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Abréviations et symboles

Ac acétate
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DEPT distortionless enhancement by polarisatiomsfiex
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G gramme

Hz hertz

Glc glucose

Gal galactose

t triplet

S singulet

d singulet large

m multiplet
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RMN *H résonance magnétique nucléaire du proton

RMN C résonance magnétique nucléaire du carbone



HMBC heteronuclear multiple bonding connectivity

HSQC heteronuclear single quantum connectivity
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J constantes de couplage

Uma unité de masse atomique

nm'z masse/charge électrique

Na sodium

Me méthyle

Mg milligramme
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Ml millilitre

MS/MS mass spectroscopy / mass spectroscopy
ppm partie par million

RP-18 reversed phase silica with C-18 functionaligs
SM spectrométrie de masse
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Introduction

INTRODUCTION

Les plantes médicinales, dont l'utilisatiandifférentes fins remonte trés loin dans
I'histoire, connaissent aujourd’hui un regain darét partout dans le monde. Ces plantes qui
demeurent la principale source de substances Hatukde plus en plus utilisées dans les
industries pharmaceutiques, cosmétiques ou agreataires occupent une place de choix

dans I'agriculture, I'industrie, la recherche stieue, la médecine et I'environnement.

Dailleurs, les plantes médicinales sont consid@i@amme une richesse pour les pays
en voie de développement. Pour prés de 90% deplalgtmn, dans certains pays d’Afrique,

les plantes médicinales représentent I'unique sodecremeédes thérapeutiques traditionnels.

L’Algérie est trés connue par sa biodiversité,pd&ant de plantes toxiques et
médicinales. Sa flore comporte de milliers d’espéggésentant, dans une certaine mesure,

une matiére pour la recherche scientifique.

Dans ce contexte et notamment dans la continuitfiragramme de recherches de notre
laboratoire sur les plantes toxiques et médicinaless nous sommes intéressés a I'étude de
la planteOdontospermum pygmaeum (Asteriscus pygmaeus), plante poussant dans le Sahara
septentrional algérien (au Sud-ouest du massiAdess).Elle est utilisée traditionnellement
dans le traitement de maladies digestives. C’'estacactére thérapeutique qui nous a incités a
étudier chimiqguement cette plante afin d’apportetren contribution a une plus grande
connaissance de ses constituants chimiques etrdégréventuellement ses principes actifs.
Notre intérét porté a I'étude de cette plante estivé également par le fait qu’elle n'a pas fait
I'objet d’un travail chimique conséquent.

Notre travail réparti en quatre chapitres serag&scomme suit :

» Le premier chapitre est consacré a un rappel dgidphique comprenant une
description botanique de la famille, du genre éneafe I'espéce de notre plante.

> Le deuxiéme chapitre est consacré a une étudadétesdes et saponosides.

» Les travaux personnels seront présentés danddetme chapitre.

> Le quatrieme chapitre constitue la partie expérialen
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[-1 Description Botanique
I-1-1 Famille des Asteraceae

Les plantes de la famille Asteraceae, surtout sgpri&es dans les régions tempérées et
froides du globe [1], sont principalement des bsrliivaces ou annuelles, des arbustes ou
sous-arbrisseaux, rarement des plantes aquatiquesirapantes. Elles se caractérisent par
leurs feuilles qui sont le plus souvent alternesjsnaussi opposées ou radiales, simples
exstipulées [2]. Elles sont réparties, selon tanfode leurs fleurs, en deux types : 'un ayant

des fleurs a corolles ligulées et I'autre a cosotlébulées [3].

La famille Asteraceae est I'une des plus distrisuéans le regne végétal. Elle
comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 2300€ces [4, 3]. En Algérie, il en existe 109
genres et 408 espéces [5]. Cette vaste familléastomiquement importante car fournissant

des plantes alimentaires : laituekadtuca), endives, chicorée C{chorium), artichauts

(Cynara), salsifis {Trapogon).

Plusieurs espéces sont utilisées comme plantescimaigis et cosmétiques : armoise
(Artemisia vulgaris), arnica Arnica montana), camomille sauvageChamomilla recutita),
camomille romaine Ghamaemelum nobile), grande aunée ou inuléngla helenium), souci
des jardins Calendula officinalis), millefeuille (Achillea millefolium), pissenlit Taraxacum
officinale), camomille puanteAnthemis cotula) ou encore grande camomill@afaoetum

parthenium) [6].

Les plantes de la famille Asteraceae ou Composs@earactérisent par un groupement
de fleurs (capitule) entouré par des bractées kimmgemble forme l'involucre. Dans chaque
involucre, les fleurs sont juxtaposées mais nequess pas la méme forme. La partie libre
des pétales est représentée par un tube appeldeddio Leurs fruits sont des achaines et
contenant chacun une seule graine. L’ornementajiiare un rble important dans la
reconnaissance des genres et especes. Les cayatwefriit sont généralement identiques

pour les diverses especes du méme genre [7].

[-1-2 Genre Odontospermum

La plante caractérisant le ge®dontospermum est une plante basse, ramifiée dés la
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base, a rameaux peu nombreux et tres étalédlefeéiroites, pétiolées ; capitules a bractées
larges, trés coriaces et dures a maturité, a moeneniygrométriques tres nets ; achaine de
méme forme que dans le genre précédent, mais ptilsepa écailles nombreuses ; paillettes
du réceptacle membraneuses et transparentes, aem@e opaque. Localement, le genre
Odontospermum est commun dans tout le Sahara septentrionalseingbvoire rare plus au

Sud (Tassili des Ajjer). Les capitules des plamesstituant ce genre sont de 5 a 12 mm,

isolés et non dépasses par les feuilles [7].

[-1-3 EspéceOdontospermum pygmaeum

L’espeéceO. pygmaeum (Asteriscus pygmaeus) est une plante annuel[@]. C’est une
espece reconnue saharo-sindienne mais rencongsedans le désert arabique. Elle serait la
rose de Jéricho [8]. Autrefois, cette plante &aiinue par le norAsteriscus maritimus. Elle
se caractérise par un balcon doté de couronnedeéiemt liées et par sa hauteur qui ne
dépasse pas 5 cm. Certains disent qu’elle est v@middgérie a travers le Sahara. Cette plante

fleurit peu de temps aprées la germination et dé&sensuite.

[-2 Usage traditionnel

Selon Bellakhdar, I'infusion de cette plante ast@palement utilisée au Sahara, pour

calmer les maux d’estomac [10].

I-3 Place dans la systématique :

Regne :Plante

Embranchement : Spermatophytae
Classe Dicotyledoneae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Odontospermum

Espéce :Odontospermum pygmaeum



Chapitre | Rappel bibliographique

Gig- 471 Wabhre Bofe von Jeridio (Odontospermum pygmaeunt).
A Jm TBafjer gedfinet. B @ejdloffen. (Madh) Englev=Prantl)

Figure 1.2 : EspeceO. pygmaeum
6
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I-4 Travaux antérieurs

I-4-1 Sur la famille

Les plantes relevant de la famille Asteraceaefaint’objet d’intenses investigations
chimiques. Ces investigations ont permis de metire évidence un nombre important de
métabolites secondaires aux diverses activités ofiiphes comme les flavonoides,
sesquiterpénes lactones et triterpénes.

Une étude phytochimique réalisée par Giavat collaborateurs [11], sur I'espece
Pallenis spinosa, a mis en évidence 11 sesquiterpénoides : 8-tmedydl (1), 3p-acetoxy-
4B-hydroxypallenone(2), 3B,4B-dihydroxypallenone(3), 3B-acetoxyoplopanong4), 3p-

hydroxyoplopanoné€s), oplopanong6), lo,5a-époxy-P-acetoxy-gH-isodaucanefi,4p-diol
(7), 3p-acetoxy-$-hydroxygermacra-1(10),5-dien€B), 3B,4B-dihydroxygermacra-1(10),5-
diéne(9), eudesmangl0) et cadinanel(l).
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Une étude chimique réalisée sur I'extrait chlorofmue deNauplius graveolensa ant
permis l'identification de six sesquiterpenes laet® dont quatre asteriscunolides a squelette
humuléne. 1l s’agit de: 14,15-diméthyl-8-oxo-téyealiqu[6.3.2.1]dodéca-12,1-0lid€L2),
6,7,9,10-tétradihydroasteriscanolifle), 8-oxo-humula-6Z,9Z-dién-12,1-olidé4), 8-oxo-
humula-6E,9Z-dien-12,1-olide(15), 8-oxo-humula-6Z,9E-dién-12,1-olidg(16), 8-oxo-
humula-6E,9E-dién-12,1-olidd.7) [12].

6Z,9Z| 6E,9Z| 67,9 6E, 9l

L’investigation chimique de I'extrait chloroformigule la plant®latricaria chamomilla
[13] a permis d’identifier, par les méthodes d’analypectroscopiques, quatre composés

constitués majoritairement de sesquiterpenes lastarsquelettes germacranolide, guaianolide
et eudesmanolide :ol100-epoxy-2-hydroxy-(5u,6p, 7a,118H)-guai-3(4)-en,12 &olide Qo-
hdroxy arborescine) (18), 3B-acétoxy-B,4a-dihydroxy-(5,68,7a,113H-103-méthyl)-
eudesman-12¢6olide (Matricolone) (19), 18,3p-dihydroxy-(do,3a,6p,70,113H)-germacra-
4(5),10(14)-dien-12&-olide (dihydroridentine) (20), 2,5-diméthyl-3-vinylhex-4-ene-@--
D-glucopyranosideGhamolol) (21).

L o)
18 19

Une étude phytochimique de I'extrait chloroformiqde Inula crithmoides [14], a
permis d'isoler et d’identifier les triterpenes \aiits : -amyrine (3-hydroxyoléan-12-ene),

8
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(22), a-amyrine (3-hydroxyurs-12-endgR3), stigmastéro(24), p-sitostérol(25). L’étude de
I'extrait acétate d’éthyle a mis en évidence lsspnee d’'un flavonoide nommé quercétine
3, 5, 7,3, 4-pentahydroxyflavon@6).

25 26

Une étude chimique réalisée sur I'extrait acétaé¢hgile d’'une centaurée nommeée
Centaurea africana, a révélé la présence de quatre composés: 3-kydro
méthoxybenzoate  d'éthyle (27), p-sitostérol (25, 5,7,3'-trihydroxyflavone
(Centaureidine}28), 3-8-D-glucopyranosyp-sitostérol(29) [15].

2,

H3CO

27 28 29

Une investigation chimique de I'extrait chlorofoiguie deCentaurea nicaensis, a

abouti a l'isolement de deux flavonoides nommeéslieol (30) et jaceosiding€31) [15].

9
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OCH3

Ces composeés ont été aussi identifiés par les mieshd’analyse spectroscopiques : IR,

UV, RMN et spectrométrie de masse.

[-4-2 Sur le genre

Le genreOdontospermum, comme les autres genres de la famille Asteracadajt
I'objet d’'investigations chimiques qui ont aboutilaa mise en évidence d’'un nombre non
négligeable de métabolites secondaires. Ces dgrngemstitués principalement de
flavonoides, sesquiterpenes lactones et tritegyesent considérés comme COmMposes

typiques de la famille Asteraceae en général.

Ainsi I'étude chimique de l'espec®. graveolens [16] a abouti a l'isolement et la
caractérisation de onze sesquiterpenes lactosgsedette humuléng(32), (33), (34), (35),

(36), (30, (38), (39), (40), (41), et(42).

32133 |34 |35 |36 |37 [38 |39 |40 |41 |42
R|IH |H H H OAc | OAc| OAc | OAc | OAc | OAc | H
x|lo]lJo |o]|]Oo|O O O O o O |aOH,H
A°lE |E |z |z |E E z z z E E
APlE |z |z |E |E z E z z Z Z

2E | 2E

10
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Ce méme travail a révélé également la présencandeconstituants chimiques que
sont : 6,7,9,10-tétradihydroasteriscanoliled), méthyl-21-3a,9aH-asteriscan-12-oat¢43),
bisabol-2,10-dien-1-one (44), 6a-hydroxybisabol-2,10-dien-1-one (45), coniféryl-
diisovalératg46).

