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Introduction

Les plantes occupent une position trés importante dans la vie quotidienne des hommes,
puisque, elles sont utilisées comme bois de chauffage, matiéres premiéres dans 1’immobilier,
la décoration et dans les soins de maladies. Aujourd’hui, celles-ci sont une véritable ruche a
médicaments car, elles sont totalement intégrées dans les moeurs de plusieurs franges de
populations et particulierement africaines et interviennent en pharmacopée traditionnelle dans
la lutte contre de nombreuses maladies telles que le paludisme, la dysenterie, la fiévre jaune,

le cancer et la stérilité,.. .etc.

Le continent africain est un des continents fourni d'une biodiversité la plus riche dans
le monde. L’Algérie posséde une des flores les plus diversifiées et les plus originales du
bassin méditerranéen. Cette flore compte pres de 3 000 espéces réparties dans prés de 150
familles parmi lesquelles prés de 653 especes sont endémiques [1]. Ce potentiel de
plantes médicinales constitue des milliers d’espéces présentant divers intéréts, est tres

peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique.

Dans le cadre de la valorisation de notre flore, par la découverte de principes actifs
originaux, nous nous sommes intéressés a 1’investigation chimique d’une plante Fabaceae
nommée Astragalus, depressus. Cet intérét s’explique par la richesse des plantes du genre
Astragalus en métabolites secondaires dotés d’activités biologique remarquables comme les

saponoside cycloartaniques.

Ce mémoire est organisée comme suit :

Dans le premier chapitre de ce mémoire, il est présenté une description botanique du
genre Astragalus et de la famille Fabaceae ainsi que 1’utilisation traditionnelle des plantes de
ce genre. Cette partie est suivie d’une syntheése bibliographique résumant les différentes

investigations phytochimiques realisees sur des espéces de genre Astragalus.

Le second chapitre rapporte 1’étude théorique des saponosides. Cette partie englobe leur
classification chimique, biosynthése et intérét thérapeutique.

La troisieme partie est consacrée a I’investigation phytochimique de I’espéce A.depressus.
Dans cette partie, il est décrit I'isolement, la purification et la caractérisation structurale du

composé isolé.
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Le quatriéme chapitre est consacré aux travaux expérimentaux effectués sur 1’extrait
AcOEt de D’espece A. depressuss. Les différentes méthodes chromatographiques et
spectroscopiques utilisées.
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I.1 La famille desFabacées
[.1.1 Généralités

La famille desFabacéeqex. Légumineusgsest l'une des plus importantes du régne
végeétal[2], communément appelée fabat@smptent 630 genres et 18000 espémmaron
répandueslans le monde entigd] 'DQV OT$0JpULH RQ HQU ldspeseW|UH

La famille desFabacéegst lafamille des plantesicotylédones. Depuikbngtempsegelles
portaient le nom Papilionacées a cause de la forme spéemféeursou I'onreconnutpar un
pétalesupérieure o@tendard, deux pétales inférieurs umiscareneet deux pétalektéraux
ou ailes

De nombreuses Légumineuses constituent uneesdmportante d@rotéines et huiles
végétalegs].
I.1.2 Répartition géographique

Le principal centre de la diversité deabacéesst situé en Amérique du centre etstidl.

JH

'IDXWUHV FHQWUHY GH OD GLYHUVLW EnN\ARE BRg@&&#H,De8 LV pV

Fabacéesont distribuées dans tous les biomes terestFeggure 1.1 »[6].

Figure I.1 : Carte de répartition géographique des Fabacédgn rouge)[7].

10



Chapitre | Rappelsbibliographiques

[.1.3 Classification

Selon la Classification SK\ORJpQpWLTXH G 1 &Arigiosperm Phylogeny
Group), les Fabaceae reconnait trois sodfamilles, Faboideae (Papilionoidea¢,
Caesalpinioideaet Mimosoideae.

Les plantes-aboideasontcosmopolites et se retrouvent presque dans tousiliesix du
globe terrestralors que leplantesMimosoideaeest Caesalpinioideasont plutot tropicales.

La position systématique dEabaceaest présentée au tableauivant.

Classification APGII (2003)
Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement Angiospermae

Classe Eudicotyledonae
Sousclasse Rosidae

Ordre Eurosidae |

Sousordre Fabales

Famille Fabaceae (Leguminosae
Sousfamille Faboideae

Mimosoideae

Caesalpinoideae

Tableau |.1:Classification desFabaceas

[.1.4 Importance desFabacées

Certaines spontanées ou cultivéesg-abacéesau point de vue de leurs propriétés, ont un

haut intérét économique et médical. Elles fournissent de nombreuses substances

alimentaires, des substances médicales, des bois magnifiques pour la construction, des

substances tinctorialedes gommes et des résines, etc.

Sur le plan agricole dans le monde entier. Eebacéederbacées cultivées dans les
UpJLRQV WHPSpUpHVY SHXYHQW MRXHU XQ U{OH LB&RUWD

11
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pour réduire I'érosiof8].

Sur le plan alimentaire, un grand nombre Flbacéesa graines ou méme les fruits
comestibles : haricot, pois, feve; contient beaucoup d'amidon et une proportion de matiere

azotée supérieure a celle des viandes de boucherie.

Sur le plan idustriel, les Fabacéesexotiques nous fournissent des bois trés
recherchés en ébénisterie; I'Indigotier (Indigofera tinctoria) produit l'indigo, matiere
colorante bleue; le bois de Campéche (Hematoxylon campechianum)é aiitinde,

fournit une matiére colorante rouge.

Sur le plan pharmaceutique ldsabacéessont trés intéressants vu le nombre éleve
GITHVSgFHV I1LJXUDQW GDQV OHV SKDUPDFRSpHah HW
thérapeutiqué¢o,1(].

I.2 Le genre Astragalus
[.2.1 Description botaniqueet répartition géographique

En général, les planteslu genre Astragalus présentent, selorQuezel et Santa[11],
les caractéristiques suivantes : un calice tubuleux en cloche, a 5 sidhégalesou trés
inégales. Pétales généralement longuement onguiculés. Etendard @rassge égalant
environ les ailes. Etamines diadelphes, a gaine fendue au soBwvage pluriovulé a ovules
sur 2 rangs. Gousse de forme variée, rarement uniloculginéralement a 2 loges plus ou
PRLQV FRPSOqWHV SDU LQWURdénidddnte Qu BdehiSchiXe) Feulidd VvV V)
imparipennées en général, stipulées

SelonOzenda [2], ce genre qui est le plus important de la famille idgsimineuses,
comporte plus de 1500 espéces. La plupart des espéces se rencowmftiengnune
cinquantaine en Afrique du Nord et quinze environ au Sahaja [1

En Algérie, on trouve plusieurs especes. On cifergryphugSaida, Tiaret) efA. Goua
(Sétif, Laghouat, Tlemcen) [11

[.2.2 /T HV SAstrddalusdepressus
[.2.2.1 Aspect botanique
Astragalus depressusst une plante herbacée pérenne densément pubescente, glabre
seulement sur la face supérieure des folioles. Elle possede debliaatsatres en téte dense,
sur un pédoncule plus court que les feuilles. Ces dernieres sont dotées de 9 a 11 paires de

folioles.

12
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&HWWH HVSqgFH PpGLWHUUDQPHQQH EURXWpH SDU OH
plantes légumineuses, pousgarticulierement sur les rochers des hautes montagnes

algérienne$13].

Figure 1.2: EspéceAstragalus depressus
/ID FODVVLILFDWLRQ ERWDQLTXH GH FHWWH SODQWH VipW

- Famille: Fabaceaél.eguminosae)
- Sousfamille : Faboideae

- Genre ‘Astragalus.

- Espece Astragalus depressus

1.2.3 Propriétés biologiques et pharmacologiques du genustragalus
[.2.3.1 Utilisation en médcine traditionnelle

Les espéces du genkstragalussont utilisées dans lmédecine traditionnelle dans le
monde entier comme des herbes médicinales contre l'ulcere de l'estomac, la toux, la
bronchite chronique, I'hypertension, les troubles gynécologiques, le diabéte etules piq

venimeuses de scorpi¢piv].

