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Résumé :Combretum paniculaturivent. etNymphaea lotud.inn. sont deux plantes de la pharmacopée ivaigen
employées en thérapie traditionnelle pour traitesipurs pathologies. Les analyses au moyen de&ClViS et LC-MS
desdites plantes, ont permis de mettre en évidlenrs constituants phénoliques. 10 composés piggesl ont été
identifiés dan<C. paniculatumau nombre desquels 1 acide-phénol (acide galliguellagitanins (casuarictine, HHDP-
glucose, trigalloylHHDP-glucose, acide chébulinigu2 tanins condensés (dimeére et trimére de pradya) et 3
flavonoides (catéchine, myricétine, quercétine-s@a). Quant &. lotus 14 composés phénoliques y ont été identifiés
a savoir 1 acide-phénol (acide gallique); 3 tarifsgiques (galloylHHDP-glucose, tri- et tétragghglucose); 1 tanin
condensé (épigallocatéchine-épicatéchine-épicatéghiet 9 flavonoides (kaempférol-dihexoside, myines3-
rhamnoside, kaempférol-3-coumaroylglucoside, quaredihexoside, quercitrine, kaempférol-rhamnosldgcitrine-
rhamnoside, isorhamnétine-rhamnoside et lutéolaennoside)

Mots-clés: Combretum paniculatum, Nymphaea Iotuscide-phénol, ellagitanin, tanin condensé, flaide,

pharmacopée ivoirienne, GC-MS, LC-MS

Identification of phenolic compounds from two plant of ivorian pharmacopeia*

Abstract : Combretum paniculatundent. andNymphaea lotu&inn. are two plants from ivorian pharmacopoesed
in traditional therapy to treat many diseases. ¥sialusing GC-MS and LC-MS said plants, helpedigilight their
phenolic constituents. 10 phenolic compounds weeatified inC. paniculatumamong which 1 phenol acid (gallic
acid); 4 ellagic tannins (casuarictin, HHDP-glugogleicose- trigalloylHHDP, chebulinic acid); 2 atensed tannins
(procyanidin dimer and trimer) and 3 flavonoidstéchin, myricetin, quercetin-hexoside). As regaktslotus 14
phenolic compounds have been identified, namelieinpl acid (gallic acid); 3 ellagic tannins (galldiiDP glucose-,
tri-and tetragalloyl-glucose) ; 1 condensed tanif@pigallocatechin-epicatechin-epicatechin) and &vdhoids
(kaempferol-dihexoside, myricetin-3-rhamnoside, Rpéerol-3-coumaroylglucoside, quercetin-dihexosideercitrin,
kaempferol-rhamnoside, laricitrin-rhamnoside, isornimetin-rhamnoside and luteolin-rhamnoside).

Keywords: Combretum paniculatunNymphaea lotuphenol acid, ellagic tannin, condensed tannavdhoid, ivorian
pharmacopoeia, GC-MS, LC-MS
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1. Introduction 2. Matériel et méthodes

o 2.1. Matériel végetal

Avec plus de 8000 structures pheénoliques | e matériel végétal est constitué des feuilles
connues, les composés phénoliques constituertompretum paniculatunet de Nymphaea lotus,
'une des grandes familles de molécules largemenieyx plantes sélectionnées & partir d’enquétes
répandues dans le regne védetals regroupent Un  ethnobotaniques menées auprés de tradithérapeutes
vaste ensemble de substances chimiques! s ont été respectivement récoltées au Centre
comprenant au moins un noyau aromatique et un oMational de Floristique (CNF) de ['Université
plqsieurs' groupements hydro,xyles. Les vertugyapidjan-Cocody et a Agnibilékrou (Cote
theérapeutiques de ces composes sont bien connugyoire) en juin 2010, puis identifiées a I'herbie
En effet, la protection par exemple contre plusieur 4y cNF par le professeur AKE-ASSI Laurent. Les
maladies (cancers, maladie d'Alzheimer, troublesejjles ont été nettoyées ensuite séchées dans une
ca@ovasculawes, )..est due a leurs propriétés gjle climatisée pendant 7 jours. Elles ont été
antioxydante. _ _ pulvérisées avec un broyeur électrique (RETSCH,
Combretum paniculatundent. est une liane robuste type SM 100) pour obtenir de fines poudres qui ont

