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Summary: In the ether extract ofephrosia deflexa Bakeseeds (leguminous plants), three (3) rotenoids and
two (2) chalcones have been isolated for the tiimst, from this species: the rotenone (1), the 8rbyyrotenone

(2), the 3-hydroxyrotenone (3), the pongachalcdiegnd the 6' O-methylpongachalcone (5).

The Bacillus pumilus(gram+) andPseudomonas putidéggram-) antibiograms of the compounds have been
carried out.

Keywords: Tephrosia deflexachalcone; rotenoid; GC/MS; NMR (1D, 2D); antibiag

Résumé :Tephrosia deflexd&Baker et und-abaceaeassez connue dans la médecine traditionnelle akxigg
pour ces vertus thérapeutiques.

Des gousses de cette plante, a partir de I'éxéthiéré, nous avons isolé et déterminé la streatier cing
composés chimiques qui ont été identifiés pour riempére fois dans cette espéce ce sont les : nogerid
hydroxyroténone, 5-hydroxyroténone, pongachalcone & méthoxypongachalcone.

Ces composés ont été testés par la méthode dsidiffuantibiogrammes standard sur deux bactBaedlus
pumilus (gram+) etPseudomonas putidéggram-). Nous avons utilisé comme antibiotique ré&rence le
Chloramphénicol qui a un spectre variable.

Mots-clés: Tephrosia deflexachalcone ; roténoide ; GC/MS ; RMN (1D, 2D) tiaimgramme.

I - INTRODUCTION

Le genreTephrosia(Leguminosagest trés Sénégal Oriental et identifiée au spécimen
répandu dans les regions tropicales et de I'herbier du Laboratoire de Botanique
subtropicales”’. Le nombre d’espéces est de IInstitut Fondamental de I'Afrique
estimé entre 300 et 400. Parmi celles-ci 15 Noire — Cheikh Anta Diop (IFAN — CAD)
environ sont trouvées au Sénédal

Certaines especes sont utilisées comme |l - METHODOLOGIE

plantes médicinales mais également

comme insecticide dans la protection des Les graines ddephrosia deflexg6g) ont

cultures vivriere§ ™. été broyées et mises a macérer pendant 24
Plusieurs roténoides et flavonoides ont été heures dans I'éther. L’extrait brut analysé
isolés des espéces du gehephrosia en CG/ SM a montré des pics non reconnus

Tephrosia deflexaobjet de cette étude, par la base de données de notre

pousse au Sénégal principalement dans les bibliothéque intégrée CG/ SM.

prairies sablonneusé&s. Elle a été récoltée Pour identifier ces composés, 180mg

en 2001 pres de la réserve de la biosphere d’extrait éthéré ont été étudiés.

du parc de Niokolo-Koba au Pour la chromatographie sur couche mince,
des plaques en verre couvertes de gel de
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silice 60 (couche de 0,25 millimétres,
F250, E. Merck) ont été utilisées. La
visualisation a été faite en pulvérisant le
réactif p-anisaldehyde430, suivi du
chauffage a 110°C.

Pour la CG/ SM: chromatographe (HP
5890A-5970), avec EIl: 70 eV, en utilisant
un capillaire BPX5 de 25m (0,15
millimétres de diamétre) avec de I'hélium
comme gaz vecteur. La température de
four a été augmentée de 80 °C a 310 °C
avec comme vitesse 3,5 °C/min.

Les spectres RMN dtH et du**C ont été
enregistrés sur un spectrometre Bruker
AC400 dans CDGla 400 mégahertz et a
100 mégahertz, respectivement. Les
déplacements chimiques ont été rapportés
en utilisant le TMS comme étalon interne.
Les pouvoirs rotatoires ont été déterminés
avec un polariméetre de Perkin Elmer
341LC.

La caractérisation des composés a été faite
par CG/ SM, RMN H, **C, DEPT,
HMBC, NOESY). Pour les tests
antibiogrammes nous avons utilisé deux
bactéries : Bacillus pumilus (gram+) et
Pseudomonas putidgram-).

