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Résumé :L'étude phytochimique par CCM d’un extrait coumagire de feuilles d2anthoxylum gilletia révélé en plus
des coumarines, la présence des flavonoides etédiees anthracéniques. Ces résultats ont étérowdipar I'analyse
LC-MS/MS. Plusieurs structures de coumarines o#t iéentifiées, au nombre desquelles figurent I'ptéae,
I'impératorine, les isocoumarines, les furanocoung et les hydroxycoumarines. Par ailleurs, aestabmposés tels
gue les flavonoides (apigénine, kaempféride et cagpiine), les acides phénoliques (acides galliqeaaamique) et le
dérivé anthracénique (glucorhéine) ont été égalementifiés. Ainsi, les nombreuses propriétés pteologiques de
Z. gilletii seraient subordonnées a la coexistence de cescpnyposés.

Mots-clés :Zanthoxylum gilletiicoumarines, CCM, LC-MS/MS, Cbte d’lvoire.

Phytochemical analysis of a coumarinic extract aZanthoxylum gilletii leaves

from Cote d'lvoire

Abstract : Phytochemical study by TLC of a coumarinic extracZanthoxylum gilletileaves revealed in addition to
coumarins, the presence of flavonoids and antheaderivatives. These results were confirmed by LEAMIS analysis.
Several coumarins structures was been identifrediyding auraptene, imperatorin, isocoumarins,faceumarins and
hydroxycoumarinsHowever, some compounds such as flavonoids (apiggaempferide and medicinaline), phenolic
acids (gallic and cinnamic acids) and anthracergdvdtive (glucorhein) were also identifiedhus, the many
pharmacological properties @f gilletii would be subordinated to the coexistence of thpéggocompounds.

Keywords : Zanthoxylum gilletiicoumarins, TLC, LC-MS/MS, Cbéte d’lvaire.
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1. Introduction 2.2.1. Obtention de I'extrait coumarinique
L’extraction des coumarines a été réaliséensel
Les coumarines sont des métabolites secosdairéa méthode décrite par Grinkevitch et Safronitéh
aromatiques, a noyau benagyronel, appartenant avec quelques modifications. Dans un dispositif de
a la famille des composés phénoliques. Plus de 130thauffage a reflux, 30 g de poudre sont soumisea un
coumarines ont été identifiees dans les plantss, lehydrolyse dans HCI (2N, 100 mL) pendant 2 h. Aprées
bactéries et les champigndfisLes coumarines sont refroidissement, I'’hydrolysat est séparé du marc pa
connues pour leurs nombreuses utilisations effiltration, lequel est séché sous une hotte pendiant
industries cosmeétique, pharmaceutique et agroh, puis macéré dans I’nexane (24 h). Le marc résidu
chimique B, Elles possedent diverses propriétés(10 g) est ensuite épuisé avec 'EtOH (100 mL) au
biologiques notamment antimicrobienne, antivirale,Soxhlet pendant 2 h. Aprés élimination du solviant,
anti-inflammatoire, antidiabétique et antioxydantemasse extraite est successivement traitée par les
[l Selon des approches chimiotaxonomiques, ellesolutions de KOH a 0,5% (m/v) (90 mL) et a 5%
sont notablement présentes dans les tissus deglan{m/v) (20 mL) pendant 1 h. Les fractions alcalines
appartenant principalement aux familles botaniquesassemblées, sont traitées a I'éther éthylique 18 x
Apiaceaé®, Rutaceaé ° et Fabacead. Certaines mL) pour soutirer les composés indésirables. Aprés
coumarines caractérisées, ont été isolées déecantation, une solution de HCl 5% (v/v) est
Zanthoxylum un genre de la famille Rutaceae : additionnée jusqu’a I'obtention d’un milieu acide
scopolétine et anisocoumarine de [I'écorce ddgpH= 2). La masse réactionnelle est par la suite
Zanthoxylum schinifolium ©l;  subérosine et traitée a I'éther éthylique (3 x 40 mL) pour fourni
isopimpinelline (écorce déanthoxylum suberosym [I'extrait coumarinique, utilisé pour les analyses p
o1, ombelliférone, 6,7-diméthylesculétine, CCM et LC-MS/MS.
scopolétine, impératorine, xanthotoxine, bergapténe
marmeésine et psoraléne (fruits secZdathoxylum 2.2.2. Criblage phytochimique par CCM
zanthoxyloides 1%, Parmi ce genre figure Le criblage phytochimique par CCM a été mené
Zanthoxylum gilleti{De Wild.) Waterm., une espéce selon les procédés d'identification tirés de la
trés répandue dans toute la zone forestiere de Colitérature @4° |a phase stationnaire du
d’Ivoire 4. C’est un arbre pouvant atteindre 35 m dechromatoplaque est en silicagel €84, avec un
haut. Ses différentes parties notamment les fsuillesupport rigide en aluminium. Le développant (ou
seraient traditionnellement indiquées dans lephase mobile) utilisé est constitué du mélange
traitement de plusieurs affections pathologiquesToluene / Acétate d’éthyle (AcOEt) / EtOH dans les
(troubles cardiaques, toux, gonorrhée, diarrhéeproportions 8/4/1 (viviv).