appartenant a la famille des Combretaceaegchantillonnées pour les analyses GC-BISLC-
Localement appeléelodah en Baoulé, elle est g

utilisée pour traiter la stomatite crémeuse, les

hémorroided), la tuberculosé et la blennorragié. 5 5 Mathodes  didentification  des composés
Plusieurs études ont rapporté ses vertus .phénoliques

antifongique, antibactérienne, anti-inflammatoire,

antimicrobienné®®, antivirale contre le VIH 2% 5 5 1 |gentification par GC-MS

et  anticancéreu$é'?.  Ces  propriétés A 10 g de poudre de végétale de chaque plante
pharmacologiques sont liées a la présence dans sggsalablement traitée par I'éther de pétrole, n0
organes, des tanins, des flavonoides, —dege HCI 2N sont additionnés. L’ensemble est chauffé
coumarines, des stérols et des polyterp€n&s™l 3 reflux pendant 2 h. Aprés refroidissement,
En outre, des investigations chimiques menées P&hydrolysat est traité par 3x50 ml d'acétate
Kabranet al, (2012) ont révéle une forte teneur engéthyle. Les fractions organiques sont regroupées,
composes phenoliques (14426,684 ng EAG/g MSygchées sur MgSCanhydre, ensuite concentrées
et une présence remarquable de flavonoides @pus vide puis séchées sous azote. La fraction
d'anthocyanes'®. Par ailleurs, les mémes auteursorganique (100 pl) est dérivatisée par addition de

ont dépisté par CCM, le pouvoir antiradicalaire depgg ul de N-méthyl-N-triméthyl-
Combretum paniculatuvis-a-vis du DPPH®.  gjjvitrifluoroacétamide (MSTFA), puis chauffée a
Nymphaea lotusLinn. est une herbe aquatique 37°C pendant 30 min. 0,1 pl de cet exwsit

solitaire de la famille des Nymphaeceae, employégnjecté pour étre analysé.
en medecine traditionnelle contre les céphalées, lpanalyse a été effectuée a I'Ecole Nationale

dyspepsie, l'entérite, la diarrhée, les problemesypérieure de Chimie de Montpellier sur un
urinaires, les figvres, les palpitations de ct8liles  chromatographe en phase gazeuse couplé a un
maladies de la peau, la gonorrhée, la bronéHiitet  spectrophotométre de masse (GC-MS) de marque
le cancer du seift”. Plusieurs études antérieures SHIMADZU, modéle QP2010SE avec une colonne
ont révélé quela plante posséde des propri€tészepron zB-5ms de 20 m de long, d’un diamétre
aphrodisiaque,  diurétiqi, antibactérienne, intérieur de 0,18 mm et d'une épaisseur de filtade
antifongique, ~antimicrobienne®*?,  antivirale, phase stationnaire de 0,18m. L'hélium a été
anticancéreusé * et antioxydante™ * Sa  employé comme gaz porteur avec une vitesse
composition phytochimique met en évidence lajingaire de 0,9 ml/s. Le programme de température
présence de tanins, de composés phénolifés gy four a été de 70-270°C a 4°C/min et maintenu a
avec une prédominance en flavonoides ) 270°C pendant 20 min. La température de
d'alcaloides, d'anthraquinones, de saponines, dfinjecteur a été fixée & 280°C et celle du détecie
glycosides cardiotoniquéd ™. N 290°C. L'injection a été réalisée en mode splitless
L'objectif de la présente €tude a été d'id@mt | s parametres du spectrométre de masse pour le
par GC-MS et LC-MS, les composés phénoliquesmode d'impact électronique sont la température de
que renferment Combretum paniculatumet  source d'ionisation (230°C), I'énergie d'électr@® (
Nymphaea lotysdeux plantes de la pharmacopeeey), |a vitesse de scan (50 scans/s) et la vitesse
lvoirienne. d’acquisition (10.000 u.m.a/s). L'identification sde
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composeés a été obtenue en comparant les terr
rétention avec ceux de composeés authent et les
données spectrales obtenues a partir
bibliotheques Wiley et NISTChaqu: détermination
a été effectuée en double exempl:

