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INTRODUCTION



Depuis l'antiquité, dans le monde entier, les homapprécient les vertus des plantes qui
jouent un réle capital dans l'art de guérir. Il gracore quelques siecles, il n'y avait que les
plantes pour se soigner. Au fil des siecles, daeratiques ont été développées pour extraire
les principes actifs des plantes [36].

De nos jours, les produits naturels sont encoresonece importante pour la recherche de
nouveaux composés actifs contre de nombreuses iemlddutilisation thérapeutique des
plantes fait partie intégrante des traditionstalges les cultures. La valorisation médicinale
dans ces pratigues passe par lisolement et lifilgation de nouvelle(s) molécule(s) en
effectuant des fractionnements bioguidés pariVaétsur une cible biologique [1].

Les recherches modernes ont montré que I'action plastes médicinales est due a
guelques constituants, peu nombreux, élaborésgatante [5]. Le travail des chimistes
permettra une identification plus précise des ageutifs des plantes et une meilleure
définition de leurs vertus. Les progres de la smeont permis également un rapprochement
significatif entre la pharmacopée végétale et ladenime moderne basée sur la
chimiothérapie. Différents principes actifs de péanont ainsi pu émerger tels: la morphine et
la quinine. La reproduction par synthése de cawxcipes actifs a abouti a la découverte de
nouveaux medicaments [28].

Dans les pays en voie de développement comme Msakagda population rurale utilise
encore les plantes a des fins thérapeutiques [d6Madagascar il existe une grande
biodiversité qui donne beaucoup d’avantages augnsiiques pour développer leurs
recherches. C’est a partir des théories et degpeat observées par les tradipraticiens que les
scientifiques du temps moderne tentent d’affirmexistence des principes actifs contenus
dans une plante, d’isoler le principe actif respdues des vertus curatives et d’en déterminer
leurs structures chimiques. Dans ce cadre, ceiltragaduit a l'identification du ou des
principe(s) actif(s).

Dans cette étude, nous avons choistdpayer connu sous le nom scientifique Garica
papayal. de la famille desCaricaceae C’est une plante originaire du Mexique qui a été
introduite a Madagascar. Le but de notre recherdte d’isoler de(s) produit(s) actif(s)
alcaloidique(s) purs a partir des feuilles du papast d’en déterminer leur(s) activité(s)
biologiques ainsi que leur(s) structure(s).

Notre travail se divise en trois grandes parties.

La premiere partie consistera aux généralités.

Dans la deuxiéme partie, nous procederons a l'etdrades alcaloides contenus dans les

feuilles de papayer, nous effectuerons l'isolemded produits biologiguement actifs et la



détermination des activités antibactérienne et-adante des différentes fractions de
I'extrait d’alcaloides totaux.
Et dans la troisiéme partie, nous détermineronstiestures des produits isolés afin

d’en émettre une hypothése.



Partie | : GENERALITES

I-1-Les substances naturelles
|-2-Généralités suCarica papaya..
|-3-Généralités sur les alcaloides
I-4-Généralités sur les tests biologiques

[-5-Détermination structurale



[-1- LES SUBSTANCES NATURELLES
I-1-1-Définition
Ce sont des composés d’origine animale ou véggale

I-1-2- Propriétés
Elles ont des propriétés diverses selon leur familéur genre ou leur espeéce.

Quelgues unes de ces propriétés ont été notéegrigié anti-inflammatoire et analgésique
du pinéne, humléene, transfarneseéne du KatrafayCédrelopsis greveiPtaeroxylacées)
[41] ; propriétés anticancéreuses de Rutacélinéaste la plante FahavalokazZa(thoxylum

madagascariensBaker, Rutaceae) [16].

I-1-3-Biogenese
La biogenése des substances naturelles est résumde Schéma 1
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Schéma 1: Biogenése des substances naturellgs]



[I-2- GENERALITES SUR CARICA PAPAYA

[I-2- 1- Botanigue

Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Violales
Famille : Caricaceae
Genre Carica

Espece papaya

Noms vernaculaires : Papaye ou arbre a melonéaigdis) — Mapaza (en malgache)

C'est un arbre généralement non ramifié a tronquaninon ligneux et fortement

marqué par les cicatrices foliaires, atteignantlBm de haut [29] selon la Figure 1.

Figure 1 : Arbre de papayer [29]
Les grandes feuilles palmées possédent sept laliesogt groupés en couronne
terminale au faite du tronc et sont longuemenbji; sous ces feuilles pendent les papayes
groupées comme en grappes [32] selon la Figurerdgue les feuilles tombent, fanées, elles

laissent une cicatrice trés apparente sur le tronc.



Figure 2 : Feuilles du papayer{32]

Le papayer est ordinairement un arbre dioiquepileds sont méales ou femelles, mais
il existe des types hermaphrodites (bisexués).fleess males apparaissent sur de longues
panicules ramifiées a l'aisselle des feuilles, tmmplie les fleurs femelles naissent isolées ou
par groupe de 2 ou 3 sur la partie supérieure dactf47]. Les fleurs du papayer sont
représentées par la Figure 3.

Figure 3 : Fleurs du papayer[47]

Au point de vue génétique, il a été établi que :
» Lorsque les fleurs femelles sont fécondées paifldess males, leur descendance est
constituée de 50% de pieds males et 50% de pieukilés.
» Lorsque des fleurs hermaphrodites sont autofécandéer descendance est de 66%
de pieds bisexués et 33% de pieds femelles.
» Lorsque des fleurs femelles sont fécondées paraflerpde fleurs bisexuées, leur
descendance est de 50% de pieds bisexués et ddespBéds femelles [44].



Le fruit charnu est une baie ovoide, de grosseaifodne et de couleur variables selon les

variétés [50], il est représenté sur la Figure 4.

Figure 4 : Fruits du papayer [50]

I1-2- 2- Utilisations empirigues

Les utilisations traditionnelles du papayer sonhhreuses. On peut citer 3 propriétés
principales de I'espece: anti-ictérique (feuillegjts et écorces), vermifuges (graines et latex
des fruits) et diurétique (racines) [18].

Le fruit est traditionnellement utilisé pour l'afément de la silhouette lors des cures
d'amincissement avec état cellulitique associé.[b@]consommation du fruit est conseillée
contre la constipation [26].

Les feuilles 1égérement froissées servent a atiteladviande; il suffit d'envelopper la
viande et de la laisser ainsi quelques heuresaai fra décoction de feuilles permet d'enlever
les taches de sang sur les vétements [29]. LeBefe@n cataplasme sont appliquées sur les
abces.

Le latex possede un pouvoir anthelminthique, cepenil s’avere toxique et purgatif
aux doses efficaces. A I'état frais, le latex settaiter cors et verrues [3]. Il sert également a
soigner I'acné, lI'eczéma, les dartres et estonspadbes de rousseur.

Les graines contiennent également une substanbelamthique mais leur saveur
piquante en fait perdre leur usage [29].

La papaye verte écrasée est utilisée en applicatiote visage, par les populations du
Pacifique et d'Asie utilisent, pour "éclaircir" teint et détruire certaines formes de taches

mélaniques [26].



[1-2- 3- Travaux chimigues et biologiqgues antérieus

Chacun des organes ou parties de la papaye prédentaultiples vertus, dont
guelques unes sont rapportées dans le présent datum

La graine contient des dérivés soufrés dont l'iemyanate de benzyle qui est
responsable de I'activité antihelminthique [24]alXre part, I'ingestion d’'un extrait aqueux
ou chloroformique des graines par le lapin provotiagét de la spermatogenése et une
stérilité compléte [18].

Les racines sont trés riches en sels minéraux.ilu@&se provoquée par l'ingestion
d’'une décoction de racines n’est pas due a uneraptiopre mais a la richesse en sels de
potassium [29].

L’écorce du tronc utilisée au Cameroun dans lesrést a fait I'objet d’'une étude
approfondie. L'extrait aqueux de I'écorce a étédesur des animaux dans un état ictérique
provoqué par des saponosides. Le déjaunisseméidtax fois plus rapide pour les animaux
ayant regu, par voie buccale, cet extraitGiica papaya Les substances responsables de
cette action sont les sucres, en particulier l@odyfjui augmente la résistance des globules
rouges a 'hémolyse [18].

