatif

Les compositions qualitatives des extraits apolaires de feuilles sont comparables au stade de
germination ou de fructification. Les proportions ne sont pas identiques. Certains composés
sont présents dans les mémes proportions alors que pour d'autres les quantités sont différentes.
On peut citer la vitamine E, en proportion plus élevée au stade A (x 1,65), ou encore au stade

B, en plus grande quantité on retrouve, 1'a-sélinene (x 1,58) et le B-sélinene (x 1,35).

On note néanmoins, quelques composés supplémentaires lors de la fructification, le trans-a-
bergamotene (0,2%); le 4,5-di-épi-aristolochene (0,24 %); le valencene (0,6%), le 7-€épi-a-
sélinene (0,3 %) et I’acide stéarique (0,2 %).

Analyse de la composition chimique des écorces

Stade A

21 composés sont identifiés correspondant a 30,63% de l'extrait. Ce stade A est constitué de
sesquiterpenes (21,9%), de sesquiterpenes oxygénés (3,50%), d'acide gras (1,7 %), d'alcanes
(2,0 %), de tocophérol (1,1 %) et stérol (0,5%).
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Les composants majoritaires sont les suivants : les a et B-sélinene (7,2 et 7,8 % respectivement),
le sélina-4,11-diene (2,1 %), B-€élémene (1,85%), le sélin-11-&n-4-a-ol (1,7%), le nonacosane
(1,5%) et un isomere de la vitamine E (1,1%). Les acides gras retrouvés sont les acides
palmitique (0,7 %), linoléique (0,3%), oléique (0,6%) et des traces d'acide stéarique. Le B-
sitostérol (0,5%) est aussi détecté. 8 composés n’ont pu €tre identifiés ce qui correspondent a

7,52% de 1'extrait.

Tableau 25 : Résultat de I'analyse de I'extrait d’écorce stade A par GC/FID et GC/MS

30,6 % Identifiés (21 composés)

Extrait 7,5% Inconnus (8 composés). Les m/z inconnus des bases de données

Ecorce stade A utilisées

9,2 % Phtalates (récupérées lors des étapes d’extraction)

7,8% Impuretés (récupérées lors des étapes de broyage et d’extraction)

Stade B

Dans cet extrait 27 composés sont identifi€s représentant 18,1% du total. Parmi ces composés,
des sesquiterpenes (2,9 %), des terpenes oxygénés (13,6 %), des acides gras (0,7%), des alcanes

(0,4 %), un tocophérol, un isomere de la vitamine E (0,1%) et un stérol (0,4%) sont retrouvés.

Le composé majoritaire est 1’acide B-costique avec 10,5%. On note également la présence de

l'acide isocostique 1,5% et du B-costol 0,5 %.

Les composés retrouvés précédemment sont les mémes dans l'extrait récolté lors de la
germination mais en tres faible proportion (<1%). On retrouve l'a-sélinene (0,5 %) et le B-
sélinene (0,8 %), le mélange sélina-4,11-diéne / le y-muuroleéne (0,3%), le B-élémene (0,24%),
le sélin-11-en-4-a-ol (0,3%), le nonacosane (0,10%) et un isomere de la vitamine E (0,28%).
Les acides gras retrouvés sont les acides linoléique (0,3%), oléique (0,3%), myristique (0,13%),
des traces d’acides stéarique et palmitique. On note la présence du B-sitostérol (0,37%). Huit

composés restent non identifiés dans l'extrait (14,1%).
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Tableau 26 : Analyse de I'extrait apolaire de I'extrait d’écorce stade B par GC/FID et GC/MS

18,1 % Identifiés (27 composés)

Extrait 14,1% Inconnus (8 composés). Les m/z inconnus des bases de données

Ecorce stade B utilisées;

5,9 % Phtalates (récupérées lors des étapes d’extraction)

18,6 % Impuretés (récupérées lors des étapes de broyage et d’extraction)

En résumé

Les mémes composés sont retrouvés dans les feuilles et les écorces. Par contre, leurs
proportions sont plus faibles au stade B. Néanmoins, la quantité de sesquiterpenes, de terpenes

oxygénés et d’acide gras est plus importante.

A la germination, les a et B-sélinene ainsi que le B-élémene pour les feuilles sont représentés
respectivement a 7,2%, 7,8% et 1,9% tandis que pour le stade B, ces proportions sont nettement
plus faibles, respectivement 0,51%, 0,767% et 0,2 % soit environ plus de 10 fois inférieures a

celles du stade A. La vitamine E est retrouvée en quantité deux fois plus importante au stade A.

Pour les écorces, le composé le plus abondant lors de la fructification est l'acide B-costique
(10,5 %), absent lors de la germination. La vitamine E est en tres faible quantité au stade B
(0,1%). D'autres composés apparaissent comme 1'acide isocostique (1,5 %), le B-cubébene (0,2
%), le B-ylagene (0,2 %), le cadalene (0,2%), les B et a-eudesmol (0,3%) le B-costol (0,5%), le
tétradécanoate de méthyle (0,1%); le a-muurolol (0,1%) et le 1-épi-cubénol (0,2%).

Composition chimique de 1'extrait apolaire de fruit :

C’est I’extrait apolaire le plus abondant sa composition est ici présentée :

Tableau 27 : Composition chimique (%) des extraits apolaires des fruits de N. membranacea

Famille N° Composé RIDB-5 RISpaw Fruit
chimique
1 d élémene 1344 1457 0,61
2 a-cubébeéne 1366 1450 0,07
é 3 a- ylangene 1373 1462 0,15
lé 4 a-copacne 1377 1470 0,45
-‘E 5 B-élémene 1390 1570 1,53
Uq%; 6 B-ylangene 1416 1559 o
7 B-caryophyllene 1414 1564
8 B-copaene 1428 0,42
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9 Guaia-6,9-diene 1444 1578 0,18
10 Sélina-4(15)6-diene 1462 0,42
11 Sélina-4(15)7diene 1462 0,22
12 4,5-di-épi-aristolochéne 1472 0,14

19 o-muuroléne 1505 0,45
20 7-épi-a-sélinéne 1520 0,13
21 d-cadinéne 1528 1725 0,34
22 y-cadinéne 0,14
23 a-cadinene 1540 1794
0,23
24 a-calacoréne 1540 1725
25 Cadalene 1681 0,34
- 26 Oxyde de caryophyllene 1576 1929
Q
g g
5 5 28 t-cadinol 1640 2141 0,43
- o0
B2 = 29 B+a cudesmol 1648 0,39
g °
Q
195]
& 33 | Acide tridécanoique 1633 1916 0.25
% 34 Acide hexadécanoique 1932 0,56
=
3 35 Acide linoléique 2097 2480 0,61
36 Acide oléique 2104 0,94
37 Acide stéarique 2136 2410 0,14
g
§ 38 Nonacosane 2894 2903 0,12
9
<
TOTAL IDENTIFIE 42,25

A récolte au stade de germination de la plante
B récolte au stade de fructification de la plante



Avec 38 composés identifiés soit 42,2 %, l'extrait de fruit est constitué de 19,6% de

sesquiterpenes, 15,1% d'acide gras, 7,4% de sesquiterpenes oxygénés et 0,1 % d'alcanes.

Les composés majoritaires sont l'acide dodécanoique ou acide laurique (9,1 %), le B-sélineéne
(5,1 %), le guaia-6,10 (14)-dien-4-B-ol (4,8 %), I’ a-sélinene (3,81%), le sélina-4,11-diene et le
y-muuroléne (3,7%), le dodécanoate de méthyle (3,55%), le sélina-11-én-4a-ol (1,8%) et le B-

élémene (1,5%).

Les acides gras suivants sont également retrouvés: les acides tridécanoique (0,3%),
hexadécanoique ou acide palmitique (0,6%), linoléique (0,6%), oléique (0,9%) et stéarique

(0,1%).

Tableau 28 : Analyse de I'extrait apolaire des fruits par GC/FID et GC/MS

42,3% Identifiés (38 composés)

Extrait 1,3 % Inconnus (8 composés). Les m/z inconnus des bases de données
Fruit utilisées
2,6% Phtalates (récupérées lors des étapes d’extraction)

1,5% Impuretés (récupérées lors des étapes de broyage et d’extraction)

L’ensemble des extraits apolaires est majoritairement constitué de sesquiterpenes, qui ont aussi
été retrouvés aussi dans les huiles essentielles : le B-élémene, les a et B-sélinene pour les plus
importants. La teneur en acide gras est faible, les principaux identifi€és sont les acides
palmitique, linoléique, et oléique que l'on retrouve également dans les feuilles de N. gardneri
[Fernanda R. et al., 1999]. D'autres acides gras sont présents mais uniquement lors de la
fructification et dans des parties spécifiques de la plante : 1'acide stéarique, dans les feuilles,

l'acide myristique dans les écorces et 1’acide laurique dans les fruits uniquement.

Le seul stérol trouvé est le B-sitostérol présent dans les feuilles et les écorces, mais non détecté
dans les fruits de N. membranacea. Ce composé est néanmoins retrouvé dans les fruits d’autres
especes de Nectandra comme N. glabrescens [José M. Barbosa-Filho et al., 1991] et de N.

amazonum [Ahmad et al.; 1992].

La plupart des composés majoritaires se retrouve dans toutes les parties de la plante, soient les
feuilles, les écorces et les fruits mais dans des proportions différentes. Lors de la fructification,
d'autres composés apparaissent dans les écorces et les fruits, l'acide B-costique 10,5 % et 1’acide

dodécanoique (acide laurique) 9,06 % respectivement. L'acide B-costique a déja été isolé des
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écorces de N. membranacea du Costa Rica [Xiujun et al.,, 2006] ainsi que chez N. grandiflora
[Moreno et al., 1993], et N. cissiflora[ Fernanda et al., 2010]. Un dérivé de l'acide isocostique,
I'acide 3-isocostique a aussi été identifié chez N. cissiflora et N. membranacea (Costa Rica)

[Fernanda et al., 2010, Xiujun et al., 2006].

Les résultats obtenus par l'extraction apolaire sur les feuilles, les fruits et les écorces de

Nectandra membranacea seront publiés.

Le tableau ci-dessous rassemble les structures des composés majoritaires issus des extraits

apolaires de N. membranacea.
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28 Acide palmitique 29Acide linoléique

[¢] (o]
WOH /\/\/ﬁ/ﬁ/\/\/\)&m
124 Acide stéarique 125 Acide myristique
126 Acide tridécanoique 127  Vitamine E

128 Untriacontane 20 Acide costique

AANNANANANANNANANANN M

CO,H

129 B-costol 130 Phytol

/W)W\OH

27 Acide oléique 131 Nonacosane
o
ANANANANANANANANANNANN
/ OH
21 Acide isocostique 132 Acide laurique

OH

MO

CO,H

Figure 47 : Composés majeurs identifiés dans les extraits apolaires de N. membranacea
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Le chapitre suivant présente les résultats des analyses des extraits polaires réalisés sur les

différentes parties de la plante. La sélection des extraits s’est effectué¢e de facon bio guidée.

12. Analyse bio guidée des composés polaires

L’extraction par ultrason a été préférée au soxhlet et a la macération pour sa simplicité de mise

en ceuvre et sa faible consommation en solvant. Le choix des extraits polaires a analyser en

priorité a été orienté par les tests d’activités biologiques notamment par I’évaluation de

I’activité antioxydante.

12.1. Extraction par ultrasons

Les rendements d’extraction calculés sont représentés sur la figure ci-dessous :

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

Rendement d'extraction %

10,00

5,00

0,00

I -
Rendement d'extraction
29,25
21,66 21,24
Acétone
mEthanol
12,02
mMéthanol
5,28
2,78 _ 202 4 09
1,92 74 2 31
T
Fe(a) Fe (b) Ec(a) Ec (b} Fruit FeThe vert

Extraits polaires

Figure 48 : Rendement d'extraction par ultrasons des différentes parties

de la plante et du thé vert

Il ressort a l'observation des rendements d'extraction de la figure 48, que pour les solvants

polaires, le méthanol donne le meilleur rendement d'extraction soit une moyenne d'environ 22%

pour les feuilles, de 5% pour les écorces, et de 6% pour les fruits.
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Avec 1'éthanol, les rendements sont un peu moins élevés, on obtient une moyenne de 15,75%
pour les feuilles, 2,84% pour les écorces et de 3,09% pour les fruits. L'acétone est le solvant

pour lequel les rendements sont les plus faibles, les valeurs variant entre 1,74 et 7,35%.

Les rendements d'extraction varient en fonction des parties de la plante (écart entre les feuilles
et les écorces de 16,3% avec le méthanol, 11,91% avec 1’éthanol et 3,88% avec 1’acétone). En

ce qui concerne les deux stades de récolte, on observe des écarts variantde 11 % a 17,4 %.

12.2. Dosage des polyphénols totaux

La méthode de Folin Ciocalteu a été utilisée pour quantifier les polyphénols des extraits de N.
membranacea. L’ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-
Ciocalteu. La coloration bleue produite possede une absorption maximum aux environs de 750

nm qui est proportionnelle au taux de composés phénoliques.

Les figures suivantes montrent la quantité de polyphénols totaux contenus dans les différents

extraits de N. membranacea ainsi que dans les feuilles de thé vert.

900 Polyphénols totaux

800 761
761 751 717 723 m Acétone

700 - B Ethanot
m Méthanol

600 -

500 -~

400 -

300 ~

d'éqg. AG/g d'extrait sec

200 -

100 -

Concentration de polyphénols totaux par mg

Fe (A) Fe (B) Ec(A) Ec (B} Fruit Fe Thé vert

Figure 49 : Quantité de polyphénols totaux par mg d'équivalent d'acide gallique par g d'extrait
sec dans les extraits polaires et les feuilles de thé vert
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La quantité totale de polyphénols totaux est exprimée en mg d'équivalent d'acide gallique
(EAG) par g d'extrait sec (figure 49). Les valeurs sont comprises entre 33,8 et 761,13 mg
EAG/g d'extrait sec.

Les feuilles présentent environ entre 620 a 760 mg d’équivalent d’acide gallique/g d’extrait sec
de la plante et les écorces 470 a 580 mg/g. Les fruits contiennent tres peu de composés

phénoliques avec entre 36 et 48 mg d’équivalent d’acide gallique/g d’extrait sec.

Les quantités de polyphénols totaux les plus élevés de 717 a 761 mg EAG/g d’extrait sec sont
trouvées respectivement dans les extraits acétone et éthanol des feuilles récoltées lors des
stades A et B. Les résultats montrent clairement que les extraits acétone et éthanol donnent de
meilleures extractions de polyphénols totaux pour les feuilles. Pour les écorces, il semblerait
que ce soit I'éthanol (577,57 et 517,57 mg EAG/g stade A et B). Les fruits quant a eux, ont des
résultats inférieurs a 50 mg EAG/g. Ce résultat est en accord avec la bibliographie, car les fruits
des Nectandra sont riches en sesquiterpenes et lignanes. (N. glabrescens [Ahmad et al. 1992],

N. amazonum [José M. Barbosa-Filho et al. 1991]).

Dans les extraits de thé vert testés, les valeurs sont comprises entre 337,80 et 452,02 mg EAG/g
soit deux fois moins importante que la quantité présente dans les extraits de feuilles de M.
membranacea. Les feuilles de Nectandra sont donc plus riches en polyphénols totaux que les

feuilles de thé vert utilis€e comme témoin.

Le méthanol présente un meilleur rendement d’extraction mais la quantité de polyphénols
totaux extraite est moyenne si ’on compare aux deux autres solvants (éthanol et acétone). Le
méthanol n’est donc pas un solvant spécifique a 1’extraction des polyphénols, il extrait aussi

d'autres molécules polaires.

Cette étude montre que la variation de la teneur en polyphénols totaux n’est pas dépendante de
la saison de récolte mais de la partie de la plante. Les variations sont hautement significatives
notamment pour les feuilles qui donnent les teneurs les plus élevées (690 mg EAG/g d'extrait
sec en moyenne). Cette teneur est supérieure a celle enregistrée pour les écorces (497 mg

EAG/g d'extrait sec en moyenne) et environ 17 fois supérieure a celle des fruits.
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12.3. Analyse chromatographique (CCM, HPLC/DAD) et
choix de I'extrait

L'analyse chromatographique des extraits a été réalisée par chromatographie sur couche mince
sous UV a 254 nm et 365 nm, apres pulvérisation a 1’acide sulfurique 10% dans méthanol, et a

365 nm apres pulvérisation du réactif NP/PEG.
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Révélation a 254 nm apres pulvérisation avec Révélation a 365 nm apres pulvérisation avec Révélation a 365nm apres pulvérisation du
de I’acide sulfurique 10% dans EtOH I’acide sulfurique 10% dans EtoH NP/PEG

FeA, FeAgy Feld o FeB, FeBg FeB,, Fr, Frg

Frme EcB, EcBgp EcB, Ecd, EcAg Eci, Frw EcB, EcBgy EcB, EcA, EcAp EcA, M Frm EcB, EcBg EcB, EcA, EcAp Ech,

Figure 50 : CCM sur gel de silice des extraits bruts polaires des feuilles, écorces et fruits de N. membranacea
(AcOEt-HCOOH-ACcOH-H,0) / 100-11-11-20)

FeA. FeAgy Feh, FeB, FeBg FeB,, Fr, Frg FeA, FedAgy Fed, FeB, FeBgy FeB,, Fr, Fr
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Pour chaque partie de la plante deux types de profils chromatographiques distincts sont
observés : le profil 1 pour les feuilles et le second profil concernant les écorces. Pour le profil

des fruits, tres peu de composés polaires sont visibles (traces).

Les différents tests ont montré le fort potentiel antioxydant des extraits de feuilles
principalement au stade B de récolte (§14.3.2.1.). Ces extraits présentent également bonne

activité anti inflammatoire (§14.3.2.5.)

Au regard des résultats des activités biologiques (§14.3.2.) et des analyses chromatographiques,

I'étude poussée de 1'extrait de feuilles au stade de fructification (stade B) a été effectuée.

ANALYSE PAR CCM DES EXTRAITS DE FEUILLES STADE B

La chromatographie sur couche mince montre la présence de huit taches majoritaires. La tache
rouge correspond aux chlorophylles. Ces huit taches sont dans la méme zone

chromatographique dans les trois extraits de feuilles (acétone, éthanol et méthanol).

Le révélateur au NP/PEG permet de déterminer les principales familles de moléules présentes
dans les extraits de feuilles stade B. Les flavonoides sont colorés en vert, les flavonoides
glycosylés en jaune et les acides phénoliques en bleu. Les spots jaunes qui correspondent aux
flavonoides sont les plus intenses et les plus nombreux, ils seraient a priori les composés

majoritaires dans 1’extrait.

Cette analyse qualitative est une premiere approche de la composition en polyphénols de cet

extrait.
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Figure 51 : Rapport Frontal des principaux spots de I'extrait brut polaire de feuilles
Chromatographie sur couche mince sur gel de silice des extraits de feuilles stade B (AcOEt-
HCOOH- AcOH-H,0 100-11-11-27) apres pulvérisation au NP/PEG

ANALYSE PAR HPLC/UV/MS DE L’EXTRAIT DE FEUILLES STADE B

Les extraits sont analysés par chromatographique liquide a 280 et 360 nm couplée a une

analyse par spectrométrie de masse (mode positif). Les chromatogrammes obtenus sont

identiques (Annexe 5) pour tous les extraits de feuilles au stade B. Ces extraits sont donc

rassemblés afin d’avoir suffisamment de masse pour le fractionnement.

L’analyse chromatographique de I’extrait est présentée ci-dessous.
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HPLC/UV détection a 280 nm
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Figure 52: Spectre UV et MS des principaux pics de I'extrait de feuille a I'acétone au stade B

Les analyses LC/DAD/UV et LC/UV/APCI-MS en mode positif ont montré une diversité dans
les classes de composés que 1'on trouve dans les extraits de feuilles de N. membranacea. Ainsi
les profils des spectres UV appartenant aux composés A-D montrent un maximum d'absorption
a 280 nm et un épaulement vers 224 nm. Ils peuvent donc appartenir a la méme classe de
composés.

Le spectre MS du composé C présente un pic moléculaire [M+H]" & m/z 291 qui pourrait
correspondre a 1'épicatéchine (m/z 290) déja identifiée chez N.megapotamica [Fernanda R.

Garcez, 2009].

I, J, K, L ont des spectres UV avec des maxima d'absorption de 256 et 348 nm qui
correspondraient a des composés de type flavonoides. Le composé J présente un pic
moléculaire [M+H]" a 287. Ce composé pourrait étre le kaempférol (m/z 286) isolé de N.

glabrescens [José M. Barbosa-Filho et al. 1989].

Le composé E montre un profil de spectre UV avec des maxima d'absorption a 216, 282 et 302

nm, caractéristiques des alcaloides aporphines.

Les composés F, G, et H montrent a priori le méme profil de spectre UV que précédemment
avec des maxima 216, 284 et 310 nm. Le spectre de masse du composé G a un pic moléculaire
[M+H]" a2 m/z 328 qui pourrait correspondre a I’isoboldine (m/z 327) déja isolée chez N.

membranacea et N. grandiflora [Moreno et al. 1993; Hasbun et al. 1991]
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12.4. Fractionnement

Plusieurs procédés de purification ont ét¢ employés. Il s’agit essentiellement des techniques
chromatographiques qui seront détaillées dans la partie « Matériels et méthodes » (colonne
ouverte, colonne haute pression, etc..). Les fractions présentant des profils identiques en CCM
sont réunies et sont ensuite testées pour un criblage biologique. Les fractions qui se révelent les

plus actives au niveau de I’activité antioxydante sont ensuite purifiées.

L’extrait brut de feuilles stade B, est repris dans du méthanol puis concentré sous pression

réduite.

12.5. Extraction liquide-liquide

Une extraction liquide-liquide successive est réalisée sur les extraits de feuilles stade B (Fe (ol
(B, soit 40 mg dans 500 mL d'eau), a l'aide des solvants suivants : dichlorométhane (CH,Cl,),
acétate d'éthyle (AcOEt), méthanol (MEOH) et eau.

L'activité antioxydante a été évaluée par le test ORAC et le test sur cellule. Les résultats au test
ORAC ont montré que les extraits issus de l'extraction liquide-liquide sont trés antioxydants
avec des valeurs inférieures a 12,5 pmol Trolox/mg au test de 'ORAC (Figure 155) et
inférieurs a ICso = 3,6 ug /mL sur cellule. Le meilleur résultat pour ce test est obtenu avec

l'extrait aqueux ICsp = 1,5 ug / mL (Figure 156).

L'activité anti-inflammatoire est aussi testée et a montré que I'extrait dichlorométhane est plus
actif que les autres extraits testés avec un pourcentage d'inhibition du monoxyde d'azote de

71,3% (Figure 157).

Les extraits aqueux et méthanol montrent une activité antivirale de 100 % de protection sur le

virus de I’herpes ainsi qu’un effet désactivant (100%).

Sachant que nous nous intéressons a l'activité antioxydante en vue d'isoler des composés
pharmaceutiques, l'extrait aqueux, qui présente une bonne activité antioxydante ORAC (9,6
umol Trolox/mg) et la plus intéressante sur cellule (ICsp = 1,5 pug / mL), a été sélectionné pour

la suite de 1'étude.
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Un fractionnement sur colonne Diaion est réalisé a partir de I'extrait aqueux. Les fractions
obtenues de A a G, sont aussi testées pour les activités antioxydantes, anti inflammatoire et

antivirale. Les résultats de tous ces tests sont présentés ci-dessous.

Les fractions C, E, F et G donnent de trés bonnes activités antioxydantes. La meilleure activité
est obtenue pour la fraction G. Elle est comparable a celle de la quercétine (22,92 + 1,39 pg
Trolox/mL). L’activité anti inflammatoire se situe au niveau des fractions E, F, G, avec une
meilleure activité sur la fraction G (98% inhibition). L’activité antivirale n’a pas pu étre testée
sur cette fraction a cause du manque de matiere. Néanmoins, on peut noter que la fraction B
montre une excellente activité antivirale : 100% de protection dans la cellule, effet désactivant

de 100% sur le virus et empéche a 100% la réplication de celui-ci.
Les CCM des 4 extraits obtenus sont ici présentées :

Révélation a 254 nm Révélation a 365 nm

F. ACOEt F. CH2CI2 F. MeOH

Figure 53: Chromatographie sur couche mince sur gel de silice des extraits polaires
(AcOEt-HCOOH-ACOH- H,0 (100-11-11-20)
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Les plaques sont ensuite pulvérisées au NP/PEG, révélateur des polyphénols.

F. ACOEt F. CH2CI2 F. MeOH

Figure 54 : Chromatographie sur couche mince sur gel de silice des extraits de feuilles stade
B : fructification) (AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0 100-11-11-20) aprés pulvérisation au NP/PEG

Les mémes composés sont retrouvés dans tous les extraits a des intensités variables. Cependant,

seule la fraction aqueuse ne présente plus de chlorophylle (rouge).

L’activité biologique des fractions est évaluée avec des tests d’activités antioxydant (ORAC et
cellulaire), anti-inflammatoire et antiviral contre I’herpeés HSV-1. Les résultats sont présentés

au chapitre 14.3.2.

Parmi les extraits issus de I’extraction liquide liquide, les extraits aqueux et acétate d’éthyle
montrent des activités antioxydantes tres intéressantes (§.14.3.2) aussi bien sur ORAC que sur
cellule. L extrait aqueux a été retenu pour le reste de I’étude car il est supposé moins toxique, et

obtenu en quantité plus importante.

12.6. Purification de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux est concentré puis fractionné grossierement par chromatographie sur colonne
ouverte de Diaion HP-20, éluée successivement avec 1’eau distillée puis un gradient de MeOH

30 %, 50%, 80% et 100%. La colonne est ensuite lavée avec ’acétate d’éthyle suivi du
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méthanol et de I’eau. 33 fractions sont obtenues, puis regroupées en fonction de la CCM

suivante :

Révélation a 365 nm apres pulvérisation au NP/PEG des fractions 1 a 33

10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figure 55 : CCM bilan des 33 fractions obtenues suite au premier fractionnement sur I'extrait
aqueux (la derniére fraction correspond a Iextrait aqueux
(AcOEt-HCOOH-AcOH- H,0 / 100-11-11-20)

Les fractions éluées possédant les mémes spots sur CCM sont rassemblées. 7 fractions sont

obtenues de A a G.
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L’ensemble de la procédure est expos¢ dans I’organigramme suivant :

Extrait CH,Cl, A
2,15 g (11,44 %) 1,58 g (20,23%)
_ E)'(tract-ion. Extrait AcOEt B
Liquide-Liquide 4,63 g (24,70%) 1,12 g (14,34%)
Extrait brut C
Extrait MeOH 3,048 (38,92%)
Fe toral (B) 1,96 g (10,44%)
18,76 g (15,62%) ) — D
- Extrait H,0 quqnne 0,50 g (6,40 %)
Diaion
7,81g (41,63%) | | MeOH~ H,0 E
0,43 g (5,50%)

F
0,10 g (1,28%)

G
0,22 g (2,82%)

Figure 56: Fractionnement sur extrait brut de feuilles (stade B)

ExtAq. A

Figure 57: CCM des fractions issues de I’extrait aqueux de feuilles au stade B

Les différentes fractions recueillies de A a G sont analysées par CCM et montrent un nombre
élevé de spots. Les fractions sont rassemblées par famille de molécules. Les fractions de A a C

révelent des spots bleus qui correspondraient aux acides phénoliques. Pour les fractions de D a
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F, les spots sont majoritairement jaunes, ce qui pourrait correspondre a des flavonoides

glycosides. Quelques spots verts laisseraient supposer la présence de flavonols ou flavonones.

Et pour finir, la fraction G, constituée de spots violets et bleus en majorité qui pourraient tre

des alcaloides et des acides phénoliques. Des traces des spots jaunes sont également retrouvées.

La fraction B a montré une forte activité antivirale sur tous les types de tests (protection contre

virus, réplication et inhibition §.14.3.3.). Le choix des fractions a travailler s'est porté sur celles

qui présentaient la meilleure activité antioxydante, soit les fractions G, E et C. La fraction F

présente le méme profil CCM que la E. Ces deux fractions n'ont pas été rassemblées. L'étude

est poursuivie sur la fraction E, la fraction F étant stockée. Les études préliminaires sur la

fraction G ont révélé une présence majoritaire d'alcaloides.

12.7. Caractérisation des molécules polaires bioactives

A partir de la fraction E, une séparation sur HPLC analytique et préparative a été effectuée.

L’¢lution s’est faite par un gradient composé d’eau et d’acétonitrile.

Le profil chromatographique obtenu par HPLC analytique, a permis de mettre en évidence six

groupes de molécules. L’HPLC préparative avait pour but de les séparer suivant le

regroupement présenté sur le chromatogramme figure 58 en 6 fractions notées F1 a F6.

300 4

260 4

200 o

150

100 4

DAD1 D, Sig=360,8 Ret=off (JIO1022E.D)

Figure 58 :

Chromatogramme HPLC/DAD a 360 nm de la fraction E
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L'organigramme ci-apres présente les masses obtenues par la séparation par HPLC préparative

de la fraction E. 140 mg sont analysés afin de ne pas saturer la colonne utilisée.

Fraction E
140 mg

HPLC préparative

El E2
19,0 mg 39,0mg

ES E6
19,9 mg 9,2mg

Figure 59 : Schéma de la purification de la fraction E

Les six fractions ont été analysées par HPLC analytique. Les fractions E4 et E6 sont des

produits purs. La détermination de leur structure est exposée ci-apres.

La sous-fraction E4 a été identifiée par HPLC couplée a un détecteur a barrette de diodes et a
un spectrometre de masse. L'identification a été confirmée par analyse RMN 'D et °D ('H, "°C,

DEPT 135, COSY, HSQC, HMBC).