En CCM lextrait éthéré montre 7
taches sur la plaque préparative avec
l'éluant (EG/ E$O: 70/ 30). Nous nous
sommes intéressés aux taches qui ont
donné un pourcentage en masse exploitable

 La tache (2), Rf = 0,14; 28 mg qui
donne un mélange de 3 composeés de la
famille des roténoides, subit une
nouvelle CCM (EG/ ED: 50/ 50) pour
donner la roténone: composéIn(Rf =
0,61; 13 mg, 0,21 % en masse de la
poudre de graines analysée), la 5-
hydroxyroténone: composé 2°(Rf =
0,42; 8 mg, 0,13 % en masse de la
poudre de graines analysée) et la 3-
hydroxyroténone: composé 8°(Rf =
0,33; 5,4 mg, 0,08 % en masse de la
poudre de graines analysée).

» Latache (5) (Rf = 0,55; 16 mg, 0,26 %
en masse de la poudre de graines
analysée) donne la 6’-O-
meéthylpongachalcone: composém®
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* Latache (6) (Rf =0,71; 10 mg, 0,17 %
en masse de la poudre de graines
analysée) donne la pongachalcone:
composeé n4.

[ll. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. La roténone (1)

L’identification structurale du compodéa

éete reéalisée sur 13 mg qui représente

0,21% de la poudre de graines analysées.

L’analyse en RMN?C et la DEPT 135° a

donné les résultats suivants:

e Un CH; qui sort a 17,1 ppm (méthyl-

Cs)

Deux méthoxyles a: 55,8 ppm (MeO-

Cs) et 56,3 ppm (MeO-£)

 Trois CH qui sortent a: 31,3 ppm
(H.C-2"), 66,3 ppm (HC-2) et 110,4
ppm (G)

» Sept CH qui sortent a: 72,2 ppmy[C
44.6 ppm (G); 104,8 ppm (§); 130,0
ppm (G); 100,9 ppm (©); 87,8 ppm
(Cz2r) 5 112,6 ppm (€)

» Dix carbones quaternaires (Tableau I).

L'analyse en RMN'H a donnée les

résultats suivants :

* Neuf protons CHhl parmi lesquels six
sont des protons méthoxyles (3,76
ppm, s, 3 Hdu MeO-¢; 3,80 ppm, s,
3 H du MeO-G) et trois sont
meéthyliques (1,76 ppm, s, 3 H Me-
Cs).

Six protons CH (4,61 ppm, dd (3/ 11,8

Hz), 1 Hy; 4,17 ppm, d (12,1 Hz), 14

2,96 ppm, dd (15,9/ 8,1 Hz), LH;

3,33ppm, dd (15,9/ 9,84 Hz), LH;

5,07ppm, s,

1 Hyq; 4,93ppm, s, 1 k).

* Sept protons CH (4,92 ppm, d (1,8 Hz),
1 H-G; 2,8 ppm, d (4,0 Hz) 1HE
6,50 ppm,

d (8,6Hz), 1 H-g 7,83 ppm, d (8,6 Hz),

1 H-G; 6,77 ppm, s, 1 H-£5 6,45 ppm, s,

1 H; 5,23 ppm, t (8,0 Hz), 1 HJ.

Pour la corrélation entrtH-*H nous nous
sommes servi du COSY tableau ).
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Le pouvoir rotatoire de ce composé est un
[a]*) = -80°.

L'’ensemble de ces données,
comparaison avec la littératufe® nous a
permis d’identifier ce composé a la
roténone (Figure 1).
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Figure 1: Structure des trois roténoides

3.2. La 5-hydroxyroténone (2)
L’identification structurale du compo&a
été réalisée sur 8 mg qui représentent 0,13
% de la poudre de graines analysées.

Ce composé a été analysé & (voir
tableau II).

Le pouvoir rotatoire de ce composé est
[0]*, =-41.09°.

En comparant ces résultats a la
littératuré”®*1° nous avons pu donner la
structure de la Figure 1.

