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Le Burkina Faso est un pays enclavé de I’Afrique de 1'Ouest n’ayant aucun
débouché sur la mer.

Le Produit National Brut (PNB) par habitant est inférieur a 400$ US ; ce qui
place ce pays parmi les moins avancés sur le plan du développement économique. La
grande majorit¢ des médicaments utilisés dans le systtme moderne de santé est
importée. La disponibilit¢ des médicaments essentiels reste ainsi tributaire des
fluctuations monétaires, et cette difficulté majeure s’est accrue depuis la dévaluation du
franc CFA en 1994, qui a entrainé un renchérissement du prix des produits importés.

C’est pourquoi, en dépit des efforts du gouvernement (application de I’initiative
de Bamako concernant les soins de santé primairc avec I’introduction massive des
médicaments essentiels génériques), les médicaments cssentiels restent inaccessibles
(financierement et géographiquement) a une grande majorité de la population; celle-ci
demeurant essentiellement rurale et d’une extréme pauvreté.

C’est dans ce contexte que la population rurale (plus de 80%), a recours en
premiére intention, a ’heure actuelle, a la médecine traditionnelle et aux médicaments
issus de la pharmacopée traditionnelle pour la couverture de ses besoins sanitaires [30].

Cependant, la médecine traditionnelle, malgré le succes qu’clle enregistre aupres

des populations, pose toujours des problemes de standardisation et d’innocuite.

La mise au point de nouveaux médicaments standardisés et efficaces, a partir de
la pharmacopée traditionnelle devient de cc fait unc condition importante pour la
couverture des besoins sanitaires de la population.

Cette mise au point est une entreprise pluridisciplin..ire faisant intervenir des
tradithérapeutes, des botanistes, des pharmacognosistes, des chimistes, biochimistes, des

pharmacologues, des galénistes , des toxicologues, des cliniciens, etc.

Les étapes suivantes doivent étre effectuées a cet cifet :

- Récolte des informations sur 1'usage traditionnel des plantes (enquétes
ethnobotaniques);

- Identification des plantes utilisées ainsi que leurs zones de peuplement

naturel. (botaniste systématicien);



- Récolte et etudes phytochimiques (pharmacognosiste et chimiste);
e Extraction, purification et isolement des principes actifs,
e ldentification des principes actifs,
e Hémisynthese et ou synthése totale au laboratoire.
-Etudes pharmaco-cliniques parallelement aux études phytochimiques et
galéniques, en vue de la séparation des principes actifs
- Mise en forme galénique,
- Etudes toxicologiques,
- Etudes pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.

- Essais cliniques.

Le but de notre travail est de contribuer a la mise au point d’un nouveau
médicament utilisable en médecine moderne et cela a partir d’une préparation

traditionnelle a base de drogues végétales.

La plante médicinale qui entre dans le cadre de cette étude est Mitracarpus
scaber, une plante utilisée en médecine traditionnelle au Burkina Faso pour le
traitement des mycoses superficielles [21; 28].

Une ¢étude menée récemment par Kambou sur I’activité antifongique de cette
plante a permis d’isoler par fractionnement un principe actif qui serait de nature
triterpénique [21].

Dans le cadre de notre travail, une suite logique de cette étude, nous nous
limiterons a I’étude structurale de ce principe actif de Mitracarpus scaber a 1’aide des

méthodes spectroscopiques de RMN, de masse, d’'IR et d’UV.

L’objectif principal de notre étude est d’apporter une contribution a
I’identification de ce principe actif. Cette identification permettra par la suite,
d’entreprendre des essais pharmacologiques, toxicologiqur et cliniques en vue de
permettre la mise au point d’une nouvelle forme galénique a base du principe

antifongique isolé de Mitracarpus scaber.



Notre travail peut ainsi étre divisé en deux grandes parties :
- La premiere partie est consacrée aux généralités sur Mitracarpus scaber Zucc.
ainsi que sur les méthodes d’analyse spectrales.
- La deuxiéme partie concerne I'isolement et I’identification du principe
antifongique grace a des relevés spectroscopiques (UV, IR, masse et RMN).
Ces relevés permettront de proposer une structure chimique pour la

substance.






11-1 GENERALITES SUR LA PLANTE
I1-1.1 Historique [40]

Mitracarpus scaber fut a 'origine de querelles entre bolanistes, notamment
Schumacher et Zuccarini.
Le probléeme était de savoir si la date de publication de Schumacher et Thonning était
1827 ou 1829.

La priorité de I’épithéte de ’espéce a ét¢ accordée a Zuccarini qui a publié en
1827.
Mitracarpus scaber Zucc est défini par le mode de déhiscence de son fruit qui se fait
selon Brown par ouverture en anneau et la partie supérieure de la capsule ressemble a
une mitre. C’est de ce mot que dérive le genre Mitracarpus.
L’épithete scaber est due au fait que les feuilles de la plante sont lisses au dessous et

scabres au dessus.

1I-1.2 Appellation scientifigue et synonymes [28.40]

- Mitracarpus scaber (Zucc) 1827
- Synonymes

e Mitracarpus verticillatus (Schumacher-Thonning) Vatke 1876
o Mitracarpus villosus (SW) DC
o Staurospermum verticillatum (Schumacher-Thonning) 1829
o Mitracarpus senegalense DC

e Oldenlandia verticillata Bacle.

11-1.3 Nom en langues locales [1,2,3,4,5,28,40]

Bambara/Dioula : kuguruba
Hausa > ardi

Moré : yod-peelga
Yoruba : alekou
Wolof : Ndotiikan



I1-1.4 Situation de Mitracarpus scaber Zucc dans le régne végétal [21]
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Figure 1 : Mitracarpus scaber Zucc. (Rubiaceae) (photo prise a Quagadougou)



II 1.5 Description botanique [1,2,3,4,5]

-Port : Mitracarpus scaber est une plante herbacée annuelle a tiges pubérulentes,

ramifiées, évasées, rondes, blanchatres ou jaunatres, hautes de 10-30 cin.

-Feuilles : elles sont lancéolées, subaigiies de 3-6 cm de longueur et de 1 cm de large.

Elle sont glabres ou glabrescentes au dessous et scabres au dessus.

-Fleurs : elles sont blanches, trés petites 2-3 mm en glomérules a ’aisselle des feuilles.

-Graines : elles sont chagrinées dorsalement, la face supérieure ayant comme

’empreinte d’une patte de chien.

