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Introduction



Introduction

Depuis I’antiquité, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. A cet effet, les
plantes font partie du savoir de base de toutes les sociétés humaines. L’homme utilise les
plantes pour lutter contre diverses maladies qui guettent sans cesse sa vie. Cette médecine,

connue sous le nom de phytothérapie.

La phytothérapie a été développée a partir d'extraits de plantes en se basant sur des
méthodes traditionnelles de guérison. Selon les idées modernes de ['étiologie, de la
pathogenése des maladies et grace a I'évolution de la science, la phytothérapie a exempté de

I'utilisation essentiellement empirique de la médecine des plantes.

Dans le passé, on ne connaissait pas le mode exact d'activité des plantes et leurs
propriétés curatives enregistrées empiriqguement. Ces propriétés ont suscité l'intérét des
chercheurs @ mener de nombreuses études afin de vérifier ces observations et de déterminer la
substance responsable de ces propriétés. On sait aujourd'hui que les propriétés des plantes
médicinales appartiennent aux composés chimiques qu'elles contiennent appelées

phytochimiques.

Aujourd’hui, grace a la phytochimie, on sait davantage sur ces extraits miraculeux
qu’on peut méme reproduire leurs effets synthétiquement au laboratoire. Pour ce faire, on doit
d’abord isoler la ou les molécules responsables des effets en question et une fois la molécule
pure est obtenue, on va la caractériser au moyen des méthodes spectroscopiques de facon a

déterminer sa structure afin de pouvoir la reconstruire chimiquement.

Le continent africain est un des continents fournis 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 constituée des milliers de plantes (alimentaires, médicinales
ou toxiques). Ce potentiel de plantes médicinales constitue des milliers d’especes présentant

divers intéréts, est trés peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique.

Dans cet ordre d’idées, et dans le cadre de la réalisation de notre mémoire de fin
d’études, il nous a eté proposé de réaliser une étude phytochimique sur une plante saharienne
nommeée Astragalus gombo, appartenant a la famille des Fabaceae. Ce genre est réputé pour

sa richesse en saponosides a squelette cycloartane et oléanane et aussi en hétérosides



flavoniques. L’objectif principal de ce travail est I’extraction, 1’isolement et I’identification de

biomolécules isolées des extraits organiques de la plante Astragalus gombo.

Notre travail sera présenté comme suit :

Le premier chapitre de ce travail réservé a 1’étude bibliographique de la plante, cette
étude commence par la présentation de la famille Fabaceae en générale, en suite par la
description botanique du genre Astragalus, description qui permet de positionner ce
genre dans la systématique des Fabaceae. Il se termine par un petit apergu sur les
travaux phytochimiques antérieurs effectués sur le genre Astragalus, la définition,
classification, biosynthése ainsi que les propriétés biologiques de ces deux classes de
substances naturelles.

Le deuxiéme chapitre est consacré aux résultats phytochimiques obtenus a partir de
I’étude chimique de 1’espece Astragalus gombo .il est décrit la méthodologie
appliquée pour I’obtention des produits a 1’état pur en utilisant les différentes
méthodes chromatographiques, Cette partie rapporte d’une manicre détaillée
I’¢lucidation structurale des différents composés isolés.

Le troisieme chapitre ou la derniere partie, présente le travail expérimental, contient
une présentation des méthodes chromatographiques et spectroscopiques utilisées.
Cette partie est terminée par la discussion des résultats des différentes étapes
d’extraction, de fractionnement et de purification qui ont conduit a I’isolement de
produits naturel.

Le troisiéme chapitre résume le travail expérimental effectué dans le cadre de
I’investigation phytochimique d des parties aériennes d’Astragalus gombo. Il est
présenté 1’appareillage employé au cours de cette étude suivie de différentes étapes
d’extraction, de fractionnement et de purification qui ont conduit a 1’isolement de
produit naturel. Cette partie est terminée par la présentation des différentes constantes

physicochimiques de la biomolécule isolée.
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|.1.Apercu bibliographique sur le genre Astragalus et
activités biologiques

1.1.1. Les Fabaceae

La famille Fabaceae ou Légumineusae est la troisieme des plus grandes familles de
plantes a fleurs apres la famille Orchidaceae et la famille Asteraceae, avec 730 genres et plus
de 19400 especes. Elle regroupe de trés nombreuses plantes qui poussent dans le monde
entier. Leur emploi est trés développé dans divers secteurs économiques: pharmaceutiques,

agricoles, agroalimentaires, paysagers et horticoles[1].

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées
dans un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, feve, soja)
qu’animale (tréfle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme
combustible, pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais,

réglisse) ou en chimie.

Selon les jardins botaniques royaux, les plus grands genres présents dans cette famille
sont le genre Astragalus avec plus de 3000 espéces, le genre Acacia avec plus de 900 espéces,
le genre Indigofera avec environ 700 espéces, le genre Crotalaria avec 600 especes et le

genre Mimosa avec 500 espéces[2].

La famille Fabaceae est cosmopolite. Elle est particulierement concentrée dans les
régions tropicales, subtropicales et tempérées chaudes comme en Afrique du Sud ou le
pourtour méditerranéen. Les régions tropicales abritent essentiellement des especes ligneuses,

tandis que les régions tempérées sont riches en espéces herbacées|[3].

1.1.2.Le genre Astragalus

Le mot astragale est d'origine grecque ; il signifie I’'un des os de l'articulation ti-bio-
tarsienne. Cette dénomination vient de la ressemblance du bruit des grains séchés de la plante

avec celui de I'os, quand ils tombent sur une surface solide[4].

Le genre Astragalus est le genre le plus important chez les plantes a fleurs[5]et donc
également le plus important de la famille des Fabaceaes (les léegumineuses) [6]. Il comporte
environ 3270 especes. Il est caractérisé par son fort taux de diversification morphologique et

sa large répartition géographique[7].
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Certaines especes de ce genre peuvent présenter des indices de spéciation et
d’endémisme[8]. L origine probable du genre Astragalus est 1’Eurasie et plus précisément les

régions situées entre les montagnes du sud-ouest asiatique et le plateau de 1I’Himalaya[9].

1.1.2.1. Description botanique

Le genre Astragalus, a été décrit pour la premiére fois par LINNE en 1753, est classé
dans la sous famille des papilionacées, appartient a I'embranchement des spermaphytes ; sous
embranchement des angiospermes, classe des dicotylédones, sous classe des dialypétales ;

tribu des galégas. C'est I'un des plus importants genres de la famille des fabaceaes.

Selon Quezel le genre Astragalus est defini : Calice tubuleux en cloche, a dents
subégales ou trés inégales. Pétales généralement longuement onguicules, étendards dressés,
carémes égalant environ les ailes, étamines didelphes a gaine fendue au sommet ovaire pluri
ovule sur 2 rangs gousse de forme variée rarement uniloculaire généralement a 2 loges plus ou
moins complétes par introflexion de I’une des structures déhiscente ou indéhiscente. Feuilles

imparipennées en générale stipulées [10].

1.1.2.2. Répartition et écologie

Le genre Astragalus est réparti partout dans le monde mais majoritairement dans
I'némisphere Nord du globe terrestre[11]. On trouve une prédominance d’especes en Asie du
sud (1500 espéces), Europe (500 espéces), Amérique du Nord (500 especes) et Amérique
latine. On dénombre ainsi 150 especes tout le long de la cordillere des Andes [7].Dans les
pays du bassin Méditerranéen, 500 especes ont été décrites dont une centaine sont localisées
en Afrique du Nord, et une quinzaine plus spécifiguement au Sahara[12]. Les noms communs
incluent le milkvetch (la plupart des especes), locoweed (en Amérique du Nord, quelques

especes) et I'épine de chevre (A. gummifere, A. tragacanthus), (Figure 1).
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Figure 1.1 : Répartition géographique des especes appartenant au genre Astragalus.

