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ABSTRACT

The work presented in this dissertation deals with the extraction, isolation and
characterization of chemical constituents of the stem bark of Ficus elastica, a plant belonging
to the Moraceae family. The methylene chloride extract of these stem barks led to the isolation

of three compounds after separation and purification by various chromatographic technics.

Two of these compounds have been identified as B-sitosterol (24-ethylcholest-5-en-34-
ol) and taraxerol (Tarax-14-en-3-ol) by comparison of their spectroscopic data (‘*H NMR, *C
NMR, DEPT 135, COSY, HMQC, and HMBC) with those obtained from the literature.

These compounds respectively belong to the steroids and triterpenoids classes.

Keys words: Moraceae, Ficus elastica, methylene chloride extract, 24-ethylcholest-5-en-34-

ol, taraxerol.
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RESUME

Ce travail porte sur I’étude chimique de 1’extrait au chlorure de méthyléne des écorces
du tronc de Ficus elastica, une plante médicinale camerounaise de la famille des Moraceae.
Au moyen des techniques de séparation et de purification chromatographiques, 1’extrait
méthylénique a conduit a I’isolement de trois composés.

Seuls deux de ces composés ont été identifiés a la g-Sitostérol (24-éthylcholest-5-én-
3p-ol) et au Taraxérol (Tarax-14-én-3-ol) & I’aide de leurs données spectrales (RMN *H, RMN
3¢, DEPT 135, COSY, HMQC, HMBC) et par comparaison avec celles déja décrites dans la

littérature. Ils appartiennent respectivement a la classe des stéroides et des triterpénoides.

Mots cles : Moraceae, Ficus elastica, Extrait au chlorure de méthylene, 24-éthylcholest-5-én-

3p -ol, taraxérol.
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La nature constitue de par ses ressources, un réservoir quasi inépuisable d’essences
utilisées en pharmacopée traditionnelle pour traiter certaines maladies.
Depuis plusieurs millénaires, les traditions humaines ont su développer la connaissance

et I'utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicales paraissent étranges et
relevent de la magie, d’autres au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant,
toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé de 1’homme.
(Kindersiey et al. 2001).

La phytothérapie a pratiquement été la seule médecine jusqu’au 19e siecle. Les plantes
ont fourni des medicaments trés efficaces tels que la morphine ainsi que les alcaloides
(Atropine, Hyoscyamine, Scopolamine) de la belladone (Atropa belladona L.) (Bézanger-
Beauquesne et al. 1975). En Afrique, prés de 80% de la population les utilisent pour leurs
besoins en santé. C’est aprés un constat d’échec ou une carence de la médecine hospitaliére,
coliteuse, calquée sur celle des pays nantis, que I’OMS a incité les pays du tiers-monde a
accorder une large part a leur pharmacopée traditionnelle (Adjanohoun et al. 1981). Mais,
I’administration des plantes aux populations par les tradithérapeutes est confrontée aux
problemes liés a la dose, la toxicité.

Pour pallier a ces problémes, les chimistes et particulierement les phytochimistes se
sont donnés pour de déterminer non seulement la composition chimique de ces plantes dites
meédicinales, mais aussi de les tester en collaboration avec les biologistes afin de déterminer la
dose requise pour un type de traitement.

C’est ainsi que les laboratoires de Chimie Organique de 1’Université de Yaoundé I
ceuvrent pour une meilleure organisation de la médecine traditionnelle et pour une utilisation
adéquate des plantes médicinales en mettant au point des principes actifs traditionnels
améliorés. Par ailleurs, notre équipe de recherche s’intéresse particuliérement depuis de
nombreuses années a 1’étude de la famille des Moraceae. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre
travail qui porte sur I’étude chimique de I’extrait au chlorure de méthylene des écorces du tronc
de Ficus elastica, une plante médicinale de la famille des Moraceae. Le choix de cette plante
réside sur le fait qu’elle n’a connu jusqu'a lors que peu d’études phytochimiques. Notre objectif
général est de contribuer a enrichir la chimiothéque du genre Ficus. Pour atteindre cet objectif,
nous avons procédé par I’extraction, I’isolement et la caractérisation des métabolites
secondaires de cette plante.

Notre travail s’articulera autour des points suivants : Une revue de la littérature, une
présentation des résultats obtenus suivie de leur discussion, les méthodes expérimentales

utilisées et la bibliographie consultée.
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1. Apercu botanique

1.1. Généralités sur les Moraceae

Les Moraceae appartiennent au régne végétal, a I’embranchement des phanérogames,
au sous-embranchement des angiospermes, a la classe des dicotylédones, a la sous-classe des
monochlamidés et a I’ordre des urticales (Berg et al. 1985).

Les Moraceae se présentent sous forme d’arbres ou d’arbustes, plus
exceptionnellement de plantes herbacées vivaces. On trouve aussi des lianes, parfois épiphytes
(Busson et al. 1965). Les plantes de cette famille sont monoiques ou dioiques avec ou sans
latex (utilisé pour fabriquer le caoutchouc). On les trouve dans les régions tropicales, les foréts
denses, les marécages et souvent dans les endroits rocheux. Les feuilles sont disposées en
spirales ou distiques, stipulées a nervation pennée ou radiale (Berg et al. 1985).

Les graines sont avec ou sans endosperme avec embryon varié et cotylédons égaux ou
non. L’écorce est lisse et claire. La cime sphérique est dense et constituée des racines
aériennes (Cusset 1985).

La famille des Moraceae comporte environ 1400 especes reparties en une quarantaine
de genres. Au Cameroun, on dénombre environ 99 especes réparties en 13 genres parmi
lesquels on peut citer les genres Antiaris, Artocarpus, Cecropia, Dorstenia, Milicia, Morus,
Musanga, Myrianthus, Scyphosyce, Sleotiopsis, Treculia, Trilepisiu et Ficus (Berg et al. 1985,
Nomura et Hano 1994).

1.2. Généralités sur le genre Ficus

1.2.1. Apergu botanique

Le genre Ficus est présent dans toutes les régions tropicales et subtropicales du globe
terrestre. Les variétés sélectionnées comme plante d’appartement ont généralement une taille
inférieure a 1 m, et celles rencontrées dans leur milieu naturel ont plusieurs métres de haut
(Bailey 1958).

Les plantes de ce genre sont des arbres ou arbustes terrestres ou semi-épiphytes, parfois
lianescentes ou a racines lianescentes ; les racines aériennes sont présentes. Les feuilles sont

disposées en spirales, distiques et subopposees (Berg et al. 1985).

Les fleurs sont de deux variétes : les fleurs a graine et les fleurs a galle. Les fruits,
encore appelés figues sont formés d’un réceptacle plus ou moins charnu. Ces fruits sont sucres

et comestibles ; ils sont solitaires ou groupés par paire aux aisselles des feuilles ou juste en

Mémoire de DIPES I, rédigé par MFETIE Mathieu Ledoux Page 4
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dessous. Des entailles faites au tronc des Ficus laissent couler un abondant latex laiteux

(Aubreville 1954).

1.2.2. Répartition géographique en Afrique et au Cameroun

On dénombre 800 a 1000 especes de Ficus dont environ 181 espéces sont recensées en

Afrigue et environ 60 au Cameroun (Aubreville 1954). Le tableau 1 présente la localisation de

quelques espéces du genre Ficus au Cameroun.

Tableau 1 : Répartition géographique de quelques espéces du genre Ficus au Cameroun

(Aubreville 1954).