(Q $0JpULH ASIrggdivsS gyzéhsiBBunge est utilisée  pour soulager les

morsures desespentd15].

13
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Au Maroc, la décoctionGHV IHXLOOHYV HAStraGllsendidluED@dd. \estG
utilisée contred fatigue et la helmihiase[16].

&HUWDLQHV HYVSqF H VASB4pAl¥s\khong bhcOstHA. FrieiAiRdthaceusont

utilisées en médecine traditionnelle chinoise en raison de peopriétés anticancéreuses
[17, 18, 19]

Astragalus membraneusesst une plante traditionnelle chinoise bien connue pour le
traitement des maladies neurodégénératives, elle compte parmi les herbes toniques les plus

populaires. Les Chinois utilisent les racines deecespece comme un fortifig0].
1.2.3.2 Activités biologiques

Les plantes du genrdstragalussont connues pour leur richesse en saponosides a
squelette cycloartane, possédant diverses et intéressantes activités biologiques, notamment

antitumoraés, anti HIV et antiviraleR1].

Pa ailleurs, des études biologiques ont confirmé que les triterpenes glycosijaslétte
cycloartane isolés GMptragalus oleifolus VRQW GRWpV GIDFWLYLWp

antitrypanosomiquet antileishmaniosg2].

En Egypte ou le genre en question est représenté par 32 €§jecestaines ontmontré
des activités immunostimulante, canddsculaire et antiviralf23,24 $LQVL OrgtkdéW UD L\
A. Kahiricus montre une cytotoxicitéeproductible contre le cancer ovarien delitme
cellulaire A 278(25].

[.2.3.3 Toxicité du genreAstragalus

Le genreAstragalusregroupe les espéces toxiques ainsi que les non toxiques
a-Astragales non toxiques

La plupart des astragales ne sont pas toxiques. Certaines sont utilisées comme des
especes de paturage, commstragalus nuttalianuset Astragalus cicerrencontrées
respectivement dans le SRIXHVW HW j O12XHVW G §gMeciveDparVe BaalV VR
[26]. De méme pour les espécAstragalus gyzensiBunge. etAstraglus gomb®&unge.
localisés dank nord du Sahara Algérigh5].
b- Astragales toxiques Les especes toxiques de ce genre sont classeéas la
QDWXUH GH OD WR[LQH GRPLQDQW HW OH W\SH GYLQW!
en trois categorig®0]:

- Les astragales accumulatrices de SéléfRim.

14
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- Les astragales synthétisant gesduits nitrég28§].
- Les astragales contenansdsdcaloides indolizidiqugg9].

[.2.4 Travaux phytochimiques antérieurssur le genreAstragalus

Les investigations chimiques effectués sur le genkstragalus ont permis
HVVHQWLH O @er? #eQ3apond s nsfarontéraquelette cycloartane et oléanane,
des composés phénoliques surtout les flavonoides et les isoflavonoides. Les polysaccharides

sontaussi abondants dans ce genre.

Une pWXGH SRUWDQW VXU dey thfives oA \Wrustemug K 2vgie L T X H
présence de d&saponosides nouveauxsquelette cycloartane.

,O VIDJLW -G-HD-glucopyranosyR0(S), 24(R)$5., 9diepoxy2.,3 ,25
tetrahydroxy9, 10-secaocycloartal(10)6(7)diene(1l) et 30- -D-xylopyranosyl 16-O- -D-
glucopyranosyR0(S),24(Repoxy3 , 16 , 25tetrahydroxycycloartang?2) [30].

OH

15
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Autre étude phytochimiquetaliséesur les parties aériennes de la plaiteicerpermis
G 1 L ¥dsBaponines cycloartanique€icerosides A3), B (4), Eremophilosidd (5) [31].

OH

HO o

OH

HO

OH HO
HO
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Une saponine de type cycloartne a été isolé de la prantalicacabus20(R),24(S)3-0O-
[ .-L-arabinopyranosy{l z2)- -D-xylopyranosyl}20,24époxy16-O- -D-glucopyranosyl

3 ,6.,16 ,25tetrahydroxycycloartang)[32].

(0]
&
HO
HO
OH O,
HO OH

Quatre triterperede type cycloartarset un de type oléanamat été isolés dAstragalus

hareftae:Harefloside A(7), B(8) ,C(9) ,D(10) et 3-O- >-D-xylopyranosy(1z2)-O- -D-

glucopyranosy(1 z2)-O- -D-glucuronoglucuronopyranosyl] soyasapogén¢lB [33].

composé| 7 8

Ay
R H OH

OH
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OH o)
CHZO%OQ/O
HO
HO 0\

HO 11
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Une autre etude chimique réalisé sur les racoee®\.membranaceysa donnéecing

saponines squellete cycloartaniquesAgroastragaloside V1Q), Agroastragaloside @), I

(14), Isoastragaloside 11L6), Astragaloside 1VI6)[34].

Ri R | Rsa| Ry
Ac| H | glc] H

Ac | Ac | glc | OH
Ac | H | glc | OH

19
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Queatre saponingde typecycloartaes: Bicuspiside C(17), Bicusposide (18), E (19), F
(20), et une saponines de typaeéanae :,Soyasapogénol B21) ont été isolés déa plante

entiereAstragalusbicuspis|[35].

17 18
R -O-xyl 0
Ry .-OH 0]
R
19 0
20 -O-xyl

20
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IMTpWXGH SK\WRFKS&WPIeS padined ddI® plahgsstragalus gombdCoss. &
Dur, SHUPHW GYLVROHU QHXI FRPSRVp

Sept saponines a squelette cycloartane dont six nouveaux (gdmBoa gomboside F):
gombosideA (22), gomboside B23), gomboside (24), gomboside [X25),gomboside E
(26), gomboside K27), tomentoside 1(28).

Et deux flavonoide®©-glycosylés kaempférol 30- .-L-rhamnopyranosy{l z2)-[6-O-(3-

hydroxy-3-méthylglutaryl} -D-galactopyranosidé?9),kaempféraB-O- .-Lrhamnopyranosyl
(1 z2)- -D-galactopyranosidé30)[36].

22 R=(CH;) *C(OH)
23 R=?%(CH3)**C=""CH,

24 R=H R,=OAc Ry&="CH,

25 R=H Ry=0Ac R;=1"CH,*'CH,*'CH,*""CH;
26 R1: H R2= OAC R3= CH3

27 R=H Ry=H R;= CH;

28 R1= H R2= OAc R3= H

21
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/IMDQDO\VH SK\WsR#&ckKesPE T$WW G B J D O A donRD frai$ Hgnoides
només liquiritigenin (31), formononetin32), isoquercitrin(33) et une saponine de type
cycloartaneacyléeastragalosid¢34)[37].

33
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OH

OH

o L7270 oH

(0) —

OYO cn, © wH
C

H; 0

34

Dans um autre étude,sixnétabolites secondaires connus,dont deux saporijjuedte
flavonoidesont été isolesGH O T p [ W U D L Wie PAH shBidduQ. RZDKiSEROHIN 35) et
astragaloside W (36) [24], narcissin (37), nicotiflorin (38) et kaempferds-O- .-
Lrhamnopyranosy(14) .-L-rhamnopyranosy{16)- -D-glucopyranosidg9), -
trinydroxyflavone (6), et -sitoderol 30- -D-glucoside(40)[38].

OH

Cﬂfo%%)/ OH
HO
HO o

35
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OH

o) (0]
HO o
OH

36

=
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Chapitre 11 Etude des saponosides

I1.1 Les saponosides
11.1.1 Généralité

Les saponines ou saponosides sont une classe spécifique de métabolites secondaires,
généralement connues comme des composes non-volatils, tensio-actifs [40], des produits
naturels abondamment retrouves dans le regne végétal [41]. Il est intéressant de noter que des
organismes marins comme le concombre de mer contiennent des saponines par exemple le

frondoside A isolé de Cucumaria frondosa, 1’eximisoside A isolé de Psolus eximius [42].