3.3. La 3-hydroxyroténone (3)
L’identification structurale du compo&a

eté realisée sur 54 mg qui représentent
0,08% de la poudre de graines analysées.
Pour l'identification de ce composé nous
avons utilisé les RMN®C et du'H qui ont
permis de connaitre le nombre de carbones
et de protons de méme que leur nature
tandis que les corrélations entre protons
ont été identifiées grace au COSY'é&-

'H grace a la HMBC (tableau Il).

Le pouvoir rotatoire de ce composé est
[0]*, =-41,31°.

L’ensemble de ces données
comparaison avec la littératufe® nous a

en
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permis d’identifier le compos8 a la 3-
hydroxyroténone (Figure 1).

3.4. La pongachalcone (4)

L’identification structurale du compogéa

éte réalisée sur 10 mg qui représentent 0,17
% de la poudre de graines analysées.

Ce produit donne en chromatographie
phase gazeuse un pic a 66,45 mn.

Le spectre de masse a permis d’identifier
Iion moléculaire (M+ = 336) ce qui donne
la formule GiH2004.

Il a comme indice de Kovats : Kl = 3036
L'analyse de ce composé a été possible
grace au'H, au COSY et au NOESY
(tableau 1V).

Le pouvoir rotatoire de ce composé est
[a]*°F = +6°.

En comparaison avec la littérature
[11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21]nous avons pU
déterminé la structure def@gure 2.

\2‘../3"\ "

~
'O T,/CEL)\?,/OR i/éz
3\2/1\9/8 N
i
. Y8,

Figure 2 : Structure des deux chalcones

3.5. La 6’-O-méthylpongachalcone (5)
L’identification structurale du compo&éa

éte réalisée sur 16 mg qui représentent 0,26
% de la poudre de graines analysées.

Ce produit donne en chromatographie en
phase gazeuse un pic a 63,35 mn.

Le spectre de masse a permis d’identifier
Iion moléculaire (M+ = 350) ce qui donne
la formule GzH220..

L’indice de Kovats (KI) est de : 2868
L’analyse de ce composeé a été approfondie
grace ad>C,'H et le COSY (tableau V).

Le pouvoir rotatoire de ce composé est
[a]?°5 = +1,09°.

En comparaison avec la littératufe 2!
nous avons pu déterminer la structure de la
Figure 2.
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Tableaul : RMN de la roténone dans CRCI

Carbone 3%°C, mult. &'H, mult. (J en Hz), °

NO

RrONRHoo~vwoobwN

51
61
21!
31!
41!

Corrélations COSY

ppm ppm

72,2d 4,92d (1,8) 1H H:3,8/4,7/ 4,61
44.6d 2,8d (4,0) 1H H: 4,92

188,9 s H:

130,0d 6,50d (8,6), H H:7,83

104,8d 7,83d (8,6), H H: 6,50

167,4 s - H:

113,3s - H:

157,9s - H:

110,4 s - H:

113,0s - H:

1495s - H:

100,9d 6,77 s, 1H : 3,76/ 3,80

143,0s - H:

143,9 s - H:

112,6 d 6,45 s, 1H H: 3,76
87,8d 5,231 (8,0), 1H H: 2,96/ 3,33
474 s - H -
110,4t 4,93 s, H4 Hsa: 5,07/ 1,76

5,07 s Hyp Hywp: 4,93/ 1,76

Carbone 3%°C, mult. &'H, mult. (J en Hz), °

NO

ppm  ppm

Corrélations COSY

H,C-2”
H,C-2

Me-3”
MeO-4’

31,3t 2,96dd (8,1/15,9), ¥,  Hyw: 3,33/5,23
3,33dd (9,84/15,9), 4  Ha: 2,96/ 5,23

66,3t 4,17 d (12,1), bk Hoy 4,61/ 4,92

4,61 dd (3/ 11,8), b Hao: 4,17/ 4,92
17,1q 1,76 s, 3H H : 4,93/ 5,07
56,3q 3,80 s, 3H H:

Tableau Il : RMN de la 5-hydroxyroténone dans CRCI

Carbone
NO

NREHoo~voobrwN

Carbone
NO
3
4
5
6
o
3"
4"

CH2-2
CH,-2”

Me-3”
MeO-4’

MeO-5’
HO-5

3 'H. (ppm), mult. (J en Hz), int.

