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ABREVIATIONS UTILISEES

AE : Acétate d’éthyle

δ : Déplacement chimique

Cx : Carbone numéro x
13C : Carbone 13

CC : Chromatographie sur Colonne

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

d : Doublet

dd : Doublet dédoublé
1H : Proton

Hx : Proton numéro x

Hz : Hertz

Hex : Hexane

RMN 1H : Résonance Magnétique Nucléaire du Proton

RMN 13C : Résonance Magnétique Nucléaire du Carbone 13

DEPT : Distorsionless Enhancement by Polarisation Transfert

J : Constance de couplage

m : Multiplet

s : Singulet

UV : Ultra –Violet

t : Triplet

O. : Ocimum

ORTEP :        Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot
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RESUME

Le présent travail porte sur l’isolement et la caractérisation des métabolites

secondaires de l’extrait méthanolique des tiges d’Ocimum gratissimum (Lamiaceae), une

plante médicinale du Cameroun utilisée pour soigner le mal de tête, la toux. De ces travaux,

nous avons isolé grâce aux différentes techniques chromatographiques usuelles (CC, CCM)

quatre composés indexés OGT1, OGT2, OGT3 et OGT4. Seules les structures de OGT1,

OGT3 et OGT4 ont été élucidées au moyen des techniques d’analyses spectroscopiques

(RMN 1D), l’analyse au rayons x et par comparaison de leurs données spectrales avec celles

décrites dans la littérature. Ainsi ces composés ont été identifiés respectivement au mélange

β-sitostérol et β-stigmastérol, l’acide 3-β-acétyloléanolique et l’acide oléanolique.

Mots clés : Ocimum gratissimum, β-sitostérol et β-stigmastérol, acide 3-β-

acétyloléanolique , acide oléanolique
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ABSTRACT

This report concerns the isolation and characterization of secondary metabolite from

the methanolic extract of the stem of Ocimum gratissimum, a Cameroonian medicinal plant

from the Lamiaceae family. This plant is used in Cameroon to treat various diseases such as

headache and cough. Using chromatographic methods, four compounds labeled OGT1,

OGT2, OGT3 and OGT4 were isolated from this extract. Three of these compounds labeled

OGT1, OGT3 and OGT4 were analyzed using spectroscopic methods (NMR 1D). On the

basis of their spectroscopic data and those reported in the literature, those three compounds

were respectively identified as the mixture of β-sitosterol and β-stigmasterol, 3-β-

acetyloleanolic acid and oleanolic acid.

Key words: Ocimum gratissimum, β-sitosterol and β-stigmasterol, 3-β-acetyloleanolic

acid, oleanolic acid.
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INTRODUCTION GENERALE

L’usage de la pharmacopée naturelle est toujours d’actualité malgré son ancienneté et

les développements exponentiels de domaines tels que la biotechnologie et la chimie

computationnelle. Cela tient principalement du fait que le règne végétal est une source

présumée inépuisable d’une immense variété de médicaments potentiels, tout en étant

accessible au plus grand nombre. Dans le monde, 80% des populations ont recours aux

plantes médicinales pour se soigner. En effet, ces plantes renferment des métabolites

secondaires qui sont des molécules organiques, qui seraient responsables des propriétés

thérapeutiques des dites plantes.

Malgré le progrès de la médecine en général, de nouvelles maladies font leur

apparition et les microbes deviennent de plus en plus résistants face aux médicaments

existants. Or l’usage de la médecine naturelle se confronte aux problèmes de posologie et de

toxicité, d’où la nécessité de rechercher de nouveaux principes actifs et de rationnaliser

l’utilisation des plantes médicinales, afin de mettre sur pieds de nouveaux médicaments ou

alors des médicaments naturels améliorés.

Dans le soucis de contribuer à la valorisation de nos essences médicinales, nous avons

entrepris dans le cadre de la recherche devant aboutir à l’obtention du Diplôme de Professeur

d’Enseignement Secondaire Deuxième Grade (DI.P.E.S.II), à l’Ecole Normale Supérieure de

Yaoundé I, d’isoler les constituants chimiques des tiges d’O. gratissimum, une plante

médicinale du Cameroun et de caractériser les constituants isolés en déterminant leurs

structures chimiques. Le choix de cette plante a été motivé par le fait qu’elle soit largement

utilisée en médecine naturelle dans les régions du Centre et de l’Ouest du Cameroun pour le

traitement de nombreuses maladies à l’instar du mal de tête, la toux, des problèmes fongiques

chez les enfants (Kamtchueng, 2003).

Après une revue de la littérature sur la famille des Lamiaceae, le genre Ocimum et

l’espèce Ocimum gratissimum, nous allons tour à tour présenter, discuter les résultats obtenus

et décrire les méthodes expérimentales utilisées.
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CHAPITRE I: REVUE DE LA

LITTERATURE
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I.1 Aperçu botanique

I.1.1 Aperçu botanique sur les Lamiaceae

Les «Lamiaceae» forment une importante famille de plantes dicotylédones comprenant

environ 6000 espèces et près de 210 genres. Les plantes de cette famille possèdent souvent

des poils glanduleux et des glandes sous-épidermiques à huiles essentielles les rendant très

odorantes (Huctchinson et al., 1974; Nait, 2007)

Ce sont généralement des plantes herbacées, des arbustes ou rarement des arbres ou

des lianes productrices d’huiles essentielles (Troupin et al.,1982).

Les feuilles sont souvent opposées, disposées en paire se croisant d’un nœud à l’autre

(décussé), dépourvues de stipules, à limbes généralement denté. Les feuilles et les fleurs sont

couvertes de poils sécréteurs d’une matière oléagineuse aromatique. Les fleurs sont la plupart

de temps zygomorphes à symétrie bilatérale, mais parfois presque radiaire et généralement

hermaphrodites. Les tiges ont une section carrée. Les étamines 2 ou 4 sont inversées sur le

tube de la corolle. Les fruits ont généralement 4 méricarpes d’une seule graine.(Troupin et

al.,1982).