11.1.2 Définition

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de I'eau. Structuralement, les saponines sont constituées d'un
squelette stéroidique ou triterpénique (aglycones non polaires) porteur d'une ou de plusieurss
sections sucres, de masse moléculaire entre 600 & 2000 Daltons et de structure complexe.
Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique leur
comportement moussant en solution aqueuse. La nature des sections osidiques retrouvées a
I'intérieur des saponines est trés variée, mais elles sont habituellement constituées de D-
glucose, D-galactose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acide D-glucuronique [43].

11.1.3 Classification stucturale

D’un point de vue structural, les saponosides sont classees en deux groupes selon la nature
de la génine: les saponosides a génine triterpénique, de loin les plus nombreux se rencontrant
principalement chez les angiospermes dicotylédones ainsi que chez certains animaux marins
et celles a génine stéroidique, presque exclusivement présentes chez les angiospermes

monocotylédones [44].

11.1.3.1 Saponosides stéroidiques

La structure chimique des génines stéroidiques est similaire a celle de nombreuses
hormones humaines, et de plusieurs plantes qui contiennent un effet sur D’activité
hormonale.  L’igname sauvage (Dioscorea  villosa) contient des saponines
stéroidiques a partir desquelles, on synthétise la pilule contraceptive [20]. Deux principaux

types de squelette existent [45]. : pentacyclique (furostane) et hexacyclique (spirostane).
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. Furostane
Spirostane

11.1.3.2 Saponosides triterpéniques

Les saponosides triterpéniques sont rencontrés principalement chez les angiospermes
dicotylédones (Araliaceae, Caryophyllaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Ranunculaceae,
Rosaceae, Fabaceae...) [46].Leur génine a 30 atomes de carbone peut étre tétracyclique
(dammarane, cucurbitane, lanostane) ou pentacyclique (oléanane, ursane, lupane, friedelane,
hopane) [45].
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11.1.3.3 Les sucres

Les sucres constituent la partie hydrophile des saponines. Elles peuvent étre constituées
d’une ou plusieurs chaines osidiques (linéaires ou ramifiées) a des positions différentes sur
I’aglycone. Les saponines stéroidiques, ainsi que triterpéniques sont souvent des saponines
monodesmosidiques en genéral C-3 par la fixation d’une unique chaine de sucres. Des
saponines bidesmosidiques sont rencontrées parmi les saponines triterpéniques de type
oléanane avec une liaison en C-3 et C-28 et pour les saponines stéroidiques de type furostane
avec une fixation en C-3 et C-26 [47]. Parmi les saponines triterpéninques de type cycloartane
on peut trouver des structures tridesmosidiques, les chaines de sucres sont fixes en C-3, C-6,
C-16, C-24 et C-25 dans la plupart des cas [48], et méme des saponines tétradesmosidiques
ont été décrites mais semblent étre tres rares [49].

Le tableau ci-dessous regroupe les sucres les plus fréquemment rencontrés dans les saponines:

OH
OH _OH

OH OH o
HO HO OH
HO HO
OH OoH HO

D-glucopyranose

D-galactopyranose

D-xylopyranose

HO HOOC OH
o o
OH OH
HO HO— |\
HO
Ho OH OH H OH

L-arabinopyranose acide D-glucuronique D-apiofuranose

HO
o, OH
o
HO OH o OH
HO HO

OH HO

OH HO
OH

D-quinovopyranose D-fucopyranose L-rhamnopyranose

Figure 11.1.Les principaux sucres constitutifs rencontrés dans les saponines [47].
11.1.4 Biosynthese des triterpéenoides

Les saponines sont produites a partir du squaléne, lui-méme formé par la condensation de
deux unités farnésyl-pyrophosphate via la condensation d’unités isopréniques par la voie
mévalonique (MVA). Dans la plupart des cas, le squaléne est converti en 2,3-squaléne
époxyde par une enzyme appelée squalene époxydase, puis cyclisé grace a une oxydosqualene
cyclase pour donner les cations dammarényle ou prostostéryle [50]. La figure suivante (Figure

11.2) montre le schéma de biosynthése des triterpénoides.
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Squaléne oxydase | chaise-chaise-chaise
> > HO ‘”
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Figure I1.2: Schéma de biosynthése des triterpénoides
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11.1.5 Propriétés et activités biologiques des saponines

De nombreuses revues rapportent que les saponines existent dans les plantes sous forme
biologiquement active et sont impliquées dans la phyto-protection antimicrobienne [51]. Elles
ne sont pas limitées qu’a la protection des plantes, mais elles présentent aussi des activités
biologiques variées, principalement dans les domaines de I’immunologie, la cancérologie et la
microbiologie  [52,53,54,55].Ces  métabolites  manifestent  plusieurs  propriétés
pharmacologiques, hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides,), anti-inflammatoires,
antalgiques [56], réduction du cholestérol et effet cardiovasculaire, activité antivirale.

Les saponines triterpénoides de la famille des Fabaceae ont montré une activité
antiherpétique [57]. Et leur structure influencerait sur cette activité en particulier de la nature,
du nombre et la séquence des sucres dans les saponines. Ainsi, elles sont employées dans la
phytothérapie et dans l'industrie cosmétique. Elles formeraient les principaux constituants de

plusieurs remedes issus des plantes [58].
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Chapitre 111 Etude phytochimique de ’espéce Astragalus depressus

I11.1.Résultats et discussions
111.1.1 Extraction
La plante Astragalus depressus a été récoltée en Mai 2011 dans la région de khenchela.

La plante découpée, séchée et broyée, ont donné 800 g de poudre fine. Cette derniére a été
macérée dans un mélange éthanol-eau (70%-307) pendant 48 heures. Cette opération est
répétée deux fois avec renouvellement de solvant. Apres filtration et concentration de
I’extrait, une solution aqueuse a été obtenue. Cette solution est soumise a une extraction
liquide-liquide par les solvants suivants : éther de pétrole, acétate d’éthyle et enfin par n-
butanol. Les trois phases organiques récupérées sont évaporées et concentrées a sec pour
conduire aux extraits suivants : éther de pétrole (2.5 g), acétate d’éthyle (9.5 g) et n-butanol

(25 g).Le protocole d’extraction est schématisé dans la figure IIl.1.

. Astragalus depressus 800g
-Macération dans le mélange EtOH/H,0 :
70/30 (2X8L) pendant 48h
-Filtration -Evaluation

Extrait aqueux

-Partition avec I’éther de pétrole (3X400ML)

Phase
organique

-Evaporation

-Partition avec AcOEt (3X400ML)

Phase organique

Evaporation -Partition avec

Extrait AcOEt (9,5g) n-BuOH (3X400ML)
Phase organique

-Evaporation

Extrait n-BuOH (25g)

Figure 111.1 : Protocole d’extraction de la plante Astragalus depressus

Extrait
EP (2,59) °
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111.1.2 Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle

7 g de I’extrait acétate d’éthyle ont subi une VLC (chromatographie liquide sous vide) sur
gel de silice en phase normale. L’¢lution a été réalisée par le mélange de solvants suivants :
CHCI3-MeOH a différents gradients (100:0 & 70:30), puis un mélange CHCl3- MeOH-H,0
(70:30:1 a 50:50:10). Les fractions collectées de 100 ml ont été examinées par CCM. La
révélation des CCM obtenues a été faite par un mélange acide-sulfurique-acide acétique-eau :
25/25/50 (v/viv) et chauffage a 100 °C, permettant de constituer 10 fractions allant de F1 a
F10

La fraction F7 de masse égale a 614 mg est soumise a une chromatographie sur colonne de
gel de silice en phase normale. L’¢élution réalisée par un gradient de solvants : CHCIl3/MeOH
(100 :0 a 90:10), a permis d’obtenir 5 sous-fractions. Une chromatographie préparative sur
silice normale ou C.C.E (éluant : CH,CI, /méthanol(75:25) réalisée sur la sous-fraction F7-4
(25mg), a permis I’isolement du composé 1 a I’état pur (2 mg).
111.1.3 Elucidation structurale du composé 1

La détermination structurale de composé isolé a été réalisée grace a la
combinaison des différentes méthodes spectroscopiqgues RMN *H et *C, RMN 2D
(COSY H-H, HSQC, TOCSY, HMBC et ROESY), spectrométrie de masse ESI et

par comparaison avec les données de la littérature.