2.2.2. ldentification par LC-MS

5 g de poudre de feuilles pulvérisées de ch
plante préalablement traitée par I'éther de péi,
sont macérés dans 100 ml cétone (70%) sous
forte agitation magnétique (2000 Tr/min)
pendant 24 h a la température ambi. Le mélange
a été filtré et le filtrat concentipuis lyophilisé. 1
mg du lyophilisat est repris dans 1 ml d’'un méla
H.O / CHOH a volume égalensuitt solubilisé au
vortex. L'ensemble est filtré a l'aide d'un filt
jetable (0,2um de porosité) edilué au 1/1°™ pour
étre injecté.
L'analyse LCMS a été réalisée a IPlateforme
Polyphénols de I'INRA sur une chaine UPLC
Acquity Waters couplée a un spectrometre de m
(Amazon X de Brucker) par UPI-ESI-IT-MS’
(Chromatographie liquide ultdaaute performance
avecune source d’ionisation en électrosy et une
trappe ionique pour obtenir n niveaux
fragmentation) Une colonne C1 Waters Acquity
BEH 150 x 1 mm (longueur x diametre) en pt
inverse, avec des particules de jifi@ de diaretre
est utilisée a 35°C. La phase mobile est const
du systeme de solvants A Bl + 1% HCGH) et B
(CH;OH + 1% HCQH). Le gradient utilisé e de
2-30% de B de 0 & 10 min, de 30% de B de 10
min, de 3075% de B de 12 a 25 min, de-90% de
B de 25 a 30 min, de 90% de B de 30 a 35 mir
90-2% de B de 35 a 38 min et de 2% de B de

43 min. La vitesse d’écoulement est de 0,08 nn
et le volume d’injection est de Oyb

Un blanc (injection d’'eau) a été intercalé aj
chaque injectionLes spectres L-visible ont
été enregistrés de 250 a 600 nm avec un pas
nm. L’identification de chaque composé a été 1
en combinat le temps de rétention et les différer
fragmentations obtenu

3. Résultats et discussic

3.1. Identification par GC-MS

L’'analyse GAVIS des deux plantes a révélé
présence de plusieurs composés. Toutefois
nombre des composés phénoliquontenus dans
Combretum paniculatu et Nymphaea lotyd’acide
gallique () a été majoritairement identifié avec
taux de 53,05% et 20,89% respectiver. Dans la
figure 1, le pic intense avec un temps de réter
(9,56 min) confirme sa présen. Son spectre de
masse montren ion moléculaire [V" 458 et des
ions fils m/z 443 ([M15]", perte de Ck) et m/z
281 ([M-177T , ion majoritair)). L’ion [M-177]"
correspondh la perte respective de 1 (15) et des
groupements TMSO (89) et TMS (7 La
prédominance dd) dansC. paniculatunmet dans\.
lotus est dued la présence de gallotanit*® dont
I'hydrolyse engendre la lyse des liaisons ester
libere I'acide gallique. Ce métabolite secondast
un antioxydant naturel largement distribué dan
regne veégétal soit sous forme libre soit com
composantdes gallotanins. Des étur 2% ont
révélé ses nombreuses propriétés biologiques
qui justifie 'usage de certaines especes végé
qui en renferment en médecitraditionnelle.

TioEaaws

A - ik e
Temps. mifi”

Figure 1: Chromatogrammes ¢-MS de Combretum paniculatutf®) et deNymphaea lott (B)

G. R. Kabran et al

59



J. Soc. Ouest-Afr. Chim. (2014) 038 ; 57 - 63

3.2. Identification par LC-MS de Combretum
paniculatum
Le profil chromatographique a différen

longueurs d’onde &80 (tracé bleu), 320 acé
orange) et 360 nm (tracé ve révele la présence
d'une douzainede composeés(Figure 2). Les
caractéristiques chromatographiques des princi
composés détectés et les hypothéses structi
issues d'elles sont présentées danTableau 1.
Les analyses LC-MS d&. paniculatur (Figure 2)
ont montré la présence de plusieurs comp
phénoliques. L’hexahydroxydiphéi-3-O-D-
glucose (HHDP-glucoset I'acide gallique (ic 1)
apparaissent en tout début de cent. En effet, la
présence de HHDP-glucosd esarquée par un ic
m/z 481 ([M-H]) et pardes ions fils m/z 321 et m/z
301 ([M-H-180], perte d'un hexo®). L’acide