gastrite, ..) [ Toutefois, la littérature ne
¢&2-3. Analyse LC-MS/MS

mentionne aucune étude sur les coumarines anal “16 réalis hai
Zanthoxylum gilletiide Coéte d’lvoire. La présente L'analyse a ete rea ISee sur une chaine HPLC
n(Agilent 1260 Infinity) couplée a un spectrometee d

étude porte sur l'analyse de la compositio ; SR
phytochimique d’un extrait coumarinique de feuilles MasS€ (Q-TOF-MS Agilent 6530) equipé dune
Une colonne C18 Surfiré/aters de

deZ. gilletii par criblage phytochimique par CCM et Source ESI.

LC-MS/MS. longueur 150 mm, de diamétre 2,1 mm et de diameétre
des particules 3,pm a été utilisée. La phase mobile

2 Matériel et Méthodes est constituée d’'un gradient de solvants AGH-
0,1% HCQH) et B (CHCN). Un gradient linéaire a

2.1. Matrice végétale été utilisé pendant 41 min dans les proportions

Les feuilles deZanthoxylum giletiiont été  gyjvantes : 0-5% de B (0-5 min), 5-95% de B (5-15
récoltées en janvier 2016 a Alépe (5° 28’ Nord,  min), 95-100% de B (15-25 min), 100% de B (25-30
3°39 49" Ouest), ville situee dans la région de la Mémjn), 100-0% de B (30-32 min) et 0% de B (32-41
(Cote d'lvoire). Elles ont été authentifiées aut@en min). Le volume d'injection des échantillons et le
National ~de Floristique (CNF) d'Abidjan dghit d’écoulement sont fixés respectivementyd 5
(5° 20 11" Nord, 4°0136" Ouest) conformeément et 250uL/min. L'analyse des données est effectuée a
aux specimens existants. Elles ont été ensuiteaide du logiciel Agilent MassHunter Workstation.
nettoyées, séchées dans une piece climatisée (18°C)
pendant 2 semaines, puis réduites en poudre at Résultats et discussion

moyen d’un broyeur électrique. 3.1. Composition phytochimique par CCM de

2.2. Méthodes I'extrait coumarinique
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Le criblage phytochimique réalisé par CCM de0,35) 7. Ces résultats sont en accords avec ceux
I'extrait coumarinique a révélé en outre, larapportés par N'guessd@id, en ce qui concerne les
coprésence de flavonoides et des composésoumarines?.

anthracéniquesr@bleau I).
q @ ) 3.2. Composition phytochimique par LC-MS/MS

La mise en évidence des coumarines a été faite @e I'extrait coumarinique
l'aide de l'acétate de plomb basique, la solutien d
KOH méthanolique a 5% et de 'ammoniac. En effet,~ ¢, . ; ,
certaines coumarines présentent des coloratiod§Vele 1a coexistence de plusieurs phytocomposes
spécifiques sans révélateur, lesquelles peuvedtioured.

