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RESUME

L’étude de ce mémoire s’est portée sur la plante de Vernonia colorata utilisée pour le traitement

de plusieurs maladies par la médecine traditionnelle d’ou son nom « soigne tout : docteur ».

Ce travail a permis d’isoler et d’identifier des métabolites dans cette plante par des techniques

de purification et de spectroscopie.

L’étude s’est portée sur les feuilles de Vernonia colorata, qui ont été cueillies au quartier Kande
de Ziguinchor. Des techniques d’extraction telles que la macération, la filtration et 1’évaporation

ont été réalisées permettant d’avoir un produit brut.

Aprés I’extraction, des techniques de séparations chromatographiques sur couche mince CCM
et sur colonne ont été réalisées pour 1’obtention des fractions mboll, mbol2, mbol3 et mbol4

ou des études spectroscopiques ont été effectuées sur ces extraits.

Cependant, I’analyse spectrale ne s’est portée que sur mbol2 car les autres comportaient les
impuretés. Les analyses spectroscopiques telles que la masse, la RMN du proton *H et du 3C,
le DEPT et la RMN en 2D a savoir le HSQC, le COSY et le HMBC ont permis de montrer la
présence de 1,3-dihydroxypropan-2-yldocos-13-enoate (C2sH2g04) dans le mbol2.

Mots clés : vernonia colorata, médecine traditionnelle, « soigne tout », spectroscopie,

macération, chromatographie.




Abréviations, unités et réactifs

Ac : acétate d’éthyle
CCM : chromatographie sur couche mince

COSY : corrélation spectroscopie moléculaire

cm : centimetre

Cyclo : cyclohexane

DEPT : distorcion enchancement by polarization transfer

g : gramme
HCI : acide chlorhydrique

HMBC : heteronuclear multiple bond corrélation

HSQC : heteronuclear single quantum corrélation.

H>SO04: acide sulfurique

Hu : humidité
L : litre
m : métre

Mhu : masse des feuilles humide

mL : millilitre

mm : millimétre

Ms : masse des feuilles seches

RMN : résonance magnétique nucléaire

UV : ultraviolet
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INTRODUCTION

Dans les pays en voie de développement en particulier les pays Africains, la médecine
traditionnelle est la source de soins abordables et accessibles pour les personnes aux revenus
faibles. Le Vernonia colorata, une plante de la sous-région est largement utilisée dans la
médecine traditionnelle pour ses propriéteés thérapeutiques. Ces propriétés sont engendrées par

certaines familles de molécules qui se trouvent dans les extraits de cette plante?.

Pour comprendre et contribuer a la valorisation de la médecine et la pharmacopée traditionnelle
au Senégal, nous avons décide de faire des études sur des molécules présentes dans les extraits
des feuilles de cette plante. Pour ce faire nous avons effectué d’abord des extractions des feuilles
de la plante avec des solvants de polarités croissantes, ensuite nous avons séparé les molécules
présentes dans les extraits et enfin nous avons caractérisé les molécules présentes dans ces

extraits.

L’objectif de notre travail est d’isoler et d’identifier les métabolites dans cette plante par des

techniques de séparation et d’analyse spectroscopique.

Notre travail s’articulera sur trois grandes parties.

Dans la premiére partie, nous ferons une étude botanique de la plante de Vernonia colorata.
La seconde partie développera les matériels et méthodes utilisées.

Enfin nous conclurons en retragant 1’essentiel de nos résultats, analyses et discussions







. ETUDE BOTANIQUE

Vernonia colorata est un arbuste de taille moyenne qui appartient a la famille des Asteraceaes?.

Feuilles et tiges Fleurs de Vernonia colorata

Figure 1: photo de Vernonia colorata

| — 1) Répartition géographique

Cette espece de Vernonia est surtout rencontrée en Afrique, dans les pays comme le Sénégal,
la Gambie, la Guinée Biseau, la Guinée, la Sierra Leone, le Nigeria, le Mali, la Cote d’ivoire,
le Benin, etc. Au Sénégal, elle pousse dans les sols frais de la Basse Casamance mais également
pres de la zone des Niayes aux alentours de la région de Dakar.

Aujourd’hui cette plante est domestiquée presque dans tous les foyers Sénégalais pour ses
propriétés thérapeutiques?

| —2) Noms vernaculaires?

Le Vernonia colorata a différente appellation selon les ethnies.

On I’appelle chez les Bambaras : Kosafiné, chez les peuls : Kosufana, chez les Wolofs : Zidor,
chez les Mandingues : Bataraburure, chez les Sérere : Mam et Butahat chez les Diolas.

| — 3) Description botanique

Le Vernonia colorata est un arbuste de 3 a 4 m de haut. Il possede de nombreuses branches
dressées dans tous les sens. Ses tiges ont des bois trés tendre et de couleur blanche dont les
moelles développées et les rameaux couverts d’ un pubescent beige lorsqu’ils sont jeunes. Les
feuilles ont une forme ovale pouvant atteindre 15 cm de long et 10 cm de large. Elles sont

alternées tout le long des branches. Les feuilles et les rameaux sont recouvertes de poils fins




(elles sont pubescentes). Leurs pétioles sont visibles et pouvant atteindre 20 mm de long. lls
sont également pubescents 2.
Les fleurs sont blanchétres et les akenes sont longs de 3 mm surmontés de soies simples sous

forme de barbelés

| — 4) Utilisations en médecine traditionnelle

Au Sénegal I'utilisation de cette plante différe selon les milieux, les ethnies, ....