-Reproduction : elle se fait par les graines.

II-1.6. Distribution géographique

Mitracarpus scaber est une espece commune a toute I’Afrique intertropicale

présente dans les cultures, sur les terrains vagues, le long des routes et des pistes.

I1-1.7. Utilisation en thérapeutique traditionnelle

II-1.7-1 Usage externe

- Au Burkina Faso, Mitracarpus scaber est utilisée dans le traitement des
dartres, des teignes et de la gale. Pour le traitement antifongique, la plante peut étre

utilisée a 1’état frais ou apres séchage [21,28].

- Au Togo, la pulpe des tiges feuillées est appliquée en cataplasme seule ou
additionnée de carbonate de potassium sur les [ésions. On peut également appliquer un
mélange de poudre de feuilles seches et d’huile de karité su les 1ésions aprés un bain

avec le décocté de la tige feuillée [5].



- Au Bénin, le suc des jeunes feuilles est instillé dans les ycux lors des
convulsions hyperpyrétiques. Le macéré aqueux de la plante entiére est appliqué
localement dans les dermatoses. Dans les céphalées rebelles on frotte la téte rasée avec
des feuilles de Pupalia lappacea et on applique la pulpe de la plante entiére délayée

dans du pétrole en association avec les gousses d 'Aframomum melegueta [1].

- En Céote d’lvoire, les branchages feuillées de Mitracarpus scaber sont écrasés
et le jus appliqué sur les mycoses. L’application est renouvelée 2, 3 fois par jour jusqu’a

disparition des mycoses [33].

I1-1.7.2 Usage interne

Au Bénin, le décocté aqueux des parties aériennes de Mitracarpus scaber est
administré per os dans les affections hépatiques, les dyspepsies, la Qnstipation et les
candidoses bucco-orales et digestives en association avec des fruits de Xylopia
aethiopica. Dans les aménorrhées, on utilisc le macéré de pulpe des parties aériennes

par voic orale en association avec des fruits de Gareinia kola [1].

Ainsi, Mitracarpus scaber est une plante tres connue dans toute I’Afrique
intertropicale et utilisée en usage Interne et externe surtout comme antispasmodique,

antiseptique, antifongique, antibactérien, antalgique etc.

I1-1.8. Rappels sur la chimie de Mitracarpus scaber

Les études chimiques sur Mitracarpus scaber sont peu nombreuses :
- Kerharo et Adam rapportent la présence des saponosides, d’alcaloides, de

triterpenes et de stérols dans Mitracarpus scaber [22].

-.Ekpendu et Coll ont identifi¢ 26 composés dont 11 acides gras libres par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la masse a partir des parties aériennes de
Mitracarpus scaber. Le composé le plus abondant est 1’acide hexadécanoique (51,2%)

suivi de I’acide pentadécanoique [15].



- Baoua et Coll ont mis en évidence la présence de flavonoides, d” alcaloides, de

tanins, de triterpénes et de stérols [8].

- Kambou par screening phytochimiqgue sur les extraits de Alitracarpus scaber a
mis en évidence un principe de nature triterpénoide, des triterpéncs et stéroides , ainsi

que des tanins et des flavonoides [21].

- Harouna et Coll ont pu isoler a partir de la plante fraiche un principe actif,

I’harounoside qui est la pentalongine hydroquinone diglycoside [19].

11-1.9. Rappel r la pharmacologie de Mitracarpus scaber

- Au Burkina Faso, Kambou a retrouvé une activité antifongique in vitro de
’extrait a ’acétate d’éthyle et au n-hexane contre Trichophyton rubrum. Trichophyton

Soudanense, Trichophyton Interdigitale et Microsporum langeronii.

- Au Nigéria, Irobi et Coll ont mis en évidence in vitro, une activité de I’extrait
éthanolique sur Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Candida albicans,
Aspergillus niger et Fasarium salani. Ils ont mis en évidence lors d’un screening
phytochimique de la plante la présence de substances phénoliques, d’hémolysines et de

sesquiterpenes [20].

Ekpendu et Coll ont mis en ¢vidence I’activité anti-inflammatoire et
antimicrobienne de ’extrait a I’éther de pétrole de Mitracarpus scaber. L’activité
antimicrobienne concerne les germes suivants: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeuginosa et staphylococcus aureus. lls n’ont cependant pas

identifié les substances actives [16].



- Au Mali, Sanogo et Coll ont testé in vitro I’activité antimicrobienne de
Mitracarpus scaber. 1] est ressorti de 1’étude, que I’extrait a I’éther de pétrole obtenu a
partir de D’extrait hydro-alcoolique exerce une activité antimicrobienne sur plusieurs
souches de staphylocoques et de candida. Le screening phytochimique effectué a mis en

évidence dans la plante la présence de flavonoides de tanins et de triterpenes[35].

- En Cote d’lvoire, Mobié¢ et Coll ont montré que I’huile de Mitracarpus
veticillatus obtenu a partir de I’extrait éthanolique traité au Soxhlet dans de I’hexane est
active sur Trichophyton rubrum [27].

Bonga et Coll ont montré ’activité de la fraction ¢thanolique de Mitracarpus verticillus
sur Cryptococcus neoformans.

Cette fraction a ¢été obtenue apres chromatographie de filtration sur colonne
SEPHADEX G50. Des réactions colorées ont mis en évidence la présence de

phytostérols dans cette fraction [10].

En conclusion : une activité antifongique de Mitracarpus scahcr a été retrouvée
avec les extraits éthanoliques et lipidiques (¢éther de pétrole, hexane). Des tentatives
d’explication de cette activité ont été faites en référence a la composition chimique

établie par screening des extraits.



[I.2 IDENTIFICATION DES COMPOSES ORGANIQUES PAR
LES METHODES SPECTRALES

INTRODUCTION

L’identification de la structure chimique des principes actifs est une étape
importante dans la mise au point des nouveaux médicaments. En effet la connaissance
de cette structure chimique permet d’établir les réactions de caractérisation et de
dosage; ce qui conditionne les méthodes de contréle de qualit¢é du produit fini
(contréles qualitatifs et quantitatifs). Il en est de méme pour I’évaluation de la
biodisponibilité.