3-0-(2’-0-acétyl)-p-D-xylopyranosyl-6-O-g-D-glucopyranosyl-20(R),24(S)-époxy-3p,6a,

16p, 25-tetrahydroxycycloartane
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Le spectre de masse ESI du composé A enregistré en mode positif (figure 111.2), montre

un pic d’ion pseudo-moléculaires [M+Na] * & m/z 849, suggérant une masse moléculaire de

826 uma et une formule brute en C43H7001s.

AD &

10

1IBRLTO 27 (0.738) Cen (25:2T) 849 1 1 TOF M5 S+

[M+Na]*

BOT.4

LA

200 00 400 500 800 700 B0 900 000 1100 1200

Figure 111.2 : Spectre de masse ESI” du composé

L’analyse du spectre RMN *H (Figure 111.3) enregistré dans le CD3;OD, permet de visualiser

les signaux suivants :

Sept signaux a champ fort résonant a éy 0,92 (3H, s, H-29), 1,04 (3H, s, H-30), 1,22
(3H, s, H-28), 1,15 (3H, s, H-27), 1,23 (3H, s, H-21), 1,27 (3H, s, H-18), 1,28 (3H, s,
H-26), attestant de la présence des sept groupements méthyles.

Deux signaux fortement blindés résonant sous forme de doublet & 640,28 (1H, d, J =
4,3 Hz, H-19 exo), 0,60 ppm (1H, d, J= 4,3 Hz, H-19 endo), trés caracteristiques de
deux protons non équivalents d un noyau cyclopropane [59, 60, 61].

un signal a champ faible sous forme de doublet de doublet d’intégration 1H
apparaissant a éy 3,17 ppm (J = 9,4; 4,5 Hz, H-3) correspondant au proton porté par

un carbone oxyméthine.
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Le méme spectre montre également la présence de plusieurs signaux entre 3 et 5 ppm,
ainsi que deux signaux doublets d’intégration 1H chacun a éy 4,43 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-1") et
4,34 (1H, d, J = 7,8 Hz, H 1”), caracterisé les deux protons anomeres de sucre, traduisant la
présence de deux unités osidiques.

A partir des éléments précédents notre composé est de nature triterpénique a squelette
cycloartane possédant deux unités osidiques.

Le spectre RMN 'H permet d’observer un signal singulet d’intégration 3H résonant & 8y

2,11 ppm, montre la présence d’un groupement acétate.

AD-6 CD30D

OCOCH; |
‘\ /
| 7 groupements
Protons osidiques / 1y, méthyles
7 &, T 1 / 1
¢ / e f
e R  f ,
| CHz
Cyclopropane
H-1 \H-3
i :H-l” |
| | \ |
TN | T YL L
- " e i NNl N N - —
ARG &5 ae 7 A

Figure 111.3 : Spectre RMN 1H du composé

Les spectres RMN *C DEPT et RMN C (Figures 111.4 et 111.5) montrent les signaux
caractéristiques a sept méthyles, neuf méthylenes, sept méthines et sept atomes de carbones
quaternaires, attestant la nature triterpenique du composé. Il permet également de visualiser
les carbones anomeéres a oc 103,8 et 103,5 ppm, attestant de 1’existence de deux unités
osidiques. Il est en outre détecté un carbone quaternaire a d¢c 170,5 ppm, attribuable & un
carbonyle d’ester. De plus, un signal d’un carbone C-3 est fortement déblindé a 6¢ 88,7 ppm

du fait de la présence d’une substitution osidique.
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C-1 car:);}:es L
Cl” 3 mg . carhones méthyliques
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i R
carbones méthylénes
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Figure 111.4 : Spectre RMN *C DEPT du composé
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Figure 111.5 : Spectre RMN **C du composé
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La détermination structurale du composé sera présentée en deux parties : I’une consacrée a

I’identification de la génine et I’autre a la partie osidique.

Identification de la génine

L’analyse des couplages hétéronucléaires'Jy.c visualisés sur le spectre HSQC J-modulé
(Figure I11.6) permet d’identifier les carbones méthyliques sortant a d¢ 15,1, 18,8, 27,1, 25,2,
26,2, 26,9 et 19,9 ppm, Il permet d’identifier le carbone C-19 du noyau cyclopropane a (dc
28,2 ppm), les deux carbones anoméres des sucre (Figure 111.7) sont repérés a 6¢ 103,8, 103.5
ppm, le carbone méthylique du groupement acétate COCH3z a (6¢c 19,9 ppm) et enfin le
carbone C-3 de la génine a 3¢ 88,7 ppm. La valeur de déplacement chimique de ce dernier

suggere une glycosylation a ce niveau.

H-21
AD-§ CD30D HSQC \7[-?8
-1

Hi27 -29
i

C-29 I 1
*H-29/C-29 F1s
— | ——— H-18/C-18 " - |
H-30/C-30 L2
OCOCH3 H26/C5% |
——— 20| H27/C-27 :
= e &) 1] o) === T PR H-19efd£(g-19 s
t-30
i = Te= H-19ex0/C-19 |
35
k40
f
= i k45
= 5-50
55
._1 - |
28 26 24 22 20 18 6 14 2 10 08 06 04 ‘ppm

Figure 111.6 : Spectre HSQC du composeé
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Figure 111.7 : Spectre HSQC du composé
Cette glycosylation en C-3 de la génine est confirmée par expérience HMBC (Figure 111.8)

qui montre un couplage en J entre ce carbone et le proton anomeére H-1’ (8 4,43 ppm) d’une

des deux unités osidiques.
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Figure 111.8 : Spectre HMBC du composé

38



Chapitre 111 Etude phytochimique de ’espéce Astragalus depressus

L’expérience HMBC (Figure 111.9) et particulierement dans le cas de triterpénes,
constitue un excellent outil d’¢lucidation structurale car permettant de caractériser
un grand nombre de carbones de la génine par observation de leurs couplages en 2J
et 3J avec les protons méthyliques, chacun corrélant au maximum avec quatre
atomes de carbone. Ainsi les méthyles-28 et 29 géminés résonant respectivement a
on 1,22 et oy 0,92 ppm sont les seuls a corréler avec le carbone C-3 connu a (¢ 88,7
ppm) de la génine. lls correlent également avec le carbone quaternaire C-4 (5¢c 41,4
ppm), le carbone C-5 (8¢ 51,7 ppm). Qu’il couplé simplement avec leur proton (H-5)

a (dy 1,61 ppm) identifié par expérience HSQC.

MHQS H-29
NaAn e M, p— ML = L -LJW. ppm

= = '._ 2 o t 20
—3|C4 = I
=85 rC4  =HNH | .

; EAes  HDCS |
4lc3 T el i
__J H 28IC-3 H-29C 3 100
=
) - 170

Figure 111.9 : Spectre HMBC du composé considére
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Le spectre HMBC (Figure 111.10) montre plusieurs taches de corrélations entre le proton

H-5(64 1,61 ppm) identifié par expérience HSQC et les carbones : C-3 et C-4 déja identifiés,
C-28 (8¢ 27,1ppm), C-29 (6¢ 15,1ppm), C-19 (8¢ 28,2), un carbone quaternaire repérés a (6¢

28,5 ppm) ne pouvant étre que C-10, deux carbones methyléniques résonant a 6¢c 33,7 et 31,4

ppm. Ces derniéres valeurs sont attribuées respectivement aux carbones C-7 et C-1. Le proton

H-5 corréle aussi avec un carbone oxyméthine C-6 (3¢ 78,7 ppm).Ce dernier a été identifié

par HSQC du fait de sa corrélation directe avec le proton H-6 repéré a (64 3,56 ppm), lui-

méme déterminé par expérience COSY H-H qui montre un couplage vicinal H-5/H-6.
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Figure 111.10 : Spectre HMBC du composé considére
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Les protons du noyau cyclopropane H;-19 (64 0,28 ; 0,60 ppm) corrélent  avec les
carbone C-5, C-1 et les deux carbones quaternaires C-10, C-9 déja identifiés (Figure 111.11).
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Figure 111.11 : Spectre HMBC du composé

Les protons methyliqgue CH3-30 (64 1.04 ppm) sont identifié sur la base de son couplage
en HMBC (Figure 111.12) avec le carbone C-8 (8¢ 45,7 ppm), lui-méme identifié du fait
également de son couplage Jc. avec les protons H-19 du systéme cyclopropanique et une

autre corrélation avec le carbone C-7 (6¢ 33,7 ppm).