changer ou se conserver ou encore étre fluorescentk®S ~ caractéristiques — structurales ~ de  ces
ou pas, en présence de 'ammoniac et ce, selon f%hytocgmposes sont presentees datmall_eaL_J ”',

type de coumarine. Ainsi, sont identifiées d'ung,pa -2 Presence des coumarines est indiquée par
5,7-dialcoxycoumarine et/ou 6,7,8- Plusieurs pics (1, 3, 4, 5,7, 8, 9, 11, 12 et B,
trialcoxycoumarine (Rf = 0,09 ; 0,15 et 0,25) diant  €fféL, 1€ pic 1 met en évidence lexistence de
coloration bleue & 'UV/365 nm sans révélateur, sd auraptene, un éther de coumarine monoterpénique.
conserve apres traitement & Fammoniac & I'Uv/365!l €St caracterise par un ion moleculaire m/z 299
nm, et d'autre part, 7-hydroxycoumarine et/ou 7-lM+HI" et des ions fils m/z 163 [M+HGH.g]
hydroxy-6-alcoxycoumarine (Rf = 0,48) dont la (Perte de 2 unites isopreniques) ; 135 [M+HGe-

coloration bleue devient fluorescente en préseance dCOT et 117 [M_J'_H'QOHWCQ'HZO]:' Quant au pic
'ammoniac. Egalement, 8-hydroxy-5- 3, il a été identifié comme étant I'impératorineeav

alcoxypsoralene (Rf = 0,51 et 0,92), uneYn ion moléculaire m/z 271 [M+HEt des ions fils a

furanocoumarine dont la coloration violette demeurd™Z 201 [M+H-GHug|" (perte de 2-méthylbut-2-
aprés usage de I'ammoni#é 1 19 est retrouvée ene); 163 (r'upture du noyau furgnlque d'une
dans lextrait analysé. Par ailleurs, d'autresfuranocoumarine);135et117. Le pic 4 traduit une
coumarines (Rf = 0,09 ; 0,15 ; 0,25 et 0,48) dant | co-elutlt_)n de la médicarpine ([soflavo,nmde),eh@u
coloration jaune dans le visible sans révélateurcoumarine, correspondant a 8-acetyl-6-éthoxy-7-
s'intensifie aprés traitement a la solution

hydroxycoumarine. Elle apparait avec un ion
méthanolique de KOH, ont été reconnus Cc)mmé‘noléculaire a m/z 249 [M+H]et des fragments fils
étant des dérivés de la daphnétitfe Dans les

m/z 204 [M+H-GHsO]" (perte du groupement
chromatogrammes,  sont  apparues  d'autre§thoXY), 187 [M+H-GHsO-HO]" et 159 [M+H-
empreintes moléculaires qui signalent la coexigenc

C:HsO-H,O-COY'. En outre, une autre co-élution de
de dérivés anthracéniques et des flavonoides. E%eux_ coumarines a été observee (Pic 5). L'une non
effet, les flavonoides (Rf = 0,07 ; 0,21 ; 0,333%; I en:uﬂee_ de formule brute 164140, avec un pic
0,48 ; 0,61 et 0,86) sont visualisés a I'aide dictié moléculaire m/z 271 [M+H] et des ions fils m/z

de Neu, sous forme d’empreintes jaune et marrorjr63: 117et103; (_etl’autre correspondrait adiyle
dont les colorations s'intensifient et se diveesifi /-Methoxycoumarine (m/z 219 [M+H]et des

sous UV/365 nm 09 Quant aux dérivés fragments fils ,m/z 189 [M+H-OCHi" (perte dg
anthracéniques, leur présence est révélée par ffoupementmethoxy); 159 ;117 et 103). Les pics 7

solution de KOH méthanolique (5%) en violet pouret 9 mentionnent la présence de Thunberginol A, un
1,2-dioxyanthracénes (Rf = 0,75), et en rouge pouplérivé isocoumarinique, avec un pic moléculaire m/z
1,8-dioxyanthracenes (Rf = 0,33 et 271 [M+H]" et des ions fils m/z 253 [M+H4O]" ;-
181 ; 147 (fragment caractéristique des coumarines)
et 103.
Tableau | : Synopsis de la composition phytochimique par CCMaldrait coumarinique de feuilles dé gilletii