Enfin, le fruit est I'élément le plus important pgue deux publications, I'une en
Jamaique, l'autre en Gambie, préconisent I'apptioatie la pulpe sur les ulcéres chroniques
et sur les brllures. L'extrait aqueux du fruit nomir a aussi montré une activité anti-
drépanocytairen vitro qui serait due a la présence d’acides benzoidoass le fruit on
trouve des acides organiques, des caroténes, tdesinves C et E [44].

Le latex contient des enzymes protéolytiques alagjine et la chymopapaine.

La papaine, de formule brutgs8,sN.Os, est un complexe enzymatique qui a la
faculté de digérer les protéines, les pectinegussi certains lipides et sucres. Ce pouvoir
digestif peut donc étre mis a contribution pougser les troubles digestifs dus a la mauvaise
digestion des graisses et des protéines, ainsiewedus aux troubles hépatobiliaires [29].

La chymopapaine est utilisée pour soulager ou glesinévralgies du nerf sciatique
résultant d'une compression par hernie discale [47]

Dans les feuilles sont rencontrés des alcaloideslda@arpaine.

La carpaine, de formule brutegs)N,O4 est I'un des alcaloides majeurs contenus
dans les feuilles qui a été étudiée pour son eHediovasculaire [4]. La carpaine contenue
dans I'écorce a montré une activité antipaludigueitro [12]. Elle est aussi connue par son
activité antiparasitaire [12]; antimicrobienne @ftotoxique in vitro [18]. Une étude de

l'activité cytotoxique de la carpaine sur une ganud®dignées cellulaires cancéreuses a été
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confirmée et, d'une maniére inattendue, il a éb&y@# que certains dérivés de cette molécule
sont dotés d'activité cytotoxique bien plus puissapuie celle de la Carpaine [4].
Le Tableau 1 résume les structures, ainsi quedtpgtas respectives des molécules

citées.



Tableau 1: Résumé des activités des molécules contenues sipapayer

Nom de la molécule

Structure

Activité

Xylitol

H

O//
Z
a

HO

Augmente la résistance d

globules rouges a I'hémolyse

[18]

ES

Isothiocyanate de benzyls

11%

S——C——N

Possede une activité

antihelminthique [24]

Acide benzoique

OH

Est un anti-drépanocytaire [44]

Papaine

Ci15H28N205

Soigne les troubles digestifs d
a la mauvaise digestion d
graisses et des protéines, ai
qgue les troubles hépatobiliair
[29]

Chymopapaine

Guéri les névralgies du nerf

sciatique résultant d'une

compression par hernie discale

[47]

Carpaine

H
N CHg
(HC 7—[:(

Posséde un effet cardiovasculaire

[5] et a la fois antipaludique
[12]. antimicrobienne [18],
cytotoxique [18], antiparasitaire
[12]




I-3- GENERALITES SUR LES ALCALOIDES

[-3- 1- Définition
Ce sont des substances azotées qui ont toutestiole plus ou moins énergique sur

le systéme nerveux central et souvent aussi |ysk&me nerveux végeétatif [17].

[-3- 2- Propriétés

Les alcaloides ont en général une saveur amerenetseuvent colorés. lls sont
solides et cristallisables lorsqu’ils sont oxygérsison ce sont des liquides volatiles.

lIs sont doués de pouvoir rotatoire qui constitneest de contrdle de pureté du point
de vue physiologique, la forme Iévogyre est la plctsve [11].

Ces alcaloides basiques sont généralement peuesohldns I'eau et solubles dans les
solvants organiques moyennement polaires telsOGHCHCL, AcOEt.

L’atome d’azote dans les alcaloides est sous faftaeine secondaire ou tertiaire,

dans certains cas quaternaires et I'on parle d@ilbes quaternaires.

I-3- 3- Biogenese

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acidesné@snitels que le tryptophane,
I'ornithine, la lysine, l'acide aspartique, la ply@&lanine et la tyrosine. Ces acides aminés
sont décarboxylés en amines biogenes qui sont tensouplées a d’autres squelettes
carbonylés. Le Schéma 2 montre le schéma généilal miegenése des alcaloides. Ce qui a

permis leur classification.
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[-3- 4- Les différentes classes d’alcaloides

En général, ce sont des bases primaires, secomdairdertiaires et parfois d’hydrate
d’ammonium quaternaire. L'azote fait partie le pamivent d’un noyau hétérocycle mais il
existe des alcaloides ou l'azote est extracyclii@rd. On distingue deux grandes classes
d’alcaloides :

- Les alcaloides aliphatiques appelés Protoalcaloides

- Les «vrais alcaloides »

[-3- 4-1- Les alcaloides aliphatiques : Protoalcaides

Peu de substances appartiennent a cette sériermeal’azote est exocyclique.
Ce sont des amines aliphatiqgues se comportant codamelcaloides quant a leur
activité biologique [27].

Exemples : éphédrine, adrénaline

HO
—NH /

OH OH
Ephédrine Adrénaline

Ce sont des produits agissant sur le systeme ne[88(

[-3- 4-2- Les « vrais alcaloides »

Ce sont les plus nombreux. lls peuvent étre moriogyes ou polycycliques et
peuvent appartenir a des classes particuliéres eolesralcaloides indoliques ou stéroidiques.

- Les alcaloides monocycliques

Ce sont les alcaloides dérivés de la pyrrolidieelad pyridine, de la pipéridine, du
pyrrole et de I'imidazole.

pyrrolidine pyridine pipéridine



HN‘\\ / NH
N e 7

imidazole pyrrole

- Les alcaloides bicycliques

Il s’agit particulierement des alcaloides extraiés peaux de grenouill§g7].Ce sont
les alcaloides dérivés de la pyrrolizidine, dedbhzidine, de I'indole, de la quinolizidine, de

qguinoléine, de la tropane, de I'isoquinoléineestadpurine.

Pyrrolizidine Indolizidine Quinolizidine
§ H
N‘ X > N
— N
k / N/ /
N
purine indole tropane
\N =
= A
N
isoquinoléine quinoléine

Il existe aussi des alcaloides dérivés par lintotidn d'atome d'azote dans un
squelette terpénique : les alcaloides stéroidigules alcaloides monoterpéniques.

Exemples : solanidine et conessine ; skythantirzetatidine.



(@]
I
%Y

N CH,
N
H3C\
HO N
Solanidine H3</ Conessine
CH; CH;
H
/
H |
, HLC
Skythantine 3 Actinidine

[-3- 5- Les intéréts biologiques

Certains alcaloides comptent parmi les plus visl@eisons que I'on connaisse [11].
Environ 20 % des espéces de plantes produiserdlcisides. Les alcaloides ont en général
une activité biologique et a ce titre, ils entreatnme principe actif dans la composition de

nombreux médicaments [7].



I-4- GENERALITES SUR LES ANTIBACTERIENS ET LES ANTI OXYDANTS

I-4- 1- Les antibactériens

Ce sont des organismes de taille microscopiquel’ddére du um), en particulier les
bactéries, les protozoaires, les virus, les changmg microscopiques (levures et
champignons filamenteux) et les algues unicellataide petite taille. Ces microorganismes
sont des étres unicellulaires (virus, bactérieplomicellulaires (champignon), ils peuvent étre
classés en deux grands groupes :

- Les procaryotes qui sont des organismes dont laleehe posséde pas de noyau

cellulaire (bactéries).

- Les eucaryotes qui sont des organismes dont lalegtiosséde de véritable noyau

(parasites) [35].

Les paramétres de croissarié]

La croissance de ces microorganismes dépend deunlsifacteurs :

. La température,

. Le pH,

. La nature des éléments nutritifs,
. Le taux d’oxygéne,

. Le potentiel d’oxydoréduction,

. L’activité de I'eau

Structure des bactéries

Le cytoplasme d'une bactérie ne contient ni orgamit noyau cellulaire. Le
chromosome de la bactérie, constitué d'’ADN, est ldans le cytoplasme. Ce cytoplasme est
entouré, comme pour n'importe quelle cellule, p@@ membrane plasmique constituée de
phospholipides. Autour de cette derniere se traiovgours une paroi peptidique, plus ou
moins épaisse. C'est I'épaisseur de la paroi darmée la réaction a la coloration de Gram

et qui permet de classer les bactériegram - (paroi épaisse) gfram + (paroi fine) [45].



