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INTRODUCTION




Bien que le milieu marin entoure Madagascar sus ple 5.000Km, l'algue ne bénéficie
malheureusement pas des mémes attentions quebeess/égétales supérieures aussi bien de la
part des scientifigues malgaches que des sectehlispet privés. Mis a part les grandes sociétés
crevettieres et thonieres, rien de bien concresenéait en ce qui concerne les algues marines
malgaches qui constituent une source importantenaieres premieres et de produits a haute
valeur ajoutée. Son développement est ressenti eomme source de richesses et d’emplois.
Cependant, l'utilité et 'importance des alguessague leurs dérivés (agar-agar, carraghénanes et
alginates) sont encore méconnus par la majoritéa geopulation malgache. L’insuffisance de
données scientifiques et techniques sur les pat#és thérapeutiques des algues a Madagascar

constitue un handicap pour le développement de tibére.

D’autre part, les propriétés épaississantes, ggtidis ou stabilisantes des algues sont exploitées

dans les industries agro-alimentaires et textiles.

Notre sujet porte sur: « Etude chimique Rlecamium corallorhizgd PLOCAMIACEAE) algue

rouge de Madagascar ».

Le présent travail consiste a étudier les substanaturelles de cette algue rouge. Il comporte
une partie chimique et une partie biologique. été réalisé en collaboration entre le Laboratoire
de Chimie Organique et de Substances Marines (LSCND de I'Université d’Antananarivo et le
Laboratoire de Microbiologie de I'EnvironnementNLE) du Centre National de Recherches sur
I'Environnement (C.N.R.E).

Le mémoire se subdivise en deux grandes parties :

La premiére est consacrée a la caractérisation pddgsaccharides dé’locamium
corallorhiza.

La seconde est réservée a lisolement et a lifleation des constituants chimiques
autres que polysaccharides, ainsi que I'étude sladt#vités antibactérienne et antimalaria
Il est présenté selon le plan IMRED, les référenbisiographiques et annexes terminent

I'ouvrage.



GENERALITES

A- POLYSACCHARIDES

A-1. Définition

Les polysaccharides peuvent étre définis comme alegues molécules formées de
I'enchainement de motifs similaires en I'occurredes glucides appelés couramment sucres. Ce
sont des polymeéres naturels de haut poids moléeulasultant de la condensation d’un grand
nombre de molécules de chaines linéaires ou rasifitoses, reliés entre eux par des liaisons
glycosidiques (Whytetal., 1986 ; Vollhardt et Schore,1995).
lIs présentent une structure tridimensionnelleiéeet complexe.
Il existe plusieurs types de polysaccharides :
- les polysaccharides formés exclusivement par des ;0s
- les polysaccharides liés a des protéines ou pritémges ;
- les polysaccharides présentant des ponts peptalmueeptiglycanes ;
- les polysaccharides ramifiés par des séquencesitidgg d’unités oligosaccharides liées
entre elles par les liaisons phosphorodiestergadetes téichiques ;
- les acides nucléiques, ADN et ARN.
Les polysaccharides peuvent également étre dieiséeux types :
- Les polysaccharides dites «homogénes » comportan seul type d’unités
monosaccharides.
- Les polysaccharides « hétérogenes » résultatet dendensation de différents types de
monosaccharides.

Les polysaccharides peuvent se présenter sous for@éaére ou ramifiés.
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A-2. Classification

Les phycocolloides, polysaccharides extraits dgisesl rouges et brunes sont répartis en fonction
de la classe de I'algue qui les contiennent (Wu,jth865-1946 ; Percivat al.,1967).

A-2-1. Polysaccharides de Phaeophyceae -algues besn

Les algues brunes sont les principales sourcegidaées et d’acide alginique (Bodaed al.,
1983).
Dans cette classe, on trouve :
Les polyuronides composés de deux unités d’acidesiques : les acides D-
mannuroniques liés gh1,4- et les acides L-guluroniques liésceh,4-.
Les fucoidanes polyméres diy(1—2)-L-fucose-4-sulfate
Les laminaranes di+1,3-glugane.

Leur chaine présente un poids moléculaire de loddr800.000.
A-2-2. Polysaccharides de Rhodophyceae —algues resg

Les algues rouges contiennent un taux considérableyalactanes sulfatés, ayant un poids

moléculaire supérieur a 1.000.000 et caractérisgs yme répétition réguliere de residus

galactopyranoses. Ces unités monomeéres sont liéesagivement par des liaisofig1—4) eta-

(1—3) (Kloareget al.,1988).

Ces galactanes sont subdivisés eux-mémes en deupegr suivant la configuration des unités :
-les molécules du type carraghénane

-les molécules du type agar (Bruneton,1993).
A-2-3. Polysaccharides de Chlorophyceae —algues tes

Les polysaccharides d’algues vertes présentenstuneture voisine de celle des polysaccharides
des végétaux supérieurs, amylose ou amilopectiséadit d’hétérosides trés sulfatés (22%), de
poids moléculaire situé entre 100.000 et 1.000.(KIdareget al, 1988).
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A-2-4. Polysaccharides des autres classes d’algues

Ces polysaccharides sont contenus dans les fami@®smnophyceae (bleu-vert),
Bacillariophyceae (deatomique) etLanthophyceae.lls sont constitués par des unités tres

variables comme le mannitol, le glucose, le laminitinositol (Percivalet al, 1967).

A-3. Polysaccharides des algues rouges

Les algues rouges sont capables de produire soitateaghénanes, soit des agars (Wbt
1984).

A-3-1. Les carraghénanes

Les carraghénanes sont des polysaccharides quitaens les parois cellulaires de divers algues
rouges (Rhodophycées) appartenant aux familles dg&gartinaceae, Hypneaceae,
Furcellariaceaeet Polyideacea€Rees, 1969 ; Santos, 1980 ; Greeal.1984 ).

lls comportent des longues chaines galactanes,élpotyolytes anioniques. Leur masse
moléculaire peut étre supérieure & (Kloareget al.,1988).

Ces polymeres linéaires, formés par des motifscdisxides [AB], sont composés par deux
unités D-galactopyranoses liées alternativementdpar liaisonsu-(1—3) et p-(1—4) (Yaphe,
1959 ; Bellionet al.,1983).

Ce sont des polysaccharides trés sulfatés (20-80%% résidus-D-galactopyranosyles peuvent
étre sous forme 3’,6’-anhydro (Asare, 1980 ; Geteaal, 1985).

A-3-1.1. Différents types de carraghénanes

Initialement, on a subdivisé les carraghénaneseax amilles suivant leur solubilité dans le
KCI. Les fractions solubles dans le KCI ont étéigléSes par le préfixe « Kappa », tandis que le
préfixe « Lambda » a été réservé a celles desdracinsolubles.

Plus tard, les classifications ont été baséesesmoimbre, la position de groupements sulfates
ainsi que la présence de pont 3',6’-anhydro surdeglus-D-galactopyranosyles. Ceci a abouti
aux quatre grandes familleg,:A, B, o (Yaphe, 1972 ; Anderscet al, 1969 ; Reest al., 1969 ;
Greeret al, 1984).

Les différentes familles (figure 1) de carraghénsom présentées dans le tableau | suivant :

12



Tableau |Les différentes familles de carraghénane

Familles Position de sulfate Carraghénanes présents
Kappa () CA4. K, 1, i, v-carraghénanes
Lambda {) C2. A, €, 0, m-carraghénanes
Béta () ne sont pas sulfatés B, v, a, 8-carraghénanes
Omega @) C6. o -carraghénane
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Figure 1. Différents types des carraghénc.
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A-3-1.2. Utilisations des carraghénanes

Le tableau Il ci-aprées présente quelques exempésuas utilisations courantes.

Tableau Il. Importance industrielle des carraghénanes.

Branche d’activité humaine Propriétés

Industrie alimentaire Emulsionnant dans les patisseconfiseries

Adjuvant favorable a la croissance dans I'alimeatatiu

Elevage et agriculture e . .
g g bétail et des volailles, engrais

Industrie cosmétique Emulsionnant

Industrie pharmaceutique Efficacité dans les ukgegestriques et duodénaux, laxatifs
Agro-alimentaire Gélifiant, stabilisant, épaissigsa

Papeterie Peintures et vernis

Photographie Fabrication de films

B- TRAVAUX ANTERIEURS sur le genre Plocamium

Comme d’autres produits de la mer, les algues ardgs un role thérapeutique vis a vis de
certaines affections (Whytet al, 1984). Elles montrent une gamme d’activité bjaloe :
anticoagulante, antibactérienne, antitumoraleyvaate, hypocholéstérolémiante (Dominique,
1998), antimicrobienne (Konigt al, 1999), insecticide (San-Martet al, 1991 ; Argandona
et al., 2002), antituberculeuse (Kénigt al., 2000), et anticancéreuse (Fulletr al., 1992-
1994). Le tableau Il suivant montre quelques eXdemge leurs activités.
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Tableau lll.Activités de quelques especesRlecamium

Algues Activités
Plocamium angustum Antibacterial, antifungal
Plocamium cartilagineum Antiretroviral
Plocamium custatum Sedative, antibacterial
Plocamium hamatum antitumoral
Plocamium lemtophyllum Antiherpetic, anti- HIV
Plocamium mertensii Sedative, anticonvulsant
Plocamium telfairia Antiherpetic, anti-HIV
Plocamium violaceum Antiretroviral

Plus recemment, Knottt al (en 2005) et Manrt al. (en 2007), ont entrepris des études
préliminaires sur les constituants chimiquesPliecamium corallorhizayécoltés en Afrique
du Sud, en Mars 2002, et en Janvier 2006. Les cs@spobtenus sont présentés dans le
tableau IV suivant.
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Tableau IV. Composés isolés ddocamium corallorhiza.

Knott et al., 2005

Mannet al, 2007

Cl

4,6-Dibromo-1,1-dichloro-3,7-diméthylocta-2,7-dieng

10
CH3

4,8-
Dibromo-1,1-dichloro-3,7diméthylocta-2,6-dieéne

10
CH3

AN

CHj

1
CHO

Br Br

4,6-Dibromo-3,7-diméthylocta-2,7-diénal

10

4,8-Dichloro-3,7-diméthylocta-2,4,6-trienal

10

8-Bromo-6,7-dicloro-3,7-diméthylocta-2,4-dién

10

4-Bromo-8-chloro-3,7-diméthylocta-2,6-diena
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Stierleet al, 1979 ; Irelanckt al, 1976 ; Higgset al.,1977 ont également identifié d’autres

constituants chimiques docamium corallorhiza :
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MATERIELS ET
METHODES
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A. MATERIEL VEGETAL

A. 1. Collecte

Les collectes ont été réalisées durant la marésebasgriode a laquelle les algues émergent a
la surface de I'eau de mer, et peuvent étre faeiterarrachées des rochers, leur support. Une
partie représentative de chaque échantillon d'adreches a été immédiatement fixée pour

la constitution d’'un herbier.

