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Résumeé

La purification par les techniques chromatographiques successives sur colonne (CC) et sur couche mince (CCM)
de la phase de butanol de I'extrait hydrométhanolique des fleurs Vernonia galamensis de Ssp. galamensis

Var. galamensis a permis |'isolement de la 9-B-D-ribofuranosyl-6-aminopurine ou adénosine. L'identification
a pu &tre menée d bien gréce aux spectres RMN 1D (*H, (), 2D (COSY et HMQC) et enfin grdce & I'analyse en
ESI-SM en mode positif.

Mots-clés : adénosine, phase de butanol, fleurs, Vernonia galamensis.

Abstract

Isolation and identification of 9-B-D-ribofuranosyl-6-aminopurine from the flowers of
Vernonia galamensis Ssp. galamensisVar. galamensis M. Gilbert

Purification by successive chromatographic techniques column (CC) and thin layer (TLC) of the butanol phase
of the hydromethanol extract of the flowers of Vernonia galamensisSsp. galamensis\ar. galamensis enabled

the isolation and the identification of 9-B-D-ribofuranosyl-6-aminopurine (adenosine). The structure of this
compound was elucidated on the basis of spectroscopic methods (ESI-MS, 1D NMR, and 2D NMR).

Keywords : adenosine, butanol phase, flowers, Vernonia galamensis.

1. Introduction

Vernonia galamensis est une espéce oléagineuse, divisée en six sous-especes (mairobensis, gibbosa,
lushotoensis, afromontana, mutomonesis et galamensis) [1]. La sous-espéce Vernonia galamensis Ssp.
galamensis est largement distribuée, avec quatre variétés botaniques (galamensis, petitiana, australis et
ethiopica) séparées géographiquement ou écologiquement [1]. De nombreux travaux ont montré d’une part
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I'intérét de Vermonia galamensis, dans 'activité antiinflammatoire, sédative, analgésique, antiulcérogéne,
antipyrétique et d’autre part dans le traitement des maladies de la peau [2 - 4]. La seule variété présente en
Afrique de I'Ouest, Vernonia galamensis Ssp. galamensis ar. galamensis est connue pour ses propriétés
antidiabétique et insecticide [5, 6]. Cette étude phytochimique est consacrée @ I'isolement et a la
détermination structurale de composés provenant de la phase de butanol de I'extrait hydrométhanolique des
fleurs de Vernonia galamensisSsp. galamensis\ar. galamensis. En effet la phase chloroformique a fait I'objet
d’une publication, qui a mis en évidence la 3-0-méthyl quercétine [7]. Le fractionnement de la phase de
butanol par les techniques chromatographiques sur colonne de gel de silice et sur couche mince, a permis
I'isolement d’un nucléoside. Sa structure a été établie par la combinaison des techniques de spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire 1D ('H et "*C), 2D (COSY et HMQC) et de spectroscopie de masse (ESI-SM) en
mode positif comme étant I'adénosine ou la 9-B-D-ribofuranosyl-6-aminopurine. Il s’agit d’un ribonucléoside
présentant un large spectre d’activités biologiques rapportées dans la littérature et signalé pour la premiere
fois dans le genre Vernonia|[8).

2. Méthodologie
2-1. Matériel
2-1-1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des fleurs de Vermonia galamensis Ssp. galamensis Nar. galamensis,
récoltées a Bamako (dans la cour de la F.S.T) en Septembre 2011. Aprés séchage, les échantillons ont été
broyés pour disposer de 1Kg de poudre fine.

2-1-2. Appareillage

Colonnes ; silice (230 - 400 Mesh) ; plaques CCM analytiques et préparatives (GF 254); banc Kofler ; pour
I'ensemble de nos expériences RMN (1D et 2D), les analyses ont été effectuées sur un spectromeétre Bruker
Avance 1l sous un champ de 500 MHz pour 'H et 125 MHz pour "*C et le specire de masse a été enregistré d
I'aide d’un spectrométre Bruker a quadripdle sous électrospray et en mode positif.

2-2. Screening phytochimique

Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent de révéler la présence de différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les
principaux : les alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tanins), les saponosides, les stéroides,
les coumarines, les stérols, les terpénes, les hétérosides cardiotoniques, les huiles essentielles, les sucres
réducteurs (oses-holosides et mucilages) [9].