Milieu de culture

C’est un milieu synthétique comparable au miliaturel d’un organisme. Ce milieu
représente les parameétres de croissance. Tousléesrés nutritifs & la croissance des

bactéries sont classés comme suit [41] :

. Les macroéléments : en grande quantité (en Q)
. Les microéléments : en petite quantité (en mq)
. Les oligoéléments  : & I'état de trace (&)

On distingue cinq types :

. Milieu de culture standard : pour tous les micrgasrismes
. Milieu de revivification

. Milieu d’enrichissement

. Milieu sélectif

. Milieu de conservation

Le milieu peut étre :

. Solide . avec agar
. Liquide : sans agar
. Semi-solide ou semi-liquide : quantité d’agar dioée

I-4-2- Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou erhpél'oxydation des autres
substances chimiques.

Les antioxydants sont utilisés pour empécher liesesits gras de rancir et pour protéger
les vitamines liposolubles (A, D, E et K) contrexydation. Les esters d’acides galliques, le
butylhydroxytoluéne et le butylhydroxyanisol, agpmarnent a cette catégorie [52].

Des recherches ont montré que les antioxydanthé&yagties employés par l'industrie
alimentaire sont également bénéfiques pour I'osgari[53].

Les antioxydants les plus connus sont le R-carofgrmvitamines A), l'acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E), les pdigmols et le lycopene. Ceux-ci incluent les
flavonoides (trés répandus dans les végétaux)taldas (dans le cacao, le café, le thé, le
raisin, etc.), les anthocyanes (notamment dandrlés rouges) et les acides phénoliques
(dans les céreéales, les fruits et les Iégumes) [49]

Du point de vue chimique, un antioxydant n'est mwamposé réducteur qui peut réagir

avec un oxydant pour le neutraliser. Les antioxygl&ont ainsi réduire les radicaux libres si
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dangereux pour l'organisme en raison de leur pouwaydant tres élevé. Ainsi, les
antioxydants présents dans les aliments protégemhoblécules organiques de 'oxydation, par
exemple les graisses ou I'ADN, et semblent jouerdla protecteur contre la cancérogenéese
[34].

[-5- DETERMINATION STRUCTURALE
La détermination de structures est basée sur tepnétations des spectres de la RMN

et la spectrométrie de masse pour notre cas. Anmis rappelons brievement ces deux

techniques utilisées.

|-5- 1- Spectroscopie de Résonance Magnétique Nuaiee (RMN)

I-5- 1-1- Définition
La résonance magnétique nucléaire (RMN) est adenique d’analyse chimique et
structurale, non destructive, tres utilisée en jmues (études de matériaux), en chimie ou en
biochimie (structure de molécules) et pour l'imaganédicale. C'est une technique de
spectroscopie applicable aux particules ou enserdgeparticules qui ont un spin nucléaire

non nul [31].

I-5- 1-2- Principe

Tous les noyaux atomiques possedent une charggation identifiée sous le nom de
spin nucléaire, sont assimilables a de petits adisnetrde ce fait, peuvent présenter un moment
magnétique nucléaire. Certains noyaux ne sont Ipsergables en RMN car ils n'ont pas de
spin nucléaire. Sous l'action d'un champ magnégterne uniforme, son moment
magneétique nucléaire peut prendre différentes taiiems.
A ces différentes orientations correspondent diffés niveaux d'énergie. Dans le cas de
protons de spin ¥z il y a 2 orientations :
- I'un de basse énergie, si le moment magnétigupagallele et de méme sens que le champ
extérieur,
- l'autre d'énergie plus élevée, s’ils sont de semngraire.

La différence d'énergi&E qui existe entre ces deux états d’énergie egtoptionnelle
au champ extérieur. La transition du niveau basiaeau haut peut avoir lieu par absorption
d'une radiation de frequengdelle queAE = hv. Lorsque la transition a lieu, on dit qu'il y a

résonance du noyau [40].



I-5- 1-3- Les différents types de spectres RMN

Il existe deux grands types de spectres RMN :éetsp RMN 1D et le spectre RMN 2D.

+ Spectres RMN 1D (monodimensionnelgB9]

Le spectre RMN 1D donne la position et I'intensl&s pics de résonance pour le spin de
type A ainsi que les couplages a courtes distances

Le spectre RMN'H 1D présente une courbe d'intégration dont la dautest
proportionnelle au nombre de protons sur chaqeepsdtonique. Les pics se présentent sous
forme de multiplets. Le déplacement chimique varige 0 a 15ppm.

Le spectre RMN"*C-1D ne présente aucune courbe d'intégration epies sont sous

forme de singulets uniqguement. Le déplacementiguienest compris entre 0 et 250ppm.

% Spectres RMN 2D (bidimensionnels]39]
Le spectre RMN 2D permet de montrer les corrélatiplus complexes existant entre le

spin A et le spin X c’est-a-dire de trouver lesrétations entre les déplacements chimiques

des différents spins qui sont couplés entre eux.

Spectres de corrélation homonucléaite'H

Le spectre RMN'H-'H COSY indique les couplages scalaires entre psotgminés
et protons vicinaux.

Les taches relatives au spectre RMN se trouvent sur une diagonale et les
corrélations distantes de 2 ou 3 liaisons songungles sous forme de taches symétriques par

rapport a la diagonale.

Spectres de corrélation hétéronucléite>C en mode inverse

- Spectre HSQC

Le spectréH-"*C HSQC présente des taches de corrélation se s#u#mtersection de la

fréquence du proton et celle du carbone qui leeport

- Spectre HMBC

Le spectréH-*C HMBC montre des taches de corrélation entre atopret des carbones

sépares par plusieurs liaisons.



I-5-2- Spectrométrie de Masse (SM)H1]

La spectrométrie de masse repose sur l'ionisatioladnolécule en phase gazeuse, la
fragmentation de I'ion moléculaire et la séparati@s ions selon le rapport entre la masse m
et la charge z (m/z). L'ionisation de la molécuhdraine en effet une accumulation d’énergie
qui, en se dissipant, peut provoquer la rupturelidesons interatomiques et donner naissance

a des fragments caractérisés par m/z.

Processus d'ionisation

La formation des ions a lieu dans la chambre ddatibn. A cet effet, plusieurs méthodes
sont utilisées. Le choix d’'une méthode est fonctienl’état physique et de la volatilité du
produit ainsi que de la stabilité thermique deséauuales.

Le plus couramment utilisé consiste a bombardemtdécule dont la structure est
inconnue, par un faisceau d’électron de haute éérg-2100eV ; 1eV=23 Kcal/mole). Dans
ces conditions, la molécule se brise en de nombhegments ioniques. C’est la méthode
d’ionisation appelée impact électronique (IE).

* Premier résultat : formation de I'ion moléculairetMpar expulsion d’'un e- (liant ou

non liant).

M+ e- —= M+ + 2e-

M+ est un ion positif & nombre impair d’e-
- désigne un radical
-+ désigne un cation ou un ion radical
» Deuxieme résultat: décomposition de lion moléoelaM+-, les réactions de
fragmentation les plus probables sont celles quuoe faible énergie d’activation et
qui conduisent a la formation d’ions ou de molésuleutres, relativement stables.
L’ion moléculaire M+- pourra donner :
v/ Soit un radical et un ion a nombre pair d’e-
v Soit un nouvel ion radical et une molécule neutre

Tous les deux suivent la loi de conservation.



A" et B' sont des ions & nombre pair d’e-.

A*. etB+- sont des ions & nombre impair d’e-.

Ces ions positifs obtenus directement a partir’id@ Imoléculaire peuvent a leur tour se
fragmenter et ainsi de suite. lls sont ensuiteasEp d’aprés leur masse et détectés en

proportion de leur nombre.

Spectre de masse

Le spectre de masse d’'un composé est une repatieardes abondances relatives des
divers fragments ioniques en fonction de leur masgeut se présenter sous 2 formes:

«+ Tableau

m/z A.r. (%)

A.r. : abondance relative

+ Représentation graphigue

-En abscisse : m/z
-En ordonnée : intensité des pics en unités ant@g@u abondance relative.

Le spectre de masse est constitué non seulemeptcdcorrespondant a la masse
moléculaire du composé mais également d’autres gnoespondant a la masse de divers

fragments.