Me \ OivalL
iVaLO o
sl A
__MA=H 46 Oival=isovalérate

45 R=OH

L’étude chimique réalisée par San Feliciano et atmtateurs [17] sur I'extrait
hexanique d©. aquaticum, a permis de mettre en évidence par les mémes nesthigatrites
ci-dessous, la présence des deux sesquiterpénenda@ squelette humulene suivants : 8-
oxo-humula-2,6,9,-trien-12,1-olidd7), 8a-hydroxy- humula-2,6,9,-trien-12,1-oli¢48).

Une étude chimique plus récente effectuée sur lmengspecet le méme extrait [18],

a permis d'identifier un sesquiterpéne lactone nérAsteriscunolide (49).

13

Asteriscunolidg9

L’investigation chimique de I'extrait chloroformigue I'especeO. vogdii [19], a

11
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permis d’identifier dix composés constitués exaslesient de sesquiterpénes lactones a
squelette  humuléne : 8-0x0-6,7,9,10-tétraheptathydnulén-12,1-olide (50),
asteriscunolide¢l4), (16) et (17), acide 8-oxax-humula-6Z,9E-dien-12-oiquél), acide 8-
oxo-a-humula-6E,9Z-dien-12-0iqués2), acide 8-oxax-humula-6E,9E-dieén-12-0iquéss),
(32), (33 et(39).

51 53

[R] H H H
62, 9E| 6E, 97| 6E, 9E

=
|U'|
N

Une autre étude phytochimique réalisée sur I'eirgithanolique des parties aériennes
de Odontospermum sericum [20], a abouti a l'isolemende huit composés : asteriscunolide
(14-17), 6-oxo-cyclonérolidol (54), 6a-hydroxycyclonérolidol (55), PB-sitostérol (25) et
stigmastéroB-D-glucopyranosid€56).

/7, ",

Glu-0
54 X=0 26
55 X=aOH,H

L’especeO. schimperi s’est avérée extrémement riche en sesquiterp@igsHn effet,
l'investigation chimique de l'extrait chloroformigua permis d’isoler et d’identifier six

sesquiterpenes dont deux a squelette bisabo{ddeet (45), et quatre a squelette humuléne

(14), (19), (16) et(1D).

Ces composés ont été eégalement identifiess par lethotes d’analyse

spectroscopiques : IR, UV, RMN et spectrométriendese.
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Chapitre | Rappel bibliographique

[-4-3 Sur I'espece

Une recherche bibliographique exhaustive a perneisradlever qu'une seule étude
phytochimique a été réalisée sur I'esp@dentospermum pygmaeum [22]. Cette étude menée
sur I'extrait méthanolique des parties aérienrmesbouti a la mise en évidence de sept
composés dérivés du thymol et farnésol. Leurs &tres sont représentées ci-des4dis63).

o7 58 29
Ry H OCOCHMe OCOCHCHMe,
R> OCOCHMe OCOCHMe OCOCHMe
Rs OCOCHMe OCOCHMe OCOCHMe
HQ

OR4
o)
o)
OR,

R1 H H Ac Ac ZL% =

R, H Ac Ac Ac

R3 Ang | Ang| Ang Ang
R4 H H H Ac

Ang = Angéloyl

La recherche bibliographique réalisée montre kaegrande diversité du métabolisme
secondaire aussi bien au niveau de la famille gqueau du genre. Les classes
prédominantes sont celles des composés phénoliquesmment flavonoidiques,

triterpénoides et sesquiterpénes essentiellemeonigues.
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Chapitre I Etude des sides et saponosides

I1-1 Etude des stéroides

[1-1-1 Généralités

Les stéroides sont des stérols et lipides neutresédant une structure rigide. Le nom
étymologique donné a cette classe vient du mot gtécéos signifiant “solide”. lls dérivent
du noyau cyclopentanoperhydrophénanthrénique (GOnf2B8, 24, 25]. Cette classe de
substances naturelles présente une sous-classéedgenes dont la structure chimique de
base est un systéme tétracyclique. Les stérommesentent un ensemble de molécules
dérivées du cholestérol et elles peuvent étre vpg® en trois familles : stérols fongiques,
stérols animaux et stérols végétaux. Les stéraides composeés de 4 cycles hydrocarbonés
nommeés A, B, C et D qui forment une structure pleinegide de nature apolaire [26, 27, 28].
Ainsi la numérotation des cycles et des carbonésstemdardisée pour tous les stéroides

comme il est indiqué dans la figure 1l.1 ci-dessous

R = diverses chaines latérales

Figure 1l.1 : Stéroide

Les atomes de carbones sont numérotés en commeragalet cycle A. lls comportent
généralement des méthyles ep €t Gs appelés méthyles angulaires, souvent une chaine
alkyle de 8 a 10 carbones, plus ou moins ramifigdescarbone en & Les deux cycles A et
B peuvent avoir aussi des insaturations au nivesucdrbones C-4, C-5 et C-7 [23, 29, 30]

comme il est présenté dans la figure 11.2.
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Chapitre I Etude des sides et saponosides

Insaturations (C-5, C-7)
Figure 1.2
Dans certains composés stéroidiques, notammemestiogenes, le cycle A peut étre

aromatique. Cette aromaticité entraine obligato@eiia perte du méthyle angulaire en C-10
(Figure 11.3) [27, 31].

Cycle A aromatique

Figure 11.3

[1-1-1-1 Nomenclature

La nomenclature systématique est basée généralesmelgt nom du squelette de base

du stéroide en question. Les différents squelsttes nommeés estrar{4), androstané€65),
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Chapitre I Etude des sides et saponosides

pregnang66), cholane(67), ergostan€68), campestané69), cholestang70), poriferastane
(71) et stigmastané€rZ2) (Figure 11.4) [29, 32, 33].

T

g LLLLLERED)

LD
T

Estranec4 Androstanes5 Pregna6é
2
" H
Cholaneg? Ergostané8

24

T
THies

T
T e

Campestang9 Cholestan@0
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i

N
o

24"

Tl

T

= LLLLTEXTD
T e

Poriferastang@l Stigmastan&2
Figure 1.4
Les hydrocarbures triterpéniques a squelettes taneq73) et cycloartane(74)

caractérisé par la présence d’'un groupement cympamique, sont également utilisés dans la

nomenclature systématique des stéroides (Fig@e[29, 32, 33].

[T

o

[SSETITe

o

\\
aw
w

i ol [TTIIED

2
2
Z
z
2

8

29 29

N

Lanostan&/3 Cycloartan@4

Figure 1.5
Le symboIeAX’ V1 2 est frequemment utilisé en série stéroidique peprésenter

'insaturation au niveau du squelette. Les varigble y et z indiquent les positions des

liaisons insaturées comme il est illustré danaléetau 11.1 ci-dessous.
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Chapitre I Etude des sides et saponosides

N® Nom trivial Nom systématique

1 A>- Cholestérol Cholest-5-er33l

2 A>- Sitostérol Stigmast-5-engol

3 A>- Campestérol Campest-5-&f-8l

4 A>*- Brassicastérol (22E)-ergosta-5,22-didhed
5 A>*- Stigmastérol (22E)-stigmasta-5,22-digvd

Tableau II.1 : Phytostérols communs

Le groupement fonctionnel prioritaire est ajoutdnote suffixe au nom original du
squelette stéroidique. D’autres groupements sontég comme préfixes et par utilisation de
termes spécifiques [24, 29, 34]. On citera les ésrm

Nor indiquant la contraction d’un cycle.

Homo présentant I'expansion d’un cycle.

Seco pour indiquer la scission d’une liaison.

Des utilisé pour indiquer I'élimination d’'un cycle.

- Abeo indiquant la contraction d’un cycle et 'expanssimultanée d’un cycle contigu.

[1-1-1-2 Stéréochimie

La relation entre la stéréochimie et l'activité Ibgique est assez marquée dans le
champ stéroidique. La stéréochimie des stéroidesiveau des carbones C-5 et C-14 est
représentée par les deux lettres grecquet. o présentant la face inférieure de cycl@ &
face supérieure, ceci par rapport aux meéthyles laimga axiaux de conformatiop. Ces
derniers sont C19 et CH-18, portés respectivement par les carbones C-Col&

Dans le cas des stéroides naturels, la chainalaigst le plus souvefitorientée et la
jonction entre les cycles B et C, est toujoursyge trans. Toutefois, les stéroides a jonction
cis peuvent étre préparés synthétiguement. La jonetndre les cycles C et D est souvent de
type trans (Figure 11.6), avec cependant quelques exceptiposir les hétérosides
cardiotoniques [24, 29, 33, 35, 36].
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A/B trans, C/D trans

Figure 11.6

Par contre, les cycles A et B peuvent étre de :

- jonctiontrans, comme il est présenté dans la trans décaline.

H
trans décaline

- de jonctioncis, comme la cis décaline indiquée ci-dessous.

cisdécaline
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Cet aspect de la jonction conduit donc a deux tygesstéroides difféerenciables

uniquement par la conformatiom Du 3 [24, 29, 33], comme il est indiqué dans la figure
1.7.

CHs3

Figure I1.7

Les jonctionstrans dans les trois cycles A, B et C (Figure 11.8), impont une
conformation rigide pour la molécule. Cetigidité occasionne inévitablement des tensions
stériques, du fait que la molécule ne bénéficies plie I'interconversion habituelle du
cyclohexane [26, 37, 38].

Face:

Figure 11.8

I1-1-2 Définition des stérols

Les stérols sont des stéroides dérivant des &ibeip et formant ainsi tout un groupe
d’alcools solides [24, 27, 39lls comportent au niveau de leurs structures, wirdyyle en
position C-3 en général d’orientatiffy éventuellement une double liaison, le plus souven

localisée entre les atomes C-5 et C-6 ainsi qualme@ne latérale substituant le carbone C-17
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du noyau polycyclique dérivé du phénanthréne [2d]. 3s sont les constituants des
membranes de divers métabolites cellulaires, derntlls caractéristique est le cholestérol
(75) (Figure 11.9), détecté par Conradi dans les calbillaires [38, 40].

Cholestérol7’5

Figure 11.9

[I-1-3 Définition des phytostérols

Les phytostérols sont des composés naturellemésepts dans la fraction lipidique des
plantes supérieures et apparaissent ainsi commgrdisses végétales identiques en structure
au cholestérol (graisse animale). lls peuvent wiffédes stérols par [l'alkylation
supplémentaire de la chaine latérale en C-24. igenastérol(76), le p-sitostérol(77), le

campesterolq8) et le brassicastér¢r9) sont les meilleurs exemples (Figure 11.10).

Stigmastéré - Sitostérol77
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Chapitre I Etude des sides et saponosides

Campestérsl Bsicastéror9

Figure 11.10

On peut citer également I'isofucosté(BD) et le spinastérqBl).

b o [NLLLEED

IsofucostéroB0O Sasterol81

lIs s’avérent qu’ils possedent tous un noyau chétek avec une chaine latérale
modifiée [24, 39, 41, 42].

Ces composés, non synthétisés par ’lhomme et lanime peuvent étre par conseéquent
apportés que par l'alimentation. lls sont présehisz pratiquement toutes les plantes, mais
leur concentration est cependant variable. Orrées/é en concentration assez élevée dans les
huiles de graines et de noix non transformées re¢ dae moindre mesure, dans les fruits et

légumes.
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[1-1-3-1 Propriétés générales des phytostérols

Ce sont des solides cristallins a point de fusiené(de I'ordre de 100 °C), insolubles
dans I'eau, peu solubles dans I'alcool a froid nsaisibles a chaud. lls se dissolvent dans le
chloroforme, le benzéne, la pyridine. lls sont dodé pouvoir rotatoire, en général Iévogyres.
Les phytostérols de méme que les stérols donneiérfeent des esters avec les acides, en

dehors des acides gras naturels qui sont unistéroisdans les lipides. [39, 41, 42].