2.3. Extraction, purification et isolement du composé B

Le Schéma 1 ci-dessous, résume le processus d’extraction, de purification et d’isolement du composé B.
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Schéma 1 : Schéma d'extraction, de purification et d'isolement dv composé B
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Poudre des fleurs de Pernonia
galamensis (1Kg)

Maceération: MeOH/eap (85 :15) (12 L, 72H)
Partition liquide liquide MeOH/ean/éther de pétrole

Extrait hydromethanolique
brun-noir. odeur piquante

Partition liquide diquide MeOH/eau/
solvant organique (>0 :50)

CHICI; (13,5 g) ACOIL_t( 17g) BuOH (25 g)

Extrait BuDH

CC silice (70-230Mesh) acétate d'éthyle-
méthanol -ean v/v/v: 10/1/0.5 et 10/1/1

sous fraction B2
1

15

CC silice (70-220Mesh)
acétate d'éthyle/méthanol/ean (10:2 :1)
s ous fraction B2E
S00 mg
CC silice (70-230Mesh)
acétate d éthyle/ méthanol/eau (10:2:1)
sous fraction E2E1
(25 mg)

CCM préparative acétate d'éthyle/
acide acétique/ eau (10:2:1)

ComposeB
21mg

2-4. Elucidation structurale du composé B

368

Cristaux blanchdtres, Rf = 0,34 ; Tf : 234 °C. Le spectre de masse ESI en mode positif (Spectrel), montre un
ion quasi-moléculaire m /2268 [M + H]*, ainsi que les ions multichargés 2 + (m /z135) et 3 + (m /290)
suggérant une masse atomique de 267 g.mol.

o

1350

[M+2H] 2+
2

[M+HT

[M+3H]3*

w0 2000 3011

2501 3002

80 100 120

Spectre 1 : Spectre de masse (ES1-SM) en mode positif dv composé B

Le spectre RMN-'H du composé B (Spectre 2) contient sept (7) signaux parmi lesquels deux (2) singulets
aromatiques a OH = 8,20 et 8,34 ppm, attribuables aux méthines (C-2 et C-8) par le specire de corrélation
hétéronucléaire a courte distance 'H-"*C HMQC, c'est deux signaux sont cohérents avec ceux de I'adénine
[10, 11]. Cinq autres signaux sont présents sur le spectre de RMN-'H et correspondent sans doute aux protons
de la partie osidique indiquant la présence d’un pentose (Tableav 1)
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Spectre 2 : Spectre RMN-'H dv composé B dans (0,00

Ces observations sont confirmées par le spectre de corrélation homonucléaire 'H-'H COSY (Spectre 3) qui
met en évidence la présence de deux sous-structures dans le composé B2, I'une aromatique, et I'autre
osidique. Ce spectre COSY nous permet d partir des couplages successifs de définir le sucre comme étant le ribose.

Ces déplacements chimiques sont similaires d ceux de I'adénine B-D-ribofuranoside ou adénosine [10, 11].
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Spectre 3 : Spectre RMN de corrélation homonucléaire 'H-' K COSY dv composé B montrant les corrélations
de la partie osidique caractéristigues dv ribose

Le spectre du carbone "*C du composé B (Spectre 4)révéle la présence de 10 atomes de carbones, dont cing
signaux dans la région des sucres indiquant la présence d’un pentose. Les déplacements RMN-"C dans la

région des sucres sont caractéristiques, d’un ribofuranose (C-1°, (-2°, (-3, (-4’ et (-5’ respectivement d &

89,64;74,18;71,17 ;86,24 et 62,14 ppm) (Tableav 7). Les cing autres signaux aromatiques a 6C (152,13;
148,79; 119,77, 157,05; 139,74) sont en conformité avec une génine de type adénine [10, 11].
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Spectre 4 : Spectre RMN-"C dv composé B dans (0,00

Le proton anomere d 6,00 ppm est un doublet ayant une constance de couplage J = 6, 4 Hz ce qui confére au
sucre une configuration B [12]. La forme furanose est confirmée par le déplacement chimique du carbone

(-4 (6C 86,24 ppm) [12]. Le specire de corrélation hétéronucléaire d courte distance 'H-"*C HMQC
(Spectre 5)nous permet de fixer chaque proton d son atome de carbone dans le 7ab/leav 1 ci-dessous.
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Spectre 5 : Principales corrélations HMQC observées pour le composé B