Espéces Auteurs Aspect R,e partition
géographique
. Ndikiniméki,
1 | F. abscondita Berg C.C. Arbres Nkongsamba, Loum
2 | F. abutilifolia Miquel Arbre Maroua, Mokolo, Kaélé
3 | F. adolfi-frideri Mildbread Arbustes épiphytes | Kumba, Dikinimeki
4 | F. adolfi-friderici Mildbread Arbustes épiphytes | Kumba, Dikiniméki
. - Mont Cameroun, Limbé,
5 | F. artocarpoides Warburg Arbustes épiphytes v okadourma
6 | F. asperifolia Miquel Arbustes Eg??a{ Abong Mbang,
2 | E barteri Sprague Arbres  épiphytes | Kribi, Ebolowa,
ou terrestres moloundou
8 | F. benjamina Linn Arbres Yaoundé, Bertoua
9 | F.butu Warburg Arbustes épiphytes | Yokadouma, Moloundou
. Mildbread & - ]
10 | F. burretiana . Arbustes épiphytes | Yokadouma, Yaoundé
Hutchinson
11 | F. camptoneura Mildbread Arbustes épiphytes E?J(r)r:%\;va’ Buéa, Ambam,
12 | F. capreaefolia Delite Arbuste L(_)gone et Chari, Bénoue,
Djerem, Sanaga
Mildbread & - Dschang, Mont
13 | F. chlamydocarpa Burret Arbustes épiphytes Bamboutos, Bafang
: - Fontem, Yaoundé,
14 | F. conraui Warburg Arbustes épiphytes Bertoua, Bengbis
15 | F. cordata Thumberg Arbre Mokolo, Garoua
Mildbread & . Ambam, Bertoua,
16 | F. craterostoma Burret Arbres épiphytes Yaoundé
17 | F. densestipulata De Wildemann Arbres  €piphytes Ebolowa

ou terrestres

18 | F. dicranostyla

Mildbraed

Arbre ou arbuste

Mokolo, Maroua, Mora

19 | F. dryepondtiana

Gentil

Arbustes épiphytes

Yaoundé, Yokadouma,
Limbé

Mémoire de DIPES Il rédigé par MFETIE Mathieu Ledoux
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Especes Auteurs Aspect R,epartltlc_)n
géographique
20 | F. elastica De Wildeman Arbre Yokadouma, Yaoundé
Bertoua, Batouri,
21 | F. exasperata Vahl Arbres ou Arbustes | Yaoundé, Douala,
Doumbé
22 | F. glumosa Delile Arbre ou arbuste Mokolo, Doumé, Bankim
Ngaoundéré, Méiganga,
23 | F. gnaphalocapa Miquel Arbre Banyo, Foumbot,
Maroua, Garoua
. . Ngaoundéré, Méiganga,
24 | F.ingens Miquel Arbre Garoua, Mokolo
25 | F. jansii Boutique Arbre Bangwa, Bayangam
. Mildbread Arbuste ou arbre | Yaoundé, Kumba,
26 | F. kamerunensis Ay N
Burret épiphyte Bipindi
27 | F. kimuenzensis Warburg Arbustes épiphytes | Kribi, Bipindi
28 | F. leonensis Hutchinson Arbres épiphytes Kribi
ou terrestres
. - Bertoua, Makak,
29 | F. linga Warburg Arbustes épiphytes yokadouma
30 | F. louisii Lebrun Arbustes épiphytes | Ebolowa, Kribi
- Kribi, Bangwa, Tibati,
31 | F. lutea Vahl Arbres epiphytes Ngaoundéré, Limbé,
ou terrestres .
Buéa, Douala, Bayangam
32 | F. lyrata Warburg Arbustes épiphytes | Kumba, Limbé
Mildbread Batouri, Yokadouma,
33 | F. macrosperma Arbustes épiphytes | Ebolowa, Yaounde,
Burret A
Bamenda, Bipindi
. Mildbread - Yaoundé, Nanga-Eboko,
34 | F. mallotoides Hutchinson Arbustes épiphytes vokadouma
35 | F. mucuso Ficalho Arbre Bamend,a, Limbe,
Yaoundé, Melong
36 | F. natalensis Hochsteller Arbre Ngaouncljere, Mba}lr_nayo,
Yaoundé, Sangmélima
. Petits arbres ou | Mont Cameroun,
37 | F. oreodryadum Mildbread arbustes épiphytes | Foumban
38 | F. oreshia C.C. Berg Arbres Foumban
- . - Bamenda, Bafang,
39 | F. ottoniifolia Miquel Arbustes épiphytes Foumban, Yokadouma
- Melong,Dschang,
40 | F. ovata Vahl Arbustes épiphytes Meiganga, Bafoussam
. . Kousseri, Garoua,
41 | F. platyphilla Delile Arbre Mokolo
. -~ Mokolo, Maroua,
42 | F. polita Vahl Arbustes épiphytes Garoua, Kumba
43 | F. populifolia Vahl Arbre Mokolo, Maroua
44 | F. preussii Warburg Arbustes épiphytes mﬁgnnr;g, Kumba, Abong
45 | F. pringsheimiana Braun & K. Arbustes epiphytes | Kribi, Limbé, Foumban
' Schumann ’ ’

Mémoire de DIPES II, rédigé par MFETIE Mathieu Ledoux

Page 6




Etude chimique de I’extrait au chlorure de méthyléne des écorces du tronc de Ficus elastica (Moraceae)

Espéces Auteurs Aspect R,epartltl(_)n
géographique
. . Petits arbres ou | Sangmélima, Batouri,
46 | F. pseudomargifera Hutchinson arbustes épiphytes | Ayos
47 | F. recurvata De Wildeman Arbre Limbé, Yokadouma
48 | F. sagittifolia g{:lr?gteSd & Arbres épiphytes Nkomo

50 | F. subcostata

De Wildemann

arbustes épiphytes

49 | F. saussureana A.P. de Candolle Petits qrb_res ou | Yokadouma, Ebolowa,
arbustes épiphytes | Foumban, Banyo
Petits arbres ou

Mindourou, Batouri

51 | F. subsagittifolia Milbresd Arbustes épiphytes | Kribi, Yaoundé
Eséka, Edéa, Yaounde,

52 | F.sur Forsskal Arbre Dschang, Yoko

53 | E. thonningii Blume Ar_buste ou arbre | Buéa, Bagangte,
épiphyte Bayangam, Maroua

. Garoua, Banyo,

54 | F. trichopoda Baker Arbre Bamenda, Tibati
55 | F. variifolia Warburg Arbre Yokadouma, Bipindi

1.3. Généralité sur I’espéce Ficus elastica

L’espéce Ficus elastica, aussi connue sous le nom de I’arbre a gomme résigneuse, est

un arbre ornemental provenant d’Asie (Inde). Ses feuilles sont assez larges, épaisses, coriaces

et vernissées vert foncé, avec 15 (ou plus) paires de nervures latérales.

Les stipules sont

longues et rouges (ou rougeatres). Les figues sont sessiles et ellipsoides (Berg et al. 1985).

Les arbres poussent sur des sols frais humides et préferent une exposition ensoleillée a

semi-ombragée et survivent bien sous les conditions environnementales extrémes telles que les

hautes températures et 1’approvisionnement limité en eau (Kiem et al. 2012). La figure montre

quelques parties de Ficus elastica.

(A) Feuilles

(B)Tronc et racines aériennes

Figure 1 : Feuilles (A), Tronc et racines aeriennes de Ficus elastica (B) (photo : MFETIE, 11

Novembre 2015 au quartier général a Yaoundé, région du Centre Cameroun).
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2. Quelques usages des plantes du genre Ficus

Les plantes du genre Ficus s’avérent trés importantes pour les populations les utilisant
a plusieurs fins. Elles présentent des qualités qui sont exploitées dans les domaines aussi

divers que I’artisanat, 1’économie et la thérapie.

2.1. Sur le plan artisanal et économique

Le bois de Ficus sycomorus fut utilis¢ dans I’artisanat des différents ages de 1’époque
pharaonique et de la période copte. Son latex a servi a teindre en rouge les étoffes (Arbonier
1961).

Ficus benjamina a des propriétés absorbantes, dépolluantes, neutralisantes de divers
produits se trouvant dans les matériaux de revétement du sol, mur, tissu et ainsi que dans les

peintures et les parfums (Seraia et al. 2008).
2.2. Sur le plan thérapeutique.