[1-1-3-2 Intérét pharmacologique des phytostérols tdeur emploi

Les phytostérols ainsi que les stérols en géngoakedent une gamme étendue d’effets
thérapeutiques. Plusieurs études ont montré quedeesiers réduisent I'absorption du
cholestérol dans lintestin gréle. Il s’avére aimgtcessaire de consommer des stérols
quotidiennement afin de maintenir leur concentratitans notre organisme. Ce dernier ne
pouvant les produire lui-méme. Les graisses véggt@ayant une structure semblable a celle
du cholestérol, peuvent ralentir son absorptiéduisant ainsi la qualité de cette substance
dans l'organisme. Elles joueraient un role impdridans le bon état de fonctionnement du
systeme immunitaire [44]. Certains stérols se smwontrés trés actifs sur les cellules

cancéreuses du sein et de la prostate [43, 44].

Des phytomédicaments majoritairement a squefetiitostérol sont disponibles depuis
plusieurs années sur le marché allemand. lls sascpts pour améliorer les symptébmes de
I'hypertrophie bénigne de la prostate (BPH) sarmsv@eation d’effets secondaires, méme

pour les doses les plus élevées (130 mg/j) [44, 45]

Dans les plantes, algues et champignons, une menariété de phytostérols jouent un
réle de substrat pour un métabolisme ultérieursadpie chez les animaux, le cholestérol est la
source de tous les métabolites de type stéroid@auére que les stérols ont un role vital dans
la maintenance de lintégrité structurale de lapphi des structures membranaires des
organismes. lls contribuent aussi a la régulatienad perméabilité de ces membranes aux
différents ions [45, 46, 47].
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[I-2 Etude des saponosides

[1-2-1 Généralités

Les saponosides sont des métabolites secondai@®sidiques [48, 44], présents dans
de nombreuses plantes et quelques organismes naarils auraient un réle de défense

contre des agents pathogenes extérieurs commbdegpnons, bactéries et autres insectes.

Ces molécules sont connues depuis longtemps poumplepriété tensio-active. Elles
ont des propriétés caractéristiques comme pouybirogéne, perméabilité membranaire des
cellules, destruction des hématies (pouvoir hérnplg) et toxicité vis-a-vis des animaux a
sang froid (ichtyotoxicité) [49]. Ces hétérosidemtsutilisés pendant de nhombreuses années
comme savon d’'ou le nom étymologique donné a adtese de métabolites secondaires

(sapo veut dire «savon» en latin).

Ces produits issus du métabolisme secondaire éesepl sont constitués d’'une partie
lipophile appelée génine ou aglycone et d'une @dnydrophile osidique. Les baies du Lierre
(Hedera helix), les fruits du TamierTamus communis) ainsi que les fruits du Phytolaque

(Phytolacca decandra) sont connus pour étre riches en saponosidesuesi9].

Les saponosides possédent de nombreuses autnggadiiologiques plus ou moins
marquées. On citera les activités antimicrobienrastifongiques, anti-inflammatoires,

anti-hémorroidaires et anti-appétantes [49].

[I-2-2 Structure chimique des saponosides

Les saponosides se classent en deux groupes aelature de leur génine qui peut étre
stéroidique ou triterpénique [44]. Lorsque la génast substituée par une seule chaine
osidique, les saponosides sont dits monodesmossligulorsque la génine est substituée par
deux chaines osidiques, on parle de saponosidessrbabidiques [44]. Les différents
hydroxyles de ces molécules, que ce soit au nideala génine ou de la partie osidique,

peuvent étre le siege d’'une estérification paratédes organiques [44].
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[I-2-2-1 Génines stéroidiques

La structure chimique des génines stéroidiquessiestaire a celle de nombreuses
hormones humaines. De nombreuses plantes qui eifermoent ont un effet sur l'activité
hormonale. Ainsi la plantBioscorea villosa connue vernaculairement sous le nom d’igname

sauvage, contient des saponines stéroidiques & gagquelles, on synthétisa la pilule

contraceptive [50].

Les saponosides stéroidiques sont pour la plupa@depts chez les angiospermes
monocotylédones (Liliaceae, Amaryllidaceae, Dioacere.....) et rarement chez les
dicotylédones (Fabaceae, Scrophulariaceae, Raragead,.....). Leur génine dont plus d’'une
centaine est connue, est constituée d’'un squele?e atomes de carbone. Deux principaux

types de squelette existent, 'un hexacyclique r¢spane 82) et l'autre pentacyclique

(furostane83) (Figure 11.11) [44].

25 27
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w Ty,
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T

Spirostag2 Furos@&3
Figure 1.11

Pour les saponosides a squelette furostane, leomarkC-26 est toujours glycosilé

(saponoside bidesmosidique) dans la plante fratsbe.hydrolyse conduit spontanément au

dérivé spirostanique [44].

La double liaison en 5(6) peut étre conservée cermmest le cas de la diosgéni(@)
ou réduite. La fusion des cycles A et B peut &tas (H-50) comme la tigogénin®5 oucis

(H-5B) comme la sarsasapogénBe(Figure 11.12) [44].
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Diosgénirgd Tigogénine (25 R, H-®) 85

Sarsasapogeénine (25 S, B)yB6
Figure 11.12

L’hydroxyle porté par le carbone C-3 est de configion . Cependant, une éventuelle
oxydation peut aussi concerner d’autres carbonessi Aes carbones C-1, C-2, C-5, C-6 et
plus rarement C-17 ou encore C-24 comme il estor#né chez les plantes Liliaceae [44],
offrent des possibilités d’hydroxylation. On citdeacas de I'agigéning7). Il est également
enregistré une autre possibilité d’oxydation en €&/@u en C-15 rencontrée chez les plantes

Scrophulariaceae [44]. La digitogéni(@3) en est un exemple (Figure 11.13).

Agigénine87 Digitogénine88
Figure 11.13
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Chapitre I

[I-2-2-2 Génines triterpéniques

Les saponosides triterpéniques, rencontrés prilecignt chez les dicotylédones

(Saponaire, Marronnier d’inde, Luzerne, Ginseng, et guelques organismes marins tels les
étoiles de mer, sont de loin les plus nombreuxr lgéumine a 30 atomes de carbone peut étre

tétracyclique (Dammarar9, Cucurbitan@0, Lanostang3) ou pentacyclique (Oléanadé,
Ursane92, Lupaned3, Friedelan®4, Hopanelb) (Figure 11.14) [51].
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. 1y, ///22( 30
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Friedelane€94 péne9d5s

Figure 11.14

Ces saponosides ont également un hydroxyle engro8it généralement de typeet le
plus souvent substitué par une chaine osidiquepbsiions C-23, C-24, C-28, C-29 et C-30
sont souvent fonctionnalisées sous forme hydroxglééhyde au acide carboxylique. De

nombreux carbones peuvent étre hydroxylés a lindés carbones C-2, C-7, C-11, C-15,

C-16, C-21 et C-22. Les saponosides bidesmosidigassedent généralement leur seconde

chaine osidique sur I'acide carboxylique en C-28elQues saponosides tridesmosidiques ont

aussi été isolés [52].

Plus de la moitié des saponosides isolés appagtigren type oléanan@-amyrine)

dont le squelette oléan-12-ene (acide oléanolg@bdédéragening?) (Figure 11.15).

R

R= CH;: acide oléanoliqué6
R= CHOH : hédéragéning7

Figure 11.15
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[I-2-2-3 Partie osidique

Une ou plusieurs chaines osidiques peuvent subistias génines triterpéniques ou
stéroidiques pour former les saponosides qui peéudtee constitués d'une a douze unités

osidiques en chaine linéaire ou ramifiée.

Les sucres les plus courants au niveau des sapesasint les :

- hexoses :

OH
HO
HO OH
OH
D-glucopyraeo

- 6-désoxy-hexoses :

OH OH

HO OH
OH

D-galactopyranose

HO
O H o
H
H HO OH
H OH
L-rhamnopyranose D-fucopyranose
- acides uroniques :
OH
HOO o OOH o
H
HO OH HO OH
OH OH

acide D-glucuronique
- des pentoses :

acide D-galacturonique

OH
Q H Q
HO OH HO OH
oH OH

L-arabinopyranose

D-xylopyranose

HO®__o HO___o
T OH o
H
H
OH HO OH
L-arabinofuranose D-apiose

La configuration anomérique de ces sucres est gieméent de typf dans la série D et
de typea dans la série L. La majorité des sucres se trduseuns la forme pyrane en

conformation chaise [53].
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[I-2-2-4 Acides organiques

Des acides organiques (Figure 11.16) peuvent éstétes hydroxyles présents sur les

chaines osidiques ou sur la génine.

Hs
CH3;COOH COOH COOH
Hs
acide acétique acide isphgue acioenzoique
CHs CHs OOH
/—< H3L\—< /
HsC COOH COOH
acide angélique dadiglique acideramique

Figure 11.16

[1-2-3 Propriétés biologiques des saponosides

Les saponines jouent un réle important dans lareafDe sont des composés a fort
pouvoir hémolytique. Cette propriété dépend dealmne de la génine et du nombre d'unités
osidiques. La comparaison des activitts des sapsnimmonodesmosidiques et
bidesmosidiques a prouvé que les saponines monodaiques sont généralement plus
hémolytiques [44, 54].

Les saponines sont aussi connues par leur aciinttdongique. Les saponines a génine

stéroidique sont des fongicides plus efficaceslegisaponines a génine triterpénique [55].

Les saponines sont toxiques a I'égard des animasang froid, particuliéerement les
poissons [44, 55]. lls possedent également degiptép cytotoxiques [44] et anti-tumorales
[44, 56].
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Des saponines dotées de propriétés medicinales riampes, On peut citer

particulierement :
- la dioscine(98), saponine a génine stéroidique trouvée dans eertdgumes et

connue pour son activité anti-fongique [57].

RhK )

Glu—O

Glu”3

Dioscine98

- les saponines de certaines variétés de luzerngédede I'acide médicagénique

(99), présentent également des propriétés anti-nutniétes [58].

HGO,

HO

“
Z
z,

COOH

Acide médicageniqugd
[I-3 Biogénese des stéroides et saponines

La biogenése des stéroides est étroitement li@éleades terpenes. Ce constat est étayé
par la structure du lanostérgl00), cet alcool tétracyclique trouvé en compagnie du
cholestérol dans les graisses de laireglont les propriétés sont si proches de cellss de

stérols [59, 60].
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Tl

HO

Tl

Lanostérol00

Des expériences récentes basées sur le marquageigse au niveau des plantes, ont
montré qu'a partir du squaléne, transpolyéne tegoeéna 30 atomes de carbones qui
s’accumule en grande quantité dans le foie de megjudle nombreux animaux ainsi que dans
I'huile d'olive, débutent les synthéses de stédlarigine végétale ou animale comme le

stigmastérolp-sitostérol, cholestérol et la vitamine D [38, 39].

Le véritable précurseur universel du squalene ajosi tous les terpenes est I'acide
mévalonique obtenu par condensation de deux megaliacétyl-CoA « acétate activé »,
suivie d’'une réduction du carbonyle combiné au GCer alcool par lintermédiaire de

NADPH, selon le processus général suivant (Figut&)l :

SCoA .
Y acetyl -CoA © acétyl-CoA

2,
/,’

o) o) CO,H
o] SCoA
acétyl-CoA acétyl acétyl-CoA HMG-CoA

&
/,’
,I

OH

NADPH,H* NADT

\/

A

NADQHJ’jNQD *

F COH CoASH
MVA mévalonate
Figure 11.17
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L’acide mévalonique est phosphorylé par I'ATP qui téde en deux temps, deux
groupements phosphates formant un pyrophosphatgrésence d’'une nouvelle molécule
d’ATP, la mévalonyle-5-pyrophosphate est convegtiepyrophosphate d’isopentényle (IPP)
avec perte de CQlibération de phosphate et d’ADP (Figure 11.18).

7, OH
2@ jDP ATP
COH
PP
MVA MVA 5-diphosphate MVA—5—pyrophospha:>i
ADP

Figure 11.18

Le pyrophosphate d’isopentényle s’isomérise ensude pyrophosphate de

diméthylallyle par I'enzyme isopenténylpyrophosghiabmérase (Figure 11.19).

