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Introduction

INTRODUCTION

Au travers des ages, les plantes ont toujours occupé une place prépondérante dans la vie
de I'nomme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes pour se nourrir, se
défendre, se Vvétir ou se soigner. L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des
plantes pour le traitement de toutes les maladies de ’homme est trés ancienne et a évolué avec
I’histoire et le développement de I’humanité. Les connaissances empiriques accumulées ont
permis aux différentes civilisations de prendre les plantes comme source essentielle de
médicaments. Ainsi, jusqu'au début du 20°™ siécle, presque tous les médicaments étaient a
base de plantes [1].

Aujourd’hui, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening
de sources naturelles, a abouti a la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles
jouant un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines [2]. La recherche
de nouvelles molécules médicamenteuses d’origine naturelle est basee sur les études
phytochimiques et pharmacologiques. De ce fait, la valorisation des ressources naturelles est
une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans de nombreux pays dont
I’ Algérie [3].

En effet, notre pays dispose de plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15 % endémiques, restent tres peu explorées tant sur le plan phytochimique
que sur le plan pharmacologique [4]. La valorisation des plantes médicinales de la flore
nationale sera d’un grand apport pour I’industrie pharmaceutique algérienne et aura un impact
économique certain.

Inscrit dans ce contexte, ce travail de these qui rentre dans le programme de recherche
de notre laboratoire visant a valoriser la flore locale, par la découverte de principes actifs
nouveaux, est centré sur la connaissance de la composition chimique de deux plantes
Fabaceae poussant dans les régions arides et semi-arides de I’Algérie. La famille Fabaceae est
connue par sa richesse en divers métabolites secondaires tels que les saponosides et les
flavonoides. Ce travail est renforcé par 1’évaluation du potentiel antioxydant des deux
especes.

Nous nous sommes intéressés a 1’investigation chimique de deux plantes Fabaceae :
Astragalus monspessulanus L. et Hedysarum carnosum DESF. Cet intérét s’explique par la
richesse des plantes du genre Astragalus en métabolites secondaires d’un grand intérét
biologique, comme les saponosides, les flavonoides et les polysaccharides. Le genre

Hedysarum est également riche en flavonoides.




Introduction

Ce manuscrit est présenté comme suit :

Le premier chapitre est consacré a un rappel sur les caractéristiques botaniques de la
famille Fabaceae et des genres Astragalus et Hedysarum. Les principales études
phytochimiques antérieures relatives aux especes appartenant a ces deux genres seront
exposées.

Dans le deuxiéme chapitre, nous décrivons quelques métabolites secondaires tres
présents dans les genres Astragalus et Hedysarum, leurs intéréts biologiques et la biosynthése
de certains d’entre eux.

Le troisieme chapitre est consacré a la description botanique de l'espéce Astragalus
monspessulanus, la purification et la caractérisation des molécules obtenues lors de son
investigation phytochimique.

Le quatrieme chapitre concerne la description botanique de I'espece Hedysarum
carnosum, la purification et la caractérisation des molécules obtenues lors de son étude
phytochimique.

Le cinquiéme chapitre est consacré a I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
des deux plantes.

Enfin, le sixiéme et dernier chapitre constituant la partie expérimentale, sera consacré a

la présentation des techniques chromatographiques et d’analyse structurales mises en ceuvre.
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Chapitre | Rappels bibliographiques

Partie |
1.1 Présentation de la famille Fabaceae
1.1.1 Généralités

La famille Fabaceae (de faba signifiant feve) appelée aussi Leguminosea (Légumineuses)
compte parmi les plus grandes familles des dicotylédones [6]. Elle regroupe 770 genres et plus
de 19500 especes [7], la placant en seconde position derriére la famille Poaceae (Gramineae),
en terme de diversité [8].

1.1.2 Description botanique

La famille Fabaceae, aussi appelée couramment Légumineuses (Leguminosae),
comprennent des plantes herbacées, des arbres, des arbustes ou des lianes, a feuilles
habituellement composées, souvent trifoliolées, rarement simples, généralement avec des
stipules. Beaucoup sont grimpantes et posseédent des feuilles ou des parties de feuilles
modifiées en vrilles [6]. L’ovaire est formé d’un seul carpelle qui se transforme en un fruit
d’un type particulier, appelé autrefois légume et que ’on désigne actuellement sous le nom de
gousse. C’est un fruit sec, déhiscent par deux fentes longitudinales. En général, la gousse est
allongée, longuement saillante hors du calice persistant a sa base [5]. Les fleurs, pentaméres
avec 10 étamines ou parfois plus, ressemblent souvent a des papillons [6]. Les caractéres

floraux permettent de distinguer trois sous-familles assez différentes entre elles, que sont :

- Mimoseae : la corolle est réguliére, formée de 4 a 5 pétales et les étamines sont tres
nombreuses et libres entre elles. Ce groupe comprend des genres tous tropicaux.

Cette sous-famille n’est représentée au Sahara que par le genre Acacia.

- Césalpinieae : la corolle est irréguliere et comprend 5 pétales dont les deux
inferieurs plus grands recouvrent partiellement par leurs bords les deux latéraux. Les
étamines sont géneralement au nombre de 10 et libres entre elles jusqu’a leur base.
Cette sous-famille comprend des genres tous tropicaux ou subtropicaux et n’est

représentée au Sahara que par le seul genre Cassia.

- Papilionaceae : la corolle est plus nettement irréguliere avec les deux pétales
inférieurs soudés en une piece unique dite caréne qui enveloppe les étamines et le
pistil. Cette caréne est en partie recouverte par les pétales latéraux; appelés ailes,
eux-mémes surmontés par le pétale qui porte le nom d’étendard. L’ensemble de cette

corolle présente souvent un aspect rappelant un peu celui d’un papillon, d’ou le nom




Chapitre | Rappels bibliographiques

de papilionaceae. Les étamines sont au nombre de 10. Cette sous-famille est la plus
importante des Légumineuses car elle compte plus de 300 genres, dont une vingtaine
dans la flore saharienne [5].

Les plantes Mimoseae et Cesalpinieae sont le plus souvent des arbres, tandis que chez les
papilionacées le port arborescent est relativement exceptionnel. Les feuilles sont rarement

simples, presque toujours formées de plusieurs folioles (généralement au nombre de trois) [5].

1.1.3 Intérét de la famille Fabaceae

C'est la famille végétale qui fournit le plus grand nombre d'espéces utiles a I'homme,
qu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales [6].

De nombreuses légumineuses constituent, en effet, une source majeure de protéines et
d’huiles végeétales [9] et sont largement cultivées sur 1’ensemble de la planéte. On citera par
exemple le haricot (Phaseolus vulgaris), le soja (Glycine max), le pois (Pisum sativum), le pois
chiche (Cicer arietinum), la feve (Vicia faba), le niebé qui est une variété de haricot trés
courante en Afrique, la lentille (Lens esculenta), la cacahuete (Arachis hypogea). De ce fait, les
Iégumineuses sont parmi les plantes les plus etudiées [10,11]. De plus, certaines espéces de
cette famille peuvent contracter une symbiose avec une bactérie du genre Rhizobium,
permettant ainsi un acces privilégié a l'azote de lair. Par cette symbiose, ces especes
s'affranchissent de la teneur en azote dans le sol et par voie de conséquence, s'adaptent a des
sols tres pauvres et tres degradés [12].

Les especes spontanées d'intérét pastoral et fourrager, dont justement les
Iégumineuses, occupent une importante place dans la flore algérienne. La valorisation de ces
ressources phytogénétiques passe par leur introduction au niveau des milieux dégradés
(jachéres, parcours, steppe, etc.) et des terres réservées aux cultures fourrageres. Dans ce sens
et afin d'utiliser de facon adéquate ce matériel végétal adapté et réduire les risques d'échecs,
plusieurs études de distribution des espéces de Medicago [13-15], Scorpiurus [16,17] et

Hedysarum [18,19] ont été effectuées au niveau national.

1.2 Présentation du genre Astragalus
1.2.1 Généralités

Le mot Astragalus dérive du mot astragale, d'origine grecque désignant I'os de la cheville
ou plus exactement l'un des os de l'articulation tibiotarsienne. La dénomination d’astragale
vient de la ressemblance du bruit des graines séchées de la plante avec celui de I'os, quand elles

tombent sur une surface solide [20].
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Le genre Astragalus est le plus important de la famille Fabaceae [5]. Il comprend environ
3000 especes [21,22] et plus de 250 taxons [22] distribués dans les régions tempérées de
I’hémisphere nord [23,24]. La plupart se trouvant dans les régions arides des pays d’Orient
comme I’Iran et la Turquie. Ces deux pays sont considérés comme les plus grands centres de
diversité de ce genre [5,24]. L’Iran est riche de presque 850 espéces [25-28] tandis que la
Turquie possede 445 espéces dont 210 sont endémiques [28-30]. Une cinquantaine d’espéces
se rencontre en Afrique du Nord dont une quinzaine au Sahara [5].

1.2.2 Description botanique du genre Astragalus
Les plantes de ce genre sont des herbes annuelles et pérennes ou de petits arbustes [31].

Elles se répartissent en trois séries nommées I, 11 et 111 se définissant comme suit :

Serie | : elle se divise en deux classes A et B.

- Classe A : les plantes appartenant a cette classe sont caracterisées par de grandes fleurs
jaunes et des gousses droites, épaisses, renflees qui dépassent un centimétre de diametre
comme I’espéce Astragalus armatus Lam.

- Classe B : ses plantes sont caractérisées par des fleurs de teinte variable et des gousses
étroites, droites ou fortement arquées ne depassant pas cing millimetres de diametre. On citera
les especes Astragalus caprinus L., A. gombo Coss. & Dur., A. gombiformis Pomel., A.

akkensis Coss. et A. pseudotrigonus Batt. &Trab.

Série 11 : les plantes de cette série sont caractérisées par une gousse arquée en demi-
cercle et d’épaisseur réguliere comme Astragalus gyzensis Del., A. corrugatus Bertol., A.

eremophilus Boiss., A. geniorum Maire et A. mareoticus Del.

Série 111 : les plantes appartenant a cette série sont caractérisées par une gousse droite ou
peu arquée, plus ou moins dilatée. On reléve pour I’exemple Astragalus sinaicus Boiss., A.
cruciatus Link., A. vogelii (Webb.) Hetch. et A. tenuifolius Desf. [5].

1.2.3 Toxicité des plantes du genre Astragalus
Les especes du genre Astragalus sont partagées entre espéces toxiques et espéces non
toxiques [32-35].

1.2.3.1 Astragales toxiques
Le genre Astragalus comprend de nombreuses espéces toxiques identifiées dans le monde

entier depuis une centaine d'années [36]. L'intoxication due a ces dernieres a été décrite pour la
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premiere fois chez le mouton en 1873 a l'ouest des Etats Unis [37] puis dans d'autres pays du
monde tels que le Canada, I'Australie, I'Espagne, le Maroc et autres [38-40]. Aux Etats Unis, il
a été constaté que les especes toxiques du genre Astragalus occupaient le premier rang dans les
pertes annuelles causées par les intoxications d'origine végétale. Ces pertes sont estimées a 107
millions de dollars par an dans les années 70 [41].

Selon la nature du principe toxique dominant et le type d’intoxication qu’elles
provoquent, elles sont classées en trois catégories [42]:
> Les astragales accumulatrices de Sélénium
> Les astragales synthétisant des produits nitrés
» Les astragales renfermant des alcaloides indolizidiques

Les espéces toxiques accumulatrices de produits nitres [43] sont : Astragalus hamosus, A.
solandri (var. solandri et var. bubaloceras), A. stella, A. sesameus, A. boeticus, A. echinatus et
A. gombo.

A. lusitanicus est rapportée comme une espece vénéneuse, hautement toxique [40,44].
Poussant dans plusieurs pays méditerraneens [45-47], elle est responsable de fréquentes
mortalités de bétail, causant ainsi des dégats économiques importants, notamment par la

mortalité qu'elle engendre chez les petits ruminants [33,48,49].

A. cruciatus Link. est rapportée comme toxique aussi. Elle entraine, lorsqu’elle est
broutée en exces par les chameaux, une maladie appelée "Asaydal” par les nomades du Sahara
occidental. Elle se traduit par une intoxication qui se manifeste par des troubles digestifs,
accompagnés de désordres nerveux et de congestion cérébrale. La plante est plus toxique a
I’état sec car elle engendre chez le cheptel une maladie souvent mortelle appelée "L-gergar"” et
dont les symptomes rappellent ceux de "Asaydal”. 1l semble que le principe actif soit localisé
principalement dans les graines. Les composés soupgonnés renferment des atomes d’azote et

de sélénium [50].

1.2.3.2 Astragales non toxiques
La majorité des astragales ne sont pas toxigues. Certaines sont utilisées pour
l'alimentation du bétail. Astragalus nuttalianus et A. cicer rencontrées respectivement dans le

Sud-Ouest et a I’Ouest des Etats Unis sont trés appréciées par le bétail [42].
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1.3 Usage traditionnel et propriétés biologiques du genre Astragalus
1.3.1 Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes du genre Astragalus sont fréquemment citées dans les pharmacopées
traditionnelles, comme 1’atteste la littérature héritée des chinois [51,52]. Une place particuliére
est accordée aux racines sechées de quelques espéces du genre Astragalus nommées Astragali
Radix incluant A. membranaceus (Fisch.) d’origine asiatique. Astragali Radix, d’une grande
importance en médecine traditionnelle chinoise, est utilisé pour traiter les morsures d’animaux,
les poisons, les maladies de I’ceil, les blessures, les brQlures, la néphrite, le diabéte,
I’hypertension, la cirrhose, les maladies de la gorge, la leucémie et le cancer de I'uterus [53-
55]. Il augmente la résistance immunitaire et permet au corps de résister au froid. Etant un
vasodilatateur, il diminue les sueurs excessives. Il a aussi des propriétés antimicrobienne, anti-
inflammatoire, diurétique et tonique [56,57].

Certaines espéces sont connues pour leurs propriétes hepatoprotective, immunostimulante,
cardiovasculaire et antivirale [31,58,59] comme A. kahiricus [60].

L’infusion des feuilles de 1’espéce A. caprinus, plante pérenne endémique d’Afrique du
Nord, est prescrite en médecine traditionnelle tunisienne, pour traiter les hémorroides [61]. A.
gombiformis est utilisée, toujours en medecine traditionnelle tunisienne, comme antidote contre
les morsures de serpents et de scorpions [62].

Dans la médecine traditionnelle turque, certaines especes sont utilisées pour traiter la

leucémie (A. oleifolius) [63], ainsi que les cicatrisations des plaies [64,65].

1.3.2 Activités biologiques

Les plantes du genre Astragalus sont connues pour leur richesse en polysaccharides,
saponines et flavonoides, métabolites secondaires possédant diverses et intéressantes activités
biologiques [66]. Les polysaccharides sont dotés de propriétés antitumorales en améliorant
I’immunité in vitro et in vivo [67,68]. Des études biologiques ont confirmé que les triterpenes
glycosylés a squelette cycloartane et oléananes isolés de certaines espéces de ce genre (A.
trojanus), sont dotés d’activités immunostimulante [64,65,69], anti-protozoale [70,71],
antivirale [72], cytotoxique [73], cardiotonique [74] et adjuvante comme A. oleifolius DC. et A.
trojanus Stev. [75]. lls favorisent aussi la cicatrisation des plaies [76]. D’autres études ont
révélé que les cycloartanes exercent d’autres activités biologiques : anti-inflammatoire,
analgésique, diurétique, hypotensive et sédative [64]. Une étude biologique réalisée sur les

extraits et les flavonoides de A. adsurgens a montré une cytotoxicité contre la leucémie de la
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ligne cellulaire HL-60 et I’hépatome de la ligne cellulaire SMMC-7721. Certains flavonoides

ont montré aussi une activité antibactérienne [77].

1.4 Autres intéréts

Le fourrage reste I’'usage le plus commun du genre Astragalus (A. cicer L.). D’un point
de vue écologique, ce genre permet de lutter contre 1’érosion des sols tout en améliorant leur
qualité [78].

Les astragales ont des propriétés nutritionnelles et cosmétiques. Elles sont utilisées aussi
comme substituants du café et du thé [79] comme les feuilles de A. glycyphyllos [80]. En
Turquie, de nombreuses especes ont été exploitées dans la production de la gomme adragante a

usage alimentaire et pharmaceutique [81].

1.5 Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Astragalus

Une recherche bibliographique réalisée sur les especes du genre Astragalus, montre
quelles ont fait l'objet de nombreuses études phytochimiques. Différents métabolites
secondaires ont été identifies dans ce genre, particulierement les polyphénols (flavonoides) et
les deérives triterpéniques (saponines). Le tableau 1.1 rassemble les différents métabolites

secondaires isolés de plantes de ce genre.

Tableau I.1: Composés isolés du genre Astragalus

> Elavones
Nom de I’espéce Parties étudiées | Composés identifies Réf
A. annularis Parties aériennes | Isorhamnétine 3-O-rutinoside (Narcissine) (1) [82]
Isorhamnétine 3-O-glucoside (2)
A. cruciatus Plante entiére Kaempférol 3-O-rutinoside (Nicotiflorine) (3) [83]

Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—4)
-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranoside (4)
5, 7, 2'-trihydroxyflavone (5)

A. corniculatus Parties aériennes | Quercétine (6) [84]
Querceétine 3-O-rutinoside (Rutine) (7)
Quercétine 3-0-4-D-glucopyranoside (8)
Kaempférol (9)

Isorhamnétine (10)

Quercétine 3-O-galactoside (11)
Apigénine 8-C-glucoside (Vitexine) (12)
Lutéoline 8-C-glucoside (Orientine) (13)
Eriodyctiol 7-O-glucoside (14)
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A. asper

Parties aériennes

Kaempférol 3-glucoside (Astragaline) (15)

[85]

A. verrucosus

Parties aériennes

Kaempférol 3-O-robinobioside (16)
Quercétine 3-O-robinobioside (17)
Apigénine (18)

[23]

A. shikokianus

Parties aériennes

Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)]-4-D-galactopyranosyl-7-O-a-L-
rhamnopyranoside (astrasikokioside 1) (19)

Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-
galactopyranosyl-7-O-a-L-rhamnopyranoside (20)
Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-4-D-
galactopyranosyl-7-O-a-L-rhamnopyranoside (robinine) (21)

(86]

A. gombiformis

Parties aériennes

7-méthylkaempférol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-5-D-
galactopyranoside (22)
7-méthylquercétine-3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-
galactopyranoside (23)
7-méthylquercétine-3-0-p-D-galactopyranoside (24)
Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-(3-hydroxy-
3-méthylglutaryl)-4-D-galactopyranoside] (25)
7-méthylkaempférol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-
(3-hydroxy-3-méthylglutaryl)-4-D-galactopyranoside] (26)
7-méthylquercétine-3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-
(3-hydroxy-3-méthylglutaryl)-4-D-galactopyranoside] (27)

[87]

A. caprinus

Feuilles et racines

Kaempférol 3-O-{[f-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—6)][s-D-apiofuranosyl-(1—2)]}-4-D-
galactopyranosyl (28)

[61]

Ri R2 Rs R4 Rs Re R7
1) H H H H OCHs OH rha'-°glc
(2) H H H H OCHs; OH glc
(3) H H H H H OH rha'-°glc
(4) H H H H H OH rha'-*rhat-bglc
(5) H H H OH H H H
6) H H H H OH OH OH
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) H H H H OH OH rhal-glc
®) N H H H OH OH glc
) N H H H H OH H
(10) H F F H OCH; | OH H
(11) H F F H OH | OH gal
(12) H F glc H H OH H
(13) H H glc H OH OH H
(14) H glc F H OH OH H
(15) H H H H H OH glc
(16) H H H H H OH rhal-Sgal
17) H H H H OH OH rhal-Sgal
(18) H H H H H OH H
(19) H rha H H H OH rha-*[rha’-?]gal
(20) H rha H H H OH rhal-?gal
(21) H rha H H H OH rha’-Sgal
(22) H CH; H H H OH rha'-?gal
(23) H CH; H H OH OH rhal-?gal
(24) H CHs H H OH OH gal
HO O
CH,
OH
0
R1 R2
HO (25) H H

(26) H CHs
@7) OH CHs
HO H OH

(28)
» Elavanones
Nom de I’espece | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
A. adsurgens Plante entiére 2, 3-dihydro-5-hydroxy-4', 7-diméthoxyflavanone (29) [74]

2, 3-dihydro-6, 3'-dihydroxy-4'-méthoxyflavanone (30)
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(29) (30)
> Isoflavones
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
A. adsurgens Plante entiére 5, 7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone (31) [77]

7, 4'-diméthoxyisoflavone (32)
5, 7, 2'-trihydroxy-4'-méthoxyisoflavone (33)
7, 3'-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone (34)

A. verrucosus Parties aériennes | calycosine (35), ononine (36), daidzéine (37), [23]

génistéine (38), pratenseine (39), pseudobaptigénine (40)

R1 R2 R3 R4
(31) OH OH H H
(32) OCHj3 H H H
(33) OH OH OH H
(34) OH H H OH

R1 R2 R3 Ra
(35) H H H OH
(36) H H glc H

(40)

37) H OH H
(38) | OH OH
(39) | OH | OCHs; | OH

11

—
| S—
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» Chalcones
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composeés identifiés Réf
A. adsurgens Plante entiére Astradsurnine (41), 4, 2', 4'-trihydroxy-3'-prenylchalcone (42) [77]
2', 4'-dihydroxy-3,4-diméthoxychalcone (43)
4, 2, 4'-trihydroxychalcone (44)
2', 4'-dihydroxy-2, 3-diméthoxychalcone (45)
2', 4-dihydroxy-4-méthoxychalcone (isoliquiritigénine 4-méthyl
éther) (46), 2', 4'-dihydroxy-4-méthoxychalcane (47)
OH
HO.
/ OH (@)
(41) (42)
R3
Ry R, R1 R2 R3 R4
(43) | OCHs | OCHs H H
HO R, (44) H OH H H
(45) H H OCH; | OCH;s
(46) H OCHs H H
OH o
OCHjg
HO
OH
(47)
> FElavanes
Nom de I’espeéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
A. depressus Racines Pendulone (48) [88]
A. trimestris Parties aériennes | 8-méthoxyvestitol (49) [82]
A. adsurgens Plante entiére (3R)-7, 3'-dihydroxy-2', 4'-diméthoxyisoflavane [(R)-mucronulatol] (50)| [77]

12

—
| S—




Chapitre |

Rappels bibliographiques

> Ptérocarpanes

OCHg
(48) (49)

Nom de I’espéce Parties étudiées Composés identifiés Réf

A. verrucosus Parties aériennes Maackiaine (51) [23]

A. adsurgens Plante entiére Melilotocarpane B (52) [77]

(51)

(52)

» Saponines a squelette cycloartane

Nom de ’espéce

Parties étudiées

Composés identifiés

Réf

A. hareftae

Plante entiere

16-O-p-D-glucopyranosyl-34, 6a, 164, 25-tetrahydroxy-20(R),
24(S)-époxycycloartane (53), cycloastragenol (54)

brachyoside B (55), oleifolioside B (56)
3,6-di-O-p-D-xylopyranosyl-34, 6a, 168, 24(S),
25-pentahydroxycycloartane (57), 3, 6, 24-tri-O-4-D-xylopyranosyl-
30, 6a, 164, 24(S), 25-pentahydroxycycloartane (58)
cyclocanthoside E (59), macrophyllosaponine B (60)

astragaloside IV (61), trojanoside B (62)

(89]

A. trojanus

Parties aériennes

Trojanoside B (63)

[90]

A. hamosus

Parties aériennes

Peregrinoside | (64)

[91]

A. depressus

Racines

Cyclogaleginoside A (65), astrasieversianin |1 (66)
astrasieversianin IV (67), astrasieversianin VIII (68)

astrasieversianin VI (69), astrasieversianin XIV (70)

(88]

A. sieversianus

Racines

Astrasieversianine X (71)

[92]

A. campylosema

Racines

3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-38, 6a, 168,

[93]

13

—
| S—
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23a, 25-pentahydroxy-20(R), 24(S)-epoxycycloartane (72)
3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-Dxylopyranosyl]-16-O-

hydroxyacetoxy-23-0-acetoxy-34, 6a, 25-trihydroxy-20(R), 24(S)-

époxycycloartane (73)

3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-25-0O-4-D-

glucopyranosyl-34, 6a, 164, 25-tetrahydroxy-20(R),
24(S)-époxycycloartane (74)

3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-3f, 6a, 230,
25-tetrahydroxy-20(R), 24(R)-168, 24; 20, 24-diépoxycycloartane (75)

3-O-p-D-xylopyranosyl-3p, 6a, 16, 25-tetrahydroxy-20(R),
25(S)-époxycycloartane (76)

A. caprinus Feuilles et racines | 3-O-(f-D-xylopyranosyl)-24-O-(5-D-glucopyranosyl)-20, [61]
25-époxycycloartane-3p, 6a, 168, 24a-tetrol (77)
A. verrucosus Parties aériennes | Astraverrucine VII (78), cycloaraloside D (peregrinoside 1) (79) [94]
cycloaraloside C (astrailienine A) (80)
Parties aériennes | astraverrucine | (cycloaraloside A) (81), astraverrucine 1V(82) [95]
A. oleifolius Tiges Oleifolioside A (83) [70]
A. kahiricus Parties aériennes | Kahiricoside Il (84), kahiricoside 111 (85), kahiricoside 1V (86) [73]
A. leucocephalus | Plante entiére Astragalone (87), astragalene (88), sieversigenine (89) [96]
A. gombo Parties aériennes | Gomboside A (90), B (91), C (92), D (93), E (94), F (95) [97]

OR,

OR,

R1 R2
(53) H glc
(54) H H
(55) glc H
Ri1 R2 R3
(56) arab!-2xyl glc H
(57) xyl xyl H
(58) xyl xyl xyl
(59) xyl glc H
R1 R2
(60) rha xyl

14

—

(
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—

15

R: R2 Rs
(61) xyl glc H
(62) glc glc glc
(63) rhal-4glc H H
(64) Act-2xyl H H
R1 R2 R3
(66) Ac Ac H
(67) Ac Ac CH.OH
(68) Ac H CH,OH
(69) Ac H H
(70) H H CH,OH
71) H H H
Ri1 R2 Rs R4
(72) | arab'-*xyl H OH H
(73) | arab’xyl | COCH,OH | OCOCH; | H
(74) | arab'-*xyl H H Glc
]
)
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HO HO
H H
(75) R
(76) H
77) glc
Ri1 R2 Rs
(78) H Ac
(79) rha H
(80) apiose H H
(81) H H H
(82) H H rha
R: R2 R
(83) | arab!-?xyl xyl H
OR,
R Ri1 R2
OR; (84) H H H
I R @) | H Ac H
H R (86) H H Ac

16

—

(
.
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(87) (88) (89)

R
(90) (CH3)2C(OH)
(91) (CH3)C=CH.

R1 R2 Rs

(92) H OAc CHs
(93) H OAc | (CH,)sCH;s
(94) glc OAc CHs

0
HOW (95) glC H CHs
HO OR;
» Saponines a squelette oléanane
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifies Réf
A. tauricolus Plante entiére acide 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D- [98]

glucuronopyranosyl]-29-0-4-D-glucopyranosyl-38, 228, 24-trihydroxyoléan-
12-én-29-oique (96)

acide 3-O-[#-D-glucopyranosyl-(1—2)-f-D-glucuronopyranosyl]-29-O-5-
D-glucopyranosyl-34, 22, 24-trihydroxyoléan-12-en-29-oique (97)

acide 3-O-[#-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl]-29-O-5-
D-glucopyranosyl-34, 22, 24-trihydroxyoléan-12-en-29-oique (98)
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucopyranosyl-(1—2)-
S-D-glucuronopyranosyl]-29-O--D-glucopyranosyl-3f, 228, 24, 29-
tetrahydroxyoléan-12-éne (99)

17

—
| S—
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3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-D-
glucuronopyranosyl]-21-O-a-L-rhamnopyranosyl-34, 215, 22«,
24-tetrahydroxyoléan-12-éne (100)
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—2)-4-D-
glucuronopyranosyl]-21-O-a-L-rhamnopyranosyl-34, 215, 22a, 24-
tetrahydroxyoléan-12-éne (101)
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—2)-4-D-
glucuronopyranosyl]-38, 218, 22a, 24, 29-pentahydroxyoléan-12-éne (102)
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-D-
glucuronopyranosyl]-22-0-a-L-rhamnopyranosyl-34, 224, 24-
trihydroxyoléan-12-éne (103)

acide 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucopyranosyl-(1—2)-
S-D-glucuronopyranosyl]-34,24-dihydroxyoléan-12-éne-22-0x0-29-oique(104)
azukisaponine V (105), wistariasaponine B2 (106)

wistariasaponine D (107), 3-O-p-D-glucuronopyranosyl-soyasapogenine B (108)

azukisaponine 11 (109)

A B C D
HOOG HoOG HOOC HOOC
0 H Q o] o]
H HO H
HO o HOH,GL 0 HO HO
° CA_Y ot o f o f
. HO HO H
HO 5 0 HO HO.
OH OH
HO "
HO~ OH
OH

R
(96) A
(97) C
(98) D
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R
(99) B
Rl Rz RS
(100) | A CH;
H
H
OH
(101) B CH;
H
H
OH
(102) B H CH,OH

R

(103) A
R

(104) A
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>

R1 R2 Rs
(105) rhal-?glct-2gluc H CHs;
(106) glct-?gluc H CHs;
(107) rhal-?gal*-2gluc H CHs;
(108) xylt-2glct-?gluc H CHs
(109) rhal-2xyl*-?gluc H CH;s
Stérols
Nom de I’espéce | Parties étudiées Composés identifiés Réf
A. trimestris Parties aériennes Stigmastérol (110) [82]
A. sieversianus Racines [-sitostérol (111), daucostérol (112) [99]
R
111 H
112 glc
(110)
» Carbohydrates
Nom de I’espéce | Parties étudiées Composés identifies Réf
A. submitis Racines et folioles | Rhamnose (113), arabinose (114) [100]
A. pauxillis Xylose (115)
A. sciureus Galactose (116), glucose (117)
OH
o) OH o @)
HO
OH OH OH
(113) (114) (115)
OH OH OH
o 0]
HO OH HOHO OH
OH OH
(116) (117)
[ =)
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> Autres composés

Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
A. zahlbruckneri Racines (+)-neo-olivil 4-O-p-apiofuranosyl-(1-2)-4- [101]
glucopyranoside (118)

7,8-dihydro-7-hydroxyconiferyl alcool 4-O-4-
apiofuranosyl-(1-2)-4-glucopyranoside (119)
2-méthoxyphenol-4-O-p-apiofuranosyl-(1-2)-4-
glucopyranoside (120)
3-hydroxy-5-méthoxyphenol-2-O-p-apiofuranosyl-
(1-2)-p-glucopyranoside (121)

A. membranace Racines Emodine (122), gentisine (123) [102]
A. asper Parties aériennes | Acide chlorogénique (124), acide cafféique (125) [85]
R

RO

(119)

HO

(120)
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Partie 11
I1.1 Présentation du genre Hedysarum
11.1.1 Généralités

Les plantes du genre Hedysarum, appartenant a la sous famille Papilionaceae, sont trés
répandues dans le monde. Elles poussent sur des sols variés et dans des conditions climatiques
différentes, présentant ainsi une grande diversité. Elles sont rencontrées a I’état naturel dans
tout le bassin méditerraneen, particulierement en Afrique du Nord [103]. En Algérie, le genre
Hedysarum comporte une dizaine d’espéces dont certaines sont endémiques, comme H.

carnosum, objet de notre étude [19,104].

11.1.2 Description botanique du genre Hedysarum
Ce genre comprend des plantes annuelles ou pérennes avec des feuilles imparipennées a

deux stipules latérales. 1l est caractérisé par [5,104] :

- des gousses aplaties divisées en articles, droites ou un peu arquées, sans echancrures et

recouvertes d’aspérités en forme de petites épines.

- uncalice en cloche, a 5 dents égales ou inégales.

- des pétales a onglet tres court.

- une caréne obliquement tronquee ou arquée vers l'extrémité.

- des etamines diadelphes (9-1), a tube fendu en dessus.

11.2 Usage traditionnel et propriétes biologiques des plantes du genre Hedysarum
11.2.1 Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes du genre Hedysarum ont été utilisees en médecine traditionnelle chinoise et
cela depuis des siécles. Plusieurs espéces ont été employées pour leurs effets
immunostimulants et pour améliorer I'énergie du corps. On citera Hedysarum polybotrys
Hand.-Mazz., H. limprichtii Hlbr., H. vicioider Turcz. var. Taipeicum Hand.-Mazz. Liu et H.
mithianum. Les racines de I’espece H. polybotrys appelées "Honggi" ou "Radix Hedysari" et
occupant une place importante dans la pharmacopée chinoise, sont trés utilisées pour leurs

activités diurétiques et pour favoriser la régénération des tissus [105].

11.2.2 Activités biologiques
Une recherche documentaire a montre que les especes du genre Hedysarum n’ont pas été
investiguée sur le plan biologique. La seule référence concerne I’espéce H. polybotrys trés

riche en polysaccharides. Cette derniére posséde des effets antiages, antioxydant, anti-tumoral,
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analgésique, anti-inflammatoire, antiviral et antidiabétique [106-108]. Elle a aussi des effets
contre I’hypoxie cérébrale et cardiaque [109]. Elle disposerait d’un grand potentiel d’utilisation

dans I’alimentation moderne saine et la cosmétique végétale [106,107].

11.3 Autres intéréts du genre Hedysarum

Les espéces du genre Hedysarum font partie des Iégumineuses fourrageres présentant de
nombreux avantages qui justifient leur utilisation dans I'amélioration des parcours et des
productions de fourrages. Elles sont particulierement indiquées en Algérie ou le déficit
fourrager est important, les risques d'érosion des sols considérables, et ou la pauvreté de ces
derniers en matiere organique est grande [19]. Dans ce contexte, elles sont appelées a jouer un
role fondamental dans la production fourragére et pastorale ainsi que dans d'autres domaines
comme l'apiculture [110,111], la protection des sols contre I'érosion grace a leur capacité a
améliorer la fertilité des sols par fixation de 1’azote atmosphérique [103]. Elles peuvent étre
exploitées dans la valorisation des régions degradées, surtout dans les zones arides et semi-

arides, ainsi que dans la mise en valeur des terres [110,111].

11.4 Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Hedysarum

Les études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces du genre
Hedysarum certifient leur richesse en métabolites secondaires de grande diversité structurale.
Au cours de ces dernieres décennies, des métabolites secondaires ont été isolés de ce genre par
différentes méthodes chromatographiques [107,112]. Les structures chimiques de ces
composes comprennent des flavonoides, triterpenes et saponines, coumarines, lignanes,
composes azotes, stérols, carbohydrates, acides gras, benzofuranes et autres polysaccharides
[113].

Les flavonoides restent toutefois le groupe le plus important des métabolites secondaires
du genre Hedysarum [114]. Différents types (flavones, flavanones, isoflavones, chalcones,
flavanols, xanthones et ptérocarpanes) ont été identifiés. Les flavones sont les plus

prédominants dans le genre.

Tableau 1.2: Composés isolés du genre Hedysarum

» Flavones
Nom de ’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. multijugum Racines Isorhamnétine 3-O-rutinoside (Narcissine) (1) [115]

Apigénine (18)
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H. scoparium Racines 5, 7-dihydroxy-4'-méthoxyflavone (126) [116]

H. gmelinii / Quercétine 3-a-L-rhamnofuranoside (127) [117]
quercétine 3-a-L-arabinofuranoside (Avicularine) (128)

H. setigerum Parties aériennes | Quercétine (6) [118]
quercétine 3-O-rutinoside (Rutine) (7)
kaempférol-3-O-a-L-arabinofuranoside (129)
3-O-méthylkaempférol (130), quercitrine (131)

neobudofficide (132)
Isorhamnétine (10), rhoifoline (133), linarine (134), [119]
diosmine (135)
H. sericeum Graines Kaempférol (9) [120]
H. caucasium / Isoquercitrine (136), hyperoside (137)

(128)
(129)

Ri1 R2 R3
(132) rha'-*[rha’-?]glc CHs H
(133) rha-?glc H H
(134) rha’-bglc CHs; H
(135) rhal-Sglc CH; OH
R
(131) rha
(136) glc
(137) gal
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> Flavanones

Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. multijugum Racines Naringénine-5, 7-di-O-$-D-glucopyranoside (138) | [115]
Radix Hedysari | Racines Naringine (139) [121,122]
Naringénine (140) [123]
OR3
R1 R2 Rs
R0 o (138) glc glc H
(139) | rhal-?glc H H
(140) H H H
OR, o]
> Isoflavones
Nom de I’espéce | Parties étudiées| Composés identifies Réf
H. multijugum Racines Kanzonol K (141) [124]
Racines 5, 7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone (31), formononetine (142) [125]
Racines Ononine (36) [123,126]
Racines 5, 7-dihydroxy-6-C-prenyl-4'-méthoxy-isoflavone (gancaonine A) (143)| [124,127]
Racines Sissotrine (144) [115,124]
H. semenovii / Calycosine (35), calycosine-7-O-f-D-glucopyranoside (145), [128]
afrormosine (146), afrormosine-7-O-$-D-glucopyranoside (147)
H. theinum Racines 6"-0-acétylononine (148), 8-hydroxydaidzéine (149) [112]
H. scoparium Racines Osajine 4'-méthyl éther (150), warangalone 4'-méthyle éther (151) [116]
5-hydroxy-4’-méthoxy-6-prenyl-2"-hydroxyisopropylfurano
[4,5: 8, 7]-isoflavone (152)
HO O
0
OCHj,4
(141) (142)
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(143) R: R: Rs
(144) | H OH H
(145) | glc H OH

R
(146) H
(147) glc

> Chalcones

Nom de ’espéce Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. polybotrys Racines Isoliquiritigénine (153) [126,129]
H. gmelinii Racines Paratocarpine E (154) [130]
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OH OH (0]
Z
HO OH
OH
HO OH
o ~
(153) (154)
» Flavanols
Nom de I’espéce Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. theinum Racines (—)-catéchine (155), (—)-épicatéchine (156) [112]
H. kirghisorum Racines (—)-épigallocatéchine (157) [131,132]
OH OH
OH OH
. o)
HO (0] " HO OH
" OH " OH
OH OH
(155) (156) (157)
» Xanthones
Nom de D’espéce Parties étudiées | Composes identifiés Réf
H. alpinum / Mangiférine (158), isomangiférine (159) [133]
Ry
HO o OH R: R
O ‘ (158) H glc
Ry OH (159) glc H
OH ©O
> Ptérocarpanes
Nom de I’espéce | Parties étudiées Composés identifiés Réf
H. multijugum Racines Hedysarime pterocarpéne A (160) [124]
Racines Hedysarime pterocarpéne B (161) [124,134]
H. polybotrys Racines (—)-médicarpine (162) [113,123]
Racines (—)-3-hydroxy-9-méthoxy pterocarpéne (163) | [135,129]
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Ri1 R Rs
(160) OCHs OH H
(161) OH H CH,CH=C(CHj)
HO. (6]
O Q
OCH,4
(162) (163)
» Triterpénoides
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifies Réf
H. polybotrys Racines Déhydrosoyasaponine | (164) [107,136]
H. gmelinii Racines Soyasapogénol (165), squasapogénol 166) [137]
H. multijugum / Acide bétulinique (167) [125]
R
(164) | rhat-?gal*-’gluc
(165) H

(166)
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> Coumarines

Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. multijugum Racines Aureol (168), hedysarimcoumestane A (169), [124,138]
Hedysarimcoumestane B (170), hedysarimcoumestane D (171)
Racines Hedysarimcoumestane C (172), 1, 3, 9-triméthoxycoumestane (173)| [138]
R: R> R3 R4 Rs Re
(168) OH OH H H OH H
(169) OH OCHjs H H OCH; H
(170) OH OH H H OCH; H
171) OH OH H H OCH3 | CH,CH=C(CHs),
(172) | Oglc OH H H OH H
(173) | OCHs | OCHs H H OCH; H
> Lignanes
Nom de I’espeéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. polybotrys Racines (+) syringarésinol (174) [129]
H. setigerum Parties aériennes | (+)-isolaricirésinyl-9'-O-4-D-glucopyranoside (175) | [139]
OCH,4
OH OH
o OCH3
OCHj
H5CO
© GIcO
OH
HO
OH
OCH, H3CO
(174) (175)
> Alcaloides
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. polybctrys Racines Tryptophane (176), hypaphorine (177) [121]
H. setigerum Parties aériennes | Berbérine (178) [139]
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0
,.\O
0 J
N+\/ S
+
N
/ OH N / H,CO =
HN NH, NH OCH,
(176) (177) (178)
> Stérols
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composés identifiés Réf
H. multijugum Racines Stigmastérol (110) [127]
H. polybotrys Racines p-sitostérol (111), daucostérol (112) [129,135]
H. scoparium Racines 7B-hydroxysitostérol (179), 7a-hydroxysitostérol (180) | [116]

(179)
» Carbohydrates

Nom de I’espéce | Parties étudiées Composés identifies Réf
H. polybotrys Racines Rhamnose (113), arabinose (114), xylose (115), [140,141]
Galactose (116), glucose (117)
> Composés gras
Nom de I’espéce | Parties étudiées | Composeés identifiés Réf

H. theinum

Racines

acide oléique (183)

Acide n-tétracosanoique (181), acide béhénique (182),

[142]

HW/\ANWW

(181)
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(@]
SO L
o H

(182)

> Benzofuranes

(183)

Nom de I’espéce | Parties étudiées

Composés identifiés

Réf

H. polybotrys Racines

5-hydroxy-2-(2-hydroxy-4-méthoxyphenyl)-6-méthoxybenzofurane (184)
6-hydroxy-2-(2-hydroxy-4-méthoxyphenyl)-benzofurane (185)

[143]

0 R1 R2
Ry N OCHs
| (184) CHs OH
R HO (185) H H
» Autres composes
Nom de ’espéce Parties étudiées Composés identifies Réf
H. theinum Racines Raspberry kétone (186), rhododendrol (187) [112, 142]
H. multijugum Racines Acide cafféique tetracosyl ester (188) [127]
H
OH OH
(186) (187)
(0]
HO \ o
HO
(188)
( ]
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Chapitre 11 Généralités sur les composés phénoliques et les dérivés terpénigues

11.1 Composés phénoliques
11.1.1 Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols correspondent a un vaste ensemble de
molécules qui ont toutes en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs hydroxyles
libres ou engagés dans une autre fonction. Ce sont des molécules issues du métabolisme
secondaire, ubiquitaires du régne vegétal et notamment des angiospermes [144]. lls
interviennent dans différents aspects de la vie de la plante et sont ainsi impliqués dans sa
physiologie (lignification, interactions symbiotiques...), dans ses mécanismes de défense
(interactions biotiques et abiotiques) ou encore dans la coloration des fleurs. Par ailleurs, ils
sont bénéfiques pour I’homme vis-a-vis de certaines maladies par leur action sur le

métabolisme humain et par leur propriété antioxydante [144].