1.1.2.3. L’espéce Astragalus gombo

1.1.2.3.1. Description Botanique

L’espéce Astragalus gombo est une plante vigoureuse et basse a port chamaephytique
dont les bourgeons se situent prés du sol, de 10 a 50 cm de haut, aux tiges dressées,
tomenteuses (cotonneuses) recouvertes de poils épais blancs. Elles sont de couleur claire,
pourvues de tres longues feuilles aux nombreuses petites folioles. Les pétioles, deviennent
coriaces et piquants a I’extrémité en perdant leurs folioles [12]. Les fleurs papilionacées de 25
mm sont jaunes, regroupées en grappes compactes axillaires, sessiles (dépourvues de
pédoncules) ou presque, insérées a ’aisselle des feuilles terminales. Comme pour toutes les
especes d’Astragale, la caractérisation du fruit est déterminante. La gousse est divisée
complétement en deux loges par une cloison longitudinale, a paroi épaisse, ligneuse, renflée,
trés dure, et couverte d’un duvet soyeux dépassant 1 cm de diametre[10, 12]. Elle a une forme

saillante ornée de nervures superficielles, terminée en bec robuste.

Astragalus gombo est une espéce endémique saharienne[12]. Elle pousse sur les
plateaux calcaires ou gréseux ou s'écoulent les oueds, dans les lits sablonneux, ou les éboulis
de falaises. Elle forme parfois d’importants paturages apres la pluie et résiste longtemps dans
certains oueds[13]. Elle est bien appréciée par les animaux, notamment, le dromadaire[14].
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Figure 1.2 : Astragalus gombo

1.1.2.3.2. Position systématique

Regne Plantes
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Fabale
Famille Fabaceae
Sous famille Papilionacée
Genre Astragalus
Espéce Astragalus gombo
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1.1.2.4. Propriétés biologiques et pharmacologiques du genre
Astragalus

1.1.2.4.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes du genre Astragalus font 1’objet de multiples usages thérapeutiques
traditionnels. En Turquie ou ce genre est représenté par 380 espéces[15], les racines d’un
certain nombre d’espéces sont utilisées pour le traitement de néphrites, diabétes, leucémie et
cancer utérin. Elles sont également utilisées pour leurs propriétés anti-transpirantes,

diurétiques et également toniques[16].

Certaines espéces d’astragale comme Astragalus mongholicus et A. membranaceus
sont utilisées en médecine traditionnelle chinoise en raison de leurs propriétés anticancéreuses
[16-18].

Astragali Radix, mixture préparée a partir des racines seches Astragalus membraneus,
A. mongholicus et d’autres espéces d’astragale[19], constitue la fameuse drogue orientale
utilisée pour ses propriétés antitranspirantes, diurétiques et toniques. Elle est également
employée pour traiter ’anémie, les blessures, la fievre, les allergies multiples, la fatigue
chronique ainsi que la perte d’appétit[20]. L’espece Astragalus scorpioides est employée en

application locale contre les pigQres de scorpions[21].

1.1.2.4.2Activités biologiques

Les plantes du genre Astragalus sont connues pour leur richesse en saponosides a
squelette cycloartane, possédant diverses et intéressantes activités biologiques, notamment
antitumorales, anti HIV et antivirales[21]. Par ailleurs, des études biologiques ont confirmé
que les triterpenes glycosilés a squelette cycloartane isolés d’Astragalus oleifoluis, sont dotés

d’activités antipaludique, antitrypanosomique et antileishmaniose[22].

En Egypte ou le genre en question est représenté par 32 espéces [23, 24]. Certaines ont
montré des activités immunostimulante, cardiovasculaire et antivirale[25, 26]. Ainsi, 1’extrait
brut d’A. Kahiricus montre une cytotoxicité reproductible contre le cancer ovarien de la ligne
cellulaire A 2780[27].
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1.2. Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Astragalus

Les investigations chimiques réalisées sur le genre Astragalus, ont permis 1’isolement
et I’identification de divers types de métabolites secondaires, constitués majoritairement de
saponosides triterpéniques et flavonoides.

Une étude chimique réalisée sur I'extrait méthanolique des parties inférieures des tiges
de A. oleifolius, a permis d’isoler cinq saponosides triterpéniques a squelette cycloartane (1),

(2), (3), (4) et (5). Les deux premiers composés sont nouveaux[28].

GH

OH

H I O .-ull[[” H
OH ! 29 % g
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R
(4) Ac
(5) H

L’étude phytochimique effectuée sur I’extrait dichlorométhane (CH.Cl,) des parties
aeriennes de A. kahiricus, a permis d’isoler quatre nouvelles saponines nommeées Kahiricoside
Il (6), Kahiricoside Il (7), Kahiricoside IV (8)et Kahiricoside V (9)[27].
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L’investigation chimique de 1’extrait méthanolique des parties aériennes sechées et
pulvérisées de Astragalus shikokianus, a permis I’identification de trois flavonoides

glycosilés : astrasikokioside-1 (10) nouveau et deux autres connus (11) et (12) [29].

11
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OH
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(11) Rha Rha
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Quatre autres saponines cycloartaniques ont été mises en évidence suite a 1’étude
chimique de I’extrait éthanolique a 80% des racines d’Astragalus cephalotes. Il s’agit de :

cephalotoside A (14) nouveau et trois autres (15), (16) et (17)connues.
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Une autre étude phytochimique a été réalisée sur I’extrait méthanolique des parties
aeriennes d’A.verrucosus. Elle a permis d’isoler et de caractériser par les méthodes spectrales,
principalement la RMN mono et bidimensionnelle ainsi que la spectrométrie de masse, trois

nouveaux saponosides cycloartaniques nommés: astraverrucine 1V(18), astraverrucine V(19)
et astraverrucine VI1(20) [30].

13
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Une étude phytochimique effectuée sur 1’extrait éthanolique des parties aériennes de
A.sieberi, a permis d’isoler deux nouvelles saponines cycloartaniques nommées : sieberoside |

(21) et sieberoside 11 (22)[31].
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L’investigation chimique de 1’extrait éthanolique des racines d’A. trigonus, a permis d’isoler

et d’identifier trois nouveaux saponosides ayant pour noms : trigonoside I (23),trigonoside |1
(24) et trigonoside 111 (25) [22].
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Une autre étude portant sur I’extrait méthanolique des racines d’A. Prusianus, a réveélé la

présence de deux saponosides nouveaux également a squelette cycloartane. Il s’agit de :

16-0-B-D-glucopyranosyl-20(S), 24(R)-5a, 9-diepoxy-2a,3[3,25-tetrahydroxy-9, 10-seco-
cycloarta-1(10), 6(7)-diene (26) et 3-O-B-D-xylopyranosyl-16-O-3-D-glucopyranosyl-
20(S),24(R)-epoxy-3p, 16, 25-tetrahydroxy-cycloartane (27).

1.2.1. Généralités sur les Saponines
1.2.1.1. Définition

Le terme saponine tire son origine du nom latin sapo signifiant savon en raison des

propriétés tensio-actives des saponines, a produire apres agitation des solutions moussantes en
présence d’eau [32, 33].

Le saponines ou saponosides sont un groupe de métabolites secondaires hétérosidiques

largement distribués dans le régne végeétal (salsepareille, saponaire, quinoa,....etc.), de masses
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moléculaires élevées variant entre 600 a 2000 Daltons et de structures moléculaires
complexes[34]. Les saponines sont fréquemment caractérisées par un go(t amer, sauf
certaines dites "douces" comme la réglisse (acide glycyrrhizique) qui présente un go(t
particulierement sucré, est rapportée dans plus d’une centaine de familles de plantes et dans

quelques sources marines (poissons, étoiles, concombres de mer) [34].

Les saponosides sont des molécules se composant de deux parties, une partie lipophile
nommée aglycone (sapogénine ou génine) et une partie hydrophile constituée des glucides
(oses) [35].