Tableau 1: Spectres RMN 'H (500 MHz), € (125 MHz) et HMQC de B dans le (D;00

o

N 6C SH, mult, J(Hz) HMQC

2 152,13 8,34 (s) H-2 /(-2

4 148,79

5 119,77

6 157,05

8 139,74 8,20 (s) H-8/C-8

arabinose

I’ 89,64 6,00(d,J=16,4) H-1"/ C-1

7 74,18 4,77 (s) H-2 /(-7

) nat 4.36(dd,J=4.7;2.2) H-3' /(-3

§ 86,24 4,20 (s) H-4" | (-4

5 6214 3,90(dd, ) =12,3;23) H-5a /(5
' 3,89 (dd, ] =12,5;2,6) H-5b / (-5
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Toutes les autres valeurs de protons et de carbones ont été attribuées d’aprés I'analyse des spectres COSY et
HMQC, elles concordent avec une structure de type adénine B-D-ribofuranoside. L’ensemble de ces données

spectrales, nous a permis I'adénosine des fleurs de Vermonia galamensis Ssp. galamenis\ar.galamensis.
3. Résultats et Discussion

3-1. Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique des fleurs de Vernonia galamensisSsp. galamensis\ar. galamensis
sont consignés dans le Tableav 2.

Tableav 2 : Screening phytochimique des fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis Var. galamensis

Groupes chimiques recherchés Résultats
composés réducteurs +
flavonaides
stérols et friterpénes
oses et holosides
coumarines
saponines
alcaloides
tanins
hétérosides cardiotoniques
+ : présence ; - : absence

NH,
N N
/ N
O o<Nji\l;

HO HO

++ 4+ + +

3-2. Elucidation structurale

H

Figure 1 : Structure chimique de 'adénosine ov 9-8 -D-ribofuranosyl-6-aminopurine

En guise de discussion, nous notons que le screening phytochimique des fleurs a permis de mettre en évidence
la présence de flavonoides, de stérols et triterpénes, de coumarines, de composés réducteurs, d’oses et
holosides dans les fleurs de Vernonia galamensis Ssp. galamensis\ar. galamensis. L’objectif général de ce
travail était de contribuer d augmenter la connaissance phytochimique des fleurs de Vernonia galamensisSsp.
galamensis\lar. galamensis en caractérisant les produits qui en sont issus en vue de leur valorisation. D’un
point de vue chimiotaxonomique, la présence d'un ribonucléoside chez une espece de Vermonia, est
surprenante. Au niveau du systéme respiratoire 'adénosine régule la contraction du muscle lisse bronchique,
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augmente la sécrétion de mucus et module I'activité d’un grand nombre de cellules immuno-inflammatoires
associées avec certaines maladies pulmonaires inflammatoires [13 - 15]. D’autres effets biologiques
importants se manifestent au niveau des vaisseaux (vasodilatation et vasoconstriction), des plaquettes
(effet antiagrégant), du rein (inhibition de la libération de rénine et de la réabsorption tubulaire), du ceur
(effets inotropique négatif, dromotropique et chronotropique) et du systéme nerveux autonome
(réduction de I'activité des neurones sympathiques et parasympathiques) [13 - 15]. Lorsqu’elle est injectée
par voie intraveineuse I'adénosine ralentit la conduction nodale auriculo-ventriculaire, peut interrompre les
voies de réentrée d travers le neeud et peut rétablir le rythme sinusal normal chez les patients atteints de
tachycardie paroxystique supraventriculaire (TPSV), y compris la TPSV associée au syndrome de
Wolff-Parkinson-White [13 - 15]. Dans le systéme nerveux central, 'adénosine induit un effet analgésique,
anti-convulsant, neuroprotecteur, anxiolytique et inhibe I'activité motrice [15, 16]. Cette substance est
particulidre car les effets qu'elle produit font appel d des mécanismes intracellulaires et extracellulaires [17],
elle module I'excitabilité neuronale, régule le flux sanguin, et joue un rdle important dans le contrdle de
'alimentation en énergie du cerveau [18, 19]. Des données suggérent un rdle pour la signalisation de
I'adénosine dans la pathogénie de la drépanocytose [20]. En effet, i1 est intéressant de noter I'isolement pour
la premiére fois de 'adénosine chez une espéce de la famille des Asteraceae.

4. Conclusion

Ces résultats phytochimiques et les activités biologiques de I'adénosine, ne peuvent qu'encourager les
investigations @ partir d'autres parties de la plante (racine, feville) pour rechercher d’autres groupes de
composés bioactifs afin d'avoir un profil phytochimique complet de cette variété de Vernonia galamensis.
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