3,84
4,87

6,01

d (4,0) 1H
d (4,0) 1H
S 1H

3 H. (ppm), mult. (J en Hz),

6,48

6,85
5,19

4,93
5,05
4,16
4,59
2,85
3,24
1,75
3,79
3,82
12,41

S 1H
S H1
t(9,0) 1H
S e
S a6l

dd (4,0/ 11,3) 4

dd (3,2/ 11,8)H

dd (8,0/ 16,0),H
dd (9,0/ 16,0} H

S 3H
S 3H
S 3H
S
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Tableau lll : RMN de la 3-hydroxyroténone dans CRCI

Carbone
nO

© 0N Ol WN

311

H2C-2”

MeO-4’

MeO-5’
Me-3”
H2C-2

HO-3

dC, mult.

ppm

76,1

67,6

1911
105,4
130,1
157,7
113,2
168,1
1117
148,4
108,8
109,3
144,0
151,1
1011
88,0

142,9
1127

31,2

55,9
56,4
17,1
63,9

d
S
S
d
d
S
S
S
S
S
S
d
S
S
d
d
S
t

~+ O 0O O

3 'H, mult. (J en Hz), int.
ppm

4,58 d (2,0), 1H

6,52 d (8,6), 1H
7,81d (8,6), 1H

6,54 s, 1H

6,47 s, 1H
5,21t (9,0), 1H
5,06 s, U,

4,93 s, by

3,28 dd (15,6/ 9,9), &
2,92 dd (15,6/ 8,0), 14

3,72 s, 3H
3,81s, 3H

1,75 s, 3H

4,59 dd (12/ 2), 3K
4,47 dd, (12/ 2), 158
4,45 s 1H

M. Karé et al.

Corrélations COSY

H: 4,47/ 4,59

H: 7,81
H: 6,52

H: 2,92/ 3,28

H: 5,21/ 2,92
H: 5,21/ 3,28

H: 4,58/ 4,47
H: 4,58/ 4,59

Corrélations HMBC

C:
C:
C.

C:
C:
C:
C:
C:
C:

148,8/ 151,1
C:
C:

Q000

C:144,0

C:1511

C. 88,0/ 113,2/ 142,9
C:

C:

C.76,1
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Tableau IV : RMN de la pongachalcone dans CBCI

Carbone §'H, mult. (J en Hz),®  Corrélations NOESY
N* " ppm COSY
1 -
2 7,60d(8), 1H H : 7,40
3 740m(6),1H  H:7.60
4 7.40m (6), 1H H : 7,60
5 740 m (6), 1H H: 7,60
6 7.60d (8), 1H H : 7,40
7 7,88d (16), 1H H:7.77
8 7.77d(16),1H  H:7.88
Carbone §'H, mult. (J en Hz),®  Corrélations NOESY
N® " ppm cosy
9 -
1 -
2
3 593s, 1H H: 3,92
4 -
5 -
6 -
o
37 5,47d(9,8), 1H H:6,69 H:6,69
4" 6,69 d (9,8), 1H H:5,47 H:5,47/ 14,51
MeO- 3,92s, 3H H:5,93
o
Me- 1,46s, 3H
2"a
Me- 1,46s, 3H
2"b
HO-6' 14,51 s, 1H H: 6,69

IV. ANALYSES BACTERIOLOGIQUES:
TESTS ANTIBIOGRAMMES

Nos cing composeés identifies ont par la
suite été testés sur deux bactéBegillus
pumilus (gram+) etPseudomonas putida
(gram-) en utilisant la technique en milieu
gélosé: le E test, avec comme référence
le chloramphénicol un antibiotique dont le
spectre d’action couvre les zones des deux
types de bactéries.