Types de pic$33]
v Pic moléculaire il correspond a la molécule ionisée M+-, dormenhsse moléculaire

du produit et n'est pas toujours présent dans kctsp de masse. On l'appelle
également pic parent (P). S’il est présent, il skradernier pic du spectre,
généralement suivi des pics dus aux contributieapiques (pic P+1, pic P+2). Les
pics de diverses abondances isotopiques sont eépem % du pic parent.

v Pic de basec’est un pic au choix qui sert a normaliser lecgmpgramme. D’habitude,
on prend comme pic de base le pic le plus intenee & valeur 100. Ce pic est
caractéristique d’'une molécule donnée. L’intensles autres pics du spectre est
définie en pourcentage du pic de base.

v Pic de réarrangementl est généré par les ions dont au moins un atayant subi un

déplacement intra ionique (ex : réarrangement de.afierty)

v' Pic d’'ion secondaireles méthodes d’ionisation spécifiques pour lesdpits lourds,

peu volatils ou instables donnent le pic quasi wcubire. Celui-ci remplace le pic
moléculaire, absent d’habitude dans ces spectres.
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lI-1- MATERIELS DE LABORATOIRE

- Balance
- Balance de précision METTLER H80 de portée maximald60 g et de précision de
0,1mg
- Rotavapor de marque BUCHI avec bain marie de teatyér variant de 30 a 110°C.
- Etuve de marque MEMMERT de 20 a 220°C
- Verreries

» Colonnes de dimension variable

* Eprouvettes graduées

» Ballons rodés

* Erlenmeyers a vide

* Entonnoirs

* Béchers

» Erlenmeyers

* Tubes a essais

* Tubes capillaires

» Cuves chromatographiques

lI-2- METHODES

[1-2- 1- Préparation du matériel végétal

Les feuilles deCarica papayal. ont été collectées dans un jardinRigayer dans la
commune rurale d’ltaosy (Région d’Analamanga) ausrd®Avril 2008, puis séchées dans un
endroit non humide, a I'air libre pendant 10 jouEssuite, les feuilles séchées ont été broyées
a l'aide d’'une machine broyeuse mécanique pourdedre en poudre et enfin pesées pour

connaitre la masse de la poudre obtenue.
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[I-2- 2- Screening phytochimigue[37]

Le screening phytochimique, premiere étape ded&tthimique, a été effectué pour
déterminer de facon qualitative les principalesifias de composés chimiques de produits
naturels qui peuvent se trouver dans I'échantdieta plante. Il s’agit de faire I'inventaire des
grandes classes de composés chimiques présentsattmsplante telles que les alcaloides,
les flavonoides et leucoanthocyanes, les tanimpolgphénols, les quinones, les stéroides et
triterpénoides, les saponosides et polysacchagidesilisant des réactifs appropriés a chaque
test.

Une fois le matériel végétal collecté et détermiréchercheur dispose de toute une
batterie de tests pour détecter de facon quaktdéis principales familles de produits naturels
qui peuvent se trouver dans I'échantillon : La cté&ta de ces familles constitue le screening
ou criblage phytochimique. C'est une étude basée so
1) sur la formation de complexes insolubles : disant des réactions de précipitation
2) sur la formation de complexes colorés : réaatiemoloration.

La coloration observée est due généralement anaaton d'une conjugaison ou d'une
insaturation dans la molécule. Dans les tests geigaisation on provoque cette insaturation
par utilisation d'un réactif approprié.

Les tests chimiques de coloration ou de précipitasiont effectués sur les extraits des
organes des plantes étudiées (Méthodes de FONSGat) [6].

[I1-2- 2-1- Criblage des alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques dierigaturelle, le plus souvent végétale,
azotés, plus ou moins basiques, de distributiomeiese et doués, a faible dose, de propriété
pharmacologique marquée.

Tous les alcaloides présentent des propriétésraegblus ou moins marquées et forment des
sels avec les acides (sulfates, chlorhydrates.s)pdluvent aussi précipiter les hydrates de
métaux lourds tels que le bismuth, le mercure,utegsténe, l'iode, leur permettant ainsi

d'adopter une structure d'ammonium quaternaire :
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HgCl, + 4KI K>(Hgl,) +2KClI

tetraiodomercurate
de potassium

H
I |_ Hg “L
2Hgl, 2 + 30H + ’N\;é e 0/ \ﬁ\/‘% 8| +2MH,0
S RN

alcaloide L o
précipité blanc jaunatre

Les alcaloides sont détectés par des réactionsdpipation.

Les alcaloides peuvent étre caractérisés paraesif'egénéraux suivants :
« réactif au mercuri-iodure de potassium (Valser Maymécipité blanc jaunatre
 réactif a l'iodobismuthite de potassium (Dragenflopiécipité orange

- réactif a l'iodo-ioduré (Wagner): précipité rougarmgé

[1-2- 2-2- Criblage des flavonoides et des leucodmicyanes

Les flavonoides sont des composés phénoligues deaticoup sont les pigments
responsables de la coloration de nombreuses #¢uls certains fruits.
lls peuvent étre caractérisés par les réactionarsies:

» Test ala cyanidine
Les composés flavoniques sont réduits en préseénneadide concentré et de magnésium.

Apres élimination d'une molécule d'eau, le prodeiréduction conduit a des anthocyanidines

de couleur rouge.

-
i D|/\} HCNMg

]
flaromnal

anthocyaridine
(rouge)

« Test de Wilstater : HCI concentré en présence dss tou quatre tournures de
magnésium. Le changement de coloration est obsewirage au rouge (flavones),

virage au rouge pourpre (flavonols), rouge violadeeanones et flavanols)
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- Test de Wilstater modifié : méme protocole expéntak mais ajouter 1ml d'eau
distillée et 1ml d'alcool isoamylique. C'est laarakion de la phase supérieure qui est
alors notée.

« Test de Bate-Smith : additionner de HCI concenix&nil) et porter au bain marie
trente minutes. L'apparition d'une coloration rougénote la présence de
leucoanthocyanes.

Les leucoanthocyanes ou proanthocyanidols mononagliesont des dérivés du flavan -3,4-

diol se transforment en anthocyanidols correspaisdaar traitement acide.

_ T
o HCD. 4 g Dy,
I T | lf————
o on N ., e
O

flavan.3.4 diel anthoryaradine “

f
oY oo
- e I - o

[I-2- 2-3- Criblage des tanins et polyphénols

Les tanins sont des composés phénoliques hydrdesiuqui présentent, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété réeipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines.

Le chlorure ferrique (Feg)l en solution diluée forme avec les phénols desratibns

variant du bleu au violet, qui sont dues a la fdramade complexes d'oxydation.

[1-2- 2-4- Criblage des stérols insaturés et desiterpenes

Les stérols sont des lipides dérivant du noyauopgmtanophénanthrénique. Les différents
types de stérols se distinguent selon le nombta position d’insaturation et/ou de chaines
latérales.
Les stérols et triterpenes peuvent étre caracsdpiaéles réactions suivantes :
» Test de Salkowski : dans ce test on met en évid@xestérols insaturés par une
réaction qui provoque l'apparition de coloratiomge: I'addition d'acide sulfurique
concentrée entraine I|'@limination d'une molécukauw' et conduit a la formation

d'insaturation supplémentaire.
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Exemple :

chale stéml

* Test de Liebermann-Burschard : le groupement OH3 exst protégé par addition
d'anhydride acétique. Cette réaction est suivieé doine isomérisation soit d'une
transposition moléculaire, ce qui provoque le cleamgnt de coloration.

- une coloration bleu-vert indique la présence deklés
- une coloration rouge-violet a rose dénote la présele triterpénes.

 Test de Badjet-Kedde : L'addition d'acide picrigeatraine l'ouverture du cycle
lactonique insaturé puis formation de complexe eerlthydrocarbure et l'acide
picrique.

L'apparition d'une coloration orange est due aérofdes lactoniques.

[I-2- 2- 5- Criblage des saponosides

Ce sont des hétérosides a génine stéroidiqueterpénoidique. Les sapogénines stéroidiques
sont généralement caractéristiques des Monocotyeidandis que les sapogénines

triterpéniques sont largement distribués chez lestiiédones.
lls sont caractérisés par des propriétés physigupBysiologiques telles que:

- pouvoir moussant en solution aqueuse, di a la #i¢a partie osidique

hydrosoluble et a la génine hydrophobe.

- hémolytique

- toxique pour les animaux a sang froid.
lls peuvent étre soumis au test de mousse : int@d0mg de poudre végétale dans un tube a
essai, additionner 10ml d'eau distillée, agiterniélange vigoureusement pendant trente
secondes, placer alors le tube verticalement péndarie minutes. Au bout de cette période,
si la mousse mesure 3cm et plus, la drogue cordessaponines.