11.1.2 Classification

D’un point de vue biosynthétique, les composés phénoliques peuvent étre engendrés par
deux voies metaboliques : la voie du shikimate, la plus courante, conduisant entre autre a la
formation des acides phénoliques, lignanes et flavonoides; et la voie des polyacétates qui est a
I’origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones
[145].

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le
squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituées (glycosylées,

estérifiées, acylées...) [146].

11.1.2.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composes
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides
hydroxybenzoiques (Ce-C1) et les acides hydroxycinnamiques (Ce-C3) [147]. Les rdles des
acidophénols dans la plante sont divers. Ils interviennent comme substrats en amont des voies
de biosynthese des flavonoides et des lignines et sont impliqués dans les processus
physiologiques tels que la germination, la floraison ou la croissance [148], ainsi que dans la
régulation de la voie de biosynthése des composés phénoliques [149,150]. On leur attribue
une fonction antioxydante permettant de réguler la sénescence cellulaire en neutralisant les

radicaux libres de I'organisme [151].
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CO,H
_
CO,H
R,
Ry Ry Ry
R; R;
Ri=R:=Rs=H.R;=0H acide p-hydroxybenzoique R;=R;=H acide cinnamique (non phénolique)
FRi=Rs=H, Ra=R:=0H acide protocatéchique Ri=H, Ra=0H acide p-coumarique
R;=Rs=H. R, =0CH; R; = OH acide vanillique R;=R,=0H acide caféique
Ri=H,R:=R; =Rs+=OH acide gallique R1=0CH:;, R:=OH acide férulique
R;=0OH.R;=R;=Rs=H acide salicylique

Figure 11.1: Structure des acides hydrobenzoiques et hydrocinnamiques libres [152]

11.1.2.2 Lignanes

Les plantes élaborent les lignanes par dimérisation oxydante de deux unités d’alcool
coniférique. Quand cette dimérisation implique une liaison oxydante au niveau des carbones 3
des chaines latérales propényles de deux unités d’alcool coniférique liées, formant la liaison
Cs-Cg, les metabolites résultants portent le nom de lignane (Figure 11.2) [153]. Le terme
néolignane est employé pour définir tous les autres types de liaison, lorsqu’il n’y a pas de
liaison C-C directe entre les unités Ce-Cs (couplages 8-1', 8-5', 8-7', 7-1’, 1-5',...). Quand la
liaison entre les deux unités implique une liaison éther (x-O-y), le composé est appelé

oxyneéolignane [153,154].

HO
HO._® .
Q
OMe
OMe
aH
Couplage -0 HO
Incorporation d'une Lignane: pinorésinol (et dérivés) MNéo-ignane: dihvdrodiconiferyl
unité guatacyvcle dans couplage §-8° alcool couplage 8-5°

le polymére de lignine

Figure 11.2 : Principaux dérives issus de couplages oxydatifs de I’alcool coniférique
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Il existe d’autres types de lignanes tels que les sesquinéolignanes ayant trois unités Cg-C3
(saucemeol D) et les dinéolignanes contenant quatre unités Ce-Cs (lappaol F) [153,154].

OMe

OMe

Saucemétol D Lappaol F

Les lignanes interviennent dans les mécanismes de défense de la plante [155]. Ce sont
des composes phénoliques bioactifs, non-nutritifs et non caloriques. On les trouve en plus
forte concentration dans le lin et les graines de sésame, et en faible concentration dans les
fruits et les legumes [156]. Le sécoisolariciresinol et le matairésinol constituent les principaux
lignanes d’origine végétale [157]. Ces deux molécules peuvent étre converties par la flore

intestinale en entérolignanes, qui eux possédent une activité cestrogénique [158].
HsCO
O on
OH
HO
H3CO ‘

OH

Sécoisolaricirésinol Matairésinol

11.1.2.3 Flavonoides
11.1.2.3.1 Définition

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires fréquemment décrits
au sein de la famille Fabaceae. Ce sont des métabolites secondaires de plantes dont on aurait a
I’heure actuelle caractérisé prés de 6500 représentants différents, et leur nombre ne cesse
d’accroitre. Contrairement aux flavonoides présents dans les fleurs, dont ils conférent leur
couleur, les flavonoides présents dans les feuilles, sont masqués par la présence de
chlorophylle [155].
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La structure d’un flavonoide s’organise toujours autour dun squelette 1,3-
diphénylpropane Cs-C3-Cs (Figure 11.3), décrit par une nomenclature spécifique. Les deux
cycles benzéniques sont nommés A et B. Le chainon propyle C3 peut étre complété par une

fonction éther formant ainsi un cycle central, appelé cycle C [159-161].

cCe C3 Co
Squelette Structure tricycligue commune
1,3-diphénylpropane aux flavonoides

Figure 11.3: Structures des flavonoides a enchainement Cs-Cs-Cs

Ces composes sont largement répandus dans les fruits, les legumes, les jus de fruits, le
cacao et le thé [162,163]. Dans la plante, les flavonoides sont trés souvent présents sous forme
glycosidique. On parle alors d’hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone ou
génine associée a une ou plusieurs unités osidiques. La liaison glycosidique pouvant étre de
type C-O-C ou de type C-C. D’autres types de liaisons se retrouvent fréquemment chez les
flavonoides comme les sulfatations ou prénylations [144,145]. La nature des sucres liés a la
génine ainsi que leur position sur le cycle sont variables. 1l apparait que la quercétine

glycosylée est I’hétéroside le plus rencontré chez les végétaux [164].

11.1.2.3.2 Classification

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, du degré
d'’hydroxylation et de méthylation, du degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C, c'est-a-dire la présence de double liaison C2-Cs, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo [165,166]. En se basant sur leur squelette, les principales classes de
flavonoides sont les flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols,
flavylium, chalcones, aurones, isoflavones, isoflavonols, isoflavanes, ptérocarpanes,

coumaronochromones, 3-arylcoumarines, coumestanes, roténoides etc. [167].

Deux types de structures se distinguent: celui des flavonoides au sens strict dont le
noyau aromatique B se trouve sur le carbone C: et celui des isoflavonoides, isoméres des

flavonoides, portant le noyau aromatique B sur le carbone C3 [168,169].
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11.1.2.3.2.1 Flavonoides au sens strict
Ce groupe comprend les flavones, flavanols, flavanes, flavanones, flavanonols,

flavanes, flavan-3-ols, flavylium, aurones et chalcones (Figure 11.4) [169].

= 2
B B =
e e o
R R ¢
o o R
R=H, flavone R=H., flavanone R=H, flavane
R=0H, flavonol R=0H, dihydroflavonol R=0H, flavan-3-ol
=
- B |
s B | = 0 o
OE o B | C o=
LI M
e 0 0
flavylium Chalcone aurone

Figure 11.4: Structure des différentes sous-classes de flavonoides au sens strict

A. Flavones, flavonols

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles
phénoliques en C5 et C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part, le
cycle B peut étre substitué en C4 ou di-substitué en C3' et C4' par des groupements OH ou
méthoxyles (OCHSs) [170]. Les flavones possédent en plus une double liaison entre les
carbones C2 et C3 du cycle C [171]. Les flavonols sont des dérives hydroxylés des flavones.
Ils sont caractérisés par la présence d’un groupement OH en C3 [169,170].

Notons que les flavones et les flavonols se rencontrent également sous forme glycosylée

(C-glycosyl ou O-glycosyl flavonoides) [169].

OH
Glc
HO o Gle o
Glc
OH (0] OH O
Vitamine-2 R=H Apigénine-7-O-glucoside
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OCHj (0]

Ri= OCHs ; R,=H Karanjiine R= Gal Hypéroside

Figure 11.5: Exemples de flavones et flavonols naturels

B. Flavanones et dihydroflavanols
Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de double liaison entre les carbones C; et
Cs, ainsi que par la présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont de méme
nature que celles décrites pour les flavones et flavonols [172]. Ces flavanoides sont
responsables de ’amertume de certains agrumes tels que les pamplemousses, les citrons et les
oranges. Ces derniers representent les seules sources importantes de flavanones [169]. Les
quatre flavanones les plus abondantes sont la naringénine, 1’hespéritine, 1’ériodictyol et

I’isosakuranétine [173].

Composés Positions

5 7 3 4'
Naringénine OH | OH H OH
Hespéritine OH | OH | OH | OCHjs
Eriodictyol OH | OH | OH | OH
Isosakuranétine | OH | OH H OCHs

Figure 11.6: Structure générale des principales flavanones

Les flavanones sont synthétisées a partir des chalcones, par une chalcone isomérase sous
forme de 2S-flavanones. La réaction s’effectue spontanément en milieu alcalin (Figure 11.14)
[174]. Environ 350 flavanones aglycones et une centaine de flavanones glycosylées sont
décrites dans de nombreuses familles. Beaucoup de flavanones aglycones sont retrouvées a
I’état libre dans les écorces, les racines, les écorces de racine, notamment au sein de la famille
Fabaceae [175]. Leurs activités biologiques ont été particulierement étudiées. Ainsi on leur
attribue des propriétés antioxydantes [176], antimicrobiennes, anticancéreuses [177] et

antipaludiques avec un intérét particulier pour les dérivés C-alkylés. Parmi les flavanones
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naturelles antiplasmodiales, des flavanones prénylées relativement actives ont été isolées des

feuilles de Artemisia indica [178].

Ryl

HO

RO o L
OH

OR;, o

1:R=R~CHj OH o

2:R=R+~=H

3: R=H, R,=CH, 5 :R=CH,

4 R,=CH,, Ra=H 6 R=H

Figure 11.7: Flavanones prénylées isolées des feuilles de Artemisia indica

Les dihydroflavonols se caractérisent par un groupement hydroxylé sur 1’hétérocycle
central C, créant ainsi un centre stéréogene supplémentaire en position 3, comparativement
aux flavanones [179]. Ces composés sont rencontrés sous forme simple (taxifoline) et sous

forme glycosylée (astilbine) [180].

OH

OH 18

R:= OH ; R,= H: Taxifoline
R:= H ; R,= Rhamnose : Astilbine

Par rapport a d’autres sous-classes de flavonoides, les dihydroflavonols sont moins
fréquents dans le regne végétal. Par exemple, le dihydrokaempférol est contenu dans le
péricarpe et I’endocarpe du raisin (aprés hydrolyse du sucre en position 3), mais en quantité
moins importante que la flavanone correspondante, la naringénine [181]. La 2'5,5'-

trihydroxy-6,7-diméthoxyflavanone, appelée diocléine, est le constituant majoritaire des
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racines de Dioclea grandiflora (Leguminosae), plante utilisée sous forme d’infusion pour le
traitement de problémes de prostate et de calculs rénaux et reconnue pour avoir des effets sur
le systéme nerveux et donc une activité analgésique [182,183]. Le dihydroflavonol 6,8-
diprénylaromadendrine est le composé le plus abondant de I’espéce Monotes africanus
(Dipterocarpaceae). Il manifeste in vitro des propriétés anti-HIV [184].

OH

\\\\\\m

OH

OH

OH ¢}

Dihydrokaempférol diocléine 6,8-diprénylaromadendrine

C. Chalcones et dérivés
Les chalcones sont des flavonoides ne comportant pas d’hétérocycle C. Ils sont prénylés
le plus souvent sur le noyau A tandis que le noyau B reste peu ou pas substitué (isocordoine,
4-isobavachalcone). Cette prénylation peut étre cyclique de type pyrano (orotinichalcone) ou
furano (castillene E). Certaines d’entre-elles présentent une O-prénylation linéaire (cordoine)
[185].

7
HO ‘ O R o) OH HO
OH O OCH; O OH

R=H Isocordoine Orotinichalcone

R=OH 4-isobavachalcone

_

g @ on @‘ j/(o

o

Castillene E Cordoine
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D. Aurones et dérivés

Les aurones sont des isomeres structuraux des flavones. Ils ont une structure proche
mais différente de la plupart des autres flavonoides. Ces molécules dérivent de la chalcone.
En effet dans le cas des aurones, la chalcone se ferme en formant un cycle a 5 atomes, alors
qu'elle forme un cycle de 6 atomes pour les autres flavonoides [185]. La figure 11.8 reporte
des exemples de quelques aurones isolées de plantes Fabaceae [186].

5, 7-Dihydroxyaurone Ri=R;=H Derriobustone A
R:1+R2=-OCH,O- Derriobustone B
Figure 11.8: Exemples de quelques aurones isolées de plantes Fabaceae

11.1.2.3.2.2 Isoflavonoides

A. Définition

Les isoflavonoides constituent une grande et tres diversifiée sous-classe de flavonoides
[168]. lls different des autres flavonoides par la position du cycle B qui, dans le cas des
isoflavonoides, est attaché en position 3 (en 2 pour les autres flavonoides), formant un
squelette de base 1,2-diphénylpropane.

Les isoflavonoides se présentent majoritairement sous forme glycosylée [187].
Contrairement aux flavonoides, composés ubiquitaires dans le regne végétal, les
isoflavonoides sont quasi-exclusivement présents chez les plantes relevant de la famille
Fabaceae. En effet, 85% d’entre eux ont été isolés de cette famille [175]. Cependant, Il
apparait qu’au moins 225 isoflavonoides décrits ont été isolés de plantes n’appartenant pas a

cette derniere, mais a 59 autres familles [188].

B. Classification

Les isoflavonoides peuvent étre classés en une douzaine de types structuraux
différenciés par leur degré d’oxydation et par I’existence d’hétérocycles complémentaires.
Dans tous les types, on peut noter la fréquence élevée des dérivés isoprénylés et, par voie de
conséquence, des structures furaniques, dihydrofuraniques et pyraniques. Assez souvent, les

isoflavonoides possédent un cycle supplémentaire, qui en régle générale, provient de la
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cyclisation d’un dérivé 2'-hydroxylé. C’est le cas des ptérocarpanes et de leurs dérivés
ptérocarpenes et 6a-hydroxyptérocarpanes, ainsi que celui des coumaronochromones. Certains
composeés polycycliques possédent un carbone supplémentaire : c’est le cas des roténoides
issus de la cyclisation oxydative du 2'-méthoxyisoflavone.

Un autre groupe se caractérise par la perte dun carbone. Il s’agit des 2-
arylbenzofuranes qui ne sont biosynthétiquement ni des néolignanes, ni des produits de
cyclisation d’un stilbéne, mais des isoflavonoides formés probablement par la perte du

carbone Cs d’un coumestane [189].

S« N « N e
= |l - - OGHg l . [n]
L o o
isnflavans raienoids
1
o] LA a. .0
2] S ,"f [a] O—-
v .- Ho o
i
isaf avancne e 2-hydrowyisoflavanane courmnasiane
o=y O Q. O
HO HO~ HO™ ™ HO
isnflavanal iaoflzvéns Z-anrylcoumarine
T
o
HQ ’

plerocarpane

Figure 11.9: Principaux types d’isoflavonoides et interconversions [189]

e Isoflavones
Ce sont les composés les plus fréquents des isoflavonoides [189]. Les isoflavones non
glycosylées sont les plus largement répandues chez les végétaux, contrairement aux
isoflavones glycosylées qui sont plus rares [190]. Chez les légumineuses (plantes Fabaceae),

la majorité des isoflavonoides isolés sont des isoflavones [188]. Les principales sont la
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génistéine et son précurseur méthylé en 4', la biochanine A, la daidzéine et son précurseur

méthylé en 4', la formononétine, ainsi que la glycitéine [173].

OH

R1 R2 Composés
H H Daidzéine
OH H Génistéine

H OCH;, Glycitéine

HO (0] Biochanine-A HO (8] Formononétine

Figure 11.10: Structures chimiques de quelques isoflavones
e Isoflavanes
La classe des isoflavanes ne différe des isoflavones que par le degré d’oxydation et de
saturation du cycle central. Parmi les isoflavanes répertoriés dans la famille Fabaceae, on
distingue le 6-hydroxyisosativane, isolé de 1’espéce Derris robusta [191] ainsi que le
pendulone identifié dans le genre Astragalus comme A. depressus [88]. Ce dernier composé
suscite un grand intérét en raison de ses activités antitumorale et antileishmaniose jugées tres

prometteuses [97].

_° 0
O OH ‘Jr’{"’f.f 0
HO

[e] OCHg
/ HiCO

6-hydroxyisosativane pendulone

e Coumestanes
Les coumestanes sont des isoflavonoides possedant une structure coumarinique induite
par I’oxydation d’un isoflav-3-éne. C’est le cas des 3-arylcoumarines (= isoflav-3-én-2-ones)
et des produits issus de la cyclisation de la 2'-hydroxy-3-aryl-coumarine [189]. Les
coumestanes sont isolés principalement a partir de plantes Fabaceae. Les jeunes pousses de

trefle (genre Trifolium) et de luzerne (genre Medicago) représentent la source essentielle de
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ces composés alors qu’ils ne sont présents qu’en faible concentration chez les pois et les
haricots [192].
Dans les plantes, les coumestanes apparaissent lors d’une attaque fongique ou

bactérienne, ce qui leur confére le role de phytoalexine [193].

OH

Figure 11.11: Structure chimique d’une coumestane : le coumestrol

C. Biosynthese des isoflavonoides

La présence quasi-exclusive des isoflavonoides chez les plantes Fabaceae peut
s’expliquer par le fait que 1’on retrouverait uniquement au sein de cette famille 1’isoflavone
synthase (IFS), enzyme clé dans la synthese des isoflavonoides. Le terme IFS est utilisé pour
décrire la réaction de migration du groupement aryle (Figure 11.12), couplée a une 2-
hydroxylation catalysée par la 2-hydroxyisoflavanone synthase (2HIS), ainsi que la réaction
de qui
hydroxyisoflavanonedehydratase (2HID) [194,195]. Neanmoins, le gene codant pour I’IFS a

déshydratation est soit spontanée, soit catalysée par la 2

été egalement identifié dans la canne a sucre (Beta vulgaris, Chenopodiaceae) [188].

HO O,

o

migration
de l'aryle

2HIS

R=H : diadzéine
R=0OH : génistéine

|
H

H

HO\Q;?J/OH
2HID R o ©\
OH

Figure 11.12: Biosynthése des isoflavonoides
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11.1.2.3.3 Biosynthése des flavonoides

Le motif chalcone est important puisqu’il ouvre la voie a la biosynthese des flavonoides,
avec la formation du squelette diphénylpropane Cs-C3-Cs. Dans le schéma présenté ci-dessous
(Figure 11.13), une chalcone est obtenue par action d’une enzyme, la chalconesynthase (CHS)
qui engendre une sequence réactionnelle de décarboxylation, condensation, cyclisation
intramoléculaire et aromatisation entre un ester CoA de p-coumaroyl et trois molécules
d’ester CoA de malonyle [179,196].

COH COMH COSCoA
= Pz P>
C4H
— 4C—"> c + 3-malonyl-CoA
NS

OH OH

acide cinnamique acide p-coumarique  4-coumaroylCoA gondensation
CHS
OH
OH SEnz

A

chalcone

o=

OH

Figure 11.13: Formation de la chalcone a partir des acides cinnamiques [197]

Les différentes classes de flavonoides sont biosynthétisées a partir d’une chalcone. La
chalcone nouvellement formée donne une 2S-flavanone (la naringénine) a I’issue d’une
transformation stéréospécifique catalysée par une chalconeisomérase (CHI) [174]. La
naringénine est au centre de la synthése de différentes classes de flavonoides par 1’action
d’enzymes diverses. Les flavonesynthases (FSI) introduisent une double liaison en 2,3 pour
donner une flavone. La flavanone-3-hydroxylase (FHT) catalyse 1’hydroxylation en position 3
d’une 2S-flavanone pour donner un (2R,3R)-dihydroflavonol. Le dihydroflavonol peut ensuite

étre transformé en flavonol par la flavonolsynthase (FLS) (Figure 11.14) [197].
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Figure 11.14: Schéma récapitulatif de la biosynthése des differentes classes de flavonoides

11.1.2.3.4 Propriétés pharmacologiques

Les flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires, analgesiques,
antifongiques et antibactériennes. Elles ont également des propriétés spasmolytiques
permettant une relaxation des muscles lisses. De plus, en éliminant les especes oxygénées
telles que les anions superoxydes (O%), ainsi que les radicaux hydroxyles et peroxydes, et en
réduisant la peroxydation des lipides, les flavonoides jouent un role d’antioxydants. D’autre
part, ils peuvent agir sur le systéme vasculaire en limitant I’agrégation des plaquettes, tout en
présentant des propriétés antitumorales par induction de 1’apoptose et par inhibition a la fois
de la multiplication des cellules cancérogenes et la prolifération des lymphocytes T [198,
199]. Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, la quercétine et la
catéchine, trés abondantes dans les aliments, sont trés citées [200,201]. Par ailleurs, les
flavonoides ont déja été utilisés pour le traitement des cataractes d’origine diabétique du fait

qu’ils inhibent I’aldose réductase [202,203].
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11.2 Triterpenes
11.2.1 Définition
Les triterpénes sont un groupe trés diversifié de produits d’origine naturelle largement
présents chez les plantes [204]. Au moins, 4000 composeés triterpéniques avec des squelettes
hydrocarbonés différents sont répertoriés [205]. lls existent souvent chez les plantes sous
forme de saponines qui comprennent les aglycones représentés par des triterpénes
hydrophobes appelés sapogénines et un ou plusieurs résidu(s) osidique(s) hydrophile(s) [206].
Ce sont des composés en C-30 issus de la cyclisation du 3S-2,3-époxysqualéne, ou plus
rarement du squaléne lui-méme [168,207,208]. lls sont trés souvent hydroxylés en position C-
3 du fait de I'ouverture de 1’époxyde [209]. Les triterpénes présentent une tres forte unité
structurale. Les différences majeures sont d’ordre stéréochimique, ayant trait a la

conformation adoptée par I’époxysqualéne avant la cyclisation initiale [168,207,208].

11.2.2 Classification
Les triterpenes peuvent étre classés en deux catégories, les triterpenes stéroidiques et les

triterpénes pentacycliques [210].

11.2.2.1 Triterpénes stéroidiques

Ces composeés sont naturellement présents dans la fraction lipidique des plantes. Leur
structure générale est composée de 4 cycles dont les trois premiers sont a 6 chainons et le
dernier a 5 [185].

HO HO

B-sitostérol Campestérol

Figure 11.15: Exemples de triterpenes stéroidiques

11.2.2.2 Triterpénes pentacycliques
Ce sont des molécules composées de 3 motifs terpéniques (soit six motifs isopréniques)
agencés soit en 5 cycles a 6 carbones, soit en 4 cycles a 6 carbones et 1 cycle a 5 carbones.

Les éléments structuraux de ce groupe sont caractérises par [211] :
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- I’agencement des cycles

- la position des groupes méthyles substitués

- la presence et la position des insaturations

- les isoméries dues aux configurations chaise/bateau, R ou S, o ou f

- la présence de groupes fonctionnels (-OH, C=0, COOH)

Isomadéiranyl acétate Taraxéryl acetate

Figure 11.16: Triterpénes pentacycliques

11.2.3 Biosynthese des triterpenes
Les organismes végétaux ont la possibilité de cycliser 1’époxysqualéne qui conduit
spécifiqguement aussi bien aux triterpenestetracycliques libres, qu’aux saponosides a génine

triterpénique pentacyclique ou aux triterpenes modifies [170,208].

Le couplage queue-a-queue de deux unités en C-15, farnésylpyrophosphate (FPP) suivi
d’une oxydation permet 1’élaboration de 1’époxysqualéne (Figure 11.17), précurseur des
triterpénes et des stéroides [170,207,208].

+
N N N N N N
OPF OPF
g ,—J'»’"‘“x,‘.\«'\f““--h-_{-’f'lH_v_','-f_"‘kx;':f‘i*--‘_,‘.‘/.‘_'““-‘___,/f-i'a_
I 1 |
squaléne l Oxydation

2,3-époxydosqualéne

Figure 11.17: Formation de I’époxy Squaléne
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L’ouverture de 1’époxyde amorce la cyclisation. L’enzyme responsable de cette
cyclisation stabilise la conformation du polyisoprene de telle sorte que les impératifs
stéréoélectroniques soient respectés. C’est de la conformation initiale de 1’époxysqualéne sur
la surface de I’enzyme (Figure 11.18) que dépend I’orientation de la biosynthése vers les
triterpenes tétra- et pentacycliques et les stéroides [168,207,208].

Si I’époxysqualéne est dans une conformation chaise-bateau-chaise-bateau, la
cyclisation conduit a un cation protostanyle précurseur des cycloartanes, des lanostanes et des
cucurbitanes.

Si I’époxysqualéne adopte la conformation chaise-chaise-chaise-bateau, la cyclisation
aboutit a un autre cation appelé dammaranyle. Ce dernier peut évoluer afin de donner
naissance aux triterpénes tétracycliques a squelette euphane et tirucallane. Le plus souvent, il

conduit aux triterpénes pentacycliques de type oléanane, ursane, lupane, multiflorane,
taraxérane, taraxastane,...etc [168,207].
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Figure 11.18: Biosynthése des triterpénes
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11.2.4 Propriétés pharmacologiques des triterpenes

La grande diversité structurale des métabolites secondaires triterpéniques conduit & une
grande diversité en terme d’activité biologique [212]. Il est donc difficile de cerner I’activité
de tous ces métabolites. Par conséquent, nous avons choisi de citer quelques propriétés
pharmacologiques [168,207]. Ces composés manifestent entre autres :

> des potentialités thérapeutiques certaines avec des propriétés cytostatiques, anti-
inflammatoires, analgésiques, insecticides, molluscicides,...etc.

> un intérét considérable dans le secteur de I’industrie pharmaceutique, particulierement
la production de médicaments stéroidiques ayant des propriétés contraceptives,

anabolisantes, antiinflammatoires, ...etc.

11.3 Saponines
11.3.1 Définition

Le nom saponine dérive du mot latin "sapo”, qui signifie savon, du fait que ces
composés moussent une fois agités avec de I’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires
liés a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non
polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse [146].

Les saponines constituent une importante classe de métabolites secondaires d’origine
vegétale et animale, de masse moléculaire entre 600 a 2000 Daltons et de structure complexe
[213].

11.3.2 Classification
Selon que le groupe génine est un triterpéne ou un stérol, on a les saponines stéroidiques

et les saponines triterpéniques dérivant biosynthétiquement de I’oxyde de squaléne [146].

11.3.2.1 Saponines stéroidiques
Les saponines stéroidiques se rencontrent presque exclusivement dans les
monocotylédones angiospermes [213]. La structure de leur aglycone dérive exclusivement de

la structure du stérane (Figure 11.19) et comprend 27 atomes de carbone [214].

Figure 11.19: structure du stérane
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furostane isosapogénine : 25 R-spirostane

Figure 11.20: Squelettes et configurations des génines stéroidiques
des saponosides

11.3.2.2 Saponines triterpéniques

Les saponines triterpéniques sont les plus communes. On les rencontre chez les
dicotylédones angiospermes [213]. Comme la majorité des triterpénoides, les sapogenines
triterpéniques sont issues de la cyclisation du (3S)-2,3-époxy-2,3-dihydrosqualene [189]. Leur
aglycone possede surtout une structure de base pentacyclique, plus rarement tétracyclique
[214]. L’oléanane, 1’ursane et le lupane sont les squelettes les plus communs. A plus de 50%,

les saponines connues peuvent étre attribuées a 1’oléanane, plus précisement a 1’acide

oléanolique et I’hédéragénine (Figure 11.21) [189].

2
Z

Acide médacassique Acide oéalonique

HO'

Acide bétulinique Hédéragénine

Figure 11.21: Exemple de génines triterpéniques
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11.3.2.3 Sucres

Les sucres constituent la partie hydrophile des saponines. Elles peuvent étre constituées
d’une ou plusieurs chaines osidiques (linéaires ou ramifiées) a des positions différentes sur
I’aglycone. Les saponines aussi bien stéroidiques que triterpéniques sont souvent des
saponines monodesmosidiques en C3, et cela par la fixation d’une unique chaine de sucres.
Les saponines bidesmosidiques sont rencontrées parmi les saponines triterpéniques de type
oléanane avec une fixation en C3 et C28, et pour les saponines stéroidiques de type furostane
avec une fixation en C3 et C26.

La Figure 11.22 regroupe les sucres les plus fréquemment rencontrés dans les saponines
[189].

OH o
0 0 0
HO HO
HO OH | mo OH MOH

OH OH OH

p-glucopyranose

p-galactopyranose

D-xylopyranose

Q
HO OH

OH

L-arabinopyranose

HOOC

HO

OH
HO

OH

acide p-glucuronique

o OH

(

HO
OH OH

p-apiofuranose

0 0 HO o OH
HO
HO OH HO OH HO

OH OH OH

D-quinovopyratose p-fucopyranose L-rhamnopyranose

Figure 11.22: Principaux sucres constitutifs rencontrés dans les saponines

11.3.3 Propriétés pharmacologiques des saponines
Les saponines sont considérées comme responsables de nombreuses propriétés
pharmacologiques [213]. Elles formeraient les principaux constituants de plusieurs remedes
issus des plantes. Elles ont été recherchées par I’industrie pharmaceutique parce qu’elles
constituent le point de départ de ’hémi-synthése des médicaments stéroidiens [215]. Elles
sont considérées comme des éléments clefs dans la pharmacopée traditionnelle chinoise et
responsables de la plupart des effets biologiques observés [216]. Les saponines possedent des
propriétés : expectorante, anti-inflammatoire, vasoprotectrice, hypocholestérolémique,
immunomodulatoire, hypoglycémique, molluscicide, antifongique, antiparasite...
Une autre application importante des saponines réside dans leur utilisation comme
adjuvants dans la production des vaccins. Quelques sapogénines stéroidiques sont des
matiéres premiéres importantes utilisées dans la production des hormones stéroidiques dans

I’industrie pharmaceutique [213].
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Chapitre 111 Etude phytochimique de ’espéce Astragalus monspessulanus L.

111.1 Rappels botaniques
111.1.1 Généralités

La plante Astragalus monspessulanus L. est plus communément appelée "Astragale de
Montpellier" [217]. Elle est connue sous les noms vernaculaires : "Sella" et "Djilban el
Maaza" [104]. Cette espéce est assez commune dans les foréts claires et les paturages de la
région des Aures, Tell, dans la région méditerranéenne et aussi en Europe. Les moutons

apprécient cette espece [218].
111.1.2 Description botanique

Il s’agit d’une plante herbacée vivace [219] et acaule de taille 10 & 20 cm [104], plus ou
moins couchée, a tige courte. Elle croit dans les pelouses séches et les rochers et fleurit en
avril jusqu’a juillet [219]. Les feuilles imparipennées ont de nombreuses folioles (de 10 a 20
paires). Les fleurs papilionacées sont de 2 & 3 cm de long, purpurines ou violacées en téte plus
ou moins allongées sur un pédoncule au moins aussi long que les feuilles. Les gousses de 25-
35 x 3-4 mm sont arquées-linéaires. Le calice tubuleux en cloche, posséde 5 dents subégales

ou tres inégales [104].

Figure 111.1: Espéece Astragalus monspessulanus L. [219]

111.1.3 Classification systématique

La plante Astragalus monspessulanus L. est classée sur le plan botanique comme suit :

» Regne : Plantae
» Sous Régne : Tracheobionta
» Division : Angiosperma

» Classe : Dicotylédones
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Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Leguminosae (Fabaceae)
Genre : Astragalus

YV V. V VYV V

Espece : Astragalus monspessulanus L.

111.2 Toxicité
L’espéce Astragalus monspessulanus L. est dénombrée parmi les espéces non toxiques
[220].

I11.3 Propriétés pharmacologiques

Un travail biologique a montré que I’ensemble de saponines isolées de 1’extrait n-BuOH
de Astragalus monspessulanus L., est doté d’une activité cytotoxique sur HepG2
hépatocellulaire [24]. Un autre travail réalisé sur la méme espece a révelé que I’extrait t-
BuOH contenant des flavonoides et des flavoalkaloides exerce une activité antioxydante et

cytoprotectrice prometteuse [221].

I11.4 Résultats et discussions
111.4.1 Extraction

Le matériel vegétal constitué des parties aériennes (1000 g) de la plante Astragalus
monspessulanus L. préalablement séchées et broyées, est mis a macérer dans un mélange
EtOH/H20 dans les proportions 70/30 (3 x 10 L) et cela pendant trois jours a température
ambiante. Apreés filtration et évaporation non a sec des solvants, 1’extrait aqueux subit une
extraction liquide-liquide par 1’éther de pétrole (400 ml, 3 fois). Apres décantation et
évaporation a sec, 8,3 g de I’extrait EP ont été obtenus. L’extrait aqueux est ensuite mis a
macérer dans ’acétate d’éthyle (3 x 400 ml). Apreés filtration et évaporation du solvant, 12,1 g
de I’extrait acétate d’éthyle ont été obtenus. L’extrait aqueux est mis a macérer de nouveau
dans le n-butanol (3 x 400 ml). La filtration et I’évaporation totale du solvant ont donné 15,33

g de I’extrait butanolique.

Le schéma ci-dessous récapitule les différentes étapes de 1’extraction (Figure II1.2).
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(parties asriennes) 1000 g

[ Asoragalus monspessulenus L. ]l

Macération dans le mélange EXOHH-O: 70030
(3% 10 L) pendant 720
Filration

Y I-II Evaporation

|[ Extrair agueux

|[ Phases organigus ]'(ZZ::Z | | Partition avec EP (3 « 400 mI}
A

|[ Phase agueuse |

‘ \‘Pa.:tiﬁuu avec AcOEL (3 « 2400 ml)

,.:_Z:" 1.‘.-...'
|I Phase aguewse I| I Phases organigue I|
HPM‘I:’H:[M avec B-BulH (3 = 400 ml} J_LEI'apnmtiuu

(T

I I

|[ Phose oqueuse || |[ Phases organiqus ||
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m=111g

7 Expraw n-BuDH
m=1333g

Figure 111.2: Schéma d’extraction des parties aériennes de la plante

Astragalus monspessulanus L.

111.4.2 Séparation et purification
Les CCM des trois extraits visualisés sous lumiére UV a 254 et 366 nm puis pulvérisées
par HSO4/AcOH/H20 dans les proportions 25/25/50, montrent la richesse des extraits acétate

d’éthyle et butanolique en métabolites secondaires.

L’extrait ACOELt (7 g) est initialement soumis a un fractionnement par chromatographie
liguide sous vide (CLV) sur gel de silice greffée en C-18 (phase inverse) en utilisant le
systeme de solvants H,O/MeOH allant de 80/20 a 0/100 (Figure 111.3), donnant 9 fractions de
100 ml.
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Ainsi 7 g de I’extrait butanolique ont été fractionnés grossierement par une
chromatographie liquide sous vide (CLV) sur gel de silice greffée en C-18 (phase inverse)
avec les gradients d’¢lution HoO/MeOH allant de 80/20 a 0/100. Cette étape préliminaire s’est
soldée principalement par I’obtention de 15 fractions de 100 ml (Figure 111.4).

Les fractions résultantes, au niveau des deux extraits, ont été ensuite analysées par
chromatographie sur couche mince en utilisant différents systemes de solvants. Les fractions
présentant des profils identiques ont été réunies puis traitées individuellement en combinant

différentes techniques chromatographiques :

= chromatographie sur colonne de gel de silice normale, polyamide et Sephadex LH-20.
= chromatographie sur plaques préparatives (CCE)
= chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

Treize composés ont été ainsi isolés dont dix composés isolés de I’extrait n-BuOH et

‘ Extrait AcOEt 7 g I

trois de ’extrait AcOEt.

CLV de gel de silice greffé
Systéme d’élution MeOH/H20 (20/80 & 100/0)

CC (SiOy)
EP/CHCl,

CC (Si0,)
EP/CHCI;

Composé AM13
4 MO

Figure 111.3: Schéma de purification des produits de I’extrait AcOEt

Précipitation
dans MeOH

Composé AM12

de la plante Astragalus monspessulanus L.
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" Exrraif n-BulH 7 g il

J CLV de gel de zilice greffe
| | Systéme &"élution MeOHH:O (2050 3 100

CC polyamide
Toluenahi=0H

Figure I11.4: Schéma de purification des produits de ’extrait n-BuOH

de la plante Astragalus monspessulanus L.

111.4.3 Caracteérisation des produits obtenus a partir de I’extrait n-BuOH
Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
RMN 1D du proton et du carbone, RMN 2D conjuguant les expériences COSY H-H, HSQC

et HMBC, la spectrométrie de masse ESI-MS, en plus de la comparaison avec les données de

la littérature.
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111.4.3.1 Identification structurale du composé AM1

Quercétine 3-O-rutinoside (AM1)

Le compose AML1, visible en UV sous 254 nm, se présente sous forme d’une poudre
jaune soluble dans le méthanol. Sa coloration jaune apres révélation par une solution de

vanilline sulfurique et chauffage, oriente d’emblée vers un compose a structure flavonoidique.

Son spectre de masse ESI (Figure 111.5), enregistré en mode positif, montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 633,1 [M+Na]", correspondant a une masse moléculaire égale a

610 uma et une formule brute en C,7H30016.