L’identification du composé chimique consiste a réunir le maximum
d’information en vue de proposer une structure moléculaire. Parmi les méthodes
utilisées et qui apportent un maximum d’informations sur la structure, nous avons les
analyses spectroscopiques de masse et de résonance magnétique nucléaire (RMN). Les
spectroscopies UV et IR apportent dans la plupart du temps une contribution peu
significative. Cependant, ces méthodes peuvent se révéler importantes pour un certain
nombre de groupes chimiques pour 'UV ct de groupements fonctionnels pour I'IR.
C’est ainsi que la spectroscopie UV peut apporter une contribution décisive a

I’identification des flavonoides [11].

I1-2.1 Spectroscopie UV visible [18,31,34]

La spectroscopie UV est fondée sur I’absorption d’énergie €lectromagnétique

par les électrons de valence. On parle aussi de spectroscopie €lectronique.
Les spectres UV traduisent au mieux la structure des systémes a électrons délocalisables
et particulierement les composés aromatiques. Le domaine spectral concerné est divisé
en trois plages :

- UV lointain : 100 <A < 190-200 nin

- UV proche : 200 <A <350-400 nm

- UV wvisible : 350-400 <A <800 nm

En pratique on opére dans I’'UV proche et le visible : 190 nm < A <800 nm.
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Le spectre UV correspond au tracé de la variation de I’absorbance en fonction de la
longueur d’onde.
Ainsi, le spectre UV-visible est obtenu par irradiation de 1’échantillon a I’aide de
faisceaux électromagnétiques de longueurs d’onde différentes.
L’absorbance est fonction de la concentration des molécules qui absorbent.
% Transmittance = (100)I/],
Loi de Beer- Lambert : log I/I, = -elc
[ = intensité de lumiére transmise
I = intensité de la lumiére incidente
[ = longueur du trajet optique

e= coefficient d’extinction molaire.

II-2.2 Spectroscopie infrarouge (IR) [6,11,12,18,29,31,34,36]

Le spectre IR provient de variations d’énergie dues a la vibration des liaisons
entre atomes constitutifs de la molécule, ou a la rotation des molécules dans le domaine
de I’IR moyen. Les spectres IR sont donc des spectres de vibration / rotation permettant
une analyse fonctionnelle des molécules organiqucs.

Le spectre IR traduit I’absorption par I’échantillon radiations électromagnétiques
de longueurs d’onde comprises entre 1 et 1000 pm. Le moyen IR (2,5 25 pm) fournit le
plus d’informations sur les composés examinés permettant ainsi de déduire des
particularités structurales.

Le spectre IR permet I’analyse fonctionnelle des molécules organiques,

la détermination des structures et la vérification des isoméries.
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I1-2.3. Spectroscopie de masse (SM)

La spectroscopie de masse est une méthode d’analyse basée sur la fragmentation
des molécules et la détermination de la masse relative m/s de ces fragments
moléculaires.

Elle se fonde sur 'ionisation et la fragmentation des molécules. L’ionisation
entraine, en effet, une accumulation d’énergie qui en se dissipant peut provoquer la
rupture des liaisons interatomiques et donner naissance a des fragments caractérisés par
le rapport masse/charge (m/z).

Les différents fragments ainsi produits, s'ils sont chary és positivement ou
négativement sont accélérés avant de parvenir a un analyseur appelé parfois filtre de
masse qui les sépare en fonction du rapport m/z.

Le recueil sélectif des différents ions permet I’établissement d’un spectre
caractéristique appelé spectre de masse.

Le spectre de masse représente sous forme graphique I’abondance des ions sur la
base de leur rapport masse/charge.

La spectroscopie de masse fournit donc des renseignements sur la masse

moléculaire, la formule et sur la disposition des groupes spécifiques dans la molécule.

I1-2.4. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

Outre les méthodes spectrales faisant intervenir des transiti »ns électroniques ou
des variations de !’énergie de vibration — rotation, il existe d’autres moyens d’études
fines de la structure des molécules; de découverte plus récente. Ils mettent en ceuvre, la
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).

L’échantillon a étudier est introduit dans un champ magnétiqhe Hy continu et
orienté suivant un axe o, qui réalise la séparation en deux (ou n) niveaux énergétiques.
L’énergie nécessaire pour provoquer la résonance est fournie par un champ H,
sinusoidal de radiofréquence y monochromatique et orien . perpendiculairement au

premier champ suivant un axe O,.
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L’ ¢chantillon subit un balayage de champ magnétique. Quand A E (la quantité
d’énergie fournie) correspond a I’énergie de transition pour un noyau donng, il y a
absorption de I’énergie émise se traduisant par un pic d’absorption.

Tout noyau ayant un numéro atomique ou un nombre de musse impair, posséde

un moment magnétique appelé spin non nul et pourra étre étudié en RMN.

La RMN peut ainsi intéresser de nombrens atomes. Les plus classiquement
étudiés sont le proton 'H qui est I’élément le plus abondant dans la nature et le carbone
Be

Le spectre de RMN d’un composé nous fournit quatre types d’informations :

- Le déplacement chimique d’un multiplet ncus renseigne sur
I’environnement du proton correspondant ;
- La surface des signaux nous renseigne sur le nombre de protons mis en
jeu.
- La multiplicité nous indique le nombre de protons au voisinage du proton
considéré.
- La constante de couplage nous renseigne sur le type et le degré de

relation entre deux protons.
Au total, la spectroscopie de RMN permet I'établissement de la structure

moléculaire d’un composé par la détermination de la nature et de {’environnement des

atomes en résonance.
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11-1 OBJECTIF GENERAL

L objectif général de cette étude est de contribuer a la mise «wu point d’un
nouveau meédicament par 'identification d’un principe antifor riquc isolé de

Mitracarpus scaber Zucc (Rubiaceae).

II1-2 OBJECTIFS SPECIFIQUES

D’une maniére spécifique, I’étude devra permettre d’atteindre les objectifs

sulvants :

III-1. Analyser la substance antifongique par spectrométrie UV-Visible.

[1I-2. Procéder au relevé spectrométrique IR.

[TI-3. Procéder au relevé spectrométrique de masse (impact électronique).

[1[-4. Procéder au relevé spectrométrique de RMN 'Het ' C.

[TI-5. Proposer une structure pour la substance antifongique isolée de Mitracarpus

scaber.
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IV-MATERIEL ET METHODES

IV-1 Cadre d’Etude

Notre €tude a €té réalisée au laboratoire de Pharmacog: »sie et de Valorisation
de la Médecine et Pharmacopée Traditionnelle de 1a FSS; ains! :uc dans le laboratoire
de Chimie Bio-organique et Phytochimie de la FAST, ¢t !ins le Laboratoire de

spectrométrie et de dynamique moléculaire de Marseille.