Notre échantillon d'algue rougelocamium corallorhiza a été collecté par les équipes du
Laboratoire de Microbiologie de I'Environnement (Eyidu Centre National de Recherche
sur I'Environnement (CNRE) en 2004. L’échantillofaldue (figure 2) a été collecté au Sud-
Est de Madagascar, dans un petit village au NorBateDauphin (figure 3), a Evatraha. Un

alguier est disponible au Laboratoire du CNRE.

Figure 2. Plocamium corallorhiza.
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Figure 3. Localisation de la collecte.

A.2. Description botanique

Les données systématiques de I'échantillon d’algoeges étudiées sont résumées dans le
tableau V suivant :

Tableau V. Données systématiques.

Classe Rhodophyceae
Division Rhodophyta
Ordre Gigartinales
Famille Plocamiaceae
Genre Plocamium
Espéce Corallorhiza
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B. MATERIELS ET APPAREILS UTILISES

B.1. Pesée

Les différentes pesées ont été effectuées a ldadaleux types de balances :
High Presion balance excell 9vDC/1300 mA BH-1508pC 1500 g/ Div. 0,05 g.
Precisa XT 220A de portée maximale 220 g, 4 ff@s.

B.2. Séchage

Tout séchage a été réalisé a I'aide d’'une étuweewselle BINDER.

B.3. Broyage

L’échantillon d’algue a été broyé a I'aide d’'un Year électrique.

B.4. Centrifugation

Les centrifugations ont été réalisées a 'aide e’'aentrifugeuse SIGMA, réglée a la vitesse de
1000 rpm.

B.5. Agitation

Les agitations ont été effectuées soit a l'aidendagitateur magnétique Fisherbrand
HOTPLATE STIRRER Model L-81, Heidoph MR 3000.

B.6. Evaporation

Un évaporateur rotatif BUCHI type R200 a été wilmur concentrer ou sécher les extraits.

B.7. Filtration

Les différents filtrations ont été effectuées pdiadle d’'une filtre Buchner et papier filtre
Whatmar¥ Cat no 1001 110, 110mm de diamétre.
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B.8. Dialyse

Pour la dialyse, des morceaux de boudin de dialsee longueur approximative de 25cm
ont été utilisés.

B.9. Dosage colorimétrique

Les mesures de densité optique lors des diffédgages colorimétriques ont été effectuées a
I'aide d’'un spectrophotomeétre UV.BIOMATE.

B.10. Chromatographie sur couche mince

Plague C.C.M utilisé : 25 DC — Alufolié Kieselged 65, MERCK, art 5568 d’'épaisseur
0,2mm.
* Observation sous UV

Les dépolts et les taches ont été observés sousliddeé d’une lampe de WOOD VL — 4 LC
aux longueurs d’'onde=254 nm et 365 nm.

* Révélation

Les taches ont été révélées par pulvérisation detiféa la vanilline sulfurique suivi de
chauffage.

B.11. Chromatographie Liquide a Basse Pression

Colonne utilisée :

Diametre intérieur de 2,3cm

Diameétre extérieur de 2,5cm

Hauteur de 50cm

Hauteur effective de 17cm
Adsorbant (ou phase stationnaire): ACROS ORGANIZS@80g de silicagel, for column
chromatography 0,035-0,070mm, pore diameter Ca 6nm.

B.12. Infrarouge

Les spectres d’absorption infrarouge ont été eated sur un spectrophotometre FTIR-8400S
SHIMADZU.
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C. METHODES

C.1. Traitement préalable des échantillons d’algues

C.1.1. Lavage

Avant toute opération, il est nécessaire d’élimitoertes les impuretés possibles, telles que les
sels, sable, coquilles, les algues parasites,geicsouillent les échantillons d’algues. A cet
effet, on procede a leur lavage a I'eau, lequelsasti d’'un séchage a I'étuve (Greetr al,
1984 ; Andriamanantoanire al.,1996).

Les échantillons d’algues ont été lavés abondammdigau, rincés a I'eau distillée
puis séchés a I'étuve 50°C avant d’étre finemeoyds. (Alexeev, 1980 ; Greet al., 1984 ;
Mollion, 1988).

C.1.2. Broyage

Les échantillons ont été broyés afin d’optimiserctntact entre les prises d'essai et les
solvants lors des diverses opérations ultériewasfin broyage est requis pour améliorer le
rendement de ces derniers (Alexeev, 1980).

Le prétraitement effectué aux échantillons d’algess présenté dans la figure 4
suivante.

Algues fraiches collectées

!

Nettoyage avec I'eau de robinet et eau distillée

!

Séchage a I'étuve

|

Broyage

|

Algues broyées

Figure 4. Prétraitement des échantillons d’algues
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C.2. Méthodes d’analyse des polysaccharides

C.2.1. Extraction du carraghénane

On effectue trois extractions différentes : chagxieaction s’effectue en deux étapes :
> Premiére voie d’extraction

Elle porte sur la poudre ddocamium corallorhiza.

Premiére étape : Extraction a froid ou « Cold Extrat » :CE

10,083g de poudre dPlocamium corallorhizasont macérées dans 150 a 400ml d'eau
distillée, sous agitation pendant une nuit. Omdil I'aide d’'une voile propre pour séparer la
solution ou cold-extract de la plus grosse parée débris. Le filtrat est ensuite passé sous
pression sur papier filtre WHATMAN 589/1 de 110mmadiametre.

On le concentre sur évaporateur rotatif, puis pi&ipar 4 volumes d’éthanol 90° pendant

24h a 4°C. On centrifuge et le précipité est lagssécher a I'étuve a 60°C.
Deuxieme étape : Extraction a chaud ou « Hot Extrao»> :HE

Le résidu récupéré apres filtration du cold-extiestt dépigmenté trois fois avec 60 a 200ml
d’acétone et une fois avec de I'éthanol bouillakterés chaque traitement, on centrifuge a
I'aide d’'une centrifugeuse SIGMA pendant 15 a 2Qrtes.

Le dépbdt, rincé a I'eau distillée est placé dan@ A%00ml d’eau distillée a 100°C pendant
trois heures avec reflux. La décoction encore chaudit les mémes traitements (filtrations)
gue précédemment. Cette extraction a 100°C essééalrois fois pour le méme résidu. Les
filtrats trés bien mélangés sont ensuite congelés nuit a -20°C puis décongelés pour

éliminer la majeur partie des impuretés solubles.

lIs sont précipités par quatre volumes d’éthandl @@ndant 24 heures et séché a 'étuve a
60°C.

> Deuxiéme voie d'extraction

Elle porte sur le résidu delocamium corallorhizaobtenu apres extractions successives a

I'hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et amithde la poudre.
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Premiére étape : Extraction a froid ou « Cold Extrat » : CE

10,0839 de résidu delocamium corallorhizasont macérés dans 150 a 500ml d’eau distillée,
sous agitation pendant 24 heures. On procéde aweméstocole que lors de 1§ %étape de la

1% voie d'extraction.
Deuxieme étape : Extraction a chaud ou « Hot Extrac» : HE

Apres déepigmentation et extraction a chaud, lésafd bien mélangés sont divisés en deux

lots :

L'un est précipité par 4V d’EtOH pendant 24h a 4. centrifuge et le précipité est laissé a
sécher a I'étuve a 60°C.

L'autre lot est précipité a l'aide d'une solutionqueuse de Bromure de cetyl-

triméthylammonium, communément appelé CTAB ou détgva une concentration de 2%,

puis laissé au réfrigérateur a 4°C pendant 24 keure précipité est séparé du liquide

surnageant apres centrifugation (2. 000 tours pantey pendant 30 minutes).

Le précipité est par la suite lavé deux fois aveadtbau distillée. Le CTAB est déplacé a
'aide d’une quantité suffisante d’éthanol 90°Cusétde I'acétate de sodium NaHE@ fois).
L’acétate de sodium est éliminé en ringant le piéciavec de I'éthanol bouillant (2 fois),
suivis de centrifugation. L’extrait est séché autée BINDER 50°C.

> Troisiéme voie d’extraction

10,083g de résidu d'algues rouges Rlecamium corallorhizarécupérées apres extraction
fractionnée a I'hexane, dichlorométhane, acétatethgle et méthanol, ont été traitées
successivement par (3 x 20 ml) d'acétone, (1 x 2afdthanol bouillant et (1 x 20ml)
d’acétate d'éthyle.

Premiére étape : Extraction a froid ou « Cold Extrat » : C.E.

Les poudres d'algues dépigmentées ont été souraisgse premiere extraction par simple
maceration a l'eau distillée de 100 a 500 ml, sagitation magnétique pendant 24 h et a
température ambiante. Le résidu insoluble a étépéré par filtration sur voile de tergal. Une

deuxieme filtration sur papier filtre WHATMAN a eétéécessaire pour une meilleure
extraction (Santos, 1980 ; Gresral,, 1984; Greer 1984).
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Les carraghénanes ont été obtenus par précipitdtidfiitrat ci-dessus avec quatre volumes
d’éthanol 90°, pendant 24h, a 4°C. Le précipitdééarécupéré aprés une centrifugation, puis
un séchage a I'étuve 40°C. Les polysaccharides ddefgibids moléculaire ont été ainsi
extraits. Le rapport entre la masse de I'extragedie de la prise d’essai donne le rendement en
CE (Mollion, 1988).

Deuxieme étape : Extraction a chaud ou « Hot Extret »: H.E.

Les résidus d’'algues de l'opération C.E. précéd¢nfé833 g) sont traités par 300 ml de
solution aqueuse de NaHG®,5 N, au bain-marie 90°C, pendant 2 heures, @aragle
temps en temps. Les constituants non solubles&iominés en filtrant la solution obtenue, a
chaud et sous vide, deux fois sur de la célite BR®LABO. Le filtrat est laissé refroidir
(Santos, 1980 ; Greet al, 1984; Greer 1984).

Les carraghénanes sont précipités a I'aide de 5en@TAB 2%, puis laissés au réfrigérateur

a 4°C, pendant 24 heures.

Le précipité est séparé du liquide surnageant aggesifugation (2. 000 tours par minute),

pendant 30 minutes.

Il est ensuite lavé deux fois avec 30 ml d’eauilthst Le CTAB est déplacé a I'aide I'une
guantité suffisante d’éthanol 90°C saturé de latstle sodium NaHC{3 fois). L’acétate de
sodium est éliminé en rincant le précipité avecl'dthanol bouillant (2 fois), suivis de

centrifugation.

L’extrait est par la suite dissous a chaud danbe@de distillée chaude, dialysé puis séché a
I'étuve 50°C, pendant 24 heures. Apres refroidisgsgndans un dessicateur, le résidu est pesé

pour le calcul du rendement (Mollion, 1988).
C.2.2. Dialyse

La dialyse est une technique qui permet de sépesesubstances d’une solution en utilisant
leur capacité respective a franchir les pores @dild’'une membrane artificielle appelée
membrane de dialyse. Grace a sa perméabilité s@&ecte boudin de dialyse permet de
séparer les petites molécules des grosses en pantrietphénoméne de la diffusion. Ainsi, la
membrane sépare deux solutions de différentes ntatiens. Les solutés diffusent de la

solution la plus concentrée vers la solution laspdiluée. La diffusion s’arréte lorsque les
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concentrations dans ces deux compartiments sotesedaes facteurs qui peuvent influencer
la vitesse de la dialyse sont : la températuredjdenetre des pores de la membrane, le pH, le
temps de contact, et la différence de concentratitne les deux compartiments (Ibrahim,
2005).