Inle“rll}ss._ k//—|[M+NEi]+ PM=610 | NMO05896.d: +MS
55 633.1
2.04
1.5
1.0
0.5
170.8 360.3 L
DS S T I DR Y N 1 _10s7.4 |
200 400 600 800 1000 1200 miz

Figure 111.5: Spectre de masse ESI™ du composé AM1

Le spectre RMN *H (Figure I11.6) enregistré dans MeOD qui montre des signaux
caractéristiques de protons aromatiques résonant entre 6,20 et 7,70 ppm et osidiques entre 3,2
et 5,2 ppm, laissent suggérer que le composé est un flavonoide glycosylé. Il met aussi en
¢vidence la présence d’un groupement méthyle a travers un signal doublet a 611,12 (3H, d, J

= 6,2 Ha).

58

——
| —



Chapitre 111 Etude phytochimique de ’espéce Astragalus monspessulanus L.
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Figure 111.6: Spectre RMN *H du composé AM1

Le spectre RMN *H (Figure 111.7) présente :

v" deux signaux de deux protons aromatiques a 616,21 (1H, d, J = 2,1 Hz) et 6,40 (1H, d, J
= 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A d’un
flavonoide substitué en C-5 et C-7. Ceci est confirmé par expérience COSY H-H
(Figure 111.8).

v’ trois signaux déblindés résonant a 817,67 (1H, d, J = 2,1 Hz), 7,63 (1H, dd, J=8,5;2,1
Hz) et 6,87 (1H, d, J = 8,5 Hz), attribuables respectivement aux protons H-2', H-6' et H-

5' du cycle B disubstitué en positions 3' et 4' comme le montre également 1’expérience
COSY H-H (Figure 111.8).

b5l
badl
bAD
[T
6.21

R V W
}FII-If(}' HS e e
(]
| | i |
:',:'-.,-7 “-E,q-:iz:;:-ia2;;:;:;3:3;::2&33:;: :\f

as an a5 30 zs5 os PR

Figure 111.7: Spectre RMN *H du composé AM1
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Figure 111.8: Spectre COSY H-H du compose AM1

v plusieurs signaux de protons osidiques sortant dans lintervalle 3,25-3,85 ppm.
L’observation de deux signaux d’intégration 1H chacun a 644,52 (H-1", d, J = 1,5 Hz)
et 5,11 (H-1", d, J = 7,9 Hz) trés caractéristiques de protons anomeres de sucre, traduit
la présence de deux unités osidiques. En outre, la présence d’un groupement méthyle a
on 1,12 (d, J = 6,2 Hz) et la constante de couplage du premier proton anomeére cité (H-
1", d, J = 1,5 Hz) autorisent a avancer 1’hypothése qu’une des deux unités osidiques est
un rhamnose de configuration a.

A partir des protons cités précédemment, ’expérience héteronucléaire HSQC permet
d’identifier les carbones qui les portent (Figure I11.9). Ces derniers sont repérés a o¢ 100,1 (C-
6), 95,0 (C-8), 117,8 (C-2"), 123,7 (C-6"), 116,2 (C-5), 104,9 (C-1") et 102,6 (C-1").

Fre- HS | H1 H1
o o T

® HE/CE =

#H6/C6 -8

]
H1"/Cl"a H1*"C1™

o . .
& |H2t 2 HS'/CS

B Hs"/CoH"

T T T T R o L L L R P T Pl SETLNUAR
4
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T .0 as o LE 143 FI|pp=)

Figure 111.9: Spectre HSQC du composé AM1
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A T’issue de cette premiére analyse, il apparait que le composé AML1 est un flavonoide
disubstitué sur les cycles A et B. Il est aussi porteur de deux unités osidiques dont il reste a
identifier et confirmer leur nature ainsi que leur point de branchement sur ’aglycone qu’il

faut aussi identifier.

Identification de la partie aglycone

L’identification de la génine a un flavonol, plus précisément une quercétine glycosylée
en C-3, a €té établie sur la base de la valeur de déplacement chimique trés caractéristique du
carbone C-2 égale a 159,5 ppm, déduite par analyse HMBC qui montre clairement une
corrélation entre les protons H-2'/H-6' du cycle B et ce carbone.

L’analyse du spectre HMBC (Figure II1.10) permet de visualiser les corrélations entre :

v le proton H-5' (3n 6,88) du cycle B et trois carbones quaternaires résonant a oc 123,3,
146,0 et 149,9 attribuables respectivement aux carbones C-1', C-3' et C-4". Ces deux
derniers sont oxygénés.

v' les protons H-2' (84 7,67)/H-6' (31 7,63) et le carbone quaternaire oxygéné C-4' (dc
149,9).

v le proton H-8 (8n 6,40) et trois carbones quaternaires a 8¢ 105,8, 158,7 et 166,3
attribuables respectivement aux carbones C-10, C-9 et C-7. Ces deux derniers sont
0XYygenés.

v' e proton H-6 (8w 6,21) et deux carbones quaternaires oxygénés a 5c 163,2 et 166,3, ne
pouvant étre que C-5 et C-7.

Le spectre HMBC permet d’observer ¢galement les couplages H-6/C-8, H-5/C-3', H-
2'/C-6' et H-6'/C-2".

-— ] - l#i! '
« H6/C8 [
HB/C10+ » H6/C10 - N
H6'/C2;
H2 /O =H="/C1"
H2'/C3" ey ' i
H2",H6"/Cab 26 o

H2' He C2t HBG2: JHei6s

T T T T T T T T T T T T T T T
] . A ] FI |pp=]

Figure 111.10: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé AM1
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Le signal résonant a d¢c 135,7 attribuable au carbone C-3 est confirmé par HMBC du fait
de sa correélation longue distance avec le proton anomere (81 5,11) d’une unité osidique. Le

signal apparaissant a 179,6 ppm est attribué au carbone du carbonyle (C-4).

Toutes ces données spectrales permettent d’identifier 1’aglycone comme étant 1a

quercétine glycosylée en C-3 [218].

Identification de la partie osidique

L’analyse RMN !H a montré I’existence de deux unités osidiques par ’observation de
deux signaux de protons anomeéres a 6n 5,11 (d, J = 7,9 Hz, H-1") et 61 4,52 (d, J = 1,5 Hz, H-
1™). Les carbones anomeres sont repéres a oc 104,9 (C-1") et 102,6 (C-1") sur le spectre

HSQC (Figure 111.11).

H1"™ HI'™

L)
[ H1*"/C1™™
H1*/C1"™

ma

T
18

T T T B e T T T ot e e T = Bk T

L e e e e L B m e e e e e e e S LA BN R e S m e m e
7.4 o as LT ] L 1.9 FZ [ppmn]

Figure 111.11: Spectre HSQC montrant les protons et carbones anomeéres

A partir du proton anomére nommé H-1" (61 5,11), ’analyse du spectre COSY H-H
(Figure 111.12) permet d’identifier un systéme de spins a sept protons d’un hexose, a travers
les couplages H-1"/H-2" (6w 3,46, t, J = 7,9 Hz, H-2"), H-2"/H-3" (6K 3,41, t, J = 7,9 Hz, H-
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3"), H-3"/H-4" (dn 3,25, dd, 9,3/7,9), H-4"/H-5" (& 3,30, ddd, 9,3/4,7/1,9), H-5"/H-6" (dn
3,81,dd,J=11,0; 4,7 Hz, H-6"a / 6n 3,37, dd, J = 11,0 ; 1,9 Hz, H-6"b). Toutes ces données

permettent d’identifier cet hexose a un B-D-glucose (Ji-> = 7,9 Hz).

- H3"
Hl o+ H6"d | H4"
) Hs"

H6"a

T
32

3.

v T v T
“o " " " M 2o

Figure 111.12: Spectre COSY H-H du g-D-glucose

A partir du deuxieme proton anomére H-1" (6+4,52), le spectre COSY H-H (Figure
[11.13) montre un systeme de spins a huit protons d’un rhamnose au vu des couplages H-
1"/H-2" [6n 3,63 (dd, J = 3,4; 1,5 Hz)], H-2"/H-3" [on 3,53 (dd, J = 9,2; 3,4 Hz)], H-3"/H-
4" [0n 3,28 (t, J = 9,2 Hz)], H-4"/H-5" [6n 3,44 (m)] et H-5"/H3-6™ [on 1,12 (d, J = 6,2 Hz)].

e e BS | B

T
1E e

Figure 111.13: Spectre COSY H-H du a-L-rhamnose
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L’expérience HSQC (Figure 111.14) a permis d’assigner les déplacements chimiques de

tous les carbones des deux unites osidiques.

H6""a H2'v H3 g2t HEh e
. H3+  HS" e
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Figure 111.14: Spectre HSQC de la partie osidique du composé AM1

Les sites de fixation des deux oses ont été confirmés par expérience HMBC (Figure

[11.15) qui montre les corrélations entre :
v le proton anomere H-1" (8w 5,11) du glucose et le carbone C-3 (135,8 ppm) de la
génine.
v le proton anomére H-1"(8n 4,52) du rhamnose et le carbone C-6" (68,7 ppm) du

glucose.
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Figure 111.15: Spectre HMBC montrant le branchement des sucres (composé AM1)
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Toute cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambigiiité pour ce flavonoide, la

structure suivante : quercétine 3-O-(6-a-L-rhamnopyranosyl)--D-glucopyranoside.

Ce composé est connu sous le nomde rutine (quercétine-3-O-rutinoside).

HO o

OH (8]

o /-

HO

OH

O~-£ OH

OH

OH

Il a été

rencontré dans les plantes du genre Astragalus comme A. corniculatus Quim [84], A.

monspessulanus L. poussant en Bulgarie [221] et A. hamosus [222].

Les deplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau 111.1.

Tableau I11.1: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé AM1 dans MeOD

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

2 159,5 /

3 135,8 /

4 179,6 /

5 163,2 /

6 100,1 6,21 (d, 2,1)

7 166,3 /

8 95,0 6,40 (d, 2,1)

9 158,7 /

10 105,8 /

iy 123,3 /

2' 117,8 7,67 (d, 2,1)

3 146,0 /

4' 149,9 /

5' 116,2 6,88 (d, 8,5)

6' 123,7 7,63 (dd, 8,5/2,1)

1" 104,9 5,11 (d, 7,9)

2" 75,9 3,46 (t, 7,9)

3" 78,3 3,41(t,7,9)

4" 71,5 3,25 (dd, 9,3/7,9)

5" 77,4 3,30 (ddd, 9,3/4,7/1,9)

6" 68,7 3,81 (dd, 11,0/ 4,7)
3,37 (dd, 11,0/ 1,9)

(Rl 102,6 4,52 (d, 1,5)

2' 72,3 3,63 (dd, 3,4/1,5)
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3 72,4 3,53(dd, 9,2/ 3,4)
4 74,1 3,28 (t, 9,2)
5 69,9 3,44 (m)

6" 18,0 1,12 (d, 6,2)

111.4.3.2 Identification structurale du composé AM2

Querceétine 3-0-(2,6-a-L-dirhamnopyranosyl)-g-D-glucopyranoside (AM2)

Le composé AM2, visible en UV (254 nm), se présente sous forme d’aiguilles de
couleur jaune pale. 1l est soluble dans le méthanol. La tache jaune qu’elle présente en CCM,
apres révélation par une solution de vanilline sulfurique et chauffage, oriente également vers

un composé a structure flavonoidique.

Le spectre de masse ESI® (Figure I11.16) du composé AM2 montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 779,3 [M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 756 uma

correspondant a une formule brute en Cz3Ha002.

Intens.] NMO05917.d: +MS
x105 T

% 1103 <——[M+Na]* PM=756 |
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Figure 111.16: Spectre de masse ESI* du composé AM?2

Les spectres RMN *H et COSY H-H (Figures 111.17 et 111.18) enregistrés dans MeOD
montrent beaucoup de similitudes avec celui du composé AM1, notamment au niveau de

I’aglycone (quercétine). En effet, on identifie aisément les protons :
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v H-6 et H-8 repérés respectivement a 6,19 (1H, d, J = 2,1 Hz) et 6,37 (1H, d, J = 2,1 Hz).
v' H-2', H-6" et H-5' sortant respectivement a 7,62 (1H, d, J = 2,1 Hz), 4 7,60 (1H, dd, J =
8,1;2,1Hz)et6,87 (1H, d, J = 8,1 Hz).

Le spectre RMN H (Figure 111.17) met aussi en évidence la présence de deux
groupements méthyles a travers deux signaux doublets a 6 1,00 (3H, d, J = 5,6 Hz) et 61 1,08
(3H, d, J = 5,9 Hz).
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Figure 111.18: Spectre COSY H-H du composé AM?2
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Par ailleurs, 1’observation de plusieurs signaux dans I’intervalle 3,22-4,10 ppm ainsi que
trois signaux d’intégration 1H chacun a 64 4,50 (H-1"", d, J = 1,6 Hz), 5,22 (H-1",d, J =1,6
Hz) et 5,59 (H-1", d, J = 7,8 Hz) caractéristiques de protons anomeres, établit la présence de
trois unités osidiques. La valeur de constante de couplage des deux premiers protons (d, J =
1,6 Hz) et la présence de deux groupements méthyles (d, J = 5,9 Hz) observés sur le spectre
RMN H autorisent clairement a suggérer que deux unités osidiques sont des

rhamnopyranoses de configuration a.

A partir des protons cités précédemment, I’expérience héteronucléaire HSQC permet
d’identifier les carbones qui les portent (Figure 111.19). Ces derniers sont repérés a d¢c 99,9 (C-
6), 94,8 (C-8), 117,5 (C-2), 123,7 (C-6"), 116,2 (C-5), 100,6 (C-1"), 102,8 (C-1"), 102,4 (C-
1), 17,6 (C-6™) et 17,9 (C-6"").

fat Hs H8HO g, L gy e e || HS
II 1 _l | 11 ol A L
' HG"/ Cg™" _E
— - -z
-E Hﬁ.....lrcﬁ.... _I.I.
— - -
= "% ey
I - |
! HBIIrCB Hl l-l .llrc 1 amm |
-! Hﬁllréﬁ v « {10 -2
! H6Y/CO's svies HI™/CL™ i
H2'/ (2"
-3
H H H 2 F2ppen]

Figure 111.19: Spectre HSQC du composé AM2

Identification de la partie aglycone

L’identification de la génine a une quercétine glycosylée en C-3, a été confirmé sur la
base de la valeur de déplacement chimique trés caractéristique du carbone C-2 égale a 159,1
ppm, déduite par analyse HMBC qui montre clairement une corrélation entre les protons H-

2'/H-6' du cycle B et ce carbone.

L’analyse du spectre HMBC (Figure 111.20) permet de retrouver toutes les corrélations

observées pour le composé AML.
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Figure 111.20: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé AM?2

Le signal résonant a dc 134,6 attribuable au carbone C-3 est confirmé du fait de sa
correlation longue distance avec le proton anomere H-1" (81 5,59) d’une unité osidique. Le

signal apparaissant a 179,5 ppm est attribué au carbone du carbonyle (C-4).

Toutes ces données spectrales ainsi que la comparaison avec celles de la littérature [223]
permettent d’identifier I’aglycone comme étant la quercétine porteuse d’au moins une unité

osidique en C-3.

Identification de la partie osidique

L’analyse RMN !H a montré ’existence de trois unités osidiques par 1’observation de
trois signaux de protons anomeéres a o1 5,59 (d, J = 7,8 Hz, H-1"), 5,22 (d, J = 1,6 Hz, H-1")
et 4,50 (d, J = 1,6 Hz, H-1""). Leurs carbones sont repérés a 6c 100,6 (C-1"), 102,8 (C-1") et
102,4 (C-1"") sur le spectre HSQC (Figure 111.21).
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Figure 111.21: Spectre HSQC montrant les protons et carbones anomeres (AM2)

A partir du proton anomére nommé H-1" (én 5,59), I’analyse du spectre COSY H-H
(Figure 111.22) permet d’identifier un systéme de spins a sept protons d’un hexose, et cela a
travers les couplages H-1"/H-2" (61 3,63, dd, J =8,8 ; 7,8 Hz,), H-2"/H-3" (6n 3,54, t, J = 8,8
Hz,), H-3"/H-4" (dn 3,28, m), H-4"/H-5" (6w 3,33, m), H-5"/H-6" (on 3,38, m, H-6"a / 6n 3,83,
dd, J=11,5; 1,6 Hz, H-6"b). Ces données permettent d’identifier un -D-glucose (Jr-> = 7,8
Hz).

R o o e LA T e o o o ¢
T T 4 32 Pligpm|

“

4
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Figure 111.22: Spectre COSY H-H du g-D-glucose (AM2)

A partir du deuxieme proton anomére H-1" (61 5,22), la méme analyse (Figure 111.23)
montre un systéme de spins a huit protons d’un rhamnose au vu des couplages H-1"/H-2"" [dK
4,01 (dd, J = 3,8; 1,6 Hz)], H-2"/H-3" [6n 3,81 (dd, J = 9,8; 3,8 Hz)], H-3"/H-4" [dK 3,32
(m)], H-4"/H-5"" [6n 3,43 (m)] et H-5"/H3-6" [6n 1,00 (d, J = 5,6 Hz)]. La valeur de la
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Figure 111.23: Spectre COSY H-H du a-L-rhamnose (AM2)

Partant du troisieme proton anomére H-1"" (u 4,50), on identifie un autre
rhamnopyranose au vu des couplages H-1""/H-2"" [64 3,58 (dd, J = 3,4; 1,6 Hz)], H-2""/H-
3" [on 3,50 (dd, J = 9,4; 3,4 Hz)], H-3""/H-4"" [6n 3,24 (t, J = 9,4 Hz)], H-4"'/H-5"" [on 4,07
(m)] et H-5""/H3-6"" [6n 1,08 (d, J = 5,9 Hz)]. La valeur de la constante de couplage Ji«p»=

1,6 Hz indique qu’il s’agit d’un a-L-rhamnose.
HI™ H"" HE"™

= 2 -
L y HI*/H2"™

Figure 111.24: Spectre COSY H-H du a-L-rhamnose

L’expérience HSQC (Figure 111.25) a permis d’assigner les déplacements chimiques de

tous les carbones des trois unités osidiques.

71

——
| —



Chapitre 111 Etude phytochimique de ’espéce Astragalus monspessulanus L.

F1 |ggpm|

H6"2/C6"a () OHE "B/ CE™D i

H5'"/C5"" vt EPHSTICS T [ -
o H2""/C2 o i
H2rc2 o -] Y- s @B HA"/CA

H3'".“:3"' Hsllllllrcsllllo ‘Hd-llllllfcdllll
H4 /4

©-ns"/cs"

H2"/C3" I
ﬁﬂgmz" -

T T . r T T T T T T T T T T
40 1.5 3.0 FZ [ppm]

Figure 111.25: Spectre HSQC de la partie osidique du composé AM?2

La séquence et les sites de fixation des trois oses ont été déterminés par expérience
HMBC (Figure 111.26) qui illustre la nature monodesmosidique du composé, et cela a travers

les corrélations entre :

v" le proton anomere H-1" (8n 5,59) du glucose et le carbone C-3 (134,6 ppm) de la
génine.
v le proton anomere H-1" (8n 5,22) du rhamnose et le carbone C-2" (80,2 ppm) du

glucose.
v le proton anomere H-1"" (8u 4,50) du rhamnose et le carbone C-6" (68,4 ppm) du

glucose.
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Figure 111.26: Spectre HMBC montrant le branchement des sucres (Composé AM2)
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Toute cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambigiiité pour ce flavonoide, la

structure suivante : quercétine 3-O-(2, 6-a-L-dirhamnopyranosyl)-$-D-glucopyranoside.

HO
OH

Ce composé connu sous le nom de Manghasline a été reporté précédemment dans les
especes Ribes rubrum (Grossulariaceae) [223], Glycine max (Fabaceae) [224] et
originellement de Cerbera manghas (Apocynaceae) [225]. Il est identifié pour la premiere

fois dans le genre Astragalus.

Les deplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau I11.2.

Tableau I11.2: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé AM2 dans MeOD

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))
2 159,1 /
3 134,6 /
4 179,5 /
5 163,3 /
6 99,9 6,19 (d, 2,1)
7 165,8 /
8 94,8 6,37 (d, 2,1)
9 158,6 /
10 106,1 /
iy 123,6 /
2' 1175 7,62 (d, 2,1)
3 146,1 /
4' 149,7 /
5' 116,2 6,87 (d, 8,1)
6' 123,7 7,60 (dd, 8,1/2,1)
1" 100,6 5,59 (d, 7,8)
2" 80,2 3,63 (dd, 8,8/7,8)
3" 79,1 3,54 (t, 8,8)
4" 72.0 3,28 (m)
5" 773 3,33 (m)
6" 68,4 3,38 (m)
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3,83 (dd, 11,5/ 1,6)

1 102,8 5,22 (d, 1,6)
2™ 72,4 4,01 (dd, 3,8/1,6)
3™ 72,3 3,81 (dd, 9,8/3,8)
4 74,2 3,32 (m)

5" 70,1 3,43 (m)

6" 17,6 1,00 (d, 5,6)
[ 102,4 4,50 (d, 1,6)
2" 72,5 3,58 (dd, 3,4/1,6)
3 72,4 3,50 (dd, 9,4/ 3,4)
A 74,0 3,24 (t,9,4)
5 69,9 4,07 (m)

6" 17,9 1,08 (d, 5,9)

111.4.3.3 Identification structurale du composé AM3

(013

Kaempférol 3-O-rutinoside (AM3)

Le composé AM3, visible en UV (254 nm), se présente sous forme d’une poudre
blanche soluble dans le méthanol. Sa coloration jaune, apres révélation par une solution de

vanilline sulfurique et chauffage, traduit la nature flavonoidique du composé.

Le spectre de masse ESI (Figure 111.27) de ce compose, enregistré en mode négatif,
montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 592,9 [M-H]", correspondant a une masse

moléculaire de 594 uma et une formule brute en C27H30015.

Intens. CLODDZS4 d: -MS
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Figure 111.27: Spectre de masse ESI- du composé AM3

74

——
| —



Chapitre I11

Etude phytochimique de ’espéce Astragalus monspessulanus L.

Le spectre RMN *H (Figures 111.28) du composé AM3 enregistré dans MeOD montre

des signaux de protons aromatiques résonant entre 6,1 et 8,1 ppm et osidiques entre 3,1 et 5,2

ppm, trés caractéristiques d’un flavonoide glycosylé. Ce spectre met aussi en évidence la

présence d’un groupement méthyle a travers un signal doublet a 611,12 (3H, d, J = 6,2 Hz).

A

N

N N NVP

Protons aromatiques

N

23 8.8 a8

75 T8 a8 o Fem

h_'-.:.-.-_.‘-.‘.--.-:‘:.--:‘-‘-. |_ F_‘ __' |\&V
Protons

Protons osidiques

aliphatigqnes

Figure 111.28: Spectre RMN *H des composés AM3

Le spectre RMN *H (Figure 111.29) du composé AM3 présente :
» deux signaux a én 6,21 (1H, d, J = 2,0 Hz) et 61 6,40 (1H, d, J = 2,0 Hz) attribuables

respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonoide substitué en positions

5et7.

» deux signaux déblindés s’intégrant pour deux protons chacun sous forme de deux
doublets résonant a on 8,07 (2H, d, J = 7,9 Hz) et 6,89 (2H, d, J = 7,9 Hz), attribuables
aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' du cycle B parasubstitué.

£ o ey =t kel T ]
oY Mo oz T [
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Figure 111.29: Spectre RMN *H du composé AM3
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Ces attributions confirmées par analyse COSY H-H (Figure 111.30) suggérent que le

composé AM3 est un flavonol mais de type kaempférol.

Kaempférol

i Hi
Hi' '

T
1R

] P & Hi/H
H2,HOHD,EE O}

T r
L8] " ‘e ra "E " [T} (8] 3 |ppem]

Figure 111.30: Spectre COSY H-H du composé AM3

L’observation de plusieurs signaux dans l’intervalle 2,58-3,82 ppm ainsi que deux
signaux d’intégration 1H chacun a 614,51 (d, J = 1,4 Hz) et 5,12 (d, J = 7,6 Hz), établit la
présence de deux unités osidiques. La présence d’un groupement méthyle (d, J = 6,4 Hz)
observé sur le spectre RMN *H et la constante de couplage du premier proton anomére (d, J =

1,4 Hz) suggerent clairement qu’une des deux unités osidiques est un rhamnopyranose.
A partir des protons identifiés précédemment, I’expérience héteronucléaire HSQC

permet d’identifier les carbones qui les portent (Figure 111.31). Ils sont repérés a 6¢ 100,3 (C-
6), 95,1 (C-8), 132,6 (C-2', C-6'), 116,3 (C-3', C-5), 104,8 (C-1") et 102,6 (C-1").
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Figure 111.31: Spectre HSQC du composé AM3

A Tissue de cette premiére analyse, il apparait que le composé AM3, comme les
composes décrits plus haut, est un flavonol de type kaempférol porteur de deux unités
osidiques dont il reste a identifier et confirmer leur nature ainsi que leur point de branchement

sur ’aglycone qui est aussi a identifier.

Identification de la partie aglycone

L’identification de la génine a un flavonol, plus précisément un kaempférol glycosylé
en C-3, a été confirmée sur la base de la valeur de deplacement chimique trés caracteristique
du carbone C-2 égale a 159,7 ppm, deduite par analyse HMBC (Figure 111.32) qui montre
clairement une corrélation entre les protons H-2'/H-6' du cycle B et ce carbone. Elle montre

aussi les corrélations entre :

e les protons H-3'/H-5' du cycle B et deux carbones quaternaires résonant a dc 122,9 et
161,6 attribuables respectivement aux carbones C-1' et C-4’ oxygéné.

e les protons H-2'/H-6' et le carbone quaternaire C-4"'.

e le proton H-8 (6w 6,40) et deux carbones quaternaires a 6c 105,7 et 158,8 attribuables
respectivement aux carbones C-10 et C-9 oxygéne.

e le proton H-6 (31 6,15) et deux carbones quaternaires oxygénés a 5c 163,0 et 166,0, ne

pouvant étre que C-5 et C-7.

Le méme spectre (Figure 111.32) permet de visualiser également les corrélations longue
distance H-6/C-8, H-3'/C-5', H-5'/C-3', H-2'/C-6' et H-6'/C-2".
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Figure 111.32: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé AM3

Le signal du carbone résonant a ¢ 135,7 est attribuable au carbone C-3 de la génine. La
valeur de déplacement chimique de ce carbone confirme la glycosylation en cette

position [219]. Le signal apparaissant a 179,6 ppm est attribué au carbone du carbonyle (C-4).

Identification de la partie osidique

Cette identification est évidemment effectuée au moyen de I’expérience COSY H-H.
Partant du premier proton anomére nommé H-1" [6n 5,12 (d, J = 7,6 Hz)], un systeme de
spins a sept protons d’un hexose est visualisé a travers les corrélations (Figure 111.33) : H-
1"/H-2" [6n 3,43 (m)], H-2"/H-3" [on 3,42 (m)], H-3"/H-4" [6n 3,25 (m)], H-4"/H-5" [dn 3,34
(m)] et H-5"/H2-6" [on 3,38 (m, H- 6"a) / 61 3,80 (dd, J = 11,6 ; 1,8 Hz, H-6"b)].

Ces données sont typiques d’un glucopyranose de configuration p (Jiw2= 7,6 Hz).
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Figure 111.33: Spectre COSY H-H identifiant le #-D-glucose (AM3)
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Partant du second proton anomere H-1" [on 4,51 (d, J = 1,4 HZz)], on identifie sur le
spectre COSY H-H (Figures 111.34 et 111.35) un autre systéme de spins a huit protons d’un
déoxyhexose, et cela a travers les couplages H-1"/H-2" (3w 3,63, dd, J = 3,2; 1,5 Hz), H-
2"[H-3" (81 3,53, dd, J = 9,5; 3,2 Hz), H-3"/H-4" (8n 3,29, t, J = 9,5 Hz), H-4"/H-5" (31 3,46,
dg, J =9,5; 6,4 Hz) et enfin H-5"/ CH3-6" (611,12, d, J = 6,4 Hz). Cette derniére corrélation
en plus de la valeur de la constante de couplage Ji~ 2~ = 1,4 Hz permettent d’identifier un a-L-

rhamnose.
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Figure 111.34: Spectre COSY H-H identifiant le a-L-rhamnose (AM3)
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Figure 111.35: Spectre COSY H-H identifiant le a-L-rhamnose (AM3)
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Les carbones de ces deux unités osidiques ont été caractérisés par expérience HSQC
(Figure 111.36).

= -y r -
Hb aILH3-- . Hd'.ﬂd-"

' -
H6"a/Cb"a | |
HE/c5~@ Lo
g H:-l’lcz-l. ‘ aH‘d'“J’C‘:'" I
H3=yC3=" °H4-.;»C4-. "
e
e LT Sl |
: H2"/C2") S
H3I"/C3" )
-2
._Ij T T T T ‘_I‘ T T T r ’l,‘ T T r + ;q T — r :,‘ r ;:,h;_"‘,

Figure 111.36: Spectre HSQC de la partie osidique du composé AM3

Les corrélations HMBC H-1" (rhamnose)/C-6" (glucose) et H-1" (glucose)/C-3 (génine)
(Figure 111.37), montrent que ces deux unités osidiques forment en C-3 I’enchainement [a-L-

rhamnopyranosyl-(1-6)-4-D-glucopyranoside].
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Figure 111.37: Spectre HMBC mettant en évidence la séquence des sucres (AM3)

Ainsi, a la lumiere de toutes ces données spectroscopiques, le composé AM3 est

identifié sans ambiguité au kaempférol 3-O-(6- a-L-rhamnopyranosyl)- 5-D-glucopyranoside.
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Ce composé, appelé aussi kaempférol 3-O-rutinoside ou nicotiflorine, a été isolé
antérieurement de I’espéce A. cruciatus Link. [83], A. icmadophilus Hand.-Mazz. [226], A.
verrucosus Moris [23], A. dasyanthus Pall. [227] et A. corniculatus Bieb. [228].

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau I11.3.

Tableau 111.3: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé AM3 dans CD30OD

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

2 159,7 /

3 135,7 /

4 179,6 /

5 163,0 /

6 100,3 6,21 (d, 2,0)

7 166,0 /

8 95,1 6,40 (d, 2,0)

9 158,8 /

10 105,7 /

iy 1229 /

2' 132,6 8,06 (d, 7,9)

3 116,3 6,89 (d, 7,9)

4' 161,6 /

5' 116,3 6,89 (d, 7,9)

6' 132,6 8,06 (d, 7,9)

1" 104,8 5,12 (d, 7,6)

2" 75,9 3,43 (m)

3" 78,3 3,42 (m)

4" 71,6 3,25 (m)

5" 77,4 3,34 (m)

6" 68,7 3,80 (dd, 11,6/ 1,8)
3,38 (m)

(R 102,6 4,51 (d, 1,4)

2 72,2 3,63 (dd, 3,2/ 1,4)

3 72,4 3,53 (dd, 9,5/3,2)

4 74,0 3,29 (t, 9,5)

5 69,9 3,46 (dg, 9,5/ 6.4)

6 18,1 1,12 (d, 6,4)
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111.4.3.4 Identification structurale du composé AM4

kaempférol 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-g-D-glucopyranoside (AM4)

Ce composé, visible également en UV (254 nm), est obtenu sous forme d’une poudre
jaune soluble dans le méthanol. La coloration jaune apres révélation par une solution de

vanilline sulfurique et chauffage laisse supposer aussi qu’il s’agit d’un flavonoide

Le spectre de masse ESI (Figure 111.38) de ce composé, enregistré en mode positif,
montre comme pour le composé AM3, un pic d’ion pseudomoléculaire & m/z = 617 [M+Na]",

correspondant a une masse moléculaire de 594 uma et une formule brute en C27H30O1s.

Intens :
105 Z,_|[M+Na]* PM=594 | NMDDS910.d: M3
6171

4

3:

21

365.1
! |
I}- boae - Jl L. 4?3? ..55.;4..'5. ..:I I'.- 1?5‘-1?- Eﬁ.l?_u:gzz 5; r v
200 400 500 500 1000 1200 1400 miz

Figure 111.38: Spectre de masse ESI* du composé AM4

L’analyse conjointe des spectres RMN 'H, DEPTQ, COSY H-H, HSQC et HMBC
indiquent clairement que le composé AM4, de la masse moléculaire égale a celle du composé
AM3, est un kaempférol porteur en C-3 de deux unités osidiques, constituées d’un rhamnose
et d’un glucose. On reconnait aisément sur le spectre proton (Figure 111.39) les signaux

correspondant aux protons :

v' H-2'/H-6' résonant a 61 8,04 (2H, d, J = 9,1 Hz), H-3'/H-5"a 616,88 (2H, d, J = 9,1 H2),
H-6 et H-8 a 6n 6,15 (1H, sl) et dn 6,34 (1H, sl) respectivement, d’une génine

kaempférol.
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v' H-1" et H-1" résonant a & 5,73 (d, J = 7,7 Hz) et 5,23 (d, J = 1,6 Hz) correspondant
respectivement aux protons anomeres du f-D-glucose et a-L-rhamnose. La nature de
ces deux unités osidiques ainsi que leur site de branchement sur la génine ont été
confirmés par les expériences COSY H-H (Figure 111.41) et HMBC (Figure 111.45).

o oo - - = = e ™o
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I [ |
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&0 7.5 70 &5 5.0 5.5 ppm

Figure 111.39: Spectre RMN *H du composé AM4
Le spectre RMN DEPTQ (Figure 111.40) met en évidence les signaux attribuables aux
carbones de la partie aglycone : CH aromatiques a 132,2 (C-2/C-6"), 116,3 (C-3'/C-5"), 101,0
(C-6) et 94,6 ppm (C-8).
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Figure 111.40: Spectre RMN DEPTQ du composé AM4

Identification de la partie osidique

L’identification de la chaine osidique est établie au moyen de I’expérience COSY H-H.
Partant du premier proton anomere H-1" [dn 5,73 (d, J = 7,7 HZz)], un systeme de spins a sept
protons d’un hexose est visualisé a travers les corrélations (Figure 111.41) H-1"/H-2" [61 3,61

(dd, J = 9,1; 7,7 Hz)], H-2"/H-3" [8 3,55 (t, = 9,1 Hz)], H-3"/H-4" [ 3,28 (t, J = 9,1 Hz)],
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H-4"/H-5" [on 3,20 (ddd, 9,1; 6,2 ; 2,2 Hz)], H-5"/H2-6" [6n 3,50 (dd, J = 12,0 ; 6,2 Hz, H-
6"a)/ 61 3,72 (dd, J = 12,0 ; 2,2 Hz, H- 6"b)]. Les grandes valeurs de constante de couplage

indiquent clairement que 1’hexose est un glucose de configuration B (Ji2"= 7,7 Hz).

HY" H4"
H2' Herdi2" | HED H5"

Figure 111.41: Spectre COSY H-H identifiant le g-D-glucose

Partant du deuxiéme proton anomere H-1" [on 5,23 (d, J = 1,6 Hz)], il est aisement

détectable sur le spectre COSY H-H (Figures 111.42 et 111.43) un systéme de spins a huit

protons d’un déoxyhexose, et cela a travers les couplages H-1"/H-2"" (61 3,99, dd, J = 3,4 ;
1,6 Hz), H-2"/H-3" (dn 3,77, dd, J = 9,2 ; 3,4 Hz), H-3"/ H-4" (6n 3,33, t, J = 9,2 Hz), H-
4"[H-5" (8w 4,02, dg, 9,2; 6,4 Hz) et enfin H-5"/CH3-6" (dn 0,95, d, J = 6,4 Hz). Cette

derniére corrélation en plus de la valeur de la constante de couplage Ji~2+= 1,5 Hz permettent

d’identifier un a-L-rhamnose.
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Figure 111.42: Spectre COSY H-H identifiant le a-L-rhamnose (AM4)
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Figure 111.43: Spectre COSY H-H identifiant le a-L-rhamnose (AM4)

Les carbones de ces deux unités osidiques ont eté assignés par expérience HSQC
(Figure 111.44).
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Figure 111.44: Spectre HSQC de la partie osidique du composé AM4

La différence notable entre le composé AM4 et AM3 consiste en I’apparition sur le
spectre HMBC (Figure 111.45), d’un couplage longue distance entre le signal du proton
anomere H-1" du rhamnose a 615,23 ppm (1H, t, J = 1,6 Hz) et le signal du carbone C-4" du
glucose repéré a 6c 71,9 ppm, mettant en évidence I’enchainement [a-L-rhamnopyranosyl-(1-

4)-p-D-glucopyranoside].
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Figure 111.45: Spectre HMBC mettant en évidence la séquence des sucres (AM4)

Les corrélations HMBC H-1" (rhamnose)/C-4" (glucose) et H-1" (glucose)/C-3
(génine), montrent que ces deux unités osidiques forment en C-3 P’enchainement [a-L-
rhamnopyranosyl-(1-4)-4-D-glucopyranoside].

Toutes ces données spectrocopiques permettent d’identifier le compose AM4 au

kaempférol 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-f-D-glucopyranoside.

Ce composé a éte isole antérieurement des especes Oxandra sessiliflora (Annonaceae)
[218] et Accacia pennata (Mimosaceae). Il est doté d’une activité inhibitrice du COX-1 [229].
Il est décrit pour la premiére fois dans le genre Astragalus.

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau 111.4 ci-dessous.
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Tableau I11.4: Déplacements chimiques RMN tH (500 MHz) et 13C (125 MHz) du

composé AM4 dans MeOD
Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (H2))

2 158,5 /

3 134,4 /

4 179,4 /

5 163,2 /

6 101,0 6,15 (sl)

7 165,6 /

8 94,6 6,34 (sl)

9 158,4 /

10 105,9 /

1 123,1 /

2' 132,2 8,04 (d, 9,1)

3" 116,3 6,88 (d, 9,1)

4 161,6 /

5" 116,3 6,88 (d, 9,1)

6" 132,2 8,04 (d, 9,1)

1" 100,3 5,73 (d, 7,7)

2" 80,3 3,61(dd, 9,1/7,7)
3" 79,2 3,55 (t, 9,1)

4" 71,9 3,28 (t,9,1)

5" 78,6 3,20 (ddd, 9,1/6,2/2,2)
6" 62,8 3,50 (dd, 12,0/ 6,2)

3,72 (dd, 12,0/ 2,2)

A 102,8 5,23 (d, 1,6)
2" 72,6 3,99 (dd, 3,4/ 1,6)
3™ 72,4 3,77 (dd, 9,2/3,4)
4 74,2 3,33(t,9,2)
5 70,1 4,02 (dg, 9,2/ 6,4)
6" 17,7 0,95 (d, 6,4)

111.4.3.5 Identification structurale du composé AM5

OCHj4

Isorhamnétine 3-O-(4-O-a-L-rhamnopyranosyl)-g-D-glucopyranoside (AM5)
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Le composé AM5, visible en UV (254 nm), se présente sous forme d’une poudre jaune
soluble dans le méthanol. Sa coloration jaune, aprés révélation par une solution de vanilline

sulfurique et chauffage, oriente vers un compose a structure flavonoidique.

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.46) de ce composé, enregistré en mode positif,
montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 647 [M+Na]", soit une masse moléculaire

égale a 624 uma correspondant a une formule brute en C2gH32016.