Par exemple les Séréres les soumettent aux malades, sujets aux syncopes ou aux crises
¢pileptiformes aux inhalations du décocté bouillant de feuilles et d’inflorescences, ce méme
décocté sert également en friction corporelles pour les éruptions cutanées de toutes origines et
toutes natures®.

Chez les Peuls, le Vernonia colorata est utilisé dans le traitement de la bilharziose, la stérilité
et la frigidité. La préparation est a base d’écorce de tige et de tronc ou de racine, avec presque
toujours des épis de mais de variété rouge. Pour le traitement des douleurs dentaires, des bains
de bouche sont effectués avec I'eau d'ébullition des feuilles®.

L'écorce est aussi employée; elle est écrasée puis mélangée avec une espece de poivre appelée
"Sa" chez les Abbés, puis cette pate est placée dans la dent atteinte de carie. Elle calme la
douleur et permet un dégonflement de la joue en cas d'abces. Cet acte est répété plusieurs fois
jusqu'a l'arrét de l'inflammation. Le Vernonia colorata est utilisé pour guérir l'ictére.
L'amertume prononcée de cette drogue le fait passer pour fébrifuge, anti gastralgique,
diurétique, purgatif, vomitif. Elle est aussi utilisée dans le traitement des hépatites. Le décocté
des feuilles de Vernonia colorata est utilisé par les tradipraticiens togolais dans le traitement
du diabéte?.

La décoction est également utilisée apres 1’accouchement. Les femmes boivent la décoction de
feuilles qui est censée affecter le lait et agir comme aide préventive contre les vers qui
risqueraient d’étre transmis a I’enfant. Les femmes se frottent sur la poitrine pour faciliter le
sevrage. La décoction des feuilles est également utilisée pour traiter le paludisme. Le jus des

feuilles sert au traitement des affections gastro-intestinales et de la blennorragie.

La plante est utilisée a plusieurs niveaux de la médecine traditionnelle africaine, d’ot son nom

de « soigne tout ».




| —5) Etudes antérieures

Les études scientifiqgues menées sur cette espece ont permis de prouver la présence des
sesquiterpénes (les principes amers) dans les extraits de Vernonia Colorata. Sous la
dénomination de Vernonia Sénégalensis on signale dans les racines de I’espéce de 1’Ouest
africaine la présence d’un alcaloide ; sous la dénomination de Vernonia colorata, des réactions
positives ont été trouvées lors de la recherche des alcaloides et des saponosides. D’autres études
menées par Parlet et Rowson sur I’espéce de Nigeria, prouvent la présence dans les extraits des
glucosides a action cardiaque®.

Les acides aminés ont été aussi identifiés dans les feuilles de Vernonia colorata, dont :

e deux (2) sous formes libres : leucine et isoleucine
e onze (11) sous formes liés : acide aspartique, thréonine, proline, acide glutamiques,
glycine, alanine, valine, isoleucine, leucine, tyrosine, phénylalanine®.

La partie aérienne (fleurs) contient des huiles essentielles®.

Les graines de Vernonia colorata contiennent des huiles (3,1%) dont 45% d’insaponifiable ; les
compositions des glycérides en acides gras sont respectivement 12% d’acide oléique, 15%
d’acide linoléique et 28% d’acide gras oxydes®.
Toubiana a extrait en 1969 deux composeés cristallisés I'hydroxyvernolide Ci9H220s et le
vernolide CigH2,07°

Des études cliniques ont montré que la toxicité de vernonia Colorata pour la souris est 100%
mortelle pour une dose de 10g/kg. Par contre pour une dose peu élevée par voie intraveineuse

de la toxicité du principe amer sur des chiens, on observe la baisse de la tension.

La toxicité a des effets suivant le poids. La souris étant trés petite elle meurt immédiatement.
Le chien étant plus gros que la souris il ne meurt pas mais on observe une baisse progressive de
la tension : le principe amer se montre hypotenseur. Le test mené sur des extraits de feuilles, de
racines et de tiges a permis de prouver que cette plante possede des principes actifs capables

d’augmenter le rythme cardiaque des crapauds?.

Des travaux antérieurs ont montré que 1’extrait acétonique de feuilles de vernonia colorata
entraine un effet hypoglycémiant chez des rats normo glycémiques et anti-hypoglycémiant sur

un test de tolérance au glucose et chez des rats diabétiques de type 27,




II. MATERIELES ET METHODES

Differentes expériences menées au laboratoire nous ont permis d’obtenir des produits qui ont
été analysés. Ces produits ont été obtenus apres récolte des feuilles qui sont ensuite lavées et
séchées a I’abri de la lumiére puis broyées et réduites en poudre. Les méthodes utilisées en
laboratoire furent la macération, la chromatographie sur couche mince et la chromatographie

sur colonne.