La membrane de dialyse ou boudin contient de laégige, des composés sulfureux et des
métaux lourds. Ces constituants présents a lacgurfembranaire doivent étre éliminés. La

technique usuelle consiste a bouillir la membraaresd’eau distillée pendant 15 minutes.

Un volume déterminé de polysaccharide (HE dé'faextraction) a dialyser est versé dans une
portion de boudin a dialyse dont une extrémitdezstée par un nceud. Un deuxiéme nceud est
ensuite confectionné a I'autre extrémité en presairt de laisser suffisamment de place entre
ce nceud et la surface supérieure de I'extraiteGetcaution est prise pour éviter I'éclatement
du boudin par augmentation de volume interne deliation de polysaccharide. La membrane
est ensuite immergée dans I'eau distillée (liguddecontre dialyse), en agitant de temps en
temps afin d’éviter la formation d’'un gradient dencentration des substances diffusibles au
voisinage du boudin. Ce liquide est renouvelé fedgonent pour accélérer la diffusion et
maintenir la différence de concentration entret€ireur et I'extérieur du boudin (Ibrahim,
2005).

C.2.3. Récupération des carraghénanes

Les polysaccharides ont la propriété de former tétipité, soit en présence d’'un exces
d’alcool (3 a 10 volumes) soit par action d’un delmmonium quaternaire. La précipitation
du carraghénane, soit par I'éthanol, soit par éganol-2 (Mollion, 1988), soit par le bromure
de cétyltriméthylammonium (CTAB ou cétavion), petnte le récupérer d’'une solution

agueuse contenant divers extraits hydrosolubles.

Lorsque la quantité d’éthanol augmente, on arriy@géeipiter méme les polysaccharides de

faible masse moléculaire.

Un sel d’ammonium quaternaire précipite sélectiveimies polysaccharides chargés. La
précipitation par le CTAB est généralement plugdéle que celle par I'éthanol (Bellicet

al., 1983).

Les protocoles d’extraction relatifs a C.E. et Hdbnt résumés dans les figures 5 et 6

suivantes :
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Algues séchées

|

LAVAGE

|

BROYAGE

|

DEPIGMENTATION

|

Poudres dépigmentées

!

EXTRACTION

!

FILTRATION

|

Filtrat

|

PRECIPITATION

|

CENTRIFUGATION

.

Précipité

'

SECHAGE

|

PESEE

'

Rendement

Sables, sels, coquilles

Eau distillée 24 h, température ambiante

Résidu R

4 volumes d’EtOH 90°

Surnageant

Figure 5. Extraction a froid « Cold Extract ».
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Surnageant «—

Surnageant «—

Surnageant «—

Surnageant «—

Figure 6. Extraction a chaud « Hot Extract ».
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LAVAGE
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|

CENTRIFUGATION

|

LAVAGE
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\4

DIALYSE

|

SECHAGE

A 4

PFSFE

|

Rendement

NaCG; 0,5M
2 h, 90°C

A chauc

CTAB 2%
24 h, 4°C

Eau distillee (2 x 30ml)

EtOH 90° saturé de AcONa
(3 x 30ml)

EtOH bouillant (2 x 30 ml)

Etuve 50°, 24 h
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C.2.4. Dosages colorimétriques

C.2.4-1. Dosage des sucres totaux

En milieu sulfurique et a chaud, les oses neutrasneint des dérivés furfurals qui se
condensent avec I'orcinol pour donner un complexealleur brun jaune.
Les termes «sucres totaux » oOu «0ses nheutresnt sblisés pour désigner les
monosaccharides neutres entrant dans la composigenpolysaccharides. Trois méthodes
sont couramment utilisées pour ce dosage (Tillmetngl, 1929 ; Duboiset al., 1956 ;
Montreuil, 1963 ; Yaphe, 1972).

-A l'orcinol TILLMANS et PHILLIPI

-A 'enthrone DREYWOOD

-Au phénol DUBOI&et al.

Furfural
Arabinose
O N\
(:o
}o
Furfural

dihydroxy-3,5-toluéne (Orcinol)

Nous avons utilisé la méthode au Phénol sulfur{galion, 1988).

a) Préparation des solutions
» Réactifs
Solution aqueuse de Phénol 50% (m/v)

H,SO, concentré.
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» Gamme étalon
Solution de galactose 200, 100u50ml.
» Solution de référence.
Eau distillée (ED)
» Solution a doser.
Solution de carraghénane CE et HE : 200pg/ml.

b) Mode opératoire
Dans des tubes a essai, on a mis successivement :

- 20Qul d’ED de la solution étalon ou de solution a dqselfaide d’'une micropipette),

- 20Qul de la solution phénolique (5%),

- addition brutale de 1ml d’¥$0O, concentré a I'aide d’une burette ;

- agitation rapide (a laide d’'un vortex) ;

- 5mn au bain-marie 100°C ;

- refroidissement 30mn a l'obscurité ;

- Mesure de DO : La lecture des DO a été réaliskelangueur d’'ondé=492 nm a l'aide
d’un spectrometre UV BIOMATE.

b) Calcul

La teneur en sucres totaux est donnée par la fersuivante :

[galactosé

Teneurensucregotaux(%) = — -
[échantillan]

Avec : [Galactose] : concentration en galactoserle par projection de la densité optique

(DO) sur la courbe d’étalonnage gg/ml.
[Echantillon] : concentration en polysaccharidesgadsolution & doser aqrg/ml.

Remarque :
Les courbes d’étalonnage ont été tracées en utilisanéthode de barycentres

DO = f (concentration).
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C.2.4-2. Dosage des 3', 6’- Anhydrogalactoses

Les 3’, 6’- Anhydrogalactoses, sous l'action duorésol en milieu acide, donnent une
coloration intense.

Une absorbance maximale a 555 nm est obtenue qatr dg I'acétaldéhyde. Le fructose est
pris comme échantillon de référence. La réponsericoétrique du 3’, 6’- Anhydrogalactose
est de 92% par rapport a celle du fructose (Yapde) ; Yapheet al., 1965 ; Arsenaulét al.,
1965 ; Arsenaulét al., 1966).

CH ,OH CH ,0OH
/’f\ +
[e] +—tOH 2
H+
HO HO
—_— +
OH OH HO' OH
OH . .

OH Résorcinol
CH ,OH CH ,0H
Fructose J

y O(\CH ,OH
S OH

HO

CH ,OH

CH ,OH

HO

HO

OH

OH

CH ,OH
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a) Préparation des solutions

» Réactifs
Acétaldéhyde 0,822g/100ml d;B (A)
Résorcinol 150mg/100ml d'#D (B).

» Gamme étalon :

Solution aqueuse de Fructose de : 0,15 ; 0,1Gu®onl.
» Solution de référence :

Eau distillée (ED).

» Solution a doser :

Solution de carraghénane CE et HE : Img/ml.

b) Mode opératoire

- Dilution 25 fois de (A)=2,78M/ml (A’)
- Solution (C) : 9ml de (B) + 1ml de (A’) dans 100d"HCI concentré.
Dans les tubes refroidis dans un bain de glace,\@rsé successivement :
- 200ul de la solution a doser ou eau distille@talon ;
- 1ml de (C), le mélange limpide est agité au vwqrpalis
- laissé refroidir dans la glace ;
Le tout est porté au bain-marie 80°C 10mn
La coloration du mélange est devenue rouge violdcégensité de la coloration augmente
avec la teneur en fructose.
- les tubes sont ensuite remis dans de la glacggpéd5 minutes.
- Mesure de DO : La lecture des DO a été réalidadamgueur d’'ond@=555nm.

c) Calculs de la teneur en 3',6’-anhydrogalactose

» Résultats par rapport au Fructose

Correction a 92 % car le 3',6’-anhydrogalactoseongba 92 % par rapport a la réponse du
Fructose :
[3',6'-Agal]= teneur en Fructoseif/ml) x 180 x 0,92.

34



D'ou

[3,6—-Agal] 100

Teneuren3',6'-Agal (%) = ,
[Echantillon]

Avec [3',6’-Agal] : concentration en 3’,6’-anhydralgictose (Lg/ml).

[Echantillon] : concentration en polysacchariddalsolution a doser (pg/ml).

C.2.4-3. Dosage des sulfates

Les carraghénanes subissent une hydrolyse totaleap@le chlorhydrique. Ensuite, les ions
sulfates vont étre précipités par le BaCles quantités précipitées sont évaluées par
turbidimétrie a l'aide d'un spectrométre UV. C'elst méthode a la gélatine/BaCte
TABATABAI (Tabatabai, 1974 ; Mollion, 1988).

Les ions sulfates libérés peuvent étre doser parautre méthode : celle au rhodizonate. Ceci
procéde par précipitation du sulfate a laide de blenzidine, diazotation et dosage

colorimétrique du précipité de benzidine (Tuulikkial, 1971).

Nous avons utilisé la méthode a la gélatine/BgThbatabai, 1974 ; Andriamanantoanina,
1992).

R_SO4 + BaClz —— BaSO4 + RC|2

a) Préparation des solutions

L'eau distillée utilisée a été désionisée. En effdaut éliminer toute trace d’'ions notamment
SO, qui risque de fausser les résultats des dosa@gas.les matériels utilisés sont également

lavés préalablement avec de I'eau distillée désé@mi

> Reéactifs

- Solution d’'HCI 0,5 N

- Réactif a la gélatine/Bagl
0,3g de gélatine en poudre sont dissous dans 1Guldlistillée, laissés une nuit a 4°C.
Apres avoir ramené et laissé la solution a tempsgambiante pendant 2h, on lui a ajouté 2g

de BaC}-2H,0. Puis, elle a été stockée a 4°C, et on la faties@h avant l'utilisation. La
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solution ainsi obtenue reste stable pendant envimensemaine, a condition de la conserver a

la température déja mentionnée.
» Gamme étalon :K,SQy, 300-150-75-37, 5pg/ml de $O
» Solution de référence Eau distillée désionisée.

» Solution & doser :Solution de carraghénane CE et HE : 200pg/ml.

b) Mode opératoire

Dans des tubes a essai, on a mis successivement :
- 200ul d’eau désionisée ou solution étalon ouaterge a doser;
- 1,8ml d’eau désioniseée ;
- 200pl d’HCI 0,5 N, agitation au vortex
- 100ul du réactif Gélatine/Bag; lagitation ;
- 30mn a température ambiante

- Mesure de DO : la lecture des DO a été faitesb0 nm
c) Calcul

La teneur en sulfates est donnée par la formulaste :

[Sulfatd

Teneurensulfate%) = ———
[ Echantillon]

Avec [sulfatd : concentration en sulfate obtenueprarection de DO sur la courbe
d’étalonnage en pg/ml.
Echantillor] : concentration en polysaccharides de la satugidloser en pg/ml.