A l'aide d’'un micro pipette (1Qul) nous
imprégnons de nos composeés a tester des
disques de faible diametre. Les cinq
composeés étant préalablement dissout dans
I'éthanol dans 15 tubes a essai a raison de
trois tubes par composé aux trois

M. Karé et al.

concentrations suivantes : 1g/l, 3g/l, 5g/l.
Apres une culture de quinze jours sur six
boites de pétri gélosées a raison de trois
boites par souche bactérienne, nous avons
déposé les disques imprégnés la veille et
séchés de chaque composé sur la boite
(incorporation du composé a la gélose);
vingt quatre heures aprés inoculation des
composés (qui correspond au temps
d’'incubation a 37°C), nous mesurons les
diametres d’inhibition de la croissance
bactérienne occasionnés par nos composes
en comparaison avec le chloramphénicol.
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Tableau V: RMN de la 6’-O-méthylpongachalcone dans CPCI

Carbone §%°C, mult. &*H, mult. (J en Hz), °

NO

OCoOoO~NOUIDhWNE

11

31
41
51

o
3
2
2"-OCH3
6'-OCH 3
2"-CH 3
2"-CH 4

ppm ppm Corrélations COSY
1349s - -
128,5d 7,53 m, 1H H:7.37

128,8d 7,37 m, 1H H:7,37/7,53
128,7d 7,37 m, 1H H:7.37
128,8d 7,37 m, 1H H:7,37/7,53
128,5d 7,53 m, 1H H:737
127,7d 7,41d (16,1), 1H H:7,01
130,4d 7,00d (16,1), 1H H:741
1942s - H:-

1255s - H -

158,2s - H -

96,2d 6,25s, 1H H:-

156,1s - H -

108,0s - H :-

1548s - H -

76,9s - H -
116,3d 5,55d (9,8), 1H H:6,52

116,6d 6,52d(9,8), 1H H
559q 3,75s, 3H H
63,4q 3,74s, 3H H:-
279q 1,46s, 3H H
279q 1,46s, 3H H

4.1.Bacillus pumilus (gram+)

pongachalcone
6'0- méthylpongachalcone

hloramphénicol

roténone

Légende

-Souche bactérienne
-Zone d'inhibition
@ -Disque contenant I'antibiotique
ou le composa tester

Figure 3: Boite de pétri antibactérienne Bacillus pumilu24
heures aprés le début de l'inhibition.

M. Karé et al.
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Tableau VI : récapitulation du test siacillus pumiluggram+)

Masse du roténone 3-hydroxy- 5-hydroxy- ponga-chalcone 6'Ométhyl- chloramphenicol
composé [ig) Diamétre roténoide roténoide Diameétre ponga-chalcone Diametre
(mm) Diamétre Diameétre (mm) Diameétre (mm)
(mm) (mm) (mm)
10 12 10,5 10 10 15 17
30 18 15 15 16 20 21
50 18 16 15 17 21 23,5
— 25
2. Chloramphénic/o/l////// 5-hydroxyroténone
£ /////// 204
£ - £
S 15 £
2 5 154
© 104 £
@ £
'E g 104
8 s 2
8
o 54
0 T T T T T
10 20 30 40 50 0
quantité du produit dissout (ug) 10 ;0 ;;0 Jo gg
quantité du produit dissout (ug)
Roténone 25+
20 - Pongachalcone
E 20
2 ~
_-g § 154
T 101 o
9] £
@ <
£ T 104
8 o
o 549 5
£
8
O 54
0 T T T T T
10 20 30 40 50
quantité du produit dissout (ug) 0 ; ; .
10 20 30 50
quantité du produit dissout (ug)
25
3-hydroxyroténone
25 -
20
= 6'-Ométhylpongachalcone
E S 20 —
— £ _—
k=) _— E _—
Z - S 15 —
° 7 s
3 £
! £
‘% o 104
O 54 2
g
£
8
O 54
0 T T T T T
10 20 30 40 50
quantité du produit dissout (ug) 0 .