Il — 1) Macération
Pour effectuer la macération, nous avons commenc¢ d’abord a faire un échantillonnage des
feuilles de Vernonia colorata qui ont été récoltées dans le quartier Kandé. Les feuilles sont

détachées de leurs tiges puis pesées pour avoir les masses des feuilles humides.

Par la suite, les feuilles sont séchées a I’intérieur du laboratoire sous les placards a 1’abri de

toute lumiere et humidité. Le séchage du Vernonia colorata a duré 28 jours.

A la fin du séchage les échantillons sont récupéres puis peses pour avoir la masse des feuilles

seches. Les données obtenues sont :
Vernonia colorata Mhu= 334,28 g
Vernonia colorata Ms = 161,17 g

Ainsi avec la formule suivante nous avons déterminé le taux d’humidité dans les échantillons.

_ Mhu-Ms
Mhu

Hu x100

Le résultat est le suivant :

Le taux d’humidité du Vernonia colorata est 51 %. L’humidité étant supérieure a 50% ce qui
veut dire que les feuilles étaient suffisamment séches pour étre bien pilée et avoir une bonne
conservation de la poudre. Cependant pour obtenir les poudres qui sont utilisées dans
I’extraction, le matériel ci-dessous est utilisé.

Le broyage a été fait a I’aide d’un mortier et d’un pilon apres les avoir bien lavés et séchés. Le
tamis a permis d’avoir des poudres avec des grains plus fins (de bonne qualité) puis stockees

dans des flacons.




En effet, 100 g de ce produit sont mis dans un ballon de 3000 ml avec 500 ml de méthanol
pendant 24h pour étre macérer. Le mélange est filtré et le filtrat récupéré est ensuite évaporé a

I’aide d’un évaporateur rotatif. Le produit obtenu aprés évaporation est seché sous la hotte.

Le méme protocole est repris avec 1’éther de pétrole.

Figure 2 : macération

Il — 2) Chromatographie

C’est une méthode physique de séparation basée sur les différences d'affinités des substances
a separer vis-a-vis des deux phases, I'une stationnaire ou fixe et l'autre mobile. Selon la
technique chromatographique mise en jeu, le principe est basé sur la différence d’affinité d’un
composé entre une phase mobile et une phase stationnaire sous I’influence de deux effets
antagonistes : effet d’entrainement exercé par la phase mobile et I’effet de rétention exercé par
la phase stationnaire

- Phase stationnaire : phase fixe soit sur la surface intérieure d'une colonne soit sur une
surface plane (plaque CCM).

- Phase mobile : phase qui se déplace a travers la phase stationnaire en entrainant les
composés. La phase mobile ne doit pas interagir avec la phase stationnaire mais
uniquement avec les composés.

Il existe de nombreux types de chromatographie que nous pouvons classer selon la nature de la
phase mobile, selon les interactions développées par la phase stationnaire ou selon le support

de la phase stationnaire®,

» Chromatographie sur couche mince (CCM)
Aprés extraction, toutes les fractions obtenues sont soumises a un test de séparation par CCM.

Le principe est de partir d’un solvant moins polaire a un solvant plus polaire. Nous avons réalisé




une chromatographie sur couche mince (CCM) qui nous a permis de voir quelles proportions
d’¢luant utiliser pour la chromatographie sur colonne en jouant sur le rapport Pentane/Acétate
d’éthyle. Tout au long de la chromatographie sur colonne, nous n’avons utilisé que ces deux
solvants comme éluant.

L’éluant est préparé dans une éprouvette de 10 ml. Il est rempli jusqu’a 9,7 ; 9,5 et 9 ml avec
du Pentane et 1’ Acétate d’éthyle compléte. Ce mélange est aussitot déversé dans un bécher puis
fermé. Apres préparation de 1’¢luant une plaque de CCM de dimensions 3 et 6 cm est délimitée.
Un trait est tracé a 1 cm de chaque extrémité inférieure et supérieure et sur un des traits trois
croix distants d’environ de 0,7 cm sont marqués avec des références (figure 2).

En utilisant des micropipettes quelques microlitres de chaque extrait sont déposes sur sa croix
de référence. Comme nous avons travaillé sur deux extraits, une plaque est utilisée pour chaque
extraction.

La plaque CCM est introduite judicieusement dans le bécher contenant 1’éluant. Elle y est
déposée de sorte que les croix se trouvent au fond du bécher et que les spots ne soient pas
mouillés juste au moment du dépdt. Juste apres le dépdt, le bécher est refermé et c’est le début
de la séparation. Cette elution est arrétée lorsque le solvant arrive au deuxieme trait (en haut) et
la plaque est retirée du bécher. Elle est ensuite séchée a I’air libre en encerclant toutes les taches

visibles (figure 3).