Quelques genres rencontrés dans les «Lamiaceae» sont: Acinos, Lamium, Mentha,

Ocimum (Huctchinson et al ; 1974). Nous nous intéresseront particulièrement  au genre

Ocimum.

I.1.2 Aperçu botanique sur le genre Ocimum

Ce sont des buissons, plantes plus ou moins robustes. Les tiges sont quadrangulaires,

en général ligneuses à leur base et très ramifiées. Les feuilles sont pétiolées, opposées, à

lymbe crénelé. Calice ovoïde ou campanulé, bilabié. Quatre étamines en deux paires de

longueur inégale, déclinantes, saillantes (Troupin et al., 1982).

Le genre Ocimum compte environ 150 espèces de plantes herbacées ou buissonnantes,

annuelles ou vivaces, généralement aromatiques, dont la plus connue est le basilic commun

(Ocimum basilicum).Parmi les espèces décrites de Ocimum, nous pouvons citer: O.

americanum, O. basilicum, O. suave, O. canum, O. gratissimum. Au Cameroun, on rencontre

généralement trois espèces d’Ocimum à savoir: O. basilicum, O. suave et O. gratissimum

(Hutchinson et al., 1963).
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I.1.3 Aperçu botanique sur Ocimum gratissimum

I.1.3.1 Description botanique

C’est une plante herbacée, dressée de 1 à 2 mètres de haut. Les tiges sont très

ramifiées et généralement ligneuses à leurs bases. Les feuilles laineuses et très odorantes sont

opposées, ovales et grossièrement dentelées. Les fleurs, par petit groupe sont blanches avec

un calice de petite taille et disposées régulièrement sur une inflorescence terminale. La corolle

est blanche et deux fois plus longue que le calice. Les fruits sont formés de quatre capsules

sphériques (Berhaut, 1975).

Cette plante est communément appelée «messep» dans le Sud et le Centre du

Cameroun. La figure 1 ci-dessous représente les photographies des parties aériennes de

Ocimum gratissimum

Figure 1 : Tiges et feuilles d’Ocimum gratissimum (TCHEUZE, 2015)

I.1.3.2 Répartition géographique

Ocimum gratissimum est très répandue en Afrique  principalement au  Sénégal, en

Guinée, en Sierra Leone, Libéria, Côte d’Ivoire, Ghana, Nigéria, Gabon, au Cameroun…

(Berhaut, 1975). Au Cameroun, sa présence est signalée dans plusieurs régions indiquées

dans le tableau 1 ci-dessous (Herbier National).
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Tableau 1 : Répartition géographique de O. gratissimum au Cameroun

Régions Localités

Centre -Ngan (25Km au Nord de Bafia)

-Soa (Nkom)

-Yaoundé

Littoral -près de Banga

-Douala

-Manjo

Nord-Ouest -Mbui

Ouest -Km 31, route Bafang-Bafoussam

-Bandjoun

Sud -Eyack

-Kribi (à Mboa-Manga)

-reserve du Dja

Sud-Ouest -Limbé

I.2. Usage des plantes du genre Ocimum

 Sur le plan alimentaire

Les feuilles de O. gratissimum (Messep) sont utilisées pour assaisonner les sauces

grâce à leur arome. De même, O. canum (cotimajo) est aussi utilisé comme épice. Les feuilles

et les fleurs de O. gratissimum sont utilisées dans la préparation des thés et infusion. (Rabelo

et al.; 2003).

 En pharmacopée naturelle

Au Nigéria, ces plantes sont utilisées pour le traitement de l’épilepsie, de fortes

fièvres, et de la diarrhée. (Effraim et al.; 2003). Les décoctions des feuilles sont utilisées pour

le traitement des maladies mentales. (Akinmoladun et al., 2007). O. gratissimum est utilisée

par les Ibos au Nigéria pour stériliser le cordon ombilical des bébés. . O. gratissimum est

également utilisée pour le traitement des infections fongiques, le rhume (Ijeh et al., 2005).

Au Kenya et en Afrique subsaharienne, les feuilles de O. gratissimum sont utilisées

pour le traitement du rhume. On les utilise pour le traitement des douleurs abdominales, les
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infections des oreilles, la toux, la stérilité, la fièvre, les convulsions, régulation des

menstruations (Matasyoh et al., 2007).

En Inde, la plante est utilisée pour le traitement du mal de tête et pour soigner les

convulsions (Prajapati et al., 2003).

Au Cameroun et au Benin, la plante est utilisée pour traiter les infections cutanées

causées par les champignons (Kamtchueng, 2003).

Les feuilles de O. basilicum sont utilisées comme vermifuge, l’infusion de ces feuilles

est un bon traitement pour la nausée, les flatulences et la dysenterie. L’huile de cette plante a

un effet bénéfique sur la fatigue mentale, le spasme, la rhinite (Baytop, 1984).

Au regard de toutes ces diverses utilisations, de nombreuses études chimiques ont été

faites sur les plantes du genre Ocimum.

I.3-Travaux chimiques antérieurs sur le genre Ocimum

Les plantes du genre Ocimum, de part leurs intérêts thérapeutiques ont fait l’objet de

nombreuses études chimiques. Ainsi ces études ont conduit à l’isolement et la caractérisation

des terpènoïdes (monoterpènes, sesquiterpènes et les triterpènes pentacycliques), des stérols,

des flavonoïdes et des acides gras.

