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Résume : Le fractionnement par chromatographie sur colonne de gel de silice de la phase d’acétate d’éthyle de
I’extrait hydrométhanolique des fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis a conduit a
I'isolement du kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranoside (afzéline), de la quercétine 3-O-a-L-rhamnopyranoside
(quercitrine) et de la 3-O-méthyl quercétine 4’-O-4-D-glucoside (neochilenin). Les structures de ces composés
ont été élucidées a l'aide des techniques spectroscopiques modernes (UV, RMN 1H et 13C NOESY 1H-1H et
HMQC 1H-13C) et la spectrométrie de masse (ESI en mode négatif).

Mots clés : flavonoides, afzéline, quercitrine, neochilenin, fleurs, Vernonia galamensis.

Abstract: The fractionation by chromatography on a silica gel column of the ethyl acetate layer of the extract
of hydromethanol from flowers of Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis led to the isolation of
kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside (afzelin), quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside (quercitrin) and 3-O-
methyl quercetin-4'-O -B-D-glucoside (neochilenin). The structures of these compounds were elucidated by the
use of modern spectroscopic techniques (UV, *H and *C NMR, NOESY *H-'H and HMQC *H-3C) and mass
spectrometry (ESI in negative mode).

Keywords: flavonoids, afzelin, quercitrin, neochilenin, flowers, Vernonia galamensis

1. Introduction
Les plantes renferment une large variété de molécules chimiques (peptides, terpénes, polyphénols, alcaloides...)

de propriétés physico-chimiques trés différentes et qui présentent une large variété d’activités biologiques
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(antitumorale, antivirale, antimicrobienne, antioxydante...). Il est aujourd’hui reconnu que les plantes constituent
une source importante de molécules bioactives. Ce travail consacré a I’étude phytochimique des fleurs de
Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis, qui par leur richesse en molécules hydrosolubles offrent
des opportunités d’investigations orientées sur les flavonoides. Selon une récente, révision taxonomique du genre
Vernonia, I’espéce Vernonia galamensis est divisée en six sous-espéces (nairobensis, gibbosa, lushotoensis,
afromontana, mutomonesis et galamensis), la sous-espéce galamensis est largement distribuée, avec quatre
variétés botaniques (galamensis, petitiana, australis et ethiopica) séparées géographiquement [1; 2]. Ce travail,
dans la suite de 1’étude phytochimique des fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis [3], a
pour objet I’isolement et I’identification de flavonoides a intérét thérapeutique dans la phase d’acétate d’éthyle de

I’extrait hydrométhanolique.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis, récoltées a
Bamako (dans la cour de la F.S.T) en septembre 2011. Aprés séchage, les échantillons ont été broyés et réduits a
1Kg de poudre fine.

2.2. Matériels
Lampes UV/254-366 nm; Rotavapor R-200 BUCHI ; colonnes; silice (230-400 mesh) ; plagques CCM
analytiques et préparatives (GF 254); banc Kofler ; spectrophotométre 400 Scan, Varian ; spectrométre Bruker

Avance Ill; spectrometre Bruker a quadripéle.

2.3. Extraction, purification et isolement

La poudre fine des fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis (1Kg), est mise a macérer
selon le schéma 1.

Une partie de D’extrait d’acétate d'éthyle (4,0g) est soumise au processus de purification basé sur la
chromatographie sur colonne de gel de silice. Les fractions RE3, RE4 et RE5 ont été soumises a plusieurs étapes
de purification par chromatographie sur colonne de gel de silice et par chromatographie sur plaques préparatives.
Ce processus a abouti a I’isolement de 3 composés (F1, F2 et F3) (Schéma 1).

2.4. Elucidation structurale

Composé (F1) : Poudre jaune, Pf: 172-174°C, UV Amax (MeOH): 263 nm (bande II) et 342 nm (bande 1),
préfigurant un flavonol 3-OH substitué [4]. La masse molaire de 432 g.mol™ a été déterminée par le spectre de
masse (ESI), avec un ion quasi-moléculaire a m/z 431 [M-H]".L’étude des signaux du spectre RMN-!H (tableau
1) a permis de mettre en évidence la présence de substituants hydroxyles en C-5 et C-7 sur le cycle A, grace a
I’identification d’un couplage méta des protons H-6 et H-8 du cycle A a 6H 6,20 et 6,38 ppm. La substitution du