Figure 3 : plaque CCM

Pour visualiser les différentes taches, nous avons commencé par placer la plaque sous une
lampe UV a 254 nm. La plaque apparait en vert fluorescent et les produits qui absorbent les UV
apparaissent sous forme de taches sombres. Cette méthode de détection est trés utilisée en
priorité car elle n'endommage pas la plague. Comme la lampe UV ne révéle pas toutes les

molécules, la plaque par la suite est pulvérisée avec le H.SO4 dans une hotte. Cependant, il




existe de nombreux autres révélateurs. La plaque est chauffée avec un seche-cheveux et les

nouvelles taches colorées qui apparaissent sont encerclées.

Apres avoir trouvé les bons rapports d’¢luant, Pentane/Acétate d’éthyle 9,7/0,3, 9,5/0,5 et en
fin 9/1, nous nous sommes lancés a la chromatographie sur colonne qui consiste a séparer les

différents produits de nos extraits.

» Chromatographie sur colonne
La chromatographie sur colonne est une méthode importante pour la séparation d’un produit

contenant des impuretés difficiles a enlever par distillation ou cristallisation.

Cette technique sert également a séparer des produits organiques d’un mélange. Nous avons

utilisé le gel de silice.

1000 ml d’¢luant du mélange Pentane/Acétate d’éthyle dans la portion 9,7/0,3 en volume ont
été préalablement prepare.

- Dans un bécher de 250 mL, 31g de silice ont été introduits avec 100 mL de I’éluant
déja préparé. L’ensemble est homogénéisé puis versé dans la colonne de chromatographie. Du
sable de quartz a été ajouté par la suite au contact de la silice pour la protection de notre matiére
en évitant une désorganisation de la silice qui va constituer la phase stationnaire.

- Nous avons ici le méme le méme principe comme la CCM, les composés les plus retenus
sont les composeés polaires. La phase mobile est en général un mélange de deux solvants : 1'un

polaire, I’autre apolaire ou moins polaire.

Figure 3 : Chromatographie sur colonne




Durant la séparation, et aprés avoir récupéré les produits apolaires, nous pourrons augmenter
progressivement la polarité de 1’éluant afin de récupérer les produits les plus polaires. Nous
devons donc préparer les éluant avec des proportions de pourcentage utilisés dans la CCM.
Apres préparation de 1’¢luant nous passons a la préparation de la colonne

- La colonne est remplie au deux tiers par le moins polaire des solvants et I'adsorbant en
poudre y est successivement ajouté en portion a l'aide d'un entonnoir. Pendant I'addition, nous
tapons continuellement sur les parois pour obtenir un tassement maximal. Quand la premiére
portion forme une couche d'environ 2 cm, le robinet de la colonne est ouvert pour faire couler
lentement le solvant.

- La préparation du produit brut s’est faite comme suit : 1 g d’extrait méthanolique a été
solubilisé dans le méthanol et une petite quantité de silice y est ajouté puis mélangé jusqu’a
avoir une texture homogene. Le mélange est évaporé pour avoir un produit sec. Le produit brut
est ensuite déposé sur la surface du sable de la colonne. Pour 1’alimentation de la colonne en
éluant, nous devons faire attention a ne pas perturber la surface du solvant dans la colonne au
cours des ajouts. La colonne est remplie de 1’éluant jusqu’au niveau du rodage. Le robinet de
la colonne permet de collectionner des fractions dans des tubes a essai numerotés de 1 a n. Les
différents rapports Pentane/Acétate d’éthyle 9,7/0,3, 9,5/0,5 et 9/1 ont été progressivement
utilisés selon la polarité adéquate.

- L’analyse des fractions recueillies s’est réalisée comme suit

e Une CCM est réalisée sur les différents tubes a essai ainsi recueillis permettant de
rassembler les fractions qui ont les mémes caractérisations en CCM (contenant le méme
isomere). Nous avons réalisé par la suite une CCM récapitulative en déposant chacune
des fractions regroupées ainsi que le brut initial. Cela nous a permis de connaitre que
seul le rapport 9,5/0,5 qui donne un produit, les autres donnent des mélanges.

e Apres évaporation du solvant a I’évaporateur rotatif, la masse de chacun des isomeres
est ensuite déterminée. Une analyse de la plaque récapitulative basée sur le produit, la
masse du produit, la pureté, nous a conduites a exploiter les différents échantillons
mboL1, mboL2, mboL3, et mbolL 4.

Des études phytochimiques prévus dans ce travail n’ont pas pu étre réalisées a cause de manque
de solvants pendant cette période dans le laboratoire.

Néanmoins nous pouvons décrire les principes de cette methode.




Le test phytochimique permet de révéler si un extrait contient ou pas un alcaloide, un stérol,
des polyterpénes, un polyphénol, les tannins, les substances quinoniques. Pour cela nous allons
décrire le principe de test de chaque compose.