C.2.5. Méthode physique d’analyse

Spectroscopie Infrarouge

La spectroscopie infrarouge fournit des informadiaquant a la position des groupements
sulfates des polysaccharides des algues (Christiaah 1983). Elle permet aussi de prévoir
leur concentration ainsi que celle du 3',6’- Ag#réer et al., 1984 ; Mollion, 1966,

Andriamanantoanianet al. 1998).
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Le spectre infrarouge est une représentation ggaphiu pourcentage d’énergie absorbée en
fonction de la longueur d’onde ou de la frequeBaarett, 1981).

Les positions des bandes d’absorption d’'un speaatrarouge sont repérées soit en longueur
d'onde (exprimé en W), soit en fréquence (exprimé@enombre d’ondes par centimétre)
(Rochaset al.,1981).

Les intensités des bandes sont indiquées soitgparttansmission T, soit par leur densité
optique A la transmission est le rapport de I'éreedy faisceau infrarouge aprés traversée de

I'échantillon a I'énergie du méme faisceau ava@thantillon (Bellioret al.,1983).
1
A = log 10 T

Préparation des films pour la méthode spectrale (ir

Les films sont préparés & partir d’'une solution cderaghénanes (CE et HE de 18°1
extraction) de concentration 1 a 2%(m/v). Cette i@eenest placée dans une capsule en
polyéthylene et séchée a 55°C (Christiatal., 1983 ; Andriamanantoanire al., 1996).

Tableau VI. Conditions opératoires.

Echantillon Polystyrene Film included in FTIR
Scan mode Transmittance (%)
Apodisation Happ-Genzel
Résolution 4 cil

C.2.6. Méthode chimique

C.2.6.1. Modification alcaline

C’est une réaction d’élimination baso-catalysée gemipements sulfates conduisant a la
formation d’'un pont 3,6-anhydro (Mollion, 1988).I&Ekest accompagnée de la conversion de

I'atome de carbone qui porte le groupement sulfBifgson, 1953 ; Cianciat al, 1993).
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Cette méthode est mise a profit pour estimer laitipasde sulfate en C6 pour les
carraghénanes contenant un groupement hydroxykeéito C3 (Percival, 1980 ; Santos, 1980 ;
Kovenskyet al.,1990).

200mg de carraghénane (CE et HE de 8 eitraction) sont dissous & chaud (60°C) dans
20ml d’eau désionisée, dans un erlen. 20mg de Na&BHajouté dans le mélange. Le tout est
laissé une nuit, a la température ambiante, soitetiag magnétique. On ajoute, par la suite,
60mg de NaBh et 10ml d’'une solution de NaOH 3M. Le mélange esttépa 80°C. La
solution est ensuite refroidie, puis dialysée paiminer I'exces de NaOH, NaBHN&SO,.

La solution est ensuite séchée a I'étuve 50°C, péoupérer les carraghénanes modifiés.
(Mollion, 1988, Cianciaet al.,1993).

La teneur en sulfates, en 3’,6’-anhydrogalactodel espectrométrie IR des extraits aprés
modification alcaline ont été effectués avec lesne® méthodes décrites précédemment. La

figure 7 suivante résume le protocole de la maodiifon alcaline.

NaBH, — > Na& + BH,

BH, ————— H,BH,

SO5

|
g/o
H,C 0
L ~o
&

-

Réaction de modification alcaline
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200mg de carraghénane dans
20ml d’eau désionisée

!

20mg de NaBH
REDUCTION 1nuit
l Température ambiante
REDUCTION 60mg de NaBH
10ml de NaOH 3M
l 80°C, 3h
DIALYSE
SECHAGE 50°C
PESEE
Rendement

Figure 7. Modification alcaline.
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C.3. Méthodes d’analyse des autres constituants &ecorallorhiza

C.3.1. Extraction
L’hexane a été choisi pour éliminer les lipidessague les pigments d& corallorhiza

L’algue séchée et broyée a été traitée en utilisangéxtracteur de type Soxhlet. Le mélange
réactionnel a été ensuite filtré. L'évaporatione& sous pression réduite du filtrat (40°C) a

permis d’obtenir I'extrait hexanique.

Le résidu a été par la suite soumis a une macarato gradient de polarité croissante des
solvants a savoir le dichlorométhane, l'acétatethglé et le méthanol. Les extractions
successives ont été réalisées sous agitation magedgiendant 24 heures et a température
ambiante.

Les rendements des extractions ont été calculéstia gle la formule suivante :

r =500
mp
Avec :
r : rendement (%)
ms : masse de I'extrait sec (g)
mp : masse de m’algue broyeée (g) (prise d’essai).

La méthode d’extraction est présentée dans ladi§suivante :
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Algues broyées

Extraction a I'hexan

Extrait hexanique Résidus

Extraction au dichlorométhane

Extrait dichlorométhane Résidus

Extraction a l'acétate d’éthyle

Extrait acétate d’éthyle Résidus

Extraction au méthanol

Extraits méthanolique Résidus

Figure 8. Protocole d’'extraction.

C.3.2. Méthodes chromatographiques

C.3.2-1. Chromatographie sur Couche Mince (C.C.M.)

La C.C.M. est frequemment utilisée pour des analgsgloratoires et pour la caractérisation
des produits. C’est une technique trés simple pidea mais présente l'avantage d'étre
sensible & un degré souvent élevé. La C.C.M. astélparmi une phase stationnaire solide ou
adsorbant et une phase mobile liquide La phaselen@st un solvant ou un mélange de
solvant qui progresse par capillarité le long d’'\pfease stationnaire déposée en un film
fluorescent a la lumiére Ultra-Violette (UV). Latmiance a analyser est déposée sur la phase
stationnaire et le développement se fait a l'aiden dsolvant approprié. Les différents
composés migrent a leur propre vitesse derriefeold du solvant et leur emplacement est

repéré I'observation de la plaque sous UW264 mn et 365 mn). lls sont ensuite révélés a

41



l'aide d’un réactif approprié. Pour un chromatognaen chaque constituant est caractérisé par
un référence frontale notée. RPapinet al.,1977 ; Chavannet al, 1986).

_ distancegparcourugparle produit(Rf <1)
distanceparcourugarlesolvant

Rf

> Saturation de la cuve

Le systeme d’éluant a été versé dans la cuve l6tesrmvant I'opération. Ceci a pour effet de
saturer I'atmosphere de la cuve. Chaque plaqueMC.€.subi un traitement préalable afin
d’éviter les effets de bord. La ligne de dépotéatéacée a 1cm du bord inférieur. Sur chaque

plague, le systeme d’éluant utilisé est mentionné.
» Dépot des échantillons

Les échantillons en solution ont été déposés sligria de dépbt a I'aide d’'un capillaire. Les
dépots sont distants de 1cm au minimum. Avant télugon, une vérification sous UV est

faite pour chaque dépdt pour s’assurer que la gaatéposee est bien suffisante.
» Développement de la plaque

La plague a été placée en position verticale damsive en évitant d'immerger les taches de
dépdt. La migration a été arrétée lorsque le fdansolvant arrive a 1cm du bord supérieur de
la plaque. Ainsi la plaque est retirée de la cuMaissée sécher a l'aire libre.

» Observation de la plaque a a lumiére UV
La plaque a été observée a 'UV aux longueurs dddnr@54 mn et 365 mn.
» Révélation

Les produits ont été révélés a la vanilline sutfue.
Préparation de réactif a la Vanilline sulfurigu@n mélange un volume égal d’'une solution A
(6g de vanilline dans 100ml d’éthanol) et d'uneusioh B (6ml de HSO, dans d’éthanol).
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C.3.2-2. Chromatographie Liquide & Basse Pressibh.B.P)

La C.L.B.P est une méthode courante de séparatianssi de purification des constituants

d’'un mélange.

C’est une technique basée sur un systeme de pt@sp®sé d’une phase stationnaire et d'une
phase mobile (Nagedt al, 1969). Le remplissage de la colonne par la pliaseest une
opération délicate, car de son homogénéité dépend dualité de la séparation. Eviter les

bulles d’air est une condition importante pourdassite de la manipulation.

Il existe deux modes de remplissage :

v Par voie séche : 'adsorbant est mis directemems tacolonne utilisée

v' Par voie humide : I'adsorbant est d’abord mélanggcain volume d’éluant.
Aprés agitation, le tout bien homogénéisé est vdes®s la colonne L'échantillon a analyser
est déposé au sommet de la colonne en bande &wogeforme :

v' Soit d’'un dép6ét liquide : I'échantillon est dissal#ns un minimum de volume
de solvant (cas d’'un échantillon peu ou moyennerpelaire).

v' Soit d'un dépét solide : I'échantillon est diss@ains un minimum de volume
de solvant polaire puis mélangé avec une petitditgquiadsorbant (cas d’'un échantillon
polaire). La poudre est débarrassée avec précadticolvant par évaporation et déposée en
haut de la colonne (Chavanetal., 1986).

L’élution peut se faire a laide d'un seul solvaoti d’un mélange dont on varie

progressivement la composition.

La phase stationnaire (gel de silice) est miseuspension dans un tres petit volume de la
phase mobile (éluant) et on agite jusqu’a I'obtamtd’un mélange homogene. La bouillie
obtenue est versée dans la colonne et I'excésldens@st éliminé a I'extrémité de la colonne.
La substance a séparer est mise en solution dghssldaible quantité de solvant pour obtenir
un dépdt liquide qui par la suite est déposée en sgule fois au sommet de la colonne.
L’élution a été effectuée suivant le mode d’analgse gradient d’ élution. Les systemes de

solvants employés pour séparer les différents taasts des extraits sont :
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v' hexane/gradient dichlorométhane
v dichlorométhane/gradient méthanol

L’élution a été recueillie par fraction de 6ml.
C.3.2-3. Chromatographie sur Couche Epaisse (C.C.E)

La C.CE est employée pour la purification, I'isolemh des composés. Elle consiste a séparer
de maniéere tres satisfaisante des quantités deaswaksinférieure a 100mg. L’échantillon a

séparer est déposé en un trait continu que I'omarge plusieurs fois.

Le développement de la plaque fractionne I'échiantien bande paralléle. Ces bandes sont

révélées soit par la lumiere U.V, soit par pulvaisn d’un réactif sur une partie de la plaque.

L’adsorbant correspondant a la zone contenantdéuarrecherché est gratté, dissous et agité
a température ambiante dans un solvant. Le mélkestgaors filtré.
L’évaporation du solvant permet de recueillir quelgng du produit purifié. Une C.C.M

ultérieure permettra de contrdler la purete.
C.3.3. Méthodes d’analyses spectrales
C.3.3-1. Couplage CPG/SM
. Chromatographie en phase gazeuse

La CPG permet d’analyser, de séparer les compasEsig, susceptibles d’étre vaporisés par
chauffage sans décomposition. La séparation esiefosur la différence de distribution des

COmposés a séparer entre un gaz et liquide ouzuatga solide. (Chavanm al., 1986 ).
La phase mobile est un gaz (hélium, azote, arggirogene ou mélange benzene/méthane).