noyau B est indiquée par la présence deux couples de doublets couplant en position ortho a 6H 7,76 (d, J = 8,4
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Hz) et 7,76 (d, J = 8,4 Hz) pour H-2’ et H-6’ et 6H 6,94 (d, J = 8,4 Hz) et 6,94 (d, J = 8,4 Hz) pour H-3" et H-5".
Ce systeme 2H AA’, 2H BB’ sur le cycle B permet de placer le groupement hydroxyle en position 4’ sur le cycle
B. Ces données confirment la présence de la génine kaempférol [5]. Les six autres signaux sont du rhamnose avec

son méthyle et son carbone anomérique a 6 17,7 et 103,5 ppm (tableau 1) [5, 6].

Poudre des fleurs de Vernonia
galamensis (1Kg)

Macération: MeOH/eau (85 :15) (12 L, 72H)
Partition liquide -liquide MeOH/eau/éther de pétrole

Extrait hydrométhanolique
brun-noir, odeur piquante

Partition liquide -liquide MeOH/eau/
solvant organique (50 :50)

CHICI; (13,5 g) A(l:OEt (17g) BUOH (25 g)

CC silice (230-400Mesh) DCM/MeOH
par polarité croissante v/v: 1/0, 9/1, 8/2, 6/1et 0/1

RE1(1g) RE2 (300 mg) ( RE3 (1g) @ @

‘ AcOEt (4 9)

CCM préparative CCM préparative CCM préparative
acétate d'éthyle/acide| acétate d'éthyle/acide| acétate d'éthyle/
acétique/eau acétique/ eau MeOH/eau (10:1:0,5)
(96:12:3) (96:12:3)

composé (F1) composé (F2) composé (F3)
9,5mg 10,3 mg 2,3 mg

Schéma 1:Schéma d’extraction et d'isolement des composés F1, F2 et F3.

Le déplacement du carbone C-1°’ (8C 103,5 ppm) ainsi que celui du proton H-1"" (8H 5,38 ppm) et sa faible
constante de couplage (J = 1,6 Hz) attestent la configuration o de la liaison anomérique [5, 6]. Le spectre RMN-
13C (tableaul) indiquent les signaux d’une génine kaempférol et d’un rhamnopyranoside [5, 6]. Le spectre NOESY
(*H-*H) confirme la position 3 du rhamnose sur 1’aglycone a travers la corrélation entre les protons H-2’H-6 et
le proton anomeére H-1"" [5, 6]. Le spectre HMQC (*H-13C) (tableau 1) nous permet de fixer chaque proton a son
carbone. L’ensemble de ces données identifie F1 a la structure au kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranoside
(afzéline) (figure 1).

Composé (F2) : Poudre jaune, Pf: 178°C, UV Amax(MeOH) : 254 nm (bande I1) et 355 nm (bande ) orientant vers
une structure un flavonol 3-OH substitué [4]. La masse molaire de 448 g.mol* est déduite du spectre de masse
(SM-ESI) qui présentait un ion quasi-moléculaire a m/z 447 [M-H]'. Le spectre de RMN-'H (tableau 1) de F2
montre, entre 6,03 et 7,31 ppm, les signaux de la génine quercétine, ainsi que les signaux .d un rhamnopyranoside
[5]: 1e signal d’un groupement méthyle (H-6") formant un doublet a 3H 0,94 ppm (d, J = 6,08 Hz), deux multiplets
a oH 3,35 et 3,40 ppm (respectivement H-5"" et H-4"’) et deux signaux formant des doublets dédoublés a 6H 3,75
ppm (dd, J= 7,1 Hz, J = 3,2 Hz) pour H-3"’ et 4,22 ppm (dd, J= 3,2 Hz, J = 1,8 Hz) pour H-2’". Enfin le proton
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anomérique (H-1"") est observable a 6H 5, 35 ppm et forme un doublet de constante de couplage J = 1,8 Hz
attestent de la configuration o de la liaison anomérique [5, 6]. Le spectre de RMN-3C (tableau 1) de F2 montre
vingt et un signaux. L’étude des quinze signaux en dehors de la région des sucres, confirment la présence des
signaux caractéristiques d’une génine quercétine : signal situé¢ a 5C 179,56 ppm du groupement carbonyle, neuf
carbones quaternaires (huit entre 136,17 et 179,56 ppm et un a 6C 105,84) et cing CH aromatiques [5, 6]. Les six
signaux restant sur le spectre RMN-'H appartiennent au sucre, il s’agit d’un hexose (tableau 1) [5, 6]. Le spectre
HMQC (*H-*C) (tableau 1) nous permet de fixer chaque proton a carbone. Ces données identifient F2 a a
quercitrine (figure 1).