)w Enzyme H/\ + S
,\Iv_ﬁ

Pyrophosphate de diméthylallyle
(DMA)
Figure 11.19

La condensation téte-queue du diméthylallylpyrophase formé avec une nouvelle
molécule d’'IPP, donne le pyrophosphate de gérai@MRP). L'addition d’'une autre molécule
de pyrophosphate d’isopentényle (IPP) au pyrophaisphde géranyle, conduit au
pyrophosphate de farnésyle (FPP) (Figure 11.20).
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OPP
— ‘\_‘
CH,
N X
PPO
_—
\/{ CH,OPP— =
H
H,C IPP ‘ ‘ /
‘ CH,OPP
CH,OPP
FPP
DMA GPP IPP
Figure 11.20

La biosynthese du squaléne débute par I'enchainedeedeux molécules de FPP, en
passant par le pyrophosphate alcool ou présqudEBe6l, 62]. Cette étape nécessite
toutefois l'intervention d’'une enzyme spécifiquepalge squalene synthétase [24] (Figure

11.21).

Enz-x

PP

Présqualene

Cu

b ml LLNITYD)

Squaléne

Figure 11.21
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Le squaléne est ensuite converti par oxydatiogpaxy 2,3 squaléne (Figure 11.22).

N\

]

,J\
—(
",

Squaléne Epoxy 2, 3 squaléne

Figure 11.22

L’ouverture de I'époxyde amorce la cyclisation. mzgme responsable de cette
cyclisation stabilise la conformation du polyisapeede telle sorte que les impératifs
stéréoélectroniques soient respectés. C’est denfornation initiale de I'époxysqualene sur
la surface de I'enzyme (Figure 11.23) que déperutidntation de la biosynthése vers les
triterpenes tétra- et pentacycliques ainsi qust@oides [44, 45]. Ainsi si 'époxysqualéene

- est dans une conformation chaise-bateau-chaisa, la cyclisation conduit a un
cation protostanyle précurseur des cycloartaneslamh@stanes et des cucurbitanes.

- adopte la conformation chaise-chaise-chaiseabata cyclisation aboutit & un autre
cation appelé dammaranyle. Ce dernier peut engendse triterpénes tétracycliques a
squelettes euphane et tirucallane mais le plus eswpvil conduit aux triterpénes

pentacycliques de type oléanane, ursane, luparéflonane, taraxérane, taraxastane,....etc.

36



Chapitre I

Etude des stdas et saponosides

2,3-époxydosqualéne
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T e

cation protostanyle

terpepenes modifiés cation dammaranyle

HO
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Z
2
2

lanastérol cycloarténol

triterpénes pentacycliques

Figure 11.23

L’époxy-2,3-squaléne (Figure 11.24) est transforerécycloarténol chez les végétaux

réalisant la photosynthése, par l'intermédiaire @icloeucalénol et de I'obtusifoliol. Celui-ci
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conduit aux phytostérols. Par contre, chez learasgnes ne réalisant par la photosynthese
(animaux, champignons, levures), I'époxy-2,3-squaleest transformé en lanostérol et
zymostérol. Les levures et certains champignonseantissent ce dernier en ergostérol, alors
gue les animaux supérieurs et les invertébrésalestorment en cholestérol. Les végétaux
chlorophylliens ou non, synthétisent aussi du dtélel probablement a partir du
cycloarténol et par I'intermédiaire du lanoste@ [ 38, 64].

(les plantes supérieures)

champingnons et anima
o)
H*,) ,

% cycloarténol

J ny,

o,

*h \ lanastérol

H cycloeucalénol

J I,

o

obtusifoliol

/i \

stigmastérol

ergostérol

1,

cholestérol sitostérol

Figure 11.24
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Le passage d’'un squelette a 30 atomes de carbsrie tgcloarténol ou le lanostérol, a
un squelette a 27 atomes de carbones ou moins;actiee aux stéroides ou stérols, implique
une déméthylation progressive en C-14 et en C-4& mupture du cyclopropane et un
déplacement de la double liaison engendrée page ceftture. Le méthyle en C-14 est le
premier qui doit étre éliminé apres oxydation sdosne d’acide formique. Les deux
méthyles en C-4 sont transformés par une suiteydations = CH;>CH,0H—> CHO—>COOH
se terminant par une décarboxylation facilitée ypag oxydation préalable de I'hdroxyle en

C-3, conduisant a um-cétoacide (Figure 11.25 et 26).
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Elimination du méthyle en C-14

Figure 11.25
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Figure 11.26

L’ouverture du cyclopropane, suite a I'attaque dhutléophile enzymatique, engendre

une double liaison en positian® °comme il est illustré par la figure 11.27.

R

4a -monomethyle’derlve 4o -monométhyle dérivé
du cycloarténol de lanastérol

Figure 11.27
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La double liaison engendrée par la rupture du @yoleane, subit un déplacement vers

la positionA®> ®comme il est représenté dans la Figure 11.28.

isomérisation
allylique

I||||III|||
I

NADPH

réduction

Figure 11.28

La chaine latérale des stéroides, particulierenentphytostérols, peut avoir un ou
deux carbones supplémentaires fixés en C-24, sois $orme d'un groupe méthyle ou
méthylene, soit sous forme éthyle ou éthylene. tidmuction de ces carbones
supplémentaires au niveau de la chaine latéraléais@ar méthylation impliquant la S-

adéenosylméthionine [44, 65, 66], comme il est indigans la figure 11.29.
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&
U}/

Figure 11.29

Il apparait, a la lumiére des études biosynthétiqéalisées, que la génine et la partie
osidique des stérols glycosylés ou saponines, Sprthétisées séparément puis combinées
entre elles par l'action d'une enzyme spécifiqueedde glycosyltransférase qui s’avere

indispensable pour cette combinaison [43, 64, 67].
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I11-1 Extraction
[1I-1-1 Matériel végétal

930 g de matériel végétal constitué par les pariésennes deddontospermum
pygmaeum, préalablement séchés et pulvérisés, sont mis araraga@ns de I'éther de pétrole
(2x5L) pendant quatre jours. Apreés filtration gagoration a sec du solvant, 15,5 g d’extrait
étheropétrolique ont été obtenus (rdt 1,66 %).d4sedu obtenu est de nouveau mis a maceérer
dans de lacétate d’éthyle (2x5L) pendant quatrargo La filtration du mélange et
I'évaporation totale du solvant ont donné 6 g d'aixtacétate d’éthyle (rdt 0,64%). Enfin la
macération des résidus récupérés dans le méthaxil)( pendant quatre jours, la filtration
puis I'évaporation du solvant, ont permis d’obtetirg d’extrait méthanolique (rdt 3,01%).

Le protocole d’extraction est résumeé dans le schéntaci-dessus.

Poudre de la plante
930 g

Extrait éthero (4 jours)

pétrolique (15,5 g) S—
/ Filtration et évaporation a sec

Résidu
\\‘_

Macération dans I'étderpétrole (2x5L)

. Macération dans I'acétate d’éthyle (2 x 5L)
Extrait acétate

d’éthyle (6 g) — (4 jours)
\__/ / Filtration et évaption a sec

Résidu
Macération dans legmaéol (2x5L)
Extrait méthanolique (4 jours)

—
(28 9) / Filtration et évaporation a sec

Résidu
\__/

Schéma 111.1: Protocole d’extraction deO. pygmaeum
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[1I-1-2 Séparation et purification

Les trois extraits obtenus ont été analysés papnuatographie sur couche mince
(CCM). Les plagues CCM ont été examinées sous Haehe UV (254 et 366 nm). La
révélation a été réalisée au moyen d’une solutitecale sulfurique puis chauffage.

[11-1-3 Fractionnement de I'extrait acétate d’éthyle

6 g de l'extrait acétate d'éthyle sont soumis a anematographie liquide sous vide
(VLC), au moyen d'un mélange de solvants éther éeofe/acétate d’éthyle a différents
gradients (100/0 a 0/100), puis un mélange acéfatbyle/méthanol (99/1 a 0/100). Ceci a
permis de collecter onze fractions allant de F1A F

La fraction F9 d’'une masse 457 mg est mise a chiagrephie sur une colonne de gel
de silice. L’élution est menée par un mélange GH@OH a différents gradients (100-0 a
97-03). 5 fractions sont ainsi récupérées allant Fde (1-45) a F'5 (100-133). La
recristallisation de la fraction F'5 (100-133) daumasse de 28 mg dans I'acétone, a permis

d’obtenir le produiDP4 a I'état pur (22 mg)

[1I-1-4 Fractionnement de I'extrait méthanolique

10 g de I'extrait méthanoligue sont soumis a unemiatographie liquide sous vide
(VLC), en utilisant un mélange eau/méthanol a diffiés gradients (90/10 a 0/90). 19
fractions de 100 ml ont été collectées.

L’examen en chromatographie sur couche mince COMangueurs d’'ondes 254 et 366
nm puis révélation et chauffage, a permis de ralskertes fractions similaires. Cet examen a
permis de recueillir 9 fractions (F1 a F9).

La recristallisation de 10 mg de la fraction F8 sidm méthanol a donné le produit
OP15a I'état pur (6 mg).

La masse restante de la fraction F8 nommeée F8’ ifigest chromatographiée sur une
colonne de gel de silice en phase normale. L'éutest menée dans un mélange
chloroforme/méthanol a différents gradients (108-0-10), puis dans le méthanol pur. Ce
fractionnement a donné 20 fractions allant de I&)(a F20 (149-155).

La fraction F5 (34-36) permis d’obtenir le produ@P16a I'état pur (10 mg).
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[1I-2 Détermination de structure des composés isos
[1I-2-1 Elucidation structurale du composé OP4

3-O-p-D-glucopyranosyl p-Sitostérol

Ce compose se présente sous forme d’'une poudrehkelaoluble dans le méthanol.

Les spectres de masse ESI du comp@aiRé enregistrés en modes positif (Figure 111.1)
et négatif (Figure 111.2), présentent respectivehuas pics d’'ions pseudomoléculairesva =
599 [M+Na] et 575 [M-H], correspondant & une masse moléculaire de 576 atriae

formule brute en gHgOs.

= Mass Spectrum List Report. e
Analysis Info Acquisition Date 2722010 8:32:50 AM
Analysis Name  DAData\CL\CLOOORE5 d
Method INFUSION_170909.m Operatar
Sample Name  OP4 Instrument / Ser8 micrOTOF 51
Comment OP4
Acquisition Parameter i
Sourze Type E5l o Polarity Positive Sel Nebulizer D4 Bar
Foous Net achve St Dey Heatar 180°C
Fcan Begin mie Set Coplary 4500V 56!l Dry Gas 4 0 bmin
Scan End WD miz Sol End Platg Offsst 500V Sot Dovedt Vilve Sourte

|F.".1!|"|':I5¢j ------ — ) - T -

1044 g
18] [M+Na] * i
b 5993 |
] 2 i
s
‘.!”-I' ; ¥ T J T T T - . ¥ ey .
200 1000 1500 2000 2500 iz

Figure lll.1 : Spectre de masse ESI (mode positiju composé OP4
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Mass Spectrum List Report B
Analysis Info Acquisition Date  2/272010 9.55.29 AM
Andlysis Name  DAData\CLACLODOZA7 d
Method INFUSION_170309.m Opérator
Sampie Name QP4 Ingtrument / Serd miceOTOF &1
Comment 0OP4
Acquisition Parameter
Sturce Type B3l lon Polanty Negative Sot Nebulizar 04 Bar
Facug Mo active S Oy Heatet 180°C
Gan degm dmiz Get Capllany 4500 Gt Ory Gas 40 imin
Stan End 3000 miz 581 End Plate Qffgel GO0V Set Divert Vaive Source
Irens.
108 )
‘i 6751
y
3 |
X N o ,
500 1000 1300 200 2300 (1