I.3.1 Les flavonoïdes

 Définition et activité biologique

Les flavonoïdes sont des composés dont le squelette de base a 15 atomes de carbones

caractérisés par un enchaînement C6-C3-C6. La formule semi-développée des flavonoïdes est

représentée par la structure (1) ci-dessous:

1

Squelette des flavonoïdes

Les flavonoïdes sont constitués de plusieurs classes de composés à l’instar :des

flavones, les flavanones et les flavanes (Kamdem, 2000).
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Ce sont des pigments présents dans la quasi-totalité des végétaux et constituent donc

une très grande classe de composés phénoliques très répandu dans le règne végétal.

(Bruneton, 1999). Seules quelques flavones (2) ont été isolées dans les plantes du genre

Ocimum.

O

O
2

Squelette des flavones

Les composés de cette classe présentent plusieurs activités biologiques: nous pouvons

citer les activités antimicrobiennes, antioxydantes et cytotoxiques (Akroum, 2011), les

propriétés vasculoprotectrices, anti-hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires,

antiulcéreuses et même anti-tumorales significatives (Ghedira, 2005).Le tableau 2 ci-dessous

dresse la liste de quelques flavones isolées des plantes du genre Ocimum.
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Tableau 2: Quelques flavonoïdes (flavones) isolés des plantes du genre Ocimum

Structures et noms Sources Références

O

O

OCH3

OH
H3CO

H3CO

3

Salvigenine

O. americanum

O. americanum

Grayer et al., 2001

O

O

OCH3

OH
H3CO

H3CO
OH

4

Pendunciline

Viera et al., 2003

O

O

OH

OH
H3CO

H3CO
OH

5

Isothymusine

O. americanum

O. gratissimum

Kamtchueng, 2003

Grayer et al., 2001O

O

OCH3

OH
H3CO

HO
OH

6

Pilosine

O. americanum

O. pilosum
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I.3.2. Les stéroïdes :

 Définition et activité biologique

Un stérol est un lipide possédant un noyau de sterane dont le carbone 3 est porteur

d’un groupe hydroxyle. Le squelette des stérols est donné par la structure 7 ci-dessous :

1

2

3

4
5

6

7

8
9

10

11

12

13

14 15

16

17

19
20

21
22

23
24

25
26

27

28
29

18

Squelette des stérols ( 7)

Les stérols sont considérés comme une sous-classe des stéroïdes. Le plus répandu est

le cholestérol que l’on retrouve à la fois dans le règne animal et dans le règne végétal. Chez

les végétaux on les appelle généralement phytostérol.

Les stéroïdes sont très recherchés en industrie pharmaceutique pour la synthèse des

contraceptifs, des anabolisants et pour leurs propriétés antifongiques, cardiotoniques,

antibactériennes et hormonales (Bruneton, 1993). Les phytostérols inhibent l’absorption du

cholestérol dans les voies digestives en se fixant sur ses transporteurs intestinaux (Vergès,

2009), ce qui permet de réduire son absorption de l’ordre de 10 à 15 % (Law, 2000; Katan et

al., 2003) conduisant à une diminution du risque de maladies cardiovasculaires d’environ

25 % (Law, 2000).Le tableau 3 présente deux stérol isolés des plantes du genre Ocimum :
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Tableau 3: Quelques stérols isolés des plantes du genre Ocimum

Structures et noms Sources Références

H

HO
H H

8

β-sitostérol

O. suave

Kamtchueng, 2003

HO
H H

9

Stigmastérol

Kamtchueng, 2003

Chogo et al., 1981

I.3.3 Les composés phénoliques

 Définition et activité biologique

Les composés phénoliques forment un très vaste ensemble de substances qu’il est

difficile de définir simplement. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la

présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe

hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside (Bruneton; 1993).

Plusieurs composés phénoliques ont été isolés des plantes du genre Ocimum

L’eugénol isolé de O. gratissimum et de O. suave est doté d’activités

antimicrobiennes, antiseptiques et anesthésiantes. Il protège les graines conservées contre la

contamination par Sitophilus granarius (Kamtchueng, 2003). Grâce à son action

antiseptique, il a été préconisé en tant que traitement de la tuberculose et de la gangrène

pulmonaire (Offiah, 1999). Le tableau 4 ci-dessous nous montre quelques composés

phénoliques isolés des plantes du genre Ocimum.
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Tableau 4: Quelques composés phénoliques isolés des plantes du genre Ocimum

Structures et noms Sources Référence

OH

OCH3

10

Eugénol

O. gratissimum

O. suave

Kamtchueng, 2003

Khosla et al., 1989

OCH3

OH

11

Isoeugénol

O. gratissimum Khosla et al., 1989

OH

12

Thymol

O. gratissimum

O. viride

Kamtchueng, 2003

Khosla et al., 1989

HO

HO

O

O

COOH
OH

OH
13

Acide rosmarinique

O. basilicum Kamtchueng, 2003

I.3.4. Les acides gras

 Définition et activité biologique

Les acides gras sont des acides carboxyliques à longue chaîne carbonée et possédant

un pôle hydrophile et un pôle hydrophobe.

L’acide oléique et l’acide stéarique isolés de O sanctum, l’acide linoléique, l’acide

linolénique et l’acide palmitique isolés de O. sanctum et de O. suave ont révélé un effet

protecteur contre les troubles mentaux chez les rats. De nombreux acides gras ont été isolés

des plantes du genre Ocimum et certains sont regroupés dans le tableau 5 ci-dessous :
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Tableau 5: Quelques acides gras isolés des plantes du genre Ocimum.