Ficus benjamina est utilisé en médecine traditionnelle pour le traitement de la peau.
L’extrait de fruit est connu pour posséder une activité antitumorale et une activité
antibactérienne significative (Parveena et al. 2009)

Le décocté des fruits de Ficus capensis est donné en boisson aux femmes stériles et
celui des racines facilite I’accouchement. Le macéré des écorces de cette plante est administré
en bain aux nouveau-nés et aux enfants rachitiques ou fiévreux tandis que la décoction des
tiges feuillées est utilisée comme anti-dysentérique (Berhaut 1979).

Ficus chlamydocarpa est utilisé au Cameroun pour le traitement des filaires, de la
tuberculose (Kuite et al. 2008).

Au Sénégal, la macération des écorces du Ficus exasperata est administrée en boisson
contre la blennorragie et le décocté est bu contre les hémorroides (Berhaut, 1979). Pour
soigner la toux et les angines, on emploie le jus de feuilles de Ficus exasperata écrasées avec
un demi-citron. (Berhaut 1979).

Les feuilles de Ficus gnaphalocarpa, réduites en cendre, sont utilisées pour le
traitement de la jaunisse, pour stimuler la sécrétion biliaire et pour neutraliser les morsures
des serpents. La décoction des écorces de son tronc est utilisée pour le traitement de la toux,
contre les inflammations de la gorge et les douleurs thoraciques. Son latex est utilisé dans le

traitement de la dysenterie et des coliques (Arbonier 1961).
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Le latex du Ficus leprieurii est employé comme anti-odontalgique pour les dents
cariées (Berhaut 1979).

La décoction des feuilles de Ficus platyphylla avec des coques d’arachides macérées
dans I’eau, est utilisée au Sénégal contre 1’épilepsie et I’aménorrhée (Kerhara 1974).

Le Ficus racemosa est comestible. L’intérieur des écorces est gratté, puis utilisé pour
soigner la diarrhée. La séve lutte contre les oreillons, la gonococcie et la gale. Les feuilles
trempeées dans le lait et mélangées avec du miel lutte contre les petits boutons de la peau. Les
racines sont utilisées pour traiter la dysenterie, la diarrhée, le diabéte sucré de type I. Le latex
de cette plante a une activité protectrice contre les blessures du foie et une activité anti-
inflammatoire (Kerhara 1974).

Les écorces du Ficus thonnigii pilées et réduites en poudre sont employées pour traiter
les blessures et une décoction des écorces est utilisée contre les rhumes et les affections de la
gorge (Berhaut 1979).

Le Ficus elastica posséde une activité antimicrobienne. L’extrait des feuilles est utilisé
pour le traitement des infections et les allergies de la peau, il intervient aussi comme un agent
diurétique (Kiem et al. 2012).

Cette grande utilisation des especes du genre Ficus pourrait étre a 1’origine du fait que
plusieurs chercheurs se sont intéresseés a la recherche des principes actifs pour justifier ou

confirmer 1’utilisation empirique de ces plantes.

3. Travaux chimiques antérieurs sur les espéces du genre Ficus

Les études chimiques antérieures effectuées sur les espéces du genre Ficus ont permis
d’isoler les métabolites secondaires appartenant a plusieurs classes de composés parmi
lesquels:
- Les flavonoides
- Les triterpénoides
- Les stéroides

3.1. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de composés responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils proviennent de la condensation d’un triacétate
(noyau A) et d’un acide cinnamique (noyau B). Parmi les flavonoides, on distingue les
flavones, les flavonols, les flavonones, les chalcones, les aurones et les anthocyanidines. Leur

squelette de base comporte quinze atomes de carbone. Etant donné qu’ils ont une origine
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biosynthétigue commune, ils possédent le méme élément structural de base a savoir :

I’enchainement Cg-C3-Cg correspondant au diphénylpropane (1) (Bruneton 1993).

oUad

Les flavonoides constituent un groupe de produits naturels jouant un réle important
dans la croissance, le développement et la défense de la plante contre les effets néfastes des
microorganismes (Dixon et Steele 1999, Gonzales et Rosazza 2004). llIs sont également des
composants importants dans 1’alimentation de I’homme ou ils interviennent comme des
antioxydants en captant les radicaux libres provenant des peroxydes (Pietta 2000, Gonzales et
Rosazza 2004,).

Les flavonoides sont des composés doués de propriétés antiallergiques,
hépatoprotectrices, antispasmodiques, diurétiques, antibactériennes, antivirales et rarement
cytostatiques. La principale activité attribuée aux flavonoides est celle de la « vitamine P ».
Potentiellement veino-actifs, ils diminuent la perméabilité capillaire et renforce leur résistance
(Bruneton 1993). Le tableau 2 présente quelques flavonoides isolés du genre Ficus.

Tableau 2: Quelques flavonoides isolés des plantes du genre Ficus.

Structures Sources Références

Feuilles de Ficus )
(Kiem et al.2012)

elastica
(2) Ri=H, Ry=H Quercitrine

(3) R1=0OH, R,=H Kaempférine
(4) R1=0OH, R,=0H Myricitrine
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Structures Sources Références
Ficus ovata (Kuete et al. 2009)
(6) 6,7-(2-isopropenyl)-5,2°,4°-
trihydroxyisoflavone
Ficus hirta (Ji et al. 2010)

(7) 2-acetyl-5,4’-dihydroxy-7-
methoxyflavone

OH O

(9) 8-prénylapigénin

Ficus conraui

(Kengap et al. 2011)

3.2. Les triterpénoides

3.2.1. Introduction

Les terpénoides constituent un ensemble de composés organiques dérivant des

réarrangements ou des cyclisations de I’unité structurale de base nommée isoprene(2-
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méthylbutadiéne) C5Hg et ont pour formule de base des multiples de celle-ci, c'est-a- dire
(CsHg)n. lIs existent sous forme d’hémiterpenes (Cs), monoterpenes (C10), sesquiterpénes
(C15), diterpenes (C20), triterpenes (C30), tétraterpénes (C40), etc. (Bruneton1999, Rodney et

al. 2000, Vercauteren 2007). La figure 2 présente la biosynthése des différentes classes des

terpenes.
C5 )VCHZOPP —_— )\VCHZOPP — . Hemiterpénes

Isopentényl Dimethylallyl

pyrophosphate pyrophosphate
PRi_|

c10 MCHZOPP Monoterpenes

Géranyl
pyrophosphate

/‘—\ ),VCHZOPP %PHZPHZ)
PPi
C15 —WCHZOPP — » Sesquiterpénes

Farnesyl
pyrophosphate

)VCHZOPP
2 fois PP

C20 MCHZOPP —— Diterpénes

Geranylgeranyl

pyrophosphate
\» 2 PPi
C30 L
N X N X X+~ — Triterpenes
Sfois Squalene
2PPI
caqg A N N N N N N X N
Phytoene
Tétraterpenes

Schéma 1 : Biosynthése des différentes classes des terpénes.

3.2.2. Les triterpénoides pentacycliques

Les triterpénes forment un groupe de substances naturelles contenant dans leur
squelette une trentaine d’atomes de carbone, et dérivant du squaléne par une série de
cyclisations et d’autres modifications. Lorsque ces cyclisations sont incomplétes, elles
donnent lieu aux terpénes monocycliques, bicycliques, tricycliques ou aux triterpenes
tétracycliques. Lorsqu’elles sont complétes, on obtient des triterpénes pentacycliques qui se

subdivisent en plusieurs groupes structuraux (Boiteau et al. 1964).
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3.2.3. Biosynthese des triterpénes

Les triterpenes sont construits a partir de six entités isopréniques, constituant une
famille trés diversifiée tant au niveau structural que pharmacologique. lls se forment par
cyclisation directe du squaléne (figure 3) (Goodwin 1971, Bruneton 1999).