Tableau 1: Spectres RMN *H (500 MHz) et *3C (125 MHz) de F1 et F2 dans le CD30D.

Flavonoides F1 Flavonoides F2
N°  §c SH, mult, J (Hz) HMQC N® §c OH, mult, J(Hz) HMQC
2 159.3 2 158,44
3 136.2 3 136,17
4 179.6 4 179,56
5 163.4 5 163,09
6 100.0  6.20 (d, J=2.1) H-6/C-6 6 99,85 6.03 (d, J=2,1) H-6/C-6
7 166.0 7 165,84
8 94.8 6.38 (d, J=2.1) H-8/C-8 8 94,74 6.37 (d, J=2,1) H-8/C-8
9 158.5 9 159,24
10 105.9 10 105,84
I’ 122.6 I’ 122,94
2’ 1319 7.76(d, J=8.4) H-2°/C-2° 2’ 116,37 7.31(d, J=2), H-2°/C-2°
3 116.6  6.94 (d, J=8.4) H-3°/C-3° 3 146,32 H-3°/C-3°
4’ 161.7 4’ 149,72
5’ 1720 6.94 (d, J=8.4) H-5°/C-5 5 116,97 6.72 (d, J=8.1) H-5°/C-5
6’ 1319 7.76 (d, J=8.4) H-6’/C-6’ 6’ 122,94 7.31 (dd, J=8,2; 2) H-6’/C-6’
Rhamnose Rhamnose
1’ 1035 5.38(d, J=1.6) H-1°/C-1” | 1”7 103,44 5.35 (d, J=1,8) H-1°/C-1”
2” 72.0 4.23 (dd, J=3.3, 1.6) H-2>°/C-2> | 2 71,87 4.22 (dd, J=3,2; 1,8) H-2>°/C-2”
3 72.3 3.73 (dd, J=8.4, 3.3) H-3>°/C-3” | 3 7198 3.75 (dd, J=7,1; 3,2) H-3"°/C-3”
47 733 3.40(m) H-47/C-4 | 4 7324 3.40 (m) H-47/C-4"
57 720 3.40 (m) H-5>°/C-5" | 5 72,06 3.40 (m) H-5>°/C-5>
6 17.7 0.93 (d, J=5.3) H-6>°/C-6" | 6 17,63 0.94 (d, J=6,08) H-6"°/C-6"’

Composé (F3) : Poudre jaune, Pf:169- 172°C, UV Anax(MeOH) : 268 nm (bande Il) et 346 nm (bande I)
caractéristiques d’un flavonol (3-OH substitué) [4]. Le spectre de masse en ESI (mode négatif) indique un ion
quasi-moléculaire a m/z 476,8 suggérant une masse atomique de 478 g.mol*. L’analyse du spectre de RMN-'H
(tableau 2) de F3 a confirmé la présence des signaux des protons de la génine quercétine ainsi que la présence du
signal a 6 = 3,79 ppm, (d’intégration 3H) sous forme d’un singulet caractérisant un groupement méthoxyle en

position C-3. Le signal & 3H 4,94 peut correspondre au proton anomérique du glycoside dont la liaison anomérique
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est en position B (constante de couplage entre H-1°" et H-2>* de J = 7,5 Hz) (tableau 2) [5]. Les cinq autres
signaux présents correspondent aux protons de la partie osidique. Le spectre de RMN-**C de F3 présente vingt et
deux signaux distincts dont quinze correspondants aux signaux d’un flavonoide. Parmi ceux-cCi, il y a dix carbones
guaternaires dont un groupement carbonyle C-4 (6C 179,56 ppm) et le carbone 3 caractéristique d’un flavonol
(6C 136,17 ppm), et cing CH aromatiques [5;6]. Le signal a 6 = 3,79 ppm (d’intégration 3H) sous forme d’un
singulet confirme la présence d’un groupement méthoxyle (tableau 2). Le spectre NOESY (*H-'H) confirme la
position du groupe méthoxyle (OCHs) sur I’aglycone a travers la corrélation entre les protons H-2’ H-6" et le
singulet du groupe méthoxyle. Le spectre NOESY (*H-'H) confirme la position du glucose sur I’aglycone a travers
la corrélation entre le proton H-5’ et le proton anomére H-1"". Cette corrélation existe uniqguement quand le sucre
est en position 4’ [5;6]. Le spectre HMQC (*H-'3C) permet de fixer chaque proton a son atome de carbone (tableau
2). Au vu de tous ce qui précéde, F3 a été identifié a la 3-O-méthyl quercétine 4’-O-B-D-glucoside (figure 1).
Tableau 2: Spectres RMN *H (500 MHz) et *C (125 MHz) de F3 dans le CD30D.