Le criblage phytochimique est résumé dans le Takkea
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Tableau 2: Criblage phytochimique

Famille Chimique Test Réactif Résultats attendus
Wagner ALY Précipité rouge orangé
Alcaloides Mayer HgCWIK Précipité blanc
Dragendorff Bi(NQ)a/IK Précipité jaune orangé
Liebermann | 3 a 4 gouttes d’anhydride Coloration pourpre : triterpénes
Burschard | acétique + 3 a 4 gouttes de Bleu vert ou violet : stéroides
H,SO, concentré
Stéroides- 1 a2ml de MeOH + Coloration orange
Triterpénes 3gouttes de KOH 1N +
guelques grains d'acide
Badjet Kedde 1ml de KOH + 3gouttes Coloration violette
d’acide 3,5-
dinitrobenzoique
Wilstater Tournure de Mg + quelques Coloration rouge : flavones
Flavonoides- gouttes de HCI concentré  Rouge a pourpre : flavonols
Leucoanthocyanes Rouge violacée : flavanones
Bate Smith Quelques gouttes de HCI Rouge violacée :
concentré leucoanthocyanes
Quelques gouttes de Intensification de la couleur
NH,OH
Tanins et 4 a 5gouttes de gélatine Précipité
Polyphénols salée
4 a 5gouttes de Fef10% Précipité bleu-vert : tanin
dans MeOH catéchique
Coumarines Quelques gouttes de Pas de fluorescence sous ld
NH,OH concentré lumiere UV
Saponines 3ml d’eau distillée + Hauteur de la mousse<1

agitation vigoureuse
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[1-2-3- Méthode d’extraction

Il n'existe que tres peu de méthodes généraledrd@ion de substances naturelles.
Chaque équipe de chercheurs utilise sa propreitpalpour isoler un produit naturel.

[1-2-3-1- Extraction par solvant de polarité croisante

La similitude entre le solvant d’extraction et lBsmposés existant dans une plante
joue un role important dans I'extraction. Le solveend a en extraire les composés ayant une
polarité voisine a la sienne. Par exemple, lesasibs apolaires comme I'éther de pétrole
extrait les produits apolaires tels que les acgles ; les moyennement polaires comme le
CH.CI, extrait les alcaloides et les solvants polairesroe le méthanol pour les produits
polaires tels que les flavonoides [14].

[1-2-3-2- Extraction par partage
Méthode de BLIGH et DYER est consignée dans le eh&

Matériel brut

Macération

Filtration

Y

Reprise par l'eau:
extraction par partage liquide-liquid
(mélange de deux solvants non miscibles)

A \

[Phase organiqgle (Phase aqueugse

v Y

Produits peu polaires [Prodwts polaw%s
et moyennement polaire¢s

Schéma 3. Protocole d’extraction par partage[2]
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[1-2-3-3- Extraction par solvant spécifigue

La recherche concernant les familles chimiques alteoides est une extraction spécifique,
en ce sens que l'extrait obtenu ne contient plws dgs alcaloides bruts et cela facilite la

purification des produits.

Extraction d’alcaloides totaux

La poudre de feuilles de plante, de masse (500 ¢ 13 été laissée macérer dans
(1000.0 £ 0.1) mL de mélange binaire EtObLIZH(80/20) pendant 48 heures. L'opération a
ete répétée deux fois. La solution hydroalcooligu&té filtrée sur I'entonnoir Blichner, puis
évaporée sous pression réduite. L'extrait hydradiqoe a été repris avec (500.1 + 0.1) mL
d’éther de pétrole pour éliminer les acides gras, dhlorophylles et les autres pigments.
Ensuite, I'extrait dégraissé a été acidifié par soleition aqueuse a 2% d’acide chlorhydrique.
L’alcaloide sous forme de sel passe dans I'eawbsgd puis alcalinisée par 'ammoniaque a
33% jusqu'a un pH= 10. L'extraction a été réalisseec le dichlorométhane jusqu'a
épuisement total des alcaloides, contrdlée par dactif de Mayer. Les solutions
dichlorométhaniques ont été réunies, lavées awsaul'et séchées sur sulfate de sodium
anhydre, puis concentrées sous pression réduiteextiait d’alcaloides totaux a été obtenu

dont le protocole est donné dans le Schéma 4.
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Poudre de feuilles
m=(500=%1)g

1)Macération hydroalcoolique (2x48H)
EtOH/H,0 (80/20)

2) Filtration sur Biichner

Evaporation
Extrait hydroalcoolique
m=(177 £ 1)g
Lavage a I'EP
(Extrait dégraissé ]

Acidif ication par une solution d'acide

TarhvAriniiae 4 D0,

L
v CI 1U1uyuuquc clA/O

[Sels d‘alca101des

Alcalinisation avec NH,OH a 33%
pH=10

Alca101des bases

¢Partage avec CH,Cl,
( Phase organique ) ( Phase aqueuse]
N J | —

1)Séchage sur Na,SO, anhydre

2) Evaporation a sec
Alcaloides totaux
m=(574,4+ 0.1)mg

Schéma 4 Protocole d’extraction d’'alcaloides totaux
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[1-2-4- Fractionnement et isolement

Le fractionnement et I'isolement de divers prod@taverent longs et difficiles car
tous les produits autres que les produits peu neslae trouvent dans une seule phase. On
utilise généralement la technique chromatographioomr toutes les substances d’origine
marine, animale ou végétale [10].

La chromatographie est une méthode physique daatépa Elle est basée sur les
différences d’affinité que peuvent présenter deuxptusieurs composés pour deux phases
différentes dont l'une stationnaire ou fixe ou @tient dans le cas de la chromatographie

d’adsorption, I'autre mobile nommée éluant [23].

[I-2-4-1- Chromatographie sur couche mince (CCM)19]

C’est une chromatographie d’adsorption solide-tiguiL’éluant est constitué soit par un
solvant unique, soit par un mélange de solvantprafgresse par capillarité le long d’un
adsorbant solide, finement divisé, fixé au préaahlr une matiére plastique, ou une plaque
de verre ou une feuille d’aluminium.

Les composants du mélange sont €lués a des vitdgiaentes selon leur adsorption
derriére le front du solvant. En général, les cosapts de faible polarité sont entrainés plus
vite que les constituants polaires.

Chaque composant sera déterminé par sa référamtalé, notée Rdans un systeme
chromatographique déterminé.

R = distance parcourue par la substance
distance parcourue par le solvant

La CCM est la méthode chromatographique la pluséé pour les raisons suivantes :

simplicité du matériel utilisé

rapidité pour la détermination plus ou moins apprative du nombre des constituants

d’'un mélange

détermination de la pureté d’une substance

identification d’'une substance inconnue par comparade Ravec celle de composés
connus
- recherche des solvants d’élution utilisés pougéfzasation en chromatographie liquide a

basse pression
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Préparation de la cuve chromatographique

Environ 10mL du mélange de solvants ont été intitsd dans la cuve
chromatographique. Puis, la cuve a été bien feppoée que le milieu soit saturé de vapeur de

solvant.

Dépobt de I'échantillon

Les échantillons a chromatographier ont été disstarss un solvant moyennement
polaire. A l'aide d’un tube capillaire, environ 6 de I'extrait a été déposé en un point situé
a lcm de l'extrémité inférieure de la plague CCM. diametre de la tache ne doit pas
dépasser 3mm on laisse 1cm entre le premier dédét keord de la plaque ainsi qu’entre
chaque dépébt, puis le dépbt est laissé séchewjtensine seconde application a été faite.
Enfin, une marque a été déposée en dessous deecctieyodi.

L’extrait d’alcaloides totaux ainsi que les diffiétes fractions F F,, F, F4 et 5 ont été

chromatographiés sur couche mince de silice.

Développement du chromatogramme

La plaque CCM a été placée dans la cuve chromatbignae en position verticale et la
cuve a été fermée. Lorsque le front du solvantreave a environ 1cm de I'extrémité
supérieure de la plaque, la plaque a été retirde front du solvant a été marqué a l'aide

d’un crayon. Puis, la plaque a été séchée aveéchmnir.

Révélation

Les taches invisibles doivent étre révélées.

L’observation de la plaque aux rayonnements UVodgulieurs d’ondé= 254nm et
A= 365nm ainsi que la pulvérisation de celle-cieddie du réactif de Dragendorff feront

apparaitre 'emplacement des constituants [13].
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[I-2-4-2- Chromatographie sur couche mince préparatve [15]

C’est un aspect tres particulier de la CCM qui gewwne large gamme d’applications,
depuis la séparation d’un échantillon pour idecdifion spectroscopique, jusqu’a la

préparation d’'un composé pur a partir de 1g deangs.