La biosynthése des triterpénes se fait suivant deux voies a savoir la voie mévalonate
(MVA) dans les cellules vivantes et celle du MEP/DOXP (méthylérythritol phosphate ou 2-C-
méthyl-D-érythritol 4-phosphate/1 -déoxy-D-xylulose 5-phosphate) ou voie indépendante de
I'acide mévalonique. Dans la cellule vivante, la biosynthése des triterpenes pentacycliques se
fait en deux temps : la synthése du squalene, puis La cyclisation compléte de celle-ci s’opére

en plusieurs étapes, et ceci suivant deux voies : I’'une oxydative et I’autre directe.

3.2.3.1. Biosynthése du squalene

La biosynthése du squalene se fait généralement par voie mévalonique. Elle débute
avec 1’acétyl-CoA (forme active de 1’acide acétique) et conduit par des réactions d’aldolisation
successives a I’acide mévalonique. Par la suite il y a production du pyrophosphate
d’isopentyle, puis du pyrophosphate de géranyle et enfin du pyrophosphate de farnesyle, qui
subit une dimérisation pour donner le squalene (Bruneton, 1999). Le schéma 2 résume la

biosynthese du sgualéne.

(0] H
)ks o) o
(con) S O (OHO
Cok T ( o N — no P Hsicon
S(CoA)
© ° )LS(COA) l

(o] OH OH

o OH w
o (oH @ o - MM ~— Ho S(CoA)
P-O-P-OH o
HZ-O OH HO

o

i OH
)kﬂoppi:» )\A\OPP oPp gopp

Isopentyle

Diméthylally Géranyle
p()llgcg;hosphate Ipyrophosphate pyrophosphate
(DMAPP)
IPP
j OoPP

Farnésyle pyrophosphate

Squaléne
Schéma 2 : Biosynthese du squaléne

3.2.3.2. Cyclisation du squaléne
La cyclisation complete du squalene conduit aux triterpenes pentacycliques. Elle
s’opere en plusieurs €tapes, suivant deux voies : I’'une oxydative et I’autre directe telle que

présente le schéma 3.

Mémoire de DIPES Il rédigé par MFETIE Mathieu Ledoux Page 13



Etude chimique de I’extrait au chlorure de méthyléne des écorces du tronc de Ficus elastica (Moraceae)

Oxydation

[E—.

(époxydation)

Squalene Epoxysqualéne

HO

Taraxasterol
TARAXASTANES

HO

Amyrine S _ _
OLEANANES Acide urso“que F”edellne
URSANES FRIEDELANES

Schéma 3 : Cyclisation du squaléne (Bruneton 1999)

Bien que cette cyclisation conduise aux triterpénes pentacycliques a six, ces derniers
sont de deux ordres : Si le premier posséde un squelette carboné a cing cycles (10), alors le
second comporte quatre cycles a six et un cycle a cing (11).

Y ey
oo

(10) (11)
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Pour nommer les triterpénes pentacycliques, la numérotation commence par le cycle A
et "remonte” jusqu’au cycle E. Pour les composés comportant un cycle E a cing carbones
supportant une chaine alkyle, la numérotation continue sur le premier carbone de ce radical
alkyle. La numérotation des groupements méthyles se fait ensuite depuis le cycle A vers le
cycle E, puis se poursuit sur le reste de la chaine alkyle. Pour les méthyles germinaux fixés sur
le carbone numéro 4, la numérotation se poursuit sur eux et le numéro le plus bas est attribué
au groupement en position . Comme exemple, prenons le cas de deux familles notamment

celle des oléanes (12) et des lupanes (13).

23[3 . “ 24

Oléananes
(12) (13)

3.2.4. Quelques triterpénoides isolés du genre Ficus.

Les travaux déja effectués sur les plantes du genre Ficus ont permis d’isoler les

triterpénes dont quelques uns sont présentés dans le tableau 3.
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Tableau 3: Quelques triterpénoides isolés des plantes du genre Ficus

Structures Sources Références

Ficus conraui (Kengap et al. 2011)
Ficus pumila (Kitajima et al. 1999)
(15) 3p-acetoxy-22,23,24,25,26,27-
hexanordammaran-20-one
Ficus conraui (Kengap et al. 2011)

Feuille de Ficus elastica | (Kiem et al. 2012)
HO

(18) Ri;=H, R;=Me acide

oléanolique

3.2.5. Quelques activités biologiques des triterpénes pentacycliques
Les triterpénes pentacycliques sont d’une grande importance physiologique aussi bien
chez I’homme que chez les plantes. En effet, certains triterpénes influencent sur la biosynthese

des protéines, d’autres jouent un role important dans le traitement de certaines maladies chez
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I’homme, de par les activités qu’ils possédent telles que les activités antitumorales,
antiulcéreuses, cytotoxiques et molluscicides (Lontsi 1989).

Les triterpénoides et les glucosides triterpéniques sont a la base de la synthese de
plusieurs contraceptifs et anti-inflammatoires. Ils sont également indispensables dans
I’industrie pharmaceutique  puisqu’ils sont utilisés comme matiéres premiéres. Ils sont

également doués des propriétés antitumorales (Bok et al.1999).

3.3. Les stéroides

3.3.1. Introduction

A Torigine le nom de « stérol » (du grec stéréos= solide) a été donné aux alcools
solides issus de I’insaponifiable des extraits lipidiques des tissus végétaux. Le nom général de
« stéroide » fut introduit en 1936 pour couvrir tous les composés dont le squelette est du type

stérol, appelé perhydrocyclopenténophénanthrene (19) (Klynel1966),

(19)

3.3.2. Classification et répartition des stéroides.

Les stéroides constituent une grande famille de composés largement répandus dans la
nature, aussi bien dans le monde végétal qu’animal. Dans la nature, on distingue le

stigmasteérol (20), I’ergostérol (21), le cholestérol (22) (Geoffrey 1998) et la campesteérol.
H <

//’1

/ ~
‘7, 3

ergostérol (mycostérol)
(20) /s, H 21

cholestérol (zoostérol)
(22)
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Les stéroides végétaux se distinguent par une grande diversité structurale. Ceci induit
des composés aussi différents quant a leurs propriétés que les phytostérols, les saponosides, les
ecdystéroides, les glycosides cardiotoniques ou les alcamines stéroidiques (Bruneton 1999).

Les stérols sont présents dans les plantes sous plusieurs formes : a I’état libre, estérifiés
par combinaison avec les acides gras, et parfois glycosylés (Phillips et al. 2002). Les
phytostérols sont divisés en deux groupes majeurs de stérols ; nommés : Les A5-stérols :
stérols avec une double liaison en position 5 ; et les stanols qui sont les stérols saturés n’ayant

pas de double liaison en position 5 (Jinming et al. 2001).

3.3.3. Origine biosynthétique des stéroides

Les stéroides et les triterpénes ont la méme origine biosynthétique. ils issus de la voie
acétate, a partir de 1’acétyl-CoA (Bruneton 1999, Rodney et al. 2000). L’unité isoprénique
constitue le motif de base (Goodwin 1971, Lamarti et al. 1994).

Le passage d’un squelette en C-30 a un squelette en C-27, ¢’est-a-dire aux stéroides,
implique au minimum une déméthylation progressive en C-4 et en C-14. On note également
une rupture du cyclopropane du cycloarténol et un déplacement de la double liaison engendrée
par cette rupture. Les deux méthyles en C-4 sont perdus par une décarboxylation. Une
oxydation préalable de I’hydroxyle en C-3 conduit a un o-cétoacide, ce qui facilite la
décarboxylation finale. Le méthyle en C-14 est éliminé aprés oxydation sous forme d’acide
formique (Bruneton 1999).