Flavonoide F3

N*® e OH, mult, J (Hz) HMQC

2 156,9

3 140,1

4 179,9

5 163,0

6 1004 6,20 (,d, J=2) H-6/C-6

7 167,6

8 95,1 6,39 (d, J=2) H-8/C-8

9 158,6

10 105,6

1’ 126,5

2 117,1 7,62 (d, J=2) H-2°/C-2’

3 148,2

4 149,1

5 117,6 7,31 (d, J=8,7) H-5°/C-5°

6 121,9 7,59 (dd, J=8,5; 2) H-6’/C-6

3-OCHs 60,7 3,79 (s) 3H/O-CHs

D-glucose

1 1034 4,94 (d, J=7,5) H-1"/C-17’

2 748 3,55 (m) H-27°/C-2”

37 775 3,52 (m) H-37/C-3"

4” 71,3 3,44 (m) H-4>/C-4>

5 78,4 3,50 (m) H-5"°/C-5"

67 62,4 3,74 (m) H-6""a/C-6"
3,93 (m) H-6""b/C-6"
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3. Résultats

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence des flavonoides, des coumarines, des saponines, des
stérols et triterpenes, des composés réducteurs, des oses et holosides dans les fleurs de Vernonia galamensis Ssp.
galamensis Var. galamensis. L’investigation phytochimique de la phase d’acétate d’éthyle de I’extrait

hydrométhanolique a abouti a ’isolement de 1’afzéline (F1) la quercitrine (F2) et la neochilenin (F3).

(0]
OH—o OH—o OH
CH, CH,
OH oy
OHOH OH OH
afzéline (F1) quercitrine (F2) neochilenin (F3)

Figure 1 : Structures chimiques des flavonoides F1, F2 et F3 isolés des fleurs de Vernonia galamensis Ssp.

galamensis Var. galamensis.

4. Discussion

L’investigation phytochimique de la phase d’acétate d’éthyle de I’extrait hydrométhanolique a abouti a
I’isolement de I’afzéline (F1), de la quercitrine (F2) et de la neochilenin (F3). Ces résultats illustrent bien que les
fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis sont riches en composés phénoliques. Pour la
premiére fois l'isolement de telles molécules bioactives est rapporté dans le genre Vernonia [7]. Outre son pouvoir
antioxydant [8], I’afzéline (F1) est une molécule anti-complémentaire [9], la quercitrine (F2) manifeste également
cette activité anti-complémentaire [9]. L’afzéline (F1)est un anti-inflammatoire [10].L’afzéline (F1) et la
quercitrine (F2) ont des propriétés antipaludiques [11]. L’afzéline (F1) est une molécule antibactérienne [12]. La
quercitrine (F2), est une molécule antioxydante [13], hépato-protective [13] connue pour une activité inhibitrice
des lipides de peroxydation [14], anti-diarrhéique [15] et anti-inflammatoire [15], anti-leishmanioses [16],
antibactérienne[17]. La quercitrine (F2) pourrait étre utilisée comme inhibiteurs du MDR [18], elle est également

pour ses propriétés insecticides et ovocides [19] et retarde I'apparition de la cataracte [20].

5. Conclusion

Cette étude a permis de renforcer la connaissance de la composition chimique des fleurs de Vernonia galamensis
Ssp. galamensis Var. galamensis. La récente explosion de I'intérét pour la bioactivité des flavonoides est due, aux
avantages potentiels pour la santé de ces composants polyphénoliques principaux constituants alimentaires. En
perspective, la bioactivité de la neochilenin (F3) sera étudiée. Ces molécules bioactives pourraient étre un
candidat intéressant pour le développement de médicaments traditionnels améliorés en collaboration le

Département de Médecine Traditionnelle du Mali.
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