IV-2 Matériel d’Etude

1V-2-1 Matériel végétal

Les tiges feuillées de Mitracarpus scaber (Zucc) ont ét¢ récoltées en janvier
1999 dans la ville de Ouagadougou. La drogue végétale est scchée a la température
ambiante, a I’abri de la lumiére avant d’étre broyée finement.
La poudre obtenue est conservée dans des [lacons bruns jusqu’a la mise en route de

I”étude phytochimique.

IV-2-2 Matériel pour ’extraction

- Ampoule a macération (21)
- Percolateur (1,1)

- Rotavapor Buchii

- Verrerie

- Solvants : éther de pétrole, chlorure de méthyléne

IV-2-3 Phases mobiles pour la chromatographie sur couche mince et la

chromatographie sur colonne

S1 : Dichlorométhane-Toluene-Méthanol (5 ; 4 ; 1)

S, : Dichlorométhane-Toluene—Méthanol-Ammoniaque (5 ;4 ; 1 ; 0,1)
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S; : Dichlorométhane—Acétone (9,5 ; 0,5)

S4: Dichlorométhane

Ss : Dichlorométhane-Méthanol (95-5 V/V)

S¢ : Dichlorométhane-Méthanol (92,5-7,5 V/V)
S+ : Dichlorométhane-Méthanol (90-10 V/V)

IV-2-4. Matériel de fractionnement et de purification

- Chromatoplaques gel de silice GgoF2s4 (10x5 ; 10x10 ; 20x20).
- Colonnes chromatographiques (Imx3cm ; Imx1,5¢cm)

- Gel de silice G60 pour colonne

IV-2-5 Matériel pour la détermination du point de fusion
Le point de fusion est releve avec un appareil Electrothermal 1A 9000.

1V-2-6 Matériel pourl’étude spectrale

- Spectrométrie UV - visible
Le spectre a été relevé dans le chloroforme. Les m 'sures ont été réalisées a

’aide d’un spectrophotométre SAFAS Double Energy System, entre 200 et 600 nm.

- Spectrométrie Infra-rouge
Le spectre IR a été obtenu en pastilles KBr a I’aide d’un spectrophotometre
Perkin-Elmer 840.

- Spectrométrie de RMN

L’échantillon est dissous dans du méthanol deuteri€. Le tétraméthylsilane est
utilisé comme standard interne et est directement dissous dans le solvant. Le spectre
RMN ' H a été relevé a ’aide d’un spectrophotométre BRUKER AMX 400 Le spectre
"3 C est quant a lui enregistré sur BRUKER AC 80.
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I1V-3 Méthodes

1V-3-1 Extraction

La méthode d’extraction utilisée est la percolation. La matiére végétale,
introduite dans le percolateur est soumise a un épuisement successif a ’aide de deux

solvants de polarité croissante; il s’agit de I’éther de pétrole et du dichlorométhane.

1V-3-1-1 Extraction par ['éther de pétrole

La poudre des feuilles de Mitracarpus scaber (2kg) est introduite dans une
ampoule a macération. L’éther de pétrole (41) est ajouté et le mélange est laissé en
macération pendant 24 heures. A la fin de la macération, une percolation est effectuée a
’aide d’11 d’éther de pétrole. La solution est recueillie a raison de Iml/mn et évaporée
sous pression réduite. Le résidu de I’extraction est conservé a I’abri de la lumiére. Le

marc est séché et gardé pour les extractions suivantes.

IV-3-.1-2 Extraction par le dichlorométhane

Le marc issu de I’extraction a I’éther de pétrole est séché puis introduit dans
I’ampoule 4 macération. L ensemble est mis & macérer pendant 24 heures avec 41 de
dichlorométhane. Une percolation est ensuite réalisée a 1’aide de 21 de dichlorométhane.
La solution recueillie est ensuite évaporée sous pression réduite. L’extrait obtenu est

conservé a I’abri de la lumiére.

1V-3-2 Fractionnement de ’extrait au dichlorométhane

L’extrait au dichlorométhane a été fractionné par chromatographie sur colonne
de gel de silice.
La colonne (1m sur 3cm de diameétre) est remplie aux 2/3 a ’aide d’une suspension de
silice pour colonne dans le dichlorométhane. L’extrait a fractionner est dissout dans le

dichlorométhane et déposé au sommet de la colonne de silice.
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La phase mobile est ensuite introduite. Cette phase mobile est constituée de
dichlorométhane contenant des proportions croissantes de méthanol (0; 5; 7,5 ; 10%).
Chaque palier du gradient correspond a 500ml de phase mobile,

Des fractions de 25 ml sont récoltées et analysées par CCM dc gel de silice GgoFas4 en
utilisant le systéme de solvant S; comme phase mobile.

La revélation est faite par chauffage de la chromatoplaque a 110°C pendant 10 min
apres pulvérisation d’une solution d’acide sulfurique a 3% dans de 1’éthanol.

Les fractions qui présentent un chromatogramme similaire sont regroupées et évaporées
sous pression réduite. |

Quatre fractions ont ainsi été réunies : F, F,, F3, Fy.

La substance antifongique préalablement isolée par Kambou a été retrouvée dans la
fraction F;. C’est cette fraction F3 qui sera soumise a la purification puis a

I’identification du principe dit antifongique.