1.2.1.2. Classification structurale

Selon la nature de leur génine, les saponines existent sous deux catégories [32, 35] :

a. Saponines aux génines stéroidiques.

b. Saponines aux génines triterpéniques.

Quelques auteurs distinguent une troisieme catégorie de saponines aux génines amines

stéroidiques, qui est classée par certains auteurs comme des alcaloides stéroidiques[34].
a. Saponosides stéroidiques

Les angiospermes monocotylédones Liliaceae (Asperge, petit houx), Dioscoraceae
(Discoreae) et Agavaceae sont assez fournies en saponosides stéroidiques. La génine de ces
derniers (on dénombre plus d’une centaine) est constituée d’un squelette a 27 atomes de

carbone [36]. Deux principaux types de squelette existent[35]: pentacyclique (furostane) et

hexacyclique (spirostane).

Spirostone Furostane
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Pour ces deux squelettes et en 1’absence d’une double liaison en 5(6), la fusion des cycles A et
B peut étre cis ou trans. Ces composés possédent invariablement un hydroxyle en positions 3
(o ou B).D’autres fonctions hydroxyles peuvent étre présentes en positions C-1, C-2, C-6,C-14
et C-17 [35].

b. Saponosides triterpéniques

Les saponosides triterpéniques sont rencontrés principalement chez les angiospermes
dicotylédones (Araliaceae, Caryophyllaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Ranunculaceae,
Rosaceae, Fabaceae...)[34]. Leur génine a 30 atomes de carbone peut étre
tétracyclique(dammarane, lanostane) ou pentacyclique (oléanane, ursane, lupane, friedelane ,
hopane) [35].
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1.2.1.3. La biosynthese

La grande diversité structurale des saponines peut étre expliquée par leurs origines
biosynthétiques variées. En effet, & partir de I'oxydosqualéne a 30 atomes de carbone, la
biosynthese des génines triterpéniques et stéroidiques est effectuée selon diverses voies
métaboliques suivie de I'assemblage des différentes sections osidiques par des enzymes telles
que les glycosyltransférases et les glycosidases. Par la suite, des modifications subséquentes
peuvent avoir lieu sur la saponine dont, entre autres, des oxydations, réarrangements,
méthylations et estérifications, ce qui augmentent d'autant plus la possibilité de variations
structurales a l'intérieur de cette classe de produits naturels de grands intéréts sur les plans

chimique et pharmacologique [37].

Les saponines sont produites a partir du squalene, 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 squaléne époxydase, puis cyclisé grace a une

oxydosqualénecyclase pour donner les cations dammarenyle ou prostosteryle [38].
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Figure 1.3: Schéma de biosynthese des triterpénoides
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1.2.1.4. Distribution des saponines

Les saponines constituent une importante classe de métabolites secondaires d’origine
végétale et animale [34]. Elles sont distribuées dans une large variété de produits alimentaires
et dans plusieurs familles de plantes incluant I'asperge, les haricots, les mdres sauvages, les
pois, les pommes de terre, la betterave sucriere et le thé. La complexité structurale des
saponines induit un certain nombre de propriétés physiques, chimiques et biologiques

diversifiées.

1.2.1.5. Propriétés physiques des saponines

1. Toutes les saponines sont solubles a chaud dans l'alcool dilué (méthanol) d'ou elles
cristallisent parfois par refroidissement, plusieurs de ces substances sont aussi solubles
dans le méthanol, dans I'éthanol absolu ou méme dans I'eau, et insolubles dans I'éther
diéthylique et I'éther de pétrole.

2. Agiteées dans leur solution agueuse, elles fournissent une mousse persistante et
abondante.

3. Elles donnent des solutions aqueuses a allure colloidale qui dialysent trés mal et ont un
fort pouvoir émulsionnant.

4. Elles donnent des produits d'addition avec le cholestérol, le tanin, les lécithines, de
méme qu'avec certains alcools ou phénols (alcools butylique et amylique, géraniol,
linalool, phénol, carvomenthol, etc.).

5. Les saponines modifient considérablement la tension superficielle du solvant dans
lequel elles se trouvent. En solution aqueuse, elles sont un poison violent pour les
poissons et les animaux a appareil respiratoire de type branchies. Les saponosides du
Sapindus saponaria tuent un poisson en 11 minutes a une concentration de 0,1 %.

6. Ces substances présentent soit une réaction acide soit une réaction neutre. Elles sont
précipitées de leur solution aqueuse par de nombreux sels tels que: (NH4),SO4,

acetate de plomb, hydroxyde de baryum,... .etc. [36].

1.2.1.6.Propriétés biologiques des saponosides

Les saponines a génines stéroidiques et triterpéniques ont été intensivement étudiées
au cours des derniéres années sur les plans chimiques et pharmacologiques. Elles sont
considérées par certains chercheurs comme étant responsables de la plupart des activités

biologiques des plantes de la médecine traditionnelle orientale [32, 39].
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La plupart des saponosides présentent des propriétés hémolytiques qui signifient leur capacité
a s'attaquer aux erythrocytes présents dans le plasma sanguin[33]. Cette activité hémolytique
est généralement expliquée par l'interaction des saponines avec les stérols de la membrane
cellulaire des érythrocytes. Les dommages causés sont irréversibles : la perméabilité de la
membrane est modifiée, ce qui entraine une perte de I'némoglobine sanguin. Cette propriété a
amené la mise en place de tests hémolytiques permettant la détection des saponines dans les
drogues ou extraits de plantes [32]. Le niveau d’ activité hémolytique a été attribué au type
d'aglycone et la présence de chaines de sucre[37]. La comparaison des activités des
saponosides bidesmosides et monodesmosides a prouvé que ces derniers sont généralement

plus hémolytiques.

Toutefois, la forte activité hémolytique de la plupart des saponines a retardé
considérablement leur développement clinique en raison de leur toxicité potentielle lors de

traitements donnés sous la forme d'injections intraveineuses [39].

De nombreuses saponines ont montré une activité cytotoxique in vitro envers une
grande variété de lignées cellulaires cancéreuses [39]. Les valeurs d'IC50 mentionnées dans la
littérature varient entre environ 4 pg/ml et 20 pg/ml en fonction de la nature de la saponine et

de la lignée cellulaire [32].

Les saponosides sont toxiques a 1’égard des animaux a sang froid, notamment les
poissons et mollusques. Certaines plantes a saponosides sont ainsi utilisées traditionnellement

comme poison de péche [33].

Certains saponosides a squelette cycloartane comme oleifolioside A, oleifolioside B,
cyclocanthoside E et astragaloside 11, isolés tous de 1’espece Astragalus oleifolius manifestent

une activité biologique contre la leishmaniose.

La principale source commerciale en saponosides est obtenue a partir du Bois de
Panama (Quillaja saponaria) originaire du Chili, riche en saponosides triterpéniques. Ceux-ci
sont employées dans de nombreux produits commerciaux. lls sont utilisés dans des vaccins a
usage Vétérinaire et humain sous forme de complexes immunostimulants (ISCOMs)
constitués d’une association de saponosides, cholestérol, phospholipides et antigene. La firme
internationale BASF-Chili vient de mettre au point un produit constitué de saponosides pour

contréler le développement des nématodes parasitant les cultures agricoles. Ils sont également
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utilisés pour leurs propriétés surfactantes afin de diminuer la tension de surface d’ électrolytes

utiliseés pour extraire le cuivre (MISTOP) [35].