Structures et noms Sources Références

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 14

Acide oléique

O. sanctum Sigh et al., 1996CH3(CH2)16COOH 15

Acidestéarique

CH3(CH2)4CH=CH-CH=CH(CH2)8COOH 16

Acide linoléique

O. sanctum

O. suave

Sigh. et al., 1996

Kamtchueng, 2003

CH3(CH2)4CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH(CH2)7COOH 17

Acide linolénique

CH3(CH2)14COOH 18

Acide palmitique

I.3.5 Les terpènoïdes

Les terpènoïdes sont construits à partir d’unité isopréniques dont la structure 19

représente l’isoprène. (Lamarti et al. 1994)

19

Structure 19 : Structure d’une unité isoprénique

Suivant le nombre d’unités isopréniques incorporés dans la structure des composés, on

a: les monoterpènes, les sesquiterpènes, les diterpènes, les sesterterpènes et les triterpènes.

Chaque groupe de terpènes est issu de la condensation «tête à queue» d’un nombre variable

d’unités isopréniques (Yimdjo, 2000)
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I.3.5.1 Les monoterpènes

 Définition et activité biologique

Les monoterpènes sont volatiles, d’odeur souvent agréable et représente la majorité

des constituants des huiles essentielles (Bruneton, 1993). Généralement des stimulants, les

monoterpènes agissent sur les glandes mucipares, le système vasculaire notamment le système

veino-lymphatique (ils jouent ainsi le rôle de vasoconstricteur), et sur les glandes exocrines

(au niveau digestif). Elles sont cortisone-like (stimulant de la glande endocrinienne),

antalgiques (par la voie transcutanée) et antiseptiques (par la voie anale). (Lamarti et al.,

1994). Le tableau 6 ci-dessous regroupe quelques monoterpènes isolés des plantes du genre

Ocimum.

Tableau 6: Quelques monoterpènes isolés des plantes du genre Ocimum

Structures et noms Sources Référence

20

Ocimene

O. gratissimum

O. basilicum

Larmati et al., 1994

Prabhu et al., 2009

OH

21

Géraniol

O. basilicum Larmati et al., 1994

22

Phéllanodrène

O. gratissimum

O. suave

O. viride

Kamtchueng, 2003

Khosla et al. 1989

OH

23

Thymol

O. gratissimum

O. viride

Kamtchueng, 2003

Bruneton, 1993
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OH

24

Linalol

O. gratissimum

O. suave

O. basilicum

Larmati et al., 1994

Manns 1995

Grayer et al. 1996

O 25

Camphor

O. gratissimum

O. basilicum

Bruneton, 1993

Pauptin et al., 1980

26

Terpinolène

O. gratissimum Prabhu et al., 2009

I.3.5.2 Les sesquiterpènes

 Définition et activité biologique

Ce sont des composés à trois unités isopréniques, formant un enchaînement acyclique

simple et condensé. Parfois plusieurs cycles imbriqués sont eux aussi apparentés aux

hydrocarbures insaturés C15H24 (Lamarti et al., 1994).

Les sesquiterpènes sont anti-inflammatoires (notamment antihistaminiques) et sont

recommandés dans les crises d’asthme. Elles sont également hormon-like et agissent sur l’axe

hypophyso-ovarien. Ces molécules sont irritantes pour la peau et néphrotoxiques (toxicité sur

le rein)(Lamarti et al., 1994). Le tableau 7 ci-dessous donne la structure de quelques

sesquiterpènes isolés du genre Ocimum :
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Tableau 7: Quelques sesquiterpènes isolés des plantes du genre Ocimum

Structures et noms Sources Référence

27
γ-bisabolène

O.basilicum Verscheur et al., 2002

28
-bisabolène

H

H
29

Caryophyllène

O. basilicum
O. suave
O. gratissimum
O. viride

Kamtchueng, 2003
Khosla et al., 1989
Verscheur et al., 2002

H

O

30
Oxyde de Caryophyllène

O. suave
O. gratissimum
O. viride

31
β-sélinène

O. suave
O. gratissimum

Kamtchueng, 2003
Khosla et al., 1989
Prabhu et al., 2009

32

β-élemène

O. suave Kamtchueng, 2003
Khosla et al., 1989

33 -humelène

O. gratissimum Prabhu et al., 2009
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I.3.5.3 Les triterpènes

I.3.5.3.1 Définition et activité biologique

Les triterpènes sont des composés renfermant dans leurs squelettes de base trente

d’atomes de carbones. Ils sont issus de la cyclisation du squalène (C30H50) dérivant de la

condensation de 6 unités isopréniques.

Sur le plan biologique, les triterpènes pentacycliques favorisent la germination, la

croissance, le développement et la défense des plantes contre certaines agressions extérieures

(Wansi, 2000). Les triterpènes présentent une activité cytotoxique, bactéricide, anti-

inflammatoire, antivirale, anti-ulcéreuse, molluscicide et antifongique (Kapche, 2000),

(Guedem, 2004). Chez l’homme, les triterpènes pentacycliques ont des activités

antifongiques, antitumorales, antiulcéreuses, antirhumatismales, antiasthmatique, anti-

oedémateuses. Mais ils peuvent avoir comme effet indésirable les nausées et les

vomissements (Maffo, 2006). Les triterpènes isolés des plantes du genre Ocimum sont

pentacycliques et certains sont consignés dans le tableau 8 ci-dessous

Tableau 8: Quelques triterpènes pentacycliques isolés des plantes du genre Ocimum

Structures et noms Sources Références

HO

COOH

34

Acide ursolique

O. sanctum

Kamtchueng, 2003

HO

COOH

35 Acide oléanolique

O. gratissimum

O. suave
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I.3.5.3.2 Biosynthèse des triterpènes

La biosynthèse des triterpènes se fait généralement en quatre étapes : la première

consiste en la synthèse de l’isopentenyl pyrophosphate (IPP), la seconde en la condensation

des unités isopréniques, la troisième réside dans la cyclisation du squalène suivie des

modifications secondaires comme  dernière phase (Bruneton; 1993).