IV-3-3 Purification et isolement de la substance antifongique contenue dans la

fraction F;

La fraction F3 a ¢té évaporée sous pression réduite pour donner un résidu sec.
Cet extrait a été purifié sur une colonne de gel de silice de 1m sur 1,5 cm.
Cette colonne a été éluée successivement par unc phase mobile constituée du mélange
dichlorométhane — méthanol dans les proportions 0% ; 5% ; 7,5 % et 10 %.
Des fractions de 5 ml sont récoltées et analysées par CCM de gel de silice GeoF254 €n
utilisant le mélange S; comme phase mobile.
Les fractions similaires sont regroupées, ce qui a permis de recueillir 3 fractions T, T,
Ts.
La substance supposée étre antifongique isolée par Kambou a ét€ ainsi concentrée dans

la fraction T,
La purification de cette substance a été¢ terminée par chromatographie sur

couches minces préparative de gel de silice GgF2s4 en utilisant le systeme S3 comme

phase mobile.
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Dans ces conditions, la bande correspondant, a la substance antifongique
est grattée puis éluée a I’aide de dichlorométhane.
La solution recueillie est filtrée puis évaporée sous pression réduite pour donner une

substance qui sera soumise a ’analyse spectrale pour en déterminer la structure
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Poudre des tiges feuillées de
Mitracarpus scaber (2kg)

Extrait a [I'éther
de pétrole

Extrait au
dichlorométhane

Percolation a I’éther
v de pétrole

Marc

Percolation au

S

dichlorométhane
v :

Marc

F, F, F;
|
T, T,

CCM préparative

Substance antifongique pure
(composé 1)

FIGURE 2 : Schéma d’extraction, de fractionnement et de purification
des extraits de Mitracarpus scaber
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V-1. Propri¢tés physico-chimiques

Le compose 1 isolé de Mitracarpus scaber est une poudre blanche amorphe.
soluble dans les solvants organiques chlorés  trés soluble dans le mélange
dichlométhane-méthanol (95 —5 V/V), insoluble dans I’eau. Le point de fusion est entre

220 et 222°C.

V-2. Résultats de la chromatographie sur couche mince de gel de silice GgF3s4.

Le composé | analysé par chromatographie sur couche mince de gel de silice en
utilisant le systéme S; comme phase mobile, donne aprés révélation par [’acide
sulfurique a 3 % dans I’éthanol suivi d’un chauffage a 110° pendant 10 min, un spot de

couleur violette persistante ; ce spot se situe a une valeur Ry de 0,34 (figure 3).

Le betulinol et I'a-amyrine analysés dans les mémes conditions se situent
respectivement & des valeurs Ry, de 0,44 et 0,7. Le composé 1 analysé par CCM de gel
de silice en utilisant le systéeme S, comme phase mobile entraine une faible migration.
Dans ces conditions, la valeur Ryde ce composé st de 0,1, alors que celles du bétulinol

et de ’ai-amyrine reste respectivement a 0,44 et 0,7 (figure 4).



Cl Cz C4

Figure 3 : Chromatogramme sur couche mince du composé 1 (C,), de ’alpha-amyrine
(C>) et du betulinol (Cy).
Phase mobile : systéme S|.
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CI Cz C4

Figure |4 : Chromatogramme sur couche mince du composé 1 (C)), de ’alpha-amyrine
(C>) et du betulinol (Cy).
Phase mobile : systéme S,.
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V. Description des spectres du composé 1

Les spectres Electronique, infrarouge, RMN du proton et du carbone 13 du
composé | sont représentés respectivement par les figures 5,6,7,8,9,10,11 et 12.

Le spectre de masse est représenté par la figure 13.
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Figure 5 : Spectre UV du composé 1 isolé de Mitracarpus scaber.
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V-3.1 Spectrométrie UV- Visible

Ce spectre indique la présence d’un maximum situé a 244 nm (Figure 5).

V-3.2 Spectrométrie IR

Ce spectre (Figure 6) indique la présence de trois pics caractéristiques: a

1690cm™, 41030 cm™ et a 3425 cm’™’.

V-3.3. Spectrométrie RMN du 'H

Le spectre RMN'H est présenté dans la figure 7.

On peut noter la présence d’un proton vinyhque apparaissant sous forme d’un
triplet centré a 5,25 ppm, ainsi que d’un multiplet centré a 3,2ppm.

Ce spectre présente également trois multiplets : le premier centré a 4,2 ppm, le
deuxieme centré a 7,5 ppm et le troisiéme centré a 7,7ppm. Cependant, I’intégration de
ces protons nous laisse penser qu’il pourrait s’agir d’impuretés.

Le spectre comporte en outre sept méthyles résonnant entre 0,5 et 1,2 ppm.

V-3.4. Spectrométrie RMN "*C.

Le spectre RMN'’C obtenu en mode Broad Band (BB) est représenté par la
figure 8.

Les figures 9, 10, 11 et 12 constituent des étalements de ce spectre.

Le spectre RMN'’C BB présente 3 carbones caractéristiques; Le premier résonnant & 80
ppm, le deuxiéme a 126 ppm et le troisieme a 138 ppm. On note également la présence
d’un signal résonnant a 180 ppm, caractéristique d’un groupe carbonyle.

En ce qui concerne le spectre RMN'"’C DEPT on observe la présence d’un signal

attribuable a un CH a 80 ppm et un CH vinylique caractéristique a 126 ppm.



V-3.5 Spectrométrie de masse.

Le spectre de masse du composé | (Figure [3), obtenu prar impact électronique,
présente un ion moléculaire a m/z 456.

Ce spectre presente deux fragments dc basc m/z 43 (100 %) et m/z 292.Deux
fragments paraissent également caractéristiques a ce produit; il s’agit des pics

apparaissant a m/z 248 et m/z 203.
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V.4 Interprétation des résultats et proposition d’une structure
moléculaire.

V.4.1 La chromatographie sur couche mince

L’analyse par CCM de gel de silice Ggy Fas4 indique apres révélation avec
I’acide sulfurique & 3 % dans I’éthanol, suivi du chauffage a 110° pendant 10 mn, la
présence d’un spot de couleur violacée persistantc. Ceci est en faveur de la présence

d’un triterpéne pentacyclique.

En effet dans les mémes conditions, les triterpenes tétracycliques ainsi que les
stéroides donnent une coloration violacée qui vire rapidement au bleu.
Le composé 1 chromatographié sur couche mince de gel de silice en utilisant le systéme
S| se situe a une valeur Rg de 0,34,

Dans les mémes conditions, des triterpenes pentacycliques tels que I’a-amyrine
(composée 2) ou le lupéol (composé 3) se situent a une valeur Rr de 0,7 |
La betuline, (composé 4), se situe, quant a elle, a une valeur Rrde 0,44.'

Nous pouvons donc supposer que le compose 1 est probablement de nature
triterpénique possédant dans sa structure, un nombre plus important de groupements

polaires en comparaison avec les composés 2, 3 et 4.

Le composé 1 analysé par CCM de gel de silice Ggg F2s4 en utilisant le systeme
S; comme phase mobile donne également un spot de coloration violacée persistante
mais se situant a une valeur Rrde 0,1. La présence d’ammoniaque dans la phase mobile
entraine, un ralentissement de la migration dc la substance étudiée.