> Test pour alcaloides®
Environ 0,5 g de chaque extrait est agit¢ avec 5 ml d’acide chlorhydrique aqueux sur un bain
de vapeur : 1 ml du filtrat est traité avec quelque gouttes du réactif de Mayer et une deuxiéme
portion de 1 ml est traité de maniére similaire avec du réactif de Dragendorff. La présence de
précipité obtenu avec un de ces réactifs est considérée comme indicateur préliminaire de la
présence d’alcaloide (Harborne, 1973 ; Trease et Evans, 1989)*. Certains laboratoires utilisent
aussi le réactif de Wagner, ou une solution d’acide picrique et /ou une solution d’acide tannique
en plus des réactifs mentionnés plus haut (Persinos et Quimby, 1967).,
Un test de confirmation destiné a éliminer les composés non alcaloide pouvant donné de
réactions faussement positives est effectué comme suit avec tous les extraits qui donnent un
résultat positif dans les tests d’alcaloides préliminaire
Une forme modifiée de la méthode sur couche mince par Farnsworth et Euler (1962)!2 est
utilisé. Un gramme de I’extrait est traité avec une solution d’hydrate de calcium a 40% jusqu’a
ce que I’extrait devienne alcalin (mesuré par papier pH), et avec 10 ml de chloroforme. L’extrait
au chloroforme est alors appliqué sur des couches minces. Quatre systéemes de solvants
différents (avec des polarités trés différentes) sont utilisés pour faire migrer chaque extrait. La
présence d’alcaloides dans le chromatogramme est détectée en faisant gicler sur la couche
mince du réactif de Dragendorff fraichement préparé. Une réaction positive sur le
chromatogramme (indiquée par une tache orange ou une tache plus foncée contre un fond jaune
pale) confirme que 1’extrait contient un alcaloide.

> Test de stérols et polyterpénes
Les stérols et les polyterpénes dont le principe est de dissoudre a chaud dans 1 ml d’anhydride
acétique 5 ml d’extraction sec, y ajouter 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition a
I’interphase d’un anneau pourpre et violet, virant au bleu puis au vert, indique une réaction

positive.




» Testde polyphénols
Les polyphénols dont le principe est d’ajouter dans 2 ml de solution une goutte de solution
alcoolique de chlorure ferrique a 2%. L apparition d’une coloration bleue noiratre ou verte plus

ou moins foncée indique que le test est positif.

> Test de tannins
Les tannins dont le principe est d’ajouter dans 5 ml de chaque extrait évaporé a sec, 15 ml du
réactif de STIASNY (formol 30%, HCI concentré : 1/0,5). Le mélange est maintenu au bain-
marie a 80°C pendant 30 min. L’observation d’un précipité en gros flacons (ou flocons)

caractérise les tanins.

» Test de substances quinoniques
Les substances quinoniques libres ou combinées dont le principe est de triturer dans 5 ml de
HCI au 1/5,2 ml de chacun des extraits évaporés a sec et portés au bain-marie pendant 30 min.
L’ajout de 20 ml de chloroforme, puis de I’ammoniac dilué 2 fois (0,5 ml) donne une coloration

rouge ou violet si le test est positif.

» Test ses saponines
Les saponines dont le principe est d’introduire 10 ml de chacun des extraits aqueux dans un
tube a essai. Si une hauteur de mousse persistante supérieur a 1 cm apparait aprés agitation

pendant 15 secondes, puis laissé au repos cela indique que le test est positif.




I11. RESULTATS ANALYSES ET DISCUSSIONS

1) Résultats

L’analyse de nos échantillons révele que seul 1’échantillon mbOL2 est exploitable. Les autres
sont constitués de mélange de plusieurs entités chimiques, ce qui peut rendre les spectres
inexploitables. D’ aprés les spectres de proton, de masse et de carbone mbOL1, mbOL3 et
mbOL4 sont inexploitables a cause de leurs impuretés (voir annexe). Par consequent, le résultat
présenté se limite a ’identification de la molécule de 1’échantillon mbOL2.

L’exploitation de mbOL2 nous permet d’identifier deux produits majoritaires comme étant
I’acide gras (acide érucique : C22H2402) et le glycérol (CsHsOs) qui donnent le
1,3-dihydroxypropan-2-yldocos-13-enoate, déterminés grace la spectroscopie de masse

associee a la spectroscopie de RMN.

2. Analyses et discussions

a) Spectre de masse
L’analyse du spectre de masse (figure 5) nous a permis d’identifier deux fragments de la
molécule a savoir 1’acide érucique et le glycérol. Ces deux fragments présentent ensemble 25

atomes de carbones qui sont identifiés dans le spectre RMN du carbone *3C (figure 6).

Nous avons trois fragments caractéristiques sur le spectre de masse a savoir.
- Le pic 100,9362 qui correspond a la masse moléculaire du glycérol lié a un carbone

- Le pic 338,3224 qui est la masse moléculaire de I’acide €rucique

- Le pic 412,4043 correspond au pic moléculaire des deux fragments de la molécule
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Figure 5 : Spectre de masse

Gréace a ces différents fragments, nous pouvons avoir une idée sur la masse molaire de la
molécule a identifier. La structure de la molécule sera définie par I’interprétation de tous les

spectres 1D et 2D dont nous disposons.

b) RMN du 13C
Ce travail commence par la numérotation des résonances des & du 3C (figure 6) par ordre
décroissant. Cela nous a permis de donner un identifiant unique a chaque carbone. Cette
numérotation est reportée dans tous les spectres 1D : les spectres du proton *H (figure: 10),
DEPT (figure 7) et les spectres 2D : les spectres COSY (figure 11), HSQC (figure 8) et HMBC
(figure 13).