Ce composé se présente sous forme de cristaux jaunes. Il réagit au réactif NP/PEG avec une
fluorescence jaune sous UV 365 nm laissant envisager une structure de type flavonols ou

flavone glycosylé [H. Wagner; S.Bladt 1996].

Son spectre UV ci-dessous montre deux maxima d’absorption a 256 nm et 348 nm
correspondant aux absorptions des deux cycles A et B de composés de type flavonoides [Mabry

et al. 1970].
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Figure 60 : Spectre UV du composé E4

Le spectre infra rouge indique la présence de groupements : hydroxyle (3362,3 cm™ et 1257,8
cm'l), C=C aromatique (1606,4 cm’ et 1457,6 cm'l), cétone conjuguée (1653,2 cm'l). Il montre
également la présence de bandes d’absorption des liaisons C-H aromatiques (2928,6 cm™ et
811,38 cm™), de C-H aliphatiques (2850 cm™) et deux bandes d’absorption qui correspondent &
une fonction éther (1172,8 cm’! et 1036,7 cm'l).
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Figure 61 : Spectre Infrarouge du composé E4

Le spectre de masse réalisé en ESI en mode positif, présente un ion moléculaire a m/z 449 [M-

H]" suggérant une masse atomique de 448 uma.
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Le pic de moléculaire m/z est observé a 449 [M-H+]. Le fragment observé a m/z 303 (100) [M-
H-146]" correspond a la perte d'un rhamnose (perte de 146 u) et un ion fragment a m/z 304 (22)

correspondant a [M-H-146-H]+. D'autres ions de moindre abondance sont également présents a

m/z 211 (68).

Ces résultats combinés a ceux de I'IR et de I'UV orientent vers la structure de la quercétine.

o0 e Max: L6728
80 4 i
(&)
0
m_ -
&
20 4 2 § 8 %
L (1]
0 - il oo Sl s : I.I i | S| |
e R e e
100 150 200 250 200 350 400 450 miz

Figure 62: Spectre de masse LC-UV-MS (APCI lonisation chimique) en mode positif [M'H]* du
composé E4

Afin de préciser la structure du composé E4, nous avons procédé a différentes analyses RMN
du proton 'H et du carbone *C. Les données recueillies sur le spectre °C comparés 2 ceux de
la littérature, « Carbon-13 NMR of flavonoids. » [Agrawal P. K. 1989] ont permis de supposer

que ce composé pourrait €tre le la quercetine-3-O-rhamnoside.

Le pouvoir rotatoire a été mesuré il s'agit d'un composé lévogyre (L) dans notre cas, la

quercétine-3-O-L-rhamnoside.

Les différents spectres RMN réalisés qui nous ont confirmé cette structure sont présentés a la

suite.
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Figure 63: Spectre RMN du *C du composé E4

Le spectre RMN du ’C indique la présence de 21 atomes de carbone. Les signaux
caractéristiques du rhamnose se retrouvent dans la zone 8=70- 72 ppm (C-2"" ; C-3"" ; C-4"" et
C-5”’). Le groupement méthyle rattaché au rhamnose se situe sur le carbone C-6’" a 6 16,12
ppm. La position C-3 (& = 134,69 ppm) et le déblindage des carbones C-2 (6 = 156,97 ppm) C-
4 (6 =178,11 ppm) et C-5 (6 = 161,72 ppm) comparativement avec 1’aglycone suggere que la
position d’attache du rhamnose avec 1’aglycone se situe sur le carbone C-3. Ces données

confirment bien ceux de la littérature [Agrawal P. K. 1989].
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Figure 64: Spectre RMN du *H du composé E4

Le spectre RMN 'H présente des signaux caractéristiques de protons aromatiques. Les protons
a o = 622 ppm (IH, s, H-6) et 6 = 6,39 ppm (1H, s, H-8) couplent en systtme AB
caractéristiques du cycle A des flavonoides. Dans le cycle B, le doublet a 6 = 7,36 ppm et d =
7,32 ppm correspondant aux protons équivalents H-2’ (1H;J =19 Hz)etH-6’ (IH;J=2Hz;
8,3 Hz). Le proton H-6" est couplé avec le proton H-5" ('H ; & = 6,93 ppm ; J = 8,3 Hz). Le
spectre RMN 'H montre un singulet large correspondant au proton anomérique & & = 5,37 ppm.
La faible constante de couplage du proton anomérique J = 1,2 Hz indique la configuration 8 du
sucre. Le doublet a 6 = 0,96 ppm (lH ; d ; J = 6,1 Hz) caractérise le groupement méthyle du

rhamnose.

D'autres analyses RMN complémentaires sont réalisées afin de confirmer cette hypothese :

DEPT 135 et RMN 2D (COSY, HSQC et HMBC).
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Figure 65: Spectre RMN DEPT 135 du composé E4

Le DEPT 135 permet de distinguer tous les groupements CH et CH; (vers le haut) et les CH; (a
I’opposé€). Les carbones quaternaires n'apparaissent pas. La présence en tout d’un groupement
CHj3 (carbone primaire a 16 ppm) et 10 groupements CH (carbones tertiaires de 70 a 121,45

ppm) sont visibles sur le spectre.
En comparaison avec la littérature, les 10 groupements CH correspondent :

- sur le flavonoide : sur le cycle A, aux carbones C-6 a 6 = 98,40 ppm et C-8 a & = 93,30 ppm.
Sur le cycle B aux trois carbones tertiaires C-2” a 8 = 115,51 ppm ; C-5" a 114,96 ppm et C-6’ a
121,45 ppm.

- sur le sucre : le carbone anomérique est nettement visible a 6 = 102,13 ppm (C-1""). Les 4
autres carbones du sucre sont C-2’’ a 6 = 70,50 ppm, C-3"’a & = 70,70 ppm, C-4> a & = 71,84
ppm et C-5"a 70,63 ppm.

Le groupement méthyle rattaché au rhamnose se situe sur le C-5’ a 6 = 70,63 ppm. Son

carbone C6 résonne a 16,26 ppm.
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Figure 66: Spectre RMN COSY du composé E4

f1 {ppm)

Parmi ces procédés, la COSY H-H permet de mettre en évidence les couplages *J et *J et de les

distinguer d’apres 1’orientation des taches de corrélation vis-a-vis de la diagonale.

Ainsi, le spectre nous montre les corrélations entre les hydrogenes H-6 et H-8 ; H-2" et H-6’;

H-5 et H-6". Tous les protons du cycle rhamnose sont corrélés H-1" et H-2"; H-2" et H-3"; H-

3" et H-4"; H-4" et H-5"; H-5" et les 3 H6".
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Figure 67: Spectre RMN 2D HSQC du composé E4

L’expérience HSQC permet de mettre en évidence le couplage 'J. Des corrélations du proton
H-6 et du carbone C-6; du proton H-8 et du carbone C-8 sont observées. Les corrélations les
plus visibles sont celles des protons H-2; H5’; H-1"" ; H-2>" ; H-4"" ; H5 avec leur carbones
respectifs C-27; C-5’; C-1"" ; C-2”" ; C-4” et C-5" ainsi que H-6"" avec le carbone C-6"".
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Figure 68: Spectre RMN 2D HMBC du composé E4

La technique HMBC met en évidence les couplages hétéronucléaires J et °J. Le spectre montre
ici une corrélation entre les protons H-2” a 8 = 7,36 ppm et H-6" a 6 = 7,32 ppm et le carbone
C-2 D’autres corrélations sont observées entre le proton H-1"" a 8 = 5,37 ppm et le carbone C-
3; entre le proton H-6 4 = 6,39 ppm et les carbones C-5 et C-7 et C-10 ; entre le proton H-5" a
0 = 6,93 ppm et le carbone C-1’ ; entre les protons H-2" et H-5 et le carbone C-4’; entre les

protons H-2’ et le carbone C-6’; entre le proton H-4’" et le carbone C-6".

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison des données trouvées dans la
littérature [N. grandiflora. Ribeiro, 2005] ont permis de déterminer la structure du composé F4
comme étant la quercétine- 3-O-B-rhamnoside. C’est la premicre fois que ce composé est décrit

dans N. membranacea.
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Figure 69: Structure de la quercétine-3-O-B-L-rhamnoside

Les données RMN comparées a la littérature sont regroupées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 29 : Déplacements chimiques de la quercétine-3-O-fB-L-rhamnoside

Position oc (ppm)(mult) oH (ppm) J(Hz) COSY HMBC  Réf Ribeiro

2 156,97 (s) H2’/H6’ 156,0
3 134,69 (s) H1” 133,5
4 178,11 (s) 177,0
5 161,72 (s) 162,0
6 98,26 (d) 6,22 s H8 100,0
7 164,75 (s) H6 162,0
8 93,16 (d) 6,39 s H6 94,1
9 157,79 (s) 157,0
10 104,35 (s) H6 101,0
| 121.,4 (s) H5’ 120,0
2’ 115,38 (d) 7,36 (d ; J = 1,9Hz) 115,0
3 144,89 (s) 149,5
4 148,35 (s) H2’/HS’ 145,5
5 114,83 (d) 6,93 (d; J = 8,3Hz) H6’ 1154
6’ 121,32 (d) 7’32(%"1;3{12:)2HZ | H2/HS | H2 120,8

Rhamnose 1°° 102 (d) 5,37 (d;J=12Hz) H2” 101,8
2” 70,36 (d) 42(dd;J=3,1Hz; | HI”’/H3 70,1
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Position oc (ppm)(mult) oH (ppm) J(Hz) COSY HMBC  Réf Ribeiro
1,5Hz) ’
37 70,56 (d) 3.8 (m) H2"/Ha 703
4 71,70 (d) 343 H3"/HS’ 713
57 70,49 (d) 3,77 H4"/HE’ 70,5
6" 16,12 () 096 (d,J=6,1Hz) | HS” | H4” 17,5

Le composé majoritaire présent dans la fraction E6 a été identifié dans les mémes conditions

que précédemment.

Ce composé se présente sous forme de cristaux jaunes et réagit au réactif NP/PEG avec une

fluorescence jaune sous UV 365 nm laissant envisager une structure de type flavonol ou

flavonone glycosilé. Le spectre UV montre deux maxima d’absorption a 264 nm et 344 nm

correspondant comme précédemment aux absorptions des deux cycles A et B de composés de

type flavonoides [Mabry et al. 1970].

T
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Figure 70: Spectre UV du composé de la fraction E6

Le spectre infra rouge indique la présence de groupements : hydroxyle (3404 cm™), carbonyle

conjugué (1653,2 cm']) et C=C aromatiques (1593,7 cm']) et (1457,6 cm']) et montre également

la présence de bandes d’absorption des liaisons C-H aromatiques (2924,4 cm™) et une bande

caractéristique d'un éther (1028 cm'l).
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Figure 71: Spectre Infra rouge du composé E6

Le spectre de masse réalisé en ESI (mode positif) donne un ion moléculaire 2 m/z 433 [M-H]*
suggérant une masse atomique de 432 uma. Soit un atome d’oxygene de moins que la structure
précédente. Les ions fragments majoritaires sont les suivants : m/z 326 (100) [M-H-107]%, un

autre ion fragment a 327 (20) qui correspond a [M-H-107-H]*. L'ion fragment & m/z 287 (69)

[M-H-146]" correspond comme précédemment a la perte d'un thamnose (-146 u).
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Figure 72 : Spectre de masse LC-UV-MS (APCI : lonisation Chimique) mode positif
du composé E6

Comme précédemment, 1'analyse RMN du "°C est réalisée et les données ont été comparées 2 la
littérature [Agrawal P. K. 1989] orientant I’identification vers le kaempférol-3-O- rhamnoside.

Par contre, la mesure du pouvoir rotatoire n'a pas pu €tre mesuré a cause de la masse
insuffisante de produit.

L'analyse du spectre °C est réalisée ci-dessous.
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Figure 73 : Spectre RMN du **C du composé E6

Le spectre RMN du "°C montre la présence de 21 atomes de carbones. Le carbone du méthyle
C-6"’, rattaché au sucre résonne a 6 = 16,12 ppm. Les déplacements chimiques des autres
carbones du sucre sont situés dans la zone 6 = 70 a 72 ppm constitué des carbones C-2°’; C-3"’;
C-4> et C-5".Comme pour le composé précédant, la position de C-3 a 6=134,66 ppm et le
déblindage des carbones C-2 (6=157,73 ppm) ; C-4 (6 = 178,08 ppm) et C-5 (6 = 161,69 ppm)

indique que la position d’attache du rhamnose avec 1’aglycone se situe sur le carbone C-3.

Les déplacements chimiques correspondent a ceux de la littérature [Agrawal P. K. 1989] pour

la structure supposée.
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Figure 74 : Spectre RMN du 'H du composé E6

Le spectre du proton est comparable au précédent mais la structure semble plus symétrique au

niveau des protons aromatiques du noyau B. Les protons équivalents H-2’ et H-6’ ppm

résonnent ensemble a 6 = 7,79 ppm. Ils sont couplés aux protons équivalents H-3” et H-5" a d =

6,96 ppm (J = 8,6 Hz).

Les protons aromatiques a 6=6,22 ppm (1H, s, H-6) et a 6 = 6,40 ppm (1H, s, H-8) couplent en

systeme AB caractéristiques des flavonoides.

Le proton anomérique est représenté par un singulet a 6 = 5,39 ppm. Le doublet caractéristique

du groupement méthyle du sucre est a 6 = 0,94 ppm. Les signaux compris entre 6 = 3,50 et 4,24

ppm correspondent aux protons du sucre, caractéristiques du rhammnose.

D'autres analyses RMN sont réalisées afin de confirmer les résultats :

HSQC et HMBC. Les résultats sont présentés ci-dessous.

DEPT 135, COSY,
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Figure 75 : Spectre RMN du DEPT 135 du composé E6

Le DEPT 135 indique que le composé comprend 10 groupements CH et 1 groupement CH3 a &
=16, 27 ppm. Les carbones C-6 a 6 = 98,33 ppm et C-8 a & = 93,24 ppm sont situés sur le cycle
A du flavonoide et les carbones C-2’ (6 = 130,37 ppm); C-5" (6 = 115, 00 ppm) et C-6’ (0 =
130,37 ppm) sur le cycle B. Les CH caractéristiques du sucre, rhamnose, sont C-2"’ (& = 70,37
ppm); C-3"° (6 =70,50 ppm); C-4>’ (6 = 70,57 ppm) et C-5" (6 = 71,64 ppm).
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Figure 76 : Spectre RMN 2D COSY du composé E6

Le spectre COSY montre les corrélations entre les protons H-6 et H-8; H-2’ et H-3’; H-5’ et H-

6’ et H1”” et H-2*” compatibles avec la structure proposée.
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igure 77: Spectre RMN 2D HSQC du composé E6
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Le spectre HSQC permet de distinguer les corrélations des carbones avec leurs protons proches

(couplage 1J), ainsi donc C-6"’; C-3°’; C-5""; C-4°°, C-2”; C-1""; C-2°; C-3°; C-57; C-67; C-6;

C-8 sont couplés a 'y respectivement avec les protons H-6""; H-3"’; H-5""; H-4’’; H-2> H-1"’;

H-2°, H-3’; H-5’; H-6’; H-6; H-8.
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Figure 78: Spectre RMN 2D HMBC du composé E6
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Le spectre HMBC montre les corrélations entre les protons H-6 a & = 6,22 ppm et les carbones

C-548=161,69 ppm et C-7 2 & = 164,42 ppm (couplage *J) et avec le carbone C-10 a & =

104, 37 ppm (couplage 3J). D’autres corrélations sont visibles notamment celles des protons H-

2’ et H-6" avec les carbones C-2 (& = 157,73 ppm) et C4’ (6 = 160,06 ppm) avec un couplage

3J. Un couplage °J relie les protons H-3" et H-5" avec le carbone C-4’. Le proton anomérique

H1’ a8 =5,39 ppm est corrélé avec le C-3 a 6 = 134 ppm.

Comme précédemment, I’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison des

données trouvées dans la littérature [N. grandiflora. Ribeiro, 2005] a permis de déterminer la

structure du composé F4 comme étant le kaempférol- 3-O-f-rhamnoside. Ce composé est décrit

pour la premiere fois dans N. membranacea.
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133

Figure 79: Structure du kaempférol- 3-O-B-rhamnoside

Les données RMN comparées a la littérature sont regroupées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 30 : Déplacement chimique du kaempférol-3-O-f-rhamnoside

Position oc (ppm) oH (ppm) J(Hz) COSY HMBC Réf. Ribeiro
2 15773 s H2’/H6’ 155,50
3 134,66 s H1” 134,0
4 178,08 s 176.,0
5 161,69 s H6 162,0
6 98,33 d 6,225 1H HS 1006
7 164,42 s H6 162,0
8 93,24 d 6,40 s ; 1H H6 95,0
9 154,03 s 157.1
10 104,37 s H6 101,0
1 121,08 s H3’/H5’ 120,0
2’ 130374 @ 7.79d(85Hz; H3’ 130,2
1H)
3 115004 @ 0.95d(8,6Hz; H2’ 1154
1H)
4 160,06 s H2’/H6’ 160,2
5 115004 @ 695d(8,6Hz; H6’ 115.4
1H)
6 130374 | 7 dl%S Hz; H5’ 130.2
Rhamnose 1”° 101,96 d 5,39 d (1H) H2” 101,6
2” 70,38 d 4,24 s (1H) H1” 70,1
3” 70,50 d 3.80m 70,3
4” 70,57 d 371 m 70,4
57 71,64 d 3.50 m 71,2
6” 16,12 g 0,94 d (5 Hz) 17.5
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Ces deux composés ont été précédemment isolés dans les feuilles de Nectandra gardneri

[Fernanda R.Garcez et al. 1999] et Nectandra grandiflora [ Alan B. Ribeiro et al. 2005].

La présence des composés de type flavonoides E4 et E6 dans les feuilles des végétaux est
vraisemblablement liée a la protection contre les processus oxydatifs. Les feuilles sont le site
principal pour les réactions photosynthétiques en raison de leur forte teneur en chlorophylle.
Elles sont continuellement exposées a la lumiere UV/Visible nécessaire a la photosynthese,
mais également responsables de la génération des especes radicalaires qui pourraient

endommager les structures sous-cellulaires sans systeme de protection.

Outre, dans les feuilles de N. gardneri [Fernanda R.Garcez et al.1999], les deux composés
quercétine-3-O-rhamnoside et kaempférol-3-O rhamnoside ont également été identifiés dans les
feuilles d’une autre espece : N. grandiflora [Ribeiro 2005]. L’activité antioxydante y a été
observée sur CCM par le test du blanchiment du B-caroteéne. Les deux composés ont été révélés
avec une solution de B-carotene, en donnant des spots jaunes qui indiquent la présence de

substance antioxydante.

Afin d’évaluer cette activité, le test de DPPH a été réalisé et a révélé que la quercétine-3-O-f3-
rhamnoside a une activité antioxydante plus élevée que le kaempférol-3-O-p-rhamnoside. Cette
différence semble due a I’hydroxyle supplémentaire sur le cycle B du flavonoide. La position
d’un ortho-dihydroxy du groupe catéchol lui confere une grande stabilité pour le radical

flavonoide groupement, responsable de la forte capacité de piégeage des radicaux libres.

Les valeurs obtenues ne sont pas mentionnées dans la publication néanmoins pour une
concentration de 80 uM, le kaempférol-3-O-rhamnoside réduit le DPPH de moins de 20%
tandis que pour la quercétine-3-O-rhamnoside, on observe une réduction de pres de 80% du

radical DPPH.

Dans notre cas, 1’activité antioxydante et anti inflammatoire (faible) ont été évaluées sur le
composé E6, le kaempférol-3-O-rhamnoside. Par contre, ces activités n’ont pas pu étre testées
pour le composé E4, la quercétine-3-O-rhamnoside, car la masse disponible était insuffisante.
Mais, d'apres la littérature ce composé a une activité antioxydante supérieure a celle du

kaempférol-3-O-B-rhamnoside [Alan B. Ribeiro et al. 2005].
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Cette ¢évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée par deux méthodes. La méthode
chimique avec le test de ’ORAC et la méthode in vivo sur des cellules humaines saines. Au
test de ’ORAC, le kaempférol-3-O-rhamnoside présente une trés bonne activité avec une ICs
de 13,40 umol Trolox /mg (quercétine ICsy: 20,82 umol Trolox/mg). Sur cellule, I’activité

antioxydante a montré une ICs, relativement bonne de 4,1ug/mL (quercétine : 0,087 ug/mL).

L'extraction des composés polaires sur Nectandra membranacea a permis d'isoler et d'identifier
des polyphénols. Nous avons aussi pu réalisé un criblage biologique. Ces premiers résultats

feront 1'objet d'un écrit.

Apres cette étude des polyphénols majoritaires de la plante, nous nous intéressons maintenant

aux alcaloides présents.

13. Extraction et analyse des alcaloides

Les Nectandra étant réputées pour leur richesse en alcaloides, une extraction spécifique de ce

type de molécules a été menée sur les différentes parties de Nectandra membranacea.

13.1. Extractions des alcaloides totaux des feuilles,
écorces et des fruits

13.1.1. Méthode d'extraction

Les alcaloides totaux sont extraits a partir de la méthode suivante, adaptée au

laboratoire.
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Drogue broyée 100 g

Solvant organique (—' Base (150 mL NH,OH / EtOH 2h30) |
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Marc épuisé Solution extractive
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| Epuisement par un acide dilué HCl a 10%
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phase organique ¢1

€ NH,OH 20% pH 8-9 et épuisement
par solvant organique non miscible a I'eau CHCI,

Solution aqueuse acide
(sels d’alcaloides)

Solution aqueuse
épuisée

Evaporation apres traitement Na,SO,
filtration /évaporation

Solution organique
d’alcaloides (¢$2)

\->[ ALCALOIDES TOTAUX ]

Figure 80 : Méthode d’extraction des alcaloides totaux

L’extraction a été menée sur 100 g de maticre végétale : feuilles et écorces pour les deux stades
de croissance ainsi que pour les fruits. Le tableau récapitule les masses et les rendements

obtenus en alcaloides totaux.

Tableau 31 : Rendement (en %) des extractions d’alcaloides

Partie étudiée Feuilles® Feuilles® Ecorces™ Ecorces® Fruits
Pd1 0,3 0,5 1,1 0,2 14
D2 1,3 1,1 1,3 0,1 0,4

Les deux phases organiques ¢l et ¢2 sont analysées en CCM afin de confirmer a 1’aide du

réactif de Dragendorff, la présence des alcaloides. De nombreux spots sont colorés en orange.
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Les @2, positives au test (écorces et feuilles), seront soumises a des séparations

chromatographiques.

FeA @2 FeB @2 EcA @2 EcBo2 Fro2

Figure 81 : CCM des extraits bruts alcaloides révélée au réactif de Dragendorff

Systeme : Hexane/CHCls/MeOH/NH4OH : 45/45/10/1

Les feuilles révelent une forte teneur en alcaloides avec des rendements en alcaloides totaux de
1 et 1,3% pour les deux stades. Concernant les écorces, les résultats sont tres différents pour les
deux stades. Le stade A est comparable aux feuilles alors que pour le stade B, le rendement est
dix fois moindre. La teneur en alcaloides des écorces varie en fonction du stade de récolte. Les

fruits quant a eux sont pauvres en alcaloides (p = 0,1389%).
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13.1.2. Structure des alcaloides des extraits bruts
13.1.2.1. Détermination des familles de molécules

Les profils chromatographiques (HPLC/DAD) des extraits bruts d’alcaloides ainsi que les
spectres UV des composés majoritaires sont ici présentés. Ils présentent des maxima
d’absorption nous orientant en référence a la littérature vers des structures de type aporphine et

isoquinoléine.

Selon Guinaudeau et Bruneton, les spectres UV des isoquinoléines identifiés montrent des
bandes d’absorptions UV similaires. Chaque spectre est caractérisé par un maximum entre 206

et 201 nm, un maximum entre 225 et 235 et un autre entre 279 et 283 nm.

Type isoquinoléine

Figure 82 : Squelette des alcaloides de type isoquinoléine

Les spectres UV alcaloides de type aporphines présentent un maximum entre 265 et 290 nm et

un autre vers 300nm. [Guinaudeau, H.and Bruneton 1993].

Type aporphine

Figure 83 : Squelette des alcaloides de type aporphine
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Les chromatogrammes des extraits bruts de feuilles aux deux stades sont ici présentés avec les

spectres UV des pics majoritaires.
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Figure 84 : Chromatogramme HPLC/DAD de I'extrait brut d’alcaloides

des feuilles récoltées au stade A (200 nm)
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Les extraits de feuilles présentent des profils chromatographiques treés semblables. De plus, les
spectres UV des différents composés correspondent. Le stade de récolte n’a donc a priori pas

d’incidence sur la composition en alcaloides au niveau des feuilles.

De méme les chromatogrammes des extraits alcaloides des écorces et les spectres UV des pics
majoritaires sont présentés ci-dessous.

Extrait brut des écorces Stade A
Type Isoquinoléine
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Figure 86 : Chromatogramme HPLC couplée a I'UV de |'extrait brut d’alcaloides
des écorces récoltées au stade A (200 nm)
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Figure 87 : Chromatogramme HPLC couplée a I’'UV de |'extrait brut d’alcaloides des écorces
au stade B (200 nm)

Comme prévu par la CCM réalisée précédemment, peu de pics chromatographiques sont
observés pour les écorces stade B. Dans cet extrait, les alcaloides majoritaires ont tous la
structure isoquinoléine, qui laisse supposer des alcaloides du méme type que ceux contenus

dans les feuilles : isoquinoléine et aporphine.
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Le chromatogramme de I’extrait brut des fruits ne contient pas d’alcaloides comme le prévoyait

la CCM.

12.1.2.2. Identification des alcaloides par GC-MS

Les 4 extraits bruts d’alcaloides totaux obtenus (¢2) ont été analysés par GC-MS. Les pics non
identifiés correspondent a des structures qui ne sont pas répertoriées dans la banque de spectres.
Il serait intéressant de poursuivre les séparations afin de les isoler et d’obtenir leur structure

complete. Les chromatogrammes correspondant sont présentés ci-dessous :

La figure 88 montre le profil chromatographique de I’extrait brut alcaloides des feuilles

stade A obtenu par GC couplée a la MS.
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Figure 88 : Profil chromatographique d’analyse GC-MS de Iextrait brut d’alcaloides de feuilles
au Stade A
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L’extrait de feuilles stade B présentant le méme profil et les mémes constituants majoritaires
n’a pas été présenté. Les deux périodes de récolte n’ont apparemment aucune incidence sur la

nature des alcaloides des feuilles de Nectandra membranacea.

Quatre types de structures sont retrouvés dans les extraits bruts alcaloidiques de Nectandra
membranacea. Les structures aporphines et isoginoléines déja reconnues, en HPLC/DAD sont

accompagnés de molécules de type :

» indoliques

» et indolo-isoquinoléines

Iz

Figure 89 : Structure des alcaloides indoliques

|/

Figure 90 : Structure des alcaloides indoloisoquinoléines

Onze alcaloides majoritaires ont été identifiés par GC/MS par comparaison de leur spectre de

masse avec ceux de la banque de spectre et sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 32 : Composition en alcaloides de I'extrait brut d’alcaloides des feuilles

Ref. RT (min) Nom du composé % AT
Alcaloides isoquinoléines et ses dérivés

116 11,413 Réticuline 14,36
134 12,162 1,1-diméthyl -1,2,3,4-tétrahydro-6,7-isoquinolinediol 15,77
138 12,334 Bulbocapnine 1,72
136 12,882 Nanténine 3,61
101 13,007 N-méthyllaurotétanine 11,41
137 13,056 Actinodaphnine 8,86
139 13,182 Domesticine 8,27
98 13,301 Boldine 13,26

Alcaloides indolo-isoquinoléines

141 16,051 11,12-dihydro-2, 3, 8,9-tétraméthoxy-1H-indolo [2, 1, a] 4,76
isoquinoline

135 16,240 6,9, 10-triméthoxy-12H-benz[6,7]oxeprino-2,3,4- 9,92
isoquinoline

140 16,391 N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthyl-2-(4’méthoxyphényl)-1H- 8,00
indole

TOTAL 99,94

AT : Alcaloides totaux

Le profil chromatographique obtenu lors des analyses qualitatives et quantitatives GC-MS de
I’extrait d’alcaloides des écorces récoltées lors du stade A, est représenté dans la figure

suivante.
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Figure 91: Profil chromatographique d’analyse GC-MS de I’extrait brut d’alcaloides des

écorces au stade A

Le tableau ci-dessous présente les alcaloides identifiés avec la méthode précédente dans cet

extrait.