La carte HMBC montre également les couplages mémes protons methyliques avec deux
carbones quaternaires C-13 (8¢ 44,6 ppm), C-14 (3¢ 44,7 ppm) et le carbone méthylénique C-
15 résonant a (8¢ 45,7ppm). Les deux protons (Figure 111.13) H-15a (2,05 ppm) et H-15b
(1,40 ppm) qui le substituent sont determinés par HSQC.
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Figure 111.13 : Spectre HMBC du composé
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Les protons méthyliques CHs-18 (84 1,27 ppm) sont identifiés au moyen des coulages
longue distance observés sur le spectre HMBC (Figure 111.14) avec les deux carbones

quaternaires C- 13, C-14 connus, un carbone méthyléne C-12 (8¢ 32,7 ppm) et un carbone

nommeée C-17 (8¢ 57,5 ppm).
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Figure 111.14 : Spectre HMBC du composé

L’expérience COSY H-H (Figure 111.15) montre clairement une corrélation entre les
protons H,-15 et le proton H-16 de la génine sortant a 6y 4,67 ppm (q, J = 7,5 Hz). Cette
valeur de déplacement chimique conjuguée a celle du carbone C-16 (6¢ 73.3 ppm) caractérisé
par expérience HSQC montre que ce dernier est porteur d’un groupement hydroxyle. La

méme expérience montre également un couplage entre le proton H-16 et le proton H-17

repéré a oy 2,39 ppm (1H, d, J = 7,5 Hz).

AD—-6 CD30D |fosy
J H-1
I
|

3.0

- F3s

Fao
H-1Sa/H-16 fas
Y HASL/HEL1S |,
2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figure 111.15 : Spectre COSY H-H du composé
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Toute cette analyse spectrale qui a abouti a la caractérisation de tous les carbones de la
génine, permet d’attribuer au composé. AU squelette moléculaire représenté par la Figure

111.16 ci-dessous.

18

OH

Sucre

Sucre

O ““lllln

=
>
-~
=
2

29 8

Figure 111.16 : Structure globale du composé

Il reste maintenant a identifier la nature du substituant en C-17 pour compléter la génine.
Sur le spectre HMBC (Figure 111.17), le proton H-17 corréle avec, en plus de CH3-18, C-13,
C-16, C-15 déja connus, un autre carbone méthylique résonant a d¢c 26,9 ppm. Il montre
également un couplage avec deux autre carbones 1’un quaternaire fortement déblindé sortant a
dc 87,0 ppm (C-20) donc oxydé et I’autre méthylénique a d¢ 34,0 ppm (C-22). Les protons de

ce dernier sont identifiés par expérience HSQC.
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Figure 111.17 : Spectre HMBC du composé
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Les protons méthyliques H-21 (64 1,23 ppm) correlent avec les carbone C-17, C-22 et le

carbone quaternaire C-20 déja identifiés (Figure 111.18).

pPpm
= 20
- =H-21/C-22 N .

40
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c-17 - =H-21/C-17 -
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C-20 H-21/C-20 = = b
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2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 PPpPmM

Figure 111.18 : Spectre HMBC du composé
A partir des protons H,-22 a (64 1,65 ppm, 2,64 ppm), I’expérience COSY H-H
(Figure 111.19) permet d’observer les corrélations suivant : H-22/H-23 (64 2,64-1,65/
dn 2,05 ppm), H-23 et H-24 (3,78 ppm, dd, J = 8,4 ; 5,8 Hz).

J H-2/

Figure 111.19 : Spectre COSY H-H du composé
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Partant des deux protons de deux derniers groupements méthyliques CH3-26 (64 1,28
ppm) et CH3-27 (64 1,15 ppm), ’expérience HMBC (Figure 111.20) montre des corrélations
longue distance avec un carbone quaternaire C-25 fortement déblindé repéré a 71.1 ppm
comparable a celui d’un carbone porteur d’un OH libre. Ce carbone fait une corrélation avec
un proton déblindé repéré a 3,78 ppm attribuable au proton H-24 qu’il former une cyclisation
a partir de son couplage avec le carbone quaternaire C-20 fortement déblindé sortant a d¢ 87,0
ppm donc oxydé. L’ensemble de ces données cité précédemment nous oriente vers la
présence d’un noyau furane substitué et lie au carbone C-17. En effet, les déplacements
chimiques des protons et carbones résulte de cette analyse sont conformes au données de la
littérature [62].
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Figure 111.20 : Spectre HMBC du composé
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Figure 111.21 : Noyau furane
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La stéréochimie au niveau de la génine a été établie principalement par analyse du spectre

ROESY (Figure 111.22, 111.23 et 111 24). En effet, ce dernier montre les corrélations entre le

proton H-19 du groupement CH, du noyau cyclopropane en position g [59, 60, 61] et les

protons méthyliques CH3-29 et CH3-18 R-axial, L’absence de corrélation H-19/H-5 montre

que le proton H-5 est a orienté. Le proton H-3 a une stéréochimie a-axiale du fait de la valeur

de constante de couplage *Jaax2ax = 9,4 Hz. Cette stéréochimie est confirmée par les effets
ROE H-3/H-28 « et H-5/H-28 .

D’autre effet ROE sont également observés : H-6/ H-29, H-17 /H-30, H-17/H- 16, H-
17/H-21 et enfin H-21/H-24.
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Figure 111.22 : Spectre ROESY du composé
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Figure 111.24 : Principales Corrélations ROESY observées pour le composé 1
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Identification de la partie osidique

L’identification de deux unités osidiques repose essentiellement sur les expériences COSY
1H-1H et TOCSY.

A partir du premier proton anomére H-1' résonant a 4,43 ppm (1H, d, J= 7,9 Hz), on repere
sur les spectres COSY H-H et TOCSY (Figure 111.25, 111.26 et 111.27) les corrélations H-1'/H-
2'(1H, 64 4,73,dd, J = 7,9; 9,6 Hz), H-2'/H-3" (1H, oy 3,45, t, J = 9,6 Hz), H-3'/H-4’ (1H, on
3,55, m), H-4’/H-5"a (1H, 64 3,86, dd, J = 11,5; 4,8 Hz), H-4’/H-5'b (1H, 84 3,22, dd,11,5, 9,6
Hz) et enfin H-5’a/H-5"b.

Ces corrélations permettent ainsi d’identifier un pentose, plus précisément un xylose de

configuration g (Jv.» = 7,9 Hz)

H2  Hl HS’ M H-5'b

J L Lo

3 [H-4'gH-4'[H-5'D
@ +3.8
H-5'b/H-5'a 40
4.2
(o]
4.4
46

© He2'fH-3'
He1'[H- i 48

“1'0 ...... |

49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 ppm

Figure 111.25 : Spectre COSY H-H de la partie osidique (fp -D-xylose)
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Figure 111.26 : Spectre TOCSY de la partie osidique (p -D-xylose)
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Figure 111.27 : Spectre TOCSY de la partie osidique (f§ -D-xylose)
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L’analyse HSQC (Figure Il1.28) permet de caractériser tous les carbones trouver
dans la partie osidique (p -D-xylose) a travers les corrélations entre :
- le proton anomere H-1et son carbone C-1'résonant a 6¢c 103,8 ppm.
- le proton H-2’ et son carbone C-2’résonant a ¢ 74,3 ppm.
- le proton H-3’et son carbone C-3’ résonant a ¢ 74,8 ppm.
- le proton H-4’et son carbone C-4’ résonant a d¢c 69,9 ppm.