Les saponosides trouvent actuellement de nombreuses applications commerciales et
industrielles, allant de leur utilisation en hémisynthése des hormones stéroidiques dans 1’
industrie pharmaceutique, a leur utilisation en industrie cosmétiqgue ou comme additif
alimentaire dans 1’ industrie agroalimentaire, mais aussi dans des émulsions photographiques,
extincteurs chimiques[33]. Ces mémes saponosides sont utilisés en industrie comme agent
hémolytique pour effectuer des numérations leucocytaires et beaucoup d’ autres applications
dues généralement a leur tensioactivité non ionique [33], ces molécules entrent dans la
formulation de nombreux produits tels que des shampooings (Saponaire, Sapindus, Bois de

Panama), des détergents ou encore des sodas [35].
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Chapitre II : Etude phytochimique de I'espéce Astragalus gombo

I1.1. Résultats et discussions
I1.1.1Extraction

Le matériel vegétal (1000 g) constitué des parties aériennes de la plante Astragalus gombo,
préalablement séché et pulvérisé, est soumis a une double extraction primaire par I’éthanol a
70% (2 x 10 litres). L’extrait éthanolique résultant apres filtration et concentration, est soumis
a une extraction liquide/liqguide au moyen de trois solvants a polarité croissante en

commencant par : éther de pétrole puis I’acétate d’éthyle et enfin le n-butanol.
Les extraits totaux obtenus apres 1’évaporation sont pesés pour donner :

e 3,5 g de I’extrait étheropétrolique (EP).
e 9,5 g de I’extrait acetate d’éthyle

e 25 g de I’extrait butanolique.
Le schéma ci-dessous récapitule les différentes étapes de 1’extraction.

Astragalus Gombo

1000 g

-Macération dans le mélange EtOH/H,0 :
70/30 (2 x 10 L) pendant 48 h.

-Filtration.

- Evaporation.

Marcs Extrait agueux

Partition avec I’éther de pétrole (3 x 500 ml)

) Evaporation
Extrait EP m=2,5 ’

—

Phase organique Phase aqueuse
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Partition avec AcOEt (3 x 500 ml)

Extrait ACOEt m =

’Evaporation
9549

Phase organique Phase aqueuse

Partition avec n-BuOH (3 x 500 ml)

Extrait n-BUOHm | Evaporation

=25¢ J

Figure 11.1: Schéma d’extraction de la plante Astragalus gombo

Phase organique Phase aqueuse

I1.1.2. Séparation et purification

Les CCM réalisées sur les trois extraits dans différents systéemes de solvants, montrent
la richesse prévisible de I’extrait butanolique en métabolites secondaires comparativement

aux deux autres extraits, ACOEt et étheropétrolique (EP).

Le fractionnement primaire de 1’extrait butanolique (14 g) a été réalis¢ par
chromatographie liquide sous vide (VLC) en utilisant le gel de silice greffée RP-18 comme
phase stationnaire. L’élution est effectuée avec un gradient de solvants méthanol-eau allant de
20-80 a 100-0. A I’issue de ce fractionnement, 14 fractions ont été recueillies sur la base de

I’analyse par CCM.

La fraction F-10 est chromatographie sur une colonne de gel de silice en phase normale.

L’élution menée dans un mélange CH2Cl>-MeOH a donné 8 sous-fractions (F1o-1a F1o-8).

La purification de la sous-fraction Fio-3 (95 mg) par HPLC semi-préparative €luée par un
gradient de solvants ACN-H20 (25 :75, 56 :44, 100 :0) a permis d’obtenir le composé A a
I’état pure (2mg).

Extrait n-Butanol 14 g

Composé A

2 mg
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11.2. Elucidation structurale du composée A

Le produit isolé a été caractérisé par les méthodes d’analyse spectroscopiques RMN
1D du proton et du carbone, RMN 2D conjuguant les expériences COSY H-H, HSQC DEPT,
HMBC et ROESY, spectrométrie de masse ESIMS et haute résolution HRMS, la mesure du

pouvoir rotatoire et par comparaison avec les données de la littérature.

OH

26

OH

0
o) ;
OH %,
OH r z

0 29 28

CH20H o
OH

OH

3-O-[B-D-Glucopyranosyl-(1—2) -B-D-Xylopyranosyl]-3f,16f,23(R),24(R),25-
Pentahydroxycycloartane

Le spectre de masse ESI du composé A enregistré en mode positif (Figure 11.3),
présente un pic d’ion pseudomoléculaire & m/z 809 [M+Na]"soit une masse moléculaire de
786 uma, correspondant a la formule moléculaire C41H70014. Cette derniere est confirmée par

le spectre de masse a haute résolution HRESIMS (Figure 11.4) qui montre un pic a m/z
809,5589 (calc. C41H70014Na, 809,4658).
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Figure 11.3: Spectre de masse ESIMS du composé A
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Figure 11.4: Spectre de masse HRESIMS du composé A.

Le spectre RMN !H (Figure 11.5) de ce composé A, enregistré dans le méthanol

deutéré, permet d’observer les signaux suivants :

% sept signaux a champ fort résonant a én 0,91 (3H, s, H-29), 0,95 (3H, s, H-30), 1,05
(3H, d, J = 6,5 Hz, H-21), 1,09 (3H, s, H-28), 1,22 (3H, s, H-18), 1,24 (3H, s, H-27),
1,25 (3H, s, H-26), attestant de la présence de sept groupements methyles. ™

% deux signaux fortement blindés résonant sous forme de doublet a o1 0,40 (1H, d, J =
4,0 Hz, H-19 exo), 0,62 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-19 endo) trés caractéristiques de deux
protons non équivalents d un noyau cyclopropane [40-42]. ™

% un signal sous forme de doublet de doublet a o1 3,24 (1H, dd, J = 8,1; 4,2 Hz) d’un

proton porté par un carbone oxyméthine (H-3).
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Ces premiers éléments montrent clairement que le composé est de nature triterpenique
a squelette cycloartane. Ce squelette est particulierement présent, voire dominant au sein du
genre Astragalus[43-45].

Le méme spectre montre également la présence de plusieurs signaux entre 3 et 5 ppm
caractéristiques de protons osidiques ainsi que deux signaux d’intégration 1H chacun a on
4,47 (d, J=7,9 Hz), 4,68 (d, J = 7,7 Hz) de deux protons anomeres de sucres, établissant ainsi

que le composé A est une saponine cycloartanique.

HH AG-6 CD30D %

Zone osiduque_

CH>

M okl A
(I NI M

X T
4.0 3.0

el

T
1.0 0.5 ppm

Wﬁﬁ;l ﬁggfigﬂﬁ ER-RES

Figure 11.5: Spectre RMN 'H du composé A

Les spectres RMN 3C et RMN *3C DEPT (Figures 11.6 et 11.7) montrent les signaux
correspondant a sept méthyles, huit méthylénes, huit méthines et six atomes de carbone
quaternaires, confirmant la nature triterpénique du composé. La nature glycosidique de ce
dernier y est également confirmée par I’observation de deux signaux de carbones anomeéres de
sucres a oc 104,5(C-1" et 103,2(C-1") ainsi des signaux allant de 61,6 a 79,6 ppm

caractéristiques de carbones osidiques.

Par ailleurs, le signal carbone a 89,3 ppm observé sur les mémes spectres, est
attribuable au carbone oxyméthine C-3 du triterpéne. Le déblindage important de ce dernier
(+10 ppm) comparé a celui du méme carbone porteur d’un OH libre (78,3 ppm) [31], traduit

bien une substitution a ce niveau, sans nul doute par une unité osidique.
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Figure 11.6: Spectre RMN 3C du composé A.
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Figure 11.7: Spectre RMN 3C DEPT du composé A.

L’élucidation structurale du composé A sera présentée en deux parties distinctes : 1’une

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

A partir des protons méthyliques cités précédemment, 1’expérience héteronucléaire
HSQC permet d’identifier les carbones qui les portent. Ces derniers sont repérés a 26,5 (C-
27), 24,5 (C-28), 22,5 (C-26), 19,0 (C-30), 18,4 (C-18) et 14,0 ppm (C-29). Elle permet
également, a partir des protons cyclopropaniques H2-19, d’identifier le carbone C-19 (3¢ 29,8)

qui les porte.
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Figure 11.8: Spectre HSQC de la partie génine du composé A.