Tableau 33 : Analyse quantitative et qualitative de I'extrait brut des écorces stade A

Réf  RT (min) Nom du composé % AT
Alcaloides isoquinoléines et dérivés
139 12,76 Domesticine 6,07
101 13,011 N-méthyllaurotétanine 53,27
98 13,291 Boldine 6,72
Alcaloides indolo-isoquinoléines
141 16,182 11,12-dihydro-2, 3, 8,9-tétraméthoxy -1H-indolo [2, 1, a] 25,13
isoquinoline
140 16,356 N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthyl-2-(4’méthoxyphényl)-1H-indole 8,78
TOTAL 99,97
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Nous retrouvons quelques alcaloides, a 1’état de traces. Néanmoins le composé majoritaire

identifié est la N-méthyllaurotétanine (53,27%). Les structures présentes dans I’extrait brut des

feuilles sont retrouvées ici en moindres quantités. Elles sont de type aporphines : (domesticine

6,07%, boldine 6,72%), indolo-isoquinoléine (11,12-dihydro-2,3,8,9-tétraméthoxy-1H-indolo-

[2,1,a]isoquinoline, 25,13%) et
(4’méthoxyphényl-1H-indole, 8,78%).

indolique

(N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthyl-2-

Le chromatogramme suivant présente 1’analyse GC/MS de ’extrait brut des écorces au stade

B:

Pt [T
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400000
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350000

300000
Alcaloides Isoquinoléines
et dérivés

250000
11,674
200000 NH

150000

9617
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Figure 92 : Profil chromatographique d’analyse GC-MS de I'extrait brut d’alcaloides des

écorces stade B

Deux types d’alcaloides ont été identifiés dans I’extrait brut des écorces stade B. Il s’agit de

structures isoquinoléines et indolo-isoquinoléines présentées dans le tableau ci-apres :
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Tableau 34 : Analyse quantitative et qualitative de I’extrait brut des écorces stade B

Réf RT (min) Nom du composé % AT
Alcaloides isoquinoléines et ses dérivés
139 14,808 Domesticine 14,53
101 15,145 N-methyllaurotétanine 61,27
Alcaloide indolo-isoquinoléine
141 19,996 11,12-dihydro-2, 3, 8,9-tétraméthoxy-1H-indolo [2, 1, a] 24,19
isoquinoline
TOTAL 99,99

Les alcaloides sont présents dans les autres extraits bruts, feuilles et écorces. Toutes ces

structures sont identifiées pour la premiere fois dans N. membranancea. Ces résultats feront

I’objet d’une publication.

Familles de molécules Feuilles stade A et B Feuilles et
Ecorces stade A et B
Isoquinoléiques e 1,1-diméthyl-1, 2, 3,4-
tétrahydro- -6,7-
1soquinolinediol
¢ 6,9,10-triméthoxy-12H-
benz[6,7]oxeprino (2, 3,4
isoquinoline
Aporphines e N-méthyllaurotétanine
e Boldine
Téttrahydrobenzyl e Réticuline
isoquinoléiques
Bisbenzylisoquinolines e Nanténine e Domesticine
¢ Actinodaphnine
¢ Bulbocapnine

Indoliques

o N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-
méthyl- 2-
(4’méthoxyphényl)-1H-
indole
stade A seulement pour les
écorces

Indolo isoquinoléiques

e 11,12-dihydro-2,3,8,9-
tétraméthoxy-1H-
indolo[2,1,a]isoquinoline
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Un récapitulatif des différentes structures d’alcaloides identifiés par GC-MS est présenté dans
le tableau 35.

Tableau 35 : Structure des alcaloides identifiés par GC/MS dans les extraits bruts de N.
membranacea

Structure des alcaloides de N.membranacea

OH

HN

134 1,1-diméthyl-1, 136  Nanteni
c antenine
2, 3,4-tétrahydro-6,7- 135 6,9,10-triméthoxy-
1soquinolinediol 12H-
benz[6,7]oxeprino(2,3,4
isoquinoline

137 Actinodaphnine 138 Bulbocapnine 139 Domesticine

/O
()
e L o/
141 11,12-dihydro-2,3,8,9-tétraméthoxy-

140 N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthyl-2- . . L
(4’méthoxyphényl)-1H-indole 1H- indolo [2,1,a] isoquinoline
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13.2. Séparation sur colonne ouverte de [I’extrait de

feuilles

Pour les deux stades de récolte, les extraits d’alcaloides totaux de feuilles présentent des profils
chromatographiques (HPLC et GC) comparables. Leurs rendements sont proches, ils sont tous
deux disponibles en quantité suffisante pour un fractionnement sur colonne ouverte. L’extrait

d’alcaloides totaux de feuilles au stade A a été choisi afin d’isoler ces alcaloides.

13.2.1. Identification des alcaloides isolés des feuilles
(UV, IR, MS, RMN)

La séparation a été réalisée sur colonne de silice. Tout d'abord, nous avons déterminé le
systéme d’¢lution par chromatographie sur couche mince. La CCM est réalisée dans différents
systemes de solvant. Apres vaporisation au réactif de Dragendorff, spécifique aux alcaloides les

taches qui leur correspondent prennent une couleur orangée.

."| - 5
- ) £

.
i
CHCI3/MEOH 7/1 K CHCI3/MeOH 30/1 L CHCI3/MeOH 35/1. | CHCI3/MeOH 40/1

Figure 93 : CCM de I'extrait brut d’alcaloides des feuilles révélées au réactif de Dragendorff

Le rapport frontal des spots observés est calculé dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 36 : Rapport Frontal des spots observés dans les différents systémes d’¢lution

Condition Indices R¢ ARg Condition Indices R¢ ARg
1 0,78 0,11 1 0,28 0,10
o —
= 2 0,67 0,07 W\ 2 0,18 0,03
en
e
S 3 0,60 0,18 % 3 0,15 0,03
s 4 0,42 0,18 = 4 0,13 0,05
> >
é) 5 0,24 0,15 5 5 0,08 0,03
=
&) 6 0,08 &) 6 0,05 0,03
1 0,62 0,20 1 0,39 0,14
2 0,42 0,08 2 0,25 0,04
— b
= 3 0,34 0,08 S 3 0,21 0,01
z 4 026 0.1 2 4 020 0,07
[P} -P)
= 5 0.15 0.05 = 5 0.13 0.05
= =
&) 6 0,11 0,05 O 6 0,08 0,03
- =
o 7 0,06 & 7 0,05 0,03
8 0,03

Les conditions optimales pour réaliser la séparation sur colonne semblent correspondre au
systeme d’¢lution CHCI3/MeOH 35 :1 (0,1 < Rf < 0,35 et ARf < 0,15). Pour les composés les
moins polaires, les conditions idéales sont celles du systeme CHCI3/MeOH 40:1. L’¢lution
commencera par ce systtme. (CCM des fractions de la colonne de silice voir Matériels et

Méthodes).
Les masses obtenues sont répertoriées dans le tableau suivant.

Tableau 37 : Rassemblement des fractions obtenues lors de la séparation
sur colonne ouverte de silice

N° tubes Fractions Masse (mg) Commentaire
1-39 33A 9.8 Mélange
40-63 33B 52,6 Mélange
64-100 33C 154,2 Produit A
101-123 33D 44.6 Mélange
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N° tubes Fractions Masse (mg) Commentaire
124-156 33" 60,5 Produit B
157-179 33F 31,6 Mélange
180-190 33G 12,4 Produit C
191-fin 33H 1019.,4 Mélange

Les fractions ont été analysées par GC/MS. Le tableau ci-dessous présente les différentes

structures identifiés via les bases de données du GC/MS (Wiley ; NIST0S8 ; HPCH).

Tableau 38 : Composés identifiés dans I'extrait de feuilles par GC-MS

Fractions Noms et Proportions Numéros
33A Impuretés
33B e Nanténine 20,89% 136
e Domesticine 7,07% 139
33C e N-méthylaurotétanine 49,76% 101
e 11,12-dihydro-2,3,8,9-tétraméthoxy-1H-indolo 141
[2,1,a]isoquinoline 19,32 %
e Nanténine 30,90% 136
33D e Nanténine 4,24 % 136
e N-méthylaurotétanine 41,22% 101
e Domesticine 20,43 % 139
e 6,9,10-triméthoxy-12H-benz[6,7]oxeprino (2,3,4) isoquinoline 135
11,74 %
33E e Nanténine 7,20% 136
e Domesticine 41,46 % 139
e Boldine 16,71% 98
e 6,9,10-triméthoxy-12H-benz[6,7]oxeprino (2,3,4) isoquinoline 135
14,815 %
140

N-€thyl-5,6-diméthoxy-3-méthoxy-3-méthyl-2-

4’méthoxyphényl-1H-indole 3,59%
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Fractions Noms et Proportions Numéros
33F Domesticine 21,92% 139
Boldine 5,86% 98
Nanténine 2,86 % 136
Isoboldine 26,28% 9
6,9,10-triméthoxy-12H-benz(6,7)oxeprino (2,3,4) isoquinoline 135
N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthoxy-3-méthyl-2-
4’methoxyphenyl-1H-indole 7,37% 140
33G Boldine 13,874% 98
1-[(3-hydroxy-4-méthoxyphényl) méthyl]-6- 134
méthoxyisoquinolin-7-ol ou (1, 2, 3,4 detétrahydro-
norrecticuline), 2,79%
Domesticine 3,35% 139
33H (+)-réticuline 12,45% 116
Salsoline 20,97 % 143
1-[(3-hydroxy-4-méthoxyphényl) méthyl]-6- 142
méthoxyisoquinolin-7-ol 36%
Boldine 14,36%
N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthoxy-3-méthyl-2- 98
140

4’méthoxyphenyl-1H indole 5,28%

Les composés identifiés dans I’extrait brut (GC-MS) sont évidemment retrouvés. Cependant le

fractionnement a permis d’identifier deux structures supplémentaires.
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Nom du composé

Alcaloides isoquinoléines et ses dérivés

//O [llllll” AN
N HO
HO Z
OH NH
® o
O/

142 1-[(3-hydroxy-4- 143 Salsoline
méthoxyphényl)méthyl]-6-
méthoxyisoquinolin-7-ol
(Tétrahydrobenzylisoquinoléine) (Isoquinoléine)

Figure 94 : Structures d’alcaloides identifiées dans les fractions des feuilles stade A
(fraction 33H)

Certaines fractions sont soumises a des purifications afin d’en isoler les composés et de les

confirmer grace a la RMN.
Etude de la fraction 33C issue de I’extrait de feuilles

Identification des constituants présents dans la fraction 33C

La fraction 33C est la plus abondante (11% ; 154,2 mg). Son chromatogramme est reporté ci-
dessous. Les composés ont été séparés par HPLC préparative : 3 fractions sont récupérées :

39A, 39B et 39C.

mAU
270nm30nm (1.00]
500N EL o
400
] 304
300
200 .
: 1
100 ‘ s
1 39B | N
04— :
3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

Figure 95 : Chromatogramme de la fraction 33C HPLC-preparative (SHIMADZU)
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Le rendement de I’ensemble des fractions est de 23%. Le détail des masses obtenues est le

suivant :

Tableau 39 : Masses des composés isolés a partir de 33C

Fractions Masses (mg)
39A 2,7
39B 4.4
39C 29,7

Les composés 39A, 39B et 39C ont été analysés par GC/MS. Les données obtenues sont

comparées a celles de la banque de spectre.

Tableau 40 : Analyse GC/MS des sous fractions de 33C

Fractions Noms et Formules Structures

e N-méthylcrotonosine 100%

39A

e Domesticine 10,116% 139
39B

e N-méthyllaurotétanine 19,543% 101

e N-méthyllaurotétanine 47,368 %

e Domesticine 11,436% 139
39C

e 11,12-dihydro-2,3,8,9-tetraméthoxy-1H- 141

indolo[2,1,a]isoquinoline 9,487%
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L’analyse a permis de déterminer que la fraction 39A est pure et que les autres fractions 39B et

39 C sont des mélanges d’alcaloides.

Afin de confirmer les possibilités de structures ci-dessous, 1’étude des 3 sous-fractions, 39A,

39B et 39C est réalisée. Les données recueillies sont présentés ci-dessous :

Détermination structurales du composé 39 A

Le spectre de masse de 39A a été extrait et est représenté ci-dessous :

Abundance

Scan 3144 (21.577 min): MD02047G.D\data.ms (-3111) (-)
550000 2 A

500000
450000
400000
350000
268.1
300000
250000
200000
150000

100000

50000

\um\ Jl_ 3827.1355.1 415.3
1

0- f T ] T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

m/z-->

Figure 96 : Spectre MS du composé 39A

Le spectre de masse obtenu correspond aux données bibliographiques de la N-
méthylcrotonosine [Hemingway 1991]. Les pics de masses correspondent aux fragments

suivants: 297 [M"] : C1gH;9O3N;. ; 268 [M-29] perte de (OMe).

Afin de confirmer cette structure, des analyses en RMN 'H et C ont été menées. Les données
spectroscopiques obtenues ont été également comparées a celles de la littérature. [Hemingway

1991].
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Figure 98 : Spectre RMN du *3C de 39A
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144

Figure 99: Structure de la N-méthylcrotonosine

Tableau 41 : Déplacement chimique de la N-méthylcrotonosine

Hemingway

Position oc (ppm) oH (ppm) J(Hz) 2011 Diff
1 152,48 147,26 5,22
2a 143,43 144,27 0,84
3 111,41 6,73 s 109,74 1,67
3a 123,06 122,97 -0,09
3b 133,72 134,36 0,64
4 2731 2,99 -2,78 m 27,19 0,12

5 55,97 55,06 0,97

6 66,77 65,78 -0,99

7 46,91 244 -228m 47,13 0,22

8 156,39 7,00 ‘zlflg(és 9.9 153,23 -3,16

9 129,09 6,34 611?8(145 9.9 128,77 032
10 188,93 186,26 2,67
11 127,82 6,26 ‘ffig(é; 9.9 127,62 0,2
12 150,28 7,15 dd (J =9.9 ; 2,8Hz) 149,54 0,74
13 52,34 50,77 1,57
13a 125,54 123,94 1,6
NMe 42,85 2,52’ 43,50 0,65
OMe 56,98 3,88 s 56,55 0,43
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Comme le montre le tableau comparatif ci-dessus, le composé 39A est effectivement la N-
méthylcrotonosine, (2°,3°,8°,8”a-tétrahydro-5"hydroxy-6’-méthoxy-1’méthyl)[2,5-
cyclohexadiene-1,7’-1"H-cyclopent[i] isoquinolin]-4-one, un alcaloide de type proaporphine
comportant une cétone conjuguée. C’est la premiere fois qu’elle est identifiée de N.

membranacea et du genre Nectandra.

N

Les fractions 39B et 39C présentent a priori d’aprés la GC-MS, les mémes composés
majoritaires : méthyllaurotétanine et domesticine. La confirmation par analyse RMN est

réalisée sur la fraction 39C qui contient plus de produit. Les résultats sont donnés ci-dessous.
Etude de la sous-fraction 39C issue de la fraction 33C

Détermination structurale des composés de la sous-fraction 39 C

La fraction 39C est composée d’un mélange de deux composés majoritaires, nommés 39C1 et
39C2. Ces composés pourraient correspondre a la méthyllaurotétanine et a la domesticine
d’aprés les résultats obtenus en GC-MS, la méthyllaurotétanine étant en plus grande

proportions (47 %) dans la fraction que le domesticine (11%).
Ces conclusions seront confirmées ou contredites par 1’analyse des spectres RMN 1D et 2D.

L’analyse RMN du proton a été réalisée en premier, des pics de protons plus intenses que
d’autres sont observés. Ceci appui I'hypothese qu'un des composés est en plus grande quantité

dans la fraction.

Grace a la bibliographie les données RMN des deux composés supposés ont pu étre comparées

a celles des spectres obtenues. Les résultats sont présentés ci-dessous.

Tout d’abord, les pics de protons ont été attribués a chaque composé. Afin de les différencier
sur les spectres RMN, deux couleurs sont utilisées: le vert qui correspond aux pics du composé

39C1 et le bleu pour le 39C2.
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Figure 100: Spectre RMN du 'H des composés 39C1 en vert et 39C2 en bleu

Le spectre RMN du proton révele la présence de protons aromatiques H-11 (6 = 8, 09 ppm et
7,83 ppm), H-8 (6 = 6,79 ppm et 8 = 6,76 ppm) et H-3 (8 = 6,62 ppm et 6,58 ppm). Les protons
du groupement éther OCH,O sont caractérisés par le doublet a 6 = 5,98 ppm. Les pics 6 = 3,88 ;

3,65 et 3,58 ppm correspondent aux protons des groupements méthoxylés.
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Figure 101 : Spectre RMN du B¢ des composés 39C1 en vert et 39C2 en bleu

Comme précédemment, ’attribution des carbones correspondant au composé 39C1 est en vert
et pour le composé 39C2 en bleu. Le spectre RMN du C montre la présence de 36 atomes de
carbones en tout pour les deux composés soit 17 atomes de carbone pour le composé 39C1 et
19 atomes pour 39C2. Les pics correspondant aux groupements méthyls azoté sont situés a

43,94 et 43,90 ppm.
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Figure 102 : Spectre RMN DEPT 135 des composés 39C1 en vert et 39C2 en bleu

Le DEPT 135 indique qu’il y a 12 groupements CH et 7 groupements CH,. Les groupements
NMe sont identifiés a 6 43,94 et 43,90 ppm.
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Figure 103 : Spectre RMN 2D COSY des composés 39C1 en vert et 39C2 en bleu

Grace au spectre RMN 2D COSY, certaines corrélations ont pu €tre notamment établies entre
les protons H-5 et H-6a; les protons H-7 du CHj; et les protons H-7 et H-8. D’autres
corrélations sont a noter : les protons des groupements méthylés OMel et OMel0; OMe2 et H-

3 ainsi que les groupements azoté méthylés des deux composés 39C1 et 39C2.
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Figure 104 : Spectre RMN 2D HSQC des composés 39C1 en vert et 39C2 en bleu

F1 (ppm)

Le spectre HSQC nous permet de voir les corrélations des carbones avec leurs protons proches.

Ainsi donc les corrélations des carbones ont pu étre déterminées C4, C5 et C7 avec leurs

protons respectifs H-4, H-5 et H-7.

Ce spectre a permis de distinguer avec précision les corrélations des carbones avec leurs

protons des deux composés permettant ainsi d’évoluer vers une identification sire.
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Figure 105 : Spectre RMN 2D HMBC des composés 39C1 en vert et 39C2 en bleu

Ce spectre HMBC a permis de déterminer les corrélations des carbones des composés 39C1 et
39C2 avec leurs protons respectifs. Les différentes corrélations des deux composés sont

visibles sur la figure ci-dessus.

L’ensemble des données spectrales a permis de déterminer la structure des deux composés. Il
s’agirait ici pour le composé 39C1 (vert) de I’isodomesticine et pour le composé 39C2 (bleu),

la N-méthyllaurotétanine.
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Les données RMN du composé 39C1 (vert) sont regroupées dans les tableaux ci-dessous :

145

Figure 106 : Structure de I'isodomesticine

Tableau 42 : Déplacements chimiques des protons de 39C1 (vert): I'isodomesticine

Position oc (ppm) oH (ppm) J(Hz) COSY HMBC Garcez 2011 Diff
1 149,39 144,7 2,31
1a 125,88 127.8 1,92
1b 126,68 126,7 0,02
2 148,17 150,7 2,53

3 113,54 6,62 s H4 115,5 1,96
3a 129,60 130,0 0,40
4 28,79 3,09 - 2,62 H5/H3 29,3 0,51

5 53,28 3,03 - 2,49 Héa H4 54,3 1,02

6 N

6a 62,54 3,05 m H5 63.9 1,36
7 34,89 2,97 -2,56 HS HS 35.6 0,71
7a 130,74 131,6 0,86
8 108,49 6,76 5 H7 H7 109,3 0,81

9 146,49 148,0 1,51
10 146,77 148,2 1,43
1 107,78 7,83 s 109,1 1,32
11a 125,22 126,7 1,49
NMe 43,94 2,54 HI1 Héa 43,9 20,04
OCH,0 0093 | T TAI=L 102,3 1,3737

Hz
OMe, 60,34 3,58 s 61,2 0,86
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Les données RMN du composé 39C2 (bleu) sont regroupées dans le tableau ci-dessous :

101

Figure 107 : Structure de la N-méthyllaurotétanine

Tableau 43 : Déplacement chimique de 39C2 (bleu) : la N-méthyllaurotétanine

Position dc (ppm) oH (ppm) J(Hz) COSY HMBC
1 144,13
la 127,05
1b 127,14
2 151,91
3 110,21 6,58 s H4
3a 128,88
4 29,15 3,17 -2,67 H5/H3
5 53,28 3,03 -2,49 Hé6a H4
6 N
6a 62,45 3,00 m H5
7 34,19 2,96 — 2,56 H8 H8
7a 130,08
8 114,02 6,79 s H7 H7
9 144,91
10 145,36
11 111,20 8,09 s
11a 123,88
NMe 43,90 2,52 HI11 Hé6a
OMe, 60,14 3,65s
OMe,, 55,76 3,88s
OMe, 3,88s
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Ainsi donc I’analyse de la fraction 33C a permis de confirmer la présence de la N-

méthyllaurotetanine déja identifiée par GC-MS.

D’aprées I’analyse RMN, I’isodomesticine et la N-méthylcrotosine pourraient correspondre a la
nanténine et au 11,12 dihydro-2, 3, 8,9-tetraméthoxy-1H-indolo [2, 1, a] isoquinoline, identifié

en GC-MS.

13.2.2. Analyse de la fraction G (extrait de feuille stade B) de la partie
polaire (HPLC/DAD et GC/MS)

L’analyse HPLC de la fraction G (issue de I’extrait aqueux de feuilles stade B §.12.6) a été
réalisée dans les mémes conditions que précédemment. Le profil des pics obtenus est dédoublé.
Les spectres UV des différents pics majoritaires montrent trois maxima 220 nm, 280 nm, 302

nm qui sont caractéristiques des alcaloides de type aporphine.

DADT A, Sig=254,100 Ref=off (JJ010986.0)

3
T
c
ats

400

11.608
GEL

10.718
14.760

100 4

-100

T T T T T T T
a 5 10 15 20 25 20 35 min|

Figure 108 : Chromatogramme HPLC/DAD (254 nm) de la Fraction G
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Figure 109 : Spectre UV d’alcaloide de type aporphine

L’analyse en GC/MS de cette fraction dans du méthanol (10 mg/mL) donne le

chromatogramme suivant :

Bibundance| 1569
400000

3500004

3000004

2500004

2000004

9534 annaz

1500004

1000004

V1118 4 gpaen 125902 108

500004 14.040

e e
Time:--» 4.60 E.bU B.ﬁD 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20,00

Figure 110 : Chromatogramme GC/MS Fraction G

Apres soustraction du blanc (méthanol), le chromatogramme Figure 110 est obtenu ou 1’on
distingue parfaitement deux groupements de molécules :

- groupe 1 : entre 14,50 et 16 min

- groupe 2 : entre 19 et 20,50 min

Ce profil laisserait a supposer dans cette fraction G la présence de deux groupes d’alcaloides.
Par comparaison avec les bases de données (Base de données: Wiley6n3, HPCH2205.L,

NISTO8.L) sept structures ont été identifiées. Elles sont présentées sur le chromatogramme

suivant :
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Figure 111: Chromatogramme Fraction G : zoom apres soustraction du blanc méthanol

Les deux classes principales d’alcaloides précédemment identifiées sont retrouvées :

e Dérivés indoliques: N-éthyl, 5,6-diméthoxy-3-méthyl-2-(4’-méthoxyphényl)-1H-
indole et indolo-quinoléine avec le 11, 12-dihydro 2,3,8,9-tétraméthoxy-1H-
indolo[2,1,a]isoquinoline.

e Dérivés isoquinoléines : 6,9,10-triméthoxy-12H[1]-benzoxeprino [2, 3,4] isoquinoline,
nous retrouvons aussi les dérivés aporphines : domesticine, N-méthyllaurotétanine,

boldine et isoboldine.

L’isoboldine est un composé treés connu dans le genre Nectandra. 1l est retrouvé dans les
feuilles de N. membranacea de Costa Rica [Castro et al., 1989], dans les feuilles et les tiges
chez N. pichurim [Ferrari et al., 1971], ainsi que dans les écorces du tronc de N. salicifolia
[Bohlke et al.,1971]et de N. grandiflora [Moreno et al., 1993]. Les autres alcaloides aporphines

sont également retrouvés dans le genre Nectandra (§.3.4.2).
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Le tableau ci-dessous regroupe les alcaloides présents dans la fraction G, la proportion de

chaque composé est donnée :

Tableau 44 : Alcaloides identifiés par GC-MS dans fraction G

RT (min) Nom et Formule brute % AT
14,816 Domesticine 8,48
15,169 N-méthyllaurotétanine 49,66
15,562 Boldine 4,86
17,264 Isoboldine 3,65
19,372 6,9,10-triméthoxy-12H[1]benzoxeprino[2,3,4]isoquinoline 4,70
20,050 11, 12-dihydro 2,3,8,9-tétraméthoxy -1H- 20,03

indolo[2,1,a]isoquinoline
N-éthyl,5-6-diméthoxy-3-méthyl-2-(4’'méthoxyphenyl)-1H

20,337 8,60
indole

Le composé majoritaire est la N-méthyllaurotétanine qui correspond a 31,208% de la fraction
G, suivi du (1H) indolo-isoquinoléine avec 11,243 %. D’autres structures déja identifiées
précédemment sont rencontrés: une indolique (indolo-isoquinoline 4,95%), isoquinoline
(triméthoxy isoquinoline 3,33 %) et des aporphines (domesticine 5,31%, boldine 3,11% et
isoboldine 2,42%).

Toutes ces structures sont identifiées pour la premiere fois dans Nectandra.

13.2.3. Analyse des fractions E et F issus de I’extrait aqueux de

feuilles stade B de la partie polaire

Les deux fractions E et F obtenues lors de la séparation sur colonne diaion de 1’extrait aqueux
de feuilles stade B, ont sensiblement la méme composition (CCM 12.6. figure 57). Ces deux
fractions sont combinées pour la suite de 1’étude car elles ont de faibles masses. Ce nouvel

extrait est nommé JA.
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La CCM est réalisée apres révélation au NP/PEG nous obtenons la plaque suivante :

Figure 112: CCM JA (AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0: 100-11-11-20) révélé au NP/PEG

La fraction JA est analysée par HPLC/DAD puis séparée sur HPLC-prep (Matériel et Méthodes

§ 16.2.5.figures 178 et 179).

Sept fractions ont été récupérées.

Tableau 45 : Masses des fractions issues de JA par HPLC-préparative

Fractions Masses (mg)
JAA 3,7

JAB 10,3

JAC 3,3

JAD 9,4

JAE 5,0

JAF 4,2

JAG 48,7

Bilan massique 84,6
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Les CCM sont réalisées puis révélés au NP/PEG

lﬁvant révélation

IAprés révélation

Figure 113 : CCM des fractions aprés HPLC-prep révélées au NP/PEG

L’analyse RMN 'H et °C des fractions JAA et JAB a été réalisée.

Figure 114 : Spectre RMN 'H et > C de la fraction JAA

151



WMULMLN .

Figure 115 : Spectre RMN *H et *C de la fraction JAB

Les spectres RMN des fractions ci-dessous semblent montrer qu’il s’agirait d’alcaloides On

retrouve des groupements azotés sur les RMN 'H:~25 ppm et Bc .~ 40 ppm.
Toutes les fractions sont donc analysées en GC-MS.

Tableau 46 : Analyse GC-MS des fractions JAAa G

Fractions Composés identifiés par GC-MS
JAA Méthylcrotonosine (144)
JAB Boldine (98)
Norboldine
JAC Isoboldine (99)
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JAD 1-[(3-hydroxy-4-méthoxyphényl) méthyl]-6-méthoxyisoquinolin-7-ol
(142)
N-méthyllaurotétanine (101)
4,5,6,6a-tétrahydro-1,9-dihydroxy-2,10-diméthoxy-
benzocycloheptano [2,3.4.i,j]isoquinoline
L v
e
0
146
JAE Isoboldine (99)
N-méthyllaurotétanine (101)
JAF
JAG

La fraction JA contient des alcaloides, comme le confirme les fractions étudiées, bien que cet

extrait a été traité pour &tre enrichi en composés polyphénoliques.

Les types alcaloides retrouvés dans cet extrait sont conformes a ceux identifiés et isolés des

extraits alcaloides de feuilles. Nectandra membranacea est donc une plante treés riche en

alcaloides. Les fractions JAF et JAG n’ont pas pu étre analysées par cette technique. Il en est de

méme pour la fraction, issue de 1’extrait aqueux, méme méthylée.
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13.3. Récapitulatif des alcaloides identifiés et isolés des
feuilles de Nectandra membranacea

Les alcaloides présents dans les feuilles de Nectandra membranacea ont été soient identifiés
par GC/MS soient isolés via un fractionnement sur colonne de silice. Le tableau ci-dessous est
un récapitulatif des résultats obtenus ainsi que des activités biologiques connues de certains

composés.

154



Tableau 47 : Tableau récapitulatif des alcaloides présents dans les feuilles de N. membranacea

Noms GC-MS Isolé Propriétés biologiques connues Réf.
N-méthyllaurotétanine + +
Isodomesticine +
Domesticine + Antagoniste des récepteurs alpha-1D-adrénergiques (inhibe la Indra, B. 2002
phényléphrine contraction induite dans aorte thoracique des rats)
N-méthylcrotonosine + + Aucune donnée
Réticuline + Aucune donnée
Nanténine + Aucune donnée
Boldine + Cholérétique, hépatoprotecteur, anti-inflammatoire (contre action Fernandez et al. 2009
peroxydante radicaux libres), protege des dommages oxydatifs
mitochondriaux dans le diabete, antiplasmodique, effet relaxant sur Backhouse et al. 1994
la musculature lisse par mécanisme anticholinergique,
Jang YY et al. 2000
Antioxydant .
O’Brien et al. 2006
Jiménez L. et al. 2000
Speisky H., et. al. 1991
Bulbocapnine + Inhibiteur de I’acétylcholinestérase, inhibiteur de la biosynthése de | Adsersen A. et al. 2007
la dopamine par intermédiaire d’une enzyme, la tyrosine
hydroxylase Zhang, YH et al. 1997
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Noms GC-MS Isolé Propriétés biologiques connues Réf.
Utilisé dans le traitement des tremblements musculaires et Shin JS et al. 1998
vestibulaires du nystagmus
Dictionnaire Médical
Dorlands a Merck
+ Cytotoxicité dans certains cancers Hsieh TJ et al. 2006
Actinodaphnine
Salsoline + Active métabolite de la dopamine, Séllstrom Baum S. 1999
Inhibiteur de la cholinestérase
+ Aucune donnée
1-[(3-hydroxy-4-méthoxyphényl)
méthyl]-6-méthoxyisoquinolin-7-ol
11,12dihydro-2,3,8,9-tétraméthoxy- + Aucune donnée
1H-indolo[2,1]isoquinoline
6,9,10-triméthoxy-12H-benz + Aucune donnée
[6,7]oxeprino(2,3,4) isoquinoline
N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthyl- + Aucune donnée
2,4’-méthoxyphényl-1H- indole
1,2,3,4-tétrahydro-1,1-diméthyl-6,7- + Aucune donnée

isoquinolinediol
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14. Activités biologiques de N. membranacea de
Guadeloupe

14.1. Introduction

Afin d'envisager la valorisation de Nectandra membranacea, il était nécessaire de procéder a
une évaluation précise des activités biologiques que laissait entrevoir la composition chimique

des différents organes de la plante.