Ainsi, il est possible dés a présent, d’émettre I’hypothese selon laquelle au moins
une des fonctions polaires de la molécule en étude serait une fonction acide
carboxylique (COOHR).

De ce fait, la présence d’ammoniaque dans la phase mobile entraine une
ionisation de cette fonction ; ce qui conduit a des interactions plus importantes avec lc

gel de silice et une forte diminution du Ry.
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Figureld : Structure de I’a-amyrine, de la B-amyrine de ’acide ursolique et

de lacide arjunolique :
Légende
a-amyrine: R; =H ; R, =CHs ; R; =CH; .
B-amyrine: Ry =CHj; R =H ; Ry = CH;
acide ursolique : Ry =H ; R; =CHj3 ; R; =CO,H
acide arjunolique : R; =CHj ; R; =CHj et R; =CO,H

CH,
CHs

CH, CH,OH

CH,

HO
CHy” CHs

Figurel$s : Str ¥ Stulin

Y-4.2. u spectre électroni

Le spectre électronique du composé 1 enregistré entre 200 et 600 nm présente

une bande d’absorption a 244 nm. Elle pourrait facilement étre attribuée a une fonction
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acide carboxylique, compte tenu du fait que la transition s’obtient a des longueurs

d’ondes d’énergie assez élevées.

V-4.3 Etude du spectre infrarouge

Le spectre IR du composé 1 est formel quant a la présence de la fonction acide
carboxylique dans ce composé. On observe en effet une bande intense & 1690 cm™
caractéristique du groupe carbonyle ainsi qu'une bande large caractérisant la vibration
du groupe hydroxyle OH.
Cette derniére bande s’étale de 3700 cm™ jusqu'a 2600 cm™. Toutefois, la partie
principale de cette bande , centrée a 3425 cm’' permet de soupgonner la présence d’une
fonction alcool. Cela se confirme par I’apparition de la bande caractéristique de la
liaison CO des alcools a 1030 cm™. Ainsi le composé 1 présenterait a la fois une
fonction alcool et une fonction acide carboxylique. Cela expliquerait sa forte polarité en
CCM. La région de 1600 cm™ est assez difficile a analyser; les triterpénes présentant
généralement une fonction éthylénique intracyclique , on y observe de petites bandes
d’absorption susceptibles d’indiquer la présence d’un groupe éthylénique que I’analyse
du spectre RMN du proton devra confirmer.
V-4.4 Analyse du spectre RMN du proton du composé 1

La numérotation officielle des atomes de carbone des triterpenes publiée dans la

littérature est la suivante :

Elle nous servira a identifier les carbones ainsi que les protons qui y sont rattachés dans
la suite de notre travail.
Le spectre RMN du proton du composé 1 cst complexe, notamment dans la zone

comprise entre 0,5 et 2,5 ppm. Cela est caractéristique des composés fortement saturés
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comme c’est généralement le cas des triterpencs. On peut noter les particularités
suivantes :

-Présence d’un triplet 4 5,25 ppm qui semble confirmer I’existence d’un groupe
éthylénique trisubstitué ; il peut étre attribué a H,,.

-Présence d’un doublet & 2,2 ppm pouvant étre attribué au proton tertiaire
comme celui 1ié au carbone 18 soit Hys. En effet seul ce proton en a d’une double
liaison est couplé a un seul proton , notamment celui lié a C)o,

- Dans la zone allant de 0,5 a 2,5 ppm , on distingue facilement 7 singulets
attestant de la présence de 7 groupes methyles .

En comparant les spectres ainsi décrits a celul de ’ai-amyrine , il apparait que le
compos¢ 1 est bien un triterpéne, qui présente a la fois une fonction alcool , une
fonction acide carboxylique, un groupe éthylénique et 7 groupes méthyles.

Le spectre ayant été enregistré entre O et 10 ppm, la résonance du proton acide n’a pas
été mis en évidence.

Quant au proton de la fonction alcool , il pourrait bien étre dans la partie complexe du
spectre, entre 1 et 2,5 ppm. Le spectre du carbone 13 pourrait ainsi permettre
d’identifier définitivement le composé 1.

V-4.5. Analyse du spectre RMN du carbone 13

Dans la série des triterpénes soupconnés, seuls les acides ursolique et
arjunolique sont dotés a la fois d’une fonction acide carboxylique et d’une fonction
alcool chacun. Ainsi la comparaison du spectre RMN du carbone 13 du composé 1 avec
ceux des acides ursolique et arjunolique , a permis d’identifier ce composé comme étant
’acide ursolique. La similitude des spectres ne laisse aucun doute.

L’acide ursolique a en effet été étudié par S. B. Manato et al [25] et surtout par R. W.
Kriwacki et al [24]. Ces derniers ont appliqu¢ les techniques les plus éprouvées a
’élucidation de la structure de I’acide ursolique : RMN du proton , du carbone 13 a
simple et double dimension, avec aussi bien I’utilisation des couplages hétéronucléaires
que la séquence DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer ) Cette
technique permet d’identifier les carbones de type CHj;.,, CH, , CH ou C, c’est-a-dire
qu’elle permet de révéler le caractere primaire (CH3), secondaire (CH,) , tertiaire(CH)

ou quaternaire des carbones du composé.
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Tableau I : Les attributions des signaux du spectre RMN du carbone 13 réalisés.

| Carbones lAttribution  de  R.[Attribution de S. B.]|Nos résultats
W.Kriwacki et al [24] | Mahato et al [25]
C, 39,1 38.8 38,5
G, 28,1 27,31 27,31
y 78,1 788 79,10
Cy 39,5 38,8 38,8
Cs 55.8 554 55,3
C, 18.8 8.4 " 184 1
C, 33,6 33,0 33,0
Cs 40,0 39.6 39,6
Co 48,1 47,5 47,6
Ciuo 37,3 37,0 37,0
\E] 23,6 233 23,4
Ci 125.5 125.7 11259
‘[CU 139,3 138.,0 138,0
Cis 425 42,0 42,1
Cis 28,7 28,2 28,1
Cie 24,9 243 243
Ci7 48,1 48.1 48,0
Cis 53,6 52.8 52,7
Cyg 39,5 39,1 39,1 |
Cao 9.4 33.8 389
T 311 30,7 30,7
Cx 37,5 36.8 36,8
Cx 28,8 28,2 28,2
Ca4 16,5 15,5 15,5
Css 15,7 15,7 15,7
Cie 17,5 16,9 17,1
o 239 23,6 23,6
Cos 179.8 B 181,
Cay 17,5 169 17,1
Cso 214 21,2 21,2