Figure 1ll.2 : Spectre de masse ESI (mode négatiju composé OP4

Le spectre RMNH de ce composé (Figure 111.3) montre des signaakamp fort sous
forme multiplet, doublet et singulets d’'intégrati8d chacun, résonant dans une région allant
de 0,70 a 1,03 ppm, caractéristiques de protonbyiigiies. Il montre aussi un signal sous
forme doublet large d’intégration 1H a 5,37 ppin=(4,8 Hz) caractéristique d’'un proton
oléfinique, ainsi qu’'un signal multiplet d'intégrat 1H repéré a 3,59 ppm caractéristique
d’'un proton porté par un carbone oxydé. Ce premigrstat permet d’avancer pour notre
composé un squelette stéroidique. L'observatiopldsieurs signaux entre 3 et 4,5 ppm de
protons osidiques ainsi que d’un signal doublesbméant a 4,41 ppnd,(J = 7,8 Hz, 1H)
caractéristique d’'un proton anomére de sucre, uedigu’on est en présence d’'une saponine

stéroidique, plus exactement un stérol monoglyéosil
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proton oléfinigue
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Figure 111.3 : Spectre RMN 'H du composé OP4

Le spectre RMN?C confirme cette hypothése (Figure I11.4). En effeest clairement
observé les signaux des six groupements methylemraigsant dans la zone allant de 12,07 a
19,9 ppm, deux signaux résonant a 122,4 et 140y¥ qmgurespondant aux 2 carbones (C-H et
guaternaire) du systeme oléfinique et enfin unaigepéré a 79,4 ppm indiquant la présence
d’'un carbone oxydé (CH-O). Tous ces signaux soés tcaractéristiques d'un stérol
constituant la partie aglycone ou génine de naineposé. La partie monoglycosilée se trouve
confirmée par la présence d'un seul signal de cerlamomeére résonant a 101,5 ppm et de

cing signaux de carbones osidiques entre 60 etpf8yd
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[11-2-1-1 Identification de la partie aglycone

L’identification du stérol constituant la génineup&tre réalisée par expérience HMBC
(Figure IIL.5, 11.5-1 et 1l.5-2) et cela par awyak des corrélations longue distance,
notamment a partir des groupements méthyles. Aénsiéthyle-19 apparaissant a 1,02 ppm
(3H, s, H-19) est le seul a corréler avec le carboneritgfe quaternaire résonant a 140,7
ppm ne pouvant étre que le carbone C-5. Il cougddegnent avec le carbone secondaire C-1
(6c37,6), le carbone quaternaire C-50637,07) et enfin le carbone méthine Cs650,6).

Les groupements méthyles Me-26 et Me-27 sortapeasement a4 0,83 (3H,m, H-

26) etdy 0,84 (3H,m, H-27) sont identifiés sur la base de leur cotigacommune avec les
carbones meéthines C-25 et C-24 repérés respectintende29,5 et 46,2 ppm. Ce dernier
présente un couplage avec un signal multiplet @&soa 0,85 ppm attribué logiquement au
groupement méthyle Me-29 du stérol. Partant detopsoconstituant ce dernier groupement,
on identifie un carbone secondaire sortant a @M attribuable au carbone C-28.

Les signaux de protons méthyliques Me-18 réson@nt@ppm (3Hs, H-18) corrélent
avec le carbone secondaire C-I 40,1), le carbone quaternaire C-1& @2,6) et les
carbones tertiaires C-18d57,1) et C-17dc 56,4). Ce dernier a été identifié sur la base de
son couplage efc.4 aussi avec les protons méthyliques Me-21 repéfk83ppm (3Hd, J
= 6,4 Hz). Ceux-ci couplent également avec lesarseb C-20dc 36,4) et C-228c 34,3).

Figure II.5 : Principales corrélations HMBC observées pour la partie aglycone du

composé OP4
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Figure 111.5-2 : Spectre HMBC du composé OP4
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Les autres carbones de la génine sont identifiésl'@aalyse combinée des deux
expériences COSY H-H et HSQC. En effet I'analyse SSOH-H permet d’abord de
caractériser les protons de la génine et cela’pbsdrvation de leurs corrélations avec les
protons «espions» que sont particulierement letopsoH-3, H-6 ainsi que les groupements
méthyles constituant la chaine latérale. On idientFigure I11.6) ainsi les deux protons H-2b
et H-2a {4 1,62 etl,92 ppm), H-4lp 2,29,t, J = 13 Hz) et H-4ady 2,41,dd, J = 13; 2 Hz)
ainsi que H-7b et Ha a 64 1,57 et 2 ppm).

H2a Hih tp
| H-7
gt HM AT \,_f.,,&.wlulu

—_ H-2a/H 3 02
5 . - H4iaH-3g ] 5 wH2WH3 3
j 4 : . H-44y/H-3 -
T a8 #ed|
J -1 = ° [~
& . = = H_Th/H-6
| . H-Ta/H-6

Figure I11.6 : Spectre COSY H-H du composé OP4

D’autre corrélations (Figure 111.6-1) sont égalermemises en évidence entre :
- le proton H-25 résonant a 1,67 ppm et lesgm®tles méthyles Me-26 et Me-27.
- le proton H-28 résonant a 1,25 ppm et lesgm®tlu groupement méthylique Me-29.
- le proton H-20 repéré a 1,37 ppm et les prothnséthyle Me-21.
- le proton H-1b sortant a 1,07 ppm et les dewtgms H-2a et H-2b.
- le proton H-2b sortant a 1,62 ppm et H-4,;a1(86).
- le proton H-8 résonant a 1,45 ppm et H-&a2).

52



Chapitre Il Résultats et discussion

I
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Figure I11.6-1 : Spectre COSY H-H du composé OP4

A partir des protons caractérisés par expérienc&YC8-H et ceux des groupements
méthyles, I'expérience HSQC (Figure 1.7 et llIly-permet l'identification directe des
carbones qui les portent. Il est ainsi observéliéérents couplages €dc.y entre :

- les protons méthyliques H-18 et son carbords8@c 12,07).

- les protons méthyliques H-29 et son carbor29@c 12,1).

- les protons méthyliques H-26 et son carbor&@c 19,2).

- les protons méthyliques H-27 et son carbor®y @c 19,9).

- les protons méthyliques H-21% 6,4 Hz) et son carbone C-2(18,9).
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- les protons méthyliques H-19 et son carbori® @c 19,5).
- le proton H-3 et son carbone Cé379,4).
- le proton oléfinique H-6 et son carbone G&122,4).

H19 W26
H21 | H2T H18
A, = el E
-18 | A | fre
3 29 b, ) (\:3:____;;3_'*’ -
H2oic3g  HI8/C]I8
£l 1o f 20C2 BI6C26 e
"_""'\-C:zﬁ T — I.._ - _-| _. o N '\-:_ Y] 1
C 19 = e
b 02T e W B2TIC27
- T Sty T | P s | X
b 3R { ) /
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Figure 1.7 : Spectre HSQC du composé OP4
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Figure I11.7-1 : Spectre HSQC du composé OP4

Toutes ces données spectrales consacrées a lenidétéon de structure de la partie

aglycone permettent d’identifier fesitostérol dans sa forme bidimensionnelle.
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26

Le tableau 1ll.1 ci-dessous illustre les déplaceimehimiques des protons et carbones

de la génine.

Position oy mJ Hz dc

1 1,07-1,86m 37,6
2 1,62-1,92m 29,9
3 3,59m 79,4
4 2,29t 13 H-4b 39,02

2,41dd 13; 2 H-4a

5 - 140,7
6 5,37d 4,8 122,4
7 1,57-2m 32,28
8 1,45m 32,26
9 0,94m 50,6
10 - 37,07
11 1,49m 21,4
12 1,17-2,0In 40,1
13 - 42,6
14 1,01m 57,1
15 1,09-1,59n 24,6
16 1,27-1,85n 28,5
17 1,11m 56,4
18 0,70s 12,07
19 1,02s 19,5
20 1,37m 36,4
21 0,93d 6,4 18,9
22 1,04 -1,34m 34,3
23 1,18 m 26,4
24 0,94m 46,2
25 1,67m 29,5
26 0,83m 19,2
27 0,84m 19,9
28 1,25m 23,4
29 0,85m 12,1

Tableau Ill.1 : Déplacements chimiques des protonst carbones de la génine OP4
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[11-2-1-2 Identification de la partie osidique

L’expérience COSY H-H constitue I'outil de choixyrd’identification des hétérosides
et leur stéréochimie. Partant du proton anomeré idsbnant a 4,41 ppm (1Hd, 7,8 Hz) cité
précédemment, le spectre COSY H-H (Figure IIl.8 e d’identifier un hexose et cela par
I'observation des corrélations entre les proton¥' @t H-2' (1H,6y 3,23, t, J = 8 Hz), H-2'et
H-3' (1H, 84 3,43,t, J=8 Hz ), H-5'et H-4’ (1H 6y 3,41,t, J = 8 Hz), H-5'et H-6’b (1HJK
3,74,dd, J=11,9; 4,8 Hz), H-5’et H-6’a (1H 3,85,dd, J=11,9; 2,9 Hz), et enfin H-6'a et
H-6'a (1H, 6y 3,85,dd, J = 11,9; 2,9Hz). Les grandes taches de corrélation traduisant d
grandes constantes de couplage permettent aim@ndiier un glucose de configuratigh
(Jn1-m2 = 7,8 HZ).
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Figure 111.8 : Spectre COSY H-H du sucre
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L’expérience de corrélation hétéronucléaire diréitid ou HSQC (Figure 111.9) permet
d’assigner les déplacements chimiques de tousakb®es constituant le sucre. Le spectre
montre les couplages €dc. entre :

- le proton H-1'et son carbone C-8t(101,5).

- le proton H-2’et son carbone C-3c(73,9).

- le proton H-3’et son carbone C-3c(76,9).

- le proton H-4’et son carbone C-4¢(70,6).

- le proton H-5’et son carbone C-5¢(76,3).

- les deux protons H-6’a et H-6’b et leur carb@6’ 0c62,2).
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Figure 111.9 : Spectre HSQC de la partie osidique

L’expérience HMBC (Figures 111.10) de ce sucre nmeries corrélations attendues pour
cette partie osidique. De plus, la corrélation obse entre le proton H-1’ et le carbone C-3 de

la génine §c 79,4) confirmant le branchement du glucose en peisdion du triterpene.
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Figure 111.10 : Spectre HMBC du sucre

Le tableau IIl.2 ci-dessous reproduit les déplacegmechimiques des protons et

carbones d@-glucose.
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Position oy mJ Hz dc
1 4,41d 7,8 H-I 101,5
2’ 3,23t 8 H-2’ 73,9
3 3,43t 8 H-3’ 76,9
q 3,41t 8 H-4’ 70,6
5 3,29m H-5’ 76,3
6’ 3,74 dd 11,9; 4,8 H-6b 62,2

3,85dd 11,9; 2,9 H-6'a

Tableau 111.2 : Déplacements chimiques des protonst carbones dug-D-glucose

L’exploitation des différentes méthodes d’analysecsroscopiques, a savoir RMMN,
RMN *3C enJ-modulé, COSY H-H, HSQC, HMBC, la spectrométrierdasse ainsi que le
pouvoir rotatoire ¢],= -42,3° (C= 0,5 g/100 ml, CHg)lconduisent a attribuer sans ambiguité

la structure suivante pour le comp&ea4.

3-O-p-D-glucopyranosyl p-Sitostérol

Cette saponine stéroidique appefegitostérolp-D-glucose(3-O-p-D-glucopyranosyl
B-Sitostérol) a été antérieurement isolée de plagpartenant a la famille Asteraceae comme
Centaurea africana [15]. Il est cité a notre connaissance pour lanpeee fois dans I'espéce

O.pygmaeum.
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[11-2-2 Elucidation structurale du composé OP15

3-O-p-D-glucopyranosyl Stigmastérol

Ce composé se présente sous forme d'une poudrehielasoluble dans un mélange
chloroforme/méthanol.

Le spectre de masse ESI-MS du comp@s$&L5 (Figure 11l.11) enregistré en mode
positif, présente un pic d’'ion pseudomoléculaire & m/z = P@¥Na]®, soit une masse

moléculaire de 574 uma, correspondant a la formnakéculaire GsHsgOs.