Un criblage biologique a été réalisé sur les extraits apolaires et polaires pour orienter les
fractionnements prioritaires (bioguidage). Les activités biologiques de certaines fractions

purifiées ont également été évaluées.

Dans le but de se placer dans 1'axe de recherche du laboratoire, dans un premier temps, l'activité
antioxydante a été testée autant du point de vue chimique (ORAC: Oxygen Radical
Absorbance Capacity et DPPH : 2,2-diphényl 1-pycrylhydraxyl) que biologique sur cellules

saines. Puis, dans un deuxiéme temps, d’autres activités biologiques ont été évalués.
L’organisme produit naturellement des radicaux libres qui sont des substances oxydantes.

L'anion superoxyde (O,), le peroxyde d’hydrogéne H,O, et le radical hydroxyle ‘OH,

permettent la production d’énergie. Ils sont donc indispensables au bon fonctionnement du
corps humain. Leur production peut cependant étre accrue par de nombreux facteurs présentés

sur la figure 116.
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Figure 116 : Facteurs influengant la production de radicaux libres

Cet exces de production de radicaux libres se traduit dans les cas les plus bénins par un
vieillissement de la peau, des taches de vieillesse, rougeurs. Il peut provoquer a long terme une
dégradation des cellules de 1’organisme et des protéines, 1’altération de I’ADN, le

vieillissement cellulaire qui est a la base de certains cancers et de la maladie d’Alzheimer.

Les antioxydants, synthétisés par la peau et ceux qu'apporte ’alimentation (vitamine C, E,
caroténoides...) permettent de lutter contre I’exces de ces radicaux libres. Le caractere

antioxydant des aliments est généralement dii a leur forte teneur en composés phénoliques.

Il existe plusieurs méthodes pour estimer I’activité antioxydante. Afin d’évaluer celle des
différentes parties de la plante étudiée, nous avons utilisé trois approches: deux méthodes

chimiques et une méthode biologique.

e M¢éthodes chimiques :

e la méthode DPPH permet d'évaluer 'activité antioxydante d'un composé pur ou d'un
extrait par la mesure de son pouvoir de piégeage du radical DPPH’ (2,2-diphényl 1-

pycrylhydrazyl).
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Figure 117 : Structure du radical DPPH’

Le pouvoir antioxydant des extraits étudiés est estimé par comparaison avec ceux du dihydrate

de quercétine et du thé vert. Le DPPH" absorbe a 515 nm. Sous I’action d’un antioxydant AOH

qui le réduit en DPPH, son absorbance diminue jusqu’a atteindre un plateau, la cinétique

variant selon 1’antioxydant utilisé :

DPPH' (violet) + AOH —DPPHH (jaune) + AO’

N

| N

N NiH

O;N NO- ON NO.

——
HOR )

NO2 NQ,

DPPH Violet DPPH : H Jaune

Figure 118 : Réduction du radical DPPH’

Par conséquent, la réduction de la vitesse d'une réaction chimique lors de I'addition du DPPH’

est utilisée comme un indicateur de la nature radicalaire de cette réaction. Le suivi de

I’absorbance du mélange en fonction du temps permet de déterminer le pourcentage de DPPH’

résiduel a 1’équilibre. Cette opération est répétée pour différentes concentrations d’antioxydant

et les résultats obtenus sont reportés sur un graphique représentant le pourcentage de DPPH’

restant a I’équilibre en fonction de la concentration en antioxydant [AOH].
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L’¢équation de la courbe effet-dose ainsi obtenue permet de calculer 1’ICso, correspondant a la
concentration en AOH nécessaire pour réduire de moitié la quantité de DPPH’ initialement

présente dans le milieu. L’inverse de 1’ICso donne 1’activité anti radicalaire (AA). Plus la valeur

de I’AA est élevée, plus I’antioxydant est efficace.

e la méthode d’ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mesure la capacité

d’absorbance du radical de I’oxygene.

Le test ORAC est simple et largement utilisé pour évaluer le potentiel antioxydant. Comme le
test DPPH, c’est un test chimique. Il est spécifique pour détecter les antioxydants capables

d’éliminer les radicaux peroxyles.

Il a été réalisé selon la procédure de Ou et al. (2001) en appliquant quelques modifications. Les
produits a tester sont préparés selon un gradient de 16 concentrations et ajoutés dans des
microplaques noires a 384 puits. Parallelement, un gradient de concentrations de Trolox est
ajouté comme controle. Chaque puit regoit une concentration fixe de fluoresceine ainsi qu'une

dose fixe de AAPH [2,2'-Azobis (2-méthylpropionamidine) dihydrochloride].

NH

/

NH

Figure 119 : Structure de I’AAPP

e M¢éthode sur cellule saine

Le test antioxydant sur cellules ne permet pas de discriminer les différents modes d’action des
composés testés, mais il est sensible a une plus large gamme d’antioxydant comme les

chélateurs de fer, indétectables par le test ORAC.
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Ce test permet la détection de potentiel pro-oxydant qui n’est pas non plus détectable par les
tests chimiques. Des fibroblastes cutanés sains WS-1 sont utilisés par défaut pour le test de

potentiel antioxydant cellulaire.
D'autres activités permettant une valorisation directe ont également été évaluées :

e [’activité anticancéreuse par les tests Resazurine et Hoechst
Le test anticancéreux mesure la cytotoxicité des échantillons testés sur une variété de lignées
cellulaires cancéreuses. L’expérimentation se déroule en deux étapes. D’abord, les cellules sont
exposées aux échantillons puis leur activité métabolique est mesurée par le test de la réduction
de la résazurine. La résazurine (7-hydroxy-3H-phenaxarin-3-one 10-oxide) est une molécule
bleue non fluorescente qui peut &tre réduite par I’activité métabolique (mitochondriale ou

bactérienne) pour étre transformée en résorufine rose fluorescente.

S)
Resazurine
,L(D non fluorescent bleu 0
\ O_ \ NH,
o=—P—o0 K‘/
0.
HO O O
NADH / H? | OHOH
N A
C1 ]
o=p—o0 N N
\> (IS )
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Figure 120: Réduction de la Résazurine en Résorufine

Une mesure de I’activité métabolite a la résazurine est effectuée lors de chaque test de potentiel
anticancéreux (cytotoxicité) ainsi que lors des tests de potentiel anti-inflammatoire sur les
macrophages de souris. La camptothécine, molécule anticancéreuse est utilisée comme

référence.
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Figure 121: Structure de la camptothécine

Ensuite, les surnageants sont retirés des plaques pour réaliser un dosage d’ADN par le Hoechst
(2'-(4-hydroxyphényl)-5-(4-méthyl-1-pipérazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazole  trihydrochloride
hydrate bisbenzimide)) sur les tapis cellulaires toujours présents au fond des puits et
préalablement lysés. Hoechst est une molécule qui devient fluorescente lorsqu’elle se lie a
I’ADN. Une quantification d’ADN est effectuée systématiquement apres le test d’activité
métabolique a la résazurine lors des tests de potentiel anticancéreux (cytotoxique). Il est
possible d’effectuer un dosage d’ADN a la fin d’autres tests, comme le test de potentiel

antioxydant cellulaire.

VRN .
N I \> \/::\>_©
\/O

Figure 122 : Structure de I'Hoechst

Ces deux étapes, fondées sur deux méthodes différentes, réduisent ensemble les possibilités de

faux positifs et de faux négatifs renseignant ainsi sur deux aspects attendus d’un anticancéreux.

Les cellules cibles sont les cellules anticancéreuses. Les extraits testés doivent avoir une

toxicité minimale sur les cellules saines.
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Leur sélectivité est donc évaluée en mesurant parallelement la toxicité des échantillons sur une
ou plusieurs lignées cellulaires non cancéreuses. De plus, chaque test est contr6lé en comparant

I’activité de I’échantillon a des anticancéreux connus, comme le fluorouracile et I’étoposide.

HN /

F

Figure 123 : Structure de la fluorouracile

OH

Figure 124 : Structure de I'étoposide

Les cellules testés sont:
- A-549 (CRL-185) : carcinome pulmonaire humain
- DLD-1 (CCL-221) : adénocarcinome colorectal humain

- WS-1 (CRL-1502) : fibroblaste cutanée humain

e Activité antibactérienne
Le test antibactérien consiste a cultiver deux bactéries (Staphylococcus aureus et Escherichia
coli) avec les échantillons et de la résazurine, puis a mesurer la fluorescence développée dans le

temps. Ainsi, on quantifie leur croissance et détermine une concentration minimale inhibitrice
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ou une concentration minimale bactéricide. Deux incubations et deux lectures d’absorbance

peuvent Etre nécessaires pour discriminer les bactéricides des bactériostatiques.

e Activité antifongique
Ce test consiste a mettre la levure Candida albicans en contact avec I’échantillon testé et a
mesurer ’absorbance développée dans le temps pour ainsi quantifier leur croissance et
déterminer une concentration active. Chaque activité antifongique est comparée a un

antifongique connu : I’amphotéricine B.

Figure 125 : Structure de 'amphotéricine B

e Activité anti-inflammatoire
Le test anti-inflammatoire permet de mesurer 1’inhibition de la production d’oxyde nitrique NO
produit par des macrophages de souris RAW 264.7 (TIB-71). Chaque activité anti-
inflammatoire est controlée en comparaison avec un inhibiteur de I’iNOS (synthase inductible
de l’oxyde nitrique : enzyme producteur d’acide nitrique), le L-name (L-NG-nitroarginine

méthyl ester).

Figure 126 : Structure du L-name
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e Actvité antivirale
Ce test sert a incuber les virus dans différentes conditions avec les échantillons a tester. Apres
72 heures d'incubation, l'activité antivirale est évaluée par comptage des plages de lyse apres
coloration au cristal violet. Chaque activité antivirale est comparée a un antiviral connu et
utilisée en clinique, 1’acyclovir, (2-amino-9-(2hydroxyéthoxy) méthyl-1H-purin-6(9H)one) de

la famille des purines et analogue de la guanine (2-amino-1H-purin-6(9H)one).

HN)tN\ )
HZNA\N N

Figure 127 : Structure de I'acyclovir

Les alcaloides sont réputés pour leur activité au niveau du systeme nerveux. Les cinq extraits
d'alcaloides sont ainsi soumis a un test d'activité neuroprotectrice relatif a la maladie

d'Alzheimer.

14.2. Parties apolaires

14.2.1. Activité biologique des Huiles Essentielles
14.2.1.1. Activité antioxydante ORAC et cellulaire
a. Activité antioxydante ORAC

Le test ORAC permet d’évaluer la capacité antioxydante des différents extraits. Afin de mieux
comprendre les résultats, une valeur de 1uM trolox/mg signifie que 1uM de trolox est
nécessaire pour produire la méme activité antioxydante que 1mg d’extrait. Les résultats obtenus
sont présentés, en abscisse, en pmol Trolox/mg et en ordonnée, les différents échantillons testés

La figure 128 présente les données pour le stade A.
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Figure 128 : Résultats des indices ORAC sur les huiles essentielles récoltées au stade A

Les huiles essentielles testées, (feuilles et écorces stade A) montrent une activité antioxydante

tres faible, les valeurs obtenues sont inférieures a 0,519 pmol Trolox/mg.

b. Activité antioxydante cellulaire

Le graphe ci-dessous présente ’activité antioxydante des extraits testée sur cellules saines

humaines.
Antioxydant cellulaire
250
200 200
200
 Antioxydant cellulaire
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Figure 129 : Résultats de I'activité antioxydante des huiles essentielles récoltées au stade A
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Les tests sur cellules ont été réalisés avec ces mémes huiles essentielles afin d’évaluer 1’activité
antioxydante dans le contexte cellulaire. Les résultats regroupés dans la figure ci-dessus
indiquent qu’aucune des huiles essentielles ne présentent pas d’activité antioxydante au niveau

cellulaire.

14.2.1.2. Activité anticancéreuse
a. Test de la Resazurine

L’activité anticancéreuse des huiles essentielles des différents organes de N. membranacea aux
deux stades a été évaluée, grace au test de la Résazurine, sur les cellules cancéreuses du
poumon A-549, du colon DLD-1 et sur les cellules saines WS-1. Les résultats obtenus sont
présentés dans la figure ci-apres, en abscisse 1' ICsy (concentration nécessaire pour inhiber 50%

d' une fonction biologique ou biochimique) et en ordonnée, les échantillons testés.
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Figure 130 : Evaluation de I'activité anticancéreuse des H.E par le test de la Résazurine

167



Plus I'[Cs est élevée moins 1'activité anticancéreuse est importante. Nous constatons d'emblée
une grande différence entre les deux stades de récoltes. En effet, aucune des huiles essentielles
correspondant au stade de germination (stade A) ne présente d'activité cytotoxique. En
revanche, les huiles essentielles récoltées lors de la fructification (feuilles, écorces et fruits au
stade B) montrent une activité cytotoxique avec des ICsy souvent inférieures a 31ug/ml. Ces

valeurs restent tout de méme supérieures a celles de la référence.

Cependant, les huiles essentielles des feuillesa stade B et des fruits sont aussi nuisibles sur les
cellules saines que sur les cellules cancéreuses. Les huiles essentielles des écorces (stade B)

montrent quant a elles, une activité cytotoxique supérieure sur cellules saines.

b. Test Hoechst

L'activité anticancéreuse sur les mémes cellules souches a également été déterminée par le test
de Hoechst. Les résultats sont rassemblés dans le graphique de la figure 129 ci-dessous. en
abscisse 1' ICsy (concentration nécessaire pour inhiber 50% d' une fonction biologique ou

biochimique) et en ordonnée les échantillons testés.
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Figure 131: Evaluation de I'activité anticancéreuse des HE par le test de Hoechst
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Comme précédemment, les huiles essentielles récoltées lors de la germination ne présentent
pas d'activité cytotoxique sur les cellules testées. Les huiles essentielles obtenues lors de la
fructification montrent une activité cytotoxique plus importante avec des ICsy inférieures a 50
pg/mL. Ces valeurs semblent moins intéressantes que celles obtenues pas le test de la
résazurine. Cependant, on observe avec le test de Hoechst une toxicité moindre sur les cellules
saines. Par exemple, les huiles essentielles des feuilles au stade B sont tres cytotoxiques sur le
carcinome du poumon ICsy = 30 pg/mL alors qu'elles restent plus sélectives vis-a-vis des

cellules saines ICsp = 122 pg/mL.

La comparaison des compositions chimiques des H.E aux deux stades ne permet pas a priori de
justifier des différences d'activités. Les composés majoritaires sont présents dans les 2 stades a
des pourcentages similaires. Si certains minoritaires sont plus présents a un stade qu'a un autre
(B-élémene: HE Ec stade A 2,38 %; HE Ec 4,43 %). Cette observation ne s'étend pas a tous les
organes. Ces différences pourraient s'interpréter par des effets de synergie complexes ou encore

par la matrice hydrophobe.

14.2.1.3. Activité antibactérienne sur S.aureus et E.coli

La figure ci-dessous présente les résultats du test antibactérien des huiles essentielles de feuilles

et des écorces lors de la germination.

Test Antibacterien
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Figure 132 : Evaluation de I'activité antibiotique des huiles essentielles récoltées lors du stade
B, sur les cellules bactériennes E.coli (gram négatif) et S.aureus (gram positif)
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Les huiles essentielles n’ont montré aucune activité antibactérienne contre les deux types de

bactéries S. aureus et E. coli. Les valeurs d’ICsy obtenues sont toutes supérieures a 200 pg/mL.

14.2.1.4. Activité antifongique sur Candida albicans

Le graphique ci-dessous montre les résultats de I’activité antifongique sur ’huile essentielle des

feuilles et des écorces lors de la germination.
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Figure 133 : Evaluation de I'activité antifongique des huiles essentielles (stade A) sur les
cellules bactériennes de Candida albicans

Les huiles essentielles testées, feuilles et écorces récoltés lors de la germination de N.

membranacea ne sont pas actives contre la prolifération de Candida albicans. En effet, la

valeur d’ICsg est supérieure a 200pg/mL.
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14.2.1.5. Activité anti-inflammatoire

Les especes du genre Nectandra sont généralement connues pour contenir des composés actifs
contre l’inflammation [Lopez, et al. 1995]. Le potentiel anti-inflammatoire des huiles
essentielles de N .membranacea a donc également été évalué. Les données obtenues pour
I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire sont présentées sont forme de d'histogramme dont
l'abscisse est en pourcentage d'inhibition de monoxyde de carbone et en ordonnée la
concentration des échantillons en pg/mL. Un deuxieme diagramme montre la toxicité des
échantillons sur des cellules saines. En abscisse, le pourcentage de survie cellulaire et en

ordonnée le logarithme (log) de la concentration.

Les résultats des huiles essentielles des feuilles (stade A) sont les suivants :
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Figure 134: Activité anti-inflammatoire de 1'huile essentielle des feuilles (stade A)
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Figure 135 : Toxicité de I'huile essentielle des feuilles (stade A)

171



La figure 134, montre que I’huile essentielle des feuilles (stade A), a une activité anti-
inflammatoire marquée a partir de 80 pg/mL (58,3% inhibition de NO). Cette activité est
comparable a celle du standard L-Name a la concentration de 269,7 ug/mL (55,6% inhibition
de NO). Notre extrait se montre plus actif que le standard. La plus forte activité est observée a
160 pg/mL, concentration a laquelle I’inhibition est de 100% de la production de NO.
Cependant, cette valeur est a corréler a la toxicité observée avec le test de la résazurine (figure

130). En effet, le taux de survie mesuré a cette concentration n'est que de 56%.

Les figures 136 et 137 présentent les résultats concernant les huiles essentielles des feuilles

(stade B).
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Figure 136: Activité anti-inflammatoire de I'huile essentielle des feuilles (stade B)
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Figure 137 : Toxicité de I'HE des feuilles stade B
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Les huiles essentielles des feuilles (stade B) montre de fortes activités anti-inflammatoires
moyennes pour les concentrations allant de 40 a 160 pg/ mL. Cependant ces concentrations
présentent une toxicité sur les cellules. Le résultat le plus intéressant correspond donc a la
concentration de 20 pg/mL avec une activité de 32% comparable a celle du L-name (29%) et

une absence de toxicité.

Ci-apres sont présentés les résultats relatifs aux huiles essentielles des écorces (stade A).
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Figure 136: Activité anti inflammatoire de 'HE des écorces A
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Figure 137 : Toxicité de I'HE des écorces A
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Selon la figure 138, I’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles des écorces est modérée

a partir de la concentration de 40 pg/mL avec un taux d’inhibition de 32,6%. A la concentration

de 80 pug/mL, l'activité est plus que doublée (77,8%). Ce résultat est associé a une toxicité

relativement faible pour cette concentration, avec un pourcentage de survie cellulaire de 88%.

A 160 pg/mL, la production de NO est pratiquement inhibée (99,8%), cependant la toxicité

associée a cette concentration est légerement plus importante (71%).

La figure 140 présente les résultats obtenus pour les huiles essentielles des fruits.
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Figure 138: Activité anti-inflammatoire de I'HE des fruits
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Figure 139 : Toxicité de I'HE des fruits
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L'huile essentielle des fruits montre une activité anti-inflammatoire intéressante (32%) pour une
concentration de 40 pg/mL. Ce résultat est légerement inférieur a celui L-name (47%). Aux
concentrations plus élevées de 80 et 160 pg/mL, on observe un pourcentage d'inhibition de 60

et 65% tempéré par une toxicité marquée (36 % de survie cellulaire).
14.2.1.6. Activité Antivirale contre ’Herpés HSV-1

HSV-1 est responsable de 95 % des herpes oro-faciaux, ainsi que bon nombre d'herpes neuro-
méningés et ophtalmiques. Selon les études, il est aussi responsable de 20 a 40 % des herpes
génitaux par contamination oro-génitale. La figure présente les résultats du test antiviral de
I’herpés sur les huiles essentielles des feuilles et des écorces lors de la germination. En abscisse

le pourcentage de protection contre les plage de lyse.

Les valeurs négatives signifient qu’il n’y a plus de virus dans ces conditions que le controle

virus lui-méme.
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Figure 140: Evaluation de l'activité antivirale sur le virus de I'Herpes, Herpes Simplex Virus
(HSV-1) des huiles essentielles (stade A)
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Le pourcentage de protection des cellules contre la prolifération du virus de I’herpés de ’huile
essentielle des feuilles est tres moyen (14,28% plaque 1 et 8,16% plaque 2) ainsi que pour
I’huile essentielle des écorces (16,32 % plaque 1 et 10,20% plaque 2).

L’effet des huiles essentielles sur la réplication du virus est plus marqué avec 45,45% (plaque

3) de protection sur les cellules pour les deux huiles essentielles.

L'huile essentielle des feuilles (stade A) montre une activité antivirale directe sur le virus de
I'herpes (33,3%), cette activité est plus importante que celle de 1'acyclovir (22,9 %). L’huile

essentielle des écorces révele également une activité intéressante (25%).
Nous pouvons utiliser le résultat du test acyclovir puisqu’il a bien fonctionné en plaque 3.

Les huiles essentielles de N. membranacea se présentent donc comme une alternative possible

aux traitements chimiques contre le virus de 1'herpes.

14.2.2. Activité biologique des extraits cyclohexane

Les activités biologiques des extraits cyclohexane ont été évaluées et sont présentées ci-

dessous.
14.2.2.1. Activités antioxydantes chimique ORAC et sur cellules saines

Les figures ci-dessous présentent les résultats aux tests antioxydant ORAC et sur cellules :

176



i Test ORAC
21,478
30 T
23,978
[=1s]
® 25 mORAC
=
3 20
2
F 15
Q
€ 10
5 3,776
0 ' T — - T _ T i T T
N > A\ ) & s+ & &
QQ}Y @ &Y & >° &Q‘}}o é‘}‘\o
& &
Figure 141 : Indices ORAC des extraits cyclohexane
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Figure 142 : Evaluation de I'activité antioxydante sur cellule des extraits cyclohexane

Les extraits au cyclohexane s’averent trés inactifs au test ORAC, avec des valeurs inférieures a

1,6 umol Trolox/mg. Les résultats sur cellules indiquent une activité faible avec des ICsg

supérieures 2 9 pg/mL.
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14.2.2.2. Activité anticancéreuse
a. Test de la Resazurine

Le graphe ci-dessous présente les résultats des extraits apolaires au test de la résazurine :

550 Test de la Rezasurine

200 200 200 W A-549: cellules cancer poumon

200 200 200
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MWS-1: cellules saines

99
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Figure 143 : Evaluation de l'activité anticancéreuse par le test de la Resazurine sur les extraits
apolaires (cyclohexane)

Comme pour les huiles essentielles les extraits apolaires au stade A ne présentent pas d'activité
cytotoxique. L’extrait de fruit montre lui, une activité cytotoxique plus importante sur les
cellules saines que sur les cellules cancéreuses du poumon. Son activité sur les cellules
cancéreuses du colon reste tout de méme intéressante. Les extraits de feuilles et d’écorces
récoltés lors de la fructification montrent une toxicité sélective sur les cellules cancéreuses.
L'extrait d’écorces se montre quant a lui beaucoup plus actif sur les cellules cancéreuses du

poumon.
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b. Test de Hoechst

Les résultats au test de Hoechst des extraits apolaires sont présentés sur la figure
146.
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Figure 144 : Evaluation de I'activité anticancéreuse des extraits cyclohexane par le test
Hoechst

Selon le test de Hoechst, tous les extraits cyclohexane présentent une cytotoxicité.
Contrairement au test de la rézasurine, les extraits correspondant au stade A sont cytotoxiques
notamment sur cellules saines. C'est également le cas des extraits de fruits. Les extraits récoltés
au stade B sont plus sélectifs sur les cellules cancéreuses que sur les cellules saines. Ceux des
écorces se montrent les plus intéressants avec une ICsp de 25 pg/mL pour une innocuité sur

cellules saines.
14.2.2.3. Activité antibactérienne sur S.aureus et E.coli

Les extraits apolaires n’ont aucune activité antibactérienne sur les bactéries E. coli et S. aureus

(ICs0>200pg/mL).
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14.2.2.4. Activité antifongique sur Candida albicans

Aucun des extraits ne présentent d’activité antifongique (valeurs > 200pg/mL).

14.2.2.5. Activité anti inflammatoire

Le graphe ci-dessous présente les résultats de 1’activité anti inflammatoire des extraits

cyclohexane testés a 40 ug/mL.
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Figure 145 : Evaluation de I'activité anti inflammatoire des extraits cyclohexane a 40 ug/mL.
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Figure 146: Toxicité des extraits cyclohexane
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A la concentration de 40 pg/mL, D’extrait le plus actif est celui des fruits avec 80,5%

d’inhibition de NO.

Au niveau des deux stades de récolte, les extraits d'écorces sont tous deux actifs (44 et 64%)

alors que pour les feuilles, I'extrait au stade A n'est pas actif, tandis que celui au stade B révele

une toxicité de 72,7%.

14.2.2.6. Activité antivirale sur Herpés HSV-1

Les résultats du test d’activité antivirale contre I’Herpes HSV-1 des extraits cyclohexane sont

présentés dans 1’histogramme suivant :
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mPlaque 1: effet incorporation cellules + extrait puis virus
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Figure 147 : Evaluation de I'activité antivirale Herpés HSV-1 sur les extraits bruts cyclohexane

de N. membranacea

La figure ci-dessus montre que dans les résultats obtenus au test antiviral pour les différents

extraits sont tres variables.

181



Les pourcentages de protection des cellules contre la prolifération du virus (plaque 1 et 2)
présentent des valeurs, inférieures a 26 % sur ’ensemble des extraits. Des résultats nettement
plus importants sont obtenus concernant 1’effet des extraits directement sur le virus. Plus
particulicrement, les extraits d’écorces au stade B donnent la meilleure activité (85%). Les
écorces au stade A montrent aussi de bon résultat (73%). En ce qui concerne les autres extraits,
seuls ceux des feuilles au stade B (65%) et de fruits (56%) montrent une activité notable. Les

¢chantillons n’ont aucun effet sur la réplication du virus (plaque 3).

Dans I’ensemble, les écorces montrent une activité antivirale directe de méme que les feuilles

du stade B.

14.3. Parties polaires

Ce chapitre présente les résultats concernant les activités biologiques précitées des extraits
acétone, éthanol et méthanol des différents organes de Nectandra membranacea aux deux

stades de récolte.

14.3.1. Activité Biologique des extraits bruts

14.3.1.1. Activité antioxydante

a. Test ORAC

La figure suivante présente les résultats au test de ’ORAC des échantillons testés.

Les contrdles utilisés sont la quercétine et la catéchine. La référence est le trolox.
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Figure 148: Evaluation de I'activité antioxydante via le test de I'ORAC sur les extraits bruts
polaires de N.membranacea

Globalement, les extraits de fruits ne présentent pas d'activité antioxydante avec ce test. Les
résultats obtenus montrent que les extraits éthanoliques et méthanoliques de feuilles et
d’écorces présentent une forte activité anti oxydante, contrairement aux extraits acétone dont
I’activité est moins intéressante quoique comparable a celle du trolox. Pour I'ensemble des

extraits éthanol et méthanol, I'activité est meilleure que celle du thé vert.

L’activité est tres élevée dans I’extrait éthanolique de feuilles récoltées lors de la fructification.

Elle est comparable a celle de la quercétine.

b. Test DPPH

L’¢évaluation de DI’activité antiradicalaire par le test de DPPH mesurée sur les extraits bruts
polaires de feuilles et d’écorces de N. membranacea est présentée dans la figure ci-dessous.

Des extraits de feuilles de thé vert (Chine), le trolox et la quercetine déshydratée sont utilisés
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comme références. Les résultats concernant les extraits de fruits, pas significatifs, n’ont pas été

reportés.
500 Test DPPH
465,4
450 4247
400 388,1 W Acétone
3654 W Ethanol
350 :
- 299,7 W références
£ 300
)
<0 232,77 239,5 224,4
) 2304 229,0
200
150
100
50 22,3
0 _ B
Trolox  Quercétine Fe Thé vert
dihydrate

Figure 149 : Evaluation de I'activité antioxydante par le test DPPH sur les extraits polaires

Les extraits polaires des feuilles ont une activité antioxydante 1égerement supérieure a celle des
écorces. Il est a noter que, pour tous les extraits, cette activité antioxydante reste comparable a
celle des extraits de thé vert. Les meilleurs résultats étant observés pour 1’extrait méthanol de
feuilles (A) et ’extrait acétone des feuilles (B). Au niveau des deux stades de récolte, il n’y a

pas de différence notable, la méme tendance est observée.
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c. Test Antioxydant cellulaire

Les résultats de ce test biologique sont représentés sur la figure ci-dessous :
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Figure 150 : Activité antioxydante cellulaire des extraits polaires de N. membranacea et des
feuilles de thé vert

Excepté l'extrait méthanolique des fruits, tous les extraits montrent une activité antioxydante

cellulaire intéressante.