- les protons H-5’a et H-5’b et leur carbone C-5’ résonant a d¢ 65,5 ppm.

H-2' H- 1'| H¥ wb
L__,L_wa ppm
i H.5'b/C- 5'
C-5 i | e e r 65
, H-52'/C-5' |
- Bty — "
C-2— — i |
C' i e; ’ e ) n
= |H-2/C2 H-3/C-3==
i & 3 - 80
L gs
— |
f 90
L o
H-1'/C-1’ 100
ET, ) I e |0 I

48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 ppm

Figure 111.28 : Spectre HSQC de la partie osidique (fp -D-xylose)

Le déblindage important de + 1,51 ppm du signal du proton H-2’ (&4 4,73) du p -D-xylose
lié certainement a une acylation suggere une localisation en C-2’ du groupement acétate
préalablement identifié. Ceci est conformé par expérience HMBC (Figure 111.29) qui montre

un couplage longue distance entre H-2" et le carbonyle CO (d¢ 170,5 ppm).
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Figure 111.29: Spectre HMBC montrant la corrélation entre le groupement acétate et le

proton H-2' du g -D-xylose

A partir du second anomére H-1" résonant & 4,34 ppm (1H, d, J = 7,8 Hz), I’analyse des
spectre COSY H-H et TOCSY (Figure 111.30 et 111.31) met en évidence la présence d’un
hexose a travers les corrélations H-1"/H-2” (1H, &4 3,19, d, J = 8,5 ; 7,8, Hz), H-2""/H-3"
(1H, 843,35, t, J = 8,5Hz), H-3"/H-4" (1H, 84 3,29, t, J = 8,5 Hz ), H-4”"/H-5" (1H, &4 3,26,
ddd, 8,5; 5,4; 2,3 Hz) et H-5"/H-6"b (1H, d4 3,67, dd, J = 11,5; 5,4 Hz) et enfin H-6""b/H-6"a
(1H, o4 3,86, dd, J =11,5; 2,3 Hz ). Les grandes valeurs de constante de couplage indiquent
qu’il s’agit d’un glucose de configuration f (J;~»» = 7,8 Hz).
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Figure 111.30 : Spectre COSY H-H de la partie osidique (p -D-glucose)
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Figure 111.31 : Spectre TOCSY de la partie osidique (p -D-glucose)
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L’analyse HSQC (Figure 111.32) permet de caractériser tous les carbones trouver dans la
partie osidique (B -D-glucose) a travers les corrélations entre :
- le proton anomeére H-1"" et son carbone C-1"résonant a d¢c 103,5 ppm.
- le proton H-2"" et son carbone C-2""résonant a d¢ 74,3 ppm.
- le proton H-3"et son carbone C-3" résonant a d¢ 77,2 ppm.
- le proton H-4""et son carbone C-4" résonant a &¢ 70,4 ppm.
- les protons H-5"et leur carbone C-5" résonant a ¢ 70,4 ppm.

- les protons H-6""a et H-6""b et leur carbone C-6"" résonant a d¢c 61, ppm.

- H 5"
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Figure 111.32 : Spectre HSQC de la partie osidique (f§ -D-glucose)

Les sites de fixation des deux unités osidiques sont confirmés par expérience HMBC
(Figure I11. 33) é travers les corrélations entre le proton anomére H-1'(6y 4,43 ppm) du
xylose et le carbone C-3 (3¢ 88,7 ppm) de la génine, entre le proton anomére H-1" (o4 4,34
ppm) du glucose et le carbone C-6 (5¢c 78.7 ppm),
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Figure 111.33 : Spectre HMBC mettant en évidence les sites de fixation des sucres

L’ensemble de ces donnés cité précédemment permet d’assigner pour le composé 1 la
structure suivante: 3-0-(2’-0-acétyl)-p-D-xylopyranosyl-6-O-p-Dglucopyranosyl-
20(R),24(S)-époxy 3p,6a,16 B,25-tetrahydroxycycloartane.

HO OAc

Ce composé appelé astrasieversianine VIII, a été isolé antérieurement des racines de la

plante Astragalus sieversianus.
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Le tableau Ill.1 contient tous les déplacements chimiques des protons et carbones

du Composé.

Tableau I11.1 : Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé dans CD;0D

Position oc (ppm) oy (M, J en Hz)
1 31,4 1,54 -1,30 (m)
2 29,1 1,93 - 1,65 (m)
3 88,7 3,17 (dd, 9,4; 4,5)
4 41,4 -

5 51,7 1,61 (m)

6 78,7 3,56 (M)

7 33,7 1,93 - 1,59 (m)

8 45,7 1,88 (dd, 10,2; 4,7)

9 20,7 -

10 28,5 -

11 25,6 1,93 - 1,31 (m)

12 32,7 1,67 - 1,57 (m)

13 44,6 -

14 447 -

15 45,7 2,05 -1,40 (m)

16 73,3 4,67 (9, 7,5)

17 57,5 2,39 (d, 7,5)

18 19,9 1,26 (s)

3 282 0,28 (d, 4,3)
0,60 (d, 4,3)

20 87,0 -

21 26,9 1,23 ()
2,64 (q, 10,6

22 34,0 16(2 m )

23 25,4 2,05 (M)

24 81,2 3,78 (dd, 8,4; 5,8)
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25 71,1 -
26 26,2 1,28 (s)
27 25,2 1,15 (s)
28 27,1 1,22 (s)
29 15,1 0,92 (s)
30 18,8 1,04 (s)
1 103,8 4,43 (d, 7,9)
2’ 743 4,73 (dd, 9,5; 7,9)
3 74.8 3,45 (t, 9,6)
4 69,9 3,55 (ddd, 11,5; 9,6; 4,8)
. o5 3,86 (dd, 11,5; 4,8)
3,22 (dd, 11,5; 9,6)
2’-CO 170,5 -
OCOCH; 19,9 2,11(s)
1’ 1035 4,34 (d, 7,8)
2” 74,3 3,19 (dd, 8,5; 7,8)
37 77,2 3,35 (t, 8,5)
47 70,4 3,29 (t, 8,5)
57 76,3 3,26 (ddd, 8,5; 5,4; 2,3)
o 615 3,86 (dd, 11,5; 2,3)
3,67 (dd, 11,5; 5,4)
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IV.1 Matériels et appareillage
1V.1.1 Récolte de la plante A. depressus L.

La plante Astragalus depressus L. a été récoltée en mai 2011 dans la région de Khenchela.
Elle a eté identifiée par le Professeur Bachir Oudjehih (Département d’ Agronomie Institut des

Sciences Vétérinaires et Agronomiques), Université de Batna-1.

1V.1.2 Méthodes chromatographiques
IV.1.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies analytiques CCM ont été effectuées sur des plaques en verre ou
aluminium recouvertes de silice :
-Support aluminium : en phase normale, Kieselgel 60 F254 Merck, 250 pum (20 x 20 cm).
-Support verre : en phase normale, Kieselgel 60 F254 Merck, 250 um (10 ou 20 x 20 cm).

Le révélateur utilisé est un mélange d’acides (acide sulfurique 25 % et acide acétique
25%) et d’eau (50 %).

Les purifications par CCE préparative ont été réalisées sur des plaques en verre
recouvertes de silice Kieselgel 60 F254 Merck, 250 pum (20 x 20 cm).

1VV.1.2.2 Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique généralement utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de 1’extrait
brut, est rapide et a surtout I’avantage de consommer moins de solvants comparativement aux
méthodes chromatographiques classiques. La silice Kieselgel Merck (70-230 mesh, 63-200
pum) ou bien la silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (40-63 um), sont mises dans un

entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 4.