La diversité structurale des stéroides decoule essentiellement de la modification de la
chaine latérale (Bruneton 1999) :

« Fonctionnalisation et cyclisation (spirocétals, alcamines, ecdystéroides) ;

« Raccourcissement (prégnanes) et fonctionnalisation (cardénolides, conanines) ;

* Incorporation d’un ou deux carbones supplémentaires, sous la forme d’un groupe
méthyle (ou méthylene) ou éthyle (ou éthylidene) fixé en C-24. Les possibilités d’évolution du

noyau stéroidique sont schématisées sur le schéma 4.
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gzﬁcil\/o‘i\/v/ W hytoster0|5

Cholestane
l R
Conanine Pregnane Stigmatane, Campestane

Cardenolide Bufadienolide

Schéma 4 : Principaux enchainements stéroidiques de base rencontrés chez les végétaux
(Bruneton 1999).

Les stéroides forment un groupe de métabolites secondaires tres répandu chez les
veégetaux comme chez les animaux. lls se trouvent dans les vegetaux sous forme libre, d’ester
ou d’éther (Bruneton 1993). Parmi eux, on retrouve les composés importants tels que les
hormones de reproduction, les corticoides, les glucosides cardiotoniques, les amines

stéroidiennes et les acides biliaires (Bruneton 1993).

3.3.4. Quelques stéroides isolés des plantes du genre Ficus.

Les travaux déja effectués sur les plantes du genre Ficus ont permis d’isoler les

stéroides dont quelques-uns sont présentés dans le tableau 4.
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Tableau 4: Quelques stéroides isolés des plantes du genre Ficus.

Structures Sources Références
HO
(23) (24S)-stigmast-5-en-3p3,24-diol
Ficus pumila (Katajima et al. 1998)

OH

o)
(24) (24S)-24-hydroxystigmast-4-en-3-

one

HO
(25) Stigmastérol

HO
(26) p-sitostérol

Racines de  Ficus

beecheyana

(Lee et al. 2004)
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Structures Sources Références

Ficus conraui (Kengap et al. 2011)

(28) 6p-hydroxystigmasta-4,22-dien-3-one

3.3.5. Intéréts pharmacologiques et bioactivités des stéroides

Les stéroides constituent un groupe de molécules de premiere importance, non
seulement pour leurs propriétés thérapeutiques, mais aussi de leur intérét comme matieres
premieres, utilisées dans divers secteurs de 1’industrie (pharmaceutique, agro-alimentaire,...).
Les différents groupes de stéroides végétaux se distinguent par une grande diversité
structurale. Ceci induit des composés aussi différents quant a leurs propriétés, intéréts
pharmacologiques et potentiels toxiques (Bruneton 1999).

Les stéroides ont un intérét des sapogénines spirostaniques. Ce sont des matieres
premieres aisément valorisables par des procédés biotechnologiques. Nous avons le sitostérol
ou le stigmastérol qui demeure indispensable pour couvrir les besoins de 1’industrie
pharmaceutique en médicaments stéroidiques (contraceptifs, anabolisants, anti-
inflammatoires). Les phytostérols inhibent 1’absorption du cholestérol par des mécanismes
complexes, a I’instar de la B-sitostérol connu comme agent hypocholestérolémiant, depuis
1951; sur le plan de la cancérogenese, la consommation de B-sitostérol chez le rat, associé a
I’administration de carcinogenes, diminue I’incidence de tumeurs coliques comparativement
au carcinogene seul.

Certaines drogues a saponosides a noyau stéroidiques ont un intérét thérapeutique.
Elles sont utilisées pour 1’extraction de molécules actives (ascine, glycyrrhizine), pour
I’obtention de formes galéniques simples ou pour celle de préparation de phytothérapie

(Bruneton 1999).
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En outre, les hétérosides cardiotoniques sont illustrés par leur continuelle utilisation
comme médicaments majeurs de I’insuffisance cardiaque. (Perlin 1998, Melero et al. 2000,
Lefranc et al. 2008).

Les stéroides possedent aussi des potentialités thérapeutiques dans divers domaines
thérapeutiques. Ceci est illustré par les diverses propriétés qui leur sont attribuées, notamment
des activités antitumorale, antivirale, anti-inflammatoire, anti-prostatique, antipyrétique,
antiarthritique, anti-ulcére, antibactérienne, analgésique, antiparasitaire, etc. Nous distinguons

entre autres le camphesterol et le stigmasterol. (Bruneton 1999, Rasoanaivo et al.2014).

3.3.6. Tests caractéristiques des stéroides et des terpénoides
» Test de Liebermann-Burchard (Harborne 1998)
Le réactif de Liebermann-Burchard est composé d’anhydride acétique et d’acide
sulfurique concentre.
e Mode opératoire
- Diluer une petite portion de I’extrait dans le chloroforme.
- Ajouter quelques gouttes de solution d’acide sulfurique concentré.
- Puis y ajouter 2 a 3 goutes d’anhydride acétique (CH3CO)20.
e Resultat et interprétation
La solution prend d’abord une coloration bleue-violette. Le changement de cette coloration en
vert indique la présence d’un stéroide. Pour un triterpéne, la solution vire au rouge violacée.
» Révélation des plaques CCM a I’UV (Wagner et al. 1984)

Selon le type de coloration sous UV a 365 nm, on distingue les triterpénes (rouge ou
orangé) des stéroides (jaune ou vert).

Au regard de ce qui précede, il ressort que les plantes de la famille des Moraceae sont
largement utilisées en médecine naturelle. Les différents métabolites secondaires qui y sont le
plus souvent obtenus sont les triterpénes, les stéroides, les flavonoides...etc. Ces metabolites
exaltent d’activités biologiques tres intéressantes. Bien que de nombreux travaux soient
effectués sur les plantes de cette famille, a notre connaissance, 1’espéce Ficus elastica
jusqu’ici n’a connu que peu d’études phytochimiques. Ce qui a suscité notre intérét dans
I’investigation chimique des écorces du tronc de cette espece récoltée au Centre Cameroun.
Cette investigation aboutira-t-elle aussi a I’obtention des mémes classes de composes que

précédemment ou alors, obtiendrons-nous les composés d’une autre classe ?
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CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION
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1. Introduction

Les écorces du tronc de Ficus élastica ont été récoltées en Juillet 2014 a Yaoundé, dans
la région du Centre Cameroun, arrondissement de Yaoundé Ill, plus précisément a Ngoa-
Ekellé. L’identification de cette plante a été réalisée par M. NANA Victor, botaniste a
I’Herbier National du Cameroun.

Ces écorces ont été découpées, séchées puis broyées. La poudre de 1972,3 grammes
obtenue a été soumise a une extraction par macération a température ambiante au méthanol
pendant 48 heures. La filtration simple suivie de 1’évaporation du solvant a permis d’obtenir
99,2 grammes d’extrait brut d’aspect rougeatre dont 10,0 g ont été prélevés pour d’éventuels
tests biologiques.

Cet extrait brut restant a été soumis & une solubilisation différentielle au chlorure de
méthyléne (systeme CH,Cl,/H,O : 10/90). Nous avons donc obtenu 48,6 g d’extrait au
chlorure de méthyléne.

Par la suite, I’extrait va subir un dégrossissement par chromatographie flash avec le
systéme d’¢lution Hex/AE de polarité croissante. Des fractions de 400 mL ont été recueillies et
regroupées sur la base des CCM analytiques en 06 séries étiquetées de A a F.