Intens. CLO0D299 d: +MS

x106

6 B47.0 [[M+Na]*t PM= 624

5208
i :24&':!. m e b “_hfﬁf.a Lead 9215'?9&?'5 113.5'2 131-3'0

200 400 600 80O 1000 1200 1400 miz

Figure 111.46: Spectre de masse ESI* du composé AM5

Son spectre RMN *H (Figures 111.47) enregistré dans MeOD montre des signaux de
protons aromatiques reésonant entre 6,19 et 8,0 ppm, et osidiques entre 3,10 et 5,30 ppm,
suggerant que le composé AM5 est un flavonoide glycosylé. Ce spectre met aussi en évidence

la présence de protons aliphatiques repérés a 1,09 ppm.

pppppppppppppppppp

L P11

55 Bpm

Protons
aliphatiques

T T T T T
4.5 4.0 as am 2.5

Figure 111.47: Spectre RMN *H du composé AM5
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Le spectre RMN *H (Figure 111.48) du composé AM5 présente :

v’ deux signaux a éu 6,20 (1H, d, J = 2,1 Hz) et dn 6,42 (1H, d, J = 2,1 Hz) attribuables
respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A d’un flavonoide substitué¢ en
positions 5 et 7. Ceci est confirmé par expérience COSY H-H (Figure 111.49).

v’ trois signaux déblindés résonant a 84 7,95 (1H, d, J = 2,1 Hz), 8n 7,64 (1H, dd, J = 8,6;
2,1 Hz) et 6,92 (1H, d, J = 8,6 Hz), attribuables respectivement aux protons H-2', H-6' et
H-5' du cycle B disubstitué en positions 3' et 4' comme le montre ’expérience COSY H-
H (Figure 111.49).

v un signal résonant a 8w 3,95 (3H, s) attribuable aux protons d’un groupement méthoxyle.

NI NV NP Vo

a5 a0 s e 25 z2e 15 .0 os PR

i
-'l
5 1 85 F1 [spea]
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a5 a.9 TS5 T as F2 [ppm]

Figure 111.49: Spectre COSY H-H du composé AM5
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» plusieurs signaux dans I’intervalle 3,10-3,85 ppm ainsi que deux signaux d’intégration
1H chacun a én 4,52 (d, J = 1,5 Hz) et 5,25 (d, J = 7,3 Hz), établissant la présence de
deux unités osidiques. La présence d’un groupement méthyle a 611,09 (d, J = 6,2 Hz)
observé sur le spectre RMN *H et la constante de couplage du premier proton anomeére a
o1 4,52 (d, J = 1,5 Hz) suggere qu’une des deux unités osidiques est un rhamnose de

configuration o.

A partir des protons cités précédemment, 1’expérience héteronucléaire HSQC (Figure
[11.50) permet d’identifier les carbones qui les portent. Ces derniers sont repérés a dc 100,5
(C-6), 95,4 (C-8), 115,1 (C-2), 1245 (C-6), 116,7 (C-5'), 104,9 (C-1"), 103,1 (C-1™) et 57,3
(OCH).

H-6
— » =
OCHI/OCH3
e o2
H-8/C-8 T ey s
H7r Ho s 4 100 i [ -
H-5'C-5"
H-6"C-6"
; -3
T T S T

Figure 111.50: Spectre HSQC du composé AM5

A T’issue de cette premiere analyse, il apparait que le composé AMS5 est un flavonoide
disubstitué sur les deux cycles A et B. Il est aussi porteur de deux unités osidiques dont une

est probablement un rhamnopyranose.

Identification de la partie aglycone

L’identification de la génine & un flavonol de type isorhamnétine glycosylé en C-3, est
déduite de la valeur de déplacement chimique trés caractéristique du carbone C-2 égale a
159,0 ppm. Ce dernier est identifié par analyse HMBC (Figure 111.51) suite a sa corrélation
avec le proton H-2' du cycle B de I’aglycone et ce carbone.

L’analyse du spectre HMBC (Figure I11.51) permet aussi de visualiser les corrélations

entre:
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> le proton H-5' (3K 6,92) du cycle B et trois carbones quaternaires résonant a éc 123,0, 145,9
et 148,9 attribuables respectivement aux carbones C-1', C-3' et C-4'". Ces deux derniers sont
OXYgénés.

> les protons H-2' (8w 7,95)/H-6" (31 7,64) et le carbone quaternaire oxygéné C-4' (6¢ 148,9).

> le proton H-8 (61 6,42) et trois carbones quaternaires a d¢c 105,6, 158,5 et 166,1 attribuables
respectivement au carbone C-10 et les carbones oxygénés C-9 et C-7.

> le proton H-6 (6H 6,20) et deux carbones quaternaires oxygénés a oc 163,0 et 166,1, ne
pouvant étre que C-5 et C-7.

> les protons OCHz (61 3,95) et un carbone quaternaire a dc 45,9 attribuable au carbone C-3'.

Le spectre HMBC permet d’observer également les couplages H-6/C-10, H-2'/C-6' et H-
6'/C-2".
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| . T J-'n“:%?‘ &

H-6/C-10 - ANVE

H-8/C-10 % j"\:j, 0. "]*::b“r"’?ﬁ?)'

I T AN e |
H-6"/C-21 (] \;,..,l/ [ I
eH-5Y{-1" HE 5E 4 N e :

| O N

-2

H-2YC-3" H-4YC-3* #OCH3/C-3" |

H-27C-4"H-6 /C-4' H-§/{-4' !
27C:2 H-6/C-5 \ -8

[H-6/C-T !
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Figure 111.51: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé AM5

Le signal résonant a 6¢ 135,7 attribuable au carbone C-3 est confirmé par HMBC du fait
de sa corrélation longue distance avec le proton anomere nommé H-1" (3w 5,25, d, J = 7,3 Hz)
d’une unité osidique. La valeur de déplacement chimique de ce carbone confirme la
glycosylation en cette position du flavonol. Le signal apparaissant a 179,5 ppm est attribué au

carbone C-4 d’un carbonyle.

Toutes ces données spectrales permettent d’identifier 1’aglycone comme étant

I’isorhamnétine glycosylé en C-3 [82].
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OCH,

Isorhamnétine

Identification de la partie osidique

L’analyse RMN 'H a montré DPexistence de deux unités osidiques par la mise en
évidence de deux signaux de protons anoméres a 61 5,25 (d, J = 7,3 Hz, H-1") et 61 4,52 (d, J
= 1,5 Hz, H-1™). Les carbones qui les portent sont repérés a 6c 104,9 (C-1") et 103,1 (C-1")
sur le spectre HSQC (Figure 111.50).

A partir du proton anomere nommé H-1" (on 5,25), ’analyse du spectre COSY H-H
(Figure 111.52) permet d’identifier un glucose de configuration p (Ji-> = 7,3 Hz), et cela a
travers les couplages H-1"/H-2" (6w 3,46, t, J = 7,3 Hz, H-2"), H-2"/H-3" (6 3,40, t,J = 7,3
Hz, H-3"), H-3"/H-4" (dn 3,27, dd, 9,3 ;7,3 Hz), H-4"/H-5" (3n 3,41, ddd, 9,3 ;4,7 ;1,3 Hz), H-
5"/H-6" (dn 3,80, dd, J = 10,8 ; 1,3 Hz, H-6"a / 6w 3,92, dd, J = 10,8 ; 4,7 Hz, H-6"b).
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Figure 111.52: Spectre COSY H-H du g-D-glucose (AM5)
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A partir du deuxiéme proton anomere H-1" (3w 4,52), I’analyse du spectre COSY H-H
(Figure 111.53) identifie un a-L-rhamnose (Ji»2~= 1,5 Hz) au wvu des couplages H-1"/H-2"
[6n 3,61 (dd, J = 3,4; 1,5 Hz)], H-2"/H-3" [8n 3,48 (dd, J = 9,8; 3,4 Hz)], H-3"/H-4" [3n
3,22 (t, J =9,8 Hz)], H-4"/H-5" [8n 3,42 (m)] et H-5"/H3-6" [dn 1,09 (d, J = 6,2 HZ)].

Bs"

Figure 111.53: Spectre COSY H-H du a-L-rhamnose (AM5)

La séquence et les sites de fixation des deux oses ont été déterminés par expérience

HMBC (Figure 111.54) qui montre les corrélations entre :

> le proton anomére H-1" (dn 5,25) du glucose et le carbone C-3 (135,6 ppm) de la génine.
> le proton anomére H-1" (dn 4,52) du rhamnose et le carbone C-4" (72,2 ppm) du glucose.
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Figure 111.54: Spectre HMBC montrant le branchement des sucres (AM5)
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Toute cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambigité pour ce flavonoide, la
structure suivante: isorhamnétine 3-O-(4-O-a-L-rhamnopyranosyl)-f-D-glucopyranoside
(Calendoside I11).

OCHg

OH o

Ce composé isolé originellement de I’espéce Calendula officinalis (Asteraceae) [230],
d’ou le nom de calendoside III qu’on lui a attribué, est cité ici pour la premicre fois dans une
plante Fabaceae.

Les deplacements chimiques des protons et carbones de ce compose sont rassemblés
dans le tableau I11.5 ci-dessous.

Tableau I11.5: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
Composé AM5 dans MeOD

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

2 159,0 /

3 135,6 /

4 179,5 /

5 163,0 /

6 100,5 6,20 (d, 2,1)

7 166,1 /

8 95,4 6,42 (d, 2,1)

9 158,5 /

10 105,6 /

iy 123,0 /

2' 115,1 7,95 (d, 2,1)

3 145,9 /

4' 148,9 /

5' 116,6 6,92 (d, 8,6)

6' 124,5 7,64 (dd, 8,6/ 2,1)
4'-OCH3s 57,3 3,95 (s)

1" 104,9 5,25 (d, 7,3)

2" 76,4 3,46 (t, 7,3)

3" 78,7 3,40 (t, 7,3)

4" 72,2 3,27 (dd, 9,3/7,3)

5" 77,9 3,41 (ddd, 9,3/4,7/1,3)

6" 69,0 3,92 (dd, 10,8/ 4,7)

3,80 (dd, 10,8/1,3)
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1 103,1 4,52 (d, 1,5)
2 72,8 3,61 (dd, 3,4/1,5)
3 72,6 3,48 (dd, 9,8/ 3,4)
4 743 3,22 (t, 9,8)
5 70,3 3,42 (m)

6" 18,4 1,09 (d, 6,2)

111.4.3.6 Identification structurale du composé AM6

3", 5'-di-C-f#-D-glucopyranosylphlorétine (AM®6)

Le composé¢ AM6, visible en UV (254 nm), se présente sous forme d’une poudre jaune
soluble dans le méthanol. Sa coloration jaune, aprés révelation par une solution de vanilline
sulfurique et chauffage, atteste de sa nature flavonoidique.

Son spectre de masse ESI™ (Figure 111.55), exhibe un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z

= 596,8 [M-H] suggérant une masse moléculaire égale a 598 uma et une formule brute en
C27H34015.

Intensﬁ. NK005390 d: MY
X105 +—|IM-H]" PM=598 |
5968

B_

4

4 476.8

356.8
0 ’ y 1 Ly ‘ I ' i ?“SQ . ’ .
200 400 600 300 1000 1200 miz

Figure 111.55: Spectre de masse ESI- du composé AM6

Le spectre RMN 'H (Figure I11.56), enregistré dans MeOD, traduit le caractére

aromatique du composé, a travers les signaux résonant entre 6,60 et 7,10 ppm. Il est
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également observé de nombreux signaux de protons osidiques entre 3,3 et 5,0 ppm, de protons
anomeres repérés a 4,94 ppm (2H, d, 9,4 Hz) indiquant I’existence de deux unités osidiques,
et de protons aliphatiques dans I’intervalle 2,8-3,4 ppm.

Protons
aromatiques

J

75 70 e g0 55 ppm

=) El

5.5 5.0

Frotons osidiques

— = i

T T T T T T T T T d
45 30 25 z0 1.5 .o s pom

" e W ¥

Figure 111.56: Spectre RMN *H du composé AM6

Le spectre RMN DEPTQ (Figure I11.57) de ce compose présente des signaux de
carbones aromatiques a oc 207,2 (C), 156,6 (C), 134,1 (C), 130,6 (CH) et 116,3 (CH). Les
signaux CH résonant entre 71 et 105 ppm sont attribuables aux carbones osidiques. Les
signaux sortant a 31,3 et 48 ppm correspondent a des carbones méthyléniques.

Carbone

Carbones guatermaires
.
co aromatiques

L | |l .

ANOINel e

CH aa -\:uu:unquo:‘s—-’ | ‘ |

?15 210 205 200 135 150 135 180 17." 170 155 130 155 ‘150 145 140 135 ISI'I 125 120 115 Ilﬂ

Carvbomnes
| aliphatiqgues |

| |

| | | | |
Carbones osadaigques | ‘

Iw
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Figure 111.57: Spectre RMN DEPTQ du composé AM6

L’élucidation structurale de ce composé est initié par 1’analyse du spectre RMN *H
(Figure 111.58) qui exhibe des signaux de quatre protons a én 6,67 (2H, d, J = 8,5 Hz) et on
7,04 (2H, d, J = 8,5 Hz), caractéristiques aux protons H-3/H-5 et H-2/H-6 d’un noyau
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aromatique parasubstitué, comme le montre également I’expérience COSY H-H (Figure
111.59).

‘‘‘‘‘‘

L9
il
&

VN
m Hs
Ho |

il "

Figure 111.58: Spectre RMN *H du composé AM6

H-2/H-6 H-3/H-5

Pljpem|

L1

T4

Figure 111.59: Spectre COSY H-H du composé AM6

L’expérience HSQC a permis d’assigner les déplacements chimiques des carbones (6¢c

116,3 et 130,6) qui les portent (Figure 111.60).

H-2 H-6 H-3 H-5

| lH_z c3 i
H-5 /(-5 f =
H-2 /C-2 F .
®*He /C6 -
-3
[ 2

lla tln rs rlo es F3 [ppm)

Figure 111.60: Spectre HSQC du composé AM6
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L’analyse du spectre HMBC (Figure I11.61) permet d’identifier les autres carbones de ce
cycle aromatique et cela par I’observation des corrélations hétéronucléaires longue distance

entre :

v" les protons H-3/H-5 et un carbone quaternaire a 134,1 ppm qui s’accorde a C-1.
v' les protons H-2/H-6 et un carbone quaternaire oxygéné repéré a 156,6 ppm,

correspondant au carbone C-4.

H2 M6 H3/MHS5

-F
i i ' i
i . 4
' L2
1
. ‘ oCH2/C-2 C6
oo W H3 H5/C1 W SCH2C
P L1
4

. . Lo v «H3 HS5/C4

Hi(= * | H2H6/C4 L

{ - '
"
JL |I.'| W IIJ I:I L Flpee] T T T T T 1“

Figure 111.61: Spectre HMBC du composé AM6

L’expérience COSY H-H (Figure 111.62) met en évidence un systeme de spin a 4 protons
de deux groupements methylenes sortant a on 2,86 (2H, m) et 3,34 (2H, m), confortant la

présence d’une chaine aliphatique.

30 F [ppm]

15

A

45

50

T T T T T T T T T ™ T ™ ™ T T T
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Figure 111.62: Spectre COSY H-H de la zone aliphatique du composé AM6
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Le spectre HMBC (Figure 111.61) met en évidence les corrélations entre :

v les protons d’un méthyléne (8n 2,86) et les carbones C-2/C-6, ainsi que le carbone
quaternaire C-1 (8¢ 134,1), impliquant que le noyau aromatique para substitué est
porteur de la chaine aliphatique.

v" les protons du second méthylene (8+ 3,34 ppm) et un carbone quaternaire sortant a 8¢

207,2 ppm, attribuable au carbone d’un carbonyle.

Les signaux de carbones résonant a 207,2 (C=0), 48,0 (C-a) et 31,3 (C-p) attestant de la
présence d’une chaine aliphatique COCH2CH>-Ar, en plus des données spectrales énoncées
plus haut, menent a la conclusion que nous sommes en présence d’un flavonoide, plus
précisement une dihydrochalcone de type phlorétine [231]. Cette derniére constitue la génine

de notre composé qui comporte deux unités osidiques.

Identification de la partie osidique

L’analyse RMN H a montré 1’existence de deux unités osidiques par 1’observation d’un
signal d’intégration 2H de deux protons anoméres équivalents a on 4,94 (d, J = 9,4 Hz, H-1",
H-1"). Les carbones qui les portent sont repérés a 6c 76,9 (C-1" et C-1") sur le spectre HSQC
(Figure 111.63). Le signal a champ fort de ces carbones anomeres est typique d’une C-

glycosylation [232].

1"
H1"

F1 |ppm|

[H]

L =
]

T g 4 g ™ T T T T T T T T T T T T T T T T T
=50 ] 4.0 3.8 FI |pp=]

Figure 111.63: Spectre HSQC montrant les protons et carbones anomeéres
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L’identification des unités osidiques repose essentiellement sur I’expérience COSY H-H
(Figure 111.64) qui montre clairement la présence d’un systéme de spins a sept protons d’un
hexose. En effet, partant du signal des deux protons anoméres H-1"/H-1"" résonant a én 4,94
(d, J = 9,4 Hz) cités précédemment, il est observé les couplages H-1"/H-2" (3,62 ppm, t, J =
9,4 Hz), H-2"/H-3" (3,51 ppm, t, J = 9,4 Hz), H-3"/H-4" (3,53 ppm, t, J = 9,4; Hz), H-4"/H-5"
(3,42 ppm, m), H-5"/H»-6" (3,82 ppm, dd, J = 12,5 ; 2,0 Hz, H-6"a/ 3,86 ppm, dd, J = 12,5;
2,0 Hz, H-6"b). Les grandes valeurs de constantes de couplage permettent d’identifier un f-D-

glucose (Ji72"= 9,4 Hz).

30 Pligpm|

se as an s 30 r32 (ppe)

Figure 111.64: Spectre COSY H-H du g-D-glucose
L’expérience HSQC (Figure 111.65) a permis d’assigner les déplacements chimiques de

tous leurs carbones.

. H-6" ] H—4"H'3"
H-1 ﬁ_&tl AFL 2 H.5""
] ) - o - : . : E
| -
C-67 H-6""h/C-6"" z
| H6"a/C 6"
cat @l C4 :
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C17 @ HI1"]C1"
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Figure 111.65: Spectre HSQC de la partie osidique du composé AM6
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La fixation des deux oses a été déterminée par expérience HMBC (Figure 111.66) qui

montre les corrélations entre :

v" e proton anomeére H-1" (81 4,94) du glucose et le carbone C-3' (104,6 ppm) du cycle A
de la dihydrochalcone.
v' e proton anomeére H-1" (8w 4,94) du deuxieme glucose et le carbone C-5' (104,6 ppm)

du méme cycle aromatique.

L’équivalence des déplacements chimiques des carbones C-3' et C-5' du cycle A est
significative de leur environnement chimique strictement identique. Le cycle A est donc de

type 2,4,6-trihydroxylphenyl.

-
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Figure 111.66: Spectre HMBC mettant en évidence la fixation des sucres

Toute cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambiguité pour cette

dihydrochalcone, la structure suivante: 3', 5'-di-C-f-D-glucopyranosylphlorétine.

HO
OH OH
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Ce composeé est antérieurement identifié au sein de plantes Fabaceae comme Cyclopia
subternata (Fabaceae). Il contribuerait a I’activité antioxydante de cette derniere [233]. 1l est
isolé pour la premiére fois dans le genre Astragalus. Il a été surtout rencontré dans les genres
Fortunella (F. Crassifolia, F. japonica, F. margarita, F. polyandra et F. Hindsii) et Citrus (C.

modurensis et C. halimii) appartenant a la famille Rutaceae [234].

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau I11.6.

Tableau I11.6: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et 13C (125 MHz) du
composé AM6 dans MeOD

Position dc (ppm) o1 (ppm) (M, J (Hz))
1 134,1 /
2 130,6 7,04, (d, 8,5)
3 116,3 6,67 (d, 8,5)
4 156,6 /
5 116,3 6,67 (d, 8,5)
6 130,6 7,04 (d, 8,5)
B 31,3 2,86 (m)
o 48,0 3,34 (m)
C=0 207,2 /
iy 106,2 /
2' 162,2 /
3 104,6 /
4' 163,1 /
5' 104,6 /
6' 162,2 /
1" 76,9 4,94 (d, 9,4)
2" 74,3 3,62 (t, 9,4)
3" 79,3 3,51(t, 9,4)
4" 71,2 3,53 (t, 9,4)
5" 82,9 3,42 (m)
6" 62,1 3,82 (dd, 12,5/2,0)
3,86 (dd, 12,5/ 2,0)
(Rl 76,9 4,94 (d, 9,4)
2™ 74,3 3,62 (t, 9,4)
3 79,3 3,51 (t, 9,4)
4 71,2 3,53 (t, 9,4)
5 82,9 3,42 (m)
6" 62,1 3,82, (dd, 12,5/ 2,0)

3,86 (dd, 12,5/ 2,0)
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111.4.3.7 Identification structurale des composés AM7 et AM7*

Hovetrichoside C (AM7 et AMT7")

Le spectre de masse ESI™ (Figure 111.67) de ce composé, montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 448,8 [M-H] correspondant a une masse moléculaire de 450 uma
et une formule brute en C21H22011.

Intens.
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Figure 111.67: Spectre de masse ESI" des composes AM7 et AM7*

Son spectre RMN H (Figure 111.68) enregistré dans DMSO-ds, présente des signaux
dans les deux zones, aromatique et osidique. Les valeurs d’intégration de ces signaux rendent
compte d’un nombre double de protons comparativement a celui établi par la formule brute,

suggerant ainsi la présence de deux composés isomeres, voire stéréoisomeres.

Protons Protons osidique
aromatiques

Protons
aliphatiques
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Figure 111.68: Spectre RMN H des composés AM7 et AM7"
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Le spectre RMN H (Figure 111.69) montre quatre signaux doublets de protons
aromatiques nommes H-7 et H-5 résonant a dn 5,93, 6,00 et 6,05 avec une valeur de constante
de couplage J = 1,8 Hz. Cette valeur indiquant la présence de protons méta-couplés, conduit a

distribuer ces derniers sur un cycle nommé A pour les deux composes
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Figure 111.69: Spectre RMN H des protons aromatiques des composés AM7 et AM7"

Les carbones qui les portent sont visualisés sur le spectre HSQC (Figure 111.70) a travers

les corrélations :

» H-5 (31 6,00, d, J = 1,8 Hz)/C-5 (6¢ 95,2) et H-7 (615,93, d, J = 1,8 Hz)/C-7 (6¢ 91,5)
pour le composé AM7.
» H-5 (61 6,05, d, J = 1,8 Hz/C-5 (6¢ 95,7) et H-7 (615,93, d, J = 1,8 Hz)/C-7 (8¢ 91,7)

pour le composé AM7".
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Figure 111.70: Spectre HSQC des composés AM7 et AM7"

T
Te

Les autres carbones quaternaires de ce cycle 4,6,8,9-tétrasubstitué sont localisés a

travers les corrélations HMBC (Figure 111.71) observées entre:

» le proton H-5 (616,00 et 6,05) et les carbones oxygénés C-4 (6¢ 156,7), C-6 (6c 168,4),

ainsi que le carbone quaternaire C-9 (6¢ 101,9).
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> le proton H-7 (6w 5,93) et le carbone quaternaire C-9, ainsi que les carbones oxygénés
C-8 (8¢ 171,9) et C-6.

U I HS g7
| .
| _{L o _‘ \ l
u - -
o
- N A N ‘/Ox .
T y
{ A r' H:'\.'{;-
R s N, +HT/CS
i - -
5
. - - H3/C4
H:'*-'{L‘(S"IH-"{-"@
H7/C8

T T T T T
= =3

Figure 111.71: Spectre HMBC montrant les protons aromatiques du cycle A
des composes AM7 et AMT"

D’autres signaux doublets observés, sur le spectre RMN H (Figure 111.69),
correspondent a des protons aromatiques nommes H-4'/H-6' et H-3'/H-7' apparaissant
respectivement a 61 6,55 (2H, d, J = 7,1 Hz) et 6,92 (2H, d, J = 7,1 Hz), illustrent la présence
d’un second noyau aromatique parasubstitué nommé B.

L’expérience héteronucléaire HSQC permet d’identifier les carbones qui les portent
(Figure 111.72), a travers les couplages H-3'/H-7" (n 6,92)/C-3'/C-7" (6c 131,3) et H-4'/H-6’
(8H 6,55)/C-4'/C-6" (d¢c 114,7).
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Figure 111.72: Spectre HSQC montrant les protons aromatiques du cycle B
des composés AM7 et AMT"
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En raison de leurs corrélations HMBC (Figure 111.73), les carbones quaternaires du
cycle B des deux composés, ont été assignés a travers les corrélations longue distance H-3'/H-
7' (6n 6,92) et le carbone oxygéné C-5' (¢ 155,9), H-4''H-6' (6n 6,55) et le carbone
quaternaire C-2' (6c 124,1). Sur le méme spectre, il est également observé un autre couplage
H-3'/H-7' (dn 6,92) avec un groupement CH> a dc 40,4, s’accordant sur le spectre HSQC
(Figure 111.74) & un signal multiplet résonant a 64 2,90.

H3T [H4' ]
H71 H6" | ]
‘I H7'/CH;|
H3'/CH;z
.l
- -
C:l - L
C5. - - L}
-
H H

Figure 111.73: Spectre HMBC des protons aromatiques du cycle B des composés
AMT7 et AMT'
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Figure 111.74: Spectre HSQC des protons aliphatiques des composés
AM7 et AMT*
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Ces protons méthyléniques CH. (61 2,90) montrent en HMBC (Figure 111.75) un
couplage avec un carbone quaternaire oxygéné repéré a 105,5 ppm, typique du carbone C-2
d’un cycle oxolane nommé C [235].
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Figure 111.75: Spectre HMBC des protons aliphatiques des composés
AMT7 et AMT'
Les signaux restants localisés dans la zone déblindée et sortant a ¢ 192,7 et 192,4 sont

clairement assignés aux carbones de carbonyle (Figure 111.76) des deux isomeres.
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Figure 111.76: Spectre RMN DEPTQ des composés AM7 et AM7*

Tous ces éléments structuraux montrent clairement que nos deux composés sont
constitués dans leur partie génine, d’un squelette de type auronol identifié a la maesopsine. Sa

structure qui donne lieu a deux formes énantiomeres dues a la réversibilité de la forme
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hémiacétalique au niveau du carbone chiral C-2 [235], explique parfaitement la coexistence
des deux produits isomeéres AM7 et AM7' (Figure I11.77).

Figure 111.77: Structures de I’aglycone des composés AM7 et AM7'

Le spectre HSQC (Figure 111.78) de ce mélange montre la présence de deux
corrélations, I'une entre un carbone sortant a 6¢c 99,4 et un proton doublet a 64 4,90 (H-1", d, J
= 8,2 Hz), I’autre entre un carbone a d¢ 99,2 et un proton doublet a o4 4,98 (H-1", d, J = 8,2

Hz). Ces protons sont caractéristiques de deux protons anomeéres de sucres.

Figure 111.78: Spectre HSQC illustrant la partie osidique des composés AM7 et AM7*

Les protons osidiques sont accordés sur le spectre HSQC aux carbones C-2" (6¢ 72,9),
C-3" (6c 76,7), C-4" (8¢ 69,3), C-5" (6¢ 77,2), C-6" (6c 60,4) pour le composé AM7 et C-2"
(6c 73,0), C-3" (b¢c 76,7), C-4" (d¢c 69,2), C-5" (dc 77,1) et C-6" (6c 60,3) pour le composé

AM7', identifiant un hexose.

Identification de la partie osidique
Cette identification est évidemment effectuée au moyen de I’expérience COSY H-H.
Partant des protons anomeres H-1" [0+ 4,90, 4,98 (d, J = 8,2 Hz)], un systéme de spins a sept

protons d’un hexose est visualisé a travers les corrélations H-1"/H-2" [6n 3,24 (m)], H-2"/H-3"
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[0n 3,19 (m)], H-3"/H-4" [0n 3,17 (m)], H-4"/H-5" [6K 3,25 (m)] et enfin H-5"/H2-6" [on 3,47
(m, H-6"a) / 1 3,61 (m, H-6"b)] (Figure 111.79).
Cette analyse permet d’identifier un glucose de configuration § (J12"= 8,2 Hz).

" Hea H2
m Heb" | H3 .
SHs

H4" . | I

Figure 111.79: Spectre COSY H-H identifiant le g-D-glucose

Le point de branchement de ces glucoses sur la génine, en I’occurrence la maesopsine,
est localisé en position C-4 des deux composés AM7 et AM7' suite a I’observation d’une
correlation HMBC (Figure 111.80) entre le carbone C-4 et les protons anomeres H-1" (61 4,90
et 4,98).
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Figure 111.80: Spectre HMBC montrant le point de branchement du glucose des
composés AM7 et AMT'
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En raison de la présence de ces unités osidiques, les composés AM7 et AM7" sont
identifiés comme étant une paire diastéréoisomérique (2a-OH et 2B-OH) de proportion 3:2,
établie par les intensités relatives de certains signaux RMN 'H éclatés comme les protons
anomeres H-1" (61 4,90 et 4,98) et H-5 (61 6,00 et 6,05).

La comparaison de ces données spectroscopiques avec celles reportées dans la
littérature, permet d’identifier les composés AM7 et AM7' comme étant 2-épimére de
maesopsine-4-O-4-glucopyranoside, connu sous le nom de Hovetrichoside C [235] et isolé
originellement de I’espéce Hovenia trichocarea appartenant a la famille Rhamnaceae [235]. 1l
a été rencontré dans les especes Punica granatum (Punicaceae) [236] et Sonneratia ovata
(Sonneratiaceae) [237]. Bien que les aurones soient présents au sein des plantes Fabaceae, a
I’exemple le genre Medicago, il apparait que I’hovetrichoside C est décrit ici pour la premiére

fois dans le genre Astragalus.
OH
HO (0] OH
o] (6]
HO 0 HO

HO -~ HO
OH

H
OH

Les déplacements chimiques des protons et carbones des composés AM7 et AM7' sont

réunis dans le tableau I11.7.

Tableau 111.7: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 13C (125 MHz) des
composés AM7 et AM7'dans DMSO-ds

AMT7 (Majeur) AMT7' (Mineur)
Position oc (ppm) | 81 (ppm), (M, J (Hz)) | Position dc (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

2 105,5 / 2 105,5 /

3 192,4 / 3 192,7 /

4 156,7 / 4 156,7 /

5 95,2 6,00 (d, 1,8) 5 95,7 6,05 (d, 1,8)
6 168,4 / 6 168,4 /

7 91,5 5,93 (d, 1,8) 7 91,7 5,93 (d, 1,8)
8 1719 / 8 1719 /

9 101,9 / 9 101,9 /

1 40,4 2,90 (m) 1 40,4 2,90 (m)

2 124,1 / 2' 124,1 /

3 131,3 6,92 (d, 7,1) 3 131,3 6,92 (d, 7,1)
4 114,7 6,55 (d, 7,1) 4 114,7 6,55 (d, 7,1)
5 155,9 / 5! 155,9 /

(0]
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6' 114,7 6,55 (d, 7,1) 6' 114,7 6,55 (d, 7,1)
7 131,3 6,92 (d, 7,1) 7' 131,3 6,92 (d, 7,1)
1" 99,4 4,90 (d, 8,2) 1" 99,2 4,98 (d, 8,2)
2" 72,9 3,24 (m) 2" 73,0 3,24 (m)
3" 76,7 3,19 (m) 3" 76,7 3,19 (m)
4" 69,3 3,17 (m) 4" 69,2 3,17 (m)
5" 77,2 3,25 (m) 5" 77,1 3,25 (m)
6" 60,4 3,47 (m) 6" 60,3 3,47 (m)

3,61 (m) 3,61 (m)

111.4.3.8 Identification structurale du composé AM8
OH

OH
OH

Isolariciresinol 9'-O-#-D-glucopyranoside (AM8)

Le composé AMS est isolé sous forme d’une poudre blanche soluble dans le méthanol.
Il présente sur CCM une tache visible a 254 et 366 nm, se révélant bleue aprés pulvérisation

par une solution acide puis chauffage a 100 °C.

Son spectre de masse ESI* (Figure 111.81) exhibe un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z =

545,3 [M+Na]* correspondant a une masse moléculaire égale a 522 uma et une formule brute

en CosHz34011.

'“;91’;35 ‘:/,—|[I"¢1+Na]+ PM=522 | NMDDS541.d. +M
3 545.3
4
3
2
1
2622 L
0 y . . . -
200 400 600 300 1000 1200 1400 miz

Figure 111.81: Spectre de masse ESI* du composé AM8
Le spectre RMN *H de ce composé (Figure 111.82) révele I’existence de trois types de
protons, aromatiques résonant entre 6,00 et 6,80 ppm, osidiques entre 2,9 et 4 ppm et

aliphatiques entre 1,7 et 4,1 ppm.
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Figure 111.82: Spectre RMN *H du composé AM8

Au niveau de la zone aromatique, il est observé cinq signaux d’intégration 1H chacun et
s’étalant de 6,00 a 6,80 ppm (Figure 111.82). Ces signaux traduisant la présence de deux cycles

aromatiques nommes A et B, sont constitués de :

» deux singulets sortant a 6,08 et 6,61 ppm
» deux doublets repérés a 6,68 (J = 8,2 Hz) et 6,80 ppm (J = 1,8 Hz)
» undoublet de doublet (J = 8,2 ; 1,8 Hz) localisé a 6,50 ppm

Le cycle A présente un systeme ABX qui implique le proton H-2' a 6+ 6,80 (d, J = 1,8
Hz) couplant en méta avec le proton H-6' (6 6,50) comme le confirme le spectre COSY H-H
(Figure 111.83). Le proton repéré a 6,68 ppm et nommé H-5' (d, J = 8,2 Hz) montre un
couplage ortho avec H-6' (6,50 ppm, dd, J=8,2; 1,8 Hz).
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Figure 111.83: Spectre COSY H-H montrant les protons du cycle A du composé AM8
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Le cycle B est constitué de deux protons se présentant sur le spectre RMN *H (Figure
111.82) sous forme de deux singulets visualisés a o+ 6,08 et 6,61 ppm. L’absence de couplage
sur le spectre COSY H-H (Figure 111.83) confirme une position para pour ces protons

attribués aux protons H-3 et H-6 du cycle B (Figure 111.84).

H (55 6,61, 5)

[VaVaVaVy)

H (5, 6,08, 5)

Figure 111.84: Cycles aromatiques du compose AM8

L’analyse du spectre HSQC (Figure 111.85) permet d’assigner les déplacements
chimiques des carbones C-2' (6c 113,9), C-5' (6¢ 115,5) et C-6' (6¢c 121,1) pour le cycle A et
C-6 (6¢ 111,8) et C-3 (6c 116,2) pour le cycle B.
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Figure 111.85: Spectre HSQC du composé AM8

Les informations tirées du spectre HMBC (Figure 111.86) permettent de distinguer tous
les carbones de chaque cycle aromatique a travers les corrélations H/C en 2J et 3J. Pour le

noyau aromatique A, le spectre montre des couplages en 3J entre :

v" le proton H-2' et le carbone oxygéné C-4' (6c 144,5) et le méthine CH-6' (8¢ 121,1).

v le proton H-5' et le carbone quaternaire C-1' (6¢c 136,9) ainsi que le carbone oxygéné
C-3' (8¢ 147,1).

v le proton H-6' et les carbones C-2' (8¢ 113,9) et C-4'.
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Il montre aussi des couplages en 2J et 3] entre les protons H-6/H-3 et les carbones
quaternaires C-1 (oc 132,7), C-5 (8¢ 144,5), C-4 (6¢c 144,0) et C-2 (6¢ 127,0) (Figures 111.86 et
111.87).
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Figure 111.86: Spectre HMBC des cycles aromatiques du composé AM8

Figure 111.87: Corrélations HMBC des cycles aromatiques du composé AM8

Dans le but de déterminer la substitution au niveau de ces noyaux aromatiques,

I’analyse du spectre RMN *H du composé révéle la présence de :

v un signal singulet d’intégration 6H sortant a 3,71 ppm, lié selon le spectre HSQC
(Figure 111.88) aux signaux de carbones méthoxyliques résonant a 55,5 et 55,6 ppm.

v un signal doublet d’intégration 2H résonant a 2,72 ppm, attribuable a un groupement
méthyléne et dont le carbone est repéré a 32,5 ppm selon 1’expérience HSQC.

v’ quatre signaux d’intégration 1H chacun et résonant a 612,96 (m), 3,90 (dd, J=9,8 ;1,9
Hz), 3,45 (m) et 3,57 (m). Ces derniers constituent deux groupements CHa selon le
spectre HSQC. Les deux carbones CHa sont repérés a dc 62,8 et 67,6. Les valeurs de

déplacement indiquent qu’ils sont oxydés.
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Figure 111.88: Spectre HSQC du composé AM8

Le branchement de ces groupements sur les cycles A et B est mis en evidence par les
correlations visualisées sur le spectre HMBC (Figure 111.89) entre les protons OCHs (3,71
ppm) et le carbone C-3' (6¢c 147,1) du cycle A, de méme qu’entre les protons du deuxiéme

groupement méthoxyle (3,71 ppm) et le carbone C-5 (d¢ 145,5) du cycle B.

F1 [ppm]

‘-
|
(-
=
J

H ] ' : 1 ="
Figure 111.89: Spectre HMBC illustrant la position des groupements méthoxyliques
(Composé AMS)

Les substituants attachés aux carbones C-4 (dc 144,0) et C-4' (3¢ 144,5) sont identifiés
comme étant des groupements hydroxyles, suite au déblindage de leurs déplacements
chimiques et de I’absence des corrélations sur le spectre HMBC avec d’autres protons a

I’exception de celles citées précédemment.
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Le substituant lié au carbone C-1' du cycle A est déterminé par les corrélations en 3J
observées sur le spectre HMBC (Figure 111.90) entre les protons aromatiques H-2' et H-6' et

un carbone aliphatique résonant a d¢ 45,5 attribué au carbone C-7'.
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Figure 111.90: Spectre HMBC du composé AM8

Ce dernier montre sur le spectre HSQC (Figure 111.91) une tache de corrélation avec le

proton repéré a on 4,03 (H-7").
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Figure 111.91: Spectre HSQC du composé AM8
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Cette connectivite se trouve confirmée par la corrélation observée sur le spectre HMBC
(Figures 111.90) du proton H-7" avec le carbone C-1' (6c 136,9) du cycle A.

Le proton H-7' présente également, sur le spectre HMBC (Figure 111.90), d’autres
corrélations avec les carbones quaternaires aromatiques C-1 (6c 127,0), C-3 (6¢c 116,2) et C-2
(8¢ 132,7) conduisant a suggérer son attachement au carbone quaternaire C-2 du cycle B.

L’exploitation de toutes ces données, par comparaison a celle de la littérature, laisse
suggérer ’existence d’un squelette de nature lignanique pour ce composé [237].

Le substituant lié au carbone C-1 du cycle B est identifié par I’analyse du spectre
HMBC a travers la corrélation du proton H-6 (61 6,61) avec le groupement CH2 (¢ 32,5)
identifié précédemment et attribué a 7-CH.. Ses protons localisés a 6c 2,72 selon I’expérience
HSQC (Figure 111.92) couplent en HMBC (Figure 111.93) avec C-1 (6¢ 127,0), C-2 (d¢ 132,7)
et C-6 (6c 111,8), confirmant la liaison du groupement méthylene 7-CH, au carbone C-1 du
cycle B.
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Figure 111.92: Spectre HSQC du composé AM8
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Figure 111.93: Corrélations HMBC du groupement CH2 aliphatique (Composé AM8)
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L’identification de tous les substituants des groupements aromatiques A et B montre

bien que ce dernier est un lignane de type aryltétraline [235].

La présence du cycle aliphatique a 6 chainons collé au cycle A est confirmée par
expérience COSY H-H et HMBC.

En effet, I’analyse COSY H-H (Figure 111.94) montre deux systémes de spins a quatre
protons chacun constituant I’enchainement—7"CH-s"CH-9'CH,O- a travers les couplages H-7'
(614,03, d, J = 10,7 Hz)/H-8' (611,72, t, J = 10,4 Hz)/ H-9"a (61 2,96, m) et H-9'b (Sn 3,90,
dd, J = 9,8; 6,7 Hz) et H-9a/H-9b, et I’enchainement —7CH-sCH—-9CH,O- au vu des
couplages H-7 (6+2,70-2,72, m)/H-8 (611,91, m)/ H-9a (6n 3,45, m) et H-9b (61 3,57, m). Le

méme spectre montre également un couplage H8/H8'.