La méme expérience confirme I’attribution du signal du carbone C-3 (89,3 ppm)

précedemment (Figure 11.9).
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Figure 11.9: Spectre HSQC de la partie génine du composé A.
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L’expérience HMBC (Figures I1.10, I1.11 et 11.12) et particuliérement dans le cas de

triterpenes, constitue ’outil idéal en matiere d’élucidation structurale car permettant de

caractériser un grand nombre de carbones de la génine par observation de leurs couplages en

2] et 3J avec les protons méthyliques angulaires, chacun corrélant au maximum avec quatre

atomes de carbone :
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les méthyles 28 et 29 géminés résonant respectivement a 1,09 et 0,91 ppm sont les

seuls a corréler avec le carbone C-3 préalablement identifié (8¢89,3). lls correlent

également avec le carbone quaternaire C-4 (¢ 40,8) et le carbone C-5 (6c 47,4)

Figure 11.10: Spectre HMBC de la partie génine du composé A.
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Le proton H-5 résonant a 1,35 ppm (1H, dd, J = 12,5; 4,2 Hz), identifié par expérience

HSQC, montre sur la carte HMBC cinq taches de corrélation avec les carbones C-4

(6c 40,8) et C-3 (oc 89,3) déja identifiés, un carbone quaternaire (6¢c25,9) ne pouvant

étre que C-10, le carbone méthylique C-29 et un carbone secondaire attribué a C-6 (dc
20,6) (Figures 11.11).Ce dernier a été également identifié par HSQC du fait de sa

corrélation directe avec les deux protons H-6 repérés a 1,65 et 0,85 ppm, eux-mémes

déterminés par expérience COSY H-H du fait du couplage vicinal H-5 (dn 1,35)/H-6.
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Figure 11.11: Spectre HMBC de la partie génine du composé A.

32



Chapitre II : Etude phytochimique de I'espéce Astragalus gombo

e Les protons méthyliques CHs-30 (6w 0,95, s) sont préalablement caractérisés sur la
base de leur corrélation CH longue distance avec le carbone C-8 (dc 48,3), lui-méme
identifié du fait également de son couplage ®Jc.n avec les protons H-19 du systeme
cyclopropanique (6H 0,40 ; 0,62). L’analyse HMBC montre les autres corrélations de
ces protons méthyliques CHs-30 avec le carbone secondaire C-15 (¢ 46,9) et les deux
carbones quaternaires a signaux superposables, C-13 et C-14 (6c 46,5) (Figure 11.12).

e Les protons méthyliques CH3-18(6n 1,22, s) corrélent en plus des carbones C-13 et C-
14 identifiés, avec le carbone secondaire C-12 (6c 32,4) et le carbone primaire C17 (¢

56,7) (Figure 11.12).
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Figure 11.12: Spectre HMBC de la partie génine du composé A.
Comme on le voit, le spectre HMBC a permis de caractériser la quasi-totalité des carbones
du noyau cycloartane, du fait des corrélations observées a partir des méthyles angulaires. Les

corrélations observées entrent :

e Les protons cyclopropaniques H2-19 et le carbone secondaire C-11 (8¢ 25,9).
e Le proton H-3 (6n 3,24) et le carbone C-1 (6¢ 31,7) d’autre part, complétent pour une

grande partie la caractérisation des carbones constituant le squelette cycloartane.
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Figure 11.13: Corrélations HMBC des méthyles Me-18, Me-28, Me-29 et Me-30.

Le spectre COSY H-H (Figure 11.14) montre clairement une corrélation entre les
protons H-15 (61 2,03 ; 1,40) et le proton H-16 de la génine sortant & 4,70 ppm (1H, td, J =
7,6; 5,2 Hz). Cette valeur de déplacement chimique conjuguée a celle du carbone C-16 (6¢
72,0) caractérisé par expérience HSQC montre que ce dernier est porteur d’un groupement

hydroxyle.

En outre, la méme expérience met en évidence la présence d’un systéme de spins a

travers les corrélations H-16/H-17.

» H-17 et un proton nommé H-20 (1H, m) repéré a 2,04 ppm, H-20 et les protons
méthyliques CHs-21 (d, J = 6,5 Hz), H-20.

» Deux protons H-22 a 1,66 ppm, H-22.

» Un proton oxyméthine sortant a 3.71 ppm nommé H-23 (ddd, J = 10,5 ; 8,2; 2,3 Hz),
H-23

» Un autre proton oxyméthine H-24 a 3,1 ppm (d, J = 8,2 Hz).

Ce systeme (Figure 11.15) substitue le noyau cycloartane en C-17. Ceci est confirmé
par expérience HMBC qui montre une corrélation entre les protons méthyliques H-21 et C-17.
Partant du proton H-24 (dn 3,10), I’expérience HMBC qui montre des corrélations longue
distance avec les carbones de deux groupements méthyles CH3-26 (6c22,5) et CH3-27 (8¢
26,5) ainsi qu’un carbone quaternaire C-25 repéré a 73,5 ppm, permet d’identifier la structure

du substituant en C-17.
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Figure 11.15: Corrélations COSY H-H et HMBC de la chaine latérale du composé A.

L’expérience ROESY s’est avérée judicieuse pour assigner la stéréochimie au niveau de
la génine, particulierement au niveau de la chaine latérale (Figure 11.16 et 11.17). Il faut
signaler d’abord la position B du groupement méthyléne CH2-19 qui concerne tous les
composés a squelette 9,19-cyclotriterpenoi de [46]. L’effet ROE observé entre le proton H-19
endo (6H 0,62) et les protons méthyliques Me-29 et Me-18 confirme 1’orientation B-axiale de
ces groupements. L’absence de corrélation H-19/H-5 montre que le proton H-5 est o orienté.
Les effets ROE sont visualisés également entre les protons H-19 endo et H-8p ainsi qu’entre
les protons méthyliques Me-30a et le proton H-17. 1l y est observé également les corrélations
Me-18B/H-20 et Me-210/H-23.

Par ailleurs, il est établi que les valeurs de déplacements chimiques sont décisives pour
assigner la configuration absolue au niveau du carbone C-24. Ce dernier résonne a 77-77,2

ppm [47-48] dans le cas d’une configuration 24 (S) et autour de 80 ppm pour une
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configuration 24 (R). Une valeur de 79,6 ppm plaide en faveur de la derniere configuration.

En outre, la valeur de la constante de couplage du proton H-16 (J = 7,6 Hz) indique qu’il est

a orienté [49].

Figure 11.16: Principales corrélations ROE observées pour le composé A.
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Figure 11.17: Spectre ROESY (CD3OD) de la partie génine du composé A.

Seule persiste la détermination de la stéréochimie au niveau du carbone C-24. En se
basant sur les déplacements chimiques des carbones C-24 (¢ 79,6) et C-23 (6¢c 71,7), la
grande valeur de constante de couplage 3Ju-2am-24 (8,2 Hz) ainsi que les effets ROE observés
sur le spectre ROESY enregistré dans la pyridine ,notamment entre Me-21 (6w 1.21)/ H-23 (dn
4.35), OH-23 (64 6.85, d, J = 2.2 Hz)/H-20 (4 2.60) et H-24 (6u 3.78)/H-22b
(01 2.20) qui se sont averés totalement identiques a ceux observés dans le cas de
I’eremophiloside C antérieurement isolé de Astragalus eremophilus [50] et possédant la méme

chaine latérale, il apparait clairement que le composé 1 possede la méme configuration R au
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niveau des carbones C-23 et C-24. L’orientation ] du proton H-16 est confirmée par 1’effet
ROE H-20p/OH-16.

Toutes ces données spectrales se sont avérees similaires a celles observées pour une génine
connue sous le nom de cycloorbigénine C isolée de deux espéces d’astragale: A. orbiculatus

[47] et A. eremophilus [50]. La seule différence se résume a la disparition de groupement OH
en C-6 laissant la place du groupement CH»-6.