Préparation de la cuve chromatographique

Environ 100mL du mélange de solvant a été introdiaims la cuve chromatographique.

Puis, la cuve a été bien fermée pour en avoir onad saturation.

Dépobt de I'échantillon

L’échantillon a été déposé en bande large a I'dide tube capillaire a 1cm de
'extrémité inférieure de la plaque. Le dépot alaigsé sécher, ensuite une seconde

application a été faite.

Développement du chromatogramme

Le développement du chromatogramme fractionne &étithon en bandes paralléles.

La plague chromatographique a été placée dansva duomatographique en position
verticale puis fermée. Lorsque le front du solvaattrouve a environ 1cm de I'extrémité
supérieure de la plaque laquelle a été retiréegété marqué a I'aide d’'un crayon. Ensuite, la
plague a été séchée avec un séchoir, puis unameeaxdéveloppement a été fait (deux

migrations).

Grattage de la silice

Les bandes révélées par la lumiére UV ont été délam au crayon puis grattees.

Récupération du produit

La récupération du produit a été faite par extoactivec un solvant adéquat pendant 2 a
4 heures. Ensuite, une filtration simple a étéotffée. Apres évaporation du filtrat la masse

du composeé désiré a été obtenue.
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1I-2-4-3- Chromatographie Liguide & Basse PressiofCLBP) [42]
Alors que les autres méthodes chromatographiquashstbituellement employées pour

l'analyse et la séparation de tres faibles quantt® produits, la chromatographie liquide a
basse pression peut étre une méthode préparatigepermet, en effet, la séparation des
constituants d'un mélange et leur isolement, arphéchantillons dont la masse peut atteindre
guelgues grammes.

C'est une chromatographie d’adsorption solide-tiquiL’éluant s’écoule en continu
dans la colonne remplie d’adsorbant solide finentivisé. Ceci entraine I'adsorption et la
désorption des molécules d'un mélange déposeé arface supérieure de I'adsorbant. Les
molécules sont éluées par gravité vers la partiérigure de la colonne a des vitesses
différentes selon leur solubilité dans I'éluanteetr affinité pour I'adsorbant. Plus l'affinité du
soluté pour lI'adsorbant est faible, plus I'élutiest rapide et inversement. Il existe deux
modes de développement de la colonne :

- Analyse par gradient d’élution, si on fait varierdysteme d’éluant
- Analyse par élution isocratique dans le cas d’'wh sgstéme de solvant
La phase solide, le plus souvent I'alumineaosilice, remplit une colonne de longueur
et de section variables; I'échantillon, en solut@mcentrée, a été déposé en haut de la
colonne et la séparation des composants résultéadelement continu d'un éluant, traversant
la colonne par gravité.

Plusieurs fractionnements sur colonne ont éteé teiéscjusqu’a l'isolement des produits
purs.

Le fractionnement des alcaloides totaux a étéstaitune colonne chromatographique
ouverte de gel de silice 35 a 60 mesh ou gel dad&kgx LH-20. Les choix des conditions
d’élution, suivis de la séparation et des rasseméids finaux des fractions ont été basés sur

les analyses de la CCM.

Préparation de la colonneemplissage par voie humide

Le remplissage de la colonne par I'adsorbant afatépar voie humide. La phase
stationnaire (gel de silice ou gel de SephadexX2DiHa été mise en suspension dans le moins
polaire des solvants d’élution et agitée jusquddtiention d’'une suspension homogene. Puis,

la verser dans la colonne.
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Dépobt de I'échantillon

hY

L'extrait & chromatographier a été dissous en Bwiudans un petit volume de
dichlorométhane. Le mélange a été ensuite vergéasasement au sommet de la colonne.

Elution
L’éluant a été introduit manuellement par écoulenmmtinu a I'aide d’'un entonnoir
placé au dessus de la colonne. Pour une élutionogle gradient de solvant, le solvant utilisé

en premier est le moins polaire.

Recueil des fractions

Les fractions ont été recueillies avec des tubessais ou des erlenmeyers.

L’extrait d’alcaloides totaux, les fractions Bt F ont été chromatographiés sur
colonne.

Afin d'isoler le ou les principes alcaloides resgalnles de I'activité antibactérienne et
antioxydant dans les feuilles du papayer, le foartement bioguidé des alcaloides totaux des

feuilles du papayer a été réalisé au cours deawaitr
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[I-2-5- METHODOLOGIE DES TESTS BIOLOGIQUES

[1-2-4-1- Test microbiologique antibactérien

La méthode utilisée pour évaluer I'activité antirolsienne de(s) produit(s) est la
méthode de bio-autographie. Cette méthode conaistdfectuer les tests sur le produit
développé sur une plaque de CCM. Une culture empenapété faite sur un milieu solide
Mueller Hinton gélosé (MHA) puis déposée sur lesgpkes et incubée a 37°C pendant 24H.
Ensuite, les plaques ont été pulvérisées avec lamag vital comme révélateur. Apres une
incubation de 2H, I'observation des zones clainez@ne d’inhibition montre que le produit
est actif.

Les souches bactériologiques utilisées sont deshssua gram+ Staphylococcus
aureus (SA), Bacillus subtilis (BS), Streptococcus faecaliéSF) ; des souches a gram-:
Salmonella typhii (ST), Escherichia coli (EC)Citrobacter freundii (CF)Pseudomonas
aeruginosgPA) et un champigno@andidaalbicans(CA).

[1-2-4-2- Test antioxydant

L’activité antioxydant des extraits et des compqads a été évaluée sur des plaques
de Silice développées puis révélées par le 2,2edidpicrylhydrazyle (DPPH).Ce réactif est
un radical libre stable qui, réduit par des camels radicaux, passe du pourpre au jaune,

révélant ainsi les composeés avec une activité aydant [53].

NO>

2,2-diphénylpicrylhydrazyle

100 pg des échantillons ou pg des produits purs ont été déposés sur des plaques
Silica gel 60 ks, sur feuille d’aluminium (Merck), et celles-ci oété développées dans le
systeme d’éluant approprié : @B,/ MeOH (95/5) avec 3 gouttes de NMPH. Les plaques

ont ensuite été révélées par une solution méttgueble DDPH a 2 mg/ml.
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[1-2-6- DETERMINATION DE STRUCTURE
Des spectres RMN et spectre de masse ont été sinésgsur le produit isolé envoyé

au Département de Chimie de Glasgow Ecosse.
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Partie lIl: RESULTATS ET
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l1l-1-Résultats du criblage phytochimique
l11-2-Résultats de I'extraction des alcaloides tiata
l11-3-Résultats CCM des alcaloides totaux
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11l-7-Résultats du test antibactérien des fractiepa K
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l11-9-Isolement de AR-011 et AR-012
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l1I-11-Résultats des CCM des produits isolés
lll-12-Résultats du test antibactérien des prodaakes
[1I-13-Résultats des spectres du produit AR-013



[1I-1- RESULTATS DU CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Les résultats du criblage phytochimigue donnés daableau 3 ont montré la présence
des alcaloides, des stéroides, des tanins et fiebs#e coumarines, de saponines dans les

feuilles deCarica papayad..

Tableau 3: Résultats du criblage phytochimique des feuillede Carica papaya L.

Famille Chimique Test Observation Conclusion
Wagner Précipité brun orangé
Alcaloides Mayer Précipité blanc cassé Présence d’alcaloides
Dragendorff Précipité jaune orangé
Liebermann Coloration pourpre Présence de triterpénges
Burchard
Stéroides- Pas de coloration orange -
Triterpénes . -
Pas de coloration violette -
Wilstater Pas de coloration rouge pu -
) orangée
Flavonoides-
Leucoanthocyanes Bate Smith Pas de coloration rouge -
violacée
Intensification de la Présence de flavonoide
couleur
Tanins et Pas de précipité -
Polyphénols Précipité bleu-vert Présence de tanins
catéchiques
Coumarines Pas de fluorescence a )
365nm
Saponines Hauteur de la moussex1 -
(-) : absence
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l1I-2- RESULTATS DE L'EXTRACTION DES ALCALOIDES TOT _AUX

Les résultats de I'extraction des alcaloides totayxartir de (500 + 1) g de poudre de
feuilles de papayer sont consignés dans le Taldleau

Tableau 4: Résultats de I'extraction des alcaloides totaux

Extrait Masse (g) Rendement (%)
Extrait hydroalcoolique (177 + 1) 35.52
Alcaloides totaux (0.5744 £ 0.0001) 0.12

l1I-3- RESULTATS DES CCM DES ALCALOIDES TOTAUX

Une étude préalable sur CCM a été faite pour détemie systeme de solvant adéquat

pour la séparation en chromatographie sur colo@ieBP) et aussi utilisé sur les tests
biologiques.