L’expérience HSQC permet de repérer les carbones C-8' (6¢c 44,1) et C-8 (6c 37,5), ainsi
que les carbones oxygénés C-9' (8¢ 67,6) et C-9 (dc 62,8). La valeur de déplacement chimique

du carbone C-9 suggere qu’il est porteur d’un groupement hydroxyle libre.
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Figure 111.94: Corrélations COSY H-H des protons aliphatiques du compose AM8

Ces deux enchainements —7"CH—-s'CH—9-CH>0- et -7CH-sCH—9CH>OH- sont confirmes
par HMBC (Figure 111.95) qui montrent des couplages hétéronucléaires H-7 (61 2,72)/C-8 (6¢
37,5) et H-7/C-9 (6¢c 62,9), de méme que les couplages H-7' (61 4,03)/C-8' (6c 44,1) et H-7'/C-
9" (6¢c 67,6).
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Figure 111.95: Spectre HMBC montrant les protons aliphatiques du composé AM8

Toute ces données spectrales, en plus de I’analyse des constantes de couplage,
notamment au niveau des protons H7'/H-8' (J7-s = 10,5 Hz) et H8/H-8' (Js-s = 10,4 Hz),
permettent d’identifier notre composé, dans sa partie non osidique, & un lignane nommé

isolaricirésinol [240].
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Isolaricirésinol

L’observation de plusieurs signaux dans l’intervalle 2,9-4 ppm ainsi qu’un signal
d’intégration 1H a 6n 3,95 (d, J = 7,8 Hz) d’un proton anomere porté par un carbone a 6c

104,1 selon le spectre HSQC, établit la présence d’une unité osidique dont il reste a identifier.

Son identification est effectuée au moyen de I’expérience COSY H-H (Figure 111.96).
Partant du proton anomere H-1" [61 3,95 (d, J = 7,8 Hz)], un systeme de spins a sept protons
d’un hexose est visualisé a travers les couplages: H-1"/H-2" [61 2,97 (t, J = 7,8 Hz)], H-2"/H-
3" [61 3,13 (t, J = 7,8 Hz)], H-3"/H-4" [+ 3,03 (dd, J = 9,3 ; 7,8 Hz)], H-4"/H-5" [on 3,01
(ddd, J =9,3; 4,7 ; 2,6 Hz)] et enfin H-5"/H2-6" [6n1 3,41 (dd, J = 11,7; 2,6 Hz, H-6"a) / dH
3,63 (dd, J=11,7 ; 4,7 Hz, H-6"b)].

La grande valeur de constante de couplage Js-4", de I’ordre de 7,8 Hz, traduisant une
position axiale pour les protons H-3" et H-4", indique clairement que ’hexose est un glucose

de configuration  (Ji7-2"= 7,8 Hz).
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Figure 111.96: Spectre COSY H-H identifiant le g-D-glucose
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Les carbones de cette unité osidique ont été caractérises par expérience HSQC (Figure
111.97).
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Figure 111.97: Spectre HSQC de la partie osidique

Le point de branchement est confirme par experience HMBC (Figure 111.98). En effet
cette derniére montre un couplage entre le proton anomere du glucose résonant a 3,95 ppm et

le carbone C-9' (67,6 ppm) de la génine.
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Figure 111.98: Spectre HMBC du composé AM8

Toutes ces données spectrales, en plus la mesure du pouvoir rotatoire [o]o +16 (¢ = 0,9
g/mL, MeOH/CH,CI, (1/0,5)), se sont avérés identiques a celle d’un lignane nommé:

Isolaricirésinol 9'-O-4-D-glucopyranoside.
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Ce composé est reporté pour la premiere fois dans le genre Astragalus. Il a été isolé

antérieurement des espéces Pedicularis densispica (Scrophulariaceae) [237], Pelargonium
reniforme CURT. (Geraniaceae) [241], Populus nigra (Salicaceae) [242] et Stemmadenia
minima (Apocynaceae) [243]. Il apparait aussi qu’il est isolé¢ pour la premiere fois dans la
famille Fabaceae.

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce compose sont rassemblés

dans le tableau I11.8.

Tableau 111.8: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé AM8 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

1 127,0 /

2 132,7 /

3 116,2 6,08 (s)

4 1440 /

5 1455 /

6 111,8 6,61 (s)

7 32,5 2,70-2,72 (m)

8 37,5 1,91 (m)

9 62,8 3,45 (m)

3,57 (m)

iy 136,9 /

2' 113,9 6,80 (d, 1,8)

3' 147,1 /

4 144,5 /

5 115,5 6,68 (d, 8,2)

6" 121,1 6,50 (dd, 8,2/ 1,8)

7' 45,5 4,03 (d, 10,7)

g8 44,1 1,72 (t, 10,4)

9" 67,6 2,96 (m)

3,90 (dd, 9,8/6,7)

3'-OMe 55,6 3,71 (s)
5-OMe 55,5 3,71 (5)

1" 104,1 3,95 (d, 7,8)
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2" 73,3 2,97 (t, 7,8)

3" 76,7 3,13 (t, 7,8)

4" 70,0 3,03 (dd, 9,3/7,8)
5" 76,8 3,01 (ddd, 9,3/4,7/2,6)
6" 61,0 3,41 (dd, 11,7/ 2,6)

3,63 (dd, 11,7/ 4,7)

111.4.3.9 Identification structurale du composé AM9

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-#-D-galactopyranosyl-(1-2)-#-D-glucuronopyranosyl]-
3B, 22,24-trihydroxyoléan-12-ene (AM9)

Le spectre de masse ESI* (Figure 111.99) de ce composé présente un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 965 [M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 942 uma
correspondant a une formule brute en CsgH7g01s.

Intens. 4
e [M+Na]* PM=942 |
125
1003 965.6
0.753
0.503 553.5
0253 i
0,003 32?'4 | | 736.6 h, 12964 14533
200 400 600 500 1000 1200 1400 1600 1800 mz

Figure 111.99: Spectre masse ESI* du composé AM9

Son spectre RMN *H (Figure 111.100), enregistré dans MeOD, permet d’identifier une

génine triterpénique a squelette oléanane insaturée en 12-13, et cela par ’observation de :

> sept signaux a champ fort résonant a 6 0,83 (3H, s, H-28), 0,89 (3H, s, H-25), 0,92
(3H, s, H-30), 0,98 (3H, s, H-26), 1,03 (3H, s, H-29), 1,13 (3H, s, H-27) et 1,24 (3H, s,
H-23), attestant de la présence de sept groupements méthyles.
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> un signal résonant a on 3,40 (1H, dd, Jaxax= 10,3, Jax-eq= 3,5 Hz) d’un proton porte par
un carbone oxymeéthine H-3a axial d’un triterpéne.

» un signal de proton éthylénique a on 5,25 (t, J = 3,3 Hz) caractéristique du proton H-12
du squelette oléanéne.

> un signal a 6y 2,07 (d, J = 14,7 Hz) attribuable au proton H-18 du triterpéne.
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Figure 111.100: Spectre RMN *H du composé AM9
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Figure 111.101: Squelette A-12 oléanéne

La nature glycosidique du composé est attestée par ’observation de plusieurs signaux
entre 3,3 et 4,2 ppm et de deux signaux doublets a é+ 4,45 (1H, d, J = 7,9 Hz) et 5,14 (1H, d, J
= 1,9 Hz) caractéristiques de protons anomeres de deux sucres. Cependant, la densité des
signaux dans cet intervalle ppm laisse suggérer la présence de plus de deux unités osidiques.
Ceci sera confirmé par I’expérience COSY H-H (Figure 111.102) qui met en évidence la
présence d’une troisiéme unité osidique a travers le signal (enveloppé par le pic de I’eau) de

proton anomeére et sortant a én 4,87 (1H, d, J = 7,5 Hz).
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Figure 111.102: Spectre COSY H-H mettant en évidence les 3 protons anoméres (AM9)

Le spectre RMN DEPTQ (Figure 111.103) confirme la nature du composé, c’est a dire
une saponine triterpénique a squelette A-12 oléanéne. 11 est observé les signaux de carbones
intrinséques aux sept groupements méthyles repérés entre 16,6 et 29,2 ppm, aux deux
carbones éthyléniques C-12 et C-13 a 61 123,8 et 145,4 et enfin au carbone C-3 détecté a 92,7
ppm. La valeur de déplacement chimique de ce dernier est trés révélatrice d’une glycosylation

en cette position.

La nature osidique du composé est également attestée par les trois signaux de carbones
anomeres sortant a 102,4, 102,5 et 105,7 ppm et de carbones osidiques sortant entre 62,3 et

78,5 ppm.
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Figure 111.103: Spectre RMN DEPTQ du composé AM9
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L’¢lucidation structurale du composé AM9 sera présentée en deux parties distinctes:

I’'une consacrée a I’identification de la génine et 1’autre a la partie osidique.

Identification de la génine

La présence uniquement de sept méthyles implique évidemment 1’oxydation d’un des
huit méthyles constituant le squelette oléanane. La présence de signaux de deux protons
résonant a 6n 3,22 (d, J = 11,3 Hz) et 4,13 ppm (d, J = 11,3 Hz) observee sur le spectre RMN
'H laisse suggérer que le carbone oxydé est inclus dans un groupement CH>OH. Son carbone

est repéré sur le spectre HSQC a 6c 64,5 ppm (Figure 111.104).
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Figure 111.104: Spectre HSQC du composé AM9

L’expérience HMBC (Figures 111.105 et 111.106) permet d’attribuer une bonne partie des
carbones de la génine par observation de leurs couplages en 2J et 3J avec les protons

méthyliques. Ainsi :

> les protons CHs-23 résonant a 1,24 ppm sont les seuls a corréler avec le carbone
quaternaire C-4 (3¢ 44,9) identifié du fait de son couplage HMBC avec le proton H-3 (61
3,40), le carbone C-24 du groupement CH2OH (6c 64,5) et le carbone C-5 (6c 57,5). Ce
dernier correle aussi avec les protons méthyliques CHs-25 (61 0,89), eux-mémes couplant
avec les carbones C-1 (¢ 39,8), C-10 (6¢c 37,6) et C-9 (dc 47,9). Le proton de ce dernier
résonant a 1,57 ppm selon I’analyse HSQC, montre sur le spectre COSY H-H (Figure
111.107), un couplage avec les protons H>-11 repérés a 1,87 ppm, eux-mémes corrélant
avec le proton éthylénique résonant a 5,25 ppm. La localisation de la double liaison en
C12-C13 est confirmée par HMBC qui met en évidence les couplages longue distance

entre le proton H-11 (61 1,87) et le carbone éthylénique sortant & 123,8 ppm (C-12).
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Figure 111.105: Spectre HMBC du composé AM9
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Figure 111.106: Spectre HMBC du composé AM9
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> Les protons méthyliques CHs-26 repérés a 0,98 ppm couplent avec le carbone C-9 déja
identifié, le carbone méthylénique C-7 (dc 34,5) et les carbones quaternaires C-8 (dc
40,9) et C-14 (6¢c 43,5). Ces deux derniers corrélent avec les protons méthyliques (SH
1,13) du groupement CHs-27. Ces derniers corrélent avec le carbone méthylénique CH»-
15 (27,3 ppm) et le carbone quaternaire oléfinique C-13 (6¢ 145,4).

> Les protons H2-15 localisés par analyse du spectre HSQC (Figure 111.108) a o4 1,86
montrent sur le spectre COSY H-H (Figure 111.107) des couplages avec deux protons
sortant a oy 1,29 attribuables aux protons géminés H>-16. Leur carbone est repéré a dc
30,0 (C-16) par expérience HSQC (Figure 111.108). Ce dernier corréle en HMBC avec
les protons du groupement méthyliqgue Me-28 (6n 0,83), eux-mémes couplant avec le
carbone méthine C-18 (dc 46,9), le carbone quaternaire C-17 (6¢ 38,7) et un carbone
oxygené (C-22) repéré a d¢c 77,1.

» Les protons des deux derniers groupements méthyles Me-29 (1,03 ppm) et Me-30 (0,92
ppm) corrélent avec les carbones méthyléniques C-19 (¢ 47,6) et C-21 (d¢ 42,3), ainsi
que le carbone quaternaire C-20 (dc 31,5). Leurs carbones respectifs sont localisés sur le
spectre HSQC a 29,2 et 32,7 ppm (Figure 111.108).

» Les protons H-5 (6n 0,93), H2-7 (61 1,42; 1,54), H2-19 (61 0,95; 1,75), H2-21 (dn 1,32;
1,44) sont assignés également par expérience HSQC (Figure 111.108).
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Figure 111.108: Spectre HSQC de la génine du composé AM9
Les autres carbones et protons de la génine sont identifiés par analyse des deux
expériences HSQC et COSY H-H. Ainsi, les protons H»-6 (6n 1,36; 1,63) et H»-2 (61 1,04;
1,76) sont identifiés sur le spectre COSY H-H (Figure 111.109), en raison des corrélations
qu’ils présentent respectivement, avec les protons Ha-7 et H>-1. Leurs carbones sont repérés a
dc 19,5 (C-6) et 6¢ 27,0 (C-2).
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Hla

Figure 111.109: Spectre COSY H-H de I’aglycone du composé AM9

L’analyse combinée des expériences COSY H-H, HMBC et HSQC qui a permis de
caractériser tous les protons et carbones, a abouti a I’¢tablissement de la structure de la
génine.

La stéreochimie au niveau de la génine est établie par analyse des valeurs de constantes
de couplage. Ainsi le proton H-3 (61 3,40) a une stéréochimie a-axiale du fait de la valeur de
la constante de couplage 3Jsax-2ax= 10,3 Hz. La grande constante de couplage *Jisax-19ax = 14,7

Hz définit la stéréochimie g-axiale du proton H-18 (8w 2,07).

Identification de la partie osidique

L’analyse RMN *H a montré I’existence de trois unités osidiques par 1’observation de
trois signaux de protons anomeres a o 4,45 (d, J = 7,9 Hz, H-1"), 4,87 (d, J = 7,5 Hz, H-1") et
5,14 (d, J =1,9 Hz, H-1™). Les carbones anomeres sont repérés a 6¢c 105,7 (C-1"), 102,4 (C-1")
et 102,5 (C-1") sur le spectre HSQC (Figure 111.110).
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Figure 111.110: Spectre HSQC montrant les protons et carbones anomeres (AM9)
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A partir du proton anomere nommé H-1' (6n 4,45), I’analyse du spectre COSY H-H
(Figure 111.111) permet d’identifier un systéme de spins a cinq protons typique de 1’acide S-D-
glucuronopyranoique, a travers les couplages H-1' (Ji2' = 7,9 Hz)/H-2' (61 3,76, d, J = 7,9
Hz), H-2'/H-3' (51 3,64, dd, J = 9,4; 7,9 Hz), H-3'/H-4' (8n 3,46, t, J = 9,4 Hz), H-4'/H-5' (3n
3,61, d, J =7,9 Hz). Ceci permet d’identifier cette unité osidique a 1’acide glucuronique.

"‘ H1' H2'H3' H4"

Pl g

ia

T T T T
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Figure 111.111: Spectre COSY H-H identifiant I’acide #-D-glucuronique (AM9)

L’analyse du spectre COSY H-H (Figures 111.112) met également en évidence un
systéeme de spins a sept protons d’un hexose dont le proton anomére est détecté a o1 4,87 (d,
J=7,5 Hz, H-1"). Ce systeme est établi du fait des corrélations H-1"/H-2" (dn 3,62, dd, J=9,5;
7,5 Hz), H-2"/H-3" (6w 3,54, dd, J=9,5; 3,1 Hz), H-3"/H-4" (dn 3,74, d, J= 3,1 HZz), H-4"/H-
5" (6w 3,48, m), H-5"H2-6" (6w 3,72, m). La faible valeur de la constante de couplage Jz-s-
égale a 3,1 Hz permet d’identifier cet hexose a un galactose de configuration p (Ji2= 7,5

Hz).
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Figure 111.112: Spectre COSY H-H du g-D-galactose (AM9)
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A partir du troisieme proton anomere H-1" (6n 5,14), ’analyse du spectre COSY H-H
(Figure 111.113) montre un systeme de spins a huit protons d’un déoxyhexose au vu des
couplages H-1"/H-2" [6n 3,92 (dd, J = 3,5 ; 1,9 HZz)], H-2"/H-3" [8n 3,72 (dd, J =9,6 ; 3,5
Hz)], H-3"/H-4" [8n 3,42 (t, J = 9,6 Hz)], H-4"/H-5" [8n 4,12 (m)] et H-5"/H3-6" [51 1,27

(m)]. La valeur de la constante de couplage Ji2» = 1,9 Hz indique qu’il s’agit d’un o-L-

rhamnose.
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Figure 111.113: Spectre COSY H-H du a-L-rhamnose (AM9)

L’expérience HSQC (Figure 111.114) a permis d’assigner les déplacements chimiques de

tous les carbones des trois oses.
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Figure 111.114: Spectre HSQC de la partie osidique du composé AM9
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La séquence et les sites de fixation des différents oses ont été determinés par expérience

HMBC (Figure 111.115) qui montre les corrélations entre :

v"le proton anomere H-1' (81 4,45) de ’acide glucuronique et le carbone C-3 (92,7 ppm)
de la génine.

v"le proton anomere H-1" (3w 4,90) du galactose et le carbone C-2' (77,3 ppm) de I’acide
glucuronique.

v le proton anomere H-1" (8n 5,14) du rhamnose et le carbone C-2" (78,5 ppm) du

galactose.
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Figure 111.115: Spectre HMBC montrant le branchement des sucres (composé AM9)

Toute cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambigiiité pour cette saponine
monodesmosidique, la  structure  suivante:  3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-4-D-

galactopyranosyl-(1-2)-f-D-glucuronopyranosyl]-34, 224,24-trihydroxyoléan-12-éne.

132

(
.

'



Chapitre 111 Etude phytochimique de ’espéce Astragalus monspessulanus L.

Le composé AM9 s’est avéré identique a la soyasaponine 1, isolée originellement des
graines de soja (Glycine max Merill) [244] et de beaucoup d’autres espéces du genre
Astragalus comme A. trimestris [82], A. shikokianus [86], A. depressus [88], A. crysopterus
[245] et A. membranaceus [246]. Il est rencontré dans bon nombre de genres appartenant a la
famille Fabaceae comme Hedysarum [107,121,125,136], Melilotus [247], Lupinus [248] et
Wistaria [249].

Cette large distribution a fait que ce composé est utilisé comme marqueur
chimiotaxonomique de la famille Fabaceae et aussi du genre Astragalus.

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau I11.9.

Tableau 111.9: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé AM9 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) oH (ppm), (m, J (H2))

1 39,8 1,01 (m)
1,65 (m)

2 27,0 1,04 (m)
1,76 (m)

3 92,7 3,40 (dd, 10,3/ 3,5)

4 44,9 /

5 57,5 0,93 (m)

6 19,5 1,36 (m)
1,63 (m)

7 34,5 1,42 (m)
1,54 (m)

8 40,9 /

9 47,9 1,57 (m)

10 37,6 /

11 25,0 1,87 (m)

12 123,8 5,25 (t, 3,3)

13 145,4 /

14 43,5 /

15 27,3 1,86 (m)

16 30,0 1,29 (m)

17 38,7 /

18 46,9 2,07 (d, 14,7)

19 47,6 0,95 (m)
1,75 (m)

20 31,5 /

21 42,3 1,44 (m)
1,32 (m)

22 771 3,37 (dd, 5,1/3,5)

23 23,6 1,24 ()

24 64,5 3,22 (d, 11,3)

4,13 (d, 11,3)
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25 16,6 0,89 (s)

26 17,7 0,98 (s)

27 25,6 1,13 (s)

28 20,6 0,83 (s)

29 29,2 1,03 (s)

30 32,7 0,92 (s)

1 105,7 4,45 (d, 7,9)

2' 77,3 3,76 (d, 7,9)

3 78,2 3,64 (dd, 9,4/7,9)
4 74,3 3,46 (t, 9,4)

5 77,3 3,61 (d, 7,9)

COOH 175,6 /

1" 102,4 4,87 (d, 7,5)
2" 78,5 3,62 (dd, 9,5/7,5)
3" 76,4 3,54 (dd, 9,5/3,1)
4" 72,3 3,74 (d, 3,1)
5" 76,5 3,48 (m)

6" 62,3 3,72 (m)

(R 102,5 5,14 (d, 1,9)
2" 72,3 3,92 (dd, 3,5/1,9)
3™ 71,7 3,72 (dd, 9,6/ 3,5)
4 74,4 3,42 (t,9,6)
5 69,6 4,12 (m)

6" 18,5 1,27 (d, 8,6)

111.4.3.10 Identification structurale du composé AM10

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-p-D-galactopyranosyl-(1-2)-f-D-glucuronopyranosyl]-
3p, 24-dihydroxyoléan-12-ene-22-one (AM10)

Le spectre de masse ESI* du composé AM10 (Figure I11.116) montre un pic d’ion

pseudomoléculaire a m/z = 963 [M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 940 uma

correspondant a une formule brute en CsgH7601s.
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963.1
i

[M+Na]+ PN = 940

Figure 111.116: Spectre masse ESI* du composé AM10

Le spectre RMN *H (Figure 111.117) montre une totale similitude avec le composé AM9
(Figure 111.118) décrit précédemment. Toutefois sa masse moléculaire de moins 2 uma
comparativement au composé AM9 (soyasaponine I) de masse moléculaire égale a 942 uma,

traduit I’absence de deux hydrogenes au niveau du composé AM10.
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Figure 111.117: Spectre RMN *H du composé AM10
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Cette différence ne peut étre liee qu’a ’oxydation du groupement hydroxyméthine
CHOH en carbonyle au niveau de C-22, par comparaison avec le composé AM9. Ceci est
conforté par I’observation sur le spectre RMN 3C (Figures 111.119 et 111.120) d’un signal a 8¢

218,3 caractéristique d’un carbonyle d’une cétone.
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Figure 111.119: Spectre RMN **C du composé 10
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Figure 111.120: Spectre RMN DEPT du composé AM9

Il apparait clairement que le composé AM10 est identique a la déhydrosoyasaponine 1.
Cette derniére isolée et identifiée au sein méme du laboratoire a partir de 1’espece Astragalus
depressus, a servi comme échantillon témoin [88], en plus la mesure du pouvoir rotatoire [a]p
-3,3° (c = 0,36 ; MeOH).
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C’est la seconde citation de cette saponine dans le genre. Elle est reportée dans un grand
nombre d’espéces appartenant a divers genres de la famille Fabaceae. On citera Medicago
sativa [250], Pisum sativum L. [251], Desmodium adscendens [252] et Hedysarum polybotrys
[107,136].

Tableau 111.10: Déplacements chimiques RMN *H (600 MHz) et **C (150 MHz) du

composé AM10 dans CDz0D
Position dc (ppm) &+ (ppm) (m, J (Hz))
1 38,3 1,03-1,66 (m)
2 24,8 1,8 (m)
1,13 (m)
3 91,0 3,42 (dd, 10,3/ 4,5)
4 43,3 /
5 55,9 0,96 (m)
6 18,0 1,39-1,66 (m)
7 32,6 1,40-1,68 (m)
8 39,4 /
9 47,3 1,64 (m)
10 36,1 /
11 23,5 1,92 (m)
12 123,7 5,35 (t, 3,5)
13 141,4 /
14 41,6 /
15 25,7 1,33-1,85 (m)
16 27,0 1,12-2,17 (m)
17 48,0 /
18 47,6 2,37 (dd, 13,8/ 3,8)
19 46,2 1,34 (m)
2,23 (t, 13,8)
20 33,7 /
21 50,3 1,99 (m)
2,59 (m)
22 218,3 /
23 22,0 1,29 (s)
24 62,9 3,23 (d, 11,5)
4,16 (d, 11,5)
25 14,9 0,92 (s)
26 15,9 1,00 (s)
27 16,9 1,30 (s)
28 19,7 1,01 (s)
29 30,8 1,03 (s)
30 24,2 0,87 ()
1 104,1 4,48 (d, 8,3)
' 75,8 3,78 (d, 8,3)
76,9 3,62 (dd, 9,2/8,3)
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4 72,8 3,46 (t,9,2)
5 75,8 3,61(d, 9,2)
COOH 175,6 /

1" 100,7 4,90 (d, 7,5)

2" 77,8 3,66 (dd, 9,6 / 7,5)

3" 74,9 3,56 (dd, 9,6 / 3,5)

4" 70,8 3,74 (nd)

5 75,7 3,51 (m)

6" 60,8 3,76 (m)
3,72 (m)

1 100,9 5,15 (d, 1,6)

2™ 70,8 3,94 (dd, 3,3/1,6)

3™ 70,3 3,73 (nd)

4 72,8 3,42 (t, 9,6)

5 68,1 4,12 (m)

6 16,9 1,30 (d, 8,6)

I11.5 Conclusion

L’¢étude phytochimique réalisée sur les parties aériennes de la plante Astragalus
monspessulanus L. appartenant a la famille Fabaceae et poussant dans les régions semi-arides
de 1I’Algérie, nous a permis d’isoler et de caractériser treize produits naturels appartenant a
différentes classes de métabolites secondaires constitues de huit composés phénoliques dont
sept flavonoides et un lignane, deux saponines tritepéniques, deux phytostérols et un

triterpénoide. Ces métabolites se répartissent comme suit:

» Sept flavonoides :
- Quercétine 3-O-rutinoside (Rutine)
- Quercétine 3-0-(2, 6-a-L-dirhamnopyranosyl)-A-D-glucopyranoside
- Kaempférol 3-O-rutinoside (Nicotiflorine)
- Kaempférol 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-f-D-glucopyranoside
- Isorhamnétine 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-4-D-glucopyranoside (Calendoside 111)
- 3', 5-di-C-f-D-glucopyranosylphlorétine

- Hovetrichoside C

» Un lignane :

- Isolaricirésinol 9'-O-4-D-glucopyranoside
» Deux saponines :

- Soyasaponine |

- Déhydrosoyasaponine |

» Deux stérols
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- p-sitostérol

- Daucostérol (S-sitostérol-3-O-glucoside)
» Un triterpenoide

- Lupéol

Les composés phénoliques suivants : quercétine 3-0O-(2,6-a-L-dirhamnopyranosyl)-4-D-
glucopyranoside, kaempférol 3-0O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-f-D-glucopyranoside,
isorhamnétine 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-A-D-glucopyranoside (Calendoside 111), 3',5"-di-
C-p-D-glucopyranosylphlorétine,  hovetrichosidle C et isolaricirésinol  9'-O-p-D

glucopyranoside sont décrits pour la premiere fois dans le genre Astragalus.

La soyasaponine I, largement distribuée au sein de la famille Fabaceae, est considérée

comme marqueur chimiotaxonomique a la fois de la famille Fabaceae et du genre Astragalus.
La déhydrosoyasaponine | a eté isolée pour la deuxieme fois dans le genre Astragalus.

Il apparait aussi que les composés : kaempférol 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-4-D-
glucopyranoside, isorhamnétine 3-0-(4- a-L-rhamnopyranosyl)- 4-D-glucopyranoside
(Calendoside I11), hovetrichoside C et isolaricirésinol 9'-O-f-D-glucopyranoside sont reportés

pour la premiére fois dans les plantes Fabaceae.
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Chapitre IV Etude phytochimique de I’espéce Hedysarum carnosum Desf.

IVV.1 Rappels bibliographiques
1V.1.1 Généralités

Hedysarum carnosum Desf. est une plante endémique de I’Afrique du Nord. Elle se
rencontre essentiellement dans les régions peu arrosées et d’altitude moyenne [19]. En
Algérie, cette espece est signalée dans la région prédésertique constantinoise et au pied de
I’ Aurés, surtout & El Kantara aux environs de Biskra. Elle est rare dans les paturages arides
(Est de Touggourt). Elle est connue vulgairement sous le nom de "Hazlai" [104].

1VV.1.2 Description botanique
C’est une plante glabre a feuilles un peu charnues et des fleurs de 12 a 14 mm,

pourprées, en grappe denses s’allongeant a la fructification. Elle possede des gousses a

Figure IV.1: Espece Hedysarum carnosum Desf.

IV.1.3 Classification systéematique
Selon Quezel et Santa (1962) ainsi que Greuter (1989), la plante Hedysarum carnosum

Desf. est classée comme suit :

Regne : Plantae

Division : Angiosperma

Classe : Dicotylédones

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae (Leguminosea)
Genre : Hedysarum

vV V V V V V V

Espeéce : Hedysarum carnosum DESF.
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IV.1.4 Intérét de Hedysarum carnosum Desf.

L’espéce Hedysarum carnosum DESF. est une Iégumineuse pastorale bien représentée
dans les parcours naturels. Elle présente des modes de germination et de développement bien
adaptés aux variations des conditions du milieu aride [253]. La pharmacopée en général ne
reconnait, pour cette plante essentiellement fourragére, aucune utilisation thérapeutique

traditionnelle.

V.2 Résultats et discussions
IV.2.1 Extraction

1500 g de la plante entiére de Hedysarum carnosum DESF., préalablement séchés et
pulveérisés, sont mis a macérer dans un mélange MeOH/HO : 80/20 (15 litres x 2) pendant 72
h a température ambiante. Le mélange est ensuite filtré et concentré non a sec. Un volume de
500 ml de la phase aqueuse résultante subit une extraction liquide-liquide, d’abord par 1’éther
de pétrole (150 ml, 5 fois) puis I’acétate d’éthyle (150 ml, 5 fois) et enfin le n-butanol (150
ml, 5 fois). L’évaporation a sec des phases organiques a permis de recueillir 7 g pour I’extrait
étheropétrolique, 5 g pour I’extrait acétate d’éthyle et 30 g pour I’extrait butanolique (Figure
IV.2).

Hespsarum cornosum 1500 g

-Macération dans le mélange MeOH/H.O: 2020
(15 L = I foiz) pendant T2 h

-Filtration

-Evaparation

|[ Phoses organigus ]|<:tL -Pamition avec EP (3 « 130 ml)

-Evaparaticn Phase agueuse |

Exiraw EP ll—?aﬂjﬂm avec AcOEL (3 = 150 ml}

o . .

Phase agueuse | | Phases organigue |

-Partition avec »-BuwOH {3 = 130 ml} u—Erapnraﬁun

J L n Extrair AcOEt
m=5g

u—Erap oraticn

Extreit n-BuOH
m=30g

Figure IV.2: Schéma d’extraction de la plante Hedysarum carnosum DESF.
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IV.2.2 Séparation et purification
Les CCM réalisées sur les trois extraits visualisées sous lumiere UV a 254 et 366 nm
puis pulvérisées par H.SO4/AcOH/H20 dans les proportions (25/25/50), montrent la richesse

de I’extrait acétate d’éthyle en métabolites secondaires.

Cet extrait (5 g) a été fractionné par une chromatographie liquide sous vide (CLV) sur
gel de silice en phase normale en utilisant un gradient d’élution CHCIls/CH3OH allant de
0/100 a 100/0 (tableau VI1.3). Cette étape de fractionnement nous a permis de recueillir 10
fractions majoritaires (Fr1-Fri10).

Apres analyse des fractions obtenues par chromatographie sur couche mince en utilisant
des systémes de solvants convenables, les fractions présentant des profils identiques en CCM
ont été réunies. Pour la purification de ces fractions résultantes, plusieurs étapes de séparation
ont été nécessaires, en combinant différentes techniques chromatographiques :
chromatographie sur colonnes de gel de silice normale et Sephadex LH-20 (CC),
chromatographie liquide moyenne pression (CLMP), chromatographie liquide a haute

performance (CLHP) et plaques préparatives (CCE)), pour donner 12 composés connus.

| Extrait AcOEt (5 g) |
VLC 8i0,
CHCL/M=0H (100/0) 4 (0/100)

Frd+Fr3 Fré
626 mg 884 mg
CC (8i01) CC (%) CC (3i0:)
ER/CHCL CHaCl/Acétona CHCI: MeOH
» y
Fr2.9 Fr2.13 Fr4 8 Frd 10 Fr6.7 Fré.9
144 mg 149 5 mg 112 mg 20 mg 914 me 225 mg
CC LH-20 CC LH-20 CLMP |CH:ClyMeOH (CLHP CC2i0:)  |CC (310
CHCL ACH/H.O ACN/HEO EP/Acétone [EP/AcOEt
r
T CCM prep.
x 1 | HC10 | Fr6.7.10 Fr692
Fr2.9.4 Frl.9.5 Frl.9.6 HC2 | 1 mz $ms 13,5 mg
100 mg 50 mg I mg Ui Filtration | Precipitation
CLMP |CH.CL/M=0H| CLHP CCE (8i02) CLHP CCLH-20 | dans 1éther
CLHP |ACHN/H.O ACNH,O  |CHCL/M=0H ACH/H.O L8c0Et | digthylique
| B e S | ] | HC3 | | HCY
HC1 HC4 HC11 HCT HC12 lmg 32 mg
4,7 mg Img 1 mg 4mg 1mg |
HCS HCS HC6
18 mg 1 mg 1mg

Figure 1V.3: Schéma de purification des produits de I’extrait ACOEt de Hedysarum carnosum
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IV.2.3 Caractérisation des produits obtenus

Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
RMN 1D du proton et carbone, RMN 2D conjuguant les expériences COSY H-H, HSQC et
HMBC, la spectrométrie de masse ESI, en plus du pouvoir rotatoire et la comparaison avec
les donnees de la littérature.

1V.2.3.1 Identification structurale du composé HC1

7-hydroxy-2', 4', 5'-triméthoxyisoflavane (HC1)

Le spectre de masse ESI* (Figure IV.4) de ce composé fait apparaitre deux pics d’ions
pseudomoléculaires a m/z = 338,9 [M+Na]* et m/z = 655 [2M+Na]" donnant une masse

moléculaire de 316 uma et correspondant a une formule brute en C1gH200s.

ot . —[M+NaJ* PM=316 | H00Bes6.¢ I

0.8 33s9

0.67

[2M+Na]*
0.4

0.21 £55.0

188.8
0.0 bl 3088 | | 4008 4708

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 miz

Figure 1V.4: Spectre de masse ESI* du composé HC1

Son spectre RMN *H (Figure 1V.5) enregistré dans DMSO-ds, montre des signaux de
protons aromatiques résonant entre 6 et 7 ppm et aliphatiques entre 2,6 et 4,2 ppm, suggérant
que ce composé est de nature phénolique. Ce spectre met aussi en évidence la présence de
trois groupements OCHz a travers deux singulets, le premier d’intégration 3H résonant a oH

3,66 et le deuxieme d’intégration 6H a on 4,04.
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Groupements OCH3

I Protons

| . .
aliphatiques

Profons aromatiques /-\*

T T T

T L}
r.o 6.5 6.0 4.0 3.5 3.0

Figure IV.5: Spectre RMN *H du composé HC1

La présence d’un noyau aromatique trisubstitué est attestée par l’observation d’un
systéme ABX constitué par les signaux de trois protons nommeés H-5, H-6 et H-8 sortant
respectivement a 6+ 6,86 (1H, d, J = 8,2 Hz), 6,28 (1H, dd, J = 8,2 ; 2,5 Hz) et 6,18 (1H, d, J

= 2,5 Hz) (Figure 1V.6).
Z[—IIS
i li:I
1" i

Figure 1V.6: Spectre RMN *H du composé HC1

La présence d’un tel systéme est confirmée par expérience COSY H-H (Figure 1V.7).

S
i
H E
¢ s 8 =
' ff ) |
. . ’./ ' '_/i\f/ ;JJJ Ls
" '_1 . :
_ . Gl . I
. f ’ L2
’ [
.J .
r4 L] [
: H s H 2 o)

Figure IV.7: Spectre COSY H-H du composé HC1
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Les carbones qui les portent sont repérés respectivement a d¢ 130,0, 108,0 et 102,5 ppm,
selon le spectre HSQC (Figure 1V.8).

Il est observé aussi deux signaux singulets d’intégration 1H chacun a 6n 6,70 et 6,81,
suggérant la présence d’un second noyau aromatique tétrasubstitué avec les 2 protons
nommés H-3' et H-6', positionnés en para. Les carbones qui les portent sont localisés
respectivement a 6c 98,6 ppm 112,6 ppm (Figure 1V.8).

HS He' H¥ Ho6 HS8
C3 < ‘ ‘ z
Cc8 | L
Co =
e H L2
o — 5 8c102,5
8 - . H g 8 2
- - H“"L _I_Jz ¢ 'u__\
T S N 5
Héc1126 5 " ec1080]5 &
Cs - 6c1300 8
S H
18 s ' A a2 o P ¥2 lppeni]

Figure 1V.8: Spectre HSQC du composé HC1

La nature isoflavanique du composé est supportée en partie par le spectre COSY H-H
(Figure 1V.9). Partant du proton situé a o4 6,86 ppm (H-5) pris comme proton espion, on met
en évidence les couplages entre ce dernier et deux protons géminés de nature aliphatique,
repérés a on 2,93 (dd, J = 15,5 ; 10,2 Hz, H-4a), 2,70 (ddd, J = 15,5; 5,5; 1,6 Hz, H-4b). A
partir de ces derniers, on identifie un systéeme de spins a cing protons, a travers les couplages
H>-4/H-3 (6w 3,37, m), H-3/H-2a (dn 4,09, ddd, J = 10,3 ; 3,5; 1,8 Hz) et H-3/H-2b (dn 3,94,
t, J = 10,3 Hz). Les valeurs de résonance des carbones qui les portent, établies par HSQC
(Figure 1V.10), a éc 69,2 (C-2), 31,1 (C-3) et 30,0 (C-4), sont typiques d’un squelette
isoflavane [254].
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H2b

i I

I-" _ﬂ

= H5/H4h
j H5/H4a
te L.
4-. - -3
o N
= T
[} [ ] 4I_n :lr'i alﬂ !I.i F o]
Figure 1V.9: Spectre COSY H-H du composé HC1
H2Zh H4b
H2a H3H4a
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Figure 1V.10: Spectre HSQC du composé HC1

Le spectre HMBC (Figure 1V.11) exhibe les corrélations attendues entre :

v le proton H-5 (6n 6,86) et le carbone C-4 (8¢ 30,0) et deux carbones aromatiques
quaternaires oxydes résonant a 154,5 ppm (C-9) et 156,5 ppm (C-7).

v le proton H-8 (34 6,28) et le carbone C-6 (3¢ 108,0), et trois carbones aromatiques
quaternaires résonant a oc 112,6, 154,5 et 156,5 attribuables respectivement aux
carbones C-10, C-9 et C-7.
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V' les protons Hz-2 (8w 4,09 ; 3,94) et les carbones C-3 (8¢ 31,1), C-4 (8¢ 30,0) ainsi qu’un
carbone quaternaire a 154,5 ppm (C-9).
v' e proton H-3 (8n 3,37) et les carbones C-6' (6¢c 112,6), C-2 (8¢ 69,2), C-4 (5¢ 30,0) et

deux carbones aromatiques quaternaires résonant respectivement a dc 151,2 (C-2') et

120,3 (C-1).
- H2bOCH3
HS | HS H2q H3 4D
f b
c4. H5/C4,_ HIbC4, . L. =
€3 i~ H2b/C3 H3/c4 T T, | .
; AW -
;\Hﬁ :;L:j"yﬁ?f LI 3
- A ¢ ™A . H4a/C2 -
- .l([ P Y H3/C2. < «H4b/C2
\._\_\__ :::i__l,l, \_ ‘q| HDI [ g
' wi\'j_'_‘“_‘fyfr;”}'zé&_ e H42/C10 3
C1o S . W HBCI0 H3/CL0, & oH4b/C10
o Co Hﬁ'{‘liiHB-{il H3/Cl" - "H-I-?l"{.il- _E
car S5 He' /4 HEICS o HA'CS' OCH3/C4’. 4OCH3/C5" -3
S8 Hs,f09,!!‘~\ JH8/co OCH3/C2'} . .. .o
C7 H5/C7Y \ 'H8/CT H2/C9 H3/C2' - 3

H3'/C2' H3'IC4’
. H : F2pem)

i =

Figure I1V.11: Spectre HMBC du compose HC1

La localisation des groupements méthoxyles est déterminée grace au spectre HMBC
(Figure 1V.11). La position en C-2' (151,2 ppm) du groupement OCHj3 sortant a oy 3,78, est
attestée par le couplage qu’il présente avec ce carbone. Les deux autres groupements (o1 3,78
et 3,66) sont positionnés en 4' et 5' du fait la corrélation de leurs protons avec les carbones C-
4' (148,3 ppm) et C-5' (142,8 ppm). Ces derniers ont été identifiés sur la base de leurs

corrélations longue distance avec les protons H-3' (61 6,70) et H-6' (61 6,81).