OH

20

.

N
w
o

Identification du sucre

Comme il a été avancé plus haut, deux signaux de protons anomeéres résonant a 4,47
(d, J =7,9 Hz) et 4,68 ppm (d, J = 7,7 Hz) ont été visualisés sur le spectre RMN 1H (Figure
[1.18). Les signaux de leurs carbones respectifs résonnant a 6C 104,5 (C-1) et 103,2 (C-1")
ont été assignés par expérience HSQC (Figure 11.19).

r'

Figure 11.18: Spectre RMN 'H mettant en évidence les protons anomeéres (composé A).
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Figure 11.19: Spectre HSQC mettant en évidence les protons et carbones anomeres.
L’identification des deux unités osidiques repose essentiellement sur 1’expérience COSY H-H
(Figure 11.20). A partir du proton anomeére H-1' résonant a 4,47 ppm (d, J = 7,9 Hz), il est

observé les couplages :

*  H-1/H-2' (3H 3,59, 1, = 7,9 Hz)

* H-2/H-3' (343,54, 1, J=7,9 Hz).

*  H-3/H-4' (31 3,51, m).

*  H-4/H-5% (5n 3, 86, dd, J = 11,5; 4,7 Hz).
*  H-5'/H5'b (31 3,21, m).

Ces corrélations traduisent la présence d’un pentose. Les grandes valeurs de constantes de

couplage permettent d’identifier une xylose de configuration f (J1°-2’ = 7,9 Hz).
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Figure 11.20: Spectre COSY H-H de I’unité -D-xylose
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L’analyse HSQC (Figure 11.21) permet de caractériser tous les carbones des xyloses a travers

les corrélations entre :

* Le proton anomere H-1' et son carbone C-1' résonant & 104,5 ppm.
* Le proton H-2' et son carbone C-2' résonant a 79,6 ppm.
* Le proton H-3' et son carbone C-3' résonant a 76,5 ppm.
* Le proton H-4' et son carbone C-4' résonant a 69,7 ppm.

* Les protons H-5'a et H-5'b et leur carbone C-5' résonant a 65,1 ppm.
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Figure 11.21: Spectre HSQC de I’unité B-D-xylose
A partir du deuxiéme proton anomeére H-1" sortant a 4,68 ppm (d, J = 7,7 Hz),
I’expérience COSY H-H permet d’identifier un systéme de spins a sept protons d’un hexose

(Figure 11.22). En effet, cette derniere permet de visualiser les corrélations :

*  H-1"/H-2"[3n 3,25 (dd, J = 8,6; 7,7 H2)].

* H-2"/H-3"[5n 3,38 (t, J = 8,6 H2)].

*  H-3"YH-4"[51 3,24 (t, J = 8,6 HZ)].

*  H-5"[6n 3,28 (ddd, J = 8,6; 6,5; 5,9 Hz)]/ H-6b" [8+ 3,66 (dd, J = 11,2; 5,9 Hz)].
* H-6b"/H-6a" [k 3,85 (dd, J = 11,2; 6,5 H2)].

Les grandes valeurs de constantes de couplage traduisant une position axiale des protons
H-1" jusqu’a H-5", montrent qu’on est en présence d’un D-glucose de configuration  (J1-2" =

7.7 Ha).
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Figure 11.22: Spectre COSY H-H du B-D-glucose

Les déplacements chimiques des carbones du glucose sont assignés sans ambiguité par
analyse HSQC (Figure 11.23).

HH AG—-6 CD30OD HSQC

H-1
ppm
—| &% H-6"a/C-6" —> H-6"b/C-6"
L~ -— - - 65
H-4"/C-4"
— c-4" o = — > = g
c-2" B L e G H-2"/C-2"
H-3"/C-3 . -
— der - O
—3 8 — H-5"/C-5" - so
- 85
T - 90
F o5
C-1 H-1"/C-1 100
—— : - —105

4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 pPpm

Figure 11.23: Spectre HSQC de la partie osidique.

Le spectre HMBC (Figure 11.24) montre clairement le caractere monodesmosidique en
C-3 de la saponine et cela par I’observation de la corrélation attendue entre le proton H-1' du
xylose et le carbone C-3 (6c 89,3) de la génine d’une part, et la corrélation interglycosidique

entre le proton H-1" (61 4,68) du glucose et le carbone C-2' (6C 79,6) du xylose. Ces deux
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unités osidiques forment donc en C-3 I’enchainement [B-D-glucopyranosyl (1-2)-p-D-

xylopyranosyl].
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Figure 11.24: Spectre HMBC mettant en évidence la séquence des sucres.

Toutes ces données spectrales (Tableau II.1) permettent d’attribuer sans ambigiiité au
composé A la structure suivante : 3-O-[s-D-glucopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]- 3
5,16 B,23(R),24(R),25-pentahydroxycycloartane, appelée aussi gomboside A. Cette saponine

s’est avérée nouvelle.

OH

HOH,C o}
Hoy/
HO

OH

Le tableau suivant reproduit tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

composé A.
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Position oc (ppm) on (m, Jen Hz)
1 31,7 1,56 -1.30 (m)
2 29,1 1,96-1,72 (m)
3 89,3 3.24 (dd, 8.1; 4,2)
4 40.8 ;
5 47.4 1.35 (dd, 12,5, 4.2)
6 20,6 1,65-0,85 (m)
7 259 1,39-1,15 (m)
8 483 1,65 nd
9 19.6 i
10 259 :
11 259 2.05-1.15 (m)
12 32,4 17 (m)
13 465 :
14 465 :
2,03 (dd, 12,4; 7.6)
15 46,9 1.40 (dd, 12.4: 5.2)
16 72,0 4,70 (td, 7.6: 5.2)
17 56,7 1,75 (dd, 11.,3; 7.6)
18 184 122 (5)
0,62 (d, 4,0)
19 29,8 0.40 (d, 4.0)
20 26,4 2,04 (m)
21 18,7 1,05 (d, 6,5)
22 41,4 1,66 (m)
3,71 (ddd, 10,5; 8,2;
23 71,7 >3
24 79.6 3.10 (d, 8.2)
25 735 §
26 225 125 (5)
27 26,5 1,24 (5)
28 245 1,09 (5)
29 14,0 0,91 (5)
30 19,0 0.95 (5)
1 1045 447 (d, 7,9)
> 79.6 359 (1, 7,9)
3 76,5 3,54 (1, 7.9)
x 69,7 3,51 (m)
. 3.86 (dd, 11,5, 4.7)
5 65,1 S2L
1" 103.2 4,68 (d, 7.7)
2 74.8 3.25 (dd, 8.6; 7.7)
3" 76,5 3.38 (1, 8.,6)
4" 70,4 3.24 (1, 8,6)
5" 77.0 3.8 (ddd, 8,6 6.5; 5.9)
. 3.85 (dd, 11.2; 6,5)
6 61,6 3.66 (dd, 11:2: 5.9)
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I11.1. Matériels et appareillage

I11.1.1. Récolte de plantes A. gombo

La plante Astragalus gombo a été récoltée en mai 2009 dans la région d’Ouargla. Elle
été identifiée par le Professeur Bachir Oudjehih de I’Institut des Sciences Vétérinaires et

Agronomiques relevant de I’Université de Batna.

[11.1.2. Méthodes analytiques de séparation

[11.1.2.1. C’est quoi une chromatographie ?

C’est une méthode de séparation (Physico-chimique) des molécules présentes dans un
échantillon en phase homogeéne liquide ou gazeuse ; il y a plusieurs types de chromatographie
connus comme : CCM, VLC, CC ...

+»» Chromatographie sur couche mince (CCM).

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple
et peu coliteuse, utilisée au cours de la séparation et de 1’identification des métabolites. Elle
est employée également pour la recherche du systéme de solvants avant d'entreprendre une

¢tape de séparation. Elle repose principalement sur le phénomeéne d’adsorption.