gallique a été identifié a partir des différer
fragmentationsm/z 169 ([M-H]) et m/z 125 ([M-
H-44], perte de carboxylat¢ Les tanins sont
représentés par Igécs 2, 3, 6, 7, 8 et ;, au nombre
desquels se distinguelets ellagitanins (ics 2, 3, 7,
8 et D) et les tanins condensés (me 6).

L’ion m/z 935 ([M-H]) (pic 2) et les ions fils m/
633 ([M-H-302], perte de HHDP); rz 481
(HHDPglucose) et m/z 301 ([HHC-H]),
correspondent au  gallc-bis(HHDP)-glucose
(Casuarictine).  Trigallo-HHDP-glucose (pic 3)
donne un ion m/z 951 ([-H]) avec des ions fils
m/z 907 ([M-H-44], perte de carboxylate), m/z 7
(IM-H-168], perted'acide gallique), m/z 481 (per
de trigalloyl m/z 469) et m/z 301 ([HHI-H]?}.
L'ion m/z 967 ([M+H]) avec les ions fils m/z 91
et 731 se rapportent a un ellagitanin inco

Intensité
el
LEe ]
10

1]

= 1
+0

:ﬁ ﬂ

- 1. V I =
1] 5

'Femps,

Figure 2. Chromatogrammes LC-MS dgombretunpaniculatun

Tableau 1 :Identification par L(-MS des composés phénoliques@ambretum paniculatu

tr Amax Masse: MS (m/z) ; MS/MS Formules
Pics | (min) (nm) molaires lon+/- ion brutes Composés identifiés
2,2 <250 482 481 [M-H] 321, 301 [M-H-Hex] CooH16014 HHDP-glucose
1 35 269 170 169 [M-HJ 125 [M-H-CQJ’ C/HeOs Acide gallique
2 81 | <250,290 936 935 [M-HJ 633 [M'H'?gTDP]’ 48L | €O Casuarictine
<250, 260, 907 [M-H-COJ', i i N -
3 8,6 290 952 951 [M-H] | 783[M-H-Gall], 481,301 | Cuft2s0zr | Trigalloyl-HHDP-glucose
4 10,1 <250, 280 290 291 [M+H]" 245, 205, 179 eH140s Catéchine
5 10,2 269 916 917 [M+H]" 819, 809 NI
451, 425[M-H-152]
6 10,7 272 578 577 [M-H] 407 [M-H-Gall], 289 CsoH2601; Dimére de procyanidine
10,7 272 866 865 [M-H] 785, 577, 469 £5H3601¢ Trimeére de procyanidine
7.8 | tL2 266 966 967 [M+H]" 917, 731 GoHaeOs: Ellagitanin inconnu
9 12,3 274, 350 960 961 [M+H]" 769, 461 NI
10 17,5 <250, 270 956 955 [M-HJ Ca1H302; Acide chébulinique
11 18,5 252, 358 464 463 [M-H] 801 [M-H-Hex], 179, 151 CoHoO1; Quercétine-hexoside
- Myricétine-3,7,3',4',5'-penta|
12 21,4 265, 350 388 389 [M+H] CoH2008 O-méthyle
HHDP : Hexahydroxydiphenoyl- NI : Non identifié  Hex : reste d’hexosé&all : Acide gallique

G. R. Kabran et al
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L’'acide chébulinique (pic 10) est caractérisé
ion m/z-955 ([M-H]). Le massif 6 correspond
deux tanins condensés (dimére et trimere
procyanidine). En effet, le dimére présente un
m/z 577 ([M-H]) avecles ions fils m/z 451, 42
(perte d'un galloyl m/z 152), m/z 407 (pe
d’acide gallique m/z 170) et m/z 28Quant au
trimére,ses fragmentations dornt un ion m/z 865
(IM-H]") avec les ions fils m/Z85,m/z 577 ([M-H-
288J, perte d’'une catéchine) et/z 469. Les pics 4,
11 et 12 se rapportent adbavonoides.Le pic 4
indique la présence d'une catéchine dont
fragmentations sont I'ion m/z 291 ([M+") et les
ions fils m/z 245, 205 et 179. Le pic 11 corresp
a la quercétind&exoside au regard d'ion m/z 463
(IM-H]") et des ions fils m/z 301 (-H-162],
perte d’'un hexose), m/z 179 et 151. Enfin, le @
représente la myricétiri7,3',4',t-penta-O-
méthyle, représentée par I'ion m/z 389 ([M-).