L’ensemble de toutes ces données spectrales, la valeur de la constant de couplage
H-3/H-4 (J = 10,2 Hz), la mesure du pouvoir rotatoire ([a]o = -10,5°, ¢ = 0,40, MeOH) et la
comparaison avec les données de la littérature, permettent d’assigner, pour le composé¢ HC1,

la structure suivante: (3R)-7-hydroxy-2', 4', 5'-triméthoxyisoflavane.
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HO O
OCHj4

OCH,

OCH;,4
Ce composé appelé aussi (-)-5'-méthoxysativane est reporté pour la premiére fois dans le
genre Hedysarum. Il a été isolé originellement de la luzerne ou "alfalfa" (Medicago sativa,
Fabaceae) [254].
Tous les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont

rassemblés dans le tableau V.1 ci-dessous.

Tableau IV.1: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé HC1 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

2 69,2 3,94 (t,10,3)

4,09 (ddd, 10,3/3,5/1,8)

3 31,1 3,37 (M)

4 30,0 2,70 (ddd, 15,5/5,5/ 1,6)

2,93 (dd, 15,5/ 10,2)

5 130,0 6,86 (d, 8,2)

6 108,0 6,28 (dd, 8,2/ 2,5)

7 156,5 /

8 102,5 6,18 (d, 2,5)

9 154,5 /

10 112,6 /

1 120,3 /

2' 151,2 /

3 98,6 6,70 (s)

4' 148,3 /

5' 142,8 /

6' 112,6 6,81 (5)
5'-OCHs 55,9 3,66 (5)
2'-OCHs 56,4 3,78 (5)
4'-OCHjs 56,5 3,78 (s)
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1V.2.3.2 Identification structurale du composé HC2

(-)-Vestitol (HC2)

Le spectre de masse ESI° du composé HC2 (Figure IV.12) montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 271,1 [M-H], soit une masse moléculaire égale a 272 uma

correspondant a une formule brute en C16H160a.

Intens. M3
x106
" /_| D{_H]_ PM =272
067 2711
0.4-
0.2-
0.0 v Ly L : - . . -
200 400 600 800 1000 m/z

Figure 1V.12: Spectre de masse ESI- du composé HC2

Son spectre RMN H (Figure 1V.13), enregistré dans DMSO-ds, montre beaucoup de
similitudes avec le composé HC1 décrit préecédemment (Figure 1V.14). L observation, ici de
signaux de protons aromatiques résonant entre 6 et 7 ppm et aliphatiques entre 2,6 et 4,2 ppm,
détermine son caractére isoflavanique. Cependant, ce spectre met en évidence la présence
d’un seul groupement OCHjs a travers un singulet résonant a 6n 3,67, au lieu de trois pour le

composé HC1.

Ll
. . O -

VU S\

T T T T T T T
70 6.5 6.0 40 3s 3.0 25

Figure 1V.13: Spectre RMN *H du composé HC2

149

——
| —



Chapitre IV Etude phytochimique de ’espéce Hedysarum carnosum Desf.

Groupements OCH3

I Protons
|

aliphatiques

Profonis aromatiques M
- E

ﬂ | | JII.!! i Ny
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Figure 1V.14: Spectre RMN *H du composé HC1

Cette similitude conjuguee a la différence de masse de 44 uma entre les deux composés

permet d’avancer que le composé HC2 a la structure de HCI1 mais dépourvue d’un

groupement OCHs et ayant un groupement OH au lieu de OCHa.

L’expérience COSY H-H (Figure 1V.15) qui montre la présence de deux systémes

ABX correspondant a deux noyaux aromatiques trisubstitués, 1'un a travers les signaux a oH
6,87 (1H, d, J = 7,9 Hz), 1 6,28 (1H, dd, J = 7,9 ; 1,9 Hz) et 61 6,18 (1H, d, J = 1,9 Hz),
’autre a travers les signaux a 64 6,99 (1H, d, J = 8,5 Hz), 61 6,35 (1H, dd, J =8,5; 2,6 Hz) et
dH 6,43 (1H, d, J = 2,6 Hz), conforte cette hypothese.

He'. HS H3"YH5'H6 'yg
r §
u-’--__ [
*... % HG/HS [
H?r'.-'gff 4
-4y H3/H6 [
W15 =S L2
s m T T & T e

Figure 1V.15: Spectre COSY H-H du composé HC2
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Cette analyse permet de suggérer, pour le composé HC2, une des structures suivantes :

HO o HO o)
OH OCH;

OCH;, OH

Le spectre COSY H-H (Figure 1V.16) permet de reconnaitre tous les protons constituant
le cycle C aliphatique, a travers les couplages H-4a (dn 2,88, dd, J = 15,5 ; 10,2 Hz)/H-3 (6H
3,34, m), H-4b (61 2,71, ddd, J =15,5; 4,9 ; 1,6 Hz)/H-4a, H-3/H-2a (61 4,14, ddd, J = 10,5 ;
3,3; 1,8 Hz), H-3/H-2b (81 3,91, t, J = 10,5 Hz).

H3
H2a HXb Hda Hdb

] B eHMF3
- -2
* : 88 H2h/H3 [
- H2a/H2b -
¥ T T T T

T T T T T v T T
LR 11 ie 2% 2 |pp=)

T

Figure 1V.16: Spectre COSY H-H du composé HC2

L’expérience HSQC (Figure 1V.17) permet de retrouver tous les carbones portant les

protons aromatiques et aliphatiques.
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Figure 1V.17: Spectre HSQC identifiant les carbones du composé HC2

Le spectre HMBC (Figure 1V.18) permet de retrouver toutes les corrélations attendues,
particulierement au niveau des cycles A et C identiques a celles observées pour le composé
HC1. Elle a permis également de déterminer la position du groupement OCH3z au niveau du
cycle B, a travers la corrélation longue distance entre les protons de ce dernier (61 3,67) et le
carbone quaternaire C-4' (dn 158,8), lui-méme identifié sur la base de son couplage avec le
proton H-5' (6w 6,35).

H5'/C4" OCH3/C4’ FT

T - * ¥ * u r * ¥ r T r T T T ' T T
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Figure 1V.18: Spectre HMBC du composé HC2
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L’ensemble de toutes ces données spectrales, la valeur de la constante de couplage H-
3/H-4 (J =10,2), la mesure du pouvoir rotatoire ([a]o -20,6°, ¢ = 0,05, MeOH) et la
comparaison avec les données de la littérature [142], permettent d’assigner pour le composé
HC2, la structure suivante: [(3R)-(2-hydroxy-4-méthoxyphenyl)-chroman-7-ol].

HO O
OH

OCH,4

Ce composé, connu sous le nom de (-)-Vestitol, est doté d’une forte activité anti-
bactérienne [255] et antioxydante [256]. Il a été rencontré dans les espéces du genre
Hedysarum comme H. theinum [142] et H. polybotrys [143] et de la famille Fabaceae comme
Dalbergia odorifera [255].

Le tableau 1V.2 reproduit tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

compose HC2,

Tableau I1V.2: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé HC2 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) on (ppm), (M, J (Hz)
2 69,2 3,91 (t,10,5)
4,14 (ddd, 10,5/3,3/ 1,8)
3 31,1 3,34 (m)
4 29,8 2,71 (ddd, 15,5/ 4,9/1,6)
2,88 (dd, 15,5/ 10,2)
5 130,1 6,87 (d, 7,9)
6 107,9 6,28 (dd, 7,9/1,9)
7 156,5 /
8 102,5 6,18 (d, 1,9)
9 154,6 /
10 112,8 /
1 119,7 /
2 155,9 /
3 101,3 6,43 (d, 2,6)
4' 158,8 /
5 104,3 6,35 (dd, 8,5/ 2,6)
6 127,7 6,99 (d, 8,5)
4'-OCH3s 54,9 3,67 (s)
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1VV.2.3.3 Identification structurale du composé HC3

7, 4'-dihydroxy-3'-méthoxyisoflavone (HC3)

Le spectre de masse ESI* (Figure 1V.19) de ce composé indique la présence de deux
pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 284,8 [M+H]" et m/z = 306,8 [M+Na]* correspondant

a une masse moléculaire de 284 uma et une formule brute en C16H120s.

Int:1r|055_ K_‘[M+H]+ PM=284 | NMO0E4T6.d: +MS

6 e /_{[M+Na]+ PM=284 |
| 306.8

4458 590.9
a7 5129 L 6482 7311

200 300 400 500 600 700 miz

0.8 3928

Figure 1V.19: Spectre de masse ESI* du composé HC3

Son spectre RMN H (Figure 1V.20) qui traduit un caractére phénolique pour le

compose, voire flavonoidique, présente :

v’ trois signaux d’intégration 1H chacun résonant a &y 7,04 (sl), 6,95 (d, J = 9,1 Hz) et
6,93 (d, J= 9,1 Hz), attribuables respectivement aux protons H-2', H-5' et H-6' du
cycle B.

v’ trois signaux formant un systéme ABX résonant a 6y 7,96 (1H, d, J = 9,1 Hz), 6,94
(1H, dd, J=9,1; 1,8 Hz) et 6,86 (1H, d, J = 1,8 Hz), attribuables respectivement aux
protons H-5, H-6 et H-8 du cycle A substitué en C-7.

v un signal singulet résonant a dn 8,29, trés caractéristique du proton H-2 d’une
isoflavone.

v" un signal singulet résonant a 84 3,79 d’intégration 3H attestant de la présence d’un

groupement méthoxyle.
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Figure 1V.20: Spectre RMN *H du composé HC3

Le caractere isoflavonique du composé est confirmée par le spectre HMBC (Figure
IV.21) qui montre la corrélation entre le proton H-2 a dn 8,29 et un carbone quaternaire
oxygéné (6¢c 157,4) attribué a C-9 au vu de ses couplages avec les protons H-5 (6w 7,96, d, J =
9,1 Hz) et H-8 (6n 6,86, d, J = 1,8 Hz) du cycle A de I’isoflavone.

Par ailleurs, le signal attribué au proton H-5 est confirmée par sa corrélation HMBC
avec le carbone carbonyle a 6¢c 174,6 (C-4), attestant que le systeme ABX revient aux protons

H-5/H-6/H-8 et que le carbone C-7 est porteur d’un substituant.
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Figures 1V.21: Spectre HMBC partiel du composé HC3
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Le spectre HMBC (Figure 1V.22) montre également les corrélations entre les trois
protons H-2' (6w 7,04, sl), H-5' (61 6,95, d, J = 1,8 Hz) et H-6' (61 6,93, d, J = 1,8 Hz) du cycle

B et deux carbones quaternaires oxygénés résonant a 6c 146,0 (C-4") et ¢ 147,5 (C-3). Ce

dernier qui présente un couplage avec les protons du groupement méthoxyle (6n 3,79) indique

que ce groupement est positionné en C-3', impliquant que les carbone C-7 et C-4'

porteurs de groupements hydroxyles.

: “H2 S HS ) CH3
OH H2 e OCH3
{
[
|
oH
4 H2'/C4
{
{ |
s ‘ - H2 /O3 OCHS3 (1‘3'1
I
I
: T T T T T T T T T T L L T T T - T

Figure 1V.22: Spectre HMBC partiel du composé HC3

Fi [ppm]
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L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC permet de déterminer les

déplacements chimiques de tous les carbones de la molécule (Figure 1V.23).
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Figure 1V.23: Spectre RMN DEPTQ du composé HC3

156

——
| —



Chapitre 1V Etude phytochimique de ’espéce Hedysarum carnosum Desf.

Toutes ces données spectrales (Tableau 1V.3), ainsi que la comparaison avec les
données de la littérature [257], permettent d’attribuer sans ambiguité pour le composé, la

structure suivante : 7, 4'-dihydroxy-3'-méthoxyisoflavone.

HO o

OCHs

OH

Ce composé, appelé aussi 3'-méthoxydaidzéine, est décrit pour la premiere fois dans le
genre Hedysarum. Antérieurement, il a été rencontré dans certaines especes de la famille
Fabaceae comme Dalbergia odorifera 1. [257], Caragana changduensis [258] et Pueraria
lobata [259]. 11 est doté d’une activité antioxydante appréciable [239].

Le tableau 1.3 englobe tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

composé HC3.

Tableau 1V.3: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé HC3 dans DMSO

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

2 153,1 8,29 (s)

3 123,3 /

4 174,6 /

5 127,3 7,96 (d, 9,1)

6 115,1 6,94 (dd, 9,1/1,8)

7 162,5 /

8 102,1 6,86 (d, 1,8)

9 157,4 /

10 116,6 /

1 124.6 /

2 116,4 7,04 (sl)

3 147,5 /

4' 146,0 /

5 111,9 6,95 (d,1,8)

6 119,7 6,93 (d, 1,8)
3'-OCHz3 55,6 3,79 (s)
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1V.2.3.4 Identification structurale du composé HC4

Genistéine (HC4)

Le spectre de masse ESI* (Figure 1V.24) de ce composé indique la présence de deux
pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 270,8 [M+H]" et m/z = 292,8 [M+Na]* correspondant

a une masse moléculaire de 270 uma et une formule brute en C15H100s.

Inﬁl;ss 6//—'[f'¥"1+H]+ PM=270 | WNMI0E454 d: +MS
&1 2708

y /—|[M+Na]+ PM=270 |

4-

2028
2 \ 454:9 5533
39-:9
6469
0 b kb LL— — e
200 300 400 700 800 900 1000 1100 miz

Figure 1V.24: Spectre de masse ESI* du composé HC4

Le spectre RMN *H (Figure 1V.25) du composé HC4, enregistré dans le DMSO, est trés

similaire a celui du composé décrit précédemment. Il est identifié :

v" un signal singulet résonant a 1 8,33 (1H, s), trés caractéristique du proton H-2 d’une
isoflavone.

v deux signaux résonant a én 7,37 (2H, d, J = 9,1 Hz) et 6,81 (2H, d, J = 9,1 Hz),
attribués respectivement aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' du cycle B parasubstitué
en C-4'.

v deux signaux résonant a én 6,39 (1H, d, J = 1,9 Hz) et 6,22 (1H, d, J = 1,9 Hz),
attribuables respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A substitué en C-5 et
C-7.
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Figure 1V.25: Spectre RMN *H du composé HC4

Comme pour le composé HC3, le spectre HMBC (Figure 1V.26) confirme la nature
isoflavonique du composé HC4 a travers les corrélations H-2 (61 8,33)/C-9 (8¢ 157,6)/C-4 (dc
180,2), H-8 (6n 6,22, d, J = 1,9 Hz)/C-7 (¢ 164,3)/C-9 et H-6 (61 6,39, d, J = 1,9 Hz)/C-5 (8¢
162,0)/C-7.
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Figures 1V.26: Spectre HMBC partiel du composé HC4
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Le spectre HMBC (Figure 1V.26) montre également les corrélations entre les quatre
protons du cycle B et un carbone quaternaire oxygéné résonant a 6c 157,4 (C-4"). Ce dernier

corrélant avec un proton (6n 9,59) de groupement hydroxyle indique que ce groupement est
positionné en C-4'.

L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC permet de déterminer les
déplacements chimiques de tous les carbones de la molécule (Figure 1V.27).

| TR oA

2t
6

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
215 210 2086 200 195 1850 185 180 1TH 1T 165 160 1565 450 445 140 135 130 125 120 195 110 P
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Figure 1V.27: Spectre RMN DEPT du compose HC4

Toutes ces données spectrales permettent d’identifier ce composé au 4', 5, 7-trihydroxy-
isoflavone.

OH

Ce composé, connu sous le nom de genistéine, est isolé pour la premiére fois dans le
genre Hedysarum. Il a été précédemment isolé de Millettia nitida var. hirsutissima
appartenant a la famille Fabaceae [260]. Ce composé est doté d’une activité antituberculaire
[261].

Le tableau 1V.4 englobe tous les déplacements chimiques des protons et carbones du
composé HC4.

160

——
| —



Chapitre IV Etude phytochimique de ’espéce Hedysarum carnosum Desf.

Tableau 1V.4: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé HC4 dans DMSO

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (H2))

2 154,0 8,33 (s)

3 121,2 /

4 180,2 /

5 162,0 /

6 93.6 6,39 (d, 1,9)
7 164,3 /

8 98.9 6,22 (d, 1,9)
9 157,6 /

10 104,4 /

1 122,3 /

2' 130,2 7,37(d, 9,1)
3 115,0 6,81 (d, 9,1)
4' 157,4 /

5' 115,0 6,81 (d, 9,1)
6' 130,2 7,37 (d, 9,1)

1VV.2.3.5 Identification structurale du composé HC5

H,CO

Prunétine (HC5)

Le spectre de masse ESI" de ce composé (Figure 1V.28) donne un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 282,5 [M-H]" correspondant a une masse moléculaire de 284 uma

et une formule brute en C1H120:s.

Intens. ACO00375.d; -3
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Figure 1V.28: Spectre de masse ESI" du composé HC5
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Son spectre RMN *H (Figure 1V.29) enregistré dans DMSO-ds montre d’emblée que ce
composé est de structure quasi-identique a celle du composé HC4. On reconnait :

v le signal singulet résonant a &n 8,41, trés caractéristique du proton H-2 d’une
isoflavone.

v les deux signaux d’intégration 2H chacun résonant a &4 7,38 et 6,82, attribués
respectivement aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5" du cycle B.

v les deux signaux résonant a &4 6,40 (1H, sl) et 6,60 (1H, sl), correspondant
respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A substitué en C-5 et C-7.

La seule différence réside en la présence d’un signal de protons OCHs (3H, d, o4 3,98).
Une différence de 14 uma entre les deux composes, constatée sur le spectre de masse,

suggérerait qu’un groupement OCHs a pris la place d’un groupement OH, au niveau du

compose HC5.
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Figure 1V.29: Spectre RMN *H du composé HC5

Le spectre HMBC permet de retrouver toutes les corrélations observées pour ce
composé. L’observation sur le méme spectre (Figure 1V.30) d’un couplage longue distance

OCHz3 (61 3,98)/ C-7 (8¢ 165,2) confirme que le groupement méthoxyle est positionné en C-7.
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Figures 1V.30: Spectre HMBC partiel du composé HC5

L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC permet de déterminer les

déplacements chimiques de tous les carbones de la molécule (Figure 1V.31).
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Figure 1V.31: Spectre RMN DEPT du composé HC5

Toutes ces données spectrales permettent d’attribuer sans ambigiiité au composé¢ HC5, la

structure suivante: 5, 4'-dihydroxy-7-méthoxyisoflavone.
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HsCO 0

OH O
OH

Ce composé, appelé communément prunétine, est isolé également pour la premiere fois
dans le genre Hedysarum. Il a été rencontré dans certaines espéces de la famille Fabaceae
comme Millettia nitida var. hirsutissima [260], Millettia dorwardi Coll. et Hemsl [262],
Cladrastis platycarpa [263], Dalbergia spinosa [264] et Dalbergia sympathetica (Dennst.)
[265]. Ce composé est doté d’une activité antituberculaire [261] et anti-inflammatoire [266].

Le tableau IVV.5 englobe tous les déplacements chimiques des protons et carbones du
composé HC5.

Tableau I1V.5: Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
composé HC5 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))
2 154,4 8,41 (s)
3 122,6 /
4 180,5 /
5 161,7 /
6 98,1 6,40 (sl)
7 165,2 /
8 92,4 6,65 (sl)
9 157,6 /
10 105,4 /
1 121,0 /
2' 130,2 7,38(d, 8,8)
3 115,1 6,82 (d, 8,8)
4' 157,6 /
5' 115,1 6,82 (d, 8,8)
6' 130,2 7,38(d, 8,8)
7-OMe 56,1 3,98 (s)
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1V.2.3.6 Identification structurale du composé HC6

Biochanine A (HC6)

Le spectre de masse ESI™ du composé HC6 (Figure 1V.32), présente un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 306,8 [M+Na]", soit une masse moléculaire de 284 uma,

correspondant a la formule moléculaire C16H120s.

Intens. ] AC000369.d; +M3
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37
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Figure 1V.32: Spectre de masse ESI*™ du composé HC6
Son spectre RMN *H (Figure 1V.33) enregistré dans le DMSO-ds présente :

> un signal singulet résonant a én 8,17, trés caractéristique du proton H-2 d’une
isoflavone.

» deux signaux d’intégration 2H chacun résonant a on 7,47 (d, 8,8 = Hz) et 6,97 (d, J =
8,8 Hz), attribués respectivement aux protons H-2'/H-6' et H-3/H-5' du cycle B
parasubstitué.

» deux signaux résonant a on 5,95 (1H, sl) et 6,08 (1H, sl), attribuables respectivement
aux protons H-6 et H-8 du cycle A substitué en C-5 et C-7.

» un signal singulet résonant a on 3,78 d’intégration 3H attestant la présence d’un

groupement méthoxyle.

165

——
| —



Chapitre IV Etude phytochimique de ’espéce Hedysarum carnosum Desf.

.'H.:' I H2'
H2 HE" HE
g Hb6
THL
i I
EE] L1 3 1] 75 7.0 55 &0 33 ppm
3
N‘,é o q D_“\ .—-'”
1 T A
Pl |d\” e
T A .'r"
* il
- N M, |
I— - -~
a5 Lo s a0 25 20 15 10 as ppm

Figure 1V.33: Spectre RMN *H du composé HC6

L’analyse de ce spectre conjuguee a celle du spectre de masse qui montre une masse
moléculaire égale a celle du composé HC5 décrit précédemment, indique que ces deux

produits sont des isomeres de position.

La localisation du groupement OCHjs en C-4' est attestée par le spectre HMBC (Figure
IV.34) qui montre une corrélation entre les protons du groupement méthoxyle (d+ 3,78) et le
carbone quaternaire oxygéné résonant a dc 159,0 (C-4"), impliquant ainsi que les carbones

C-7 et C-5 sont porteurs de groupements OH.
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Figure 1V.34: Spectre HMBC partiel du composé HC6
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L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC permet de déterminer les

déplacements chimiques de tous les carbones de la molécule (Figure 1V.35).
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Figure 1V.35: Spectre RMN DEPT du composé HC6

Toutes ces données spectrales permettent d’attribuer sans ambigiiité au composé HC6 la

structure suivante : 5, 7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone.

HO 0o

OH o}
OMe
Cette isoflavone connue est appelée biochanine A. Elle a été isolée pour la premiere fois
dans le genre Hedysarum. Elle a été rencontrée également dans certaines especes de la famille

Fabaceae comme Dalbergia olivari [267].

Le tableau IV.6 reproduit tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

composé HCG6.

Tableau 1V.6: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et *C (125 MHz) du
composé HC6 dans DMSO-ds

Position ¢ (ppm) dH (ppm), (M, J (Hz))
2 1531 8,17 (5)
3 123,7 /
4 178,9 /
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5 161,8 /
6 100,7 5,95 (sl)
7 165,1 /
8 94,6 6,08 (sl)
9 158,1 /
10 102,8 /
T 1214 /
2" 130,2 7,47 (d, 8,8)
1138 6,97 (d, 8,8)
4 159,0 /
5 1138 6,97 (d, 8,8)
6' 130,2 7,47 (d, 8,8)
4'-OMe 55,3 3,78 ()

1VV.2.3.7 Identification structurale du composé HC7

Formononétine (HC7)

Le spectre de masse ESI* du composé HC7 (Figure 1V.36) permet d’observer un pic
d’ion pseudomoléculaire a m/z = 290,8 [M+Na]* et m/z = 558,9 [2M+Na]*, ce qui donne une

masse moléculaire de 268 uma correspondant a une formule brute en C16H120a.

"ei06]| [M:+Na]* PM = 268 ACO00344 <3
o]l = sss9—] [2M+Na]* PM = 268
084 2048
0.6
0.4
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figure 1V.36: Spectre de masse ESI* du composé HC7

Son spectre RMN *H (Figure 1V.37), enregistré dans DMSO-ds, montre d’emblée que
ce composé a une structure quasi-identique a celle du composé HC6. On reconnait le signal
singulet résonant a dn 8,32 du proton H-2 d’une isoflavone, les deux signaux d’intégration 2H

chacun résonant a 1 7,50 et 6,98, attribués respectivement aux protons H-2'/H-6' (dn 7,50, d,
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J=17,2Hz) et H-3/H-5' (61 6,98, J = 7,2 Hz) du cycle B parasubstitué, ainsi que le signal

singulet résonant a 6n 3,97 d’intégration 3H attestant la présence d’un groupement méthoxyle.

Cependant, I’observation de trois signaux formant un systéme ABX, au lieu d’un
systéme AX constaté pour le composé HC6, résonant a 64 7,94 (1H, d, J = 8,5 Hz), 6,91 (1H,
dd, J=8,5;2,1 Hz) et 6,83 (1H, d, J = 2,1 Hz), attribuables respectivement aux protons H-5,
H-6 et H-8 du cycle A substitué en C-7, suggére la perte du groupement OH en C-5. Cette
perte est confirmée par la différence de moins 16 uma constatée sur le spectre de masse de ce

composé, comparativement a celui du composé HC6.

v OIS

H3"

131 i

as an s EY ] 25 28 15 10 us pom,

Figure 1V.37: Spectre RMN *H du composé HC7

Le spectre HMBC permet de retrouver toutes les corrélations observées pour le composé
précédent. L’observation sur le méme spectre (Figure 1V.38) d’un couplage longue distance

OCHz3 (6H 3,79)/C-4' (3¢ 158,9) confirme que le groupement méthoxyle est positionné en C-4'.
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Figure 1V.38: Spectre HMBC partiel du composé HC7
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L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC a permis de caractériser tous les

carbones de la molécule (Figure 1V.39).
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Figure 1V.39: Spectre RMN DEPT du composé HC7

Toutes ces données spectrales permettent d’attribuer sans ambigiiité au composé HC7 la

structure suivante : 7-hydroxy-4'-méthoxyisoflavone.

HO O

OCH,

Ce composé connu sous le nom de formononétine, a été rencontré dans le genre
Hedysarum comme H. theinum [112], H. polybotrys [121, 123], H. multijugum [125], H.
semenovii [128], H. kirghisorum [131, 132] et H. austros ibiricum [268]. Il a été rencontré

également dans certaines espéces de la famille Fabaceae comme Ononis angustissima L.

[269].

Le tableau 1.7 englobe tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

composé HC7.

Tableau 1V.7: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du
composé HC7 dans DMSO-ds
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Position oc (ppm) on (ppm), (m, J (Hz))

2 153,0 8,32 (s)

3 123,1 /

4 174,6 /

5 127,2 7,94 (d, 8,5)

6 115,5 6,91 (dd, 8,5/2,1)

7 163,4 /

8 102,1 6,83 (d, 2,1)

9 157,6 /

10 116,1 /

1 124,3 /

2' 130,1 7,50 (d, 7,2)

3' 113,6 6,98 (d, 7,2)

4' 158,9 /

5' 113,6 6,98 (d, 7,2)

6' 130,1 7,50 (d, 7,2)
4'-OMe 55,1 3,97 (s)

1VV.2.3.8 Identification structurale du composé HC8

(2R,3R)-3, 7-dihydroxyflavanone (HCB8)

Le spectre de masse ESI, enregistré en mode positif, révele un pic d'ion
pseudomoléculaire a m/z = 278,8 [M+Na]* (Figure 1V.40), soit une masse moléculaire de 256

uma correspondant a une formule brute en C15H120a4.

Intens

“2“: es—] [M+Nal- PM =256

2.0
1.57
1.0
0.59

4669
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Figure 1V.40: Spectre de masse ESI* du composé HC8
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Le spectre RMN 'H (Figure 1V.41) qui illustre le caractére flavonoidique du composé,

révéle la présence de protons aromatiques et aliphatiques.

o o e s cip et = = EE
N\ WV i \
Pratons Frotons

| aromatiques | aliphatiques

- 1l I = 1“ =
h '

J .
?.r; 1'11 5.5 lr'l !:5 mr: ! L5 &0

Figure 1V.41: Spectre RMN *H du composé HC8

Le spectre RMN DEPTQ (Figure 1V.42) indique I’existence de 15 atomes de carbone se

répartissant en dix CH et cinq carbones quaternaires dont un apparaissant a 6c 192,1 d’un

carbone carbonyle.
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Figure 1V.42: Spectre RMN DEPTQ du composé HC8

Les signaux de protons aromatiques, d’intégration 1H chacun, sont attribués aux protons
H-5 (6w 7,63, d, J = 8,1 Hz), H-6 (dw 6,52, dd, J = 8,1; 2,1 Hz) et H-8 (61 6,28, d, J = 2,1 Hz)
du cycle A, ainsi qu’aux protons H-2'/H-6' (6w 7,53, dd, J = 8,3 ; 1,6 Hz) et H-3/H-5'/H-4' (on
7,37-7,43, m) du cycle B d’un flavonoide (Figure 1V.43).
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Figure 1V.43: Spectre RMN !H exhibant les protons aromatiques du composé HC8

Le spectre COSY H-H (Figure 1V.44) confirme cette analyse a travers les couplages H-6/
H-5/H-8 pour le cycle A, H-2'/H-3/H-4'/H-5'/H-6" pour le cycle B.

H5H2) g3+ HS
] H6
H6® s :
H4'
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i ‘ ‘,Hsms'
- . . q
H2'/H3 S -
g =2 = = 4 g e H s Rwem

Figure 1V.44: Spectre COSY H-H des protons aromatiques du composé HC8

Ces protons sont accordés, sur le spectre HSQC, aux carbones résonant a dc 128,7 (C-
5), o6c 111,3 (C-6), 102,4 (C-8), 128,1 (C-2/C-6"), 128,55 (C-3/C-5"), 128,7 (C-4)
(Figure 1V.45).
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Figure 1V.45: Spectre HSQC du composé HC8

L’expérience HMBC (Figure 1VV.46) du composé permet d’assigner tous les carbones de
ces deux cycles aromatiques A et B, suite aux corrélations longue distance observées entre le
proton H-6 et les carbones C-8 (6c 102,4) et C-10 (d¢ 111,7), le proton H-8 et les carbones C-
6 (6¢c 111,3), C-7 (8¢ 165,6), C-9 (dc 155,9), C-10 et C-4 (oc 192,1), le proton H-5 et les
carbones C-9, C-7 et C-4, les protons H-2'/H-6" et les carbones C-1' (6¢c 137,7), C-3/C-5' (6¢
128,5) et C-4' (6¢ 128,7).
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Figure 1V.46: Spectre HMBC du composé HC8

La valeur de déplacement chimique du carbone C-7 (8¢ 165,6) du cycle A indigue sa

substitution par un groupement hydroxyle libre.
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Pour la zone aliphatique, les spectres RMN H et COSY H-H (Figure 1V.47) montrent
un systeme de spins de type -CHO—CH(OH)- constitué par les protons H-2 (6x 5,14, d, J =
11,5 Hz) et H-3 (6w 4,50, d, J = 11,5 Hz). La valeur de la constante de couplage de I’ordre de

11,5 indique leur position transdiaxiale.
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Figure IV.47: Spectres RMN 'H et COSY H-H exhibant les protons aliphatiques du
composé HC8

Le spectre HMBC (Figure 1V.48) confirme que la chaine >CHO—2CH(OH)- fait partie

du cycle C d’un flavonol et cela par ’observation de corrélations longue distance entre:

> le proton H-2 et le carbone C-9 du cycle A, les carbones C-1'/C-2'/C-6' du cycle B et
les carbones aliphatiques C-3 (¢ 72,5)/C-4 (6¢ 192,1) du cycle C.
> le proton H-3 et le carbone C-1' du cycle B et les carbones C-2 (5¢ 83,3)/C-4.
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Figure 1V.48: Spectre HMBC des protons aliphatiques du composé HC8
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L’ensemble des données spectrales accumulées, leur comparaison avec celles reportées
dans la littérature [270] ainsi que la mesure du pouvoir rotatoire ([o]o -8,3°, ¢ = 0,13, MeOH),
montrent bien que le présent composé n’est autre que le (2R,3R)-3,7-dihydroxyflavanone,
rencontré dans certaines especes de la famille Fabaceae comme Adenocarpus cincinnatus
[270] et Virgilia oroboides [271]. Il est & signaler que cette molécule est identifiée pour la

premiere fois dans le genre Hedysarum.

HO O a
OH
0

Les déplacements chimiques des protons et carbones du compose HC8 sont regroupés
dans le tableau I1V.8.

Tableau 1V.8: Données RMN *H (500 MHz) et RMN C (125 MHz) du composé HC8
dans DMSO-ds

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))

2 83,3 5,14 (d, 11,5)

3 72,5 4,50 (d, 11,5)

4 192,1 /

5 128,7 7,63 (d, 8,1)

6 111,3 6,51 (dd, 8,1/2,1)
7 165,6 /

8 102,4 6,28 (d, 2,1)

9 155,9 /

10 111,7 /

1 137,7 /

2' 128,1 7,53 (dd, 8,3/1,6)
3 128,5 7,37-7,43 (m)
4 128,7 7,37-7,43 (m)
5 128,5 7,37-7,43 (M)
6' 128,1 7,53 (dd, 8,3/1,6)

176

——
| —



Chapitre IV Etude phytochimique de ’espéce Hedysarum carnosum Desf.

1VV.2.3.9 Identification structurale du composé HC9

HO

3,9-dihydroxycoumestane (HC9)

Le spectre de masse ESI- (Figure 1V.49) du composé HC9, présente un pic d'ion
pseudomoléculaire a m/z = 266,3 [M-2H]", soit une masse moléculaire égale a 268 uma et
correspondant a une formule brute en C15HgO:s.

|I'ITBI155 NMO06431.d: -MS
x10 /T [M-2H]- PM=268 }
266.3
4
3
324.6
21 5342
1 606.4
3 186.4 77 T147 846.4
0- ll—l - TR BT o | i ll Y RETTUPW PP P .?3137 .lnqaa 10_‘:'?'.? |
200 300 400 500 00 700 800 900 1000 1100 miz

Figure 1V.49: Spectre de masse ESI" du composé HC9

Son spectre RMN *H (Figure 1V.50) enregistré dans DMSO-ds, montre des signaux de

protons aromatiques résonant entre 6,85 et 7,90 ppm, suggérant que ce compose est également
de nature phénolique.

Protons aromatiques

8.0 75 7.0 6.5

Figure 1V.50: Spectre RMN *H du composé HC9
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La présence d’un noyau aromatique trisubstitué (cycle A) est attestée par I’observation
d’un systéme ABX constitué par les sighaux de trois protons nommés H-1, H-2 et H-4 sortant
respectivement a 61 7,71 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,95 (1H, dd, J=8,6 ; 2,1 Hz), et 7,18 (1H, d, J
= 2,1 Hz) (Figure 1V.51) et confirmée par expérience COSY H-H (Figure 1V.52). D’autre
part, les corrélations observées sur le méme spectre (Figure IV.52) entre les protons
aromatiques nommeés H-7, H-8 et H-10 apparaissant respectivement a 61 7,87 (1H, d, J = 8,6
Hz), 6,93 (1H, m) et 6,91 (1H, m) confirment I’existence d’un deuxiéme noyau aromatique

trisubstitué (cycle B).

H1
H7 L

8.0 7.5 7.0 6.5

Figure 1V.51: Spectre RMN *H du composé HC9

7 H2/ /HS
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Figure 1VV.52: Spectre COSY H-H du composé HC9
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Les carbones qui les portent sont repérés sur le spectre HSQC (Figure 1V.53) a 120,7
(C-1), 114,1 (C-2), 98,7 (C-4), 122,8 (C-7), 124,1 (C-8) et 103,2 ppm (C-10).
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Figure 1V.53: Spectre HSQC du compose HC9

L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC qui ont permis de déterminer tous
les carbones de la molécule (Figures IV.54 et I1V.55), a I’exception d’un carbone carbonyle
(6c 172,8) qui ne présente aucune corrélation HMBC, confrontée aux données de la littérature
[138], nous oriente vers un composé a squelette coumestane, précisement 3, 9-dihydroxy

coumestane.

Le spectre HMBC (Figure 1V.54) exhibe les corrélations attendues pour cette structure,

particulierement entre :

v le proton H-1 (8n 7,71 ppm) et les carbones quaternaires oxygénés C-11a (8¢ 155,9
ppm), C-4a (d¢c 157,1) et C-3 (d¢c 157,7 ppm).
v" le proton H-7 (8w 7,87) et deux carbones aromatiques quaternaires résonant a 154,9 et

159,8 ppm, attribuables respectivement a C-10a et C-9 oxygénés.
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v le proton H-4 (84 7,18 ppm) et le carbone C-2 (8¢ 114,1) ainsi que deux carbones
aromatiques quaternaires résonant a 114,8 et 157,1 ppm attribuables respectivement
aux carbones C-11b et C-4a.

v' e proton H-2 (81 6,95 ppm) et deux carbones aromatiques résonant respectivement a
8¢ 98,7 (C-4) et 114,8 (C-11b).
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Figure 1V.54: Spectre HMBC du compose HC9
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Figure 1V.55: Spectre RMN DEPTQ du composé HC9
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Ce compose a éte antérieurement isolé de I’espece Hedysarum gmelinii [134]. C’est sa
seconde citation dans le genre.
Tous les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composeé sont

rassemblés dans le tableau 1V.9 ci-dessous.

Tableau I1V.9: Données RMN *H (500 MHz) et $3C (125 MHz) du composé HC9 dans

DMSO-ds
Position dc (ppm) dH (ppm), (M, J (H2))
1 120,7 7,71 (d, 8,6)
2 114,1 6,95 (dd, 8,6/ 2,1)
3 157,7
4 98,7 7,17 (d, 2,1)
4a 157,1 /
6 172,8 /
6a 101,2 /
6b 114,2 /
7 122,8 7,87 (d, 8,6)
124,1 6,93 (m)
9 159,8 /
10 103,2 6,91 (m)
10a 154,9 /
11a 155,9 /
11b 114,8 /

1VV.2.3.10 Identification structurale du compose HC10

Erythro-1-(3, 4-diméthoxyphenyl) propane-1, 2-diol (HC10)

Le spectre de masse ESI* (Figure 1V.56) du composé HC10 montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 234,8 [M+Na]" correspondant a une masse moléculaire de 212

uma et une formule brute en C11H160..
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Figure 1V.56: Spectre de masse ESI" du composé HC10

Son spectre RMN *H (Figure 1V.57) enregistré dans DMSO-ds, présente :

> trois signaux de protons formant un systeme ABX a 6n 6,92 (1H, sl), 6,85 (1H, d, J=8,4
Hz) et 6,80 ppm (1H, d, J = 8,4 Hz) attestant de la présence d’un noyau aromatique
trisubstitué.

» un signal doublet a 64 0,97 ppm (J =6,4 Hz) et d’intégration 3H, d'un groupement
méthyle.

» deux signaux d’intégration 1H chacun résonant a on 4,28 (d, 4,2 Hz) et 3,62 (m),
corrélant sur le spectre HSQC avec deux carbones sortant respectivement a dc 76,7 et
70,6 attribuables a deux groupements CH.

» un signal singulet d’intégration 6H a on 3,72 et montrant des corrélations sur le spectre
HSQC avec deux carbones résonnant a 6c 55,3 et 55,5, attribuables a deux groupements
OCHa.