10

20

T
30

50

quantité du produit dissout (ug)

Graph. 1: Evolution des diamétres d’inhibition @acillus pumilusen fonction de la masse du composé
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4.2.Pseudomonas putida (gram-)

pongachalcone

3-hydroxyroténone chloramphénicol

6’'0O- méthylpongachalcone

Légende

5-hydroxyroténone @ -Souche bactérienne

-Zone d’'inhibition

-Disque contenant
I'antibiotique ou le composé
tester

roténone

Figure 4: Boite de pétri antibactérienne de
Pseudomonas putid24 heures apres le début

de I'inhibition.

Tableau VIl : récapitulation du testurPseudomonas putidgram-)

Masse du roténone | 3-hydroxy- | 5-hydroxy- ponga- 6'0Ométhyl- chloramp
composé fig) | Diamétre | roténoide roténoide | chalcone | ponga-chalcone| henicol
(mm) Diametre Diamétre | Diamétre Diametre Diamétre
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
10 6 0 0 0 9 11
30 10 3,5 4 4 13 17
50 10,5 4 4 4,5 13,5 19
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Diametre d'hinibition (mm)

Diametre d'hinibition (mm)
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Graph. 2: Evolution des diametres d'inhibition ékseudomonas putidan fonction de la

masse du composé
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4.3. Interprétation des analyses
bactériologiques

En ce qui concerneBacillus pumilus
(gram+) et a 30ug du composé nous
obtenons une inhibition maximale, le test
est donc positif pour tous les cing
composés. On remarque aussi que la
chalcone 6’-O-méthylpongachalcone
donne une inhibition similaire a celle du
chloramphénicol (Fig. 3)

Par contre a l'exception de la 6-O-
méthylpongachalcone et de la roténone
linhibition au  développement de
Pseudomonas putidggram-) est faible
pour nos composeés, (Fig. 4, Graph.(ci
peut laisser penser que ces polyphénols ne
sont pas actifs sur les bactéries a gramme
négatif.

D’autre part pour les deux types de
bactéries on remarque une saturation de
nos composeés a partir de 30ug (Graph. 1 et
2). En effet au dela de 30ug le diamétre
d’inhibition n'augmente presque plus.
Nous pouvons en déduire que pour nos
composés la CMI  (Concentration
Minimale Inhibitrice) est 30ug.

V. CONCLUSION

Le travail exposé dans cet article concerne
une partie de I'analyse de la composition
chimique de Tephrosia deflexaBaker,
plante herbacée de la famille desbaceae
récolté au Sénéghf2°.

Cing composés deéja existant dans d’autres
especes de Tephrosia (la pongachalcone, la
6’-O-méthylpongachalcone, la roténone, la
3-hydroxyroténone et la 5-
hydroxyroténone) ont été isolés.
L’extraction a été faite par macération a
température ambiante (éther) de la poudre
de graines. Les extraits ont été purifiés par
des méthodes chromatographiques : CCM
(Chromatographie sur Couche Mince) et
HPLC (Chromatographie sur Colonne
Haute Performance).

L’élucidation des structures a été possible
grace a: la GC/MS (pour la masse), la
polarimétrie et la RMN 1D 'H, *°C,

M. Karé et al.

DEPT) et 2D {H-'H Cosy,'H-'H NOe*H-

3¢ HMBC).

Nous avons ensuite testé [Iactivité
antibiotique des cing composés sur deux
bactéries : Bacillus pumilus (gram+) et
Pseudomonas putidgram-).

Les cing composés ont donné un résultat
satisfaisant avec la premiére alors que,
pour le méme temps d’incubation seule la
6’-O-méthylpongachalcone a donné un
résultat appréciable ave®seudomonas
putida(gram-).

Ceci nous permet de supposer que ces
composeés pourraient étre classés parmi les
antibiotiques a gram+ alors que la 6-O-

meéthylpongachalcone serait également
active sur les bactéries a gram-.
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