L’analyse LC-MS/MS de l'extrait coumarinique a

Rt : Couleur, phytocomposé détecté

0,07 : JA'-Jv¥2, Flav ; 0,09 : 3- B2-JnPl- BP2-J1- B2 J1- J2 CouaPc<(5,7-dialcoxy ou 6,7,8-trialcoxy
ou Daphy 0,15 : 3% B3 JnPl- Bb2-J. B2 Pl 2 Cou2bcd(5,7-dialcoxy ou 6,7,8-trialcoxy ou Daph)
0,21 : Jmt-J\2, Flav ; 0,25 : 3% B2 JnPLl- BP2-J1. Be2. Jil. B92 Coua.cd(5,7-dialcoxy ou 6,7,8-trialcoxy
ou Daph) 0,33 : 3% vax pL b2 ¥l Byjc2. RI%Bve2 Cou </ Flave/ Anthd; 0,35 : 3%~R%, Flav / Anthd;
0,48 : 3 B2 L Bfb2-Fl. Bfc2- Fl. Bfd2 Pl B2 Cou 2Pcd(7-hydro ou 7-hydroxy ou Daph) / Fl&y
0,51 : VAZVib2-391. Br92 Cou P9 (8-hydroxy) 0,61 : §*-F2, Flav; 0,71 : 332, Cou ¢9; 0,86 : OFf?,
Flav ; 0,75 : VP2, Anth ; 0,92 : V#%JbPL.ViP2-Bvi®? Cou P4 (8-hydroxy)

*B :bleu;J:jaune ; Br:brun;V :vert; Viiolet ; Bf : bleu-fluorescent ; R : rouge ; Grigg; Or : orange ; Jm : jaune-marron ; Jv : jaued ; B-V : bleu-vert ;B-
Vi : bleu-violacé; &: Sans révélateur au visible :éSans révélateur a 365 nm*;:iINHs au visible ; B: NHs & 365 nm: t: Acétate de plomb basique ((630z)2
Pb) au visible ; €: Acétate de plomb basique ((€E0z)2 Pb) & 365 nm ;% KOH au visible ; : KOH & 365 nm ;% NEU au visible; &: avec NEU a 365 nm ;

Flav : flavonoides Cou: coumarines Anth: anthraceness5,7-dialcoxy: 5,7-dialcoxycoumariness, 7,8-trialcoxy: 6,7,8-trialcoxycoumarinesDaph : dérivé de la
daphnétine 7-hydro: 7-hydroxycoumarines?-hydroxy: 7-hydroxy-6-alcoxycoumarines8:hydroxy: 8-hydroxy-5-alcoxypsoraléne.

Extrait
coumarinique
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Figure 1: Profil LC-MS/MS de I'extrait coumarinique d&anthoxylum gilletii

Tableau Il: Synopsis de la composition phytochimique par L&/MS de I'extrait coumarinique de feuilles Aegilletii