IVV.1.2.3 Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Ce sont des colonnes en verre remplies de phases stationnaires dont la nature est choisie
par rapport a la manoeuvre visée (fractionnement, séparation ou purification). Le diamétre et
la taille de la colonne ainsi que le débit de la phase mobile et le volume des fractions sont
adaptés en fonction de la quantité et la nature de I’échantillon a séparer. Le choix des
systemes d’€lution, le suivi de la séparation et le rassemblement des fractions collectées est

fait sur la base d’analyse sur CCM.
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On a recouru dans ce travail a une chromatographie d’adsorption sur colonne ouverte :

e Chromatographie d’adsorption

Le fractionnement est réalis¢é par chromatographie d’adsorption sur une phase
stationnaire de silice Kieselgel Merck (70-230 mesh). La quantité de silice utilisée est
généralement 40 fois supéricure a la quantité de 1’échantillon a purifier. La taille de la colonne
(diameétre et longueur) a été¢ choisie en fonction de la quantité d’extraits ou de fractions a
séparer. Les échantillons ont été introduits sous forme de dép6t solide (enrobage).

Le principe de cette technique est simple il réside dans la différence d’affinité d’un soluté
envers une phase stationnaire (I’adsorbant) et une phase mobile (I’éluant). Evidemment un

soluté sera séparé des autres solutés selon sa plus ou moins affinité pour ces phases.

1V.1.3 Méthodes spectroscopiques
IV.1.3.1 Spectrométrie de masse

Les spectres de masse basse résolution ESI-MS et haute résolution HR-ESI-MS sont
obtenus par electrospray (ESI) sur des spectrométres thermofinnigan MSQ et Micromasse
QTOF respectivement, en m/z.

IVV.1.3.2 Spectroscopie de RMN

Pour la détermination structurale des produits isolés, divers spectres RMN 'H et RMN
3¢, mono (1D) et bidimensionnelles (2D) ont été réalisés a ’'université de Reims, en France,
sur un appareil Bruker avancé DRX-500.

Les spectres RMN *H et RMN *3C sont enregistrés respectivement a 500 et 125 MHz avec
le TMS comme référence. Le solvant deutéré choisi pour solubiliser le produit isolés est le
chloroforme deutéré (CDCI5).

Les déplacements chimiques ont été exprimés en ppm par rapport au signal du
tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne, et les constantes de couplage sont
exprimées en Hz.

Voici quelques idées sur les méthodes mono et bidimensionnelles en question :

-La RMN monodimensionnelle (1D)

e LaRMN du proton (RMN 'H)

A cause de son abondance dans les composés organiques, 1’isotope 1H de spin %2 possede
une excellente sensibilité & la détection RMN [63]. Généralement, dans un spectre RMN *H,

chaque type de proton apparait sous forme d’un signal caractérisé par un déplacement
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chimique (8 exprimé en ppm), une multiplicité (m) et une constante de couplage (J exprimé
en Hz). L’ensemble de ces informations donne une idée sur 1’environnement chimique du
proton et ainsi permet I’analyse structurale de la molécule.

Le spectre de RMN-'H d’une saponine se présente au trois zones de résonances [64]:
-de 0.5a 3 ppm : les protons de la génine, en particulier les méthyles,
- de 3a4.5 ppm : les protons osidiques sauf les anomeéres,
- de 4.5 a 6 ppm : les protons anomeériques sous la forme de doublets ou de singulets élargis,

et les protons éthyléniques de la génine.

e RMN du carbone (RMN *3C)

En RMN 3C, la faible abondance naturelle (1,1%) du carbone 13 impose I’utilisation de
plusieurs séquences impulsionnelles. Pour les besoins de notre analyse phytochimique, on a
utilisé la séquence J-modulé qui est facile et trés utilisée pour attribuer les signaux des
carbones ainsi qu’a les distinguer en carbones quaternaires et secondaires d’un coté et
primaires et tertiaires de 1’autre.

Le spectre de RMN-'3C se présente les zones de résonance suivante:

- de 10 a 60 ppm : les carbones de la génine,
- de 60 a 90 ppm : les carbones osidiques sauf les anomeres, et quelques carbones hydroxylés
de la génine,

- au-dela de 90 ppm : les carbones anomériques des sucres.

La RMN bidimensionnelle (2D)
Introduite par Jeener en 1971 [63], I’emploi de cette technique devient vite nécessaire a

I’analyse structurale des composés organiques, et parmi les types de cette technique on a :

e La Corrélation HSQC *H/=C
L’expérience HSQC en Anglais (Heteronuclear Single Quantum Correlation) permet de

relier les protons aux noyaux carbones ot ils sont fixés (*Ju.c).

e LaCorrélation HMBC ‘'H/*C
L’expérience HMBC en Anglais (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) permet de
déterminer les corrélations entre protons et carbones a longue distance (plus d’une liaison) en

23nc, SJu.c et rarement en *Jpc.
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o La Corrélation COSY 'H/'H
L’expérience COSY en Anglais (Correlated Spectroscopy) permet d’identifier les protons

1H couplés en 2J, 3 et méme parfois en “J.

e LaCorrélation (TOCSY)
A partir de cette expérience, les corrélations de tous les protons d’un méme systéme de
spin, comme pour 1’expérience COSY mais sur des constances de couplages plus importants,

sont mis en évidence. Elle donc importante pour I’analyse de la structure des sucres [64,65].

IV.2 Etude de I’espéce Astragalus depressus

IV.2.1 Extraction

800g de la plante entiere Astragalus depressus pulvérisée est soumis a une double
macération dans 1’éthanol a 70 % (2 x 8litres) pendant 2 jours a la température ambiante.
Aprés filtration et évaporation de 1’éthanol, la phase aqueuse résultante est soumise a une
extraction liquide-liquide, par 1’éther de pétrole (3 x 400ml) puis 1’acétate d’éthyle (3 x 400
ml) et enfin le butanol (3x400ml). Les extraits obtenus sont ensuite séchés, filtrés et enfin
évaporés. Cette opération a permis de recueillir les masses suivantes: 2,59 pour I’extrait
étheropétrolique, 9,5g pour I’extrait ACOEt et 25g pour I’extrait butanolique. Les CCM
réalisées sur les trois extraits dans différents systemes de solvants, ont montré une
composition chimique plus riche au niveau des deux extrait acétate d’éthyle et butanolique ,

mais ce travail va se limiter uniquement a 1’étude de I’extrait acétate.

1.2.2 Fractionnement et purification

7 g de I’extrait acétate d’éthyle de cette plante ont été soumis a une chromatographie
liquide sous vide (VLC), en utilisant comme phase stationnaire le gel de silice normale.
L’¢lution est réalisée initialement par le chloroforme dont on augmente la polarité par
addition de méthanol (100-0 a 70-30), puis de I’eau (70-30-0 a 50-50-10). Apres séparation et
rassemblement des fractions possédant un profil chromatographique similaire, 10 fractions
allant de F1 a F10 ont eté obtenues. Le fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle

d’Astragalus depressus est présenté dans le tableau suivant (Tableau 1V.1).
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-Tableau 1V.1: Fractionnement de I’extrait AcOEt de la plante A.dperessus

Fraction Eluant CCM Pois (mg)
100
F1 201
99-1
97-3 F2 159
95-5 F3 CHCl3/MeOH 4995
93-7 9-1
CHCl3/MeOH F4 1296,8
90-10
80-20 F5 1342,2
70-30
F6 2385,8
70-30
70-30-1
F7 614,7
70-30-3
CHCl3/MeOH
70-30-5
CHCls/MeOH/H,0 F8 8.2 303,3
70-30-7
60-40-7 F9 208,4
50-50-1 F10 142,4

-Etude de la Fraction F7

La fraction F7 (614 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de gel de silice en
phase normale en utilisant un gradient d’élution chloroforme/méthanol a différents gradients
(100:0 a 95:5), (Tableau 1V.2).
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-Tableau 1VV.2: Fractionnement de la Fraction F7

Fraction Eluant
1-24 100
25-42 99-1
CHCI3/MeOH
43-72 97-3
73-90 95-5

L’examen des plaques CCM a permis de rassembler cing sous fractions (F7-1 a F7-5).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant (Tableau IV.3) :