D’apres le spectre de masse, nous avons 25 atomes de carbones parmi lesquels nous pouvons

distinguer les carbones caractéristiques suivants :

- Un carbone de carbonyle a 173,3 ppm attribué a C;
- Les deux carbones éthyléniques C» et Cza 130 ppm

- Un carbone lié a un oxygeéne vers 63,0 ppm qui correspond a Cs4




- Deux carbones liés a un oxygene vers 61,0 ppm correspondant a Cs et Ce
- Un massif de carbone entre 34-22 ppm attribuables aux CH. et CH

- Un carbone primaire vers 13 ppm correspondant & Cas
Tous ces déplacements sont pris en fonction du déplacement chimique des carbones.

Nous avons du probleme a attribuer un numéro a des carbones qui se situe entre 34 et 22 ppm

a cause de leurs non éclatement.
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Figure 6 : Spectre de carbones

En effet nous constatons des pics de carbones qui ne sont pas pris en compte, cela montre que
nous avons un mélange de produits. Les pics caractéristiques ont éte identifies grace a la masse

et le spectre de proton.

c) Spectre de DEPT




L’analyse du spectre de DEPT permet de différencier les carbones selon leur hydrogénation.

Le DEPT est un spectre dans lequel les Carbones non hydrogénés (carbone quaternaire) sont
absents, les CHz inchangés et les CH et CHs inversés par rapport au spectre de carbone. Seul
peut rester un doute sur ces deux derniers mais d’autre séquence de DEPT peuvent régler cette
difficulté. La détermination de tous les carbones de DEPT pose probléme puis que nous avons

un mélange de produits.

De ce fait, nous constatons 1’absence de carbone vers 173,3 ppm et la présence des pics de
carbones a 63,0 ppm et 61,0 ppm correspondant a des CH ou CHs. On note la présence de
plusieurs pics qui ne font pas partie de la molécule. Avec le spectre de masse nous aurons 20

CHg, 3 CH, 1 CHzs et un carbone quaternaire.
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Figure 7 : Spectre de DEPT

d) Spectre HSQC




Grace a I’analyse des corrélations hétéro-nucléaires directe 1Ju.c observées sur le spectre HSQC

nous pouvons identifier un carbone quaternaire, un méthyle et deux méthylénes.

Cette analyse nous permet ¢galement d’identifier le degré de substitution de la double liaison
déduite par le fait que deux protons éthyléniques sont portés par le méme carbone ce qui forme

la présence d’une double liaison.
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Figure 8 : Spectre de HSQC
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e) RMN H




A partir du spectre de RMN du proton nous pouvons distinguer :

- Deux protons éthyléniques sous forme de multiplet résonnant a 5,32 ppm et 5,35 ppm
Hy et Hs

- Un doublet entre 4,99 ppm et 4,58 ppm correspondant a un proton
- Un triplet entre 4,07 ppm et 4,04 ppm correspondant a un proton
- Un singuliet a 3,66 ppm correspondant au proton d’OH

- Les protons Hx de la chaine carbonée sortent sous forme de multiplet entre 1,30 et 2,75

ppm. Un des pics apparait sous forme d’un massif regroupant plusieurs protons Hx.

- Un multiplet entre 0,87 ppm et 0,84 ppm correspondant a 3H du CHs
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Figure 10 : Spectre de proton

f) Spectre de COSY




En examinant le spectre de COSY nous pouvons identifier les différentes corrélations entre les

protons géminés et vicinaux.

- Les deux protons allyliques H2-H3 corrélent avec les protons Hy le plus déblinde.
- Le proton résonnant a 2,30 ppm corréle avec le proton Hx 6H 1,63 ppm.
- Le proton résonnant a 0,85 ppm corréle avec celui situé a 1,30 ppm, lui-méme corréle

avec deux protons géminés a 6H 1,63 ppm et 6H 2 ppm.
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Figure 11 : Spectre de COSY

Le tableau suivant montre les couplages scalaires entre les protons.

H2'H3 H4 H5'H6 Hx Hx Hx Hx Hx H25
Ha-Hs 4
Hy




Suite a toutes ces informations nous pouvons proposer la molécule suivante qui correspondrait

au mieux a ces spectres. Il s’agit du 1,3-dihydroxypropan-2-yldocos-13-enoate

Figure 12: Corrélation de proton sur la molécule

g) Spectre HMBC
Le spectre de HMBC montre les corrélations a longues distance entre les carbones et les
hydrogenes.

Les protons du méthyle Has correlent avec un carbone dans la bande non éclaté.

Le carbone C;: corrélent avec les protons Hy vers 2,2 ppm.