Elle comprend 6 éléments principaux :

by

- Source a gaz: Le gaz, sous forte pression de 4l kars arrive dans le systeme

chromatographique.
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- Chambre d'injection : La chambre d’injection p&ds une double fonction, d’'une part,
elle provoque la volatilisation instantanée de Hatillon introduit et d’autre part elle
assure I'homogénéisation du mélange vapeur de diédlon/gaz vecteur, elle a un
volume et une géométrie soigneusement etudiésjtedtle maintenue a une température
relativement élevée, supérieure a celle de la oeprsans toutefois entrainer la

décomposition thermique des substances a chronagiuigues.

- Four : Il est destiné a recevoir les colonngsosséde un dispositif de programmation de
température en fonction du temps.

- Colonne : Elle est constituée d’'un tube étrogtife a contenir la phase stationnaire. Les
avantages des colonnes capillaires les plus @disetuellement sont leur efficacité et
leur rapidité. La phase stationnaire est étalédasparoi interne du tube ou sur une fine
couche poreuse de support déposé sur cette parmneé du tube ou sur une fine couche

poreuse de support déposé sur cette paroi, arlente de la colonne.

- Détecteur : Le détecteur est placé a la sortidadeolonne. Il décéle la présence des
substances entrainées par le gaz vecteur au &umetsure de leur élution. Chacune de
ces substances modifie une propriété physique oipipachimique de ce gaz et la

variation résultante est transformée par le déteae signal électrique.

- Enregistreur : Les signaux électriques sont dmpliet transcrits sous forme graphique

par I'enregistreur.

. Spectrométrie de Masse

La S.M est une méthode d’'analyse en phase gageuseayupe une place privilégiée grace a

ses caracteristiques : sensibilité et limite dedéin inégalées. Elle permet a la fois d’accéder

a la mesure de la masse moléculaire d’un compossgi gue dobtenir des données

structurales. Le compose isolé se trouve dans aineg&tité qui provoque sa fragmentation.

L’'analyse de ces fragments informe sur la struatieréa molécule. Chacun des ions formé est

caractérisé par son rapport masse /charge (mfgpgareil est capable de séparer ces ions et

de les détecter, les caractériser qualitativemega@ntitativement (Jaussaud, 1996).
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Fondamentalement, un spectrométre de masse teagaills vide et comprend cing parties

principales :

v' Le systéme d'introduction qui fait pénétrer I'éctibon dans le spectrométre de

masse.

v' La source et chambre d’ionisation qui a pour bupdmuire des ions a partir de
'échantillon a analyser, dans laquelle les molésulsont ionisées aprées

bombardement.
v' L’analyseur qui sépare les ions en fonction de m/z.
v Un détecteur qui collecte les ions fragments etldimje signal associé aux ions.

v"Un ensemble informatique de traitement des dongéegermet de transformer les

informations regues par le détecteur en spectraaisse.
Il existe diverses méthodes d’ionisations :

v" I'lmpact Electronique (E.I), c’est le mode d'ionis le plus courant. Avec

I'expérience par E.I, le nombre de fragments oldezst €levé.

v" L’lonisation Chimique : cette ionisation plus dougee la prétendante consiste a
produire des ions par collision de la moléculerdser avec des ions du plasma du gaz

réactif. Les ions primaires du gaz réactif ont@itenus par Impact Electronique.

v' Autres méthodes d'ionisation douces: la Désorptide champ (F.D), le
Bombardement par des atomes ou des ions rapideB{i-lA Désorption Laser(L.D) ;
la Désorption par Plasma(P.D), le «thermospray.s.P), I'lonisation & Pression
Atmosphérique(A.P.l) dont I' electospray(E.S) owitation par éléctronébulisation
(E.S.1), le plasma couplé inductivement (I.C.P)orisation chimique & pression
atmosphérique (A.P.C.l) et la désorption et iomsatlaser assistée par matrice
(MALDI).
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» Couplage CPG/SM

La CPG et la SM sont deux méthodes compatible®mraipere, dans les deux cas, en phase
gazeuse. Les structures des composeés séparés epodR@nt étre déterminées apres analyse
du spectre de masse. Le couplage CPG/SM nous permaiir en méme temps le profil

chromatographique et le spectre de masse de cleagattuant.

Tableau VII Conditions opératoires.

Conditions opératoires

% Appareillage Focus GC Thermo Electron Corporation

% Gaz vecteur He Débit : 1ml/mn

§ Colonne HP5 25m x Q,32mm X 052um_t_hickness Hewlett Packard
g— (HP5: Crosslinked 5% PhMe Silicone)

é Echantillon Dilué 20 fois dans CHCI3

§ Quantité injectée 1ul split injection automatique

g Température de l'injecteur 250°c

g Four 1mn a 100°C 5°C/mn jusqu’a 280°C 10mn a 280°C

Température du « transfert line »  280°C
= Appareillage Polaris Q Thermo Electron Corporation
0

Mode lons positifs IE (Impact Eléctronique)

C.3.3-2. Couplage CPG/IRFT

» Spectroscopie Infra Rouge

Les spectroscopies optiques utilisent des échadi&sergie, qui s'établissent entre les
molécules d’'une part et un rayonnement électrontagres le plus couramment UV, visible
ou IR, d’autre part. On peut alors définir quebesit les longueurs d’ondes absorbées et avec
guelle intensité le phénomeéene se produit, ces dmnséexprimant graphiqguement par un

spectre spécifique du composé analyse. Le choixnediméthode spectroscopie dépend du
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type d’information que I'on désire obtenir. AinBitilisation de photons infra rouge, trés peu
énergétiqgues, met en évidence les divers groupsnamnmiques présents au sein d’une
molécule : alcool, aldéhyde, cétone, acide. Ainsg tp mature des liaisons entre les carbones
d’'une chaine (chaine saturée, insaturée, aromatiGes types de spectroscopie exploitent des
variations des états de vibration et de rotatisatenposés organiques, soumis a I'impact des
radiations. Les pertes d’énergie correspondantraodvements que I'on suscite au sein des
édifices moléculaires se traduisent alors par deslés d’absorption, facilement réparables
sans le spectre (Chavaneteal., 1986 ; Jaussaud, 1996).

» Couplage CPG/IRTF

Le couplage CPG/IRTF permet d’avoir le spectre sprig soit nécessaire d’isoler le produit

suivant un processus analogue au couplage CPG/SM.

L’analyse en CPG/IRTF devient une nécessité lorsgbantillon a disposition est en trés
faible quantité. Le couplage CPG/IRTF fournit enrerpier lieu le chromatogramme Total
Response Chromatogram (TRC) ou Chromatogrammeé€Tletalans un deuxieme temps, le
spectre IR correspondant a chaque pic. Le speRifé& bbtenu représente empreinte digitale

de la molécule, ce qui permet de lever I'ambiggiiénd a la stéréochimie du composé.
C.3.3-3. La Résonance Magnétique Nucléaire

Lors qu'une molécule est soumise a l'action conimle deux champs magnétiques
convenablement orientés, I'un intense et fixe, 'atitte oscillant dans le domaine des

radiofréquences, certains des noyaux atomiquesa drolécule entrent en résonance. Cela
signifie qu’ils absorbent des fréquences définies rdyonnement électromagnétique, en
émettant des signaux caractéristiques. UN tel phéne physique, appelé Résonance
Magnétique Nucléaire (R.M.N), peut étre exploit@pbanalyse structurale. En effet, I'étude

de la forme, de la position et de lintensité degaux nucléaires recueillis sous forme de
spectre, permet de localiser les atomes de la mlelégtudiée et de précisée sa formule

développé plane, voire sa stéréochimie (Usov, 198#avannest al.,1986 ; Jaussaud, 1996).
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En chimie organique, les propriétés Hd et celles du*>C sont les plus exploitées. On
distingue alors plusieurs catégories de spectreslds plus usuels sont ceux de types mono et

bidimensionnels.
a- Le spectre R.M.N'H

Tous les signaux désl apparaissent aux valeurs éepm comprises entre 0 et 15.

Le spectre est caractérisé par la présence d'umbea’intégration ou courbe intégrale qui se
présente sous forme d’escaliers ou courbe en pal#le représente l'intégration des surfaces

sous les pics des signaux, et renseigne sur le reotedH possible pour chaque signal.

Le nombre de'H sur les sites voisins donne l'allure d’un signet,les signaux peuvent
contenir un ou plusieurs pics. Dans ce dernierlaadistance entre 2 pics dans un multiplet est

appelée constate de couplage J (exprimé en Hz).

Les informations & tirer d'un spectre R.M!N sont les types de sites protoniques dans la

molécule et la structure de I'enchainement des pitetoniques (Bellioet al, 1983).

b- Le spectre 1-D du 13C

Dans le spectre off résonance decoupling, les egegl entréH et °C sont distingués en
appliquant a I'acquisition du spectre, une fréqeeiégerement a droite du celle de T.M.S. On
supprime ainsi le petit couplage et on n’observe lgugrand couplage. L’allure des signaux

permet d’obtenir le nombre d&l porté par I€°C remarquable (Usov; 1984).
c- Spectre RMN 2-D

En ce qui concerne les spectres bidimensionnelsmdntrent des corrélations entre deux
noyaux :
v' de méme espece (homonucléaires), I'abscisse eiohm€ du spectre représentent les
spectres de ces derniers.
v' ou l'espece différentes (hétéronucléaires), leymscses respectifs sont portés sur
I'abscisse st I'ordonné des spectres 2-D (Ge¢ail, 1984).

Le COrrélation SpectroscopY ou COSY est un spegreorrélation homonucléaire

'H-'H. La présence des taches de corrélations symétpau rapport a la diagonale (spectre
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de forme carrée) permet de déterminer les coroéigtientre lesH impliqués dans les

enchainements de types :

\<H/H —/{H)
aN

» Les conditions opératoires

Tous les spectres RMN ont été enregistrés sur aatrgmetre utilisant Varian 300
NMR Gemini. Les spectres sont enregistrés dans HCI

5'H=7,23ppm

33C=77,23ppm
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C.3.4. Etude de l'activité biologique
» La méthode utilisée

Un antibiogramme est un examen permettant de diéternta Concentration Minimale
Inhibitrice (C.M.I) d’'une souche bactérienne visia-des divers antibiotiques. Par définition,
la C.M | est la plus faible concentration d’antiiigoie capable de provoquer une inhibition
compléte de la croissance d’'une bactérie donng@gaipble a I'ceil nu, aprés une période
d’incubation donnée (Whytet al.,1984, Kbniget al,, 1999).

Dans le cadre du présent travail, la méthode desiliin ou antibiogramme standard a été
mise a profit pour un criblage des activitts migotdgiques (antimicrobiennes), et

biologiques (antipaludéennes).