Les résultats ont donné une meilleure séparatiec & systeme Ci€l,/MeOH (95/5)
avec 3 gouttes d’'ammoniaque en présentant plusiacnges de couleur rouge-orangée apres

révélation au réactif de Dragendorff selon le pfromatographique donné par la Figure 5.

CH,CL,/CH,OH
95/5+NH,OH

Systeme d‘éluant : Ci€1,/MeOH [95/5] avec 3 gouttes d’ammoniaqy
©7 Phase stationnaire  : gel de silice 60
Révélateur : réactif de Dragendorff
C) & Observation : coloration rouge-orangée

10

11

N 12

EA

Figure 5: CCM de I'extrait brut d’alcaloides
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l1-4- RESULTATS DU TEST ANTIBACTERIEN DES ALCALOID ES TOTAUX

Afin de connaitre l'activité biologique des alcales totauxdes feuilles des plaques CCM

développées de I'extrait brut d’alcaloides totank &é soumises au test biologique antibactésigh
les différentes souches de bactéries existant ldanaboratoire de bactériologie de I'IMRA
Aprés incubation, les plagues présentant une zone ditntmbsur des souches a gram+:

Streptococcus faecaligSF) Staphylococcus aureu$SA) et a gram-:Pseudomonas

aeruginosaPA), Citrobacter freundi{CF) sont représentés par la Figure 6 et résans k&
Tableau 5.

Systeme d’éluant : Gi€1,/MeOH [95/5] + 3
gouttes d'ammoniaque
Phase stationnaire  : gel de silice 60
Révélateur : colorant vital
Observation : zone claire

Figure 6 : Test antibactérien sur I'extrait brut d’alcaloid es des feuilles d€arica

papaya L.
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Tableau-5: Résultats du test antibactérien sur I'extrait dalcaloides totaux

SOUCHES RESULTATS

EXTRAIT D’ALCALOIDES

BACTERIES | Gram + | Staphylococcus aureus +

Bacillus subtilis -

Streptococcus faecali

)
+

Gram - Salmonella typhii -

Escherichia coli -

Pseudomonas +
aeruginosa

Citrobacter freundii +

CHAMPIGNON Candidaalbicans -

l1-5- RESULTATS DU PREFRACTIONNEMENT DES ALCALOIDE S TOTAUX
(574,5 £ 0.1) mg des alcaloides totaux ont étéitmanés sur colonne de Sephadex LH-20

par élution isocratique en utilisant I'éluant &H,/MeOH [95/5] et 3 goutes d’ammoniaque.

Colonne de verre : h=60cm ; d=1cm

Phase stationnaire : Gel de Sephadex LH-20
Echantillon : (574.4 £ 0.1) mg d’alcaloides totanxdépot liquide
Les fractions de méme Bnt été rassemblées ainsi I'extrait d’alcaloid¢aix a donné 5

fractions rassemblées notéesaFFs. Les résultats du préfractionnement sont indiquegsle
Schéma 5 et résumé dans le Tableau 6.
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EA
(574,4+ 0.1)mg

1) Colonne chromatographique (Sephadex LH-20)
CH,Cl1,/MeOH (95/5) + 3 gouttes de NH,OH
2) Regroupement et évaporation

I B 2 2

Fl F3 F4 F5
(192,8 = 0.1)mg §|(37.2 = 0.1)mgQ |(184,1+ 0.1)mg | (98,6 +0.1)mg |(17,3 + 0.1)mg

N LS

Présentent une activité blologlque

Schéma 5 Protocole de préfractionnement

Tableau 6: Résultats du préfractionnement des alcaloides ti@ux

Fraction Masse (mg) Rendement (%)
F1 (192,8 £0.1) 33.56
F (37,2+0.1) 6.48
Fs (184,121 £0.1) 32.05
= (98,6 + 0.1) 17.16
Fs (17,3+£0.1) 3.01
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I11-6- RESULTATS DES CCM DES FRACTIONS Fia ks

Les cing fractions rassemblées ont été développaesCCM et la plaque CCM

obtenue a été révélée par le réactif de Dragendiddhier er Macheboeuf) donnant une

coloration rouge-orangée selon la Figure 7.

CH,Cl,/CH,OH 95/5 + NH,OH

G

—

Systeme d’éluant : Ci€I,/CH30OH [95/5] avec 3
gouttes d’'ammoniaque

Phase stationnaire  : Gel de silice 60

Révélateur : Réactif de Dragendorff (MUNIE
et MACHEBOEUF)

Coloration observée : rouge-orangée

Figure 7

: CCM des fractions F a K des alcaloides totaux
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[1I-7- RESULTATS DU TEST ANTIBACTERIEN DES FRACTION SFHAFs

Les plaques développées contenant les cing fractiomt été soumises au test

antibactérien. Les fractions IF,, F4 et 5 ont présenté une activité biologique positivecave
les souches bactériologiqguasgram+ : Streptococcus faecalSF), Bacillus subtilis(BS),
Staphylococcus auréuéSA) et négative avec les souches a gram-. Lesltaésusont

représentés par la Figure 8 et résumeés dans ledwall

Systéme d’éluant : Ci€l,/MeOH [95/5]
Phase stationnaire  : gel de silice 60
Révélateur : Colorant vital

Observation : zone claire

Figure 8: Test antibactérien sur les 5 fractions
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Tableau 7: Résultats du test antibactérien sur les fractioa F a K

SOUCHES RESULTATS
I:1 Fz F3 F4
Staphylococcus - + - +
aureus
ram - —
Gf Bacillus subtilis + + - +
Streptococcus + + - +
faecalis
BACTERIES Salmonella - - - -
typhii

Escherichia coli - - - -
Gram

- Pseudomonas - - - -
aeruginosa

Citrobacter - - - _
freundii

CHAMPIGNON Candidaalbicans - - - -

(+) : positif
(-) : négatif

- 45 -




[11-8- RESULTATS DU TEST ANTIOXYDANT DES FRACTIONS F;aFs

Systéeme d’éluant . Ci€l,/MeOH [95/5] + 3
gouttes d’ammoniaque
Phasestationnaire : gel de silice 60

Observation : coloration jaune-orangée

Figure 9: Résultats du test antioxydant

Toutes les fractions ont donné des résultats fosiion le Tableau 8.

Tableau 8: Résultats du test antioxydant sur les fractions

Fraction Résultat
Fy +
F +
Fs +
Fa +
Fs +

(+) : positif
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[11-9- ISOLEMENT DE AR-011 ET AR-012

(22.3 £ 0.1) mg de la fractioR, ont été élués dans la colonne chromatograplsque
Gel de Silice 60Mesh, de granulométrie [0,015-Op04) avec un systéme de solvant
CH.Cl,/MeOH en mode d’élution par gradient de méthaA8lZ a 80/20). Trois fractions
F21, Rz et B3 ont été obtenues.

Colonne de verre : h=40cm ; d=0,5cm

Phase stationnaire : gel de silice 60

Echantillon :(22.3 £0.1) mg de En dépébt liquide
Volume mort :(10.0+£0.1) mL

Eluant Volume (0.1 mL) Fractions
CH,Cl,/MeOH (98/2) 30 -
CH,Cl,/MeOH (95/5) 30
CH,Cl,/MeOH (90/10) 30 b
CH,Cl,/MeOH (85/15) 30 -
CH,Cl,/MeOH (80/20) 30

En analyse sur CCM, la fraction;fa présenté deux taches selon la Figure 10.