Dans notre étude, nous avons utilisé essentiellement des plaques de silice gel 60 Fas4 prétes
a I’emploi, a support en aluminium (Merck). Le développement des plaques s’effectue dans
des cuves en verre saturées avec 1’éluant approprié. La phase mobile est constituée d’un

mélange binaire ou tertiaire de solvants selon le type de séparation souhaitée.
+ Chromatographie sur colonne ouverte (CC).

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, plusieurs types de phases ont été mis en
oeuvre dans des colonnes en verre. La taille et le diametre de la colonne sont choisis en

fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la résolution souhaitée.

a. Les chromatographies d’exclusion sont réalisées sur gel de Sephadex LH-20 avec un
systeme méthanol, méthanol-eau et chloroforme-méthanol comme phases mobiles.
Les échantillons a séparer ont été introduits sous forme liquide aprés dissolution dans
un volume d’¢luant le plus petit possible. Les fractions recueillies sont regroupées

selon les résultats de I’analyse par CCM.
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b. Chromatographies d’adsorption Pour les chromatographies d’adsorption, la phase
stationnaire utilisée est le gel de silice Kieselgel Merck (70-230 mesh). L’¢lution est
réalisée par simple gravité. La quantité de silice utilisée est généralement 40 fois
supérieure a la quantité¢ d’échantillon a purifier et 10 fois pour le polyamide. La taille
de la colonne (diamétre 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 dépdt solide (enrobage). Le choix des
conditions d’¢lution, le suivi de la séparation et le rassemblement final des fractions

sont effectués sur la base d’analyses par CCM.

¢ Chromatographie liquide sous vide (VLC).

Technique rapide utilisée pour un fractionnement (séparation) grossiere d’extraits végétaux
ou pour ¢éliminer les pigments de certaines fractions et a I’avantage de consommer moins de
solvants que les méthodes de chromatographies classiques. La rapidité de cette méthode évite
les phénomenes d’isomérisations observées souvent dans le cas de la chromatographie sur
colonne. Des chromatographies avec phase inverse (une silice greffée Lichroprep RP-18
Merck 40-63 um), sont préconisées pour les extraits polaires. Le rapport de la quantité de
phase sur la masse de I’échantillon est d’un facteur 4 a 10. Les fractionnements ont été

effectués dans des entonnoirs cylindriques avec verre fritté n° 4.

+« Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Le systeme HPLC semi-préparative est constitué d’une chaine chromatographique Dionex,
pilotée par le logiciel Chromeleon version 6.01. La chaine est équipée d’une pompe P580 A
quaternaire avec dégazeur intégré, d’un passeur d’échantillon ASI 100, d’un détecteur
UV/Visible a barette de diodes UVD 170S/340S et d’une colonne thermostatée par un four
STH 585. La colonne employée est UP 5 ODB.25M 250x10 mm Interchrom. Les conditions
d’¢élution sont :

- Mode : gradient.

- Systéme de solvants : HO-ACN.
- Débit = 20 ml/min.

- Temperature = 25 °C.

- Détection : A = 205 et 250 nm.
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111.1.3. Méthodes physicochimiques

1. Spectrométrie de masse (MS)

Le spectromeétre de masse est un appareil qui sert a établir les masses moléculaires et
de caractériser leur structure a partir de la nature des fragments formés. Son principe est
simple, apres que la volatisation du produit aura lieu dans la machine, des ions en phase
gazeuse vont étre formés puis séparés selon le rapport masse M sur la charge Z. Il existe

plusieurs techniques d’ionisations, mais dans ce travail on a utilisé que deux :

e L’ionisation par impact électronique (EI-MS) sur un appareil « Maldimicro MX,
micromasse walter »

e L’ionisation douce « Electrospray » (ESI-MS) sur un spectrometre Micromasse Q-
TOF.

2. Spectroscopie de RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés sur des appareils de
type Brilker Avance a 500 MHz (RMN H) et 125 MHz (RMN 3C), du Centre de recherche
sur les Substances Naturelles de Toulouse (UMS CNRS-Pierre Fabre 2597) et de I’Institut de
Chimie Moleculaire de Reims (UMR CNRS 6229).

Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCl3z et CD3OD. Les
déplacements chimiques (6) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS);

les constantes de couplage sont exprimées en Hz.

Voici quelques idées sur les méthodes mono et bidimensionnelles :
e La RMN monodimensionnelle (1D)

-La RMN du proton (RMN *H) : A cause de son abondance dans les composés organiques,
I’isotope 1H de spin % posseéde une excellente sensibilité a la détection RMN. Géneralement,
dans un spectre RMN 1H, chaque type de proton apparait sous forme d’un signal caractérisé
par un déplacement chimique (6 exprimé en ppm), une multiplicité (m) et une constante de
couplage (J exprimé en Hz). L’ensemble de ces informations donne une idée sur

I’environnement chimique du proton et ainsi permet 1’analyse structurale de la molécule.

-La RMN du carbone (RMN *3C) :En RMN **C, la faible abondance naturelle (1,1%) du
carbone 13 impose 1’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
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pour attribuer les signaux des carbones ainsi qu’a les distinguer en carbones quaternaires et

secondaires d’un coté et primaires et tertiaires de I’autre.
e La RMN bidimensionnelle (2D)

Introduite par Jeener en 1971, I’emploi de cette technique devient vite nécessaire a

I’analyse structurale des composés organiques, et parmi les types de cette technique on a :
1) La Corrélation COSY H/*H :

L’expérience COSY en Anglais (Correlated Spectroscopy) permet d’identifier les protons ‘H

couplés en 2J, 3J et méme parfois en 4 J.
2) La Corrélation HSQC H/®C :

L’expérience HSQC en Anglais (Heteronuclear Single Quantum Correlation) permet de relier

les protons aux noyaux carbones ou ils sont fixés (* Jwic).
3) La Corrélation 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

2 Juic, 3 Juic et rarement en 4 Jurc.

I11.2. Etude de I’espéce Astragalus gombo

[11.2.1. Extraction

1000g de la plante Astragalus gombo pulvérisée, est soumis a une macération dans
I’éthanol/eau a (70/30). Cette maceération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant et
pendant 48 heures dans chaque cas a la température ambiante. Le mélange est ensuite filtré et
concentré. La phase aqueuse résultante subit une extraction liquide-liquide par trois solvants

successivement :

e L’éther de pétrole (500 ml, 3 fois).
e [’acétate d’éthyle (500 ml, 3 fois).
e Le butanol (500 ml, 3 fois).
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Chapitre III : Partie expérimentale

L’évaporation a sec des phases organiques a permis de recueillir les masses suivantes :

2,5 g pour DP’extrait étheropétrolique,9,5 g pour I’extrait AcOEt et 25 g pour [’extrait
butanolique. Les CCM réalisées sur les trois extraits dans différents systemes de solvants,

mettent en relief la richesse de 1’extrait butanolique en métabolites secondaires.

111.2.2. Fractionnement et purification de I’extrait n-butanol

14 g de I’extrait butanolique a été réalisé initialement par chromatographie liquide
sous vide VLC en utilisant le gel de silice SiO> greffée en C-18 (RP-18) comme phase
stationnaire. L’élution est effectuée avec un gradient de solvants méthanol-eau (MeOH/H,0)
allant de(20-80) a 100-0. Les fractions de 50 ml récoltées a chaque fois sont rassemblées en
14 fractions (F1 a F14), sur la base de I’analyse CCM. Le fractionnement de 1’extrait

butanolique d’Astragalus gombo est présenté dans le tableau suivant (Tableau 11.1).