Des disques de papiers buvard, imprégnés des @idils a tester, sont déposés a la surface
d’'un milieu gélose, préalablement ensemencé aveccuhiure pure de souchErterobacter
cloacae, Klebsiella oxytoca, Shigella boydii, Psmudnas aeruginosa, Escherichia coli,
Salmonella enterides, Bacillus cereus, Staphyloes®caureus, Streptococcus pneumoniae,
Cryptococcus neoformans,  Trichosporon mucoides,and@a albicans pour le test
antimicrobienne etPlasmodium falciparumpour le test antipaludéenne) a étudier. Des
'application des disques, les antibiotiques diffinisde maniere uniforme si bien que leurs
concentrations sont inversement proportionnell@sdstance du disque. Apres incubation, les
disques s’entourent des zones d’inhibitions cilicegacorrespondant a une absence de culture.
Lors que la technique est parfaitement standardigeSediamétres des zones d’inhibition
dépendent uniquement de la sensibilité du germe-k&atin et al, 1991, Argadonat al,
2002).

Pour chaque souche, 1mg d’extrait est déposé sulisgue de 6mm de diamétre. La zone
d’inhibition circulaire est mesurée par le diame&e mm : plus elle est grande, plus la
sensibilité de la souche bactérienne testée vis-devl'antibiotique étudié est importante.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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A. POLYSACCHARIDES

A.l. Aspects des précipités

Les précipités obtenus lors de la récupération cdesaghénanes (Figure 9), par les deux

méthodes d’extraction, différent par leur aspeadbléau VIII).

Cold Extract Hot Extract
Figure 9. Précipité de carraghénane.

Tableau VIII Aspect des précipités

Méthode d’extraction Aspect du précipité
« Cold Extract » Blanc dispersé
« Hot Extract » Blanc non dispersé

Les aspects du précipité obtenu par précipitatidiE@DH du CE et de celui obtenu par
précipitation au CTAB du HE sont relativement diffiéts. Dans le premier cas, les chaines
polysaccharidiques s’associent progressivementateare réversible en double hélice (REES

et al, 1969). Pour le second, I'aspect « blanc nonelggp» est da a la présence de CTAB.
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A.2. Rendements

Les teneurs en carraghénanes obtenues par lesxtnégtions effectuées sont rassemblées

dans le tableau suivant :

Tableau IX. Rendement des extractions

Rendemen

Par « Cold Extract » Par « Hot Extract »
Extraction (%) (%)
Extraction 1 6,12* 14,21* (H,0)
) 12,63* (H,0)
Extraction 2 6,97*
14,83** (H,0)
) 12,833**
Extraction 3 8,88*

(milieu légerement alcalin/NaHGD

* : précipité par 'EtOH
** : précipité par CTAB
Dans I'extraction 3, la poudre d’'algue a subi wmtément préliminaire de dépigmentation
avant I'extraction a froid. Pour les deux autregamtions (1 et 2), la dépigmentation a eu lieu
aprés l'extraction a froid, c’est-a-dire, avantxtiaction a chaud. Les rendements en
carraghénanes obtenus pour les deux cas, difféeremoyenne, de 1%. Ainsi, on peut avancer
gue l'opération de dépigmentation influence pewveledement des extractions. Elle améliore

legerement le rendement en polysaccharides a froid.

Pour une méme extraction (2), une précipitatiorCaAB améliore le rendement en
carraghénane de. corallorhiza,14,83% contre 12,63%. En effet, il est généralenaeintis

gue la CTAB est I'agent de précipitation usuel dasaghénanes.

Le rendement de I'extraction & chaud, a pH newdeal distillée), est meilleur par rapport a
celui de I'extraction en milieu alcalin, les polgsaarides étant récupérés a l'aide du CTAB
(14,83% contre 12,83%).
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A.3. Dosages colorimétriques

Les valeurs ont été calculées a partir de la codidtalonnage.

Les teneurs en sucres totaux des extraits CE etdtiE regroupées dans le tableau X. La

A.3-1. Dosages des sucres totaux.

courbe d’étalonnage est présentée dans la figure 10

Tableau X. Teneur en sucres totaux des extraits CE et HE.

Extraits

[échantillon]
(Lg/mli)

[Galactose]*
(ug/ml)

Teneur en sucres
totaux (%)

CE

200

87

43,5

HE

200

90

45

*atalon

D.O.(nm) 4

0,900
0,800 1
0,700 F
0,600
0,500 4
0,400 |
0,300
0,200 |

0,100

20

T T T T
40 60 854 120

} } } }
140 160 180 200

[Gal](ug/ml)

Figure.10. Courbe d'étalonnage du dosage des sucres totaux.
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Les teneurs en 3',6’-anhydrogalactose des exi@ditgt HE sont rapportées dans le tableau XI

suivant :

A.3.2. Dosage des 3',6’-anhydrogalactoses.

Tableau XI. Teneur en 3’,6'-Agal des extraits CE et HE.

Extraits [échantillon] [Fructose] [3’,6’-Agal] Teneur en
(ng/ml) (UM/ml) (ug/ml) 3',6’-Agal (%)
CE 1000 0,075 12,42 1,24
HE 1000 0,045 7,45 0,75

Les teneurs en sulfates des extraits CE et HErasaémblées dans le tableau XII suivant :

A.3.3. Dosage des sulfates

Tableau XII. Teneur en sulfates des extraits CE et HE.

) [échantillon] [sulfate] Teneur en sulfates
Extraits
(Hg/mi) (LM/ml) (%)
CE 200 22 29
HE 200 70 36

Tableau XIII. Récapitulatif des dosages colorimétriques.

Teneur en sulfates
(%)

Teneur en sucres totaux
(%)

Teneur en 3',6’-anhydrogalactose
(%)

C.E H.E C.E H.E C.E H.E

43,5 45
CE = Cold Extract

1,24 0,76
HE = Hot Extract

29 36

La teneur en sucres totaux exprime le taux de @ufen polysaccharide. Les teneurs trouvées
pour le cas des extraits CE et HERlecorallorhizasont faibles et pratiguement équivalentes.

Ceci pourrait révéler la présence de substancessagtie du sucre. La présence de résidu du
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CTAB non déplacé, lors de la récupération des ghdaanes pendant les extractions, n'est

pas a exclure.

Les résultats des dosages biochimiques, rappaoeies ld tableau X1 précédent, montrent que
les teneurs en 3’,6’-anhydrogalactose de nos édlbastsont faibles. Ceci s’explique par le
fait que les polysaccharides Be corallorhizapourraient ne pas contenir ou contiennent tres
peu de famillec-carraghénane (Yaphe, 1959 ; Mollion, 1973 ; Boaral., 1980).

En ce qui concerne les teneurs en sulfates, lesirsatrouvées sont conformes a celles des

carraghénanes qui varient de 20 a 50 % (Brune@88)1

nA.4. Spectroscopie infra rouge

Les interprétations des principales absorptions gpectroscopie IR des CE et HE sont
rassemblées dans le tableau XVII. Celles-ci livteatinformations relatives a la position des
groupements sulfates et a la présence de pontAjél, dans l'unité de répétition du
carraghénane :

Présence dsulfate équatorial secondaire d’'un galactose-2xgil830 cril)

Faible teneur en 3',6"-Agal, justifiée par la fabhtensité du pic & 930 ¢m

Présence de sulfate ep @& I'unité 3',6'-Agal (805 crit, épaulement)

Absence de sulfate en G4ial secondairel’'une unité D-Gal (absence d’absorption

en 845 crif).
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Tableau XVII. Résultats de I'analyse en IR des CE et HE.

CE HE
Fr?(?nlﬁ;]ce Intensité Fr(égrlé_ei-;]ce Intensité Attributions (littérature)
3450 TF 3478 TF vers 3000 vibration de valence de O-H libre et lié
2954 f 2917 F 2920 vibration de valence ¢-C-H
2852 M 2800-2900 | vibration de valence de —C-H
1640 F 1640 TF 1640 H,O
1370 M 1362 M 1370 allongement antisymétrique de C-O-S et S-O-S (wm)lfa
1250 TF 1250 TF 1240-1250 | allongement antisymétrique de C-O-S et S-O-S (w)lfa
1240 TF 1240 TF 1240 S=0 de sulfate
1100-1050 | déformation de liaison d™-H lié
1070 f 1100 F 1070 vibration d'allongement de la liaison C6-O
1050 TF 1050 TF 1030-1050 | allongement de la liaison C-O de C-O-S
930 f 93C f 930 déformation du pont 3-anhydro de 3- Agal
920-930 galactose 4-sulfate dans le carraghénane
890 E 890 E 890 épaulement dd au 3,6-Agal
- - - 845 C-0O-S de S@Fde C4 axial secondaire (+ 705 caractéristique)de
830 M 830 M 830 sulfate équatorial secondaire d’'un galactose-2tailf
820 ? 820 ? 820 C-O-S de S@ équatorial
810 ? 810 ? 810-820 sulfate en C6
E E 805 sulfate en C2 de 3,6-Agal (caractéristique)de
776 f 777 F 770-810 O-S de C-O-S
F : trés forte F : forte M : moyenne f . libe E : épaulement




A.5. Modification alcaline (M.A.)
Le tableau suivant montre les rendements en CEetpties MA.

Tableau XIVRendement des CE et HE aprés MA.

M asse obtenue aprés modification (m Rendement (%
CE 173,80 86,90
HE 174,10 87,05

Les rendements des CE et HE apres MA sont pratigaeggaux. Les tableaux XV, XVI, et XVII
montrent respectivement les teneurs en sulfates3’' @tAgal, et les variations observées en

spectrométrie IR des extraits, avant et apres noatidn alcaline.

Tableau XV.Teneur en 3’,6’-Agal des extraits CE et HE, avdratpres M.A.

z . [3,, 6,' ' A 0

s | G | Cno) | sap | Teresensifhe o)

(ug/ml) avant MA apres MA

CE 1000 0,115 19,044 1,24 1,904

HE 1000 0,110 18,216 0,75 1,821
D.O.(nm)A

0,30 4

0,20 4

1 :E [l
HE CE §§ 0,15 0,20 0.25  [3,6-Agal J(ng/ml)
%m
&)

Figure 11 Courbe d'étalonnage lors du dosage des 3,6-dgait et aprés MA.
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Tableau XVI.Teneur en sulfates des extraits CE et HE apres M.A.

i _ Teneur en sulfates
[échantillon] [sulfate] (%)
0
Extraits /mi M/ml
(ug/mb) (H ) avant MA apres MA
CE 200 37,5 29 18
HE 200 56,25 36 28
D.O.(nm)
0,15
o102
0,005 T~
| ! | ; I | ! | | | |
T < T T T T T T T
E % CE HE 75 1125 150 [ sulfate J(ug/ml)
L O

Figure 12 Courbe d'étalonnage du dosage des sulfates avaptes MA.