» deux signaux résonant sous forme de singulet large a on 4,41 et 5,07, ne montrant

aucune corrélation HSQC, attribuables a deux groupements OH.
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Figure 1V.57: Spectre RMN *H du composé HC10
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Le spectre RMN DEPTQ (Figure 1V.58) confirme clairement cette analyse a travers les
signaux correspondant a 3 CH aromatiques (6c 110,6 ; 111,1 et 118,9), 3 carbones
quaternaires aromatiques (6c 136,2 ; 148,1 et 147,5), 2 groupements CH aliphatiques (d¢c 76,7
et 70,6), un groupement méthylique (6c 18,4) et enfin aux deux groupements méthoxyles (6c
55,5 et 55,3).
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Figure 1V.58: Spectre RMN DEPTQ du composé HC10

Tous ces éléments montrent clairement que notre composé est de nature aromatique
avec un squelette benzénique trisubstitué, porteur d’une chaine aliphatique. Il reste a alors a

identifier la nature exacte des trois substituants.

Le spectre HMBC (Figure 1VV.59) présente deux taches de corrélation entre les protons
des groupements OCHjs identifiés a o1 3,72 et deux carbones aromatiques repérés a 6c 147,5
et 148,1, attestant que ces groupements sont directement attachés au noyau aromatique en C-3

et C-4 respectivement.
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Figure 1VV.59: Spectre HMBC partiel du composé HC10
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Par ailleurs, les corrélations observées entre le proton aromatique sortant a 64 6,92 (sl,
H-2) et le carbone repéré a dc 147,5 (C-4) et entre le proton aromatique sortant a o1 6,85 ppm
(d, 8,4 Hz, H-5) et le carbone repéré a dc 148,1 (C-3), permettent de suggérer pour ce
composé la structure partielle ci-dessous.

Figure 1V.60: Structure partielle et corrélations HMBC observées

pour le composé HC10

L’analyse COSY H-H (Figure 1V.61) confirme la nature benzénique de notre composg,
par ’observation de corrélations attendues entre les deux protons aromatiques sortant a 6,85
(1H, d, J = 8,4 Hz) et 6,80 ppm (1H, d, J = 8,4 Hz). Cette analyse met également en évidence
la présence d’un systéme de spins impliquant le proton du groupement OH (6n 5,07, sl), le
proton du groupement CH (6n 4,28, d, J = 4,2 Hz), le proton du groupement CH (6n 3,62, m)
et les protons du groupement CHs (6n 0,97, d, J = 6,4 Hz). Le proton du groupement CH (dH
3,62, m) corréle avec un proton du groupement OH (6w 4,41, sl), permettant d’identifier
I’enchainement CHOH-CHOH-CHs.

HS CH3
H6 OH OHey CH

- -

Ll ]

. + CH/CH3
+  Le— CH/CH * B
- CH/OH
> “CH/OH HAEO . /L 4 Y

I' H5/H6

T T T
L] L] T FI [pp—m)

Figure 1V.61: Spectre COSY H-H du compose HC10
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Cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambigiiité pour le composé HC10, la

structure plane suivante:

La stéréochimie au niveau des carbones C-7 et C-8 a été établie par la mesure du
pouvoir rotatoire. La valeur négative de ce pouvoir rotatoire [o]p?° —-36,0° (c = 0,4, MeOH)
comparée aux données de la littérature [272] plaide pour une configuration (R,S). Cette
donnée supplémentaire permet d’assigner sans ambigiiité pour le composé HC10, la structure
suivante: erythro-1-(3, 4-diméthoxyphenyl) propane-1, 2-diol.

OH

Ce composé est isolé pour la premiere fois dans le genre Hedysarum. Il a été rencontré
dans bon nombre d’espéces dont Chloranthus elatior appartenant a la famille Chloranthaceae
[273].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé HC10 sont réunis
dans le tableau 1V.10.

Tableau 1V.10: Données RMN *H (500 MHZz) et DEPTQ (125 MHz) du composé HC10
dans DMSO-ds

Position dc (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 136,2 /
2 110,6 6,92 (sl)
3 148,1 /
4 147,5 /
5 1111 6,85 (d, 8,4)
6 118,9 6,80 (d, 8,4)
7 76,7 4,28 (d, 4,2)
8 70,6 3,62 (m)
9 18,4 0,97 (d, 6,4)
3-OCHs 55,5 3,72 (5)
4-OCH3 55,3 3,72 (5)
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1VV.2.3.11 Identification structurale du composé HC11

O OH
7
[ 2
5 3
4
OH

Acide p-hydroxybenzoique (HC11)

Le spectre de masse ESI* (Figure 1V.62) du composé HC11l montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 177 [M+K]* et m/z = 314,8 [2M+K]" correspondant a une masse

moléculaire de 138 uma et une formule brute en C7HgOs3.
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Figure 1V.62: Spectre de masse ESI* du composé HC11
Son spectre RMN *H (Figure 1V.63), d’une grande simplicité, montre qu’il s’agit d’un

composé aromatique dont le cycle benzénique para-substitué est caractérise par :

> un doublet (J = 8,7 Hz) d’intégration 2H a 6+ 6,78 attribuable a H-3 et H-5.
» un second doublet (J = 8,7 Hz) d’intégration 2H a én 7,70 attribuable & H-2 et H-6.

H: H3
Hé H5
—A
85 80 75 70 65
e e

Figure 1V.63: Spectres RMN *H du composé HC11
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Les carbones de ces protons sont visualisés a ¢ 131,5 (C-2/C-6) et dc 114,9 (C-3/C-5).
(Figure 1V.64).

H2 H3
Hi | HS
5
[ =
—_— - -
L=
| =
HI/C3 1
HS5/C5 - .
| H6/C6
H2/C2 =

Figure 1V.64: Spectres HSQC du composé HC11
La masse moléculaire et les valeurs de déplacements chimiques de ces carbones et

protons, comparés avec les données de la littérature [274], permettent d’identifier le composé

HC11 a ’acide p-hydroxybenzoique.

OH

Ce composé a été déja isolé de ’espece Hedysarum setigerum [139].
Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé HC11 sont réunis dans
le tableau IV.11.

Tableau 1V.11: Déplacements chimiques RMN H (500 MHz) et **C (125 MHz) du
composé HC11 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) &1 (ppm), (m, J (Hz))
1 124,0 /
2 1315 7,70 (d, 8,7)
3 114,9 6,78 (d, 8,7)
4 163,0 /
5 114,9 6,78 (d, 8,7)
6 1315 7,70 (d, 8,7)
7 170,0 /
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1VV.2.3.13 Identification structurale du composé HC12
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(+)- Pinoreésinol (HC12)

Le spectre de masse ESI* (Figures 1V.65) de ce composé indique un pic d'ion
pseudomoléculaire a m/z = 357 [M-H], soit une masse moléculaire de 358 uma et une

formule brute en CoH2206.
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Figure 1V.65: Spectre de masse ESI- du composé HC12

Le spectre RMN *H (Figure 1V.66) de ce composé, enregistré dans DMSO-ds, permet
de repérer:
» un signal singulet & 8,53 ppm s’intégrant pour 1H, attribuable a un groupement
OH.
> un signal doublet s’intégrant pour 1H résonant a 6,89 ppm (J = 1,5 Hz) caractéristique
d’un proton aromatique nomme H-2.
> un signal doublet s’intégrant pour 1H & 6,74 ppm (J = 7,9 Hz) caractéristique

d’un proton aromatique nommé H-5. La valeur de 7,9 Hz indique un couplage ortho.
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> un signal doublet dédoublé d’intégration 1H a 6,75 ppm (J = 1,5 ; 7,9 Hz) attribuable a
un proton aromatique nommeé H-6. Ce dernier couple donc, au regard des valeurs des
constantes de couplage, avec le proton résonant a 6,75 ppm (couplage ortho) et le
proton résonant a 6,89 ppm (couplage méta).

Ceci montre que ces protons forment un noyau aromatique trisubstitué.

Le spectre RMN *H (Figure 1V.66) montre également la présence de :

> un signal singulet a 3,78 ppm d’intégration 3H, correspondant a un groupement
méthoxyle.

> Un signal doublet d’intégration 1H a 4,60 ppm (J = 3,8 Hz) d’un proton oxygené nomme
H-7.

> deux signaux d’intégration 1H chacun résonant a 4,12 ppm (ddd, J = 8,6 ; 6,3 ; 2,3 Hz)
et 3,72 ppm (m) de protons nommes respectivement H-9a et H-9b.

> unsignal multiplet d’intégration 1H résonant a 3,04 ppm de proton nommé H-8.

L’ensemble de ces données (déplacements chimiques des différents protons et
constantes de couplage), et la valeur de masse moléculaire, nous orientent vers une molécule a

squelette furanique nommé pinorésinol [275].

OCH;

Pinorésinol
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Figure 1V.66: Spectre RMN *H du composé HC12

L’expérience COSY H-H (Figure 1V.67) permet de relier tous les protons a travers leurs
taches de corrélations. Ainsi, la présence du systeme furanique est confirmée par les
correlations observées entre les deux protons résonant a 3,04 ppm (H-8 et H-8’) et les protons
résonant a 3,72 ppm (H-9b et H-9'b), 4,12 ppm (H-9a et H-9'a) et 4,60 ppm (H-7 et H-7’).

HTHT  moumgq  HODHEOY HSH

=
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;

L’expérience HSQC (Figure 1V.68) permet de mettre en évidence les corrélations entre
les protons et les carbones qui les portent a d¢ 118,6 ppm (C-6/C-6"), 115,1 (C-5/C-5), 110,4
(C-2/C-2"), 85,1 (C-7/C-7"), 70,9 (C-9/C-9) et 53,5 (C-8/C-8').

L \\\\\
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Figure IV.67: Spectre COSY H-H du composé HC12
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Figure 1V.68: Spectre HSQC du composé HC12

Le spectre HMBC (Figure 1V.69) montre des taches de corrélations entre H-7/H-7" (on
4,60) et les deux carbones aromatiques C-2/C-2' (6¢ 110,4) et C-6/C-6" (C-118,6), ce qui
confirme que les deux noyaux aromatiques substituent chacun un noyau furane.

H7/HT'

o2 N :
‘.___ 7“& - :3
C64C6" ) /[ J -
im — -".-' N

Figure 1V.69: Spectre HMBC du composé HC12

Toute cette analyse alliée aux déplacements chimiques des protons et carbones assignés
par analyse conjointe des spectres RMN 1D et 2D, la mesure du pouvoir rotatoire ([a]o
+56,0°, ¢ = 0,02, MeOH) et la comparaison avec les données de la littérature [275] confirme
bien que ce composé correspondant au 4,4'-dihydroxy-3,3'-diméthoxy-7,9".7',9

diépoxylignane, ou pinorésinol.
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OCH,

OH

Hitt. Al H

\\\\\\\\

HO
OCH,

Il est a signaler que cette molécule est identifiée pour la premiére fois dans le genre
Hedysarum. Elle a été antéricurement isolée de 1’espéce Pholidota leveilleana de la famille
Orchidaceae [276].

Le tableau (1V.12) englobe tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

compose HC12.

Tableau 1V.12: Déplacements chimiques en RMN *H (500 MHz) et RMN C (125 MHz)
du composé HC12 dans DMSO-ds

Position dc (ppm) o1 (ppm), (m, J (Hz))
1 132,1 /
2 110,4 6,89 (d, 1,5)
3 1475 /
4 1459 /
5 115,1 6,74 (d, 7,9)
6 118,6 6,75 (dd, 7,9/ 1,5)
7 85,1 4,60 (d, 3,8)
8 53,5 3,04 (m)
9 70,9 4,12 (ddd, 8,6 / 6,3/ 2,3)
3,72 (m)
1 132,1 /
2' 110,4 6,89 (sl)
3 1475 /
4' 145,9 /
5' 115,1 6,75 (d, 7,9)
6' 118,6 6,74 (dd, 7,9/ 1,5)
7 85,1 4,60 (d, 3,8)
8 53,5 3,04 (m)
9 70,9 4,12 (ddd, 8,6 / 6,3/ 2,3)
3,72 (m)
OH / 8,53 (s)
3", 3-OCHs 55,6 3,78 (5)
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1VV.3 Conclusion

Ce travail présente une étude phytochimique réalisée sur I’espece Hedysarum
carnosum. Cette plante endémique Nord-Africaine appartenant a la famille Fabaceae et
poussant dans les régions peu arrosées et d’altitude moyenne, posséde un intérét pastoral tres
important.

Au cours de cette étude 12 composés ont été isoles et identifiés. Ils se répartissent en :

> Deux isoflavanes :
e 7-hydroxy-2', 4', 5'-triméthoxyisoflavane (5'-méthoxysativane)
e (-)-Vestitol
» Cinq isoflavones
e 7, 4-dihydroxy-3'-méthoxyisoflavone (3'-méthoxydaidzéine)
o 4' 5, 7-trihydroxy-isoflavone (genistéine)
e 5, 4'-dihydroxy-7-méthoxyisoflavone (prunétine)
e 5, 7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone (biochanine A)
e 7-hydroxy-4'-methoxyisoflavone (formononétine)
» Une flavanone
e (2R,3R)-3, 7-dihydroxyflavanone
» Un coumestane
e 3, 9-dihydroxy coumestane
» Un glycol
e Erythro-1-(3, 4-diméthoxyphenyl) propane-1, 2-diol
» Un dérivé d’acide benzoique
e Acide p-hydroxybenzoique
» Un lignane

e (+)-Pinorésinol

Il est a noter que tous ces composes sont décrits pour la premicre fois dans 1’espéce
Hedysarum carnosum DESF.

Cette investigation qui a nettement contribué a la connaissance de la composition
chimique de la plante Hedysarum carnosum montre que les composés phénoliques,
notamment les flavonoides, demeurent les constituants dominants du genre Hedysarum.

Huit sont identifiés pour la premiere fois dans ce genre. 1l s’agit de :
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*
°e

7-hydroxy-2', 4', 5'-triméthoxyisoflavane (5'-méthoxysativane)

*
°e

7, 4-dihydroxy-3'-méthoxyisoflavone (3'-méthoxydaidzéine)

o

4', 5, 7-trihnydroxy-isoflavone (génistéine)

0

% 5, 4'-dihydroxy-7-méthoxyisoflavone (prunétine)

X/
o

5, 7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone (biochanine A)
(2R,3R)-3, 7-dihydroxyflavanone
Erythro-1-(3, 4-diméthoxyphenyl) propane-1,2-diol

o

X/
o

% (+)-Pinorésinol
Il parait que les composés érythro-1-(3, 4-diméthoxyphenyl) propane-1, 2-diol et (+)-
pinorésinol sont reportés pour la premiere fois dans la famille Fabaceae.
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Chapitre V Activité antioxydante

V.1. Introduction

Les antioxydants constituent un ensemble de molécules qui, a faible concentration et
en présence du substrat oxydable, retardent ou empéchent le processus d’oxydation, régulant
ainsi I'équilibre redox cellulaire [277].

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit de fagon in vivo, sur des
organismes vivants, soit de maniére in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénoméne
physiologique. L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro d’extraits naturels passe par
différentes méthodes. Ces derniéres impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que
celui des radicaux libres ou des complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui
contient des antioxydants capables d’inhiber la génération de radicaux. Ces antioxydants
peuvent agir selon deux mecanismes majeurs [278], par transfert d’atome d’hydrogéne ou
par transfert d’électron. Les méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogene consistent
a mesurer la capacité globale d’un antioxydant a réprimer les radicaux libres par donation
d’un atome d’hydrogéne, tandis que les méthodes basées sur le transfert d’électron évaluent
la capacité d’un antioxydant a transférer un électron qui réduira n’importe quel composé
incluant les métaux, les carbonyles et les radicaux. Ainsi, compte tenu des différents facteurs
impliqués, tels que les propriétés physicochimiques des molécules, le type de test employé
ou I’état d’oxydation des substrats, il est recommandé d’utiliser au moins deux tests pour

confirmer une activité antioxydante [278,279].

V.2. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activit¢é antioxydante de [I’extrait butanoligue de la plante Astragalus
monspessulanus L., de méme que celle de I’extrait acétate d’éthyle de la plante Hedysarum
carnosum DESF., a été évaluée in vitro par ’utilisation de deux tests chimiques différents:
le test évaluant le piégeage des radicaux libres et employant le 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyle sous sa forme radicalaire (DPPH.), impliquant les transferts d’atome

d’hydrogéne et d’électron, et le test déterminant le pouvoir chélatant des métaux (Ferrozine).

V.2.1. Mesure du pouvoir antiradicalaire par le test DPPH. (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyle)
V.2.1.1. Principe

Le DPPH est un radical libre stable, de couleur violette quand il est en solution. Il
présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm. La

couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine de
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couleur jaune, par un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration.
L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons (Figure V1.1) [280].

D .
’ o ‘I N. —
10 : o
: ,}" N—N + AH ——= hl;f NH—N + A
ID | 0 —
I NZ=0 I N=0
\ o ,’ o "
i —

DPPH’ DPPH-H

Figure V.1: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH.entre I’espéce
radicalaire DPPH- et un antioxydant (AH)

V.2.1.2. Mode opératoire

Le test de DPPH est réalisé selon la méthode decrite par Saeed et collaborateurs [281].
3 ml de solution méthanolique de DPPH (2,5%) sont ajoutés a 100 ul de la solution d’extrait
a différentes concentrations. Le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont
incubés a température ambiante et a ’obscurité pendant 30 minutes. Le blanc est représenté
par le méthanol. Le témoin négatif est composé de 3 ml de la solution méthanolique de
DPPH et 3 ml de méthanol. Le témoin positif est représenté par une solution méthanolique
d'un antioxydant standard: I’acide ascorbique. La longueur d'onde d'absorption maximale a
été prealablement déterminée. Toutes les lectures sont effectuées a 517 nm.

La réduction du DPPH-. en DPPH-H induit une perte de sa couleur violette qui peut
étre suivie a 517 nm. La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en

pourcentage d’inhibition du radical DPPH- selon I’équation :

Ablanc - Atchantillm

Hblanu:

% inhibition = |: j|t=3::mjn * 100

-Avianc : correspond a I’absorbance du blanc aprés 30 min
-Aschantilion - correspond a I’absorbance de I’échantillon aprés 30 min

L’ICso, paramétre utilisé pour estimer 1’activité antioxydante, exprime la concentration
d'antioxydant requise pour diminuer 50% du radical DPPH dans le milieu. La valeur la plus
faible de 1I’ICso correspond a l'activité antiradicalaire la plus importante [282]. Pour chaque

test d’activité antioxydante réalisé in vitro, une concentration inhibitrice (ICso) est calculée.
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Les valeurs des ICso sont calculées a partir de la courbe [% inhibition = f (concentration)] en
utilisant le logiciel Excel. Chaque concentration est testée en 3 repétitions [283].

V.2.1.3. Résultats

L’activité antioxydante des extraits de plantes Astragalus monspessulanus et
Hedysarum carnosum, ainsi que celle de I’acide ascorbique utilisé comme témoin vis-a-vis
du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce
radical. Les résultats du test scavenger sont représentés dans les figures V.2, V.3 et V.4 qui

suivent.

o d'activité antiradicalaire

0 0.1 0.2 03 04 0.5 0.6 0.7 08 0.9
Concentration, mg.anl-1

Figure V.2: Activité antiradicalaire de 1’extrait butanolique de Astragalus monspessulanus
par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Les valeurs représentent les moyennes +
SEM (n=3)
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Figure V.3: Activité antiradicalaire de ’extrait acétate d’éthyle de Hedysarum carnosum par
la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Les valeurs représentent les moyennes +
SEM (n=3)
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Figure V.4: Activité antiradicalaire du standard (acide ascorbique) par la méthode de
piégeage du radical libre DPPH. Les valeurs représentent les moyennes £ SEM (n=3)

L’activité anti radicalaire de nos extraits est exprimée en ICsg. Plus cette concentration
est faible, plus I’effet antioxydant est tres élevé [284].

L’extrait butanolique de I’espéce Astragalus monspessulanus présente une activité
modérée avec une 1Cso = 63,60 + 0,01436 pg/ml, en ’occurrence 1’acide ascorbique (I1Cso=
3,15ug/ml). Par contre, I’extrait acétate d’éthyle de 1’espéce Hedysarum carnosum ne
montre pas d’activité anti-radicalaire.

Les résultats obtenus pour ces deux plantes ne présentent pas une corrélation linéaire

entre la teneur en flavonoides et ’activité antiradicalaire.

V.2.2. Pouvoir chélateur du Fer
V.2.2.1. Principe

Pour évaluer in vitro le pouvoir chélateur d'un extrait donné, le composé stabilisant le
plus utilisé est la ferrozine [285]. En effet, la ferrozine forme avec le fer libre présent dans
un milieu réactionnel, un complexe [ferrozine-Fe**] de couleur violette intense. La
quantification de ce complexe par spectrophotométrie a 562 nm dans un milieu de
concentration connue en fer renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la
capacité des extraits a piéger cet élément. Plus la coloration de la solution contenant I'extrait

testé est claire, plus le pouvoir chélateur de I'extrait est important.

La capacité des extraits a se lier avec Fe?* en présence de la ferrozine, a été comparée
a celle de ’EDTA, fort agent chélateur [286].
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V.2.2.2. Mode opératoire

Une aliquote de 500 ul de l'extrait butanolique de Astragalus monspessulanus est
ajoutée a 100 pl de FeCly, 4H20O (0,6 mM) et 900 ul de MeOH. Aprés une agitation
vigoureuse et un repos de 5 min, 0,1 ml de ferrozine (5 mM) est ajouté [287]. Le mélange
est laissé au repos pendant 10 min a température ambiante. L'absorbance est mesurée a 562
nm contre le MeOH blanc (sans ferrozine). Dans le but de comparer les résultats, 'EDTA a

été utilisé comme standard de référence.

Une absorbance faible indique une activité de chélation de fer élevée. Le pouvoir
chélateur du fer est estimé selon I'équation ci-dessous :

Activité chélatrice (%) = [(Ac- At)/ Ac] x 100

Ac: absorbance du contréle

At: Absorbance du test

La concentration effective (ECso) qui chélate 50 % de Fe?* a été calculée. Tous les
dosages des différents tests de I’activité antioxydante ont été réalisés en triplicata (3

répétitions pour chaque concentration).

V.2.2.3 Résultats
Dans cette étude, l'activité de chelation du fer ferreux a été mesurée par l'inhibition de

la formation de complexe [Fe?*-ferrozine] aprés incubation des extraits avec le Fe?*.

La ferrozine peut quantitativement former des complexes avec Fe?* résiduel dans un
milieu réactionnel. Cependant, en présence d'agents chélatants, la formation du complexe est
perturbée de telle sorte que sa couleur se trouve réduite. Par conséquent, la mesure de la
réduction de la couleur, permet I'estimation de l'activité de chélation de I'agent chélatant
coexistant [288]. Ainsi, les valeurs d’ECso faibles correspondent & une activité antioxydante

forte.

Les résultats de la détermination de l'activité antioxydante des deux extraits a l'aide de
la méthode du pouvoir chélateur du fer, montrent une faible activité de I’extrait butanolique
de I’espece Astragalus monspessulanus, avec une ECso = 2.0876 + 0.4363 mg/ml comparé a
L’EDTA (ECso= 0.529 + 0.031 pg/mL). Il n’a pas été possible de calculer la valeur d'ECso
pour I’extrait acétate d’éthyle de la plante Hedysarum carnosum, dans la mesure ou le

pourcentage d'inhibition ne dépasse pas 30% (Figures V1.5, V1.6 et VI.7).
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Figure V.5: Pouvoir chélateur du fer de I’extrait butanolique de Astragalus

monspessulanus. Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n=3)
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Figure V.6: Pouvoir chélateur du fer de I’extrait acétate d’éthyle de Hedysarum

carnosum. Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n=3)
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Figure V.7: Pouvoir chélateur du fer de ’EDTA. Les valeurs représentent les

moyennes = SEM (n=3)

200

——
 —



Chapitre V Activité antioxydante

V.3 Conclusion

L'activité antioxydante des extraits butanolique de Astragalus monspessulanus L. et
acétate d’éthyle de Hedysarum carnosum DESF., a été étudiée par deux tests: le radical
libre DPPH et l'activité chélatante.

D'apres les résultats du test scavenger de DPPH, nous avons constaté que I'extrait
butanolique de la plante Astragalus monspessulanus a une activité antioxydante modérée
avec une I1Csp = 63.60 + 0.01436 pg/mL. Cette activité pourrait étre attribuée a la présence
des composés phénoliques comme 3', 5'-di-C-glucopyranosylphlorétine [233]. Cependant,
l'extrait acétate d’éthyle de Hedysarum carnosum ne posséde pas d’activité inhibitrice contre
le radical DPPH.

La chélation de métaux est un moyen trés important dans I’évaluation de ’activité
antioxydante puisqu’elle montre une activité indirecte sur les radicaux libres en agissant sur
un facteur provoquant leur production. Le test de l'activité chélatante de I'extrait butanolique
de Astragalus monspessulanus a montré une faible activité antioxydante (ECso = 2.0876 +
0.4363 mg/ml). Ceci peut étre expliqué par la nature des composés chimiques présents dans
I’extrait. L’extrait acétate d’éthyle de la plante Hedysarum carnosum a révélé une

inefficacité chélatante du fer.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail a porté sur 1’étude phytochimique de deux plantes appartenant a la famille
Fabaceae, a savoir Astragalus monspessulanus L. et Hedysarum carnosum DESF. Les plantes
de cette famille sont riches en diverses classes de métabolites secondaires aux propriétés
pharmacologiques intéressantes comme les flavonoides connus pour leurs activités
antioxydantes notamment, et les saponosides.

L’investigation phytochimique qui a porté sur les extraits acétate d’éthyle et n-
butanolique de I’espece Astragalus monspessulanus, a permis d’identifier 13 composés
constitués de 2 saponines tritérpéniques, 8 composés phénoliques dont 7 flavonoides
glycolsylés et un lignane, en plus de deux phytostérols et un terpénoide communs au monde
vegétal. Six composés ont été décrits (quercetine 3-O-(2,6-a-L-dirhamnopyranosyl)-4-D-
glucopyranoside, kaempferol 3-0O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-4-D-glucopyranoside,
isorhamnétine 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-A-D-glucopyranoside (Calendoside I111), 3’, 5'-
di-C-B-D-glucopyranosylphlorétine, hovetrichoside C et isolaricirésinol  9’-O-p-D-
glucopyranoside) pour la premiére fois dans le genre Astragalus.

L’étude chimique de I’extrait acétate d’éthyle de Hedysarum carnosum, a aussi permis
I’isolement de 12 composés phénoliques se repartissant en neuf flavonoides (2 isoflavanes, 5
isoflavones, 1 flavanone, 1 coumestane), un glycol, un dérivé d’acide benzoique et un lignane.
Huit composés ont €té isolés (7-hydroxy-2', 4', 5'-triméthoxyisoflavane (5'-méthoxysativane),
7,4'-dihydroxy-3’-méthoxyisoflavone  (3'-méthoxydaidzéine), 4',5,7-trihydroxy-isoflavone
(genistéine), 5,4'-dihydroxy-7-méthoxyisoflavone (prunétine), 5,7-dihydroxy-4'-
méthoxyisoflavone (biochanine A), (2R,3R)-3,7-dihydroxyflavanone, Erythro-1-(3,4-
diméthoxyphenyl) propane-1,2-diol et (+)-pinorésinol) pour la premiere fois dans le genre
Hedysarum.

L’isolement de ces métabolites secondaires est rendu possible par I’exploitation de
différentes techniques chromatographiques, en 1’occurrence :

- La chromatographie liquide sous vide (CLV) de silice greffée en C-18 et SiOa.

- La chromatographie sur colonne de gel de silice normale.

- La chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20.

- La chromatographie sur plaques préparatives en phases normale et inverse.

- La chromatographie liquide moyenne pression CLMP.

- La chromatographie liquide haute performance CLHP.
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L’identification et la caractérisation des composés isolés ont été effectuées grace a la
combinaison de méthodes d’analyse spectroscopiques impliquant la RMN 1D (*H, 3C J-
modulé et DEPT), la RMN 2D (COSY H-H, HSQC et HMBC), la spectrométrie de masse
ESI, la mesure des pouvoirs rotatoires et la comparaison avec les données de la littérature.

La riche composition chimique en composés phénoliques des deux plantes en question,
plaiderait pour une évaluation de leurs propriétés antioxydantes, particulierement.

Ainsi I’évaluation in vitro du potentiel antioxydant a révélé que I’extrait n-butanol de la
plante Astragalus monspessulanus L. posseéde une activité antioxydante modérée avec une
ICso = 63.60 + 0.01436 pg/mL, et cela par I’utilisation du test scavenger de DPPH,.
Cependant, l'extrait acétate d’éthyle de Hedysarum carnosum ne montre pas d’activité
inhibitrice contre le radical DPPH. Le test de l'activité chélatante de I'extrait butanolique de
Astragalus monspessulanus a montré une faible activité antioxydante (ECso = 2.0876 + 0.4363
mg/ml). L’extrait acétate d’éthyle de la plante Hedysarum carnosum a révélé une inefficacité
chélatante du fer. Ceci peut étre expliqué par la nature des composés chimiques présents dans

les extraits.

Ainsi, des études complémentaires restent souhaitables pour approfondir les résultats

obtenus et déterminer les principes actifs au niveau des extraits.

D’autres perspectives pourraient étre également envisagées par la recherche de

nouvelles molécules ainsi que d’autres activités biologiques.
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V1.1 Matériel végétal

L’identification botanique des plantes étudiées a été réalisée par Monsieur le Professeur
Bachir OUDJEHIH, Professeur a I’Institut des Sciences Vétérinaires de 1’Université de Batna
1. Pour chaque récolte, le matériel végétal est conservé et laisse sécher a I’abri de la lumiére et
de I’humidité.

VI1.1.1 Récolte des plantes Astragalus monspessulanus et Hedysarum carnosum

La récolte de la plante Astragalus monspessulanus L. a été effectuée au mois de juin
2012 aux environs de la ville d’Arris, a 60 kms au Sud de Batna.

La récolte de la plante Hedysarum carnosum DESF. a été effectuée au mois de juin
2014 du cbté de la ville d’El Kantara, a 50 kms au Sud-ouest de Biskra.

V1.1.2 Techniques préparatives de séparation
V1.1.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Elle est utilisée a chaque étape pour le suivi et le contrdle des purifications. Ainsi les
analyses sur couche mince (CCM) permettent de vérifier la présence et 1’état de pureté des
produits suivis. Elles sont réalisées en phase normale sur des plaques d’aluminium
recouvertes d’un gel de silice Kieselgel 60 Fa2ss, Merck®250 um (20 x 20 cm). Le
développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’¢luant
approprié qui constitue la phase mobile. Cette derniere est constituée d’un mélange binaire ou
tertiaire de solvants selon le type de séparation souhaitée. L observation des CCM s’effectue
en lumiére visible et sous UV (254 et 365 nm), avant et dans certains cas, apres révélation par
un mélange d’acides (acide sulfurique 25 % et acide acétique 25%) et d’eau (50 %) ou par
vanilline sulfurique. Cela permet de rassembler judicieusement les fractions récoltées suite

aux différentes séparations chromatographiques.

V1.1.2.2 Chromatographie sur Couche Epaisse (CCE)
Les purifications par CCE préparatives ont été réalisées sur des plagues en verre
recouvertes de silice en phase normale [Kieselgel60 Fzs4, Merck®250 um (20 x 20 cm)] ou en

phase inverse [RP-18 Fasas, Merck®200 um (20 x 20 cm)].

V1.1.2.3 Chromatographie liquide sous vide (CLV)
La chromatographie liquide sous vide (CLV) est une technique rapide permettant de
réaliser une premicre séparation d’extraits bruts. La silice (en phase normale) [Kieselgel 60

F2s4, Merck®250 um (20 x 20 cm)] ou la silice greffée (phase inverse) [RP-18 Fasas,
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Merck®200 pum (20 x 20 cm)] est conditionnée dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre

fritté N° 4. Le volume de silice utilisé correspond a 10 fois le poids de 1’échantillon.

V1.1.2.4 Chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC)
Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, plusieurs types de phases ont été mis
en ceuvre dans des colonnes en verre. La taille et le diamétre de la colonne sont choisis en

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

Pour les chromatographies d’adsorption, la phase stationnaire utilisée est la silice en
phase normale Kieselgel Merck (70-230 mesh). La quantité de silice utilisée est généralement
40 fois supéricure a la quantité d’échantillon déposée. L’élution est réalisée par simple
gravitation. L’extrait a fractionner est adsorbé sur une quantité de silice correspondant a
environ 2 fois sa masse et le dépot de I’extrait a lieu sous forme de dépdt solide (enrobage).
Les chromatographies d’exclusion sont réalisées sur gel de Sephadex LH-20. Les fractions

recueillies sont regroupées selon les résultats de 1’analyse par CCM.

V1.1.2.5 Chromatographie liquide moyenne pression (CLMP)

Cette technique repose sur I’adsorption specifique des composés sur la phase
stationnaire, notamment en fonction de leur polarite. Les interactions entre les différentes
phases permettent alors d’avoir un temps de rétention qui est spécifique de chaque composé,
et ainsi de pouvoir les separer dans un mélange. La chromatographie est réalisée sous

moyenne pression (20 bars).

Cette chromatographie est réalisée grace a une colonne pré- packée de silice C18 (phase
inverse : colonne apolaire). La taille et le diameétre de la colonne sont déterminés en fonction
de la masse et du degré de pureté de I’échantillon. L’extrait a fractionner est dissout dans le
premier meélange de solvants puis injecté dans la colonne. L’¢lution se fait par des mélanges
de solvants successifs. Les fractions sont recueillies par un collecteur, puis évaporées pour

étre analysees par CCM.

V1.1.2.6 Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La purification par chromatographie liquide haute performance (CLHP) a été effectuée
sur un appareil du laboratoire CNRS-Pierre Fabre de Toulouse (France). L’appareil 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
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passeur d’échantillon ASI 100, d’un détecteur UV/Visible a barrette de diodes UVD
170S/340S et d’une colonne thermostatée par un four STH 585. La colonne employée est une
colonne CLHP préparative X-Terra RP18 (19 x 250 mm) et (30 x 100 mm), 0,45 pum. Les

conditions d’élution sont :

- Mode : gradient

- Systeme de solvants : ACN/H20
- Débit = 25 ml/min

- Température = 25 °C

- Détection : 250 et 280 nm

V1.1.3 Chimie structurale
V1.1.3.1 Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire des composés a €té déterminé au moyen d’un polarimetre de type
Perkin-Elmer 401 a 20-25°C. La mesure a été réalisée dans une cuve de 1 ml et d’une
longueur de 10 cm, en utilisant la raie D du sodium (589 nm) comme source lumineuse. Le
solvant de solubilisation ainsi que la concentration de I’échantillon sont indiqués dans chaque

cas. La valeur du pouvoir rotatoire ([a]p) est exprimée en degrés.

V1.1.3.2 Spectrométrie de masse
Les spectres de masse a basse résolution et en mode électrospray (ESI-MS) sont

enregistrés sur un spectrometre a trappe d’ions "Thermo LCQ Advantage".

V1.1.3.3 Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été enregistrés au laboratoire CNRS-Pierre Fabre de Toulouse
sur un spectrométre Brilker DRX a 500 MHz pour *H et 125 MHz pour *C. Les solvants
deutérés sont utilisés selon la solubilité des composés. Les données sont traitées a I’aide du
logiciel WIN-NMR.

Les échantillons ont été solubilisés par les solvants deutérés appropriés (DMSO-ds,
DMSO, MeOD, ...) dans des tubes analytiques de 5 mm de diamétre.

Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane
(TMS) alors que les constantes de couplage sont exprimées en Hz.
Les programmes de séquences impulsionnelles standards fournis par Briker ont été

utilisés pour chaque type d’analyse.
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V1.2 Etude phytochimique de ’espece Astragalus monspessulanus L.
V1.2.1 Extraction

Les parties aériennes (1000 g) de I’espece A. monspessulanus L. préalablement séchées
et pulvérisées, sont mises en macération dans 1’éthanol a 70 % (10 litres, 3 fois) pendant 72 h
a la température ambiante. Le mélange est ensuite filtré et concentré. La phase hydro-
alcoolique résultante subit une extraction liquide-liquide, d’abord par 1’éther de pétrole (400
ml, 3 fois) puis I’acétate d’éthyle (400 ml, 3 fois) et enfin le n-butanol (400 ml, 3 fois).
L’évaporation a sec des phases organiques a permis de recueillir les masses suivantes: 8,3 g
pour D’extrait étheropétrolique, 12,1 g pour I’extrait AcOEt et 15,3 g pour [’extrait
butanolique. Les CCM réalisées sur les trois extraits dans différents systémes de solvants,
mettent en relief la richesse des extraits acétate d’éthyle et butanolique en métabolites

secondaires.

V1.2.2 Fractionnement et purification de ’extrait n-butanol

7 g de P’extrait butanolique ont été fractionnés grossiérement par une chromatographie
liquide sous vide (CLV) de gel de silice greffee en C-18 (phase inverse) dans un mélange
H>O/MeOH a différents gradients (80/20 a 0/100). Cette étape s’est soldée principalement par
I’obtention de 15 fractions de 100 ml. Apres analyse des fractions obtenues par
chromatographie sur couche mince en utilisant des systemes de solvants appropriés, les
fractions presentant des profils identiques sur CCM ont été réunies et ensuite traitées

individuellement en combinant différentes techniques chromatographiques.

Tableau VI.1: Fractionnement de I’extrait n-butanol

Eluant colonne Fractions Eluant CCM Poids en mg

80-20 Frl 5528

60-40 Fr2 594
40-60 Er3 CHCI3/MeOH/H,0 137,1

H.O/MeOH 40-60 Fr4 7/3/0,5 60,4
20-80 Fr5 104,2

20-80 Fré 79,2

20-80 Fr7 40,1

MeOH 100 Fr8 CHCIs/MeOH 217
100 Fro 8/2 353,6

CHCIs/MeOH 50-50 Fri0 88,3
50-50 Fril 14,8
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La fraction Fry (5,528 g) est mise a chromatographier sur une colonne de polyamide.
L’¢lution réalisée dans un mélange H.O/MeOH (100/0 a 0/100) a conduit & 16 sous-fractions
(Fr11 a Friae). La chromatographie sur une colonne de polyamide de la sous-fraction Fris
(333 mg) dans le mélange toluéne/MeOH (95/5 a 0/100) a abouti au recueil de 12 sous-
fractions (Fris.1 a Fris.12). La sous-fraction Fri.s.11 (57 mg) a subi une purification par CLHP
préparative au moyen d’un gradient de solvants ACN/H.O (5/95, 50/50, 100/0), puis une
repurification sur CCM préparative avec 1’éluant ACOEt/Acide formique/Acide acétique/H.0
(100 :11:11 :26). Enfin les produits obtenus ont été repassé encore une fois sur CLHP
préparative, ce qui a permis d’isoler les produits AM2 (3,4 mg) et AM6 (2 mg).

AcOEt /Ac formique/Ac acétique/H20
(100/11/11/26)

EEAETI
5 P&

Figure V1.1 : CCM en phase normale du composé AM6

La purification de la sous-fraction Fri.s4 (36,1 mg) sur plaque préparative de silice
normale dans un mélange CHCIls/MeOH/H.O (8/2/0,2), a abouti a I’isolement du composé
AMS (3,8 mg).

CHCI3/CH30H/ H20
8/2/0,2

Figure V1.2 : CCM en phase normale du composé AM8

Les sous-fractions Frisg (26 mg) et Friso (32 mg) ont subi des chromatographies sur
colonne de polyamide. L’élution menée dans un systeme toluéne/MeOH (10/90 a 0/100), a

permis de recueillir quatre autres sous-fractions (Fris.s1 @ Frissa) pour Frissg et 5 sous-
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fractions (Fris.9-1a Fris.0.5) pour Fris.o. Les sous-fractions Fris.s.2 (13 mg), Fris9-3 (19 mg)
et Friso94 (10 mg) rassemblées sont mises a chromatographier sur une colonne de silice
normale. L’élution effectuée dans un mélange CHCl:/MeOH (95/5 a 0/100) a conduit a 6
sous-fractions (Fris.9.a @ Fris.o.F). Les sous-fractions Frisoee (23 mg) et Frisss (9 mg)
réunies ont subi une purification par CLHP préparative au moyen d’un gradient de solvants
ACN/H0 (5/95, 50/50, 100/0), puis une repurification sur CCM préparative avec 1’éluant
AcOEt/Acide formique/Acide acétique/H.O (100/11/11/26). Les produits obtenus repassés sur
CLHP préparative, ont permis d’obtenir les produits AM1 (4,2 mg) et AM4 (2 mg).