 Synthèse de l’IPP: elle se fait par voie de l’acide mévalonique suite à la condensation

successive de trois molécules d’acéthyl-coenzyme A, et aboutit à la formation de l’IPP

de formule OPP ;

 La condensation des unités isopréniques: elle conduit à la formation des différents

types de triterpènes dont le triterpène linéaire (squalène) ;

 La cyclisation du squalène : elle permet d’obtenir, à partir des différentes

conformations que peut adopter le substrat acyclique d’une part et les différentes

interactions enzyme/substrat dans le site actif d’autre part (Brown, 1998), plusieurs

types de triterpènes cycliques suivant le schéma 1

36

squalène

oxydation

(époxydation)

O
époxysqualène

37

H+

HO 38

damaranes

HO 39HO 40

cation lupényle
HO

H

H

41

HO
42

Amyrine

(OLEANANES)

O

43

Friedeline

(FRIEDELANES)

HO

COOH

44

Acide ursolique
(URSANES)

HO
45

Taraxasterol
(TARAXASTANES)

Schéma 1 : Cyclisation du squalène en triterpènes pentacycliques
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 Les modifications secondaires : Elles peuvent porter sur le squalène (36) ou sur les

dérivés cyclisés, et sont en général des oxydations, des éliminations ou l’addition

d’autres classes de composés (sucres et autres) ou groupements fonctionnels.

I.3.5.3.3 Caractéristiques spectroscopiques des triterpènes

 La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet de proposer à partir de quelques pics

caractéristiques observés sur le spectre, le squelette des triterpènes, la position de la double

liaison ainsi que la nature des substituants (Mahato et al., 1994). Les composés saturés de

type ursane ne présentent aucun pic important dans la région de l’ion moléculaire, à

l’exception des pics correspondant aux groupements fonctionnels tels que M-CH3, M- 60

dans le cas d’un acétate, ou alors M-H2O.

 La Résonance Magnétique Nucléaire du proton

Les spectres RMN du 1H des triterpènes pentacycliques sont très caractéristiques.

Ils permettent de distinguer facilement les dérivés de l’oléanène, de l’ursène et de ceux du

lupène (Cheung et al., 1969).

En effet, les dérivés de l’oléanène et de l’ursène présentent généralement en RMN 1H,

un large triplet entre 5,10 et 5,50 ppm, avec une constance de couplage de l’ordre de 3 Hz

caractéristique du proton vinylique H – 12. Quant aux dérivés du lupène, ils présentent

généralement un singulet de deux protons entre 4,20 et 5,00 ppm caractéristiques de deux

protons vinyliques portés par le carbone 29 (Cheung et al., 1969).

Les signaux des méthyles généralement groupés entre 0,5 et 2,0 ppm permettent

également de différencier les types de squelette des triterpènes pentacycliques. Par exemple,

les triterpènes non oxydés des séries des oléan-12-éne et lup-20(29)-ène présentent

respectivement 8 et 7 singulets attribuables à 8 et 7 méthyles tertiaires, alors que ceux de la

série urs-12-ène présentent six singulets et 2 doublets attribuables respectivement à 6

méthyles tertiaires et 2 méthyles secondaires (Cheung et al., 1969).

 La Résonance Magnétique Nucléaire du carbone-13

La RMN 13C est l’une des techniques les plus utilisées, elle permet d’attribuer sans

ambiguïté les signaux de carbone même dans les régions les plus encombrés du spectre. C’est
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une technique qui permet de déterminer simultanément les différents types et le nombre total

d’atomes de carbone que possède le triterpène. La différentiation des séries oléan-12-ène et

urs-12-ène se fait par leurs nombre d’atomes de carbones quaternaires et les déplacements

chimiques des carbones vinyliques 12 et 13. Ainsi, les squelettes des dérivés d’oléan-12-ène

et d’urs-12-ène renferment respectivement 6 et 5 atomes de carbones quaternaires. Leurs

carbones 12 et 13 résonnent respectivement à 122,5 ppm et à 143,5 ppm pour les premiers, et

à 124,5 ppm et 138,0 ppm pour les seconds. Cependant il existe des exceptions suite aux

différentes configurations que pourraient adopter les cycles (Dodrell et al, 1974).
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CHAPITRE II: RESULTATS ET

DISCUSSION
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II-1 Introduction

Les tiges de O. gratissimum ont été récoltées le 05 Mars 2015 à Manjo dans la région

du Littoral-Cameroun. Après découpage, séchage et broyage, on a obtenu 2732 g de poudre.

Cette dernière a subi une extraction par macération à température ambiante dans le méthanol

pendant 48 heures. Le filtrat obtenu a subi une évaporation sous pression réduite et a donné

132,8 g d’extrait brut.

Une partie de cet extrait brut soit 90 g a subi une chromatographie flash sur gel de

silice avec comme éluant l’hexane, suivi du mélange hexane-acétate d’éthyle de polarité

croissante et du mélange acétate d’éthyle-méthanol (1/1). Par la suite deux des sept fractions

obtenues ont subi la chromatographie sur colonne de gel de silice avec comme solvant

d’élution l’hexane suivi du mélange hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante comme le

montre le schéma 2 ci-dessous:
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Schéma 2: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des tiges d’Ocimum

gratissimum

CC

Poudre résiduelle

Fa :1-8

Ma 5,8g,

Découpage

Séchage

Broyage

2732 g de poudre

Extraction au MeOH pendant 48 h
à température ambiante;
évaporation

m=132,8 g

Extrait brute m=90
g

Flash, CCM

Fb :9-18

Mb=2,6 g

Fc :19-28

Mc=6,6 g

Fd :29-35

Md=0,8 g

Fe :36-41

Me=2,5 g

OGT1
18 mg

OGT4
21 mg

OGT 3
16 mg

Ff 44-47
mf=1,4 g
+ OGT2
m=21
mg

Fg 48-50
mg=4,1g

Tiges d’Ocimum gratissimum
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II.2 Identification des composés isolés

II.2.1 Identification du composé OGT 1

Le composé OGT 1 précipite sous forme de poudre blanche dans le mélange hexane

acétate d’éthyle 9 :1. Il est soluble dans le chloroforme et répond positivement au test de

Libermann-Burchard en donnant une coloration bleu-verdâtre caractéristique des stérols.