NB :Les résultats de Manato et al ont été obtenus sur I'ester méthylique de ’acide ursolique

40



V-4.6. Spectrométrie de masse

Le spectre de masse présente une fraginentalion caractéristique du noyau ursane

figurel3.
Le pic moléculaire (M™) est m / z 456 (1,76 % ), ce qui correspond a la masse molaire
attendue pour I’acide ursolique.
On observe aussi 3 fragments ayant respectivement une masse m/z de 248 (31,23 %),
203 (17,61 %) et 189 (5,04 %).Cellc fragmentation est typique d’un rétro-Dicls- Alder
du noyau C. Le pic de basc est obtenu a m/z 43 (100 %),
Pour une structure voisine tel que I’w-amyrine, le spectre de masse présente un fragment
a m/z 218 qui correspond, dans l'acide ursolique, au fragment de valeur m/z 248. Ce
fragment a m/z 248 est di a la présence de la fonction COOH a la place du méthyle en
position 28. Le composé 1 est bien |'acide ursolique.

La fragmentation du noyau A expliquc la présence d’un pic de hase a m/z 43.
Nous pouvons donc confirmer que ‘le composé | dérive du noyau ursane. L’ion
moléculaire, a m/z 456 est celui de P’acide ursolique résultant de I’oxydation de I’a-
amyrine au niveau du carbone 28.

Ce spectre de masse, déja décrit par ailleurs par Kriwacki et al., permet de
confirmer davantage les résultats obtenus.

Les fragments les plus significatifs ~ont illustrés dans le tableau I ci-dessous :

Tableau [ : Principaux fragments identifiés du composé 1 en spectrométrie de

masse.

Fragment Mz %
™" 456 1,73
i, 203 17.69
CsH.+ 43 100
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L’¢etude phytochimique menée sur les cxtraits de Mitracarpus scaber Zucc, en
paralléle avec la recherche de I'activité pharmacologique a permis d’isoler une
substance qui serait responsable de I’activité antifongique de Mitracarpus scaber.

L’étude spectrale que nous avons entreprise a permis d’identifier cette substance
comme étant 1’acide ursolique. A notre connaissance. c’est la premiére fois que ’acide
ursolique est isolé de Mitracarpus scaber. 11 en est de méme pour I’activité antifongique
de cette plante qui pourrait étre due a la présence de ’acide ursolique.

Une étude phytochimique récente menée a partir de la plante fraiche a permis
d’isoler I’harounoside comme étant la structure responsable de I’activité [19]. Cette
étude a également montré que le séchage de la drogue conduisait & une dégradation de
"harounoside.

Notre travail a pu montrer que dans la drogue seche, il existe d’autres substances, en
I’occurrence 1’acide ursolique qui aurait également une activité antifongique.

Ainsi, la présence de 1’acide ursolique dans les parties aériennes de Mitracarpus
scaber confirme I'utilisation traditionnelle de la drogue seéche.

En effet, en plus de I’activité anti-inflammatoire de 1’acide ursolique relatée dans
la littérature [35], I’association de ces deux activités biologiques est en faveur de

I’efficacité thérapeutique de cette plante utilis¢e pour le traitement des teignes.

Des études complémentaires ayant trait a la galénique, aux essais cliniques et
toxicologiques permettront de mettre au point un nouveau médicament antifongique a

partir de Mitracarpus scaber.

Aussi, ’identification de I’acide ursolique permettra d’élaborer plus aisément les
meéthodes analytiques de controle de qualité du nouveau médicament.

- De trées nombreuses ¢études ont déja é€té réalisées sur les activités
antibactériennes, anti-inflammatoires et antifongiques d’extraits isolés de Mitracarpus
scaber [7,15,16,19,21,31,34,40]. Cependant, tres peu d’entre elles font état de
I’identification des molécules responsables de ces activités [16,19,31].

D’autre part , avant la purification par CCM préparative de la fraction F3 obtenue

par colonne, nous avons enregistré le spectre du proton de cette fraction; les spectres de
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RMN du proton et du carbone 13 de F3 nous a révélé la préscence dans le mélange d’un
composé aromatique.

En effet, le spectre RMN du proton présenté dans la figure 16 montre clairement
deux multiplets caractéristiques d’un noyau phényle a 7,51 ppm et 7,69 ppm ainsi qu’un
septuplet a 4,2 ppm. ’

De méme ,dans le spectre RMN du carbone 13 de cette fraction (figure 17), dans
la zone comprise entre 100 et 140 ppm, on observe les signaux de ce composé
aromatique, dont tout laisse a croire qu’il pourrait s’agir de ’azaanthraquinone [31].

Apres purification par CCM préparative, les signaux u¢ ce composé ont disparu
et on n’obtient plus principalement que ceux de I’acide ursolique.

Cette constatation montre qu’il est possible d’isoler d’autres composés en

affinant nos méthodes de travail.
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Les triterpénes constituent des substances largement répandues dans la nature.
Leur utilisation en thérapeutique reste cependant tres restreinte mais il existe quelques
spécialités a base de ces principes actifs (Madécassol®). Des études récentes ont montré
un regain d’intérét a leur égard. Il a ainsi été¢ démontré que ces molécules pourraient se
reveler intéressantes dans le traitement de pathologies  telles que les cancers, les
affections virales, I’inflammation, etc [37,38,39,41].

A ce titre, I’acide bétulinique a montré une activité anti- VIH dont il bloque
’entrée au niveau des cellules cibles. Dans le méme sens, la glycirrhizine s’est révélée
étre un inhibiteur viral [41]. C’est pour cette raison qu’un volet important de la

recherche sur I’identification de nouvelles moiécules anti-VIH concemne les triterpénes.

La recherche que nous avons entreprise dans le cadre de ce travail montre bien
qu’il est possible de mener dans un pays comme le Burkina, une étude compléte sur
I’identification de nouvelles molécules d’origine naturelle et d’intérét’ hérapeutique.

Cela a été rendu possible grace a une collaboration entre institutions de
recherche a 1’intérieur du Burkina et avec des partenaires extérieurs (Laboratoire de
spectrométrie et de dynamique moléculaire de Marseille).