Les teneurs en 3,6-AGal trouvées avant et aprés ddApborent celles des sulfates. En effet, la
formation du pont 3,6-AGal, justifiant la perte gmupement S, en position C6 de l'unité A de
répétition, nous permet d’avancer que la sulfatagin C6 est faible pour le cas des polysaccharides

deP. corallorhiza

La variation des intensités des absorptions enc&8t) correspondant & cette formation du pont 3,6-

AGal est observée lorsque I'on procede a la congrarales spectres IR des CE, HE avant et aprés

MA (figure 13).
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Figure 13 : Comparaison des spectres IR des carraghénaneschegumes MA.

A.6-Précipitation a I'aide d’ion K+ : mis en évidence decarraghénane

En solution aqueuse, certains ions, entre auti@s K*, conduisent a la formation de gels stables
qui, a des concentrations en polymeére tres faid#d,ordre de 1g/l (Rochaat al, 1984 ; Cianciat

al., 1997), est nécessaire pour induire cette gélifinaf0,0075M pour lex-carraghénanes, sous
forme K') (Rinaudo, 2002).

Cette manipulation a été entreprise, et nous a ipeda justifier I'absence de la forme

carraghénane dans les polysaccharidd®. derallorhiza
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Conclusion partielle

Compte tenu des résultats obtenus en spectrostBpit ceux des réactions de modification
chimique, et par élimination, des propositions ttacture des polysaccharides présents dans notre

matériel d’étude sont données :

0s0y Nl

R=H ou SQ
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B- AUTRES CONSTITUANTS CHIMIQUES

B.1. Résultats des extractions

103,78 g de poudre d& corallorhizaont subi 4 extractions successives, par gradieqotarité de
solvant (n-hexane, Gigl,, ACOEt, MeOH). Les résultats sont rapportés dartableau suivant.

Tableau XVII.Rendements des extractions.

Extraits Masse de I'extrait Rendement
obtenu (g) (%)
n-hexane 0,3748 0,36
Dichlorométhane 0,6513 0,63
Acétate d’éthyle 0,1645 0,15
Méthanol 1,4679 1,41
Total 2,56

Le rendement de I'extrait obtenu par ACOEt estléagar rapport aux autres extraits. On note
également que le rendement total en d’autres codspest faible (2,56 %) par rapport a celui des

polysaccharides (environ 20%).

B.2. Isolement du composé XXy

Le composé notée XXl a été isolé apres CCE préparative d'une fractiotivex de I'extrait

hexanique (Figure 14).
32 fractions ont été recueilies en fonction desultdts de suivi en CCM. Le profil

chromatographique sur couche mince de la fracte@ahique est présenté dans la figure 15.
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Extrait Hexanique

o 375 mg ACROS ORGANICS 27 75080 g de silicagel, for colurhromatography 0,035-
Colonne : @ intérieur de 2,3 cm 0,070 mm pore diameter Ca 6 nm
@ extérieur de 2,5 cm Systéme: Hexane............. CH2CI2......... CH2CI2/MeOH
Hauteur de 50 cm 100%......overeererreerereerereriennine 0/20
Hauteur effective de 17 cm Fractions de 6 r
Fa-Fg F17 Fig Fig-F21 Fa-Fa7 F2g-F30 F13-F32 Fa3
l: Il Il : IV : V: VI : VIl : VIII :
2.1 mc 9 mc 3.9 mc 9.8 mc 3.6 mc 7.3 mc 8.4mc 3mc
Fas-Fss FaeFs7 Fss Fag-Fa1 Fa2 FazFas Fa7Fso Fs1-Fss
IX: X: Xl Xl XII : XIV XV : XVI :
2.2mc 1.3 mc 1.2 mc 3.8mc 1.3 mc :4.5mc 6.8mc 7.2mc
Fse-Fsg FsoFe1 Fe2 Fe3 Fea Fes-Feg FoFn FroFra
XVII : XVIII - XIX: XX XXI/ ] XXII XXII : XXIV .
6.5mc 4.5 mc 1.7 mc 1.6 mc 2.1 mc 199 me 2.2 mc 3.5 mc
Frs5-Frs FroFs1 Fg2Fga Fgs-Foo Fg1-Foa Fos- Foe-Fo7 Fos
XXV : XXVI : XXVII : XXII : XXIX : XXX : XXXI : XXXII :
5.3 mc 4.8 mc 7.7 mc 17.1 mc 9.5 mc 7.8 mc 100 mc 6.5 mc
XXla: XX”b : XXIIC: XXid:
2,3 m 0,5mg 0,4 mg
g 3,8 mg

Figure 14 Protocole d’'obtention de XX,.
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n-Hex : AcOEL 9 : 1

( y e
71 Bl
i‘ | oBr
Be
7 Bc Adsorbant : silice 60 b4 sur feuille d’aluminium
2L Observation : UV 254mn et 365nm
. B
v Révélateur : Vanilline sulfurique

( ]
.i*- ]

Extrait
hexanigque

Figure 15. Chromatogramme en CCM de I'extrait hexanique.

Le profil CCM de la fraction XXII, active, obtenwspres CLBP de I'extrait hexanique est présenté

dans la figure 16 ci-apres.

CH2CE2 %
+.1 gite MeOH
- Adsorbant : silice 60 b4, sur feuille d'alu
Observation : UV 254mn et 365nm

Révélateur : Vanilline sulfurique

B "
' 0,79

a

b 0,63
c 0,42
d 0,13

Figure 16. Chromatogramme en CCM de la fraction XXII.

bl
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La tache « b » du chromatogramme précédent, a@téapres une CCE préparative de XXII, avec
un systéme de solvant d’élution g, 100 % + 1goutte MeOH. Cette analyse a permis de

récupérer 3,8 mg de poudre blanche, amorphe, nétig,X

B.3. Analyse de XXl

B.3.1. Comportement chromatographique de XXI}

Le résultat d’analyse en C.C.M de XXHst rapporté dans la figure 17.

CH2CI2 100%+1 gtte MeCH

Adsorbant : silice 60 b4, sur feuille d'alu
Observation : UV 254mn et 365nm

Révélateur : Vanilline sulfurique

a h c d

Figure 17.Chromatogramme en CCM de XXl

Le profil chromatographique de la figure 14 nousnin® que le composé XXllest obtenu sous
forme de monotache de couleur grisatre aprés adisemvsous UV, et de couleur gris apres

révélation a la vanilline sulfurique.
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B.3.2. Détermination de structure

Les algues rouges (Rhodophyta) des geRtesamium, Chondrococcuet Octhodessont riches en
monoterpenes polyhalogénés linéaires et/ou cydiguielogiqguement actifs. (Faulkner, 2002 ;
Blunt et al,, 2003).

Plusieurs méthodes spectrales ont été utiliséesdaearminer la structure du composé XXII

B.3.2.1. Spectrométrie de Masse

Tableau XVIII. Données en SM.

m/z Abondances relatives (%) Observations
131 32

149 18 Pic de GBr (Annexe 1)
167 70

185 16 pic de GBr (Annexe 1)
203 80

247 34

283 52

300 100 Pic de base
336 34 Pic parent

Par application de la régle de parité, en I'abset@eote, I'ion m/z 336 est un radical cation,

a nombre impair d’électrons, obtenu par impactteedque, ce qui conduit a une masse
moléculaire M de 336 u.m.a, et a la formule brute correspondabigH1,OCILBr.

Le nombre d'insaturation(s) et/ou cycle(s){Ncorrespondant se détermine par la relation

suivante :

Nic=Xav-Y 1/2+Z3,/2+1

Ou Xav: Nombre d’atome tétravalent
Y 1v: Nombre d’atome monovalent
Zsy:Nombre d’atome trivalent

= Nic=2
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Une analogie avec la structure en C10 de la migésolée du genr@locamiuma été effectuee
pour la détermination de structure. (Bonatdal, 1984). Ces auteurs ont identifi€ un monoterpene
polyhalogéné a partir de 2 espéces d’algues rodgeagenrePlocamium et dont la structure est la

suivante :

( 7-bromo -4,4,8-trichloro-2,6-diméthyl-
Br o cl octa-1,5-dién-3-one )

Sur la base des données de la littérature, noysopoos la structure suivante pour le composé
XX p.

CHa
Cl CL

cl s H“H:Hz
Br CHga OH

( 7-bromo -4,4,8-trichloro-5,6-diméthyl-octa-1,%dt3-0l )
Figure 18. Proposition de structure de XXlI

La fragmentation de I'ion moléculaire est donnéesda schéma 1 de la page suivante.

L'ion le plus intense m/z 300 correspondant & {®&lI] montre qu’il y a départ d’'un atome de

Chlore.
Le fragment m/z 283 correspond a [(M-GIPH].
Le fragment m/z 247 correspond a [(M-CI-OHJ3H,].

Le fragment m/z 167 correspond & [(M-CI-OHHZ)*-Cl].
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CH3

CHj
cl CL ) cl cL
N AN te + N
Cl CHy —» ¢J \CHz
Br CHg OH Br CHs OH
m/z 336
CHs CHs
) cl CL + Cl CL
-«——— HC
H2C \ \ 2 \ \
T CH» CH>
Br CHsz Br CH3 (OH
m/z 283
m/z 300
CH
CHs 3
Cl -
. HoC N
+ 2
H,C \ AN R /-a
CH,
Br CHg
Br CHj
m/z 203
m/z 247
CHg
Hzc.: \
Br CHsy

m/z 167

Schéma 1 Fragmentation de I'ion moléculaire.

+2¢€
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B.3.2.2. Spectroscopie IR

Le tableau XIX résume les données principales ssded’exploitation du spectre IR porté en

annexe.

Tableau XIX. Données en spectroscopie IR de XXII

Nombres d’ondes (crit) Observations Groupes vibrants
3633,46 Faible -OH
2985,52 Forte -C-H
1615,26 Moyenne -C=C
1453,42 Faible -CH
1383,03 Moyenne -CH

968,56 forte -CH=CH

Les informations apportées par le spectre ont erde confirmer la présence des divers
groupements fonctionnels dans la molécule. On motamment la présence de :

¢ Un groupement -C=C-, laissant supposer un grouptétleylénique

% Un groupement —C=CHerminale
On remarque également la présence d'une bande 8886-3670ch, caractéristique d'un

groupement —OH. Ces données corroborent la steiptaposeée.

CHa
Cl CL

cl i, HE‘-EHE

Br CHq OH

( 7-bromo -4,4,8-trichloro-5,6-diméthyl-octa-1,%d+3-0l )
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B.3.2.3.RMN

Le tableau XX résume les informations tirées desctsps RMN

identification.

Tableau XX :ldentification des spectres RMN

de XXY permettant leur

Spectres

Identifications

Remarques

Sia spectre H-1D normalg
Si/S1dS1dS1d Sit -

agrandissement
de certaines zones dg,S

> ANO=SW/SF=4500,5/300,075=14,997
0<8<14,997ppm (spectréd: 0<d<15ppm)

> présence de courbe d'intégration

>on dénombre 12H.