Sur le spectre RMN 13C (125 MHz, CHCl3) d’OGT 1(fig 3), on observe à 140,7 et

121,7 ppm des signaux attribuables respectivement aux carbones C-5 et C-6, caractéristique

d’un squelette de type stérol. Ceci est confirmé par la présence sur le spectre de RMN 1H d’un

proton sous forme de triplet à 5,32 ppm (1 H, t, J = 4,8 Hz), attribuable au proton vinylique H-

6. On y observe également deux signaux à 138,3 et 129,7 ppm, attribuables respectivement

aux carbones C-22 et C-23, caractéristique d’un squelette de type Δ22 stérol. Le signal observé

à 71,0 ppm est caractéristique de l’oxyméthine en C-3. Ces informations structurales sont

étayées par la présence sur son spectre RMN 1H ( fig 2 ), de deux protons apparaissant sous

forme de doublets dédoublés à δH 5,13 ppm ( 1 H, dd, J = 15,0 Hz et 8,4 Hz) ; 5,00 ppm ( 1H,

dd, J = 15,0 et 8,4 Hz), attribuables aux protons éthyléniques H-22 et H-23 en position trans,

par ailleurs, on remarque sur ce même spectre la présence d’un multiplet à δH 3,50 ppm,

attribuable au proton H-3 de l’oxyméthine sus-évoqué (Kamboj et Saluja, 2011).
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Figure 2 : Spectre RMN 1H (Acétone, 400MHz) d’OGT 1

Figure 3: Spectre RMN 13C (CDCl3, 100MHz) de OGT 1
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Ces données permettent d’attribuer à OGT 3 les structures (8 et 9) suivantes qui sont

celles de la β-sitostérol et de la β-stigmastérol

HO HO 9

8

Le β-sitostérol est un hypotensif, antiulcéreux et limite l’accumulation du cholestérol

sur les parois des vaisseaux sanguins (Pegel, 1997). Plusieurs études montrent l’intérêt du β-

sitostérol dans le traitement de l’hyperplasie de la prostate (Dae-Sup et al. 2004).

En plus, le β-sitosterol présente des effets anti-inflammatoire, anti-prostatique,

antipyrétique, antiarthritique, anti-ulcère, insuline releasing et oestrogénique et inhibition de

la spermatogénèse. Il réduit le risque de cancer et d’oxydation par son activité anti-oxydante

(Rasoanaivo et al.2014).



Isolement et caractérisation des métabolites secondaires de l’extrait méthanolique des
tiges d’Ocimum gratissimum

Mémoire de DI.P.E.S.II présenté par TCHEUZE NDE  Liliane  Cinclaire 26

II.2.2 Identification du composé OGT 4

Le composé OGT4 soluble dans le chloroforme, précipite dans le mélange hexane –

acétate d’éthyle 85:15 sous forme de poudre blanche. Il fond entre 305-306° C et donne une

réaction positive au test de Libermann-Burchard avec une coloration rose caractéristique des

triterpènes.

Son spectre RMN 1H (CDCl3, 400MHz) (fig 4) montre les signaux de 7 méthyles

angulaires apparaissant sous forme de singulet à δH 1,09 ; 0,90 ; 0,88 ; 0,87 ; 0,85 ; 0,72 et

0,68 ppm. Le signal à δH 3,00 ppm (1H, m) est caractéristique d’un proton géminé à un

hydroxyle, probablement le proton en position 3. Celui très déblindé à δH 5,16 ppm (1H, t)

correspond au proton vinylique porté par le carbone C12.

Figure 4: Spectre RMN1H (CDCl3, 400MHz) de OGT4
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peut identifier sur ce spectre deux pics de carbones éthyléniques à δC 122,2 et 143,4 ce qui

traduit l’existence d’une double liaison et indiquant que OGT 4 est de la série Oléan-12-ène

(Mahato et Kundu1994).

Figure 5: Spectre RMN13C (CDCl3, 100MHz) de OGT4

Figure 6: Spectre DEPT 135 (CD3OD, 100MHz) de OGT 4

C-12
C-13

C-28

C-3
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Les données spectrales (tableau 9) ainsi que leur comparaison avec les données de la

littérature (Mahato et al., 1994) permettent d’attribuer à OGT 4 la structure 35 qui est celle

de l’acide oléanolique.

HO

COOH

35

Tableau 9: Tableau de comparaison des données RMN 13C de OGT 4 et celles de la

littérature (Mahato et Kundu, 1994)

Positions Acide oléanolique OGT 4 (CDCl3, 100 MHz)

1 38,5 38,2

2 27,6 27,6

3 78,7 78,7

4 38,7 38,7

5 55,2 55,2

6 18,3 18,3

7 32,6 32,7

8 39,3 39,2

9 47,6 47,6

10 37,0 36,9

11 23,1 23,3

12 122,1 122,2

13 143,4 143,8

14 41,6 41,7

15 27,7 27,9

16 23,4 23,4

17 46,6 46,3
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18 41,3 41,2

19 45,8 45,9

20 30,6 30,6

21 33,8 33,8

22 32,3 32,5

23 28,1 27,9

24 15,6 15,5

25 15,3 15,2

26 16,8 16,8

27 26,0 25,8

28 181,0 181,0

29 33,1 32,9

30 23,6 23,3

II.2.3 Identification du composé OGT 3

Le composé OGT3 précipite dans le mélange hexane acétate d’éthyle 9:1 sous

forme de cristaux blancs. Il est soluble dans le chloroforme et réagit positivement au test de

Libermann-Burchard en donnant une coloration rouge violacée caractéristique des triterpènes.