-Tableau 1V.3: Rassemblement des sous factions

Regroupement des Fractions Quantités (mg)
F1 (5-25) 16,7
F2 (26-42) 11,3
F3 (43-74) 32,9
F4 (75-84) 25
F5 (85-90) 450

Une chromatographie préparative C.C.E réalisée sur la fraction F7- 4 (25 mg) (éluant :
CH,Cl,/MeOH (75-25) ) a permis d’isoler le composé 1 (2mg). La CCM de ce dernier indique
la présence d’une tache invisible a 254 nm, se révélant en mauve a I’acide sulfurique/acide

acétique et chauffage a 100 °C (Figure 1V.2).
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S_—

CH,Cl,/ MeOH(75-25)

$

B

Figure IV.1: Plague CCM du produit 1, systéeme d’élution (CH,Cl,/MeOH)

IVV.2.3 Constantes physiques et données spectrale de composé isolé
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Partie expérimentale

Formule brute

Ca3H70015

Masse moléculaire

826 uma

Nom systématique

3-0-(2’-O-acétyl)-p-D-xylopyranosyl-6-O-p-D-glucopyranosyl-
20(R),24(S)-epoxy-3pB,6a, 16p,25-tetrahydroxycycloartane.

Nomenclature triviale

Astrasieversianine VIII

EI-MS

m/z=849[M+Na]+

RMN *H (500 MHz)
dans le CD5;0D.

1,54-1,30 (m, 2H, H-1) ; 1,93-1,65 (m, 2H, H-2) : 3,17 (dd, 1H,
9,4; 4,5, H-3) ; 1,61 (m,1H, H-5) ; 3,56 (m,1H, H-6) ; 1,93-1,59
(m,2H, H-7) ; 1,88 (dd,1H,10,2; 4,7, H-8) ; 1,93-1,31 (m,2H, H-
11) ; 1,67-1,57 (m,2H, H-12) : 2,05-1,40 (m, 2H, H-15) : 4,67 (q,
1H,7,5, H-16) ; 2,39 (d,1H,7,5, H-17) : 1,26 (s, 3H, H-18) ; 0,28
(d,1H,4,3, H-19a) ; 0,60 (d, 1H, 4,3, H-19b) ; 1,23 (s, 3H, H-21) ;
2,64 (q, 1H,10,6, H-22a) ; 1,65 (m,1H, H-22b) ; 2,05 (m,2H, H-
23) ;3,78 (dd, 1H, 8,4; 5,8, H-24) ; 1,28 (s, 3H, H-26) ;
1,15 (s, 3H, H-27) ; 1,22 (s, 3H, H-28) ; 0,92 (s, 3H, H-29) ;
1,04 (s, 3H, H-30) ; 4,43 (d, 1H, 7,9, H-17) ; 4,73 (dd,1H,9,5; 7,9,
H-2°) ;3.45 (t,1H,9,6, H-3") ; 3,55 (ddd,1H,11,5; 9,6; 4,8, H-4")
: 3,86 (dd,1H,11,5; 4,8, H-5 a’) ; 3,22 (dd,1H,11,5; 9,6, H-5’b);
OCOCH; 2,11(s, 3H) ; 4,34 (d, 1H, 7,8, H-1) ; 3,19 (dd,1H,8,5;
7,8 H-27); 3,35 (t,1H,8,5, H-3)) : 3,29 (t,1H,8,5, H-4") ; 3,26
(ddd,1H,8,5; 5,4; 2,3, H-5") ; 3,86 (dd,1H,11,5; 2,3, H-6” a) ;
3,67 (dd,1H,11,5; 5,4, H-6"D).
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RMN *3C (125 MHz)
dans le CD30OD.

31,4 (CH-1), 29,1 (CH-2), 88,7 (CH-3), 41,4 (CH-4), 51,7 (CH-
5), 78,7 (CH-6), 33,7 (CH-7), 45,7 (CH-8), 20,7 (CH-9), 28,5
(CH-10), 25,6 (CH-11), 32,7 (CH-12), 44,6 (CH-13), 44,7 (CH-
14), 45,7 (CH-15), 73,3 (CH-16), 57,5 (CH-17), 19,9 (CH-

18), 28,2 (CH-19), 87,0 (CH-20), 26,9 (CH-21), 34,0 (CH-22),
25,4 (CH-23), 81,2 (CH-24), 71,1(CH-25), 26,2 (CH-26), 25,2
(CH-27), 27,1 (CH-28), 15,1 (CH-29), 18,8 (CH-30),103,8 (CH-
17), 74,3 (CH-2"), 74,8 (CH-3"), 69,9 (CH-4"), 65,5 (CH-5"),
170,5 (2°-C0),19,9 (OCOCH;),103,5 (CH-17), 74,3 (CH-2"),
77,2 (CH-3"), 70,4 (CH-4”), 76,3 (CH-5), 61,5 (CH-6").
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Conclusion genérale

CONCLUSION

L’objectif de notre travail concerne I’investigation phytochimique d’une plante
appartenant a la famille Fabaceae et au genre Astragalus nommée Astragalus depressus,

espece poussant dans tout le pourtour mediterranéen.

Cette étude a permis d’isoler et d’identifier une saponine triterpénique a squelette
cycloartane, de grande complexité. Le produit a été isolé¢ a I’état pur grace a I’utilisation
combinée des différentes techniques chromatographiques (CC, CCM et CCE).

L’¢lucidation structurale de ce composé a été réalisée au moyen de méthodes d’analyse
spectroscopiques impliquant la RMN 1D (*H, **C J-modulé et DEPT), la RMN 2D (COSY H-
H, HSQC J-modulé, HMBC, TOCSY, ROESY), la spectrométrie de masse ESI, et la
comparaison avec les données de la littérature.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail sont en accord avec ceux obtenus
antérieurement a I’issue d’études chimiques réalisées sur le genre en question. Ils confirment
que les saponosides triterpéniques particulierement a squelette cycloartane sont les
constituants essentiels du genre Astragalus.

La structure du composé isolé a I’issue de cette investigation chimique, est illustree ci-

dessous

3-0-(2"-0-acétyl)-p-D-xylopyranosyl-6-O--D-glucopyranosyl-20(R),24(S)-époxy-3p,6a,
16,25-tetrahydroxycycloartane (Astrasieversianine VIII)
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Resumeé




Résumé

Le présent travail est consacré a I’étude phytochimique de I’extrait Acétate d’ethyle de la
plante Astragalus depressus, appartenant a la famille Fabaceae et genre Astragalus.

La méthodologie de séparation et purification de composé est basée sur la
chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale, la chromatographie sur
couche mince et la chromatographie sur plaque préparative. Elle a permis d’isoler une
saponine triterpénique a squelette cycloartane .

La détermination structurale de ce composé a éte réalisée par la combinaison de plusieurs
méthodes spectroscopiques telles que la RMN 1D et 2D (1H, 13C J-modulé, TOCSY, COSY
H-H, HSQC, HMBC et ROESY), la spectrométrie de masse ESI, et par la comparaison avec
les données de la littérature.

Mots-clés :Astragalus depressus, Fabaceae, saponines, RMN 1D et 2D, spectrométrie de

Mmasse.

Abstract

The present work is devoted to the phytochemical study of ethyl acetate extract of the
plant Astragalus depressus, belonging to the fabaceae family and Astragalus genus.

The methodology of separation, purification of the compound is based on silica gel column
chromatography,and thin layer chromatography (TLC). It allowed the isolation of one
triterpene saponin with cycloartane skeleton.

The structure elucidation of the isolated secondary metabolite was carried out by a
combination of several spectroscopic methods such as 1D and 2D NMR (1H, J-modulated
13C, COSY H-H, TOCSY, HSQC, HMBC and ROESY), mass spectrometry ESI and by
comparison with literature data.

Keywords: Astragalus depressus, Fabaceae, saponins, NMR 1D and 2D,mass spectrometry.
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