Les extraits acétone montrent la meilleure activité antioxydante sur cellule (ICsy < 1,2 ug/mL).
Pour les feuilles et les écorces, l'activité est comparable a celle de la quercétine (ICsp = 1,3
pg/mL). Parmi les autres extraits testés, les extraits de feuilles (A) et (B) méthanolique et
éthanolique ont une trés bonne activité antioxydante cellulaire avec une ICsy inférieure a 2,9
pg/mL. Les résultats obtenus pour l'extrait éthanol de thé vert pour ce test, montrent une

excellente activité antioxydante de 0,60 ug/mL.

Concernant les extraits méthanol de feuilles (stade B) et d’écorces (stade A), les faibles

quantités n’ont pas permis de réaliser ce test.
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Les résultats ORAC et cellulaire nous permettent de conclure que I’extrait de feuille stade B

éthanolique est le plus actif au niveau de I’activité antioxydante.

14.3.1.2. Activité anticancéreuse
b. Test de Ia Resazurine

Les résultats montrent qu’aucun extrait ne présente d’activité anticancéreuse sur les cellules

testées (ICso supérieure a 183 ug/mL).

c. Test de Hoechst

Les résultats sont trés variables pour ce test avec une ICsy comprise entre 97 et 200 pg/mL pour
les cellules A-549 (cellules du cancer du poumon) et entre 60 et 181 pug/mL pour les cellules
DLD-1 (cellule du cancer du colon). Seuls les extraits acétone présentent une faible activité sur

les cellules DLD-1 (entre 61 et 115 pg/mL).

14.3.1.3. Activité antibactérienne sur S.aureus et E.coli

Les extraits ne présentent aucune activité antibactérienne contre les bactéries testées. Seuls les
extraits acétone présentent une toxicité sur ces deux souches de bactéries. La plus active est
I’extrait acétone de feuilles récolté¢ lors de la fructification et qui présente une activité
intéressante d’environ 23 pg/mL sur la bactérie S. aureus. Concernant le thé vert, aucune

activité n’est constatée.

14.3.1.4. Activité antifongique sur Candida albicans

Aucun extrait ne montre d’activité antifongique sur la bactérie testée. Seul l'extrait

acétone de thé vert montre une faible activité¢ de 85ug/mL.
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14.3.1.5. Activité anti inflammatoire

Les résultats des activités anti inflammatoires réalisées sur les différentes parties de la plante

sont exposés ci-dessous.

o Test Anti-inflammatoire
100 100
-
£
o &0
& a0 M Acetone
~ 68 M Ethanol
g m Methanol
Z 50 MW Référence
5
c
L
S 40 -
2
£
S
20 -
0 -
Fe (A) Fe (B) Ec(A) Ec (B} FRUIT FeTHE VERT L-name

L’extrait méthanol stade B n’a pas pu étre testé par manque de masse.
Figure 151 : Evaluation de I'activité anti inflammatoire sur les extraits polaires

Dans l'ensemble, 1'éthanol montre de meilleurs résultats pour 1'évaluation de l'activité anti
inflammatoire particulierement pour les extraits qui correspondent a la fructification avec une
moyenne d'environ 83,73%. Les extraits, au stade A, présentent des résultats 1,2 fois inférieurs
(avec une moyenne de 64.8%). Parmi les extraits testés, les fruits ont le meilleur pouvoir anti

inflammatoire 91.8%.

14.3.1.6. Activité antivirale sur Herpés HSV-1

Les résultats de 1’activité antivirale de I’Herpés sont répertoriés sur le diagramme suivant :
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Figure 152: Evaluation de I'activité antivirale des extraits polaires sur I’herpes HSV-1 (Herpes
Simplex Virus).
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Les extraits éthanolique donnent d’excellentes réponses aux différents tests effectués sur plaque
avec 100% de protection contre le virus de l'herpes HSV-1 (plaque 2) ainsi que sur la
réplication du virus (plaque 3) mais aussi un effet désactivant directement sur le virus. Ces
résultats sont comparables aux feuilles de thé vert qui montrent aussi de trés bons résultats a

tous les tests.

14.3.2. Activité Biologique des fractions issus de Fe(B)

La période de fructification s’est révélée avoir la meilleure réponse pour I’ensemble des
activités testées surtout dans les feuilles. Les extraits sont tres actifs pour les trois tests
suivants : antioxydant, anti inflammatoire et antiviral. Les différents extraits de feuilles stade B

sont regroupés Fe (a1 (B) afin d'avoir plus de masse pour procéder au fractionnement.

Les fractions de A a G obtenues apres I’extraction liquide-liquide sont aussi testées pour les
activités antioxydantes, anti inflammatoire et antivirale. Les résultats de tous ces tests sont

présentés ci-dessous.

a. Activité antioxydante ORAC
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Figure 153: Activité antioxydante ORAC
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b. Activité antioxydante sur cellule
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Figure 154: Activité antioxydante cellulaire des fractions

c. Activité anti-inflammatoire
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Figure 155: Activité anti-inflammatoire
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d. Activité antivirale Herpés
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Figure 156 : Evaluation de I'activité antivirale sur le virus de I'herpés

Les fractions C, E, F et G donnent de tres bonnes activités antioxydantes. La meilleure activité

est obtenue pour la fraction G. Elle est comparable a celle de la quercétine (22,92 + 1,39 pg

Trolox/mL). L’activité anti inflammatoire se situe au niveau des fractions E, F, G, avec une

meilleure activité sur la fraction G (98% inhibition). L’activité antivirale n’a pas pu étre testée

sur cette fraction a cause du manque de matiere. Néanmoins, on peut noter que la fraction B

montre une excellente activité antivirale : 100% de protection dans la cellule, effet désactivant

de 100% sur le virus et empéche a 100% la réplication de celui-ci.
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14.3.3. Composé E6 : kaempférol-3-O-rhamnoside

L’activité antioxydante et anti-inflammatoire a été testée sur le composé E6 qui correspond au

kaempférol-3-O-rhamnoside. Les résultats sont répertoriés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 48 : Activité antioxydante et anti-inflammatoire sur E6

Composé Activité antioxydant Anti inflammatoire
ORAC Cellulaire WS-1 Inhibition de NO
umol Trolox/mg ICsp ng/mL en % pour 40 pg/mL
E6 13,40 £ 0,65 4,10 £ 0,60 5,1
Quercétine 21,35 +1,01 2,10 £ 0,20
Trolox 3,67 £0,05 0,08 £ 0,01

Aux tests antioxydants ORAC et cellulaire, le kaempférol-3-O-rhamnoside a montré de tres
bons résultats (ORAC : IC 5o = 13,40 umol trolox /mg et cellulaire : ICsy = 4,10ug/mL). Par

contre, il possede une tres faible réponse au test anti-inflammatoire.

14.4. Alcaloides

L’activité des extraits bruts des feuilles (A et B), des écorces (A et B) et des fruits a été évaluée
sur les facteurs de la maladie d'Alzheimer. D'autres tests biologiques ont été réalisés sur
l'extrait des feuilles (anticancéreux, antioxydant, antifongique, antibactérien, antiviral et anti

inflammatoire). Les résultats sont présentés ci-apres.

14.4.1. Activité neuroprotectrice : Maladie d'Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie dégénérative qui engendre un déclin progressif des
facultés cognitives et de la mémoire. Une destruction des cellules nerveuses se produit dans les
régions du cerveau liées a la mémoire et au langage de fagon progressive. C’est une forme de
démence la plus fréquente chez les personnes dgées (65 % des cas de démence). Elle se
distingue des autres démences par le fait qu’elle évolue graduellement et touche surtout la

mémoire a court terme.

Les symptomes apparaissent généralement apres 65 ans et augmentent fortement avec 1’age. Ils
se manifestent de la fagon suivante : difficulté a mémoriser les événements, a reconnaitre les

objets et les visages, a se rappeler la signification des mots et a exercer son jugement.
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Quelques explications sur la source de la maladie.

Dans la Maladie d’Alzheimer, I’APP (précurseur de la protéine Amyloide, qui maintient la
structure du neurone, aide a sa croissance et a la formation des synapses et la transmission) est
transformée, ce qui conduit a la libération des B-amyloides autour du neurone, substance

caractéristique de la maladie d’Alzheimer.

Le cerveau ne pouvant pas ¢liminer cette substance, elle s’empile autour des neurones et crée
des plaques séniles qui sécretent des substances (B-amyloides) qui sont neurotoxiques et

agressent le neurone. Celui-ci, se sentant attaqué, lance le mécanisme d’apoptose.

Le neurone fonctionne moins bien et crée des produits toxiques qui le détruisent (mort
neuronale, destruction des liens, des synapses) c’est la dégénérescence neurofibrillaires
(anomalie de la protéine Tau). Cette destruction neuronale précede les troubles de mémoire.
L’intervalle entre le début des mécanismes d’apoptose neuronale et les premiers signes de la

maladie serait de plusieurs années.

(2) Normal (b) Alzheimer
SYRETIRETR i L) IV . S AT
‘\"'\ﬁ " ! & - Deégénérescences ﬂ.JJ e 1
M é'.'.: JAL £t

neurofibrillaires

“

Figure 157 : (a)Neurone normal et (b) atteint de la maladie Alzheimer

[Alzheimer’s Disease Research]
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Plus les neurones sont détruits, plus le réseau cellulaire est perturbé. Les cellules concernent
différents systemes de cellules nerveuses, mais avant tout les neurones appelés cholinergiques,
qui sont spécialisés dans la mémoire. Il en résulte un manque de messagers entre les cellules en
particulier au niveau du neurotransmetteur acétylcholine. Le neurone ne peut plus transmettre
le bon message ce qui explique que les premiers symptomes de cette maladie sont des troubles

de la mémoire.

Afin de stopper la mort cellulaire des neurones, les chercheurs de 'unit¢ INSERM de
Marseille-Luminy, ont démontré que le facteur de croissance, GDNF, facteur neurotrophe
dérivé de la glie, (Glial cell line-derived neurtrophic factor), est actuellement le meilleur agent
connu pour favoriser la survie de nombreux types de neurones, motoneurones, cellules
dopaminergiques [Airaksinen M. 2002)]. En effet, il est en mesure d’empécher 1’apoptose des

neurones grace a ses effets régénérateurs et réparateurs remarquables.

Figure 158 : Structure de la GDNF en 3D [Kurzweil. Wikimedia commons]

Les extraits bruts d’alcaloides (feuilles, écorces et fruits aux deux stades de récoltes) de
Nectandra membranacea ont été testés a différentes concentrations (0,01-0,1-1 et 10 ug/mL) et
comparé au GNDF, utilisé comme référence. Ce test biologique a pour but de mesurer 1'effet
neuroprotecteur des différents échantillons. Le diagramme réalisé présente en abscisse la
concentration en neurones TH+ (Tyrosine Hydroxylase positive) et en ordonnée la

concentration des échantillons.

Ces analyses ont été réalisées a I’Université Pierre et Marie Curie. Les résultats sont présentés

ci-apres.
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14.4.1.1. Etude des extraits bruts de feuilles

La figure suivante présente les résultats obtenus sur l'extrait de feuilles au stade A.
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Figure 159: Evaluation de I'effet neuroprotecteur de I'extrait alcaloide de feuilles (stade A)

L’extrait de feuilles, récolté lors du stade A, a montré un trés bon effet protecteur. Comparé a la
référence, on note un écart inférieur de 20% pour les concentrations de 0,01 et 0,1 pg/mL. Pour
de plus fortes concentrations, I’effet diminue (environ 30% d’écart a 1 pg/mL et 58% a 10

pug/mL).

Les résultats de l'extrait de feuilles au stade B, sont présentés sur la figure suivante :
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Figure 160 : Evaluation de I'effet neuroprotecteur de I'extrait alcaloide de feuilles (stade B)

L’extrait de feuilles récolté lors de la fructification, montre un effet protecteur, moins important
que précédemment mais néanmoins intéressant. Le meilleur résultat est obtenu pour une

concentration de 1pug/mL (écart d’inférieur 35% comparé au GDNF).

Les extraits de feuilles montrent un tres bon effet neuroprotecteur. Bien que les compositions
chimiques semblent similaires des différences notables sont observées au niveau des deux
stades de récoltes. A la germination, les extraits testés sont plus actifs que ceux du stade
« fructification ». Compar¢ a la référence, 1’écart des moyennes pour les concentrations allant
de 0,01 a 1pg/mL est de 25 % pour ’extrait de feuilles au stade A, germination, et de 39% pour

la fructification.
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14.4.1.2. Etude des extraits bruts des écorces

Les résultats des extraits d'écorces stade A au test de la Maladie d'Alzheimer sont donnés sur la

figure suivante :
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Figure 161 : Evaluation de I'effet neuroprotecteur de |’extrait alcaloides des écorces (stade A)

A la germination, les extraits d’écorces, donnent un meilleur effet protecteur pour une
concentration de 0,1 pg/mL (écart inférieur de 26% comparé a GDNF). L’effet protecteur

moyen pour I’ensemble des concentrations est de 132,69% (soit un écart de 41%).
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Figure 162 : Evaluation de I'effet neuroprotecteur de I'extrait des écorces (stade B)
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L’extrait d’écorces récolté¢ lors du stade B, donne un meilleur effet protecteur pour une

concentration de 0,1ug/mL, avec une valeur de 177,73 (écart inférieur de 27%). La moyenne de

I’ensemble des concentrations testées, est 154,35 (écart de 37% comparé a la référence).

Les extraits d’écorces n’ont pas montré de différences significatives au niveau des deux stades

de récoltes. Tous les deux ont montré un plus fort effet protecteur a 0,1pg/mL. L’écart par

rapport a la référence est quasi le méme pour les deux stades de récolte (stade A : 166,92 écart

de 26% et stade B : écart inférieur de 27%). Il en va de méme que pour 1’écart moyen des

concentrations testées (stade A : 41% et stade B: 37%).

14.4.1.3. Etude de I'extrait brut des fruits

Le diagramme ci-dessous présente les résultats du test sur les extraits bruts des fruits :
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Figure 163 : Evaluation de I'effet neuroprotecteur de I'extrait de fruits

L’évaluation de I’extrait de fruits montre un effet protecteur plus important pour 0,01pg/mL

(écart inférieur d’environ 42% par rapport a la référence). La moyenne des concentrations

allant de 0,01 a 1 pg/mL est de 109,83 (soit un écart de 50% comparé a GDNF).
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Les différents extraits bruts alcaloides de Nectandra membranacea, ont révélé un effet
protecteur non négligeable comparé a la référence, le GDNF. Des différences sont observées en

fonction de la partie de la plante et de son stade de récolte.

Les extraits de feuilles présentent les meilleurs résultats plus particulierement 1’extrait de
feuilles récolté lors de la germination. En effet, ce dernier montre a la concentration la plus
faible testée 0,01pg/mL, le plus fort effet protecteur, proche de la référence (écart de 20% soit

environ 1,27 fois inférieur au GDNF).

Afin de classer les extraits par ordre croissant de I’effet protecteur, les écarts par rapport a la
référence ont été calculés pour une concentration de 0,1ug/mL. Ceci a permis de déterminer
que Feuille st A (22 %) < Ecorce st A (26%) < Ecorce st B (27%) < Feuille st B (39%) < fruit
(52%).

Les meilleurs résultats sont ainsi obtenus pour les extraits récoltés au stade A, (germination),
feuilles et écorces. Néanmoins, il n’y pas de différence significative pour les écorces au niveau
des deux stades de récoltes, 1’écart par rapport a la référence étant le méme. Le contraste est
bien marqué pour les feuilles, stade A (22% d’écart) et stade B (39%). Quant a I’extrait de

fruits, c¢’est le moins actif avec un écart de 52% par rapport au GDNF.

Les résultats obtenus pour les extraits sont en corrélation avec les composés identifiés. En effet,
les structures indoles, isoquinolines présentent une inhibition de 1’acétylcholinérase, enzyme

de la maladie d’ Alzheimer. [Mukherjee PK., 2007].

L’extrait des feuilles qui présentent le plus de composés alcaloides montre en effet, les
meilleurs résultats a ce test. Cet extrait a donc été choisi afin d’identifier les molécules
responsables de ce pouvoir protecteur. Des analyses complémentaires sont en cours sur les
¢chantillons correspondant a un fractionnement de 1’extrait brut d’alcaloides totaux des feuilles

stade A.
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14.4.2. Activité biologique de I'extrait brut de feuilles

L’évaluation biologique de I’extrait brut alcaloide des feuilles a été réalisé. Il en ressort des

activités tres intéressantes présentées ci-dessous.

14.4.2.1. Activités antioxydantes chimique (ORAC) et sur cellules saines

Les figures 166 et 167 montrent les résultats aux tests antioxydants: ORAC et cellulaire.

Test ORAC
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Figure 164 : Résultats des indices ORAC sur I'extrait brut d’alcaloides des feuilles stade B
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Figure 165: Résultats de |'activité antioxydante cellulaire de I’extrait brut d’alcaloides des
feuilles stade B

L’extrait s’est révélé treés actif au test ORAC, ICsp = 14,79 umol Trolox/mg. Sur cellule,
I’extrait montre de trés bons résultats avec une ICsy comparable a celle la quercétine (ICsp < 1

pg/mL).

14.4.2.2. Activité anticancéreuse : Tests Résazurine et Hoechst

Ci-dessous les résultats des tests anticancéreux, Résazurine et Hoechst sur les cellules

carcinome du poumon A-549, du colon DLD-1 et sur les cellules saines WS-1.
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Figure 166 : Evaluation de I'activité anticancéreuse par le test de la Résazurine de I'extrait brut

alcaloides des feuilles
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Figure 167 : Evaluation de I'activité anticancéreuse par le test de Hoeschst de I'extrait brut

alcaloides des feuilles
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Les tests anticancéreux, Résazurine et Hoechst, montrent que I’extrait est moyennement actif
sur les deux lignées cancéreuses : poumon (A-549), et colon (DLD-1). Il est néanmoins plus
actif sur les cellules du cancer du poumon. Cependant, 1’extrait se révele également toxique sur

les cellules saines.

14.4.2.3. Activités antibactériennes sur S. aureus et E. coli

L’extrait brut alcaloides des feuilles n’a montré aucune activité antibactérienne contre les deux
types de bactéries S. aureus et E. coli. Les valeurs d’ICsy obtenues sont toutes supérieures a 200

ug/mL (Annexe 12).

14.4.2.4. Activité antifongique sur Candida albicans

La figure ci-dessous présente les résultats de l'activité antifongique sur la levure Candida

albicans :

Test Antifongique
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Figure 168 : Evaluation de I'activité antifongique de I'extrait brut d’alcaloides
des feuilles stade B

L’extrait alcaloide des feuilles possede une excellence activité antifongique sur la bactérie C.

albicans avec une ICsp de 13 pg/mL.
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14.4.2.5. Activité anti inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des extraits de feuilles sont présenté dans la figure 171.
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Figure 169 : Activité anti inflammatoire de I'extrait brut alcaloides des feuilles

L’extrait montre une activité anti inflammatoire nettement supérieure a celle de la L-Name.
Pour une concentration de 40 pg/mL, I’extrait donne un pourcentage d’inhibition de 67, 3 %
alors que pour le témoin utilisé 1l faudrait une concentration environ 7 fois plus élevée (269,7
pug/mL) pour arriver a seulement 60,4% inhibition du monoxyde d’azote. On observe de tres
bons résultats pour les concentrations les plus élevées de ’extrait (2 80ug/ml = 88,4% et

160pg/ml= 97,9%). De plus, aucune toxicité cellulaire n’a été révélée.

14.4.2.6. Activité antivirale sur Herpés Simplex Virus (HSV-1)

Les résultats de l'activité antivirale sur 'herpes sont présentés sur la figure suivante :
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Figure 170 : Evaluation de I'activité antivirale de I'extrait brut alcaloides de feuilles
sur le virus de I'Herpés

Au test antiviral sur le virus de ’Herpées, nous constatons que I’extrait testé présente les mémes
caractéristiques que 1’acyclovir (agent antiviral de référence). Tres actif au niveau de la
réplication du virus avec un pourcentage maximal de 100 % de protection (plaque 3), il
présente une activité tres moyenne inférieure a 45% en ce qui concerne la protection de la
cellule infectée par le virus (plaque 1 et 2) et un niveau de protection tres faible (inférieur a

20%) lorsque le test est réalisé directement sur le virus.

Méme s'il ne présente aucune activité antibactérienne vis-vis de S. aureus et E. coli, I’extrait

brut alcaloides de feuilles montre une trés grande variété d’activités biologiques :

activité anticancéreuse moyenne sur les cellules du cancer du poumon et plus
particulierement les cellules du c6lon, mais toxique sur les cellules saines,

e activité antioxydante tres forte au test chimique (ORAC) et biologique (cellules saines),
e activité antifongique tres €élevé sur la bactérie C. albicans,

e activité antivirale maximale (100%) sur la réplication du virus de I’herpes,

e activité anti inflammatoire trés importante et aucune toxicité sur cellules saines.

Tous ces résultats sont donc une source de valorisation importante de ce végétal d’autant que
les extraits proviennent de la partie aérienne et que leur exploitation ne mettra pas 1’espece en

péril. Les nombreuses données obtenues feront 1'objet d'une publication.
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Récapitulatif

Les résultats des tests biologiques réalisés sur 1’ensemble des échantillons présentés dans les paragraphes précédents sont regroupés dans le

tableau ci-dessous. L’appréciation des activités a été faite sur la base des références utilisées pour chaque test.

Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida E. coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 | CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Huiles Essentielles

Fe A - - + - n.d - - - - ++ ++ n.d

FeB +++ +++ +++ n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d ++ n.d

Ec A - - - - n.d - - - - ++ ++ n.d

EcB ++ ++ +++ n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

Fr +++ +++ +++ n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d ++ n.d

- : Aucune activité ; + : Activité faible ; ++ : Activité moyenne; +++ : Activité forte ;

n.d : activité non déterminée

A-549 : cellules cancer poumon; DLD-1 : cellules cancer c6lon; WS-1 : cellules saines
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Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida . coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 | CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Extraits cyclohexane
Fe A - - - - + - - - + - n.d
FeB + + + - + - - - + +++ n.d
EcA - - - - + -- - - + ++ n.d
EcB + + + - + - - - ++ ++ n.d
Fr + + + - + - - + +++ n.d

- : Aucune activité ; +:
n.d : activité non déterminée

Activité faible ; ++ : Activité moyenne ; +++ : Activité forte ;

A-549 : cellules cancer poumon; DLD-1 : cellules cancer colon; WS-1 : cellules saines

207




Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida . coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 | CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Extraits polaires
Fe A
Acétone - - - +++ ++ +++ - - - +++ ++ nd
Ethanol - - - ++ ++ 4+ - - - - ++ n.d
Meéthanol - - - ++ ++ +++ - - - + +++ nd
FeB
Acétone - - - +++ ++ +++ - - +++ +++ ++ nd
Ethanol - - - ++ ++ +++ - - - +++ +++ n.d
Meéthanol - - - ++ ++ +++ - - - ++ n.d n.d

- : Aucune activité ; + : Activité faible; ++ : Activité moyenne ; +++ : Activité forte ;
n.d : activité non déterminée

A-549 : cellules cancer poumon; DLD-1 : cellules cancer co6lon; WS-1 : cellules saines
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Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida . coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 | CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Extraits polaires
Ec A
Acétone - - - +++ ++ +++ - - - ++ ++ n.d
Ethanol - - - ++ ++ - - - - +H+ ++ nd
Méthanol - - - ++ ++ +++ - - - +++ ++ nd
EcB
Acétone - - - +++ ++ +++ - - - ++ ++ n.d
Ethanol - - - ++ ++ ++ - - - + + n.d
M¢éthanol - - - ++ ++ +++ - - - +++ ++ n.d

- : Aucune activité; + : Activité faible; ++ : Activité moyenne; +++ : Activité forte ;
n.d : activité non déterminée

A-549 : cellules cancer poumon; DLD-1 : cellules cancer co6lon; WS-1 : cellules saines
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Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida . coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 | CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Extraits polaires
Fr
Acétone - - - +++ ++ +++ - - - + ++ nd
Ethanol - - - 4+ ++ 4+ - - - - - n.d
Meéthanol - - - +++ ++ ++ - - - - +++ nd
Thé vert
Acétone - - - +++ ++ +++ + - - +++ ++ nd
Ethanol - - - +++ ++ +++ - - - +++ ++ nd
Meéthanol - - - +++ ++ +++ - - - +++ ++ nd

- : Aucune activité ; + : Activité faible ; ++ : Activité moyenne ; +++ : Activité forte ;

n.d : activité non déterminée

A-549 : cellules cancer poumon ; DLD-1 : cellules cancer cdlon; WS-1 : cellules saines
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Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida E. coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Extraction liquide liquide extrait Fe B

CH,Cl, n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d +++ ++ n.d

AcOEt n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d ++ + n.d

MeOH n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d ++ ++ n.d

H,0 n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d ++ ++ n.d

Frationnement extrait aqueux Fe B

A n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d + + n.d

B n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d + +++ n.d

C n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d + n.d n.d

D n.d n.d n.d ++ n.d +++ n.d n.d n.d + + n.d

E n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d ++ ++ n.d

F n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d +++ - n.d

G n.d n.d n.d +++ n.d +++ n.d n.d n.d +++ n.d n.d

- Aucune activité ; + : Activité faible ; ++ : Activité moyenne ; +++ : Activité forte ;

n.d : activité non déterminée

A-549 : cellules cancer poumon; DLD-1 : cellules cancer colon; WS-1 : cellules saines
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Activités Anticancéreux : Antioxydant Antifongique Antibactérien Antivirale Anti- Activité
testées Résazurine inflammatoire | neuroprotectrice
A-549 | DLD-1 | WS-1 | ORAC | DPPH | Cellulaire Candida E. coli S. aureus Herpes Maladie
CCL- CCL-221 | CRL- albicans HSV-1 Alzheimer
185 1502
Fractionnement de E issu de I’extrait de Fe B (keampférol-3-O-rhamnoside)
E6 nd nd nd +++ nd +++ n.d n.d n.d + n.d n.d
Alcaloides
Fe A n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d +++
FeB ++ +++ ++ +++ n.d +++ +++ - - ++ +++ +++
EcA n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d +++
EcB nd nd nd n.d n.d n.d nd nd n.d n.d n.d +++
Fr n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d +++

- : Aucune activité ; + : Activité faible ; ++ : Activité moyenne ; +++ : Activité forte ;
n.d : activité non déterminée
A-549 : cellules cancer poumon ; DLD-1 : cellules cancer cdlon ; WS-1 : cellules saines
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Les huiles essentielles des feuilles, des écorces et des fruits récoltés lors de la fructification
(stade B) agissent principalement contre les cancers du poumon et du cdlon. Cette activité
anticancéreuse est certainement due au trans-a-bergamotheéne, composé commun aux trois
essences. Mais aussi a la présence du B-élémene (112), composant actif utilis€ en Chine pour
traiter certains cancers (leucémie, tumeur cérébrale cancer du sein, cancer du foie et cancer du
poumon) [Liu Jing, 2011; Zhou H. et al. 2003; Zou L. et al. 2001 Yuan J. et al. 1999; Qian J. et
al. 1999 Zheng S. et al. 1997; Qingdi Q. et al. 2009].Ces huiles essentielles montrent une
1égere toxicité sur les cellules saines. Celle-ci peut s’expliquer en partie par la présence de 1’a-
humulene (15) dont la cytotoxicité a déja été démontrée [Adil el Hadri et al. 2010]. Une étude
d’Arnobio et al. a cependant montré qu’un extrait de N.membranacea n’est pas capable de
causer des dommages aux lymphocytes humains [Arnobio A. et al. 2011]. Les huiles
essentielles présentent également une activité anti-inflammatoire moyenne. Les composés a
priori responsables de cette activité sont principalement 1’a-humuléne [Adil el Hadri et al
2010], le B-caryophyllene [Legault J et Pichette A. 2007] et I’a-pinene [Duke, 1998]. Les huiles
essentielles des feuilles et des écorces au stade A ont une activité antivirale sur le virus de
I’herpes (les autres échantillons n’ayant pas pu étre testés). Néanmoins, aucune activité

antioxydante forte n'ont été révélé au test de ’ORAC (sur les H.E Feuilles et écorces stade A).

Comme les H.E., les extraits apolaires (cyclohexane) ne montrent pas montrent d'activité
antioxydante au test de ’ORAC et sur cellule. L’activité anti-inflammatoire est moyenne. et

I’activité antivirale sur I’herpes est faible.

Les extraits polaires sont riches en polyphénols totaux particulierement les feuilles. Ils sont de
forts antioxydants. (Tests DPPH, ORAC et cellulaire). Cette activité est due a la présence de
polyphénols dans la plante, en particulier de flavonoides, dont les deux glycosylés isolés et
identifiés (kaempférol-3-O-rhamnoside (133) et quercétine-3-O-rhamnoside (89). L’activité
antioxydante du f—caryophyllene (14), a déja été démontrée [Legault J. et Pichette A. 2007]. Le
kaempférol-3-rhamnoside a été ici évalué et s’est révélé étre un antioxydant fort avec une
activité anti-inflammatoire plus ou moins forte ainsi qu’une faible activité antivirale sur
I’herpes. Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres grace a
leur propriété de donneurs d’atomes d’hydrogene disponibles dans les substituants hydroxyles

de leurs groupements phénoliques [Sandhar et al. 2011]. La capacité des flavonoides a donner

des hydrogenes augmente avec 1’augmentation de I’hydroxylation de leurs cycles phénoliques.
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Ainsi, pour le kaempférol, la quercétine et la myricétine, 1’activité antioxydante est croissante
en fonction des groupements —OH de la molécule. Les extraits polaires présentent également
une tres forte activité antivirale sur le virus de I’herpes, agissant sur la protection, 1’absorption,
la réplication et la désactivation du virus. L’activité anti-inflammatoire est notable. Et pour
finir, seul 1’extrait acétone de feuilles stade B, révéle une forte activité antibactérienne sur

Staphylococcus aureus.