Les carbones C et Cs correlent avec les protons Hx qui résonnent vers 2 ppm et 1,7 ppm.
Le proton Ha- Hs présente trois corrélations aux niveaux des carbones non éclaté.

Le proton Hx qui résonne vers 1,5 ppm corréle avec les carbones non éclaté, le proton Hy vers
1,6 ppm quant a lui correle avec les carbones Co, Cset ceux de la bande non éclaté.
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Figure 13 : Spectre de HMBC




Le tableau suivant montre la corrélation hétéro nucléaire entre le carbone et le proton.

H»-Hs

Hx

Hx

Hx

Hx

Cy

v

Co v

L’analyse de tous ces spectres nous permet de donner une structure finale de la molécule isolée

dans 1’échantillon mbOL2 qui renferme aussi des impuretés (Schéma 3).

HO

Figure 14 : la molécule finale 1,3 dihydroxypropan-2-yldocos-13-enoate




CONCLUSION

Notre objectif au cours du stage était d’identifier des molécules se trouvant dans les feuilles de

Vernonia colorata.

Cependant la seule molécule que nous avons pu isoler et identifié dans 1’extrait méthanol est le
1,3-dihydroxypropan-2-yldocos-13-enoate, grace a la chromatographie sur colonne, la

spectroscopie de masse et les spectroscopies 1D et 2D.

L’isolation de cette molécule est faite a la suite d’une macération des feuilles de Vernonia
colorata puis d’une chromatographie sur couche mince et sur colonne avec des solvants comme
le méthanol, éther de pétrole et le pentane /Acétate d’éthyle. La molécule est ensuite
caractérisée par les méthodes de spectroscopies masse, proton, carbone et DEPT (1D) et COSY,
HSQC et HMBC (2D).

Ce travail nous a permis de connaitre les différentes techniques d’extraction au laboratoire. Au
cours de ce stage nous avons eu un probléme de solvant qui nous a obligés de distiller les
solvants déja utilisés. Ce stage nous a aussi permis également de connaitre les risques au

laboratoire.

En somme 1’étude phytochimique nous a permis de nous familiariser avec les méthodes
chromatographiques, d’avoir un apercu de comment extraire un principe actif dans une

substance organique.

Néanmoins le travail est loin d’étre terminé. Nous envisageons de faire des tests bactériens et

méme faire des analyses avec les autres extraits.
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ANNEXE

) Revue bibliographique

L’application en grande partie des huiles essentielles et flavonoides dans le domaine
pharmaceutique est un domaine en plein développement. La plante Vernonia Colorata fait
partie des plus consommées dans la pharmacologie Sénegalaise. Cela conduit souvent a
beaucoup de recherches afin de mieux connaitre leurs effets sur les sujets mais aussi de trouver
des techniques de séparation des molécules pour mieux les étudier. Dans cette syntheése
bibliographique nous définirons les huiles essentielles et les flavonoides.
I-1) Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances volatiles et odorantes sécrétées par des parties
specifiques de certains végétaux : les fleurs, les fruits, les feuilles, les racines, les graines et
méme les écorces. Une huile essentielle est constituée de composés aromatiques liquides et
terpéniques qui peuvent étre regroupes en cing classes : les alcools, les esters, les aldéhydes, les
cétones, les lactones et oxydes. Les composes terpéniques sont constitués majoritairement dans
les huiles par les mono terpenes et des sesquiterpénes qui donnent tous des hydrocarbures et
des composés oxygénés. Les composés oxygénés sont responsables des odeurs des huiles

essentielles.

Ces figures montrent quelques molécules terpéniques que nous pouvons trouver dans les huiles

o %

Limoneéne a-Pinéne Santéne tricyclene

essentielles

I-2) Monoterpenes
» Hydrocarbures

Figure 15 : les principaux hydrocarbures

I-3) Sesquiterpenes




» Hydrocarbures
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Figure 16 : hydrocarbures sesquiterpéniques
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Figure 17 : les alcools sesquiterpéniques

II) ETUDE BOTANIQUE




11-1) Etude Systématique
Synonyme : Eupatorium colorata (Willd), Vernonia Senegalensis (less)

Regne : végetal Ordre : Astérales

Sous régne : Eucaryotes Famille : Astéraceae
Embranchement : Spermatophytes Sous famille : Asteroideae
Sous embranchement : Angiosperme Genre : Vernonia

Classe : Dicotylédone Espéce : Vernonia colorata

Sous classe : Asteridae

11-2) Caractéres botaniques
Port : Arbrisseau de 3 a 4 m de hauteur, a fut ramifié pres de la base, a bois trés tendre, blanc

avec de nombreuses branches dressées, évasées, a moelle développée et rameaux a pubescence

rouille

Feuilles : Pétiolées, entiéres, ondulées, a limbe étroit vers la base souvent dissymétrique, 1’un

des cotes du limbe descendant plus bas que 1’autre ; 7 a 9 nervures latérales.

Fleurs : En panicule terminale corymbifére de 5 a 12 cm de largeur. Capitules larges de 7 a 8

mm, ayant a la base des bractées écailles ovales ; fleurs blanches toutes tubulaires.