L’analyse aux rayons X d’un monocristal permet de donner la formule

empirique C32H50O4 renfermant 8 insaturations. L’image ORTEP du composé OGT 3

représentée par la figure 7 permet de l’identifier à l’acide 3-β-acétyloléanolique.

O

COOH
O

46
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Figure 7 : Image ORTEP du composé OGT 3
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Figure 7 : Image ORTEP du composé OGT 3
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Figure 7 : Image ORTEP du composé OGT 3



Isolement et caractérisation des métabolites secondaires de l’extrait méthanolique des
tiges d’Ocimum gratissimum

Mémoire de DI.P.E.S.II présenté par TCHEUZE NDE  Liliane  Cinclaire 31

INTERET PEDAGOGIQUE DU MEMOIRE

Le présent travail, par ces multiples étapes, a contribué à améliorer et développer nos

capacités en tant que futur enseignant, ainsi que l’esprit d’équipe entre le futur enseignant et

les apprenants.

Ainsi, la recherche bibliographique et l’exploitation des données de la littérature nous

ont permis de nous familiariser avec la recherche afin de pouvoir préparer de manière efficace

nos leçons au lycée et d’initier les apprenants à la recherche sur internet.

La recherche des métabolites secondaires de l’espèce étudiée nous a conduit à

l’identification des différentes classes de composés à l’instar des triterpènes renfermant

plusieurs groupements fonctionnels tels que les alcools, les carbonyles, les doubles liaisons,

qui peuvent être caractérisés par des tests d’identification (réactif de Lucas, réactif de Schiff,

liqueur de Fehling, test à l’eau de brome), contenus dispensés dans les programmes du

secondaire.

Les techniques de laboratoire (chauffage, extraction, distillation, chromatographie etc)

apprises dans le cadre de la recherche pour la rédaction de ce mémoire seront mises à profit

pendant les séances de travaux pratiques au lycée.

La rédaction du mémoire nous a enfin permis de mettre en évidence l’esprit de

synthèse, qualité indispensable pour les futurs enseignants. Nous devons en tant

qu’enseignants transmettre cet esprit de synthèse aux apprenants, ce qui les aidera dans toutes

les disciplines.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

De l’étude phytochimique de l’extrait au méthanol des tiges de O. gratissimum, quatre

composés indexés OGT 1, OGT 2, OGT 3 et OGT 4 ont été isolés grâce aux techniques

chromatographiques usuelles. OGT 1, OGT 3 et OGT 4 ont été identifiés respectivement au

mélange de β-sitostérol et β-stigmastérol, à l’acide 3-β-acétyloléanolique et enfin l’acide

oléanolique par interprétation de leurs données spectroscopiques et par comparaison de ces

données de à celles décrites dans la littérature.

Les composés OGT3 et OGT4 sont des triterpènes, OGT1 est un mélange de deux

stérols. Dans la suite de nos travaux, nous envisagerons d’achever l’élucidation structurale

d’OGT2. Ensuite étudier les fractions restantes de l’extrait au méthanol des tiges de O.

gratissimum et enfin étendre notre étude sur les autres parties de la plante en vue d’une

disponibilité accrue et diversifiée des métabolites secondaires biologiquement actifs.
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CHAPITRE III: PARTIE

EXPERIMENTALE
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III.1 Appareillage et materielvegetal

III.1.1 Appareillage

Les masses des composés ont été mesurées grâce à une balance électronique (COBOS-

D-6000-SX) de pression 1/10.

La chromatographie sur colonne a été réalisée en utilisant un gel de silice de

fabrication MERCK F254 de type 60, de granulométrie 0.063-0.200 nm.

Les fractions ont été concentrées sur évaporateur rotatif de type HEIDOLPH VV2000.

Les CCM ont été réalisées sur des feuilles d’aluminium recouvertes de gel de silice 60

(plaques préfabriquées de type MERCK, de dimensions 20×20 cm et d’épaisseur 0,2 mm).

Les spots de CCM ont été révélés à l’UV par l’appareil BENDA Ultra-violette strahler

D-69168 Wielsloch opérant aux longueurs d’onde 254 et 366 nm, ensuite par pulvérisation à

la vapeur d’iode ou de l’acide sulfurique concentré, suivi d’une calcination effectuée dans

l’étuve.

Les spectres RMN 1H et 13C ont été enregistrés sur un appareil de type BRUCKER

AVANCE. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm et les constantes de couplage

sont exprimées en Hz.

III.1.2 Matériel végétal

Les tiges d’O. gratissimum ont été récoltées le 05 Mars 2015 dans la région du

Littoral-Cameroun, dans le département du Moungo et plus précisément dans

l’arrondissement de Manjo.