Les extraits alcaloides réveélent une activité neuroprotectrice. L’étude mérite d’étre poussée
pour une éventuelle utilisation dans un traitement de la maladie d’ Alzheimer. L’extrait testé (Fe
B) présente également une activité anticancéreuse sur les cancers du poumon, et du c6lon avec
une toxicité moyenne sur cellules saines. Cet extrait est un trés bon antioxydant (ORAC et
cellulaire) et un trés fort agent antifongique sur Candida albicans. On observe également un
pouvoir anti-inflammatoire intéressant et une activité antivirale (Herpes) moyenne. Toutes ces
propriétés sont a priori principalement dues a la boldine (98) [Fernandez er al. 2009,
Backhouse et al. 1994, Jang YY et al. 2000, O’Brien et al. 2006, Jiménez L. et al. 2000,
Speisky H., et al. 1991], mais également a I’actinodaphnine (137) [Hsieh TJ et al. 2006].
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En synthese, Nectandra membranacea est une plante qui présente de nombreuses activités
biologiques :

e Activité antioxydante trés importante quelle que soit la partie de la plante et 1’étude

réalisée (huiles essentielles, polyphénols, et d’alcaloides).

e Activité antivirale principalement des extraits polaires de feuilles et des écorces sur le

virus de I’herpés.

e Activité anti-inflammatoire, moyenne dans les huiles essentielles, meilleure dans les

extraits polaires.

e Activité neuroprotectrice contre la maladie d’Alzheimer, des extraits alcaloides des

feuilles, écorces et fruits.

e Activité anticancéreuse des huiles essentielles et de 1’extrait alcaloides de feuilles sur le

cancer du poumon et du cdlon mais cytotoxiques aussi sur les cellules saines.

e Activité antibactérienne
L’activité bactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de ces membranes. Les
huiles essentielles, les flavonoides, et les alcaloides pourraient induire une fuite d’ions
potassium au niveau de la membrane et par voie de conséquence des 1ésions irréversibles au

niveau de cette membrane. Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort

[Rhayour, 2002].

La variabilité des résultats de ’activité biologique des extraits végétaux peut dépendre de leur
contenu en composés polyphénoliques. Selon Chabot et al. 1992, I’activité microbienne est
liée a la polarité des substances bioactives. Les composés les moins polaires comme les
flavonoides n’ayant pas de groupement hydroxyles OH sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-

vis des agents microbiens que ceux portant le groupement hydroxyle. D’apres Mori et al. 1987,
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les flavonoides trihydroxylés 3°,4°,5’sur le cycle B et substitués en 3-OH sont nécessaires pour

I’activité antimicrobienne.

D’autres travaux [Sarker et al. 2005] montrent que 1’effet d’un extrait est probablement du a la
synergie entre le nombre de composés, lorsqu’ils sont séparés, ils deviennent inactifs

individuellement.

11 faut également se rappeler que I’activité des principes actifs serait aussi liée aux conditions

de séchage et de broyage de la plante [Moussaid et al. 2012].
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ces travaux de recherche ont apporté une forte contribution a 1’étude phytochimique et a la

connaissance du potentiel biologique de I’espece Nectandra membranacea de Guadeloupe.

L’un des objectifs de la présente étude était la recherche de nouveaux composés naturels,
d’intérét. Les extraits provenant de différentes parties de Nectandra membranacea (feuilles,
écorces et fruits) récoltées lors de la germination (stade A) et de la fructification (stade B), ont
¢été évalués a I’aide de méthodes de criblages chimique et biologique qui ont permis de mettre

en évidence les plus intéressants au niveau de I’activité biologique.

Différentes familles de composés ont été extraites a partir du matériel végétal (terpenes, corps
gras, polyphénols et alcaloides). Les huiles essentielles, se sont révélées riches en composés
sesquiterpéniques et plus particulierement en B-élémene dans toutes les parties de la plante. La
composition chimique des huiles essentielles des feuilles est néanmoins tres différente de celle
des écorces. Plusieurs activités biologiques des huiles essentielles ont été mises en évidence
pour les différentes parties de la plante (anticancéreuse, antioxydante, anti-inflammatoire,

antivirale).

L’analyse des composés apolaires a montré une tres faible présence d’acides gras libres dans
les différentes parties étudiées, souvent moins de 2% dans les extraits hexane. Les acides
myristique, palmitique, linoléique, oléique, et stéarique ont été identifiés. A ce niveau, il
n’existe pas de différences notables entre les compositions des parties aux deux stades de
récolte. Des traces des sesquiterpenes identifiés dans les huiles essentielles sont également
retrouvées dans la partie lipidique. Les principales activités biologiques mises en évidence dans
notre étude au niveau de ces extraits, sont les activités anti-oxydante et anti-inflammatoire, plus

particulierement dans les feuilles (stade B) et les fruits.

L’extraction des composés polaires réalisée a 1’aide de trois solvants (éthanol, méthanol et
acétone) suivie d’un dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, a
montré une grande richesse en polyphénols des différentes parties de la plante, plus
particulicrement au niveau des feuilles dont la teneur des extraits s’est révélée deux fois plus

importante que celle des feuilles de thé vert. Nous avons pu logiquement mettre en évidence
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une activité antioxydante trés marquée, certains extraits étant comparables a la quercétine ou au
trolox. Les écorces ont montré une activité antivirale particuliecrement importante contre
I’herpes, celle des feuilles bien que moindre, reste notable. Les fruits se sont révélés anti-

inflammatoires.

Sur la base des résultats obtenus lors du criblage biologique, les feuilles récoltées au stade B
ayant montré un fort pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire, cet extrait a été sélectionné

pour une investigation phytochimique approfondie.

Une chromatographie liquide a permis d’isoler sept fractions notées de A a G. Le suivi de
I’activité antioxydante a montré que cette derni¢re est forte pour toutes les fractions. Les

fractions E, F, G ont également révélé une activité anti-inflammatoire.

Deux flavonoides glycosylés de la fraction E, isolés pour la premiere fois dans ’espéce, ont été
identifiés. Ils ont montré une activité antioxydante. Il s’agit de la quercétine-3-O-rhamnoside et

du kaempférol-3-O-rhamnoside.

Une analyse GC-MS a permis de mettre en évidence dans cet extrait enrichi en polyphénols la
présence de onze alcaloides identifiés par comparaison de leur spectre de masse avec des
standards. Il s’agit de la boldine, la réticuline, la N-méthyllaurotétanine (présente aussi dans
I’extrait d’écorces stade B), la domesticine, la N-éthyl-5,6-diméthoxy-3-méthyl-2-(4’-
méthoxyphényl)-1H-indole, la 11,12-dihydro-2,3,8,9-tétraméthoxy-1H-indolo-
[2,1,a]isoquinoline, la 6,9,10-triméthoxy 12 H-benz [6,7] oxeprino-2,3,4-isoquinoline, la
nanténine, I’actinodaphnine, la bulbocapnine et la 1,2,3,4-dététrahydronorrecticuline (ou 1,1-
diméthyl-1,2,3,4-tétrahydro-6,7-isoquinolinediol). Les sept derniers composés sont pour la

premicre fois identifiées dans le genre Nectandra.

Une extraction spécifique des alcaloides a partir des différentes parties de la plante a permis de
mettre en évidence cinq alcaloides supplémentaires dans les feuilles, soit un total de seize dans
les écorces et les feuilles. L’extrait de fruits ne contient pas d’alcaloides. Les molécules
extraites uniquement des feuilles sont 1’isoboldine et pour la premiere fois dans le genre, la
salsoline, isodomesticine, le 1-[(3-hydroxy-4-méthoxyphényl) méthyl)]-6-méthoxyisoquinolin-

7-ol et la N-méthylcrotonosine.
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Deux autres alcaloides sont identifiés par GC/MS, pour la premiere fois chez Nectandra, dans
un extrait enrichi en polyphénols, il s’agit du norboldine et du 4,5,6,6a-tétrahydro-1,9-
dihydroxy-2,10-diméthoxy-benzocycloheptano(2,3.4,1,j] isoquinoline.

Si les 18 alcaloides ont été identifiés par comparaison de leurs spectres de masse, trois
composés isolés des feuilles ont été analysés par méthodes spectroscopiques combinées. Il
s’agit de la N-méthylcrotonosine, de I’isoboldine, et de la N-méthyllaurotétanine. Identifiés

aussi pour la premiere fois dans le genre.

Parmi ces 18 structures, on distingue 9 de type aporphines, 1 proaporphine, 6 isoquinoléines et

2 indolo-isoquinoléines. 13 d'entre elles sont identifiées pour la premiere fois chez Nectandra.

Les extraits alcaloides ont montré un effet neuroprotecteur pour la maladie d’Alzheimer, qui
reste modéré comparé au facteur de croissance GDN, la référence utilisée pour ce test. Les
résultats obtenus nous ont cependant amenés a faire un fractionnement dans le but d’augmenter
le pouvoir neuroprotecteur et d’identifier la molécule chimique qui pourrait &tre

neuroprotectrice.

Nectandra membranacea s’est révélée étre une espece plus riche en alcaloides qu’en
polyphénols. Des huiles essentielles et des lipides ont également été extraits de la plante et
analysés. Les différentes activités biologiques testées ont donné des résultats tres intéressants

qui pourront étre valorisés dans les milieux pharmaceutiques et cosmétiques.

Les premieres applications pharmaceutiques et cosmétiques qui pourraient €tre envisagées
concernent le virus de I’herpes. Le domaine neuroprotecteur contre la maladie d’Alzheimer
mérite d’€tre approfondi. Nos extraits ouvrent une nouvelle voie d’exploitation notamment

concernant I’identification des molécules neuroprotectrices.
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MATERIEL ET METHODES

15. Matériel

15.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de feuilles, écorces, fruits, récoltés lors de deux périodes

du cycle de floraison de la plante :

e la germination qui correspond au stade A
e la fructification, le stade B.

Le matériel végétal est récolté a Duquerry, a Petit-Bourg (Guadeloupe). Un spécimen est

déposé a I’herbier de I’Institut National de Recherche Agroalimentaire (INRA, Petit-Bourg).

15.2. Extractions

L’ensemble des méthodes chromatographiques utilisées est présenté ci-dessous.

La chromatographie sur couche mince (CCM) est utilisée pour le suivi et le contrdle des
purifications des produits analysés. Les plaques utilisées pour la réalisation des CCM ont un
support en verre ou en aluminium, (SiliaPlate Silicycle Ultrapure Silica Gels), recouverte de gel
de silice 60 F254, 250 um (20 X 20 cm). Les échantillons sont préparés a la concentration de
10mg/mL. 40 uL de chaque échantillon est déposé.

Les CCM préparatives sont en verre et recouvertes de gel de silice PLC Silica Gel 60 F-254 (20
X 20 cm) et d’épaisseur Imm (Merck KGaA). Différents systeémes d’élution sont utilisés pour

les différentes classes de composés étudiés :

e AcOEt-HCOOH-AcOH-H,O (100-11-11-20) et (100-11-11-27)
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e CHCIl3-MeOH (5-1) et (26-14)

La vaporisation des réactifs chimiques sur les CCM permettent de compléter les observations
visuelle sous lampe UV a 254 nm et 365 nm. Le réactif utilisé permet de mettre en évidence

des constituants ou classe de constituants présents dans un extrait.
Les révélateurs de molécules utilisés dans ce travail sont :

e le réactif de Draggendroff pour les alcaloides qui apparaissent sous forme de taches
oranges.

e I’acide sulfurique 20% dans méthanol, pour tous les composés phénoliques et autres
composés : plusieurs colorations sont visibles en fonction du type de composés.

e Le réactif Neu ou NP/PEG utilisé pour révéler les flavonoides. Pour la préparation, il
faut une solution d’acide amino-2-éthyldiphénylborique (1g dans 100 ml de méthanol)
et une solution de PEG (5g dans 100 ml d’éthanol). La solution d’acide est pulvérisée
puis la solution de PEG. La plaque est ensuite chauffée a 110°C pendant 2 minutes
environ. On observe a la lampe UV 365 nm, les flavonoides qui apparaissent sous forme

de taches fluorescentes jaunes, vertes ou orange.

Apres révélation, les substances peuvent €tre identifiées en calculant la valeur du rapport

frontal (Rf) qui peut etre comparée a celle de la littérature ou a celles des étalons.

distence percourus par Méechantillon

Cette valeur correspond a Rf =

distancs parcourus par le front de solvant

Deux types de chromatographies sur colonne ouverte sont utilisés : sur gel de silice et sur

Diaion HP 20 : chromatographie d’adsorption.

La chromatographie sur colonne ouverte, de diametre choisi selon la masse du produit a
purifier est remplies de gel de silice, silicycle ultra pure Silica Gels SiliaFlash® G60 référence
de granulométrie comprise entre 60 et 200 um. Pour une bonne séparation, 50 fois le poids de
silice par rapport au poids de I’échantillon a étudier est utilisé. Le mélange a purifier est déposé
sur la silice et élué avec un gradient de solvants de polarité croissante déterminée préalablement

sur plaque CCM.
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La chromatographie d’adsorption permet un débit d’¢lution rapide. C’est une résine de type
acrylique basé sur une matrice polymere de type gel constitué de styrene-divinylbenzene
(Diaion HP-20). Utilisée pour les composés hydrophobes tels que les antibiotiques, les
biomolécules. Il dispose d’une fonctionnalit¢ d’amine tertiaire a haute efficacit¢ de
régénération. La matrice polymere acrylique assure une bonne stabilité chimique et une bonne
résistance. La taille des particules est de 250-850um, la taille des pores est d’environ 1,30
volume poreux mL par gramme dont ’aire de la surface est de 500m?/g et la densité de 1,01

g/mL 2 25°C.

15.3. Chromatographie

D’autres techniques de chromatographie sont utilisées pour la séparation des composés.

La chromatographie liquide haute pression performance couplée a la détection UV -visible
a barrettes diode (HPLC/DAD/UV). Les diverses fractions obtenues a partir de ’extrait
végétal sont ainsi analysées. Ces analyses sont réalisées sur un systtme VARIAN PROSTAR
model 335, composé d’un dégazeur (degassit Metachem DC 24V, 1A), de pompes quaternaires
(Quat Pump model 335), d’un passeur d’échantillons (Autosampler Model 410 Varian Prostar)
et d’un détecteur a barrettes diodes (DAD).

La chromatographie liquide ultra performante couplée a la spectrométrie de masse
UPLC-MS (Modele 1100 series Agilent). Cette technique permet d’analyser la composition de
mélange complexe et est muni d’un dégazeur a membrane, d’une pompe quaternaire Sml/min et
d’un injecteur automatique. Il comprend aussi un détecteur UV-DAD. Le MS est de la marque
Agilent 1100 Serie LC/MSD avec source APCI (ionisation chimique a pression

atmosphérique).

La chromatographie liquide a haute performance préparatif (HPLC-PREP) permet d’isoler
les composants d’un mélange simple. Les analyses sont réalisées sur une HPLC modele 1100
séries Agilent avec le logiciel Purify software pour la préparative, comprenant deux pompes
hautes puissances 100 ml/min, un injecteur automatique, un détecteur UV et un collecteur de

fractions.
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La chromatographie gazeuse a spectrométrie de masse GC-MS utilisée est de la marque
Agilent Technology 7890A avec un systéme a injecteur automatique. Le MS de marque 5975C
inert XLEI/CI MSD Triple-Axis Detector avec double source EI (ionisation électronique) et CI

(ionisation chimique).

Les solvants utilisés sont des solvants commerciaux de qualité technique pour les analyses :
cyclohexane, méthanol, éthanol, chloroforme, acide formique. Pour ’HPLC, les solvants sont

de grade HPLC : méthanol et acétonitrile. Nous avons également utilisé de 1’eau milliQ.

15.4. Analyses physicochimiques

Les lampes UV de marque BIOBLOCK Scientific aux longueurs d’ondes suivantes A = 254 et
365 nm (220 V, 50 Hz) sont utilisées pour révéler les plaques CCM.

Les échantillons sont dissous dans le méthanol et mesurés a partir d’un spectrometre Ultra-
Visible, VARIAN Cary 50 BIO pour I’activité antiradicalaire et pour 1’é¢tude du dosage de
polyphénols totaux.

La spectrometrie infra-rouge (IR) a été utilisée pour réaliser les spectres IR des composés.
L’appareillage est de marque PerkinElmer, Spectrum 65, FT-IR spectrometer. Les analyses
sont effectuées sur une pastille de NaCl. Le solide est dilué dans de I’acétone et déposé sur la
pastille de NaCl a I’aide d’une pipette pasteur puis séché. Le spectre est enregistré entre 450 et

4000 cm™.

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est la méthode utilisée pour
I’identification des composés naturels isolés. Les solvants deutérés utilisés pour les mesures

RMN sont CDCls, DMSO-d6, Acétone-d6, méthanol.

Le DEPT 135 est une technique qui permet de mettre en évidence tous les carbones de la

molécule. Elle met en évidence les carbones primaires CH3, secondaires CH; et tertiaires CH.

Des mesures bidimensionnelles sont effectuées COSY, HSQC et HMBC. Les séquences multi-
implusionnelles (Sadler et al.1988) aboutissent a 1’obtention de figures de corrélation qui

favorisent I’interprétation sans équivoque des spectres monodimensionnels et qui permettent
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I’établissement de la séquence de la chaine osidique et de la position des liaisons

hétérosidiques.

Parmi ces procédés, la COSY 'H-'H (Corelation Spectroscopy) qui permet de mettre en
évidence les couplages *J et °J et de les distinguer d’aprés I’orientation des taches de

corrélation vis-a-vis de la diagonale (Siddiqui et al. 1992) a été utillisée.

L’expérience HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) permet de mettre en évidence
le couplage 'J (.c) entre les carbones et les protons auxquels ils sont liés (Muller et al. 1979).
Toutefois, elle ne permet pas d’observer les déplacements chimiques des atomes de carbones

quaternaires.

L’expérience HMBC (Hetronuclear Multiple-Bond Connectivity) met en évidence les
couplages longues distances hétéronucléaires 2J(H_c) et 3J<H_C) et permet de déduire les carbones

quaternaires couplés aux protons (Bax et al. 1986)

Les mesures RMN ont été effectuées sur spectrometre Modele Avance 400 MHz Brucker, dont
le champ magnétique est de 9,4 T résonance du proton a 400 MHz. Sonde QNP sensible a

quatre noyaux 'H, °C, "°F, *'P. Piloté par le logiciel « Team Viewer 8 (Xwin-NMR version) »

Le bain a ultrasons de marque VWR Ultrasonic Cleaner est utilisé pour les extractions sur les

matieres végétales étudiées.

Une étuve MEMMERT Type VL 50 (220V, 50/60 HZ, 2800 W), est utilisée pour sécher le

matériel végétal.

Le Lyophilisateur utilisé est un modele FreeZone (Labconco) qui permet de lyophiliser

plusieurs échantillons a la fois.

15.5. Souches bactériennes

Le suivi-bio guidé, qui s’inscrit dans la démarche adoptée, a été fait grace aux différents tests

biologiques suivants :
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Candida albicans est une levure faisant partie de la flore commensale gastro-intestinale,
buccale et vaginale de I’étre humain. Ce champignon microscopique peut cependant devenir
pathogene chez les personnes dont les mécanismes de défense sont déficients, comme par
exemple chez les patients du SIDA. Les résistances du microorganisme a [’arsenal
thérapeutique existant étant de plus en plus nombreuses, il est nécessaire d’identifier de

nouveaux composés toxiques pour cette levure.

S0 pm

Figure 171 : Candida albicans sur lame [Y Tambe, 2005]

Escherichia coli, notée E. coli, appelé colibacille est une bactérie intestinale des mammiferes
trés commune chez 1’é€tre humain. Elle compose 80 % de notre flore intestinale. Certaines
souches d’E. coli peuvent étre pathogenes entrainant alors des gastro-entérites, infections

urinaires, méningites ou Sepsis.

Figure 172 : Grossissement x 10 000 de 1’Escherichia coli [Exic Erbe, 2005]

Staphylococcus aureus (SARM) est caractéris€é par sa résistance a un antibiotique, la

méticilline. Responsable des intoxications alimentaires, d’infections localisées et dans certains
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cas extrémes, des septicémies physiques (greffes, protheéses cardiaques), le S. aureus se

présente comme une coque en amas (grappes de raisin).
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Figure 173: Staphylococcus aureus, Photographier au microscope [Y Tambe, 2005]

Le Laboratoire d’Analyse et de Séparation des Essences Végétales de Chicoutimi (LASEVE)
dispose de nombreuses souches cellulaires. Le tableau suivant présente les différentes cellules

utilisées pour les tests biologiques réalisé€s sur nos échantillons.

Tableau 49 : Cellules souches (LASEVE)

Cellules Sources Organisme Commentaires
A-549 CCL-185 Homo sapiens, Humain | Carcinome pulmonaire
DLD-1 CCL-221 Humain Adénocarcinome colorectal
WS-1 CRL-1502 Humain Fibroblaste cutané
RAW 264.7 TIB-71 Souris Macrophages

16. Méthodes

Une premiere approche a été utilisée pour déterminer de facon qualitative les principales
familles de produits naturels contenus dans le matériel végétal récolté. La détection de ces
familles chimiques de substances naturelles constitue le criblage phytochimique. Puis, des tests
biologiques sont réalisés sur les extraits bruts obtenus. L’isolement des principes actifs s’est fait

ensuite par fractionnement bioguidé. Ces principes actifs font partis de groupes chimiques tres
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divers : alcaloides, flavonoides, composés phénoliques ou mélanges complexes: huiles

essentielles, acide gras.
16.1. Criblage chimique

Il s’agit de déterminer les groupes chimiques présents dans chacune des parties de la plante
récoltée. Cette étude se base sur la formation de complexes insolubles (réaction de

précipitation) ainsi que sur la formation de complexes colorés (réaction de coloration).

Protocole Alcaloides

Quatre tests fondés sur la capacité des alcaloides a se combiner avec les métaux lourds ont été

effectués dans différents milieux acides et basiques.

Milieu acide (non spécifigue aux alcaloides) test 1

1 g de poudre végétale est mis a macérer avec 10 ml d’acide chlorhydrique pendant quelques
minutes dans un tube a essai. Apres filtration, 1 ml de filtrat est prélévé dans des tubes a
hémolyse afin de réaliser les tests de Draggendorff et de Valser-Mayer fournis a respectivement
une coloration orangée a rouge et un blanc jaunatre pour chaque test, on ajoute 5 gouttes de

réactif.

Le test est positif s’il y a un précipité dont I’intensit¢ doit étre appréciée. Un précipité
n’implique pas forcément la présence d’alcaloide, celui-ci pouvant étre produit par divers corps
(chlorures, amines diverses, protides solubles etc...). Il est donc nécessaire de confirmer la

présence d’alcaloides par une extraction en milieu alcalin.

Milieu acide (non spécifique aux alcaloides) test 2

5 grammes de poudre végétale sont mis a macérer pendant 30 minutes avec 30 ml d’HCI 1IN
dans un tube a essai. Apres filtration, ajouter 5 gouttes de réactif de Draggendorff ou de réactif
de Valser-Mayer ou réactif de silico-tungstique dans 1 ml de filtrat selon le test. Le test est

positif s’il y a un précipité dont I’intensité doit étre appréciée.
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Milieu basique (spécifique des alcaloides) test 1

Dans une fiole, mouiller 5 a 10 g de poudre avec 1 ml d’ammoniaque IN, ajouter 30 ml de
mélange de solvant, éther-choroforme (3-1), boucher et laisser macérer 24 heures en agitant.
Filtrer et épuiser le filtrat par 10, 5 et 5 ml de solution d’acide chorhydrique 2N. Les tests sont
faits sur 1 ml de la phase aqueuse dans des tubes a hémolyse en ajoutant 5 gouttes de réactif

(Draggendorff, Valser-Mayer ou silico-tungstique).

Milieu basique (spécifique des alcaloides) test 2

Dans une fiole, mouiller 5 a 10 g de poudre avec 1 ml d’ammoniaque 1N. Ajouter 30 ml de
mélange de solvant, éther-choroforme (3-1), boucher et laisser macérer 24 heures en agitant.
Filtrer et épuiser le filtrat par 10, 5 et 5 ml de solution d’HCI 2N. Les tests sont faits sur 1 ml de
la phase aqueuse dans des tubes a hémolyse en ajoutant 5 gouttes de réactif (Draggendorff,

Valser-Mayer ou silico-tungstique).

Protocole : Polyphénols

Préparation de l'infusé 1 : Mettre 20 g de poudre végétale dans 200 ml I’eau bouillante dans un

erlenmeyer, boucher, puis laisser infuser 20 minutes. Filtrer apres refroidissement.

Préparation de 'infusé 2 : Mettre 5 g de poudre végétale a bouillir avec 100 ml d’eau. Filtrer

apres refroidissement.

Les phénols

Dans un tube a hémolyse, mélanger 2 ml d’infusé 1 et 1 ml de FeCl; a 3% dans une solution

d’HC1 0,5 N. Le résultat est positif pour une coloration bleue virant au noir.

- Les flavonoides (1)

Me¢élanger dans 1’ordre, les 3 réactifs : 2 ml d’infusé (1), 2 ml d’HCI1 37% (0,IM) et 0,2 g de

magnésium en poudre. Le résultat est positif pour la coloration orangée ou rouge.
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- Les flavonoides (2)

Cette réaction dite de la « cyanidine » consiste a traiter les solutions hydroalcooliques de ces
pigments en milieu acide chlorhydrique par le magnésium. Dans un tube a essai, mélanger 5 ml
d’infusé (2), 5 ml d’HCI 37% (0,1M), et 0,5 g de magnésium puis faire glisser 1 ml d’alcool iso

amylique doucement sur la paroi du tube, il doit surnager.

Les colorations :

e Orangée = flavones
e Rouge-cerise = flavonols
e Rouge-violacée = flavanones

La réaction est négative avec les chalcones et les isoflavones.

Protocole : Triterpénes et Stérols (1)

Agiter pendant 20 minutes 5 g de poudre végétale et 25 ml de chloroforme. Filtrer et concentrer

le filtrat.

e A 3 ml du filtrat, ajouter 1 ml d’anhydride acétique puis 1 ml d’acide sulfurique. La

réaction est positive si la coloration rouge-brune vire au brun-violacé.

e A 1 ml du filtrat, ajouter 1 ml d’acide chlorosulfonique. La réaction est positive si la

coloration est rouge-violacée.

o Les triterpénes et les stérols (2)

Faire macérer 1 g de matiere végétale avec 20 ml d’éther dans un flacon fermé pendant 24
heures. Filtrer et évaporer a I’air. Dans le résidu ajouter 2 gouttes I’anhydride acétique puis 1

goutte d’acide. La réaction est positive si la coloration mauve vire au violet
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e Les anthocyanes

Dans un tube, mélanger dans 1’ordre les 3 réactifs : 2 ml d’infusé 1, 2 ml d’HCI 0,1M et
quelques gouttes d’ammoniaque concentrée. Le résultat est positif pour une coloration rose-

rouge virant au bleu-violacé.
e Les flavanes

Me¢élanger 2 ml d’infusé 1 a quelques gouttes de vanilline 2% dilué dans I’acide chlorhydrique

concentré. La réaction est positive pour une coloration rouge.
¢ Les proanthocyanidols

Me¢élanger 2 ml d’infusé 1 a 2 ml d’acide chlorhydrique concentré dans un tube a essai, qui sera
placé dans un bain marie bouillant pendant 5 minutes. La réaction est positive pour une

coloration rouge.
e Les coumarines

Dans un tube a essai, mettre 1 a 2 g de poudre et 1 ml d’eau. Placer un papier imprégné de
soude 0,2 N dans la partie supérieure du tube. Placer ensuite le papier sur une lampe UV. La

réaction est positive pour une fluorescence jaune.
¢ Les saponosides

Dans un tube a essai de 160 mm de diametre : agiter 15 ml d’infusé 1 pendant 10 secondes a
I’horizontale et laisser au repos 10 minutes. Noter la hauteur de la mousse en mm, s’il y a eu de

la mousse.
e Les tanins

5 ml d’infusé 2 sont mis en présence de quelques gouttes d’une solution de FeCls a 1%. Une
coloration pale indique une faible teneur en tanins (<0,1% — +) ; une coloration franche avec
faible précipité, une teneur (< 2% — + +); enfin une couleur foncée accompagnée d’un
précipité abondant est signe d’une teneur élevée en tanins (pouvant aller jusqu’a 50 a 70% — +

+ +). Coloration bleu-noire : tanins galliques.

e Coloration brun-verte : tanins catéchiques

La réaction de la gélatine salée sur I’infusé permet de confirmer le résultat.
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5 ml d’infusé 2 sont additionnés de 5 ml de gélatine a 10%. On dissout le chlorure de sodium
dans I’eau distillée a chaud et on ajoute la gélatine. La solution limpide s’obtient par agitation
fréquente au bain-marie. La rapidité avec laquelle se produit la floculation donne une indication

sur ’importance de la teneur en tanins du décocté étudié.
e Les dérivés anthraquinoniques

- Les anthraquinones libres

Epuiser 2 ml d’infusé 1 par 5 ml de chloroforme et ajouter 0,5 ml d’ammoniaque 1N a la phase

organique. Le résultat est positif si la phase aqueuse devient rose.