Mass Spectrum List Report

Analysis Info

Analysis Name ACO000835.d Acquisition Date 06/16/10 12:38:55
Method infusion. MS Operator LONG Christophe

Sample Name  OP15 Instrument Esquire-LC_00088
Comment OP15

Target mass 500Compound stability100, Trap Drive Level 100

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity nia
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 100,00 miz Scan End 1500.00 m/z
Capillary Exit 120.4 Volt Skim 1 43.2 Volt Trap Drive 431
Accumulation Time BE9 us Averages 10 Spectra Aute MSIMS Off
Intensﬁ.'j ACO00835.d: +MS
x109 [M+Na]+ '
2.0 597.6 |
159 i
3
1
1.0
0.5
11748
3111 383.2 l 793.7
0.0 13?19 iad l.‘LJlll“‘JJJLJA ik, A 'JL. — il ettt 9454 103,'0'4 lhk 12?;.6'5 " 14414 |
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Figure 111.11 : Spectre de masse ESI du composé OP1
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Le spectre RMN'H de ce composé enregistré dans un mélange chiorefméthanol
deutéré (Figure 111.12) présente de grandes aredogyec le méme spectre du composé
décrit précédemment. En effet, on reconnait aiséfasrsignaux résonants a champ fort dans
I'intervalle 0,65-0,99 ppm, correspondant aux éugements méthyles. Ces derniers sont les
groupements Me-18, Me-29, Me-26, Me-27, Me-21let Me-On identifie également un
signal sous forme de singulet large résonant a ppBR correspondant au proton oléfinique
H-6, de méme que le signal multiplet sortant a $pd du proton oxyméthine H-3. On
reconnait également le signal doublet sortané, 4,36 0 = 7,8 Hz) attribuable au proton
anomérique H-1' d’un sucre. La seule différenceahlat se situe au niveau de la génine et se
traduit par I'apparition de deux signaux résonanissforme de doublet de doublets a 4,96
(1H,dd, J=15; 8,6 Hz) et 5,13 ppm (1ldd, J= 15; 8,7 Hz), caractéristiques de deux protons

oléfiniques engagés dans une double liaison degroationtrans.
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Figure 111.12 : Spectre RMN *H du composé OP15

Le spectre RMNC J-modulé (Figure 111.13) du compos8P15 confirme sa grande

analogiestructurale avec le compo&#P4, exclusivement dans la partie génine. La seule
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différence étant I'apparition de deux signaux dexdearbones éthyléniques a 129,8 et 138,9
ppm.

Cette analyse, par comparaison avec le compds€ laisse indiquer que le composé
en question est identifiable au stigmastérol (paatilycone) porteur d’'une unité osidique et

dont il faut identifier clairement la nature.
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Figure 111.13 : Spectres RMN **C enJ-modulé des composés OP4 (haut) et OP15 (bas)
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La structure de la génine a été confirmée, notarbhrdans sa différence avec le
composéOP4, conjointement par I'analyse des spectres HMB@uf& 111.14), COSY H-H
(Figure 111.15) et HSQ@-modulé (Figure 111.16 et 111.16-1).
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Figure 111.14 : Spectre HMBC du composé OP15
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Figure I11.15 : Spectre COSY H-H du composé OP15
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Figure I11.16 : Spectre HSQC du composé OP15
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Figure I11.16-1 : Spectre HSQC du composé OP15

Toutes ces données spectrales consacrées a |lmid@tgsn de structure de la partie

aglycone permettent d’identifier le stigmastératglaa forme bidimensionnelle.

Comme il a été dit précédemment, il est indispdesataintenant d’identifier tres

précisément la structure de l'unité osidique. Efetefles spectres RMNH et RMN *C

laissent uniquement caractériser un hexose eemagttent nullement de trancher entre les

deux unités osidiques généralement rencontréesqatigr classe de composés, a savoipdes

D-glucose ep-D-galactose.
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p-D-glucose p-D-galactose

Pour cela, les expériences homonucléaires de @@3Y H-H, COSY relayée, voire
TOCSY constituent les méthodes de choix pour lifieation des hétérosides en général et
surtout la détermination de leur stéréochimie. DaoBe cas et pour le compo§#15
'analyse COSY H-H (Figure I1Il.17) permet de relsept protons d’'un hexose. En effet et
partant du proton anomérique H-1' (18}, 4,36,d, J = 7,8 Hz) et a travers leurs taches de
corrélation, on relie les protons H-2' (1B}, 3,18,t, J =8 Hz ), H-3' (1H,64 3,37,t,J=8
Hz), H-4' (1H, 64 3,36,t, J = 8 Hz), H-5" (1H,34 3,25,m), H-6’b (1H,oy 3,70,dd, J =
11,9; 4,9 Hz) et H-6’a (1Hy 3,81,dd, J = 11,9; 2,4 Hz). Les grandes taches de corrélations
impliquant de grandes valeurs de constantes ddagmindiquent qu’ils sont tous axiaux. Il
s’agit donc d’'un glucose de configuratiBrau regard de la constante de couplagey, =
7,8 Hz.

H1' 4'
i H-3 tH—E'
|HeaHe'h || H2
A 2hy
= H.2VH 3"
3 H5H4 |2
- SYHA6Y
- -SSP H.5"H-6'
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Figure 111.17 : Spectre COSY de la partie osidique
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Le tableau IIl.3 ci-dessous reproduit les déplacgmechimiques des protons et

carbones du compos®P15

Position oy mJ Hz dc
1 1,04-1,82m 37,8
2 1,57-1,87m 30,1
3 3,55m 79,6
4 2,23t 11 H-4b 39,2
2,35dd 13; 2 H-4a
5 - 140,9
6 5,324 122,5
7 1,93-1,96m 32,45
8 1,48m 32,48
9 0,90m 50,8
10 - 37,2
11 1,46m 21,6
12 1,44-1,97 40,2
13 - 42,7
14 0,98m 57,4
15 1.11m 26,6
16 1,23-1,88m 29,4
17 1,13m 56,5
18 0,65s 12,4
19 0,99s 19,7
20 1,33 m 36,7
21 0,93d 6,1 19,1
22 4,96dd 15; 8,6 H-22 129,8
23 5,13dd 15; 8,7 H-23 138,9
24 2,02m 41,06
25 1,49m 51,8
26 0,77m 19,3
27 0,79m 20,1
28 1,03-1,54m 24,8
29 0,83m 12,5
B-D-glucose
1 4,36d7,8 H-1’ 101,7
2’ 3,18t 8 H-2’ 74,2
3 3,37t 8 H-3’ 77,1
4 3,36t 8 H-4’ 70,8
S 3,25mH-5’ 76,5
6’ 3,70 dd 11,9;4,9 H-6'b 62,3
3,81dd 11,9; 2,4 H-6'a

Tableau I11.3 : Déplacements chimiques des protonst carbones du composé OP15
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L’exploitation des différentes méthodes d’analypecsroscopiques, a savoir RMMN,
RMN *3C, COSY H-H, HSQC, HMBC, la spectrométrie de maaBesi que le pouvoir
rotatoire pJ,= -6,5° (C= 0,6 g/100 ml, CHE€) conduisent a attribuer sans ambiguité la

structure suivante pour le comp@E15

3-O-p-D-glucopyranosyl Stigmastérol

L’ensemble des données spectrales ainsi que laiurvale point de fusion de ce
composé sont identiques a ceux d’une saponinei@mtément isolée également d’une espéce
du genreOdontospermum, O. sericum [20]. Il s’agit donc de : 3-p-D-glucopyranosyl

Stigmastérol.

[I-2-3 Elucidation structurale du composé OP16

Stigmastérol

Ce composé se présente sous forme de cristauxsbEmaiguilles soluble dans le

chloroforme.
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Le spectre de masse obtenu par impact électroridqudu composéOP16 (Figure
11.18) montre un ion moléculaire &'z 412,3737 [M[' correspondant a la formule brute
CooH4g0 et un fragment &z 370,3621 [M-42] correspondant a la perte d’'une molécule
neutre CH-CH=CH,.

M= 412

Figure 111.18 : Spectre de masse El du composé OP16

Les spectres RMNH (Figure 111.19) et RMN'C (Figure 111.20) du compos®P16
présentent de fortes similitudes avec celui du asé@P15précédent. La différence notable
consiste en la disparition totale des signaux de®ps et carbones de la partie osidique. Ceci
permet d’identifier notre composé au stigmastértdxploitation des différentes méthodes
d’analyse spectroscopiques, a savoir R#M\ RMN **C enJ-modulé, COSY H-H, HSQC,
HMBC, la spectrométrie de masse ainsi que le pouetatoire f],= -59° (C= 0,2 g/100 ml,

CHCI3) conduisent a attribuer sans ambiguité la strauivante pour le compo§#°16.

28 29
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Ce composé largement distribué dans le monde Jégéie antérieurement isolée de
plantes appartenant a la famille Asteraceae cohmoia crithmoides [14]. Il a été également

identifié dans le genr@dontospermum au sein de I'espéda.pygmaeum.
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Figure 111.19 : Spectres RMN 'H des composés OP16 (haut) et OP15 (bas)
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Figure 111.20: Spectres RMN *C des composés OP16 (haut) et OP15 (bas)
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Le tableau IIl.4 ci-dessous reproduit les déplacgmechimiques des protons et

carbones du compos@P16.

Résultats et discussion

Position ov mJ Hz dc

1 1,09-1,86m 37,4
2 1,50-1,84m 31,8
3 3,52m 71,9
4 2,27m 42,4
5 - 140,9
6 5,35d5,1 121,9
7 1,43-1,98n 32,09
8 2m 32,06
9 0,95m 50,2
10 = 36,6
11 1,03-1,5Im 21,2
12 1,18-2,031m 39,9
13 - 42,47
14 Im 56,9
15 1,07- 1,55m 25,6
16 1,27-1,85m 28,4
17 1,12m 56,2
18 0,68s 12,04
19 1,01s 19,5
20 1,37m 36,3
21 0,92d 6,5 18,9
22 5,03dd 15,2; 8,4 129,4
23 5,16dd 15,1, 8,7 138,5
24 2,03m 40,7
25 1,54m 51,4
26 0,82m 19,2
27 0,84m 20,01
28 1,17-1,44m 25,9
29 0,83m 12,4

Tableau 111.4 : Déplacements chimiques des protonst carbones du composé OP16.
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CONCLUSION

La présent travail reporte donc une étude phytochienréalisée séparément sur les
extraits acétate d'éthyle et méthanolique @iontospermum pygmaeum, plante saharienne
appartenant a la grande et diversifiée famille rsteae et utilisée traditionnellement pour
calmer les maux d’estomac. La famille Asteraceagé@reral et le genr@dontospermum en
particulier sont particulierement bien fournis egtaiolites secondaires connus pour leurs
diverses et intéressantes activités biologiquess @erniers sont constitués quasi-
exclusivement de flavonoides, sesquiterpénestetpgénoides qui sont d’ailleurs considérés
comme les composés typiques aussi bien de la tamie du genre. Cette seconde
investigation chimique sur I'esped@ pygmaeum qui constitue une modeste contribution
dans la connaissance des constituants chimiqués f@enille, du genre, voire de I'espéce,
confirme les faits établis. En effet, trois triténpides QP4, OP15 et OP16) ont été isolés
par différentes techniques chromatographiques eitiftes par les méthodes modernes

d’analyse s’appuyant principalement sur la RMN matdidimensionnelle.

Les structures des produits isolés ont été dongliésapar les méthodes d’analyse
spectroscopiques RMN 1#H et *C J-modulé, RMN 2D (COSY H-H, HSQC étmodulé,
HMBC), spectrométrie de masse ESI-MS et EI-MS, lpamesure des pouvoirs rotatoires

ainsi que la comparaison avec les données dedeatitire.

En conclusion, notre travail a permis d’isoler et @éterminer les structures de trois

composés nommé3P4, OP15etOP16 et dont les structures sont reproduites ci-dessous

29

26

ComposéOP4 : 3-O-B-D-glucopyranosylg-Sitostérol
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Copmposé OP16 : Stigmastérl
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Chapitre IV Partie expérimentale

IV-1 Matériels et appareillage
IV-1-1 Récolte de la planteDdontospermum pygmaeum

La planteOdontospermum pygmaeum a été récoltée dans la région de Biskra au mois de
Mai 2008. Elle a été identifiée par le Professeur Bachir @©hbilj du Département
d’Agronomie, de la Faculté des Sciences de I'UmiNérde Batna. Elle a été séchée a I'abri
du soleil, puis broyée finement pour présentergmaade surface de contact avec les solvants

extracteurs.