Eluant colonne Fractions Eluant CCM Poids en mg
20-80 F1 4023
20-80 F2 1459
20-80 F3 2430
20-80 F4 CHCI3/MeOH/H20 | 379
40-60 F5 7/3/0,5 342.4
40-60 F6 561
60-40 F7 CHCls/MeOH 459.7
MeOH/H,0 60-40 F8 7/3 356.7
60-40 F9 307
80-20 F10 679
80-20 F11 914
F12 CHCl3/MeOH 260
MeOH 100 F13 8/2 300
F14 130
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Chapitre III : Partie expérimentale

[11.2.21. Etude de la fraction F10

La fraction F10 (679 mg) est chromatographie sur une colonne de gel de silice en
phase normale. L’élution menée dans un mélange CH2Cl2>-MeOH (99:1, 97:3, 95:5: 90:10,
80:20,70:30 et 60:40) a donné 8 sous-fractions (F10-1 a F10-8).

La sous-fraction F10-3 (95mg) soumise a une purification par HPLC semi-préparative
dans le systeme de solvants ACN-H20 (25:75, 56:44, 100:0) a abouti a I’isolement de
composés A(2 mg).

[11.2.3. Constante physique et données spectrales de composé A

HOH,C 0
>
HO

OH

Nom systématique 3-O-[p-D-glucopyranosyl-(1i2)-B-D-xylopyranosyl]-
3p,16B,23(R), 24(R),25-pentahydroxycycloartane

Nom trivial )
gomboside A

Formule brute C41H70014

Masse moléculaire 786 uma

MS ESI (mode positif) m/z : 809 [M+Na]*

Ry 5,851 min

1,56 -1.30 (m); 1,96-1,72 (m);3,24 (dd, 8,1; 4,2); 1,35 (dd, 12,5;
4,2):1,65-0,85 (m); 1,39-1,15 (m); 1,65 nd, 2,05-1,15 (m); 1,7 (m),
2,03 (dd, 12,4; 7,6) ;1,40 (dd, 12,4; 5,2) ;4,70 (td, 7,6; 5,2) ;1,75
(dd, 11,3; 7,6) ; 1,22 (s) ; 0,62(d, 4,0) ; 0,40 (d, 4,0) ; 2,04 (m),1,05
(d, 6,5); 1,66 (m) ; 3,71 (ddd, 10,5; 8,2; 2,3) ; 3,10 (d, 8,2) ; 1,25
(s); 1,24 (s); 1,09 (s); 0,91 (s); 0,95 (s) ; 4,47 (d, 7,9); 3,59 (t,
dans CDsOD 7,9); 3,54 (t, 7,9) ; 3,51 (m) ; 3,86 (dd, 11,5; 4,7) ; 3,21 (m) ; 4,68
(d,7,7); 3,25 (dd, 8,6; 7,7) ; 3,38 (t, 8,6) ; 3,24 (t, 8,6) ; 3,28 (ddd,
8,6; 6,5; 5,9) ; 3,85 (dd, 11,2; 6,5) ; 3.66 (dd, 11;2; 5,9).

RMN *H (600 MHz)
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Chapitre III : Partie expérimentale

31,7(CH.-1),29,1(CH-2),89,3(CH-3),40.8(Cq-4),47,4(CHs-
5),20,6(CH2-6),25,9(CHs-7), 48,3(CHs-8),19.6(C-9),25.9 (Cg-10),
25,9(CH»-11),32,4(CH>-12),46.5(Cq-13),46.5(Cq-14), 46,9(CH2-
15),72,0(CH3-16),56,7(CH-17),18,4(CH3-18) ,29,8(CH2-
19),26,4(CH,18,7,41,4,71,7,79,6,73.5(Cg-25),22,5(CH3-
26),26,5(CH3-27),24,5(CHs-28),14,0(CH3-29),19,0(CHs-30),
dans CDsOD 104,5(CHa-1"), 79,6(C-2'), 76,5(CHs-3"), 69,7(CH3-4'),65,1(CH.-
5, 103,2(CHs-1"),74,8(CHs-2"), 76,5(CHs-3"),70,4(CHs-
4"),77,0(CH3-5"),61,6(CH,-6").

RMN 23C (150 MHz)
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Conclusion générale

Conclusion genérale

Cette étude concerne I’investigation phytochimique de 1’espéce Astragalus gombo,
plante Saharienne et appartenant a la famille Leguminosae(Fabaceae). Cette plante n’a pas fait
I’objet d’étude phytochimique. Ce qui constitue, a notre avis, une motivation fondee quant a
son étude chimique en vue d’en isoler de biomolécules a intéréts biologiques pouvant
contribuer & sa valorisation’ investigation phytochimique réalisée sur 1’extrait butanolique de
la plante (parties aériennes)Astragalus gombo, a permis d’isoler un composé naturel
appartenant a la classe des saponosides. Cette saponine s’est avérée nouvelle.

Le fractionnement, la séparation et la purification de ce métabolite secondaire s’est
principalement reposés sur [’utilisation en alternance des différentes méthodes

chromatographiques a savoir :

-La chromatographie liquide sous vide (VLC) de silice greffée en C-18.
-La chromatographie sur colonne de gel de silice normale.
- La chromatographie liquide haute performance CLHP.

L’¢élucidation structurale des composés isolées a été faite au moyen de méthodes
physicochimiques et spectroscopiques modernes impliquant la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire RMN monodimensionnelle (*H, *C DEPT et *C J-modulé) et les
techniques de corrélations bidimensionnelles (COSY, HSQC J-modulé, HMBC et ROESY)
ainsi que la spectrométrie de masse ESI-MS. La mesure du pouvoir rotatoire et la
comparaison avec les données de la littérature.

Cette étude confirme encore une fois que les saponosides triterpéniques a squelette
cycloartane sont les constituants essentiels du genre Astragalus. La structure du composé isolé

a I’issue de cette investigation chimique, est illustrée ci-dessous.
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Résumé

Ce travail est consacré essentiellement a 1’é¢tude phytochimique de 1’extrait butanolique
des parties aériennes de la plante Astragalus gombo appartenant a la famille Fabaceae.

La méthodologie de séparation, purification et isolement de composé est basée sur les
techniques chromatographiques (VLC, CCM, CC, HPLC). Elle a permis d’isoler une saponine
triterpenique a squelette cycloartane nommee gomboside A.

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

Mots-clés : Phytochimie, Astragalus gombo, Fabaceae, saponines, RMN 1D et 2D,

spectrométrie de masse.



Abstract

This work is devoted mainly to the phytochemical study of the n-butanol extract of the
aerial parts of the plant Astragalus gombo belonging to the Fabacceae family.

The methodology of separation, purification and isolation of the compound is based on
chromatographic methods (VLC, TLC, CC and HPLC). It allowed the isolation of a new
triterpenic saponin with cycloartane skeleton named gomboside A.

The structure elucidation of the isolated secondary metabolite was carried out by a
combination of several spectroscopic methods such as 1D and 2D NMR (*H, J-modulated *C,
COSY H-H, HSQC, HMBC and ROESY), and mass spectrometry (EI-MS & ESI-MS), and

by comparison with literature data.

Keywords: Phytochemistry, Astragalus gombo, Fabaceae, saponins, 1D and 2D NMR, mass

spectrometry



.Sa
I3

oo sl ) yiasd il A8 sl o) 3a Y (e J i sal) Gl Aalal) A ilaasSI) Al all asbiad JS (s S Jaall 12
Fabaceae 4lile | «iu siAstragalus gombo

(VLC (TLC «CC <HPLC)4dl & silas S i o S yall J jo 5 415 Juad dangia 2aiad

. gomboside A ~~xsaponine triterpenique a squelette cycloartaned je (Seall (e Jaa

1D ,2D, 1H, 3C J-modulé, COSY H-H)Jis i 3k sae (m geal) J3A (e ASsed) dpaaill o ja) o
o 4 i das) 33) EI-MS&ESI-MS) LS calall Gl s (HSQC, HMBC ,ROESY

Anld) dalal) bl

Astragalus gombo, saponine , RMN 1D, 2D Sl cadall (b | bl b :dualidal) LS