- Les hétérosides anthraquinoniques

Me¢élanger 2 ml d’infusé 1, 0,5 ml d’acide sulfurique 2N et 0,5 ml de FeCl; a 5%. Mettre le
mélange au bain-marie bouillant pendant 30 minutes. Apres refroidissement, épuiser le
mélange par 5 ml de chloroforme. Ajouter 0,5 ml d’ammoniaque a 10% a la phase organique.

Le résultat est positif si la phase aqueuse devient rouge.

- Les quinones

Humecter 1g de poudre végétale avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique 0,2 N, ajouter 5
ml de mélange de solvant éther-chloroforme (3-1). Laisser macérer 24 heures dans une fiole

fermée. Filtrer.

e A 2 ml de filtrat, on ajoute 2 ml de la solution de soude a 0,1 N. Le résultat est positif si

la coloration vire du rouge au violet.

e Evaporer a I’air 5 ml de filtrat, ajouter au résidu quelques gouttes d’éthanol, et d’acétate

de nickel 5%. Résultats :

e Coloration bleue + précipité = benzoquinones
e Coloration violette = naphtoquinones

e Coloration rouge = anthraquinones
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¢ Les hétérosides cyanogénétiques

Dans un tube, mélanger 1 a 2 g de poudre et 5 a 10 gouttes de toluene, boucher en coingant a
I’intérieur le papier imprégné de réactif picro-sodé. Placer le tube au bain-marie a 35°C pendant
une nuit. Mettre le papier coloré en jaune clair en présence de vapeur d’acide cyanhydrique. Le

résultat est positif si la coloration est rouge.

16.1.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de Nectandra membranacea a été réalisée par

hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger.

M, g de matiere végétale fraiche est introduite dans un volume V d’eau, I’ensemble est porté a
ébullition pendant 8 heures. Les vapeurs chargées d’essences, traversent le réfrigérant, se
condensent et tombent dans un tube gradué pour décanter. L’eau et I’extrait volatil se séparent
par différence de densité. L’huile essentielle est séchée sur du Na,S04, puis conservée dans un

tube scellé sous azote et conservée a 4°C.

Tableau 50 : Masse de matieres végétales fraiches récoltées

Partie de la plante M, : masse végétale (g) V : volume d’eau
Feuilles * 1151,83 g 3,00 L
Feuilles 235320 g 5,80 L
Ecorces ? 1064,50 g 2,00 L
Ecorces " 1474,60 g 1,50 L
Fruits 151,60 g 0,13 L

16.1.2. Extraction des composés non-volatils

La méthode utilisée pour nos extraits est basée sur I’extraction par ultrasons. C’est une méthode
simple, efficace, facile 2 mettre en oeuvre et peu coliteuse. Elle permet une augmentation du
rendement d’extraction et une accélération de la cinétique par rapport a une extraction

classique.
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Cette méthode permet de travailler a des températures relativement basses et d’éviter la
thermodestruction des composés. La nature de la matrice végétale est dépendante du rendement
et de la cinétique d’extraction. La filtration est une étape limitante lorsque 1’étude est réalisée

sur de grandes quantités.

Matérielvégétal sec
enpoudre2,5g

Ajoutde 50 ml de

solvant
Ultrasonsa130 KHz | Ajoutde 50 mlde
ExtractionX 2 pendant 10 min solvant

Centrifugation 35000 g
pendant10min

Filtration sur papier filtre

I I

Marc Filtrats rassemblés Marc

I

Concentration par
évaporateur rotatif

Figure 174: Schéma du protocole d’extraction des polyphénols

L’extraction a été réalisée sur 50 g de matiere végétale pour les feuilles, écorces et fruits. La
matiere végétale subit d’abord un dégraissage au cyclohexane, puis I’extraction est réalisée de

fagcon non successive a I’aide des solvants suivants : acétone, méthanol, éthanol.

Préparation de 1’extrait pour 1’isolation des polyphénols.

L’extrait le plus actif est concentré sous pression réduite puis dissout dans de 1’eau distillée.
Une extraction liquide-liquide est réalisée a 1’aide des solvants suivants : tout d’abord au
dichlorométhane afin de récupérer les composés apolaires suivi de 1’acétate d’éthyle pour

concentrer les composés polyphénoliques puis un rincage au méthanol.
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Les CCM des différentes fractions sont réalisées. La fraction aqueuse est chargée sur une
colonne Diaion HP-20 et éluée avec 100% d’eau distillée puis avec un gradient de 30, 50, 80 et
100% de MeOH. Les fractions éluées possédant les mémes motifs sur CCM sont regroupées.
La séparation finale des polyphénols par HPLC-préparative munie d’une colonne C18 en phase

inverse éluée avec un gradient ACN/H20 acidifié 0,1% HCOOH.

16.2. Méthode de séparation

16.2.1. Huiles essentielles (GC/MS, GC/FID)

Les analyses de la composition chimique des huiles essentielles ont été réalisées au
Laboratoire LASEVE (Québec, Canada) par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse MS. Les résultats ont été confirmés par chromatographie en phase

gazeuse couplée a un détecteur d’ionisation de flamme FID.
Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle par GC/MS et GC/FID.

L’analyse des constituants volatils est déterminée par chromatographie gazeuse GC sur
Hewlett-Packard 6890 (détecteur FID) équipé d’une colonne polaire Supelcowax 10 (30
mx0,25 mmx0,25um) et d’une colonne apolaire DB-5 (30 mx0,25 mmx0,25um). Les analyses
par GC-MS ont été réalisées sur un spectrometre de masse Hewlett-Packard 5972 a 70 eV
Hewlett-Packard 6890 couplé a une HP 6890 équipé d’une colonne DB-5 (la méme que
précédemment). Le programme de température est de 40°C pendant 2 min, puis un gradient de
température de 2°C/min jusqu’a 210°C et enfin un palier pendant 33 min. Pour I’injection (split
injector), SmL d’huile essentielle est diluée dans 500 mL d’hexane, et 5 uL de la solution de

dilution est injectée.
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16.2.2. Extrait apolaire GC/MS et GC/FID

Préparation des extraits bruts pour analyse en GC/MS et GC /FID

Environ 500 mg d’extraits bruts sont pesés dans un vial ambré de 25 ml puis dilués dans un
volume minimal de dichlorométhane. Afin d’enlever la chlorophylle, du charbon activé est
ajouté (méme quantité que le matériel organique solubilisé) puis filtré sur papier n° 4. Les

échantillons sont évaporés puis mis sous vide.

Tableau 51 : Masse de produit apres passage au charbon activé

Parties étudiées Masse en g pesée dans un vial Masse apres passage sur charbon
de 25 mL activé
Fruits 0,4756 0,1242
Feuilles * 0,5482 0,3116
Feuilles " 0,5077 0,2689
Ecorces? 0,6653 0,0706
Ecorces " 0,3432 0,0824

N

Environ 5mg de I’échantillon sont pesés pour procéder a la méthylation : activation du
dchlorométhane avec le diazométhane, puis 300 a 400 uL de ce solvant est rajouté dans le vial
de 1,5 ml contenant 1’échantillon a méthyler. La solution est solubilisée a I’ultrason pendant

quelques minutes. Afin de quantifier, 300 pL d’un standard interne est rajouté.

La solution du standard interne est préparée comme suit : a 1’aide d’une micropipettte, 40 pl
caprate de méthyle (décanoate de méthyle), est placé dans une fiole jaugée de 10 ml, puis

complété avec le dichlorométhane CH,Cl, (densité du caprate de méthyle : 0,8730 g/mL).

Préparation des blancs : Les deux blancs sont analysés par GC/FID et par GC/MS suivant le

protocole utilisé.

Blanc 1 : Dans un vial ambré de 25 ml, placer 10 ml de CH,CL,, et ajouter 2 pointes de spatule
de charbon activé. Agiter quelques secondes, et filtrer sur papier n°.4. Evaporer le solvant
jusqu’a 1 ml. 300 pl de ce solvant et 300 ul du standard interne préparé précédemment sont

rajoutés.
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Blanc 2 : Avec le montage et les réactifs pour la méthylation avec le diazométhane, 7 ml de
CH,Cl, sont traités. Puis, 300 pul du CH,Cl, traité au diazométhane sont ajoutés a 300ul du

standard interne préparé précédemment.
Analyse des extraits bruts pour analyse en GC/MS et GC/FID

La procédure d’analyse utilisée en GC/MS/FID est la méme que celle appliqué pour les huiles

essentielles. Seule la programmation de la température de 1’enceinte thermostatée est modifiée.

Température initiale du four : 40 °C pendant 2 min.
Vitesse de chauffage du four de 40 a 210 °C : 2°C/min.
Température stationnaire a 210°C pendant 33 min.
Vitesse de chauffage du four de 210 a 260 °C : 10 °C/min.
Température finale du four a 260 °C pendant 25 min.

Temps total pour la chromatographie : 150 minutes.

16.2.3. Polyphénols HPLC/DAD-MS

La colonne chromatographie analytique utilisée est de la marque VARIAN Microsorb 100 C18,
de dimensions 100 X 4,6 mm et la taille des particules de 3um. La phase mobile est un gradient
d’acétonitrile dans 1’eau acidifiée a 1’acide formique 0,1%. La concentration des échantillons
est de 10 mg/mL. Avant analyse, I’échantillon est filtré a travers un filtre PTFE 0,45um. Le
volume d’échantillon injecté est de 20 puL. Les chromatogrammes sont enregistrés en UV
visible par un détecteur a barrettes diodes entre 200 et 800nm. Les longueurs d’onde de
visualisation sont : 280, 360, et 520 nm. Le temps d’analyse est de 45 min avec un débit de

1ml/min.

16.2.4. Alcaloides HPLC/DAD, GC/MS

L’analyse en HPLC/DAD est réalisée sur une colonne PHENOMENEX Luna Sum PFP 100 A
(250 X 10 mm). La phase mobile est composée d’un mélange d’un tampon phosphate de
concentration 0,02 M ajusté¢ a pH 4,5 avec une solution ammoniacale, d’acétonitrile et de

méthanol (390/104/9). Le temps d’analyse est de 40 min et le débit de 3ml/min avec un volume
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d’injection de 10 pL. Les longueurs d’onde d’analyse sont 200 et 254 nm. Ces analyses

permettent d’obtenir un profil chromatographique et une premicre séparation des extraits.

L’analyse en GC/MS des extraits bruts d’alcaloides est réalisée sur une colonne Agilent
Technologie de 30 m avec un diametre interne de 0,25 mm, de taille 0,25 um (serie US
6576616H). Les conditions d’étude sont les suivantes : le four est chauffé de 60 °C pendant
2min a 320 °C (15 min) (rampe 3°C/min), I’injecteur (inlet) 250°C et le split 50°C. Le volume

d’injection est de SuL et débit, constant, est de 1ml/min.

Séparation par chromatographie ouverte sur colonne de silice de I’extrait alcaloide de

feuilles

1,3113 g de I’extrait brut alcaloides de feuilles est séparé sur 150 g de silice (Silicycle 40-

63uM). La colonne est conditionnée avec la silice et 500 ml de chloroforme.
L’¢lution se fait dans les conditions suivantes :

Systeme CHCl3;/MeOH Volume (L)

40:1 11

35:1

30:1

20:1

1:1
Rincage MeOH 0,5
Rincage MeOH + 2% 0,5
NH,OH

[ S Ny —

Les CCM de contrdle sont réalisées dans un systeme CHCI;/MeOH 7 :1, révélées sous UV 254

et 356 nm puis au réactif de Dragendorff.
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(a) (b)

Figure 175 : CCM des fractions de la colonne ouverte de silice 254 nm (a), 365 nm (b), réactif
de Dragendroff (c)
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16.2.5. Analyse fractions E et F (HPLC analytique)

5,4 mg de JA sont prélevés et mis en solution dans 540 pL. de MeOH (10 mg/mL) afin d’étre

analysé en LC-MS

Colonne Agilent Zorbax Eclipse XDBC-18
Longueur 250 mm

Diameétre 4,6 mm

Taille Spum

# série USXWO001361

Conditions chromatographiques

Solvant A H,0 + HCOOH (0,1%)
Solvant B ACN + HCOOH (0,1%)
Injection SuL

Débit ImL/min

Température colonne 30°C

Méthode 10% B (5min) —30% B (5min) pendant 30 min
DAD Réf

Longueur d’onde BW. Longueur d’onde BW.

254 nm 100 360 nm 4

MS

Mode Scan Polarité Positif

Masse range

Low 50 High 100 fragmentor | 70 V Gain 1
MS spray chamber

Ionisation mode APCI

Drying gaz flow 50 mL/min

Nebulizer pressure 60 psig

Drying gaz 350 °C
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Vaporizer 350 °C

Capillary voltage

Positif 3000 V

Corona current 4 pA

Chromatogramme obtenu :

TRET &, Sigea o, VIR P T= 30 10 P UL (T b Iy

Figure 176 : Chromatogramme de la fraction JA sur HPLC/DAD

HPLC-préparative

La masse d’échantillon restante soit 96,2 mg est dissoute dans du MeOH a 100 mg/mL puis

injectée sur préparative.

Colonne Agilent Zorbax Eclipse XDBC-18
Longueur 250 mm

Diameétre 21,2 mm

Taille 7 um

# série USAFP01179

Conditions chromatographiques
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Solvant A H,O + HCOOH (0,1%)
Solvant B ACN + HCOOH (0,1%)
Injection 20—-100 uL

Débit 20 mL/min
Température colonne 30°C

10% B (5min) —30% B (5min) pendant 30 min

Réf
Longueur d’onde BW. Longueur d’onde BW.
254 nm 100 360 nm 4

13 injections sont faites et sont rassemblées en 7 fractions selon le chromatogramme suivant :

ISR wnasts 13732

Figure 177 : Chromatogramme de la séparation de la fraction JA sur HLPC préparative

Les fractions sont injectées sur HPLC/DAD dans les mémes conditions que précédemment.
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Les fractions JAA et JAB, dissoutes dans 25 uL. de DMSO, sont analysées par RMN.

Pour I’analyse GC-MS, toutes les fractions sont dissoutes dans du CHCl;.

Colonne Agilent Technologie
Longueur 30 m

Diametre 0,25 mm

Taille 0,25 um

# série US 6576616H

Méthode four

60°C (2min) —320°C (15min) ramp : 3°C/min

Injecteur (inlet) 250°C

Split 50°C

Injection S5uL

Débit Constant 1mL/min
MS

Scan parameter

50 1000

16.2.6. Analyse fraction C (HPLC/DAD)

Colonne Chromolith Performance RP 18°
Longueur 100 mm
Diametre 3 mm
Taille

# série UMO9014
Conditions chromatographiques

Solvant A H,O
Solvant B ACN
Injection SuL
Débit 2 mL/min
Température colonne 30°C
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DAD Réf
Longueur d’onde BW. Longueur d’onde BW.
250 nm 100 360 nm 4
254 nm 4 369 nm 4
360 nm 4

E 20 min

E | 10% B —— 90 % B (5 min)

AL &, Sig=d o, TIa] P =350, P CHE ok T AP RLO T S T AL T Ly

E L1

E

e

E 300

]

E

e o

5 - = 1 = b 1= 1 1fe” s

A la vue de ce chromatogramme, le gradient de solvant choisi doit étre modifié.

Les produits sortant trop tot, nous allons donc diminuer la quantité du solvant B au départ.
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Elution

20 min 1 sec
S%B——=30%B—90%B (5 min)

mAL

2004

100+

S0

Chromatog mmme

TORE K, Slpm 5, 100 P w3 A et CHE O T S LT Sy R oy

T T

s o

La séparation s’améliore mais les pics sortent encore trop tot. Diminution du gradient de départ

a1%.
5 20 min 1 sec
S |1%B——s15%B— 90 %8B (5 min)
TRE &, BT, T T S PP eI A T AR AT S T AT
E 004
E
E
E 100+
g L
E
e o]
8 F 1 -

Une mauvaise séparation est obtenue. Les solvants sont acidifiés avec de 1’acide formique 0,1%

et le débit est diminué a 1mL/min.
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20 min

1 5ec
1% B — 15% B — 90 % B (5 min)

Elution

EREA &, Sl 0, TIP3 i AR SR T AP RO T S R IR E

B0

ED

400

0D

Chromatogramime
§ -

La méthode de séparation n’est toujours pas satisfaisante.
Il s’agirait peut-étre d’alcaloides. Une analyse en GC/MS est donc réalisée.

1,3 mg de D’extrait est dissous dans 1,3 ml de THF et le mélange est chauffé et soniqué afin
d’étre parfaitement soluble. Une solution de diazométhane est préparée en introduisant du
MeOH dans un tube contenant 10 ml de soude a 10% et une pointe de spatule de diazald
dissout dans 10 ml d’éther éthylique. Un courant d’argon barbote dans ce premier tube et
envoie le gaz formé dans un deuxieme tube contenant le méme solvant de dissolution que

I’échantillon soit du THF. Au bout de 2 minutes, le THF est saturé en diazométhane.

500 uL de THF saturé en diazométhane sont additionné a 500 pL de solution de I’échantillon.
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16.3. Méthodes de dosage

16.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton et Ross
1965 avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif, formé d’acide phosphotungestique
H3iPW ;049 et d’acide phosphomolybdique H3PMo,04, est réduit lors de 1’oxydation des
phénols en oxydes bleus de tungstene (WgO,3) et de molybdéne (MogOs). Le dosage des

phénols dans le visible se fait a une longueur d’onde de 750 nm.
Réactifs et matériels :

e Réactif de Folin-Ciocalteu

e Carbonate de sodium a 20 %
e Acide gallique

e Vortex

e Spectrophotometre

Mode opératoire :

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique de
différentes concentrations. A 2370uL d’eau distillée, 30 pL de chaque solution ont été
introduits a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essais, suivis de 1’addition de 150 uL du
réactif de Folin-Ciocalteu. Apres incubation pendant 2 minutes, 450 uL de carbonates de
sodium a 20 % ont été ajoutés, puis les solutions ont été secouées immédiatement puis
maintenues a 1’obscurité pendant 120 minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque

solution a été¢ déterminée a 750 nm contre un blanc sur un spectrophotometre.

Les lectures de la densité optique, a 750 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer
la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. L’analyse quantitative des phénols totaux des

extraits phénoliques a été réalisée par la méme procédure.
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Courbe étalon de 1’acide gallique

La gamme de concentrations est établie en utilisant I’acide gallique comme référence.

Les absorbances respectives mesurées a 750 nm sont représentées dans le tableau.

Tableau 52 : Absorbance de I’acide gallique en fonction de la concentration

Concentration Acide gallique

(mg/L) Absorbance
0 0,0122+/-0,0003
200 0,1581+/- 0,0001
400 0,3509+/-0,0244
600 0,5772+/-0,0021
800 0,7792+/-0,0028
1000 0,9614+/-0,0014

Ci-dessous est présentée la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Cette courbe est établie

avec un coefficient de corrélation R = 0,9969.

Courbe d'étalonnage de l'acide gallique

1.2 y = 0,001x - 0,0151
1 R2 = 0,9969
0,8 -
Sos6 |
«©
E=}
504 -
w
=
< 0,2
o 4 . : : . : ‘
200 400 600 800 1000 1200

'
o
8]

Concentration (mg/L)

Figure 178 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Calcul et expression des résultats :

La quantité de polyphénols totaux contenus dans les extraits est exprimée en mg d’équivalent

d’acide gallique par litre (mg d’EAG/L).

Concentration enmg d'EAG _ (absorbance— b)
L B a
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b = ordonnée a I’origine de la droite d’étalonnage de 1’acide gallique
a = pente de la droite d’étalonnage de I’acide gallique
On peut aussi I’exprimer :

e La quantité de polyphénols totaux en mg d’EAG/g d’extrait sec :

Mg d'EAG Concentration Eﬂ% d'EAG

g d'extrait sec "~ Concentration de l'extrait

e ouen mg d’EAG/g de Matiére végétale séche :

Mg d'EAG  mgd'EAG

= , - ¥ rendement
g de MVS g d'extrait sec

16.3.2. Dosage de I'activité antioxydante : Méthode chimique

16.3.2.1. Test du DPPH (2,2-diphényl 1-pycrilhydrazyl)

Réactifs et matériels

e 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 0,1 mM Aldrich chemistry
e Trolox Acros organics

e Méthanol Sigma

e Spectrophotometre UV/Visible lambda 19 Perkin Elmer.

Mode opératoire

Le test utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Kordali et al (Kordali, Cakir et al.

2005) en y apportant quelques modifications.
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Le test consiste 2 mélanger dans un tube a hémolyse en verre, 3900 ul de solution DPPH" avec
100 pl d’extrait pur ou dilué, ou 100 pul de méthanol (pour le témoin). L’absorbance est
mesurée a 515 nm contre le témoin aprés avoir laiss¢€ incuber la réaction, a 1’obscurité, pendant

le temps déterminé lors des tests préliminaires.

Les absorbances mesurées permettent d’obtenir la gamme étalon du Trolox qui est

tracée de 100 a 200 uM.

Test DPPH du Trolox
1.2 -
1 3
8 08 -
c
@
2 06
o
2
< 04
0,2 ~
0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentration (uM)

Figure 179 : Courbe de I’absorbance en fonction de la concentration en Trolox

Calculs et expressions des résultats :

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre, est estimée par le

pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol.

L’activité antioxydante est exprimée par le tracé de la courbe du pourcentage de 1’activité
antiradicalaire (%AA) en fonction de la concentration en matiere séche (MS) de I’extrait.

Abs échantillon

0p4A =1 — 100

Abs controle -négatif'

ADbSorbance échantilion - absorbance lue apres réaction de I’extrait ou étalon avec le radical DPPH’

ADSorbance controle néoatif - absorbance lue en remplacant I’extrait ou I’étalon par le solvant utilisé.
2
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% Activité antiradicalaire du Trolox

90 | y = 0,058x - 0,826
80 - R2=0,998

% Activité antiradicalaire

D T T T 1
-10 9 500 1000 1500 2000

Concentration (MM/L)

Figure 180 : Courbe d’étalonnage du Trolox

A partir de la courbe % AR = f [extrait], il est possible de déterminer 1’ICs, de la réaction. Les
résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures +/- écart type. La valeur ICsg a été
déterminée pour chaque extrait et est définie comme étant la concentration du substrat qui
cause la perte de 50% de D’activit¢ de DPPH. Autre définition : c’est la concentration de
I’échantillon exigée pour donner une diminution de 50% de 1’absorbance de la solution contrdle

constituée de méthanol et de DPPH.

Les valeurs ICsy moyennes ont été calculées par régression linéaire de trois essais séparés ou
I’abscisse est représentée par la concentration des composés testés et ’ordonnée par 1’activité

antioxydante en pourcentage (Mensor L.L 2001).

C’est la concentration minimale de 1’extrait qui permet d’inhiber 50% du radical DPPH" :

50

pente de la régression linéaire

IC50 =

Pour chaque extrait, I’activité anti radicalaire est exprimée en mg d’ET/g d’extraits sec :

. o, . IC50 référence
mgd'ET/g d extrait sec = — = 1000
IC50 extrait
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ou en mg d’ET/g de matiere végétale seche (MVS) :

d'ET ,
mg d'ET/g de matiére sdche = mg—— d'extraitsec* Rdt d'extraction
£

16.3.2.1. Test de TORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

La perte de fluorescence de la fluorescéine est suivie durant 35 minutes a 37°C et les courbes
dose-réponse des produits testés et du controle Trolox sont calculées a partir des aires sous la

courbe des concentrations ayant affiché une diminution d'au moins 95% de la fluorescence.

16.4. Méthode d’évaluation des activités biologiques

16.4.1. Test anti-oxydant cellulaire

Les tests de potentiel antioxydant sur cellules ont été réalis€s comme suit. Des cellules WS-1
(fibroblastes) ont été ensemencées a 10 000 cellules par puit dans des microplaques 96 puits a

fonds plats transparents et ont été incubées durant 24 heures a 37°C et 5% CO,.

Les cellules ont ensuite été lavées avec 150uL de PBS (Phosphate-Buffered Saline ou Tampon
phosphate salin) apres quoi la dichlorofluorescéine-diacétate (DCFH-DA) a été administrée a 5
UM durant 30 minutes. Les cellules ont ensuite été lavées de nouveau au PBS apres quoi les

produits testés ont été administrés selon un gradient de 6 concentrations (dilution 1:4)

Les plaques ont ensuite €té€ incubées une heure a 37°C et 5% CO; apres quoi le stress oxydatif a
été appliqué au fert-butylhydroperoxyde 200 pM. Une lecture de fluorescence a été prise
immédiatement apres 1'administration du stress oxydatif et une seconde lecture a été prise apres
1h30 d'exposition. Les valeurs d'ICsy sont calculées a partir des valeurs d'augmentation de la

fluorescence par rapport au contrdle négatif (sans antioxydant).
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16.4.2. Activité anticancéreuse

Le test anticancéreux se fait sur plaque 96 puits (BD Falcon). Les trois lignées cellulaires
utilisées sont : A-549 (cancer du poumon), DLD-1 (cancer du colon) et WS-1 (fibroblastes).Ces

trois lignées proviennent d’ATCC (American Type Cellule Collection).

Les cellules sont ensemencées a 5000 cellules par puits dans 100 uL du milieu DMEM
(Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium : milieu de culture contenant plus de
vitamines et de glucose que la formule originale) contenant 10% de SVF (Sérum de Veau
Feetal). Les cellules adherent ensuite pendant 24h. Par la suite, les extraits sont ajoutés a 8
concentrations différentes (dilution 1 : 2) dans 100 uL. de milieu apres avoir dilué 400X pour

atteindre une concentration de solvant de 0,25% non toxique pour les cellules.

Apres 24h, des observations au microscope sont faites pour déterminer ou se situe la
concentration qui tue 50 % des cellules, la présence d’un précipité ou tout autre anomalie. Les
cellules sont ensuite remises a 1’incubateur pour 24h supplémentaires. Par la suite, le milieu est
enlevé, un lavage avec 100 uL. de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) est fait et 150 uL
d’une solution 2% de résazurine (1 mg/mL stock) est ajoutée. Puis, les plaques sont incubées a
37°C pour lh avant d’étre lues a I’aide d’un fluorimétre (Fluoroskan Ascent FL) a la longueur

d’onde d’excitation : 530 nm, et la longueur d’onde d’émission : 590 nm.

Les plaques sont vidées et placées au congélateur pour 24h. Une fois sorties du congélateur,
100 pL d’une solution de SDS (DodécylSulfate de Sodium) 0.01% est ajoutée et les plaques
sont incubées a température de la piecce pendant 3h avant de retourner au congélateur. 24h plus
tard, les plaques sont décongelées et 100 pL d’une solution de Hoechst 33342 a 3ug/mL
préparée dans du TNE, solution tampon, 2x pH 7,2 est ajoutée. Les plaques sont enfin incubées
dans le noir pour 2h a température de la piece avant d’étre lues au fluorimétre a la longueur

d’onde d’excitation : 355 nm et la longueur d’onde d’émission: 460 nm.

16.4.3. Activité antibactérienne

Le test antibiotique se fait sur plaque 96 puits (BD Falcon). Les deux lignées bactériennes
utilisées sont E. coli (Gram -) et S. aureus (Gram +). Ces lignées proviennent d’ATCC. E. coli
est ensemencé a 5000 bactéries par puit tandis que S. aureus est a 40 000 bactéries par puit,

dans 100 uL de Nutrient Broth.
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Par la suite, les extraits d’eau ou de sirop d’érables sont ajoutés a 8 concentrations différentes
(dilution 1 : 2) dans 50 pL. de milieu apres avoir dilué 400X pour atteindre une concentration de
solvant de 0,25% non toxique pour les bactéries. Puis, 50 uL de résazurine 4% (1 mg/mL
stock) est ajoutée. Les plaques sont ensuite incubées pendant 6h et par la suite, elles sont lues a
I’aide d’un fluorimetre (Fluoroskan Ascent FL) a la longueur d’onde d’excitation de : 530 nm

et la longueur d’onde d’émission : 590 nm.

Figure 181 : Plaque 96 puits

16.4.4. Activité antifongique

Le test antifongique est réalisé sur plaque 96 puits (BD Falcon). La lignée fongique utilisée est
Candida albicans. Cette lignée provient d’ATCC. Candida albicans est ensemencé a 2000

levures par puit dans 100 pL de Sabouraud dextrose.

Les extraits d’eau ou de sirop d’érables sont ajoutés a 8 concentrations différentes (dilution 1 :
2) dans 100 pL de milieu apres avoir dilué 400X pour atteindre une concentration de solvant de
0,25% non toxique pour les bactéries. Les plaques sont ensuite incubées pendant 18h et par la

suite, elles sont lues a I’aide d’un spectrophotometre (Varioskan Ascent FL) a 540 nm.

16.4.5. Activité anti-inflammatoire

Le test consiste a mettre en plaque des macrophages de souris et de les incuber avec les

échantillons a différentes concentrations. Du LPS (lipopolysaccharide) est ajoutée dans les
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plaques pour provoquer une réaction inflammatoire chez les macrophages et stimuler la

production de NO (monoxyde d’azote).

Apres incubation, les surnageants sont recueillis et mis en contact avec un réactif de Griess qui
change de couleur en présence de NO. Une mesure de I’absorbance de chaque puit est effectuée
au lecteur de plaque Varioskan. Les plaques vidées de leur surnageant sont utilisées pour faire
un test d’activité métabolique a la résazurine. Les lectures de fluorescence sont prises au lecteur

de plaque Fluoroskan.