»0n note la présence de
deux méthyles (Ckj
6=1,800ppm et a
0=1,459ppm

Sya spectre d'off
résonance decoupling

> NO=SW/SF=18761,7/75,428=248,73
0<3<248,73ppm (spectréC: 0<5<250ppm)

> absence de courbe d'intégration

»on dénombre 10 atomes ¢

e

Sy/Sye : agrandissement de . . Carbone
certaines zones de.S > présence des multiplets : il y a un phénoméne
de couplage scalaire
. > Abscisses et ordonnées<d9ppm
Sza: spectre. COSsY 0<3<250ppm
S : agrandissement de > Les taches de corrélations forment des carrés

certaines zones dg.S

avec des taches d&4 sur la diagonale

SW: largeur spectr

Tableau XXI. Explo

ale

itation du spectriH.

SF: fréquence du speétrem

sppmmoyen | AQ® 0% "Hauteur au OurbNeo(rEQrts e t'0n|denlﬁté G| Type de st
pallier H H
6,300 m 0,6 1 a CH
6,07 0,6 1
6,03 0,9 1
6,010 m 1,9 2 b/c CH
4,80 0,7 1
4,08 m 0,6 1 d CH
3,65 0,6 1
1,800 m 1,7 3 e CH
1,459 m 1,9 3 f CH
m : multiplet
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L'exploitation du spectre §*H) a permis :
- de dénombrer 1%, & partir de la courbe d'intégration
- de relever la présence des deux méthyles{Gableau XXII)
Tableau XXII: Exploitation du spectrEC.

dppm Allure des signaw Type de C
140,939 t =C
138,091 d
125,032 S =CH
124,404 d
119,908 d =Chl
65,961 S -CHO, CH-O-
41,796 d -CH-, -CH, C-, -CH-Br, -CH-Br, CH,-ClI
28,587 d
27,548 S -CHg, -CH,-,
25,576 d

t: triplet d : doublet S : Sirhet

L’exploitation du spectre,S>C a permis de dénombrer 10 C.
Les corrélations trouvées a partir des spectresYC&@®&oborent I'hypothese de structure attribuée a
XX p.

H
B|r CH 4 c|>/
Cl \0{3 = CH \Cﬁz
H2 Cl Cl H

Les résultats des interprétations respectivespigres COSY sont portés dans le tableau XXIII.

Tableau XXIII. Interprétation des corrélations en COSY.

"H/*H 6, 30 6,07 6,03 4,80 4,06 3,82 3,65 1,80 1,46
6,30 O
6,07 O 0
6,03 o] O
4,80 O
4,06 O
3,82 0]
3,65 O 0
1,80
1,46

O Corrélation forte 0 : Corrélation faible
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B.4. Résultats des tests antibactériens

Tableau XXIV. Résultats préliminaires de tests microbiologiquedes différents extraits.

Extraits L .
Diametre d’inhibition

Souches CsH12 | CHCIl, | AcOEt | MeOH
Enterobacter cloacaATCC 700323 - - - -

Klebsiella oxytocaATCC 8724 - - - -

Shigella boydiATCC 9207 ++ + +++ ++

Pseudomonas aeruginosa ATOQ27 - - - -

Escherichia coli - - - .

Salmonella enterides - - - -

Bacillus cereuATCC 13061 + - + +
Staphylococcus auredsTCC 11632 - - ++ +
Streptococcus pneumoniad CC 6301 + + +++ +

Cryptococcus neoformamsTCC 201382 - - - -

Trichosporon mucoides ATCC 201382 - - - -

Candida albicans - - - .

Diamétre d'inhibition: Interprétation

@ < 7mm - insensible
7<@<8mm + peu sensible

8 <@ <9mm ++ moyennement sensible
@ > 9mm +++ fortement sensible

De la liste des microorganismes utilisés pour éss$st trois parmi les souches ont été sensibles aux
quatre extraits. Il s’agit d&higella boydii, Streptococcus pneumoniae, Stapbglus aureus.
L’activité antibactérienne des extrai&cOEt vis-a-vis de Shigelle boydii de Streptococcus
pneumoniaea été plus importante comparée a celles des extiakanique, dichlorométhane, et
méthanol. La majorité des antibiotiques a été rldment entrainée dans la phase AcOEt lors de

I'extraction.
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Les fractions N° 17, 19, 65, et 95 de la chromatpiie liquide a basse pression ont été également
testés sur les souch&higella boydii, Bacillus cereus, Staphylococcuseas, Streptococcus

pneumoniaeles résultats sont mentionnés dans le tableau XXVAat.

Tableau XXV.Résultats préliminaires des tests antimicrobiens filactions de extraits hexaniques.

Extraits Diametre d'inhibition
Souches Fi7 Fio Fes Fo7
Shigella boydiATCC 9207 + + +
Bacillus cereuA\TCC 13061 + +
Staphylococcus auredsTCC 11632 + +++ +
Streptococcus pneumoniAdCC 6301 + + +++ +++

L’activité antibactérienne des fractionnemenis dt k7, vis-a-vis deStreptococcus pneumoniast
plus importante comparée a celle des fractiopnseF Ro. La soucheStaphylococcus aureusst
fortement sensible vis-a-vis de la fractiog EFigure 19), et moyennement sensible aux fractions
Fi7, Fio, et 7. Les autres agents pathogénes n'ont eu aucunéitghvis-a-vis des fractions

testées.

Fes Fes
Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

Figure 19 Halo d'inhibition de F65 vis-a-vis d& aureus et S. pneumoniae.

B.5. Résultats des tests antimalaria

Concernant le test antimalaria de I'extrait hexaaigieP. corallorhizg réalisé suPlasmodium
falciparum FCM29, le taux d’inhibition & une concentration s pg/ml est de 33%. La quinine a

été prise comme référence, £4€3,28 + 0,53ug/ml).
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CONCLUSION

75



Les premierestudes approfondies sttlocamium corallorhizade Madagascar réalisées dans le
présent travail, entrent dans le cadre de nott&tion & la recherche. Elles nous ont permis de
comprendre la méthodologie de recherche dans leaidendes Produis Naturels, et de nous
familiariser avec les techniques courantes de &bwe. Nous rapportons dans ce document les

premiers résultats de I'étude chimique et biologiguatreprise su?locamium corallorhiza
» Extraction et caractérisation des polysaccharidesette algue rouge.

» Tests antibactériens de différents extraits (&Xdne, au dichloromérhane, a l'acétate

d’éthyle et au méthanol).
> Isolement et détermination de structure d’un darestt majoritaire d’'un extrait hexanique.

Le protocole d’extraction, entrepris pour les palysharides délocamium corallorhizaest celui
des carraghénanes : Cold- Extract et Hot-Extraéc{pité par CTAB). Les dosages colorimétriques
réalisés ont permis d’avancer que les polysacobsrdeP. corallorhiza contiennent une faible

teneur en 3,6-anhydrogalactose (0,75 a 1.24 %ipesteneur en sulfates qui varie de 29 a 36 %.

Les données spectrales en infra rouge du polysadehant confirmé la présence de pont 3,6-
Anhydrogalactose, et de groupement sulfate. Apréglifination alcaline, la teneur en 3,6-
Anhydrogalactose augmente tandis que la teneunukates diminue. C’est une indication pour la

détermination ultérieure du type de carraghénane.

Le volet microbiologie nous a permis de nous initeix méthodes de réalisation de tests
antibactériens. Des antibiogrammes ont été réasiséslix souches bactériennes de référence. Ces
extraits ont donné une touche positive a ces tastamment I'extrait a I'acétate I'éthyle. D’autre
part, les tests antipaludéens ont également éliédgaur I'extrait hexanique. Ce dernier présente
également une touche positive a ce test. Ainsi étnde des constituants chimiques de I'extrait
hexanique a été entreprise. Le fractionnement agséé I'emploi de différentes méthodes
chromatographiques : CCM, CLBP, CCE, et a condlis@ement d’'un constituant majoritaire, qui

se présente sous forme de poudre blanche amorpbége cXXIk. Une structure chimique est
proposée sur la base des différentes données apscti s’agit de 7-bromo -4,4,8-trichloro-5,6-
diméthyl-octa-1,5-dién-3-ol (fgH140C3Br). Ces données sont en accord avec celles de la
littérature. Des monoterpenes aliphatiques polyd@iés analogues ont été isolés stlocamium

corallorhiza collectée en New South Wales, Australie (Doretldl.,1984).
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Actuellement, l'utilisation des algues comme ménieat s’effectue encore de facon empirique.
Une meilleure connaissance des algues marines ohagast encore nécessaire. Pour nos travaux

ultérieurs suPlocamium corallorhizanous envisagerons :
> de confirmer les types de polysaccharides,

» d’affiner la purification du produit XX} afin de tester et de confirmer son activité

antibactérienne, et

» de poursuivre I'étude chimique des autres exthadgkgiqguement actifs.
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Spectres InfraRouge des carraghénands derallorhiza
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Résumé

Plocamium corallorhizaune algue rouge, récoltée dans la région de Jaata, fait I'objet d'étude chimique de
mémoire. Les polysaccharides extraits de cettecabgarine sont constitués de carraghénanes, foromitél'de répétitior
D-galactose/D-galactose. Les méthodes de dosagmsnuéiriques, réalisées pour la déterminationtdesurs en sucre

totaux, en groupements sulfate et en unité 3,6-Ardgalactose, associées aux méthodes physico-alemid'analyses

des polysaccharides (modification alcaline, spscwpie Infra rouge) ont permis d’avancer que ldggaacharides dB.
corallorhizapourraient étre constitués d’'un mélangeuéde/-, et dew-carraghénanes.

Un produit codé XXllb, a été isolé de la fractioexhnique de®. corallorhiza Une hypothése de structure a été don
sur la base des résultats d’analyses chromatognagdi CLBP, CCM, CPG/SM, CPG/IRTF, d'une part, deanéeg
spectrales (RMM et RMNC), d’autre part. Il s’agit d’'un monoterpéne pollgggné : 7-bromo-4,4,8-trichloro-5, ¢
diméthyl-octa-1,5-dién-3-ol.

Des tests d’activité antimicrobienne des fractioasisi que des tests d'activité antimalariale, amintré queP.
corallorhizapourrait constituer une algue thérapeutique.

Abstract

Plocamium corallorhizaa red alga, collected in the area of Taolagnarte chemical subject of study of this memory,.

The polysaccharides extracted from this marine edgesist of carrageenans, formed of unit of rejoetiD-galactose/D-
galactose. The colorimetric dosing method for tetajar contents, sulfates and 3,6-Anhydrogalacinge
determination, associated with the physicochenpoblsaccharides analysis methods (alkali- modificatiR
spectroscopy) allowed to advance that polysaccésuad P. corallorhizacould be made up of a mixture jof, y-, et de
w-carragheenans.

One compound coded XXIIb was isolated from the hex&action ofP. corallorhiza Strucure proposition was given ¢
the basis of chromatographic analysis results pedtel data (LPLC, TLC, GC/MS, GC/IRTEHNMR and“*CNMR): it
may be a polyhalogenated monoterpene 7-bromo-#jdt8ero-5,6-dimethyl-octa-1,5-dien-3-ol.

Antimicrobial and antimalarial activities of sontradtions showed th#&. corallorhizacould be a therapeutic alga.
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