’ tr Masse MS (m/z) B Formule . o
Pic (min) Amax (NM) molaire lon [M+H] * MS/MS ion brute phytocomposé identifié
226
1 6,83 285 298 299 163, 137, 135, 117 19662203 Auraptene
315
227
2 8,60 260 270 271 253, 235, 154, 137, 117, 109 15HGoOs Apigénine
295
226
3 11,33 293 270 271 201, 163, 135, 117, 103 16/81404 Impératorine
327
215 270 271 167, 149, 145, 131, 117 16/81404 Médicarpine
4 12,55 235 - -
’ 8-acétyl-6-éthoxy-7-
285 248 249 204, 187, 159 1841205 hydroxycoumarine
215 270 271 163, 117, 103 16841404 Coumarine
5 13,26 235
285 218 219 189, 159, 117, 103 181004 8-acétyl-7-Méthoxycoumarine|
211 416 417 GoH2003 NI
6 13,76 240 -
, Acide 2,4,5-
265 196 197 179, 161, 119, 101 oHBOs trihydroxycinnamique
7 14,77 232 270 271 253, 181, 147, 109, 103 1581005 Isocoumarine
170 171 138, 125 Els0s Acide gallique
212 Acide 4,7,8-trihydroxy-6-
8 15,03 260 270 271 227, 209, 181, 164, 149, 107 11HGoOs Méthoxy-2-oxo-chroman-3-
carboxyliqgue
240 446 447 285, 242, 195, 153 216818011 Glucorhéine
9 15,94 270 .
330 270 271 181, 147, 109, 103 18681005 Isocoumarine
210 404, 387, 355, 295, 219
10 17,25 54712 404 427 [M+Na} 193, 167, 151, 131, 107 C20H2009 Flavonoide O-méthylé
210 300 301 286, 270, 153, 135, 117 161206 Kaempféride
11 18,26 245 P .
345 270 271 201, 163, 135, 117, 103 1661404 Dérivé furanocoumarine
210 628 629 GiHa006 NI
12 19,93 gig 270 271 163, 135, 117, 103 16611404 Dérivé furanocoumarine
180 181 163, 145, 103 98504 Dérivé acide cinnamique
210
13 21,65 250 298 299 285, 271, 167, 154, 133, 104 17Hz4Os Apigénine méthylé
270
210 596 597 @6H44015 NI
14 25,90 250
270 270 271 149, 135, 117, 103 1681404 Dérivé furanocoumarine
610 611 466, 303, 177, 122 27830016 Rutine
210
15 29,39 250 582 583 @7H34014 NI
270
148 149 GHsO2 NI
NI : non identifié
A.D. Adou et al 29
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L’analyse du pic 8 a permis d'identifier I'acid&¢4-  L'analyse par LC-MS/MS de I'extrait coumarinique
trihydroxy-6-méthoxy-2-oxochroman-3- obtenu a partir des feuilles de gilletii, a révélé en
carboxyliqgue. En effet, ce phytocomposé estplus des coumarines, la coprésence de flavonoides,
caractérisé par un ion moléculaire m/z 271 [M%H] acides phénoliques et de dérivés anthracéniques.
et des ions fils m/z 227 [M+H-C ; 209 [M+H-  L’existence de I'impératorine a été déja mentionnée
CO-HQO]"; 181 [M+H-CQ-HO-COJ; 164 dans l'huile essentielle et les extraits aux sdlvan
[M+H-CO2-2H,0O-COJ" ; 139 et 107. Enfin, les pics d’organes (fruits, feuilles, tiges et écorces (rasiet