Figure 182 : Plaque apres incubation et dosage colorimétrique

Le test anti-inflammatoire se fait sur plaque 24 puits. Les cellules utilisées sont les RAW 264,7,
macrophages de souris provenant d’ATCC. Les cellules sont ensemencées dans 400 uL de
DMEM+10% de FBS (Fetal Bovin Serum) a une concentration de 500 000 cellules par mL. Les
cellules adherent pendant 24h.

Puis, les extraits sont ajoutés a une concentration non toxique déterminée par les cellules WS-1
du test anticancéreux. Quatre dilutions 1 : 2 sont faites et 400uL d’extrait dilué est ajouté sur 1
cellule et dans une plaque sans cellules contenant déja 400uL de milieu qui servira de blanc
lors de I’analyse des résultats. Deux contrdles L-Name 250uM et 1mM sont aussi ajoutés sur

les cellules et dans la plaque contrdle dans 400 uL de milieu.

Puis, 200 uLL de LPS ou d’interféron gamma est ajouté comme stimulus inflammatoire. Les
plaques sont par la suite incubées 24h a 37°C 5% CO,. Par la suite, le surnageant des plaques
contenant des cellules est transféré dans une nouvelle plaque 24 puits pour qu’un test de
résazurine soit effectué sur les cellules afin de s’assurer que les extraits n’ont aucune toxicité.

100 puL de surnageant des plaques avec et sans cellules est transféré dans une plaque 96 puits
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auquel sera ajouté 100uL de réactif de Greiss. Les plaques sont alors incubées 30 min a
température de la piece dans le noir enfin d’étre lues au spectrophotometre pour plaque

(Varioskan, Thermo) a 550 nm.

16.4.6. Activité antivirale sur Herpés HSV-1 (Herpes simplex virus)
4 méthodes d’infection ont été testées afin de déterminer en partie le mode d’action.

Afin de voir I’effet de 1’extrait sur 1’incorporation du virus a ’intérieur de la cellule, deux

traitements distincts sont faits :

- Plaque 1: les cellules sont prétraitées avec I’extrait ou ’acyclovir pendant 1 heure a
37°C puis les cellules sont lavées avant I’infection avec le virus.
- Plaque 2 : D’extrait est ajouté sur les cellules au méme moment que le virus lors de

I’infection et le tout est incubé pendant 1 heure a 37°C.
Afin de voir I’effet de I’extrait sur la réplication du virus :

- Plaque 3 : I’extrait est ajouté au MEM (Non-Essential Amino Acid Solution) contenant
1% de méthylcellulose apres I’infection des cellules avec HSV-1. L’extrait reste donc

pendant 72 heures en contact avec les cellules infectées.
Afin de voir si I’extrait inactive directement HSV-1 :

- Plaque 4 : la suspension de virus est pré-incubée avec 1’extrait pendant 1 heure a 37°C

avant ’infection des cellules avec cette méme solution.
Procédure :
Pour la plaque 1 :

Mettre 1000 pL d'acyclovir ou d'extrait dans 1000 uL de milieu. Incuber 1 heure. Laver avec 1
ml de PBS. Ajouter 250 puL de virus et 250 uL. de milieu. Incuber 1 heure. Puis, enlever le virus

et laver avec 1 ml de PBS et mettre Iml de MEM + méthyle cellulose. Incuber 72 heures.
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Pour la plaque 2 :

Dans le milieu, mettre 250 uL d'acyclovir ou d'extrait + 250 uL de virus. Incuber 1 heure.
Enlever le virus et laver avec Iml de PBS. Puis, mettre 1 ml de MEM + méthylcellulose

Incuber 72 heures.

Pour la plaque 3 :

Mettre 250 pL de virus + 250 pL de milieu. Incuber 1 heure. Enlever le virus et laver avec 1 ml
de PBS. Mettre 500 uL d'acyclovir ou d'extrait et 500 uL de MEM + méthylcellulose. Incuber
72 heures.

Pour la plaque 4 :

Mettre sur une plaque neuve 500 uL d'acyclovir ou d'extrait et 500 pL de virus. Incuber 1
heure. Mettre 500 puL de ces virus-extraits sur les cellules. Incuber 1 heure. Enlever le virus et

laver avec 1ml de PBS. Mettre 1ml de MEM + méthylcellulose. Incuber 72 heures.

Quelque soit la procédure suivie, aprés 72 heures d’incubation, colorer les plaques au crystal

violet. Compter les plages de lyse.

Figure 183 : Plaque de lyse des cellules
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ANNEXE 1 : Problématique de la différenciation

Nectandra et Ocotea

Bien que de nombreuses especes de Nectandra soient largement distribuées dans tout le
Brésil, la classification du genre Nectandra a été négligée. Cette négligence préte une certaine
confusion entre les genres Nectandra et Ocotea. La distinction morphologique entre les deux
genres est la position des cellules des anthéres qui dans le genre Ocotea sont disposés par paires

les unes au-dessus des autres en forme d’arc.

Certains botanistes, comme Kostermans (1952, 1957), ne considerent pas cette différence
comme suffisant pour la séparation ou pour la fusion des deux genres. Le botaniste, Bernadi
(1962) semble étre du méme avis. En ce qui concerne certaines especes, la distinction entre les
genres Ocotea et Nectandra est en effet difficile. Le caractere utilisé pour leur distinction, a
savoir la disposition des cellules des antheres, n’est pas d’une grande importance en taxonomie.
Bernadi préfere garder les deux genres distincts. Apres une étude sur I’anatomie de I’écorce et
du bois de Richter en 1980, Klaus conclut que quelque soit leur différente taille, ils sont
extrémement diversifiés. Le noyau de Nectandra est caractérisé par un assemblage tres
homogene, par la présence de feuilles nervures en forme d’arc recouvert de poils denses et par

les tépales papilleuses.

En 1978, dans son ouvrage «Flore illustrée des phanérogames de Guadeloupe et de
Martinique » le botaniste Jacques FOURNET, se base sur la classification d’Emberger et

distingue clairement les deux genres :

Ocotea Aubl. : Arbres, rarement arbustes. Feuilles alternées, coriaces. Fleurs petites, parfaites,
polygames ou dioiques. Calice 6-fide, a lobes subégaux décidus ou persistants. Etamines
parfaites 9, méme parfois dans les fleurs femelles, en 3 séries, celles des 2 premieres séries sans
glandes ; antheres introrses (face dont I’ouverture s’ouvre vers ’intérieur de la fleur) a 4 loges ;

staminodes présents ou absents. Ovaires entierement ou partiellement inclus dans le tube du
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périanthe ; style court. Baie oblongue ou globuleuse, partiellement et incluse dans une cupule

basale. Selon Kostermans 1961, ce genre est a fondre dans le genre Cinnamomum.

Nectandra Roll. Ex Rottb. Arbres ou arbustes. Feuilles alternées, rigides ou characées.
Inflorescences axillaires et subterminales, en général en panicules. Fleurs parfaites, parfois
dioiques ; périanthe tubuleux ou non, 6 segments subégaux, étalés ou réfléchis, le plus souvent
caducs. Etamines 9 staminodes petits. Filets les 2 premiers cycles en général courts, ceux du
3% avec 2 glandes sessiles ; antheres en général papilleuses, a 4 loges sur un rang droit ou
courbe, les 6 extérieurs introrses, les 3 intérieurs extrorses (face dont I’ouverture s’ouvre vers
I’extérieur de la fleur) . Ovaires le plus souvent glabre ; style en général court; stigmate

discoide ou subcapité. Fruit globuleux ou elliptique, inséré dans une cupule plate ou

hémisphérique a marge simple entiere, pédicelle élargi

Mais, dans un second ouvrage édité en 2002, Jacques Fournet se base sur la classification de
Cronquist et fusionne les deux genres Nectandra Roll. Ex Rottb. et Ocotea Aubl. en un seul et

unique genre Ocotea Aubl. Voici la description générale qu’il propose :

Arbres ou arbuste. Feuilles pétiolées, alternées, membraneuses, chartacées ou coriaces, a
nervures pennées, portant souvent des dogmatises aux aisselles des nervures en dessous.
Inflorescences axillaires, paniculées. Fleurs parfaites ou polygames, ou plante monoique ou
dioique. Périanthe 6-mere, a lobes blanc-jaunatres, en général égaux, érigés ou réfléchis a
I’anthese, persistants ou caduques ; hypanthium petit, un peu accru au fruit. Etamines parfaites
9, en 3 cycles ; deux cycles externes sans glandes, a antheres introrses, 4-loculaires, le 3eme
extrorse, a filets portant 2 glandes basales, yome cycle staminodial, trés réduit ou nul. Pistil
globuleux ; style court, glabre ou pubescents. Baie oblongue a globuleuse, insérée ou incluse

dans ’extrémité expansée du pédicelle.
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Nectandra ou Ocotea

Le genre Nectandra, est décrit en premier par Rottboell en 1778, avec deux especes, N.
sanguinea et N. bijuga, basé sur les notes manuscrites de Rolander. Le nom de Nectandra
remonte a une interprétation erronée de la structure des fleurs. Rottboell décrit les neuf
étamines comme des lobes de nectaires, et leurs volets comme des antheres, découlant a partir

des pores vers le nectaire.

Comme I’indique 1’épithéte bijuga, les valves des antheres sont disposées en deux paires dans
cette espece, alors que pour le N. sanguinea, ils sont disposés en une rangée. La derniere espece
a toujours été considérée comme du type Nectandra et la disposition des sacs de pollen est

devenue le plus important caractere générique.

La derniere monographie de Nectandra date de plus d’un siecle. Il a fait partie des Lauracea
Americanae de Mez, qui a ce jour est resté la source la plus importante de référence pour cette

famille dans le Neotropics.

Beaucoup de genres ont été révisés depuis, sauf les deux plus grands, Nectandra et Ocotea. Le
genre Ocotea est susceptible de rester ainsi en raison de son trés grand nombre d’especes. C.K.

Allen a tenté des modifications sur le genre Nectandra mais, elles n’ont jamais été achevées.

En 1791, Schreber est le premier a faire fusionner les genres Ocotea et Nectandra sous le nom
illégitime de Porostema. Swartz, en 1798, est allé encore plus loin, en placant les Nectandra
dans les Laurus. Non pas en raison de similitude entre les deux, mais simplement parce qu’il

était plus pratique de traiter tous les Lauracae comme des Laurus.

En 1825, Sprengel, regroupe toutes les especes d’Ocotea et Nectandra dans le genre Persea,

sans donner de caracteres génériques ou d’explications.

Nees, 1833, est le premier a circonscrire Nectandra dans le sens moderne du terme, en mettant
I’accent sur la position des sacs de pollen. Nees, publie dix nouvelles especes, et il divise le
genre en deux sous genres, Pomatium et Nectandra. 1l ne mentionne pas 1’espece Nectandra

sanguinea.

Dans la méme année, il publie la premiere classification majeure de la famille des Lauraceae,
incluant 43 genres. Nectandra est placé dans une tribu de sa propre initiation, loin des genres

Persea et Ocotea. En 1836, il reconnait au total 42 especes dans le genre Nectandra.
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Le traitement des Lauraceae établi par Meissner, en 1864, place les Nectandra et ses parents
proches dans une méme tribu appelée Oreodaphneae. Dans cette méme tribu, il décrit le genre

Synandrodaphne, plus tard il y place les Nectandra.

Meissner reconnait 72 especes dans les Nectandra, mais ses concepts sont assez douteux

d’aprés Rohwer. A plusieurs reprises, il cite les mémes especes dans différents genres.

En 1880, Bentham propose une nouvelle classification complete de la famille. Le nombre de
genre est radicalement réduit, et beaucoup d’entre eux ont atteint leur restriction moderne.
Nectandra n’est pas affecté par ces changements, mais, Bentham a exprimé des doutes sur sa

subdivision et a noté des similitudes avec les Ocotea.

La plus récente monographie est publiée par Mez, en 1889, pas seulement du genre Nectandra
mais de toutes les Lauraceae du Nouveau Monde. Synandrodaphne est traité comme un sous

genre de Nectandra et le sous-genre typique est appelé Eunectandra.

Britton et Millspaugh, 1920, place les Nectandra dans la synonymie d’Ocotea, sans expliquer

leur décision.

En 1935, le Sixieme Congres International Botanique a décidé de conserver le nom de
Nectandra Rolander ex Rottboell. Kostermans en 1952, rejette le caractere générique basé sur
la position des sacs de pollen, et transfere les especes de Pleurothyrium dans Ocotea puis
suggere que la méme chose devrait étre faite avec les Nectandra. Cinq ans plus tard, il classe

Nectandra et Pleurothyrium comme des sous genre d’Ocotea.

Bernardi, en 1962, garde Nectandra séparé de nouveau, bien qu’il reconnaisse les particularités
variées et compliquées des Nectandra. Comme Bernardi, Hutchinson en 1964 considere
Nectandra comme un genre unique. Il se base sur trés peu d’observation personnelle et sur la

littérature copiée qui comprend beaucoup d’erreurs.

Le statut générique de Nectandra, Ocotea et Pleurothyrium est encore trés discuté par Allen en
1966. En se bassant essentiellement sur la forme des antheres, Allen conclut qu’il y a de

bonnes raisons de maintenir les deux genres Nectandra et Pleurothyrium séparés.

D’autre part, Howard en 1981, recommande de fusionner Nectandra et Ocotea, dans le but de

limiter la flore des Petites Antilles.
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ANNEXE 2 : Espéces du genre Nectandra

Le tableau récapitulatif ci-dessous présente les 114 especes de Nectandra répertoriées avec en

gras les especes présentes aux Petites Antilles.

Tableau 53 : Especes de Nectandra répertoriées (En gras les Nectandra présentes aux Petites

Antilles) [Rohwer 1958]

Especes du genre Nectandra

Nectandra acutifolia
Nectandra angusta
Nectandra astyla
Nectandra barbellata
Nectandra bicolor
Nectandra canaliculata
Nectandra cerifolia,
Nectandra coeloclada
Nectandra coriacea
Nectandra cuneatocordata
Nectandra dasystyla
Nectandra egensis
Nectandra fragans
Nectandra globosa
Nectandra grisea
Nectandra heterotricha
Nectandra hypoleuca
Nectandra krugii
Nectandra laurel
Nectandra lineata
Nectandra longicaudata
Nectandra martinicensis
Nectandra matudai
Nectandra membranacea
Nectandra minima

Nectandra nitidula

Nectandra amazonium
Nectandra angustifolia
Nectandra aurea
Nectandra bartlettiana
Nectandra brittonii
Nectandra canescent
Nectandra cissiflora
Nectandra colorada
Nectandra crassiloba
Nectandra cuneatocordata
Nectandra debilis
Nectandra embirensis
Nectandra fulsa
Nectandra gracilis
Nectandra guadaripo
Nectandra hihua
Nectandra impressa
Nectandra lanceolata
Nectandra leucantha
Nectandra lineatfolia
Nectandra longipetiolata
Nectandra matogrosensis
Nectandra maynensis
Nectandra micranthera
Nectandra mirafloris

Nectandra obtusata

Nectandra ambigens
Nectandra apiculata
Nectandra baccans

Nectandra belizensis

Nectandra brochididroma

Nectandra caudatoacuminata

Nectandra citrifolia
Nectandra cordata,
Nectandra cufodontisii
Nectandra cuspidata
Nectandra discolour
Nectandra filiflora
Nectandra gardneri
Nectandra grandiflora
Nectandra herrerae
Nectandra hirtella
Nectandra japurensis
Nectandra latissima
Nectandra leucocorne
Nectandra logifolia
Nectandra lundellii
Nectandra matthewsii
Nectandra megapotamica
Nectandra microcarpa
Nectandra nitida

Nectandra olida
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Especes du genre Nectandra

Nectandra oppositifolia
Nectandra patens
Nectandra pichurium
Nectandra puberula
Nectandra purpurea
Nectandra reticulata
Nectandra ruforamula
Nectandra sanguinea
Nectandra spicata
Nectandra turbacensis
Nectandra venulosa

Nectandra weddellii

Nectandra paranaensis
Nectandra paucinervia
Nectandra psammophila
Nectandra pulchra
Nectandra ramonensis
Nectandra riparia
Nectandra salicifolia
Nectandra smithii
Nectandra subbullata
Nectandra umbrosa
Nectandra vubiurnoides

Nectandra wurdackii

Nectandra parviflorea
Nectandra pearcei
Nectandra pseudocotea
Nectandra pulverulenta
Nectandra reflexa
Nectandra rudis
Nectandra salicina
Nectandra sordida
Nectandra truxillensis
Nectandra utilis
Nectandra warmingii

Nectandra yarinensis
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ANNEXE 3 : Description botanique des Nectandra des

Petites Antilles Francaises (Fournet 1978 et Rohwer 1993)

1. Nectandra patens (Swartz) Grisebach 1860

Noms vernaculaires en Martinique et Guadeloupe : Laurier Isabelle rouge, Laurier gland,

Laurier doux, bois doux, bois petit-jean.

Localisation : Aux Antilles sauf a Cuba, de plus en plus présents dans les foréts seches et les
arbustes, généralement sur du calcaire et dans les foréts humides. On les retrouve au niveau de
la mer a environ 1500 m d’altitude. Guadeloupe : Trois-Rivieres, Capesterre. Martinique :

Fontaine Chaude, Riviere Pilote, St Esprit, Fort Desaix, Riviere Madame.

Phénologie : La floraison a lieu principalement de juin a novembre, aux « Petites Antilles»,

quelques fois plus tot. La collecte de fruits se fait a partir du mois de mars jusqu’a juillet.

Nectandra Patens est reconnue par ses tépales plus ou moins elliptiques, qui sont généralement
légerement papillosées a I’intérieur. Elle possede un filament relativement long et des sacs de
pollen qui sont soient rangés par paire de deux, I’un au-dessus de ’autre, parfois de taille
inégale. C’est un groupe tres hétérogene. La population est différente d’ile en ile. Aux Petites
Antilles, Nectandra patens, a peut étre ét€ modifiée par une hybridation a partir de Nectandra
coriacea, ou a partir de Nectandra purpurea. En effet, Nectandra patens et Nectandra
purpurea ont pratiquement la méme structure de fleur, et dans les deux especes, les feuilles

sont plutdt variables.

Ce sont des arbustes ou pour la plupart de petits arbres, qui atteignent rarement 20 m, aux
rameaux légerement pubescent de couleur gris brun. Le tronc est de forme cylindrique avec une

écorce noiratre.

Les feuilles sont alternes, ovales a elliptiques de longueur 7-20 cm et largeur de 3-9 cm. Leur

base est aigue ou arrondie, a I’apex acuminé, vert sombre, au revers pubescent. Les nervures
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sont tres imprimées au dessus et saillantes au dessous, avec parfois des touffes de poils courts
aux aisselles. Les nervilles sont grossierement réticulées sur les deux faces. Les panicules

axillaires sont treés ouvertes, ramifiées des la base.

Les fleurs sont petites et unisexuée, verdatres de longueur 2,5 mm. Elles sont groupées en
panicules plus ou moins ramifiées, aux axes légerement pubescents. Odorantes, elles ont des
tépales elliptiques de longueur 2 a 2,5 mm et de largeur 1,2 a 1,5 mm, blancs, et pubescents sur

les deux faces.

Les fruits sont oblongs ellipsoides a oblongs ovoides de longueur 20-25 mm de couleur

blanchatre, puis noire a maturité, enchassés dans une cupule rougeatre.

Figure 184 : Fruits et feuilles de Nectandra patens

2. Nectandra coriacea (Swartz) Grisebatch 1860

Noms vernaculaires : En Guadeloupe : bois fourmi, bois négresse, laurier. En Martinique :

bois négresse, laurier, laurier fine.

Localisation : En Floride, aux Antilles et dans la péninsule du Yucatan habituellement dans
les régions seches ou humides. En Guadeloupe : Basse-Terre, bois de Trois-rivieres, Bains
Jaunes, Houelmont, Grande-Terre, Petit Canal, Morne Agathe, Marie Galante. En Martinique:
Fort de France, Camp de Balata, arbres de 12-14 m (fleurs et fruits), Péninsule de la Caravelle

25 m (fleurs).
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Phénologie : Les fleurs ont été collectées tout au long de 1’année, mais dans 1’ensemble de
I’aire de répartition de I’espéce, les principales périodes de floraison sont comprises de mars a

juin. La fructification a lieu sur une période moins longue, souvent de juillet a septembre.
Utilisations : 11 est utilisé pour son bois en Martinique et aux iles Canouan.

Description : Nectandra coriacea est reconnu par ses inflorescences en grappes, qui sont plus
ou moins allongées, des tépales nettement papillosées, sa petite anthere, et par ses feuilles
glabre. La partie supérieure de feuilles et du pétiole est glabre, tandis que sur la surface
inférieure quelques poils apparaissent au moins sur les jeunes feuilles. Des poils peuvent €tre
également présents dans les aisselles des veines secondaires, mais ce caractere est fréquent

seulement a Porto- Rico.

Aux Antilles, Nectandra coriacea, est probablement I’espéce la plus commune de la famille.
Stérile, la fructification n’est pas facilement séparable de celle de Nectandra patens, qui se
différencie dans la fleur par ses tépales moins papillosées, tres elliptiques, par ses longs
filaments, et dans la plupart des cas, par des inflorescences insérées dans les aisselles du

feuillage.

Les feuilles de Nectandra coriacea sont obtues, cartilagineuses, glabres ou presque, de
longueur 6-15 cm et de largeur 2 a 5,5 cm. La base de la feuille est atténuée, et la pointe est
aigue ou acuminée. La face supérieure est verte sombre, luisante. L’intérieur est terne, vert
grisatre. Les nervures sont réticulées. Les panicules axiales sont pédiculées, pubérulantes et
pluri-multiflores, plus ou moins pendantes et plus courtes que les feuilles pédicelles de

longueur 4-7 mm.

Les fruits sont des ovoides subglobuleux, bleus sombres a noirs a maturité, de longueur 10-18
mm. La cupule est rouge ou jaune. Les fleurs ont des tépales rotacés (en roue) blancs, a I’ovaire

glabre, groupées en panicules naissant plus ou moins pileux.
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Figure 185 : fleurs et fruits de Nectandra coriacea

3. Nectandra antillana (Ruiz et Pavon) Rohwer, Meissner 1864

Noms vernaculaires aux Antilles : Bois-laurier, laurier-cerise.

Localisation : Guadeloupe : Bois de Vieux-Habitants, de Dugommier, de Dehaies, hauteurs de
Capesterre et de Sainte-Marie. Martinique : Bois dégradés de Fontaine Didier, Fontaine

Absalon, Calebasse, Lorrain (Grand Anse), Balata, Alma.

Phénologie : La floraison a lieu a deux périodes : de janvier a avril et de juin a novembre. Les
fruits sont récoltés beaucoup moins fréquemment. Dans le nord, la plupart des fruits est

collectée entre février et mai, souvent avec les fleurs, certains en ao(it et septembre.

Utilisation : Assimilée a Nectandra hihua, ¢’est une espéce assez commune dans certaines
b

régions et 1’utilisation pour son bois n’a été signalé qu’une seule fois.

Description : Ce sont des arbres pouvant atteindre les 30 m ou parfois des arbustes dont émane
un agréable parfum. L’écorce est de couleur rouge-brun foncée, a écailles épaisses. Quand les
inflorescences apparaissent, les feuilles sont matures, axillaires et sont coriaces de longueur 6-
23 cm et de largeur allant de 2 a 8 cm. Leur base est aigue avec un apex obtusément acuminé.
Les nervures latérales sont trés irrégulicrement alternées. Elles sont planes en dessus et
saillantes en dessous. Les nervilles sont souvent peu visibles. Les pétioles ont une longueur de
5-17 mm plus ou moins pubérulants. Les panicules sont multicolores confinées aux extrémités,

avec des branches étalées, pubérulantes.
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Les fleurs sont nombreuses. Celles-ci sont de couleurs blanches, bisexuelles, de diametre 5 a 17
mm, de longueur 4-4,5 mm tomenteuses sur les deux faces avec des tépales caducs. Les fruits
sont globuleux de diametre 8-10 mm de couleur bleu-noire a maturité, avec des cupules rouges

de diametre 7-9 mm. Ils sont souvent plus gros suite a des piqlires d’insectes et sans noyau.

Figure 186 : Feuilles de Nectandra antillana

4. Nectandra dominicana

Cette espece n’est pas considérée comme une Nectandra d’aprés Rohwer qui [’a classé dans la
catégorie « Noms douteux et Exclu du Taxon ». Or, certains botanistes spécialistes du genre et
chercheurs (Lurel, Rousteau) aux Antilles, certifie que cette espece appartient bien au genre

Nectandra.

Noms vernaculaires: Laurier blanc, laurier noir, laurier gombo, bois doux muscade, laurier

avocat, laurier poivre.

Localisation en Guadeloupe : Matouba, bois de bains jaunes. Martinique : bois de 1’Apajou-
Bouillon, Lorrain, Fonds Saint Denis, bases des Pitons du Carbet, Alma, Colson, Trace, Deux-

Choux (Gros Morne), Morne vert (Prise d’eau, Bernadette).
Phénologie : La floraison a lieu d’aott a septembre.

Description : C’est un arbre persistant de 12 m de haut, a tronc nu dont 1’écorce est lisse,
épaisse et verdatre. Les feuilles sont oblongues ou elliptiques a ovales, lancéolées, de longueur
13-18 cm, et de largeur de 6-13 cm, coriaces, a la base obtuse, a I’apex obtus ou aigus, au

pétiole glabrescent de longueur 30 mm.

Les fleurs sont unisexuées, vertes a pourpres, subcampanulées de diametre 5-6 mm, groupées

en panicules axillaires. Les drupes sont subcylindriques a ellipsoides et noires de longueur 40
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mm, et diametre de 13-18 mm, enchassées dans une cupule subpatériforme et verruqueuse de

diameétre 15 mm.

Figure 187 : Feuilles de Nectandra dominicana (Guadeloupe)

5. Nectandra krugii Mez, Jahrb. Konigl.Bot.Gart. 1889

Noms vernaculaires en Guadeloupe : bois doux avocat, bois doux jaune, laurier caillé, bois

doux desbonnes. Martinique : laurier gland.
Localisation : Guadeloupe : hauteurs de Capesterre Belle-eau.

Phénologie : Les fleurs sont récoltées en juin, aolit, septembre, novembre et décembre et les

fruits en décembre, mars et avril.

Utilisations : Duss indique sur une étiquette dés 1896 que I’espece est devenue rare en raison
de la surexploitation de son bois. Nectandra krugii est facilement reconnue par la diffusion
jaunatre sur les jeunes rameaux et les fleurs. Dans les Antilles, c’est I’espece qui a la plus
grande quantité de fleurs. La structure des fleurs suggere une relation avec le groupe de
Nectandra acutifolia. Mais, Nectandra krugii ne peut €tre confondue avec les autres especes

des Antilles.
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Description : Arbre persistant de 10 a 25 m, aux rameaux naissants tomenteux. Les feuilles
sont elliptiques, ovales lancéolées de longueur 11-25 cm et largeur 3-9 cm, subcoriaces, a la
base aigue ou obtuse. L’apex est acumingé, avec un pétiole, tomenteux ou pubescens, long de
10-25 mm. Les nervilles latérales sont déprimées en dessus et saillantes au dessous. Les fleurs
sont unisexuées de couleur blanche avec un diametre de 8-10 mm, groupées en panicules
axillaires. Les drupes sont elliptiques, longues de 15-18 mm et de diametre 8-10 mm,

enchassées dans une cupule hémisphérique longue de 5 mm et de diametre 10 mm.
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ANNEXE 4 : Prospection sur le terrain

TRACE VICTOR HUGO MATOUBA : LOCALISATION DES LAURACEAE
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TRACE DES ETANGS
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ANNEXE 5 : Chromatogramme UV et MS des extraits

Chromatographie liquide a haute performance a détecteur UV
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Figure 188 : Chromatogrammes des extraits acétone, éthanol et méthanol

de feuilles (stade B) a) 280 nm et b) 360 nm
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Chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse en

mode positif

Le profil des chromatogrammes obtenus pour les différents solvants d’extraction ne présentent

pas de différences significatives.
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Figure 189 : Chromatogramme MS des extraits acétone, éthanol et méthanol

des feuilles (Stade B)

Les chromatogrammes HPLC/DAD a 280 et 360 nm et LC/MS (mode positif) sont
pratiquement identiques pour tous les extraits de feuilles récoltés au stade B, quelque soit le
solvant utilisé. Ces 3 extraits sont donc rassemblés afin d’avoir suffisamment de masse pour le

fractionnement.
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ANNEXE 6 : Activité antifongique sur Candida albicans

des extraits cyclohexane de N. membranacea
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Figure 190 : Evaluation de I'activité antifongique des extraits cyclohexane
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ANNEXE 7 : Activité antibactérienne sur S. aureus et E. coli

des extraits cyclohexane de N. membranacea
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Figure 191 : Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits cyclohexane
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ANNEXE 8 : Activité anticancéreux des extraits bruts polaires

de N. membranacea
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Figure 192 : Activité anticancéreuse des extraits polaire par test de la Resazurine
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Figure 193 : Activité anticancéreuse des extraits polaires par le test de Hoechst
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ANNEXE 9 : Activité antibactérienne sur S.aureus et E.coli

des extraits bruts polaires de N. membranacea

Test Antibacterien
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Figure 194 : Evaluation de I'activité antibactérienne sur E. coli et S. aureus des extraits polaires
de N. membranacea
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ANNEXE 10 : Activité antifongique sur Candida albicans

des extraits bruts polaires de N. membranacea
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Figure 195 : Evaluation de I'activité antifongique des extraits bruts
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ANNEXE 11 : Activité antibactérienne sur S. aureus et E. coli

des extraits alcaloides de N. membranacea
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Figure 196 : Evaluation de I'activité antibactérienne de I'extrait brut
alcaloides de feuilles stade B
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