AcOEt/Ac formique/Ac acétique/H.0
(100/11/11/26)

J

Pl -

Figure V1.3 : CCM en phase normale des composés AM1 et AM4

Les sous-fractions Fri.7, Fris, Fri.g et Friio regroupées (134 mg), sont soumises a une
chromatographie sur colonne de gel de silice dans un mélange CH.Cl./Acétone (100/0 a
0/100), suivie d’une purification sur plaque préparative de silice greffée (RP-18) dans un
mélange MeOH/H-0 (3/7), conduisant a I’isolement du composé AM7 (5 mg).

CHCI3/CH30H/H20
(7/3/0,5)

m"_.‘.T
Figure V1.4 : CCM en phase normale du composé AM7

La sous-fraction Fri2 (117 mg) soumise a une chromatographie sur colonne de
Sephadex LH-20 dans CHCI:/MeOH (90:10), a permis de recueillir 4 sous-fractions (F1-12-1a

Fi-124). Les trois premieres (Fi.12-1 & F1-12.3) rassemblées, d’un poids de 32 mg, sont soumises
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a une purification qui a debuté par CLHP préparative dans un mélange ACN/H20O (5/95,
50/50, 100/0, 5/95), puis une repurification sur CCM préparative avec [I’éluant
AcOEt/Ac formique/Ac acétique/H20 (100/11/11/26). Les produits obtenus ont été repassés
sur CLHP préparative, ce qui a abouti aux produits AM3 (3,8 mg) et AM5 (2,4 mg).

Le composé AM9 (15 mg) a été obtenu par précipitation de la fraction Frs4 (60 mg) dans
MeOH. Le filtrat recueilli a été soumis a une chromatographie sur une colonne de gel de silice
éluée avec un gradient de solvants CHCI3/MeOH (100:0 a 80:20), donnant le composé AM10
(7 mg).

CHCI3/CH30H/H20
(6/4/0,7)

-

"3“3‘

Figure VL.5 : CCM en phase normale du composé AM9

V1.2.3 Fractionnement et purification de ’extrait acétate d’éthyle

7 g de I’extrait acétate d’éthyle ont été fractionnés par une chromatographie liquide sous
vide (CLV) de gel de silice greffée en C-18 (phase inverse) avec les gradients d’élution
H>O/MeOH (80:20 a 0:100). Apres analyse des fractions obtenues par chromatographie sur
couche mince en utilisant différents systemes de solvants, les fractions présentant des profils
identiques en CCM ont été réunies. Cette étape (Tableau V1.2) s’est soldée par 1’obtention de
9 fractions (Fri- Fro).

Tableau VI1.2: Fractionnement de I’extrait AcCOEt

Eluant colonne Fractions Eluant CCM Poids en mg
80-20 Frl 1525
80-20 Fr2 99,5
H,O/MeOH 60-40 Fr3 CHCIs/MeOH 212,2
20-60 Fra 80/20 227,7
20-80 Fr5 68
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MeOH 100 Fré CHCI3/MeOH 695
100 Fr7 782,7

100 Fr8 93/7 304

MeOH/CHClIs 50-50 Fro 232

La fraction Frg (232 mg) chromatographiéee sur colonne de gel de silice et éluée avec un
gradient de solvants EP/CHCIz (100:0 a 70:30), a conduit a I’isolement du composé AM11
(15 mg).

EP/AcOEt (80/20)

t/a W

)
I

Figure V1.6 : CCM en phase normale du composé AM11

La fraction Fre (695 mg) a été subdivisée en 9 sous-fractions (Fre.1-Fre.g), suite a une
chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale éluee avec un gradient de
solvants CHCI:/MeOH (100:0 a 70:30). 10 mg du composé AM12 ont été obtenus par

précipitation de la sous-fraction Fre.o dans MeOH.

CHCIs/CH30OH (80/20)

Figure V1.7 : CCM en phase normale du composé AM12

La fraction Fr7 (780 mg) soumise & une chromatographie sur colonne de gel de silice et

éluée dans un systeme EP/EtOAc (100:0 a 0:100), est subdivisée en 10 sous-fractions (Fr7-1-
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Fr7.10). La sous-fraction Frz.4 (39 mg) est mise a chromatographier sur une colonne colonne de
gel de silice normale. L’¢lution effectuée au moyen d’un gradient de solvants EP/CHClIs
(100:0 & 15:85) a permis d’isoler le compose AM13 (4,3 mg).

EP/ACOETt (85/15)

™y

Figure V1.8 : CCM en phase normale du composé AM13

V1.2.4 Composés isolés de I’espéce Astragalus monspessulanus L.

L’étude phytochimique des extraits acétate d’éthyle et n-butanol des parties aériennes de
Astragalus monspessulanus L. appartenant a la famille Fabaceae connue pour sa richesse en
flavonoides et saponines, a abouti a 1’isolement et la caractérisation de 13 produits naturels
constitués de sept flavonoides (AM1, AM2, AM3, AM4, AM5, AM6 et AM7), un lignane
(AM8), deux saponosides triterpéniques a squelette oléanane (AM9 et AM10), deux
phytostérols (AM11 et AM12) et un triterpenoide (AM13). Les composés AM2, AM4, AM5,

AMG6, AM7 et AM8 ont éte isolés pour la premiére fois dans le genre Astragalus.

V1.2.5 Constantes physiques et données spectrales des composés isolés

V1.2.4.1 Composé AML1 :
Querceétine-3-O-rutinoside (rutine)

Formule brute : C27H30016

Masse moléculaire : 610 uma

Aspect : poudre jaune verte

[a]p+13,8° (c = 0,2 ; MeOH)

Rt =15,300 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 633 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.1, pages 65-66)
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V1.2.4.2 Composé AM2 :
Quercetine-3-0-(2,6-a-L-dirhamnopyranosyl)-
S-D-glucopyranoside (Manghasline)
Formule brute : C33sH40020

Masse moléculaire : 756 uma

Aspect : aiguilles couleur jaune pale

Rt = 14,653 min

MS: ESI (mode positif) m/z = 779 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.2, pages 73-74)
V1.2.4.3 Composé AM3 :
kaempférol-3-O-rutinoside (Nicotiflorine)
Formule brute : C27H30015

Masse moléculaire : 594 uma

Aspect : poudre jaune

MS : ESI (mode positif) m/z = 617 [M+Na]*
RMN H (500 MHz) et RMN C (125 MHz)
dans CH3OD (Tableau 111.3, pages 81-82)

V1.2.4.4 Composé AM4 : kaempférol 3-O-(4-
a-L-rhamnopyranosyl)- 5-D-glucopyranoside
Formule brute : C27H30015

Masse moléculaire : 594 uma

Aspect : poudre jaune

Rt = 16,623 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 617 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans CH3OD (Tableau 111.4, page 87)

V1.2.4.5 Composé AM5 :

Isorhamnétine 3-O-(4-a-L-rhamnopyranosyl)-
S-D-glucopyranoside) (Calendoside 111)
Formule brute : CogH32016

Masse moléculaire: 624 uma

Aspect : poudre jaune
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MS : ESI (mode positif) m/z = 647 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans CHsOD (Tableau 111.5, page 95)

V1.2.4.6 Composé AM6 :

3', 5'-di-C-p4-D-glucopyranosylphlorétine
Formule brute : C27H34015

Masse moléculaire : 598 uma

Aspect : poudre jaune

[e]o +83,6° (c = 1,0 ; MeOH)

Rt = 14,230 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 621,2 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.6, page 103)

V1.2.4.7 Composés AM7 et AM7' .
Hovetrichoside C

Formule brute : C21H22011

Masse moléculaire : 450 uma

Aspect : poudre amorphe

[a]p -54,3° (c = 1,8 ; MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z = 473 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau I11.7, page 111)

V1.2.4.8 Composé AM8 :

Isolaricirésinol 9'-O-f-D-glucopyranoside
Formule brute : C2sH34011

Masse moléculaire : 522 uma

Aspect : poudre blanche

[a]® b +47,6° (¢ = 0,04 ; MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z = 545,3 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau 111.8, pages 123-124)
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V1.2.4.9 Composé AM9 : Soyasaponine |
Formule brute : C4gH7g01s

Masse moléculaire : 942 uma

Aspect : poudre blanche

[a]p-3,3° (c = 0,36 ; MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z = 965 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans CHsOD (Tableau 111.9, pages 135-136)

V1.2.4.10 Composé AM10 :
Déhydrosoyasaponine |

Formule brute : C4sH7601s

Aspect : poudre blanche

Masse moléculaire : 940 uma

[e]p -15,2° (¢ = 0,23 ; MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z = 963 [M+Na]*
RMN H (600 MHz) et RMN C (150 MHz)
dans CD30OD (Tableau 111.10, pages 139-140)

V1.2.4.11 Composé AM11 : p-sitostérol
Formule brute : C29Hs500

Masse moléculaire : 414uma

Aspect : poudre blanche

[a]po-30° (c = 0,8 ; CHCIg)

MS : ESI (mode positif) m/z = 437 [M+Na]*

V1.2.4.12 Composé AM12 :
p-sitosterol-3-O-glucoside (Daucostérol)
Formule brute : C3sHeoOs

Masse moléculaire : 576 uma

Aspect : poudre blanche

[a]p -41,5° (¢ = 0,4 ; MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z = 599 [M+Na]*
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V1.2.4.13 Composé AM13 :
Lup-20(29)-en-3-ol (Lupéol)

Formule brute : CaoHs0O

Masse moléculaire : 426 uma

Aspect : poudre blanche

[a]p+26,4° (c = 0,4 ; CHCIy)

MS : ESI (mode positif) m/z = 449 [M+Na]*

V1.3 Etude phytochimique de I’espeéce Hedysarum carnosum Desf.
V1.3.1 Extraction

La plante entiére (1500 g) de Hedysarum carnosum réduite en poudre est soumise a une
double macération dans un mélange MeOH/H>0 a 80% (2 x 15 litres) pendant 72 h a la
température ambiante. Apres filtration et évaporation du solvant, la phase aqueuse résultante
(500 ml) subit une extraction liquide-liquide, par EP (150 ml, 5 fois) puis AcOEt (150 ml, 5
fois) et enfin le n-BuOH (150 ml, 5 fois). L’évaporation a sec des solutions organiques a
permis de recueillir les masses suivantes: 7 g pour I’extrait éthéro-pétrolique, 5 g pour
I’extrait acétate d’éthyle et 30 g pour I’extrait butanolique. Les CCM effectuées sur les trois
extraits dans plusieurs systemes de solvants révelent la richesse de I’extrait acétate d’éthyle en

produits.

V1.3.2 Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle

5 g de I’extrait acétate d’éthyle de la plante entiere Hedysarum carnosum ont été soumis
a une chromatographie liquide sous vide (CLV), en utilisant comme phase stationnaire le gel
de silice normale. L’ élution est réalisée initialement par le chloroforme dont on augmente la
polarité par addition de méthanol (100:0 a 0:100). A I’issue de ce fractionnement, 10 fractions
ont été recueillies (F1-F10). Le fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle de cette plante est

présenté dans le tableau VI.3.

Tableau V1.3: Fractionnement de I’extrait AcCOEt

Eluant colonne Fractions Eluant CCM Poids en mg
100 Fri 18,6
100 Fr2 303,2
99-1 Fr3 CHCIs/MeOH 148,1
99-1 Fr4 98/2 228,8
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CHCly/MeOH 97-3 Fr5 397,8
95-5 Fré 884,7

93-7 Fr7 CHCIs/MeOH 417,1

90-10 Fr8 9/1 345,7

80-20 Fr9 1399,1

MeOH 100 Fri0 391,6

Les fractions Fr2 et Frz rassemblées (450 mg) ont subi une chromatographie sur une
colonne de gel de silice en phase normale dans le mélange EP/CHCIz (100:0 & 0:100), pour
donner 10 sous fractions (Frz1a Fra.10).

La sous-fraction Fro9 (144 mg) a subi une chromatographie sur colonne de Sephadex
LH-20 dans CHCls, conduisant a 7 sous fractions (F2.0.1a F2.9.7).

La purification de la sous fraction F294 (40 mg) est initiée par CLMP éluée par un
gradient de solvants CH>CIlo/CH3OH (100:0, 95:05, 80:20), suivie d’une repurification par
CLHP préparative au moyen d’un systéeme de solvants ACN/H20 (20/80, 55/45, 100/00), ce
qui a conduit au produit HC1 (4,7 mg).

La purification de la sous-fraction Frzgs (33 mg) sur plaque préparative de silice
normale dans un mélange CHCI3/MeOH (97/3), a abouti a I’isolement de HC4 (2 mg) obtenu
pur et HC6 (2,7 mg). Ce dernier a subi une ultime purification par CLHP au moyen d’un
gradient de solvants ACN/H20 (10/90, 75/25, 100/00) produisant le composé HC11 (1 mg).

CHCIs/CHs0OH (90:10)

-y
A

Figure V1.9 : CCM en phase normale du composé HC4

La purification de la sous-fraction Fr295 (50 mg) par CLHP préparative éluee par un
gradient de solvants ACN/H-0O (10:90, 80:20, 100:00), a permis d’obtenir 3 produits: HC5 (1
mg), HC6 (1 mg) et HC8 (1,8 mg).
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La sous-fraction Fr2.13 (149,5 mg) a subi une chromatographie sur colonne de Sephadex
LH-20 éluée par CHCIs, conduisant a 5 sous fractions (F2.131a F2135).

La sous fraction F2.133(121,4 mg) a été soumise a une flash silice éluée par un couple de
solvants CH,CIl>/CH3OH (100:00, 80:20, 00:100), puis purifiée par CLHP préparative éluée
par un systeme de solvants ACN/H20 (10:90, 63:37, 100:00, 10:90), aboutissant au produit
HC7 (4 mg). Une fraction isolée de la flashe silice a été purifiée par CLHP préparative éluée
par un gradient de solvants ACN/H20 (25:75, 72:28, 100:00, 25 :75), permettant a I’isolement
du compose HC12 (1 mg).

Les fractions Frs et Frs réunies (626 mg) sont chromatographiées sur une colonne de gel
de silice normale. L’élution menée dans un mélange CH>Cl,/Acétone (100:0 a 0:100), a

permis de collecter 12 sous-fractions (Fraia Frs.12).

La purification de la sous-fraction Frsg (112 mg) est initiée par une CLMP éluée par un
gradient de solvants CH>Clo/CH3OH (100:0, 95:05, 80:20), suivie d’une repurification par
CLHP préparative au moyen d’un gradient de solvants ACN/H20 (20/80, 55/45, 100/00). Les
produits obtenus ont été purifiés sur CCM préparative, en utilisant le couple CH.Cl,/MeOH

(80:20), ce qui a abouti a I’isolement du composé HC2 (1 mg).

CH2Cl2/CH30H (95:5)

Figure VI1.10 : CCM en phase normale du composé HC2

La sous-fraction Frs10 (80 mg) a subi une chromatographie sur flash silice éluée par un
couple de solvants CH.Cl>/CH3OH (100:00, 80:20, 00:100), puis une repurification par CLHP
préparative. L’¢lution menée dans un mélange ACN/H>O (10:90, 75:25, 100:0), a permis
d’isoler le composé HC10 (1 mg).

La fraction Fres (884 mg) est mise a chromatographier sur une colonne de gel de silice en

phase normale. L’¢lution est réalisée par le mélange CHCI/MeOH (100:0 a 95:5). Les
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fractions recueillies sont rassemblées selon I’analyse CCM en phase normale (éluant:

CHCIs/MeOH : 95/5), donnant 12 sous fractions (Fre.1a Fre.12).

La sous fraction Frs7 (91,4 mg) soumise a une chromatographie sur colonne de gel de
silice en phase normale éluée par un systéeme de solvants EP/Acétone (100:0 a 85:15), a
permis d’obtenir 10 sous fractions (Fre.7.1 & Fre7.10). La sous fraction Fe7.10 (9 mg) soumise a
une chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20 dans AcOEt, a permis d’obtenir le
composé HC3 (2 mg) a I’état pur.

CHCL/CH3OH (90:10)

£ 43

Figure VI1.11 : CCM en phase normale du composé HC3

La sous fraction Freg (225 mg) a eté fractionnée sur une colonne de gel de silice en
phase normale. L’élution réalisée dans un systéeme de solvants EP/AcOEt (10:90 a 50:50), a
conduit a 7 sous fractions (Freo1a Freg.7). La précipitation de la sous fraction Freg.2 (13,5 mg)

dans I’éther diéthylique, a donné le composé HC9 (3,2 mg).

CH30H/H,0 (80:20)

Figure VI1.12 : CCM en phase inverse du composé HC9
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V1.3.3 Composés isolés de I’espéce Hedysarum carnosum DESF.

V1.3.3.1 Composé HC1 :

(-)-5'-Méthoxysativane

Formule brute : C18H200s

Masse moléculaire : 316 uma

[a]p-10,5° (c =0,40 g/100 ml ; MeOH)

Rt = 23,607 min

MS : ESI (mode positif) m/z= 338,9 [M+Na]* OCH;
m/z = 655,0 [2M+Na]*

RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)

dans DMSO-de (Tableau V.1, page 151)

V1.3.3.2 Composé HC2 : (-)-Vestitol
Formule brute : C16H1604

Masse moléculaire : 272 uma

Aspect : granulés colorés

[a]p-20,6° (c = 0,58 ; MeOH)

Point de fusion : 156°C

MS : ESI (mode négatif) m/z = 271,1 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau V.2, page 157)

V1.3.3.3 Composé HC3 : 7,4"-dihydroxy-3'-

méthoxyisoflavane (3'-méthoxydaidzéine)

Formule brute: C16H1205

Masse moléculaire: 284 uma

Aspect : aiguilles couleur jaune pale

Point de fusion : 250-252°

MS : ESI (mode positif) m/z = 306 ,8 [M+Na]*
m/z = 284 .8 [M+H]"

RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)

dans DMSO (Tableau V.3, page 161)
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V1.3.3.4 Composé HC4 : Genistéine

Formule brute : C15H100s

Masse moléculaire : 270 uma

MS : ESI (mode positif) m/z= 292,8 [M+Na]"
m/z=270,8 [M+H]"

RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)

dans DMSO (Tableau V.4, page 164)

V1.3.3.5 Composé HC5 : Prunétine

Formule brute : C16H120s

Masse moléculaire : 284 uma

Aspect : aiguilles de couleur jaune pale

Point de fusion : 238-239°C

Rt¢= 9,280 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 306,8 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau V.5, page 168)

V1.3.3.6 Composé HC6 : 5,7-dihydroxy-4'-
méthoxy-isoflavone (Biochanine A)

Formule brute : C16H120s

Masse moléculaire : 284 uma

Aspect : aiguilles incolores

Point de fusion : 215-216°C

Rt=9,729 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 306,8 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau V.6, page 171)
V1.3.3.7 Composé HC7 : Formononétine
Formule brute : C16H1204

Masse moléculaire : 268 uma

Rt = 7,970 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 558,9 [2M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau IV.7, page 174)
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V1.3.3.8 Composé HC8 :

(2R,3R)-3,7-dihydroxyflavanone

Formule brute : C1sH1204

Masse moléculaire : 256 uma

[e]p-8,3° (c = 0,1 ;MeOH)

Rt = 6,546 min

MS : ESI (mode positif) m/z= 278,8 [M+Na]"
(mode négatif) m/z= 254,5 [M-H]

RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)

dans DMSO-de (Tableau V.8, page 180)

V1.3.3.9 Composé HC9 :

3,9 dihydroxycoumestane (coumestrol)

Formule brute : C15HgOs

Masse moléculaire : 268 uma

Aspect : solide jaune

MS : ESI (mode positif) m/z = 268,8 [M+H]*

RMN H (500 MHz) et RMN C (125 MHz)

dans DMSO-dg (Tableau V.9, page 184)

V1.3.3.10 Composé HC10 : Erythro-1-(3,4-

diméthoxy phenyl) propane-1,2-diol

Formule brute : C11H1604

Masse moléculaire : 212 uma

[@]o-36,0° (c = 0,04 ; MeOH)

Rt =1,816 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 234,8 [M+Na]*
(mode négatif) m/z = 210,4 [M-H]

RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)

dans DMSO-dg (Tableau 1V.10, page 189)

V1.3.3.11 Composé HC11 :

Acide p-hydroxybenzoique

Formule brute : C7HgO3

Masse moléculaire : 138 uma

Aspect : poudre blanche
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Rt = 3,063 min

MS : ESI (mode positif) m/z =176,7 [M+K]"
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau 1V.11, page 191)
V1.3.3.13 Composé HC12 : (+)-pinorésinol
Formule brute : C20H2206

Masse moléculaire : 358 uma

[a]p +56,0° (c = 0,02 ; MeOH)

Rt = 5,694 min

MS : ESI (mode positif) m/z = 380,9 [M+Na]*
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz)
dans DMSO-de (Tableau 1V.12, pages 196-
197)
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Résumé

Le présent travail concerne une étude phytochimique de deux plantes poussant dans les régions
semi-arides d’Algérie et appartenant a la famille Fabaceae : Astragalus monspessulanus L. et
Hedysarum carnosum DESF.. Les travaux d’extraction et de séparation par diverses méthodes
chromatographiques (CLV, CCM, CC, CLMP et CLHP), mis en ceuvre pour les deux espéces, nous
ont permis d’isoler pas moins de 25 métabolites secondaires appartenant principalement a deux
grandes classes de composés chimiques, que sont les composés phénoliques principalement
flavonoidiques et triterpéniques. Leur identification a été réalisée grace aux techniques d’analyses
spectroscopiques (RMN multi impulsionnelle et spectrométrie de masse), la mesure des pouvoirs
rotatoires et la comparaison avec les données de la littérature.

L’étude phytochimique portée sur les parties aériennes de I’espéce A. monspessulanus L. a
permis d’isoler et d’identifier 13 composés. Dix composés isolés de 1’extrait n-butanolique se
répartissent en sept flavonoides (5 de type flavonols O-glycosylés, une chalcone et une aurone), un
lignane et deux saponines triterpéniques a squelette oléanane. La saponine connue sous le nom de
soyasaponine | est considérée comme marqueur chimiotaxonomique du genre Astragalus et de la
famille Fabaceae. Ainsi, trois composés ont été isolés de 1’extrait acétate d’éthyle de cette espece. Il
s’agit de deux phytostérols et un triterpénoide. La composition chimique de 1’espéce A.
monspessulanus L. est en parfait accord avec celle du genre Astragalus. En effet, ce travail a montré
encore une fois que les flavonoides et les saponosides triterpéniques sont les constituants dominants du
genre Astragalus.

Pour ce qui est de la plante Hedysarum carnosum DESF., 12 autres métabolites secondaires ont
été isolés de I’extrait acétate d’éthyle. Ils se répartissent en huit flavonoides (7 isoflavonoides et une
flavanone), un coumestane, un glycol, un dérivé d’acide benzoique et un lignane. Ce travail montre
que les flavonoides, notamment les isoflavonoides, demeurent les constituants dominants du genre
Hedysarum.

L’extrait n-butanolique de I’espéce Astragalus monspessulanus L. a manifesté une activité
antioxydante modérée vis-a-vis du DPPH. Ce potentiel antioxydant pourrait étre lié aux composés
phénoliques, particulierement les flavonoides. En effet, les flavonoides sont considérés comme la
classe d’antioxydants la plus importante de la plante.

Il est & souligner que l'extrait acétate d’éthyle de Hedysarum carnosum DESF. n’a pas montré

une activité inhibitrice contre le radical DPPH.

Mots clés : Fabaceae, Astragalus monspessulanus L., Hedysarum carnosum DESF., Flavonoides,

lignanes, saponines, RMN 1D et 2D, activité antioxydante.



Abstract

This work carried out the phytochemical study of two plants growing in semiarid regions of
Algeria and belonging to the family Fabaceae: Astragalus monspessulanus L. and Hedysarum
carnosum DESF. Our work of extraction and separation of the two species, by chromatographic
methods (VLC, TLC, CC, HMLC and HPLC), led to the isolation and characterization, by
spectroscopic methods (NMR, Mass spectrometry), measurement of the optical rotation [a]o and by
comparison with literature data, of 25 secondary metabolites belonging mainly to two big classes of
chemical compounds polyphenols and triterpenes.

The phytochemical study of the aerial parts of A. monspessulanus L. lead to the isolation and
characterization of 13 known compounds. Ten compounds were isolated from the n-butanol extract
including seven flavonoids (5 with flavonols O-glycosides skelton, one chalcone and one aurone), one
lignan and two oleananes-type triterpene glycosides. The soyasaponine | oleanane is used as a
chemotaxonomic marker for the genus Astragalus. In addition, three secondary metabolites were
isolated from the ethyl acetate extract of this species including two phytosterols and one triterpenoid.
The chemical composition of the species A. monspessulanus L. is in full agreement with the plants of
the genus Astragalus. In fact, this study revealed that flavonoids and saponins are the major
constituents of this genus.

Twelve other known secondary metabolites were isolated from the ethyl acetate extract of the
second plant Hedysarum carnosum DESF. consisting of eight flavonoids, with 7 isoflavonoids and one
flavanon, one coumestan, one glycol, one benzoic acid derivative and one lignan. This study showed
that flavonoids, in particular isoflavonoids, remain the dominant constituents of the genus Hedysarum.

The n-butanol extract of Astragalus monspessulanus L. showed a moderate antioxidant activity
against DPPH. Thus, the antioxidant capacity is correlated to phenolic composition of the
corresponding extract, especially flavonoids. In fact, the flavonoid class is the most important plant
antioxidant. However, the ethyl acetate extract of Hedysarum carnosum DESF. did not show any

chelating activity of DPPH.

Keywords: Fabaceae, Astragalus monspessulanus L., Hedysarum carnosum DESF., Flavonoids,

lignan, Saponins, NMR 1D and 2D, antioxidant activity.
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Abstract: This paper reports a phytochemical study of the aerial parts of Astra-
galus monspessulanus L. growing in Algeria. It deals with the isolation and
structure elucidation of 13 known compounds. From the n-butanol extract,
seven flavonoids 1-7, two saponins and one lignan were isolated. In addition,
two phytosterols and one triterpenoid were isolated from the ethyl acetate ext-
ract. The structures of all the isolated products were determined by using 1D
and 2D-NMR techniques, measurement of optical rotation, mass spectrometry
ESI-MS and by comparison with literature data. Furthermore, the antioxidant
activity of the n-butanol extract of the aerial parts of Astragalus monspes-
sulanus L. was investigated using the DPPH radical scavenging and ferrous ion
chelating assays. The n-butanol extract showed low (ECsg = 2.09+0.434 mg
mL") to moderate (ICsy = 63.60+0.01 pug mL!) antioxidant activities dep-
ending on the test method.

Keywords: Fabaceae; Astragalus monspessulanus L.; flavonoids; lignan; sap-
onins; NMR; antioxidant activity.

INTRODUCTION

Astragalus is the largest genus in the Fabaceae family comprising over 3000
species of flowering plants.! Many of these species are famed in traditional
medicine as anti-perspirants, diuretics as well as tonics and for the treatment of
nephritis, diabetes, leukemia and uterine cancer. Previous phytochemical inves-
tigations on Astragalus genus revealed the presence of saponins, polysaccharides,
phenolics and alkaloids.2—>

In continuation of on-going studies on the constituents of Astragalus spe-
cies,O8 a phytochemical study on Astragalus monspessulanus L. was realized.

* Corresponding author. E-mail: mbenkhaled@yahoo.fr
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This plant is very common in semi-arid land and the Tell Atlas Mountains in
Algeria.? Very recently, a phytochemical investigation on A. monspessulanus L.,
growing in Bulgaria reported the isolation of flavoalkaloids and flavonoids, with
hepatoprotective and antioxidant activities.!0 A previous biochemical study per-
formed on this plant revealed that a mixture of non-identified saponins exhibited
a cytotoxic effect on HepG2 cell line, at the highest concentration of 4 mg mL!
after 48 and 72 h.!!

The aim of the present study was to examine the chemical composition of A.
monspessulanus species (aerial parts) and to evaluate its antioxidant activity.

In the current work, 13 compounds were isolated from the ethyl acetate and
n-butanol extracts of A. monspessulanus L. (Fig. 1). Thus, this study focused on
the phytochemistry of this species, structure determination of the isolated com-
pounds and the antioxidant activity of the n-BuOH extract using DPPH radical
scavenging and ferrous ion chelating assays.

EXPERIMENTAL
General

IH- and 13C-NMR spectra were recorded on a Bruker Avance II spectrometer (Bruker,
France) equipped with a cryoprobe (500 MHz for 'H and 125 MHz for !3C) in MeOD or
DMSO-d; solution and a Bruker Avance spectrometer (600 MHz for 'H and 150 MHz for
13C) in CD;0OD. 1D and 2D NMR experiments (COSY, HSQC and HMBC) were used to
assign the individual 'H and !3C resonances. ESI-MS spectra were obtained on a Bruker ion
trap Esquire LC. Column chromatography (CC) was performed using silica gel Merck
Kieselgel 60 (70-230 mesh), Merck Lobar Lichroprep RP-18 (40 umx63 pum), Polyamide
SC6 and Sephadex LH-20. Column fractions were monitored by TLC; individual TLC plates
were performed on silica gel plates Kieselgel 60 F,s4g (Merck, Darmstadt, Germany) or RP-
18 plates and visualized by spraying with 50 % sulfuric acid reagent or vanillin sulfuric acid
then heating. A pre-packed C,g reversed-phase column (XTerra RP-18, 19%250, 30x100 and
4.6x100 mm, 0.45 um) was used for preparative HPLC with binary gradient elution (solvent
A: H,0 and solvent B: MeCN) at 25 °C, a flow rate of 25 mL min'! and the chromatogram
was monitored at 250 and 280 nm. Absorption measurements were performed on a Sedico
VIS7220G UV—-Vis spectrophotometer (Sedico, Cyprus).

Plant material

The aerial parts of Astragalus monspessulanus L. were collected in June 2012 near
Batna-Aures (Algeria), and identified by Prof. Bachir Oudjehih of the Agronomic Institute of
the University of Batna-1, where a voucher specimen was deposited (No. 745/ LCCE).
Extraction and isolation

Powdered air-dried material of A. monspessulanus (1000 g) was extracted three times
with EtOH/H,0 (70/30, 10 L) each for 3 days at room temperature. After filtration and eva-
poration, the crude extract suspended in H,O was partitioned successively with petroleum
ether, ethyl acetate and n-butanol to give three different polar parts. Evaporation to dryness
yielded the following extracts: petroleum ether (8.3 g), ethyl acetate (12.1 g), and n-butanol
(1533 g).
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The n-butanol extract (7 g) was submitted to vacuum liquid chromatography (VLC) on
RP-18, using a gradient of H,O/MeOH (80:20 to 0:100) as eluent to obtain 15 fractions (Fri—
—Fr5). Further chromatographic separation and purification using CC, TLC, HPLC and pre-
cipitation on fractions Fr; (5.53 g) and Fr4 (60 mg) allowed the isolation of 10 compounds (1—
-10).

The ethyl acetate extract (7 g) was subjected to RP-18 vacuum liquid chromatography
(VLC) using a gradient system of H,O/MeOH (80:20 to 0:100) to afford 9 fractions (Fr|—Fry).
Fractions Frg (232 mg), Frg (695 mg) and Fr; (780 mg) were chromatographed on successive
silica gel CC followed by precipitation to provide 3 compounds (11-13).

Details of the isolation and purification procedures are given in the Supplementary mat-
erial to this paper, along with the analytical and spectral data of the compounds.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, 13 known compounds were isolated, including seven flavo-
noids, identified as kaempferol 3-O-rutinoside (nicotiflorin, 1),12 isorhamnetin 3-
-0-(4-0-0-L-rhamnopyranosyl-/D-glucopyranoside) (calendoside 1III, 2),!3
quercetin 3-O-rutinoside (rutin, 3),!12 kaempferol 3-O-(4-O-o-L-rhamnopyra-
nosyl-D-glucopyranoside) (4),!4 quercetin 3-O-(2,6-a-L-dithamnopyranosyl-/-
D-glucopyranoside) (5),15 3',5'-di-C-/-D-glucopyranosylphloretin (6) and hove-
trichoside C (8),16:17 one lignan, i.e., isolariciresinol 9'-O-/-D-glucopyranoside
(7),13 two saponins, i.e., soyasaponin I (9) and dehydrosoyasaponin I (10),19:20
two sterols, i.e., Fsitosterol (11) and [S-sitosterol 3-O-glucoside (12),2! and one
triterpenoid, i.e., lupeol (13).22 Their structures were elucidated by extensive
spectroscopic methods including 1D (IH and 13C) and 2D NMR (COSY, HSQC
and HMBC) experiments as well as ESI-MS analysis (see Supplementary
material) and by comparison with those reported in literature (Fig. 1).

Although the presence of flavonoids as dominant compounds was observed
in the same species from the flora of Bulgaria,!0 only quercetin 3-O-rutinoside
(rutin, 3) is common. This compound was previously reported in the Astragalus
genus, such as in 4. corniculatus.?3 The present study reports for the first time
the isolation and identification of the triterpenic saponins 9 and 10 in A. mon-
spessulanus L. Triterpenic saponins are the major constituents of the Astragalus
genus, besides flavonoids and polysaccharides.24 Soyasaponin I (9) was pre-
viously isolated from many Astragalus species.”-19-25 However, this is only the
second report of the occurrence of dehydrosoyasaponin I (10) in this genus.”

According to the literature data, this is also the first occurrence of the com-
pounds 2-8 in the genus Astragalus. Calendoside III (2) was identified in Cal-
endula officinalis L. (Asteraceae).!3 Compound 4 was reported in Oxandra sessi-
liflora (Annonaceae) and Acacia pennata Willd (Mimosaceae).!4-26 Compound
5, called manghaslin, was previously isolated from Glycine max (Fabaceae).27 It
was first found in Cerbera manghas (Apocynaceae).28 Compound 6 is present in
the Fabaceae family, such as in Cyclopia subternata, and could contribute to the
antioxidant activity of this species.2?
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OH

1 R1:R2:R3:H, R4:Rha

3 RIZOH, R2:R3:H, R4=Rha

4 R1=R2:R4:H, R3=Rha
OH

OH OH
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11 R=H, 12 R=Glu

Fig. 1. Chemical structures of compounds 1-13 isolated from Astragalus monspessulanus L.

Compound 7 was isolated from Pelargonium reniforme (Geraniaceae) and
Pedicularis densispica (Scrophulariaceae).!8-30 Hovetrichoside C (8) was pre-
viously obtained from Hovenia trichocarea (Rhamnaceae) and Punica granatum
(Punicaceae).17-31

Nicotiflorin (1) is common in the Astragalus genus. It has been detected in
several Astragalus species, such as A. verrucosus Moris,> A. icmadophilus
Hand.-Mazz.32 and A. cruciatus Link.®

Antioxidant activity

In this study, the antioxidant activity of the n-butanol extract of 4. mon-
spessulanus was assessed in vitro using two different methods, i.e., 1,1-diphenyl-
-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging and ferrous ion chelating activities.
The crude extract possessed a moderate scavenging effect (/Csg = 63.60+£0.01 pg
mL-!, Supplementary material, Fig. S-4) in a dose-dependent manner compared
to ascorbic acid as a standard (ICsy = 3.15 pg mL-1). This antioxidant activity
may be due to the presence of phenolic compounds, such as 3'-5'-di-C-
[D-glucopyranosylphloretin (6), which is known for its interesting antioxidant
activities.29

The results of the ferrous ion chelating activity (Supplementary material,
Fig. S-6) revealed that the n-butanol extract of 4. monspessulanus possesses a
low metal chelating activity (ECsq = 2.09+0.44 mg mL-!) compared to EDTA as
a standard (ECso = 0.529+0.031 pg mL-1). This low activity could be explained
by the nature of chemical compounds in the extract. Many studies reported
that the metal chelating ability of phenolic compounds is linked to their unique
phenolic structure and the number and location of hydroxyl groups.33-34

CONCLUSIONS

In conclusion, 13 known compounds were isolated from the ethyl acetate
and n-BuOH extracts of the aerial parts of Astragalus monspessulanus. Accord-
ing to literature data, the isolated compounds 2—8 are identified for the first time
in Astragalus genus, and compounds 1, 9 and 10 in the species. Our report con-

Available on line at www.shd.org.rs/JSCS/

(CC) 2018 SCS.



3 6 BOUREZZANE et al.

firms that saponins and flavonoids are the major constituents of the Astragalus
genus. Interestingly, this investigation highlights a significant difference between
flavonoids reported in the present study and those isolated from 4. monspessul-
anus of Bulgarian origin, except compound 3 (rutin) which is common. It is
worth noting that it is the first report of saponins and lignans in 4. monspes-
sulanus. Indeed, the accumulation of 9 (soyasaponin I) is a generic trait of the
genus Astragalus. This compound is used as a chemotaxonomic marker for this
genus and the Fabaceae family.35

Data from the presented results revealed that the n-butanol extract of A. mon-
spessulanus acts as an antioxidant agent. Thus, the antioxidant capacity is correl-
ated to the phenolic composition of the corresponding extract, including flavo-
noids and lignan.36 In fact, the flavonoid class is the most important plant anti-
oxidant.37

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Details of the isolation and purification procedures, along with the analytical and spectral
data of the compounds, are available electronically from http://www.shd.org.rs/JSCS/, or from
the corresponding author on request.
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M3BOT
XEMHWJCKHU CACTAB U AHTUOKCHUIATHBHA AKTUBHOCT EKCTPAKATA
H30JIOBAHUX U3 Astragalus monspessulanus L. KOJU PACTY Y IIOJIYCYBUM
OBJIACTUMA AJDKUPA

SAWSEN BOUREZZANE', HAMADA HABA', CHRISTOPHE LONG” » MOHAMMED BENKHALED'

"Laboratory of Chemistry and Environmental Chemistry (L.C.C.E), Department of Chemistry, Faculty of
Sciences, Batna-1 University, Algeria u 2USR 3388 CNRS-Pierre Fabre, 3 Avenue Hubert Curien BP 13562,
31035 Toulouse, France

Y pany je nprka3aHo UTOXEMHjCKO UCITUTHBAKE HAA3EeMHUX AeoBa Oubke Astragalus
monspessulanus L. xoja pacte y Amxupy. OnucaHo je u3onoBamwe U yTBphHBame CTpyKType 13
MO3HATHX jenumema. M3 n-OyTaHONMHOr eKkcTpakTa HM30JI0BaHO je cemam diaBoHoupa (1-7),
I'Ba CallOHWHA U jenaH nurHaH. Takohe, nBa ¢uToCTEpOIA U jeaH TPUTEPNEHO U30JI0BAaHU CY
U3 eTU/I-alleTaTHOT eKkcTpakTa. CTpyKType CBUX M30JI0BaHUX jenumema ofpeheHe cy mpume-
HOM 1D- u 2D-NMR cnekrpockonuje, MepewmeM onTuuke potauuje, ESI-MS maceHom crek-
TPOMETPHjoM U nopehemeM ca nogauuma u3 nureparype. OCHM Tora, HCIIUTaHa je aHTHOKCH-
IaTHBHA aKTHUBHOCT n-DyTaHONHOTI €KCTpaKTa HafI3eMHUX fenosa A. monspessulanus L. Tpu-
meHom DPPH xBaraua papuxana u raoxhe(Il) Tecra, MCHUTHBAaHH n-OyTaHOMHM EKCTPAKT
noxasyje Hucky (ECsy = 2,0940.44 mg mL™') no ymepeny (ICsy=63,6040,01 pg mL1)
AHTUOKCHIATHUBHY aKTHUBHOCT Y 3aBUCHOCTH O]l TPUMEHEHOT MOJIeNa 33 TeCTHpabe.

(ITpummeno 12. nenembpa 2016, pesunupano 19. jyna, mpuxsaheso 3. jyna 2017)
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