A T’issue de la chromatographie sur colonne effectuée sur la série B, nous avons isolé
trois composés indexés FEECET1, FEECET2 et FEECET3. L’élution a été faite a I’hexane,
suivi du mélange hexane\acétate d’éthyle de polarité croissante. Le protocole d’extraction et

d’isolement de ces composés est résumé par le schéma 5.
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[ Ecorces du tronc de Ficus elastica ]

l [ Séchaae et brovaae ]
[ Poudre 1972,3 g ]

Extraction au MeOH 48 h ]

[POUdreréS‘d“e”e ] [ Extrait au MeOH (99,2 g) ]

[ Solubilisation différentielle au CH,Cl, (500 mL) H

[ Extrait au CH;Cl, (48,6 6) [ Résidu (37,3 g) ]

%[ Chromatographie Flash au Hex/AE (polarité croissante) ]

B © D E F
(3.49) (2,79) (6,4 9) (5.99) (20,2 9)

Purification par CC au Hex/AE (polarité croissante) ]

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
0,679 0,13g 0,619 0,329 0,459 0,189 0,569

~

[ Filtration simple

J/

FEECET1 FEECET?2 FEECETS3
(20 mg) (13 mg) (18 mg)

Schéma 5 : Protocole d’extraction et d’isolement de quelques composés des écorces du

tronc de Ficus elastica
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2. Identification des composés isolés

2.1. Identification du composé FEECET1

Le compose FEECET1 précipite dans le systtme HEX/AE (95 : 5) sous forme d’une
poudre blanche, soluble dans le chlorure de méthylene. Il présente sur CCM un spot rose apres
révélation par ’acide sulfurique suivit du chauffage a 1’étuve. Soumis au test de Liebermann
& Burchard, il donne une coloration verte qui caractérise un squelette stéroidique.

Son spectre de masse a haute résolution TOF (Time Of Flight), obtenu en impact
électronique, donne le pic de I’ion moléculaire a m/z = 414,3900 correspondant a la formule
brute Co9H500, soit un composé renfermant cing degrés d’insaturation.

Sur son spectre de RMN *H (CDCls, 300MHz, figure 2) on observe :

- Un doublet intégrant pour un proton a oy 5,34 (1H, d, J=5,16 Hz) attribuable au proton
oléfinique en position 6 des A5-stérols (Ahmed et al. 2013, Muhammad et al. 2015) ;

- Un multiplet d’un proton a dy 3,54 (1H, m), attribuable au proton oxyméthine en position 3
des stérols (Ahmed et al. 2013, Muhammad et al. 2015) ;

- Un singulet de trois protons a oy 0,70 (3H, s) ; et ’autre de quatre protons a Jy 1,02 qui
suspecte la présence de trois protons du groupe méthyle (3H, s) et d’un proton du groupe
méthyne. Ces deux méthyles sont attribuables aux méthyles tertiaires des AS5-stérols, donc
ceux des carbones 18 et 19 respectivement (Jinming et al. 2001).

- Un doublet intégrant trois protons a oy 0,94 (3H, d, J=6,51Hz) attribuable au méthyle en
position 21 de la chaine aliphatique des stérols ;

- Un signal intégrant pour 09 protons entre 0,82 ppm et 0,88 ppm attribuables aux deux
méthyles isopropyliques en positions 26 et 27 qui sont diastéréotopiques et par conséquent
magnétiqguement non équivalents et au méthyle du groupement éthyle en position 29
respectivement sur la chaine aliphatique des stérols (Jinming et al. 2001) ;

Le spectre de RMN *C (CDCls, 75MHz, figure 3) en combinaison avec le DEPT 135,
permet de relever 29 signaux de carbones repartis comme suit :
- 06 méthyles apparaissanta 19,8 ; 19,4 ; 19,0 ; 18,8 ; 12,0 et 11,9 ppm ;
- 11 méthylénes résonant a 42,3; 39,8; 37,2; 34,0; 31,7; 28,2; 26,1; 24,3; 23,0et 21,1
ppm;;
- 09 méthynes qui apparaissent a 121,7 ; 71,8 ; 56,8 ; 56,1 ; 50,2 ; 45,9, 36,1 ; 31,9 et 29,2
ppm;;
- 03 carbones quaternaire a 140,7 ; 36,5 et 31,9 ppm.

Les valeurs a 140,8et 121,7 ppm confirment la présence d’une double liaison

trisubstituée, relatives a un carbone éthylénique quaternaire (140,8 ppm)et a un CH
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éthylénique (121,7 ppm). Ces déplacements chimiques sont caractéristiques des carbones C-5
et C-6 doublement liés d’un squelette A5(6)-stérol. Le signal a 71,8 ppm est caractéristique de
I’oxyméthine en position C-3 des stérols (Anjoo et al. 2011) ;

L’ensemble de ces données et en comparaison avec celle de la littérature (Ahmed et al.

2013) nous permet d’attribuer la structure (29) au composé FEECET1.

(29)
Il s’agit du 24-éthylcholest-5-én-3-ol ou B-sitostérol. Isolé précédemment des racines
de Ficus beecheyana (Lee et al. 2004).

Ce composé seul ou en association avec d’autres phytostérols, diminue les niveaux
sanguins du cholestérol. Plusicurs études montrent I’intérét du B-sitostérol dans le traitement
de I’hyperplasie de la prostate (Dae-Sup et al. 2004).

En plus, le p-Sitosterol présente des effets anti-inflammatoire, anti-prostatique,
antipyrétique, antiarthritique, anti-ulcére, insuline releasing et oestrogénique et inhibition de la
spermatogeénese. Il réduit le risque de cancer et d’oxydation par son activité anti-oxydante
(Rasoanaivo et al. 2014). Le tableau 5 présente la comparaison des données spectrales de
FEECET1 avec celles de la littérature.

Tableau 5 : Comparaison des données de RMN **C de FEECET1 et celles de p-sitostérol.

FEECET1 B-sitostérol (Ahmed et al. 2013)
N° (CDCl3, 75 MHz, d¢) (CDCl3, 100 MHz, d¢)
1 37,2 37,3
2 31,9 32,0
3 71,8 71,8
4 42,3 42,4
5 140,7 140,8
6 121,7 121,8
7 31,7 31,7
8 31,9 32,0
9 50,1 50,2
10 36,5 36,2
11 21,1 21,1
12 39,7 39,8
13 42,3 42,4
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FEECET1 B-sitostérol (Ahmed et al. 2013)
N° (CDCl3, 75 MHz, 8¢) (CDCl3, 100 MHz, d¢)
14 56,8 56,8
15 24,3 24,3
16 28,2 28,3
17 56,1 96,1
18 11,8 11,9
19 19,4 19,4
20 36,1 36,5
21 19,0 19,1
22 34,0 34,0
23 26,1 26,2
24 45,8 45,9
25 29,2 29,2
26 19,8 19,8
27 18,8 18,8
28 23,0 23,1
29 11,9 12,0
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2.2. ldentification du composé FEECET?2

Le composé FEECET2 précipite dans le systtme HEX/AE (92,5 : 7,5) sous forme
d’une poudre blanche. Il soluble dans le chlorure de méthylene. Il donne une coloration rouge
violacée en présence du réactif de Liebermann & Burchard caractéristique du squelette

triterpénoique.

Son spectre de masse a haute résolution TOF (Time Of Flight), obtenu en impact
¢lectronique, donne le pic de I’ion moléculaire a m/z = 426,3802 correspondant a la formule
brute C3oHs00, soit un composé renfermant cinq degrés d’insaturation.

Le spectre de RMN *C (CDCls, 75MHz, figure 4) en combinaison avec le DEPT 135,
permet de relever 30 signaux de carbones repartis en :

- Sept (07) carbones quaternaires (C) apparaissant a 6¢ 158,1 ; 39,0 ; 38,8 ; 38,0 ; 37,6 ; 35,8 et
28,8 ppm ;

- Cing (05) méthynes (CH) qui apparaissent a c 116,9 ; 79,1 ; 55,5 ; 49,3 et 48,7 ppm ;

- Dix (10) méthylenes (CH,) a 6¢c 41,3 ; 37,8 ; 37,7 ; 36,7 ; 35,1; 33,7; 33,1; 27,1; 18,8 et
17,5 ppm ;

- Et huit (08) méthyles (CH3) a 6¢ 33,3 ; 30,0 ;29,8 ;28,0 ; 25,9 ; 21,3 ; 15,4 et 15,4 ppm.

Le signal a d¢c 79,1 ppm est attribuable & un carbone portant un oxygeéne ; ceux a dc 158,1 et
116,9 ppm sont caractéristiques des triterpenes pentacycliques de la série Al4 (15) taraxéne
(Mahato et al. 1994).