III.2 Extraction et isolement des produits

III.2.1 Extraction des produits

Les tiges d’O. gratissimum récoltées, découpées, séchées puis broyées ont donné une

masse de 2732 g. L’extraction effectuée par macération au MeOH pendant 48 heures a donné

une masse de 132,8g d’extrait brut après concentration du filtrat au rota-vapeur. Une partie de

cet extrait brute a subi une chromatographie flash suivie des chromatographies sur colonne.
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III.2.2 Isolement des composés

III.2.2.1 Dégrossissement par flash chromatographique

De l’extrait brut 132,8 g, 90 g ont été fixés sur 180 g de silice pour subir un flash

chromatographique avec comme éluant l’hexane, les mélanges Hex-AE de polarité croissante,

les mélanges AE-MeOH. Au terme de ce processus, 50 fractions ont été obtenues et

regroupées en 7 grandes fractions sur la base des CCM à savoir: Fa, Fb, Fc, Fd, Fe, Ff, Fg. Le

tableau 10 ci-dessous représente ces différents fractionnements.

Tableau 10: Chromatogramme du fractionnement de l’extrait brut au méthanol des

tiges d’O. gratissimums

Eluant Fractions Observations Regroupements

Hex pur 1-6 Mélange huileux Fa 1-6; ma = 5,8 g

Hex-AE:9/1 7-14 Mélange de composés Fb 9-14; mb = 2,6 g

Hex-AE: 8/2 15-26 Mélange de plusieurs

composés

Fc 19-26; mc = 6,6 g

Hex-AE: 7/3 27-35 Mélange de composés Fd 27-35; md = 0,8 g

Hex-AE 1/1 36-41 Mélange de composés Fe 36-41; me = 2,5 g

AE: pur 42-46 OGT 2 + traînées Ff 44-46; mf = 1,4g

AE-MeOH:1/1 47-50 traînées Fg 48-50; mg = 4,1 g

Après le flash, deux de ces fractions à savoir Fb et Fc, ont subi une chromatographie

sur colonne à la suite de laquelle nous avons obtenu trois produits indexés OGT1, OGT3 et

OGT4

III.2.2.2 Chromatographie sur colonne de la fraction Fb

Cette fraction de masse 2,6 g a été fixée sur 5,2 g de silice et a subi une

chromatographie sur colonne avec comme éluant l’hexane et le mélange Hex-AE de polarité

croissante. Le tableau 11 ci-dessous représente ces différents fractionnements.
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Tableau 11: Chromatogramme de purification de la fraction Fb

Eluant Fractions Observations

Hex pur 1-12 Mélange huileux

Hex/AE:97,5/2,5 13-40 -Mélange de deux produits (OGT1)

-Mélange contenant OGT3

Hex/AE: 95/5 41-44 OGT3 + traînées

Hex/AE:92,5/7,5 45-48 Traînées

Hex/AE:9/1 49-52 Traînées

De même la fraction Fc à subi une chromatographie sur colonne et nous avons obtenu

un produit indexé OGT4

III.2.2.3 Chromatographie sur colonne la fraction Fc

De masse 6,6 g, cette fraction a été fixée sur 13.2 g de silice et a subi une

chromatographie sur colonne avec comme éluant l’hexane et le mélange Hex-AE de polarité

croissante. Le tableau 12 ci-dessous résume les différentes opérations effectuées.

Tableau 12: Chromatogramme de purification de la fraction Fc

Eluant Fractions Observations

Hex pur 1-5 Traînées

Hex/AE: 95/5 6-9 Traînées

Hex/AE: 9/1 10-44 Mélange de composés + OGT4

Hex/AE: 85/15 45-54 Traînées

Hex/AE: 4/1 55-63 Traînées

Hex/AE: 1/1 64-66 Traînées

III.2.3 Traitement des fractions

1) Traitement des fractions 15-40 de Fb

Exposés à température ambiante pendant 72 heures, des précipités se sont formés dans

les flacons 21-30. Ces précipités ont été lavés à l’hexane puis filtrés. Le précipité en forme de
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poudre blanche ainsi obtenue est soluble dans le chlorure de méthylène, présente une tache en

CCM et est indexée OGT1.

De même, les fractions 35-44 laissées à température ambiante pendant 48 heures laissent

apparaître des cristaux. Ces cristaux ont été lavés à l’hexane puis filtrés. Les cristaux blancs

obtenus sont solubles dans le chloroforme et présentent une tache en CCM. Ce composé est

indexé OGT 3.

2) Traitement des fractions 10-18 de Fc

Laissés à température ambiante pendant 48 heures, des précipités se sont formés dans les

flaçons 21-34. Ces précipités ont été lavés à l’hexane puis filtrés. La poudre blanche ainsi

obtenue est soluble dans le chloroforme et présente une tache en CCM et est indexé OGT4.

III.3 Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques des composés isolés des

tiges d’O. Gratissimum

OGT 1: mélange de β-sitostérol et de β-stigmastérol

Formules brutes: C29H48O et C29H50O

Etat physique: poudre blanche

Solvant de cristallisation: mélange Hex/AE 9:1

Quantité: 18 mg

Spectre RMN 13C (figure 3)

Spectre RMN1H : (figure 2)

Test de Libermann-Burchard: positif

HO

HO
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OGT 3:Acide 3-β-acétyloléanolique

Formule brute: C32H50O4

Etat physique: cristaux blancs

Solvant de cristallisation: mélange Hex/AE 9: 1

Quantité: 16 mg

Test de Libermann-Burchard: positif

OGT 4: acide oléanolique

Formule brute: C30H48O3

Etat physique: poudre blanche

Spectre RMN 13C :( figure 5)

SpectreRMN1H : (figure.4)

Test de Libermann-Burchard: positif

Test de Libermann-Burchard

Dans un tube à essai contenant une petite quantité de l’extrait, on y ajoute les mêmes

quantités de chloroforme et d’anhydride acétique, ensuite quelques gouttes d’acide sulfurique

concentré. L’apparition de la coloration rouge violacée montre la présence des triterpènes et la

coloration bleu-verdâtre caractéristique des stérols.

HO

COOH

O

COOH
O
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