Cette collaboration est indispensable pour une meciileure valorisation de la
médecine traditionnelle et la mise au point de médicaments moderes issus de la

pharmacopée traditionnelle.

46






L’¢tude phytochimique que nous avons entreprise au cours de ce travail a permis
d’identifier un principe antifongique isolé de Mitracarpus scaber.
Le comportement chromatographique dec cctic substance ainsi que les données
spectroscopiques de RMN et de masse ont permis de I’identifier comme étant 1’acide
ursolique.
Le spectre RMN du proton a montré que ’acide ursolique était accompagné de traces
d’acide arjunolique.
Nous avons montré que I’acide ursolique, un triterpene pentacyclique dont les
propriétés anti-inflammatoires sont bien connues. est présente dans lcs feuilles séches
de_Mitracarpus scaber et a aussi une activité antifongique.
Ceci pourrait ouvrir la voie a la mise au point d’un médicament antifongique dont la

qualité pharmaceutique peut étre controlée.

Aussi au terme de notre travail, nous suggérons que les recherches suivantes
soient menées afin de permettre une exploitation thérapeutique des résultats ainsi
obtenus :

— En ce qui concerne la pharmacologie, nous proposons qu’une étude de I’activité
antifongique soit menée sur de l’acide ursolique de synthese. Cela permettra de
confirmer nos résultats et de juger de la part occupée par I’acide arjunolique dans
I’activité antifongique de 1’acide ursolique isolé de Mitracarpus scaber .

— Une étude concernant I’hémisynthése d’antifongiques biologiquement plus actifs que
I’acide ursolique. Cette étude peut commencer par des réactions simples comme
’acétylation de la fonction OH en 3 ou la méthylation de la fonction C’)OH en 28.

- En ce qui concermne les essais cliniques, nous proposons qu;une préparation
dermatologique obtenue a partir d’un extrait apolaire de Mitracarpus scaber soit

évaluee.
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Mitracarpus Scaber est une plante de 10 — 30 cm de haut, commune a toute
I'Afrique intertropicale. Elle est utilisée traditionnellement au Burkina Faso pour le
traitement des mycoses. Une étude menee récemment a permis d’isoler un triterpene
ou un stéroide comme étant responsable de I'activité antifongique .

Nous avons isolé et identifié¢ par des meéthodes de fractionnement et de
spectrométrie d’'UV, d’IR, de RMN, de masse la substance antifongique appelée
composé 1.

La CCM a mis en évidence un triterpéne pentacyclique dont la structure a été
élucidée avec I'étude des spectres IR, UV, RMN 'H, '3C. Le spectre du proton du
composé 1 a un groupement OH, un groupement COOH et 7CHs.

Le spectre '*C a permis de faire les différentes attributions des carbones du
composé 1. Le pic moléculaire du spectre de masse situé a m/z 456 et son pic de
base a m/z 43, nous a permis de conclure que le composé 1 est I'acide ursolique.

Nous avons ainsi isolé et identifié I'acide ursolique des parties aériennes de
Mitracarpus scaber Zucc. L’acide ursolique est un triterpéne pentacyclique ayant une
activité anti-inflammatoire et anti - bactérienne reconnue. Cette nouvelle activité
antifongique, si elle est confirmée pourrait justifier 'usage traditionnel de cette plante.



Mitracarpus scaber is an annual plant used in Burkina Faso and in african traditionnal
medicine for his antifungal and antiparasite activities.

Recently, a triterpeoid was isolated from dry aerial parts of this plant.and could be
responsible of antifungal activity.

In our study, antifungal substance (compound 1 : C|) was analysed by spectrometric
methods :UV, IR, NMR and mass spectra with the intention to determine his structure.

The results of TLC of C; seems to TLC results of acids triterpenes as ursolic acid and
arjunolic acid.IR spectra showed an OH and COOH groupements.

NMR "*C and 'H allowed to idenfy C, as ursolic acid.

The identity of compoud 1was confirmed by EI mass spectrum which displayed a

molecular ion associated peak at m/z 450.

So, our study allowed to identify ursolic acid as an antifungal substance frm
Mitracarpus scaber.

Complementary studies will permit to created an antifungal drug which can be
analysed in laboratory.

Key words :Mitracarpus scaber, Rubiaceae, NMR 1H and 13C spectrometry, ursolic acid,
antifungal.
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Titre : Contribution a I'étude structurale d’un principe antifongique isolé de
Mitracarpus scaber Zucc. (Rubiaceae).

: RESUME

Mitracarpus scaber est une plante herbacee de 10 — 30 cm de haut. Elle est
connue dans toute I'Afrique intertropicale et est utilisée traditionnellement au Burkina
Faso pour le traitement des mycoses superficielles.

Une étude phytochimique récente a permis d'isoler un triterpencide comme
pouvant étre responsable de I'activite antifongique de |a drogue séche.

Au cours de la présente etude, cette substance a eté analysée par CCM et par
des méthodes spectrometriques telles que UV, I'IR, la RMN et |a masse

Ces analyses avaient pour objectif de proposer une structure chimigue a c :(te
substance antifongigue (compose 1)

Le comportement chromatographique du compose 1 sur gel de silice Gepf 254
ast proche de celui des triterpénes acides comme l'acide ursoligue et l'acide
arjunolique

La presence dune fonction acide dans la structure du composé 1 a eté
confirmeée par le spectre IR qui indique clairement la presence d'un OH secondaire

Les spectres RMN 'H et °C ont permis d'identifier le compose 1 comme etunt
I'acide ursolique Les differentes attributions ont été ensuite effectuées et sont en
conformité avec les données de |a littérature

L'ion moléculaire du spectre de masse est situé a m/z 456 On note la
presence d'un pic de base 2 m/z 43 ce qui confirme les données fournies pai la
spectromeétrie RMN 'H et "*C

Ainsi notre etude a permis d'identifier |'acide ursoligue comme étant une
substance antifongique majeure de Mitraca/pus scaber
A notre connaissance, c'est la premiére fois que I'acide ursolique es. isoiée de la
drogue seche de Mitracarpus scaber

Des études complémentaies permettront de mettre au point une préparatior
antifongique dont la qualité pharmaceutique peut étre contrdlée

Mots clés = Mitracarpus scaber, Rubiaceae. Spectrométrie RMN1H, 13C Acide
ursolique Antifongique
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