Sur son spectre de RMN *H (CDCls, 300MHz, figure 5) on observe :
- Un multiplet intégrant pour un proton & oy 5,55 (1H, m) qui confirme la présence d’un
méthyne oléfinique, dont attribuable au proton oléfinique en position 15 ; et un autre a oy 3,21
(1H, m), attribuable au proton oxyméthine en position 3.
- Les signaux singulets (08) qui apparaissent respectivement a 6y 1,01; 0,99 ; 0,96 ; 0,94 ;
0,92 ;0,92 ;0,84 et 0,82 ppm attribuables aux groupements méthyles.

Le spestre HMQC (figure 7) du composé FEECET?2 montre une corrélation entre :
- Le proton a 3y 5,55 ppm et le carbone (CH) a 6¢c 116,7 ppm (C-15).
- Le proton a 8y 3,21 ppm et le carbone a d¢ 79,1 ppm (C-3).
- Les protons des huit groupes méthyles a 641,01 ; 0,99 ;0,96 ; 0,94 ; 0,92, 0,92 ; 0,84 ; 0,82
ppm et les carbones respectivement a a ¢ 25,9 ; 28,0 ; 33,1; 15,4; 30,0; 21,3; 29,8 et 15,4
ppm.

L’analyse du spectre HMBC (figure 8) du composé FEECET2 montre les corrélations

entre :
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- Le proton a oy 0,94 ppm du groupement CHs (15,4 ppm) et d¢ 55,5 (CH), 49,3 (CH), 37,8
(CH2) ppm ;

- Le proton a 6y 0,99 ppm du groupement CH3 (28,0 ppm) et les carbones 6¢ 79,1 (CH) ; 55,5
(CH) ; 15,4(CH) ; 39,0 (C) ppm ;

- Le proton a &y 0,78 ppm du groupement CH (55,5ppm) et le carbones d¢ 28,0 (CH3) ppm. ;

- Le proton a oy 0,82 ppm du groupement CH3 (15,4 ppm) et les carbones d¢c 79,1 (CH) ; 55,5
(CH) ; 39,0 (C) ppm. D’ou la sous-structure (cycles A et B) suivante:

(A) (B)
De plus, le proton a 6y 0,92 ppm (CHs: 30,0 ppm) corréle avec les carbones d¢ 158,1
(C); 37,6 (C); 38,8 (C); 28,0 (CHy) ; 48,8 (CH) ppm. Le proton a 64 1,11 ppm (CH3: 25,9
ppm) corréle avec les carbones 6¢ 158,1 (C) ; 49,3 (CH) ; 41,3 (CH,) ; 38,8 (C) ppm. Ce qui

nous permet de proposer la sous-structure (cycles C et D) ci-dessous.

Par ailleurs, le proton a 4 0,84 ppm (CH3:29,8 ppm) corréle avec les carbone d¢c 48,8
(CH) ; 37,7 (CHy) ; 33,7 (CH2) ppm. Quant a I’autre proton a éy 0,92 ppm (CH3:21,3 ppm), la
corrélation se fait avec les carbones 6¢ 49,3 (CH) ; 33,7 (CHy) ; 33,3 (CH3) ; 33,1 (CH,) ; 28,8

(C) ppm. Ce qui permet de ressortir la sous-structure (E) ci-dessous.
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L’ensemble de toutes ces }Bnnées spectrales compareées a celles de la littérature (Trinh
et al. 2008) ont permis d’attribuer au composé FEECET?2, la structure (30) qui est celle du

taraxérol. Isolé précédemment des racines de codonopsis pilosula (Trinh et al. 2008).
29 30

(30)
Il possede une activité anti-inflammatoire et analgésique respectivement aux doses de
200 et 400 mg/Kg de la masse du corps (Shyamkumar et al. 2012).
Tableau 6 : Comparaison des données de RMN **C de FEECET? et celles de la littérature.

FEECET?2 Taraxerol (Trinh et al. 2008)
N° (CDCl3,75 MHz ; d¢) (CDCl3, 75,5 MHz ; d¢)
1 37,8 38,6
2 27,2 26,6
3 79,1 78,7
4 39,0 38,8
5 55,5 99,4
6 18,8 18,7
7 35,2 35,6
8 38,8 38,6
9 48,8 48,6
10 35,8 37,8
11 17,5 17,4
12 36,7 36,5
13 37,6 37,5
14 158,1 157,8
15 116,9 116,6
16 37,7 37,4
17 38,0 37,6
18 49,3 49,7
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FEECET?2 Taraxerol (Trinh et al. 2008)
N° (CDCl3,75 MHz ; 6¢) (CDCl3, 75,5 MHz ; 6¢)
19 41,3 41,2
20 28,8 28,6
21 33,7 35,0
22 33,1 33,6
23 28,0 27,8
24 15,4 15,3
25 15,4 15,3
26 30,0 29,6
27 25,9 25,8
28 29,8 29,7
29 33,3 33,1
30 21,3 21,2
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Figure 4 : Spectre de RMN **C (CDCls;, 300 MHz) de FEECET?2
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INTERET PEDAGOGIQUE DU MEMOIRE

Le présent travail, par ses multiples étapes, a contribu¢ a l’amélioration et au
développement de nos capacités en tant que futures enseignants et éducateurs. Il a été
essentiellement pratique et fait ressortir un aspect intéressant dans les méthodes pédagogiques
de I’enseignement des sciences physiques au secondaire.

En effet, ce travail nous a permis de cultiver en nous, la patience. Car lors de la
manipulation, nous ne savions a quel moment il devrait avoir cristallisation d’un produit.
Alors, ceci nous permettra d’étre patients face a certains comportements inattendus des éléves.

Par ailleurs, les composes isolés et identifiés (B-sitostérol et taraxérol) renferment les
fonctions alcool (secondaire) et alcene qui sont des notions vues en classes de premiére et
terminale (séries scientifiques). Donc avec ces composés, nous pouvons expliquer aux
apprenants I'une des sources des alcools et des alcenes (végeétale), les réactions auxquelles ils
se prétent :

- Déshydratation (présence de la fonction alcool) lorsque nous faisions des révélations a
I’acide sulfurique suivit du chauffage a I’étuve;

- L’oxydation de la fonction alcool en une fonction cétone ;

- L’halogénation et I’hydratation des alcénes.

En outre, ce travail nous a aussi permis d’apprendre les qualités d’un bon chimiste. En
ce sens qu’il est évident pour nous maintenant d’éviter les accidents de laboratoire. Lesquelles
qualités sont a transmettre aux éleves car nous sommes des modeles. En plus, de nous
familiariser avec les techniques et le matériel de laboratoire pour manipuler et mieux expliquer
le cours a I’instar de la préparation des solutions ; le dosage d’oxydoréduction, acido-basique
en classe de premiere et terminale respectivement ; 1’identification des ions en classe de
seconde.

En plus, la recherche bibliographique et 1’exploitation des données de la littérature
nous ont permis de nous familiariser avec la recherche. Ce qui nous sera utile dans la
préparation efficiente et efficace de nos legons.

De méme, la représentation des structures des composés, des tableaux, des figures, des
schémas a I’aide des logiciels tels que Chemdraw, Word, Paint, nous permettra de bien
concevoir nos cours (fiches d’activités d’enseignement et d’apprentissage) ainsi que nos sujets

d’évaluation.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’étude chimique de I’extrait au chlorure de méthyléne des écorces du tronc de Ficus
elastica a conduit a I’isolement et a la purification de trois composés indexés FEECET],
FEECET2, FEECET3 a l’aide de la solubilisation différentielle et des méthodes
chromatographiques en phase liquide (CC, CCM). .