3.3. ldentification par LC-MS de Nymphaea lotus

Dans les chromatogrammes en 3D et-visible
a 280 nm, une quinzaine de pics majoritaires ¢
repérég(Figure 3). Le Tableau Z résume la nature
de chaque composé phénolique identifié dN.
lotus le temps de rétention, les ions molécus et
les ions fils issus des différentes fragmentati
Comme déja révélé en AA@S, I'acide gallique (pic
1) apparait en tout début de gradient, avec ur
m/z 169 ([M-H]) et un ion fils m/z 125 ([I-H-44],
perte de carboxylatel.es composés (pics 2, 4, 5
et 7) sont des ellagitanins. En effet, les pic3 &t 7
avec m/z 951 ([M-H) correspondent au trigallc-
HHDP-glucoseavec comme grou trigalloyl, les
fragments valoneoyl,tergalloy, macaronyl par
exemple?”. Tous produisent les ions fils/z 907
(perte de carboxylate), m/z 783 (perte d'ac

galligue m/z 168), m/z 481 (perte de trigalloyl r
469) et m/z 301 (acide ellagique). Le pia été
identifié comme étant L galloyl-HHDP avec l'ion
adduit sodique m/z 657 ([M+N"). En mode
négatif, il donne un ion m/z 633 (-H]) avec les
ions fils m/z 463 ([MH-170], perte d'acide
gallique), m/z 419 et 301 (acide ellagique). Le%p
se rapporte au tétragall-glucose avec un ion m/z
787 (IM-H]) et les ions fils m/z 635 ([-H-152],
perte d'un galloyl), m/z 465 (perte d'un ac
gallique et d'une unité galloyl) et m/z 169 (ac
gallique). Le pic 5 indique en outre, la prése
d'un ellagitanin inconnu (M. 966) donnant un i
m/z 965 ([M-H]) et un ion fils m/z 93¢

La présenceal’'un tanin condensé est indiquée
lion m/z 881 ([M-H]) (pic du massif 9) avec Il
ions fils m/z 729 (perte d’'une unité galloyl n
152), m/z 603, m/z 577 (perte d’épigallocatéct
m/z 304) et m/z 451. Les pics 6, 10, 11, 12, 1
ceux des massif8, 9, ont été identifies comn
étant des flavonols glycosidiqu. Le pic 6
correspond au kaempfé-dihexoside avec un ion
m/z 611 ([M+H]) et les ions fils m/z 449 (per
d’une unité hexose m/z 162) et m/z 329. Un pic
massif 8 présente des fragmenins & m/z 465
(IM+H]™) avec un ion fils m/z 319 qui confirme
présence de la myricéti-3-rhamnoside. L’autre pic
du méme massif avec un ion m/z 611 ([M") et
des ions fils m/z 447 et 285 (perte d
coumaroylglucoside m/z 310) se rapporte
kaempférol-3coumaroylglucoside. L'ion m/z 6z
(IM-H]") avec les ions fils  m/z 463 (perte d
hexose m/z 162) et m/z 301 (quercétine) (pic
massif 9) a été identifie comme étant la quere-
dihexoside. Les pics 10, 11, 12 et 13 ainsi quiar
du massif 9 sont caractérisés par la perte d’
unité de rhamnose (m/z 14

Ingepsité
11
" 3 9 10 12
T i | 13
I | b 2
Tufifisied ! — L L =l | A -
Im 3
o
11 =
g 14 2
o _‘ /
1 4 9 12 13 / .
. = 14 o BoARESE S
! ] HL. e 751 | L her
] I -JI\——"—A—\_MW._F"_.\— ,_Mjlp.'th.\" At iy o, S T
: LA = - 5 TEmps A