11, 12 et 14 mettent en exergue la présence deonc)) de Zanthoxylum zanthoxyloideg®. Les
dérivés furanocoumariniques avec un ioncomposés tels que le 8-acétyl-6-éthoxy-7-
moléculaire m/z 271 [M+H]et des ions fils m/z 201, hydroxycoumarine et le 8-acétyl-7-
163, 135, 117 et 103. Outre les coumarines, cartailméthoxycoumarine identifiés dans les feuilleszde
phytocomposés ont été détectés dans I'extrait@thégilletii sont absents dé. zanthoxyloideg. D’autre
analysé. Ce sont notamment des acides phénoliqugsart, des résultats similaires ont été rapportés pa
des dérivés anthracéniques et des flavonoides. Ld'guessaret al.,*?, qui ont mentionné la coprésence
coexistence des flavonoides est montrée par Iss picles acides gallique et hydroxycinnamiques dans les
2, 4,10, 11, 13 et 15. L'apigénine et son dérivé Ofeuilles deZ. gilletii 2. Aussi, constatons-nous un
méthylé sont identifiés respectivement par les pics rapprochement de similarité des résultats obteaus p
et 13. En effet, I'apigénine se révele avec un iorcriblage phytochimique CCM et par LC-MS/MS. En
moléculaire m/z 271 [M+H]et des ions fils m/z 253 effet, le criblage phytochimique a prédit la
[M+H-H0]* ; 235 [M+H-2H0]* ; 137 (rupture de coexistence des flavonoides, des anthracenes et des
I'hétérocycle flavonique) et 109. Quant a I'apigéni  coumarines dans la fraction éthéréeZdgilletii.
O-méthylé, il s'illustre avec un ion moléculairezm/ En définitive, I'existence de certains phytophénols
299 [M-H]* et des fragments fils m/z 285 [M+H- tels que les coumarines dai@s gilletii pourrait
CHs]*, 271 [M+H-2CHJ*, 167, 154, 133 et 104. Le justifier son usage en médecine traditionnellecen
pic 4 a permis de mettre en évidence la médicarpingens que ces principes actifs sont connus pous leur
avec un ion m/z = 271 [M+Het des fragments m/z vertus antioxydante, antimicrobienne et anti-
= 167 (perte d'une molécule d’'anisole) ; 149 ; 881 inflammatoirel®. Certaines possédent des propriétés
117. Le pic 10 correspond a un flavonoide O-anxiolytiques. C'est le cas de l'impératorine, qui
méthylé. Il est représenté par le pic moléculaife m améliore la mémoire et les processus cognitife Ell
427 [M+Na], un adduit sodigue et les fragments filsinhibe également la réplication du VIH-1, et lutte
404, 387, 355, 295, 219, 193, 167, 151, 131 et 10icontre la prolifération des cellules cancéreuses
Le kaempféride (Pic 11) donne un ion moléculairepancréatique&'?4. Au demeurant, il est rapporté
m/z 301 [M+H] avec des ions fils m/z 286 [M+H- l'usage de l'auraptene dans la chimio prévention du
CHi*; 270 [M+H-OCHj]*; 153 (fragment cancer?.

caractéristique des flavonols) ; 135 et 117. Enfin,

I'ion moléculaire m/z 611 [M+H]et ses ions fils m/z

466 [M+H-Rhamj (perte du rhamnose) ; 303 [M+H-

Glc]* (perte du glucose) ; 177 et 122 traduisent la4. Conclusion

présence de la rutine (Pic 15). Quant aux acides

phénoliques, ils ont été mis en relief par les picé  La présente étude traite de I'analyse phytochimique
et 12. Le pic 6 caractérisé par un ion moléculmite ~ d’un extrait coumarinique provenant des feuilles de
197 [M+H]" et des fragments fils m/z 161 [M+H- Zanthoxylum gilletide Céte d’lvoire. Au moyen de
2H,0]*; 119 et 101 indiquent I'existence de I'acide 1a CCM, nous avons démontré que cet extrait
2,4,5-trihydroxycinnamique. Le pic 12, donne un ionfeénfermait en plus des coumarines que nous avons
moléculaire m/z 181 [M+H] et des fragments fils Obtenues par extraction sélective, [I'existence
m/z 163, 145 et 103 se rapportant a l'acided’autres métabolites secondaires appartenant a
cinnamique. Enfin, 'acide gallique (Pic 7) estégp  diverses familles phytochimiques aux potentiels
par lion moléculaire m/z 171 [M+H] et les thérapeutiques. Au reste, I'analyse LC-MS/MS a
fragments fils m/z 138, 125 [M+H-GP. Par permis la caractérisation structurale de 15
ailleurs, le pic 9 semble étre la rhéine-8-glucesich ~ Phytoconstituants dont certaines coumarines. Ainsi,
composé anthracénique avec m/z 447 [M+¢tldes  par I'approche phytochimique, une explication
ions fils m/z 285 [M+H-Glc] (perte du glucose) ; rationnelle vient prouver l'usage des feuilles de
242 [M+H-Glc-CQJ*; 195 [M+H-Glc-CQ-CO-  Zanthoxylum gilletii en pratique thérapeutique
H.O]" et 153 [M+H-Glc-CG-2(CO+H0)]*. endogéne et populaire en Cote d’lvoire.
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