Seuls FEECETL1 et FEECET2 ont été identifiés respectivement, au p-sitostérol (29) et
au taraxérol (30) sur la base de leurs données spectrales (RMN *H, RMN **C, DEPT 135,
COSY, HMQC et HMBC) et par comparaison avec celles décrites dans la littérature. lls
appartiennent aux classes des stéroides et triterpenoides respectivement.

Dans la suite de nos travaux de recherche, nous proposons :

- D’élucider la structure du troisieme compose restant (FEECET3); les soumettre a des tests
biologiques afin de déterminer leurs potentiels biologiques et leurs toxicités.

- D’étendre I’étude a d’autres parties de la plante et aux autres espéces du méme genre.

Mémoire de DIPES Il rédigé par MFETIE Mathieu Ledoux Page 39



Etude chimique de I’extrait au chlorure de méthyléne des écorces du tronc de Ficus elastica (Moraceae)

CHAPITRE 3 : PARTIE EXPERIMENTALE

Mémoire de DIPES II, rédigé par MFETIE Mathieu Ledoux



Etude chimique de I’extrait au chlorure de méthyléne des écorces du tronc de Ficus elastica (Moraceae)

1. Appareillage et matériel végétal

1.1. Appareillage

Les pesées des différentes masses ont été effectuees a I’aide d’une balance électronique
de marque COBOS, modele D-6000SX précision 1/10 ; et une autre de marque SARTORIUS
WERKEK, type 242, fabrication numéro 401088, précision 1/1000.

La concentration des extraits et des différentes fractions chromatographiques ont été
faites a I’aide d’un évaporateur rotatif de marque Heidolph WB 2000.

Les chromatographies sur colonne et la chromatographie flash ont été réalisées en
utilisant le gel de silice 60 de type MERCK comme la phase stationnaire. Les graines de silice
sont de tailles comprises entre 0,040 et 0,063 mm. Les fractions ont été recueillies a I’aide de
petits flacons en verre.

Les spectres de RMN *H et de RMN *3C ont été enregistrés a 1’aide d’un spectroscope
de type Bruker opérant a 300 MHz.

Les analyses chromatographiques sur couche mince effectuées sont réalisées sur des
plaques de silice de marque MERCK, de type TLC silice 60 F 254, sur feuilles d’aluminium de
0,2 mm d’épaisseur.

Les révélations des taches ont été faites en utilisant la lampe Ultra-Violet de longueurs
d’ondes 254 et 365 nm, de marque VL-6.LC et la pulvérisation a la solution d’acide sulfurique
dilué (H2SO4/H20 10:90) a 10% suivi d’un chauffage de la plaque a I’étuve (de marque

Memmert 854) & environ 80°C.

1.2. Matériel végeétal
Les écorces du tronc de Ficus elastica ont été récoltées en Juillet 2014 dans

I’arrondissement de Yaoundé I1l, Région du Centre Cameroun plus précisément a Ngoa-ékellé.
L’espece a été identifiée par Monsieur Nana Victor, botaniste a I’Herbier National du

Cameroun.
2. Extraction et isolement des produits

2.1. Extraction des produits

Les écorces du tronc de Ficus elastica ont été découpées, séchees et broyées. Nous
avons obtenu 1972,3 g de poudre qui a été macérée a température ambiante au méthanol
pendant 48 heures.

La filtration simple suivie de I’évaporation du solvant a permis d’obtenir 99,8 grammes

d’extrait brut d’aspect rougeattre.
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Par solubilisation différentielle au chlorure de méthyléne, nous avons obtenu 58,6 g
d’extrait apres évaporation du solvant (CH,Cl,). 10 grammes de cet extrait ont été préservés

pour effectuer les éventuels tests biologiques.

2.2. Séparation chromatographique
48,6 g d’extrait ont été fixés sur 48,7 g de silice puis soumis a la chromatographie

«flash» éluée au mélange hexane-acétate d’éthyle de polarité croissante, puis au méthanol.

Au terme de ce processus, trente (30) fractions de 400 mL chacune ont été collectées,
concentrées, puis regroupées sur la base de leur profil de la CCM analytique en six séries
(tableau?).

Tableau 7: Chromatogramme de extrait brut a I’hexane/acétate d’éthyle

Systeme d’élution Proportion(%) | Fractions Séries Observations
Hex 100 1-4 A(L79) Mélan_ge d’environ sept
Hex-AE 95:5 5-7 produits
Hex-AE 90:10 8-10 B (3.4 ) Mélange d’environ
Hex-AE 80: 20 11-12 ' cing produits
Hex-AE 80 : 20 13 C(274) Mélange d’environ huit
Hex-AE 70: 30 14-16 ’ produits
Hex-AE 60 : 40 17-19 D (6,4 g) Mélange de plusieurs
Hex-AE 45 : 55 20-22 ' produits
Hex-AE 25:75 23-25 E (5,9 ) Mélange de plusieurs
AE 100 26-27 ’ produits

Mélange de plusieurs
MeOH 100 28-30 F (20,2 g) oroduits

2.3. Protocole d’isolement et de purification des composes.

La série B (3,4 g) a subi une chromatographie sur colonne de gel de silice avec pour
éluant, le systeme Hexane/Acétate d’éthyle de polarité croissante. Nous avons donc recueilli
53fractions d’environ 100 mL chacune. Elles ont été regroupées en sept séries sur la base de

leur profil de la CCM analytique. Le tableau 8 représente le chromatogramme de la série B.
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Tableau 8: Chromatogramme de la série B

Systeme d’élution| Proportion(%) |Fractions Série Observations

Hexane 100 1-3 |B1(0,6709) Trainée

Hex-AE 97,5: 2,5 4-8 [B2(0130) Mé'angi)f(;gm’go” trois
Hex-AE 95: 5 9-13 [B3(0,610) Mélﬁens%igli produts parmi
Hex-AE 92,5:7,5 14-19 B4 (0,32 g) Mé'f‘;%eu SE F’FrgglgtESszarmi
ocne | 010 | 2072 Bs0as0) | ek Febdn
Hex-AE 87,5:125 30-46 |B6 (0,18 g) Trainée

Hex-AE 85:15 47 - 53 |B7 (0,56 g) Trainee

Traitement de la série B3
Les fractions 9 - 13, obtenues au mélange Hex-AE (95 : 5), ont été regroupées sur
la base de la CCM analytique pour donner la série B3. Apres précipitation du mélange, le

précipite (poudre blanche) a subi une filtration simple accompagnée d’un lavage a I’acétone

pour obtenir le compose FEECET1.
Traitement de la série Bg

Les fractions 14-19, obtenues au mélange Hex-AE (92,5 : 7,5), ont été regroupées
sur la base de la CCM analytique pour donner la série B4. Le composé FEECET2 est
obtenu par siphonage du mélange et lavage a I’acétone. Il se présente sous forme de poudre

blanche.
Traitement de la série Bg

La série Bs a été laissée au repos pendant 24 heures. Aprés précipitation du
mélange, le précipité a subi un lavage a I’acétone, puis une filtration simple pour obtenir le
composé FEECETS3.
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3. Caractéristiques physicochimiques des composés isolés

» Composé FEECET1

- Poudre blanche cristallisant dans le mélange Hex/AE (9 5: 5)
- Solubilité : le chlorure de méthyléne

- Formule brute : CyHs00

- Masse molaire : 414,39 g/mol

- Spectre RMN *H (CDCI3, 300 MHz) : figure 2

- Spectre RMN3C totalement découplé (CDCI3, 75 MHz) figure 3

» Composé FEECET?2

- Poudre blanche cristallisant dans le mélange Hex/AE (92,5 : 7,5)
- Solubilité : le chlorure de méthyléne

- Formule brute : C;)H;,0

- Masse molaire : 426,38 g/mol
- Spectre RMN C totalement découplé (CDCI3, 75 MHz) figure 4

- Spectre RMN *H (CDClI3, 300 MHz): figure 5

» Composé FEECET3

- Poudre blanche cristallisant dans un mélange Hex/AE (90 : 10)

- Solubilité : le chlorure de méthyléne.
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