IV-1-2 Chimie extractive

IV-1-2-1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies par CCM analytique ont étecafées sur des plagues en verre
ou en aluminium recouvertes de silice.
Support aluminium: en phase normale, KieselgeFggMerck, 250um (20x20 cm).
Support verre :
- en phase normale, Kieselgel 6@,Merck, 250um (10 ou 20x20 cm)
- en phase inverse, RP 1845 200um Merck (5x10, 10x20 cm).
Le révélateur utilisé est I'acide sulfurique dil@é.0 % plus acide acétique a 10 % dans
'eau (25 %).
Les purifications par CCM préparative ont été s&s sur des plaques en verre
recouvertes de silice Kieselgel 6gMMerck, 250um (20x20 cm).

IV-1-2-2 Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour obtenir un foactement grossier de I'extrait brut.
Elle est rapide et a l'avantage de consommer mai@ssolvants que les méthodes
chromatographiques classiques. La silice Kieselgerck (70-230 mesh, 63-20@m) est

mise dans un entonnoir cylindrique filtrant surredritté n° 4.

IV-1-2-3 Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Les phases stationnaires utilisées au cours désatifes opérations de séparation et de

purification sont énumérées ci-apres :
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- en phase normale, une silice Kiesel@g#¢rck (70-230 mesh), en utilisant 40 fois le
poids de I'’échantillon, objet des procédures défipation.

- Sephadex LH-20, en utilisant 40 fois le gaile I'échantillon a purifier.

- en phase inverse, une silice greffée LictepRP-18 Merck (40-6@m), en employant
30 fois le poids de I'échantillon a purifier.
L’élution peut étre effectuée a pression atmospjériou bien a I'aide d’air comprimé

dans le cas d'utilisation de silice greffée RP-18.

IV-1-2-4 Chromatographie sur plague préparative (CE)

Les chromatographies préparatives sur couche @€pamt$té effectuées sur des plagues

de silice normale Merck (70-230 mesh).

IV-1-3 Chimie structurale

IV-1-3-1 Spectroscopie de résonnance magnétique néaire (RMN)

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire BMEt RMN °C, mono et
bidimensionnelle, ont été enregistrés sur un app8meicker a 500 MHz et 125 MHz
respectivement, du centre de recherche sur lesté&wes Naturelles UMS CNRS-Pierre
Fabre 2597-Toulouse (France) et du Laboratoire darrfacognosie CNRS-UMR 6013
Reims (France).

IV-1-3-2 Spectroscopie de masse (SM)

Les spectres de masse des composes isolés ontrétasaés en ESI (Electro Spary
lonisation), sur un spectrométre de masse de typekBr LC-MS/MS type esquire-LC, du
centre de recherche sur les Substances NatureN&s ONRS-Pierre Fabre 2597-Toulouse
(France).

IV-1-3-3 Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires spécifiques sont mesuréarspolarimétre électronique Perkin-

Elmer 241 a 20 °C. La source de la lumiere utilisstea raie D du sodium (589 nm).
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La cuve employée est de 1 ml et une longueur davil( e solvant de solubilisation et

la concentration sont indiqués dans chaque cas.

IV-2 Etude de I'espéceDdontospermum pygmaeum

930 g de la plante réduite en poudre sont mis aémaalans de I'éther de pétrole
(10 litres) pendant quatre jours a température aniei Apres filtration et évaporation a sec
du solvant, 15,5 g de I'extrait étheropétrolique été obtenus. Le résidu de la filtration subit
une extraction solide-liquide par l'acétate d'éehyllO litres) durant quatre jours a la
température ambiante. La filtration et I'évaporatéosec de la solution a permis d’obtenir 6 g
de I'extrait acétate d’éthyle. Enfin, la macérataes marcs récupérés dans le méthanol dans
les mémes conditions, la filtration et enfin I'éeagtion a sec du solvant, ont permis d'obtenir

28 g de I'extrait méthanolique.

IV-2-1 Fractionnement et purification

L’'analyse des CCM des différents extraits a momue les deux extraits acétate
d’éthyle et méthanolique offrent une plus grandehesse en produits naturels,
comparativement a I'extrait étheropétrolique. Llgsa CCM est effectuée pour l'extrait
acétate d'éthyle dans un mélange chloroforme/métrean 5% et un mélange
chloroforme/méthanol/eau (7/3/0,1) pour I'extraéthmanolique. Le profil CCM de différents
extraits aprés révélation par a I'acide sulfurigués chauffage, est illustré dans la figure ci-

dessous.
1% 5%%
| ® 713/0,1
& 7 _
|- :,.V'. | a
= 2
 § i
o . -
Ext Ext Aot
FP AcOFEt MeOH

Figure IV.1 : Analyse CCM des extraits bruts de Igplante
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IV-2-2 Fractionnement et purification de I'extrait I'acétate d’éthyle

6 g de I'extrait acétate d’éthyle ont été soumisa chromatographie liquide sous vide
(VLC) en utilisant le gel de silice normale (60 d¢jélution est réalisée initialement par
I'éther de pétrole dont on augmente la polaritéguttition d’acétate d’éthyle (100-0 a 0-100),
puis par un gradient de méthanol dans l'acétatéhyle (100-0 a 20-80). A l'issue de ce

fractionnement, 44 fractions de 100 ml ont été edbess (Tableau IV. 1).

Fractions Eluant de la colonne Examen ala C.C.M
récupérées
éther de pétrole
1-2 100 néant
éther de pétrole/acétate d’'éthyle

3-4 99/1 néant

5-6 97/3 néant

7-8 95/5 néant

9-10 90/10 néant
11-13 80/20 mélange de trois taches + trainé¢
14-15 70/30 mélange de plusieurs taches + traihée
16-17 60/40 mélange complexe
18-19 50/50 mélange de plusieurs taches
20-21 40/60 I
22-23 30/70 I
24-25 20/80 I
26-28 10/90 I
29-32 00/100 néant

acétate d'éthyle/méthanol

33-34 99/1 tache + trainée
35-36 97/3 deux taches + trainée
37-38 95/5 tache + trainée
39-40 90/10 I

41 80/20 I

42 60/40 I
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43
44

20/80
00/100

I

néant

Tableau IV.1 : Fractionnement de I'extrait de I'acdate d’éthyle

L’examen CCM de ces fractions a la lumiére UV (loegrs d'onde 254 et 366 nm) et

révélation par a I'acide sulfurique puis chauffagermettent de regrouper les fractions ayant

la méme constitution. Ceci a fourni 11 fractiorlaratide F1 a F11 (Tableau IV.2).

Fractions Sous - Poids (mg) Observation
Fractions

F1 1-5 00 néant
F2 6-9 764 néant
F3 10-13 1679 guatre taches + trainée
F4 14-16 454 plusieurs taches + trainée
F5 17-18 250 trois taches + trainée
F6 19-22 556 mélange complexe
F7 23-25 257 mélange de plusieurs taches
F8 26-28 129 deux taches + trainée
F9 29-36 457 plusieurs taches + trainée
F10 37-40 293 trois taches + trainée
F11 41-44 510 trois taches + trainée

Tableau 1V.2 : Rassemblement des fractions de I'edit acétate d’éthyle

IV-2-2-1 Etude de la fraction F9

La fraction F9 (457 mg) est chromatographiée seraoionne de gel de silice normale
(20 g). L’élution est menée dans un mélange chtmnoé-méthanol a différents gradients :
100-0 a 97-03. Des fractions de 50 ml sont colectét réunies selon leur profii CCM
(éluant : chloroforme-méthanol 90-10), donnant &ussdractions allant de F'1 a F5
(Tableau I1V.3).
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Fractions Sous - Eluantde la | Poids Observation
Fractions colonne (mg)
F1 1-45 chloroforme 49 trainée
F2 46-54 99/1 20 I
F3 55-85 97/3 134 meélange complexe
F'4 86-100 Il 80 plusieurs taches + trainé¢
F'5 100-133 Il 28 tache + trainée

Tableau 1V.3 : Rassemblement de la fraction F9 dedxtrait acétate d’éthyle

La recristallisation de la fraction F'5 (100-133unl poids de 28 mg dans l'acétone a

permis d’obtenir le produidP4 a I'état pur (22 mg) (Figure 1V.2).

CHCly/Me OH
00/10

W +—— Compose OP4

Figure IV.2 : Analyse CCM de la fraction F'5

IV-2-3 Fractionnement et purification de I'extrait méthanolique
10 g de I'extrait méthanolique de cette plante é&@ét soumis a une chromatographie

liquide sous vide (VLC) sur silice greffée Lichrepr RP-18 (30 g). L’élution est réalisée
initialement par I'eau dont on augmente la polap#s I'addition de méthanol (90-10 a O-
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100). A I'issue de ce fractionnement 19 fractioesl@0 et 200 ml ont été recueillies (Tableau
IV.4).

Fractions Eluant de la Volume Examen ala C.C.M
récupérées colonne (mi)
Eau/méthanol

1 90/10 200 deux taches invisibles + trainée

2 90/10 I mélange complexe + trainée

3 80/20 I I

4 I Il une tache + trainée

5 70/30 1 I

6 I I trainée

7 60/40 100 I

8 50/50 I I

9 40/60 200 deux taches visibles + trainée

10 I I I

11 30/70 100 mélange complexe

12 20/80 200 I

13 I 1 I

14 10/90 I I

15 I 1 I

16 00/100 1 I

17 Il I tache invisible + deux taches visibles

18 I 1 I

19 I Il neant

Tableau 1V.4 : Fractionnement de I'extrait méthanolque
L’examen CCM a la lumiere UV aux longueurs d’ondel 2t 366 nm puis révelation

et chauffage, a permis de regrouper les fractiomslasres, fournissant ainsi 9 fractions
(Tableau IV.5).
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Fractions Sous - Observation
Fractions
F1 1-2 trainée
F2 3-5 trainée
F3 6-8 meélange complexe
F4 9-10 plusieurs taches + trainée
F5 11-12 trainée
F6 13-14 I
F7 15-16 plusieurs taches + trainée
F8 17-18 plusieurs taches
F9 19 néant

TableaulV.5 : rassemblement des fractions de I'extrait métanol

IV-2-3-1 Etude de la fraction F8

La recristallisation de 10 mg de la fraction F8 sidm méthanol a donné le produit
OP15a I'état pur (6 mg) (Figure 1V.3).

CHClyMeOH
70/30

Composé QP15

.1—

Figure IV.3 : Analyse CCM de la fraction F8
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IV-2-3-2 Etude de la fraction F8’

La masse restante de la fraction F8 nommeée F8’ figOest chromatographiée sur une
colonne de gel de silice en phase normale. L'éutest menée dans un mélange
chloroforme/méthanol a différents gradients alldat(100-0) a (0-10), puis dans le méthanol
pur. Ce fractionnement a donné 20 fractions (Tabl¥sb).

Fractions Eluant de la Observation
colonne
F1 (1-6) CHCl; néant
CHCly/MeOH
F2 (7-20) 99/01 chlorophylle + petite tache
F3 (21-25) 97/03 I
F4 (26-33) 97/03 I
F5 (34-36) I tache invisible
F6 (37-44) 1 I
F7 (45-51) I tache invisible + petite tache
F8 (52-60) 1 I
F9 (61-70) I petite tache invisible
F10 (71-78) 95/05 néant
F11 (79-85) I tache invisible + trainée
F12 (86-100) I mélange de taches
F13 (101-106) I tache invisible
F14 (107-110) I tache invisible + trainée
F15 (111-112) 90/10 Il
F16 (113-116) I trois taches
F17 (117-122) I deux taches + trainée
F18 (123-128) 1 I
F19 (129-148) Il Il
F-20 (149-155) MeOH néant

Tableau IV.6 : Rassemblement de la fraction F8' déextrait méthanolique
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La fraction F5 (34-36) montrant une tache invisible UV et mauve aprés révélation

par une solution acide a fourni

le comp@d&l6 (10 mg) (Figure 1V.4).