Fruits : Akénes glabres, longs de 3 mm ayant une dizaine de cotes fines couvertes de petites

glandes blanchatres.
11-3) Habitat et répartition géographique

Espéce répandu dans toute 1’ Afrique tropicale, en particulier dans les savanes pré forestiéres,
les galeries forestieres et les foréts secondaires. On le trouve au Sénégal, en Guinée, au Mali,
en Gambie, en Sierra Léone, au Libéria, en Cote d’Ivoire, au Ghana, au Togo, au Bénin, au

Nigeria, au Niger, au Cameroun, au Congo, en Angola, en Afrique orientale.

11-4) Etudes ethnobotaniques
La plante est utilisée a plusieurs niveaux de la médecine traditionnelle africaine, d’ou son nom

de « soigne tout ».

Les feuilles servent a faire de frictions contre les douleurs, les démangeaisons, les mycoses et

les maladies de la peau d’origine parasitaire.




Les feuilles trées améres, sont employées en décoction comme fébrifuge. La decoction est
administrée par petites doses le long de la journée, I’amertume étant atténuée par du miel ou du
sucre. La décoction des feuilles est également employée en lotion chaudes et en frictions

corporelles en cas de fiévre.

La décoction est également utilisée apres I’accouchement. Les femmes boivent la décoction de
feuilles qui est censée affecter le lait et agir comme aide préventive contre les vers qui
risqueraient d’étre transmis a 1’enfant. Les femmes se frottent sur la poitrine pour faciliter le
sevrage. La décoction des feuilles est également utilisée pour traiter le paludisme. Le jus des

feuilles sert au traitement des affections gastro-intestinales et de la blennorragie.

Hormis I’aspect thérapeutique, les feuilles sont utilisées dans 1’alimentation. Elles sont utilisées
pour préparer des sauces dans certains pays comme le Cameroun, le Nigeria, le Benin et le
Togo. L’amertume diminuant avec la cuisson, les jeunes feuilles sont employées comme

potageéres : elles seraient antiscorbutiques, digestives et toniques.

Pour toutes les entéralgies, on fait prendre une macération de feuilles ou de racines qui a duré

24 heures. Cette préparation est tres ameére.

L’écorce de la tige et des racines est trés amere et plus ou moins astringente : on 1’emploie
contre la fievre et la diarrhée. Les écorces des tiges, du tronc et des racines sont employés en
préparation, souvent avec des épis de mais (variété rouge), dans le cas de la bilharziose,

d’impuissance masculin et de stérilité féminine.

Contre la blennorragie, on donne la décoction de la racine, avec celle du Rauwolfia vomitoria,

a plusieurs reprises pendant la journée.

Dans certaines régions, on brule les rameaux pour en tirer du sel. Les rameaux sont aussi
employés comme cure-dents-brosses, mais aussi machés comme stomachique tonique et

excitant.

La plante est trés employée comme purgatif en boisson et en lavement. On prépare un lavement

avec des feuilles macérées et filtrées auxquelles on ajoute du poivre et des épices.

11-5) Etudes chimiques et toxicité
Githen, sous la dénomination de Vernonia Senegalensis signale dans les racines de I’espéce

ouest-africaine la présence d’un alcaloide et Haerdi, sous la dénomination exacte de vernonia

colorata, fait état de réactions positives obtenues lors de la recherche d’alcaloides (par le réactif

S

de Mayer et celui de Dragendorff) et de saponosides avec 1’espéce du Tanganyika.




I1 a constaté que la plante ne renfermait pas d’alcaloides mais des principes amers. L’un d’eux
a été séparé a I’état brut par préparation au moyen d’éther de pétrole d’un extrait acétate d’éthyle

de tiges feuillées.

Des expérimentations réalisées au laboratoire de pharmacognosie et biologie végétale de
I’UCAD ont montré la présence de saponisides, d’hétérosides cardiotoniques, ainsi que de
tanins catéchiques.

I11-) Etudes antérieures

Les molécules trouvées dans les extraits de Vernonia colarata

o Vernolide Vernodalol
Bis (2-ethylhexyl) phthalate

Figure 18 : les molécules extraites de Vernonia colorata

I11) Les Spectres
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Figure 19 : Spectre de masse mbolL.1
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Figure 20 : Spectre de masse mboL1
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Figure 22 : Zoom spectre de carbone mboL2
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Figure 25 : Spectre de HMBC mbol.2
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Figure 27 : Spectre de proton mbol?2
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Figure 31 : Spectre de proton mboL3

a7



O MO @0
OV NTN
R R R R
NN D00 00

Vi
X
=

NHOWVFEOEOMOANNONOMVLNLMOMT O™ M
COMFLINNMMOVIMENNAANOMAINNEI0FNOD
EEFMMOO0EE=-OWYWWVLMAN OO G MO ® DO
NANNANNNAAA A A AAAAAAA AT D OOOOOO

J

Date_

F2 - Rcguisit

on

201

Parazeters
61031
T.55

EROBHD
FULFROZ

SOLVENT
e

Figure 32 : Spectre de proton mboL1
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