Figure 3: Chromatogrammes LC-MS ddymphaea lotus
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Tableau 2 :ldentification par LC-MS des composés phénolicieymphaea lotus

tr (Min) Amax Masses | MS (m/z) ; MS/MS Formules
Pics (nm) molaire | lon +/ - lon brutes Composés identifiés
S
1 3,8 269 170 169 [M-H] 125 [M-H-CQJ” C7HsOs Acide gallique
2 9,8; 274 952 951 [M-HJ 907 [M-H-CQy, CuH260,7 | Trigalloyl-HHDP-glucose
3 10,4 274 952 951 [M-HJ 783[M-H-Gall[, CuH260,7 | Trigalloyl-HHDP-glucose
481, 301
4 11 269 634 657 463 [M-H-Gallf, 419, C,/H2:0:5 | Galloyl-HHDP-glucose
[M+Na]* 301
5 13 274 788 787 [M-H] 635 [M-H- 152], CaH24022 | Tétragalloyl-glucose
465 [M-H-Gall-152], 169
966 965 [M-H] 933 GoH3002; Ellagitanin inconnu
6 14,2 260, 267, 350 610 611 [M+H]| 449 [M+H-Hex], 329 GHzcOe | Kaempférol-dihexoside
907 [M-H-CQy,
7 15,9 267 952 951 [M-HJ 783 [M-H-Gallf, CyiH260,7 | Trigalloyl-HHDP-glucose
481, 301
464 465 [M+H 319 [M+H-Rham] CoiH201; Myricétine-3-rhamnoside
8 16,7 267, 341 594 595 [M+H] | 447, 285 [M-H-Cou-Hex]| CaHzO1z | Kaempférol-3-
coumaroylglucoside
9 17,4 255, 367 626 625 [M-H] 463 [M-H- Hex], 301 GH30017 | Quercétine-dihexoside
882 881 [M-H] 729 [M-H-152], 603, CusH3s019 | Epigallocatéchine-
577 [M-H-Epicat], 451 épicatéchine-épicatéchine
19,5 255, 260, 300, 350 448 447 [M-H] 301 [M-H-Rham] CoiH20011 | Quercétine-3-0O-
rhamnoside
10 21,4 262, 290, 320, 341 432 433 [M+H 287 [M-H-Rham] CoiHxOic | Kaempférol -rhamnoside
11 22,5 260, 300 478 479 [M+H)] 333 [M+H-Rham] CyH2201, | Laricitrine-rhamnoside
12 24,3 258, 260, 351 462 461 [M-H] 315 [M-H-Rham] CyH2:011 | Isorhamnétine-rhamnosidg
13 26,8 271, 326 432 433 [M+H] CxiH20010 | Lutéoline-rhamnoside
14 27,8 278 364 365 [M+H] NI
15 30,6 265, 282 316 317 [M+H] 301 NI
HHDP : Hexahydroxydiphenoyl- NI : Non identifié Gall : Acide gallique Hex : reste d’hexose
Rham : Rhamnoside  Cou : Coumaroyl Epicat : Epigallocatéchine

Tous ces pics sont identifiés comme étant desle C. paniculatumet de N. lotus apportent un
flavonols-rhamnosides. Le composé (pic du massifustificatif rationnel de leur emploi récurrent dde

9) de masse molaire 448, avec un ion m/z 447([Miraitement de plusieurs pathologies en thérapie
H]) et un ion fils m/z 301 ([M-H-146]est la traditionnelle en Céte d’lvoire.
quercétine-3-O-rhamnoside (quercitrine). Le

composé (pic 10) avec I'ion m/z 447 ([M-HJion  Remerciements

fils m/z 301) et I'ion m/z 433 ([M+H) (ion fils m/z  Les auteurs remercient le Service de Coopération et
287) est Ie kaempférol_rhamnosuje L’Ion m/Z 479d’ACt’|\0n Culture”e (SCAC)de |,A|:nba.ssade de France
(IM+H]*) avec rion fils m/z 333 (pic 11), lion " Cote d’lvoire pour I'appui financier.

m/z 461 ([M-H]) (ion fils m/z 315) (pic 12) etl'ion _
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