CHCl3/MeOH
70/30

«—— Composé OP16

Figure IV.4 : Analyse CCM de la fraction F5 (34-36)

IV-3 Constantes physiques et données spectrales aesnposeées isolées

IV-3-1 Composé OP4

Formule brute : C35Hg006
Poids moléculaire: 576 g.mof

Nom systématique: 24-éthyl-cholest-5-ene-3-p-D-glucopyranosyl

Nom trivial : 3-O-B-D-glucopyranosyp-Sitostérol

Quantité du produit : 22 mg
Aspect: poudre blanche
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ESI-MS : mode positif 599 [M+Nad]
mode négatif 575 [M-H]

RMN 'H : (500 MHz, CROD, TMS)

Génine

1,07-1,86 fn, H-1)

1,62-1,92 n, H-2)

3,59 (n, H-3)

2,29 (t, 1H,J = 13 Hz, H-4b)

2,41 (dd, 1H,J = 13; 2 Hz, H-4a)

5,37 @, 1H,J = 4,8 Hz, H-6)

1,56-2 (n, H-7)

1,45 (n, H-8)

0,94 fn, H-9)

1,49 (m, H-11)

1,17-2,01 fn, H-12)

1,01 (n, H-14)

1,09-1,59 i, H-15)

1,27-1,85 fn, H-16)

1,11 (n, H-17)

0,70 6, 3H,H-18)

1,02 6, 3H, H-19)

1,37 (n, H-20)

0,93 (d, 3H,J = 6,4 Hz, H-21)

1,04-1,34 {n, H-22)

1,18 (n, H-23)

0,94 (n, H-24)

1,67 fn, H-25)

0,83 (n, H-26)

0,84 (M, H-27)

1,25 (n, H-28)

0,85 (M, H-29)

B-D-glucopyranosyl
4,41 @, 1H,J=7,8 Hz, H-1")
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3,23 ¢, 1H,J = 8 Hz, H-2)

3,43 ¢, 1H,J = 8 Hz, H-3)

3,41 (, 1H, J = 8 Hz, H-4)

3,29 f, 1H, H-5")

3,74 (dd, 1H,J = 11,9; 4,8 Hz, H-6'b), 3,85dd, 1H,J = 11,9; 2,9 Hz, H-6'a)

RMN *3C : (125 MHz, CROD, TMS)

Génine: 5 37,6 (CH-1), 29,9 (CH-2), 79,4 (CH-3), 39,02 (C#4), 140,7 (C-5), 122,4 (CH-
6), 32,28 (CH-7), 32,26 (CH-8), 50,6 (CH-9), 37,07 (C-10), 2{@H,-11), 40,1 (CH-12),
42,6 (C-13), 57,1 (CH14), 24,6 (CH-15), 28,5 (CH-16), 56,4 (CH-17), 12,07 (GHL8),
19,5 (CH-19), 36,4 (CH-20), 18,9 (G#21), 34,3 (CH-22), 26,4 (CH-23), 46,2 (CH-24),
29,5 (CH-25), 19,2 (C26), 19,9 (CH-27), 23,4 (CH-28), 12,1 (CH-29).

p-D-glucopyranosyl: 6 101,5 (CH-1"), 73,9 (CH-2), 76,9 (CH-3"), 70,6 =4"), 76,3 (CH-
5", 62,2 (CH-6).

IV-3-2 Composé OP15

Formule brute : C3sHsg06

Poids moléculaire: 574 g.mof

Nom systématique Stigmasta-5(6), 22(23)-dienec3$-D-glucopyranosyl
Nom trivial : 3-O-B-D-glucopyranosyl Stigmastérol

Quantité du produit : 6 mg

Aspect: poudre blanche
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ESI-MS : mode positif 597 [M+Nal]
RMN *H : (500 MHz, CDC§+CD;0D, TMS)
1,04-1,82 fn, H-1)

1,57-1,87 fn, H-2)

3,55 (n, H-3)

2,23 (t, 1H,J = 11 Hz, H-4b)

2,35 (dd, 1H,J = 13; 2 Hz, H-4a)
5,32 (s, 1H, H-6)

1,93-1,96 (n, H-7)

1,48 (M, H-8)

0,90 (n, H-9)

1,46 (n, H-11)

1,44-1,97 {n, H-12)

0,98 (M, H-14)

1,11 ¢n, H-15)

1,23-1,88 fn, H-16)

1,13 (m, H-17)

0,65 6, 3H, H-18)

0,99 6, 3H, H-19)

1,33 (n, H-20)

0,93 (d, 3H,J = 6,1 Hz, H-21)
4,96 (dd, 1H,J = 15; 8,6 Hz, H-22)
5,13 (dd, 1H,J = 15; 8,7 Hz, H-23)
2,02 (n, H-24)

1,49 (n, H-25)

0,77 fn, H-26)

0,79 f, H-27)

1,03-1,54 fn, H-28)

0,83 fn, H-29)

B-D-glucopyranosyl

4,36 (d, 1H,J = 7,8 Hz, H-1')
3,18 (t, 1H,J = 8 Hz, H-2')
3,37 ¢, 1H,J = 8 Hz, H-3)
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3,36 ¢, 1H,J = 8 Hz, H-4)
3,25 n, 1H, H-5)
3,70 (dd, 1H,J = 11,9; 4,9 Hz, H-6'b), 3,81dd, 1H,J = 11,9; 2,4Hz, H-6'a)

RMN °C : (125 MHz, CDG+CD;0D, TMS)

Génine: & 37,8 (CH-1), 30,1 (CH-2), 79,6 (CH-3), 39,2 (C##4), 140,9 (C-5), 122,5 (CH-
6), 32,45 (CH-7), 32,48 (CH-8), 50,8 (CH-9), 37,2 (C-10), 21(®BH-11), 40,2 (CH-12),
42,7 (C-13), 57,4 (CH14), 26,6 (CH-15), 29,4 (CH-16), 56,5 (CH-17), 12,4 (G18), 19,7
(CHs-19), 36,7 (CH-20), 19,1 (G#R1), 129,8 (CH22), 138,9 (CH-23), 41,06 (CH-24),
51,8 (CH-25), 19,3 (CK26), 20,1 (CH-27), 24,8 (CH-28), 12,5 (CH-29).

B-D-glucopyranosyl: 5 101,7 (CH-1"), 74,2 (CH-2), 77,1 (CH-3’), 70,8 K{=4"), 76,5 (CH-
5), 62,3 (CH-6).

IV-3-3 Composé OP16

Formule brute : CygH40

Poids moléculaire: 412 g.mof

Nom systématique Stigmasta-5(6), 22(23)-diéne-3-ol
Nom trivial : Stigmastérol

Quantité du produit : 10 mg

Aspect: cristaux d’aiguilles blanches

RMN *H : (500 MHz, CDC}, TMS)
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Chapitre IV Partie expérimentale

1,09-1,86 fn, H-1)

1,5-1,84 n, H-2)

3,52 (n, H-3)

2,7 (m, H-4)

5,35 @, 1H,J = 5,1 Hz, H-6)
1,43-1,98 fn, H-7)

2 (m, H-8)

0,95 n, H-9)

1,03-1,51 fn, H-11)
1,18-2,031 1, H-12)

1 (m, H-14)

1,07-1,55 (0, H-15)
1,27-1,85 fn, H-16)

1,12 n, H-17)

0,68 € 3H, H-18)

1,01 6, 3H, H-19)

1,37 (n, H-20)

0,92 @, 3H,J = 6,5 Hz, H-21)
5,03 (d, 1H,J = 15,2; 8,4 Hz, H-22)
5,16 ¢d, 1H,J = 15,1; 8,7 Hz, H-23)
2,03 fn, H-24)

1,54 (n, H-25)

0,82 n, H-26)

0,84 n, H-27)

1,17-1,44 (n, H-28)

0,83 (n, H-29)

RMN *3C : (125 MHz, CDCJ, TMS)

§ 37,4 (CH-1), 31,8 (CH-2), 71,9 (CH-3), 42,4 (CH4), 140,9 (C-5), 121,9 (CH-6), 32,09
(CH,-7), 32,06 (CH-8), 50,2 (CH-9), 36,6 (C-10), 21(H-11), 39,9 (CH-12), 42,47 (C-
13), 56,9 (CH-14), 25,6 (CH-15), 28,4 (CH-16), 56,2 (CH-17), 12,04 (GHL.8), 19,5 (CH-
19), 36,3 (CH-20), 18,9 (C#21), 129,4 (CH-22), 138,5 (CH-23), 40,7 (CH-24), 51,4 (CH-
25), 19,2 (CH-26), 20,01 (CH-27), 25,9 (CH-28), 12,4 (CH-29).
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Résumé

Résumeé

Ce travail est consacré a l'étude phytochimiquelaleglante saharienne nommée
Odontospermum pygmaeum (Asteriscus pygmaeus Coss. & Dur.), appartenant a la famille
Asteraceae. Cette derniere largement distribués tamégne végétal, est connue pour sa
richesse en métabolites secondaires biologiquenaatifs comme les flavonoides,
sesquiterpénes et triterpénoides qui s'imposentmooies composés typiques de la famille

Asteraceae et du gen@elontospermum.

Cette étude chimique a permis l'isolement pami&shodes chromatographiques et la
caractérisation par les méthodes spectroscopiquéssaessentiellement sur la RMN
mutiimpulsionnelle, de 3 métabolites secondair€4, OP15 et OP16) de nature

triterpénostéroidique.

Le composéOP4 (3-O-p-D-glucopyranosyp-Sitostérol) a été isolé de I'extrait acétate
d’éthyle tandis que les compos@$15 (3-O-B-D-glucopyranosyl Stigmastérolet OP16

(Stigmastérol) ont été mis en évidence au nivediegtait méthanolique.

Les structures moléculaires des composeés isoleg@miucidées principalement par
I'utilisation des techniques de RMN 1D et 2EH( *C J-modulé, COSY H-H, HSQG-
modulé, et HMBC), par la spectrométrie de masseM§&let ESI-MS), par la mesure des

pouvoirs rotatoires et la comparaison avec les éeside la littérature.

Les résultats de ce travail seront présentés cosaihe

> Le premier chapitre est consacré a un rappel Ilgkdjghique comprenant une
description botanique de la famille, du genre éneafe I'espéce de notre plante.

> Le deuxiéme chapitre est consacré a une étudadétesdes et saponosides.

» Les travaux personnels seront présentés danddetme chapitre.

> Le quatrieme chapitre constitue la partie expériaden
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Résumé

Ce travail est consacré a I'étude phytochimiquelaleglante saharienne nommée
Odontospermum pygmaeum (Asteriscus pygmaeus Coss. & Dur.), appartenant a la famille
Asteraceae. Cette derniere largement distribués tamégne végétal, est connue pour sa
richesse en métabolites secondaires biologiquenamtifs comme les flavonoides,
sesquiterpenes et triterpénoides qui s'imposentno®ies composes typiques de la famille

Asteraceae et du gen@elontospermum.

Cette étude chimique a permis lisolement par Iéshades chromatographiques et la
caractérisation par les méthodes spectroscopiquégsaessentiellement sur la RMN
mutiimpulsionnelle, de 3 métabolites secondair€P4, OP15 et OP16) de nature

triterpénostéroidique.

Le composéOP4 (3-O-B-D-glucopyranosyB-Sitostérol) a été isolé de I'extrait acétate
d’éthyle tandis que les compos€#15 (3-O-pB-D-glucopyranosyl Stigmastérol) €P16
(Stigmastérol) ont été mis en évidence au nivediegtrait méthanolique.

Les structures moléculaires des composés isolégténélucidées princglement par
I'utilisation des techniques de RMN 1D et 2EH( **C J-modulé, COSY H-H, HSQG-
modulé, et HMBC), par la spectrométrie de masseM§&let ESI-MS), par la mesure des

pouvoirs rotatoires et la comparaison avec les éeside la littérature.
Les résultats de ce travail seront présentés cosaihe
» Le premier chapitre est consacré a un rappel lgkdjghique comprenant une

description botanique de la famille, du genre éneafe I'espéce de notre plante.

> Le deuxieme chapitre est consacré a une étuddéatesdes et saponosides.

A\

Les travaux personnels seront présentés danddeme chapitre.

» Le quatrieme chapitre constitue la partie expértalen