Toluene/AcOEt [7,5/2,5]

1
p 2
3
A 1 Systeme d’éluant : Toluene/AcOEt 7,5/2,5
" i Phase stationnaire  : gel de silice 60
3 % Révélateur : Réactif de Dragendorff (MUNIER et
224 4 MACHEBOEUF)
s k. Coloration observée : rouge-orangée
5
F 21 20 i3 'J

Figure 10: CCM des fractions k1, Foo et B3
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La fraction k; a été ensuite séparée sur chromatographie seheauince préparative
dans un systéme de solvant Toluene/AcOEt [7,5/@y8F deux migrations. Aprés grattage
des bandes de silice, elles ont été dissoutesutasolvant CkCl,/MeOH (9/1) pour obtenir
le produit, puis filtrées et évaporées a succitéuwDproduits purs AR-011 (2,1 £ 0.1mg) et
AR-012 (4,5 + 0.1mg) ont été obtenus. L'isolemeatAR-011 et AR-012 est consigné dans

le Schéma 6.
F,
(22.3+0.1)mg

CLBP sur gel de silice
CH,Cl,/MeOH en mode gradient

F;
(8,2+0.1)mg

‘ CCM préparative Toluéne/AcOEt 7,5/2.5

AR-012
(4,5+0.1)mg

Schéma 6: Protocole d’isolement des produits AR-011 et AR.2

Fa3
(7,6+£0.1)mg

Fa
(6.1£0.1)mg

AR-011
(2,1£0.1)mg
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[11-10- ISOLEMENT DE AR-013 ET AR-014

(86.2 = 0.1) mg de la fraction, Font été passés sur colonne chromatographique edur G
de Silice 60Mesh, de granulométrie [0,040-0,063maviec un systéeme de solvant
CH.CI,/CH30H en mode gradient d’élution (95/5 a 70/30). Lala été recuellli par fraction
de 10mL. A la fin de la colonne, on a eu quatretioas R, Fi, Fi3 €t Ry, une formation de
cristaux a été observée dans la fractign €es cristaux ont été purifiés a I'aide du métthano
absolu, cristallisé a froid (-20°C) pendant 24hewrtrécupérés. Ensuite, les cristaux ont été

de nouveau dissous dans le méthanol mais a la tatape 35°C sous ultrason puis analysés

sur CCM.

Colonne de verre : h=40cm ; d=0,5cm

Phase stationnaire : gel de silice 60

Echantillon : (86.2 £ 0.1) mg de En dépbt liquide

Volume mort :(10,0+0.1) mL

Eluant Volume (£ 0.1 mL) Fractions
CH,Cl,/MeOH (95/5) 10 -
CH,Cl,/MeOH (90/10) 10
CH,Cl,/MeOH (85/15) 10 [
CH.CI,/MeOH (80/20) 10 s
CH.CI,/MeOH (70/30) 10 k=
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Le profil chromatographique est représenté pardarg 11.

CH,CL,/CH,OH 90/10

: 1
2 Systéme d'éluant  : G}E1,/MeOH [90/10] + 3
gouttes d’'ammoniaque
Phase fixe . gel de silice 60
Révélateur : Réactif de Dragendorff
(MUNIER et MACHEBOEUF)
4

Figure 11: CCM de la fraction Fy3

La fraction B3 a été purifiée a l'aide d'une chromatographie souche mince
préparative dans un systeme de solvani@#MeOH [90/10] avec 3 gouttes d’ammoniaque,
deux produits purs notés AR-013 (14,2 = 0.1) m@gRt014 (2,6 + 0.1) mg ont été obtenus

selon le Schéma 7.
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Fy
(86.24+0.1)mg

CLBP sur gel de silice
CH,Cl,/MeOH en mode gradient

(21,940.1)mg

|
Fy Fu3
(19,3£0.1)mg (cristaux)
(20,6+0.1)mg]

1)Lavage au CH;0OH et cristallisation a froid
(24H)
+ 2)Dissolution dans CH;0OH a 35°C sous

ultrason

F43

CCM préparative
CH,Cl,/MeOH (90/10) + 3 gouttes
de NH,OH

Y

AR-013 AR-014
(14,2+0.1)mg (2,6+0.1)mg

Schéma 7. Protocole d’isolement des produits AR-013 et AR-14
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[11-11- RESULTATS DES CCM DES PRODUITS ISOLES
Les quatre produits isolés AR-011, AR-012, AR-01AR-014 ont été développés sur

une méme plague CCM selon la Figure 12 afin ddieéen CCM leur pureté et en déduire

leurs caractéristiques.

CH,C,/CH,OH 96/4 + NH,0H

)

;S Systeme d’éluant : Ci€1,/CH30H [96/4] + 3 gouttes
N d’ammoniaque
;;\ Phase fixe : gel de silice 60
g/ Révélateur : Réactif de Dragendorff (MUNIER et
- MACHEBOEUF)
Coloration observée : rouge-orangée

T 011 012 013 014

Figure 12: CCM des produits isolés

Les caractéristiques des produits isolés sont réearans le Tableau 9.

Tableau 9: Caractéristiques des produits isolés

Produit Masse (mg) Aspect R
AR-011 (2,1+0.1) Amorphe 0,638
AR-012 (4,5 +0.1) Amorphe 0,425
AR-013 (14,2+0.1) Cristaux blancs 0,063
AR-014 (2,6 £ 0.1) Amorphe 0,075

-52-



[11-12- RESULTATS DES TESTS ANTIBACTERIENS DES PRODUITS ISOLES

Les produits isolés AR-011, AR-012, AR-013 et AR4@int été soumis a des tests
antibactériens par la méthode de bio-autographéeidi. Les résultats des tests sont positifs
sur des souches a grartreptococcus faecal(SF) etStaphylococcus auréSA). Les

guatre produits ont donné les mémes résultats selBigure 13 et le Tableau 10.

Systéme d’éluant
Phase fixe
Révélateur

Observation

. Ci€l,/MeOH [96/4]
: gel de silice 60
: Colorant vital

: zone claire

Figure 13: Tests antibactériens sur les produits isolés

Le Tableau 10 résume les résultats obtenus.

Tableau 10: Résultats du test antibactérien sur les produitssolés

Produit Résultat
AR-011 +
AR-012 +
AR-013 +
AR-014 "
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[11-13- RESULTATS DES ANALYSES SPECTRALES
A cause de leur faible quantité, seuls les spe&bl *H, °C, *H-'H COSY,'H-**C
HMBC, *H-13C HSQC et le spectre de masse du produit AR-Olfasse 14,3mg ont été

enregistres.

[11-13- 1- Spectrométrie de Résonance Magnétiqgue (RN)
L’étude concertée des spectres RMN, °C, 'H-'H COSY, HSQC et HMBC

enregistrés sur le produit AR-013 a permis de teéelinformations suivantes sur sa structure.

Spectre RMN *H

L’analyse du spectre RMRH a permis de dresser le tableau des valeurs gémceénents
chimiques des protons, ainsi que la multiplicité devers signaux. Les valeurs s’étendent de

1,08 a 4,80ppm et elles sont résumées dans leadiable
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Tableau 11: Résultats des analyses en RMNH du produit AR-013

3 (ppm)

é (ppm) pour chaque
site

Allure des signaux

4.79

4.79

singulet

291

2.89

2.87

2.89

triplet

2.62

2.60

2.61

doublet

2.49

2.47

2.46

2.44

2.42

2.46

quintuplet

2.38

2.37

2.35

2.33

2.33

2.35

quintuplet

2.06

2.03

2.04

doublet

1.71

1.70

1.68

1.69

triplet

1.63

1.60

1.61

doublet

1.55

1.52

1.583

doublet

1.47

1.47

singulet

1.25

1.23

1.19

1.17

1.21

quadruplet

1.09

1.07

1.08

doublet
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Spectre RMN **C

Le spectre totalement découplé sur une large béBidadband) a donné le résultat

illustré dans le Tableau 12.

Tableau 12: Déplacements chimiques deSC du produit AR-013

6 (ppm) Type de carbone

173.57 -COOR

70.39 -O-CH

56.04 N.CH.

53.61

37.47

34.64

29.79

29.15

28.78 -CHy-

28.73

26.44

25.53

25.42

18.76 -CHs

Nous remarquons la présence d’'un pié 473,57 ppm indiquant la présence d'un
carbonyle lactonique a cause de la faible valeurguaport aux autres carbonyles. L'analyse
concertée de ces deux spectres Broadband et DERJuénl'existence de 14 atomes de
carbone dont un méthyle —GH9 méthylenes —CHet 3 méthines CH. L’'un des protons des

méthines est et de I'oxygene et les 2 autres enle I'azote.
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Spectre DEPT 135°
L’expérience DEPT 135° pour 1€4C totalement découplés montre des pics sous

forme de singulets représentant les signaux de yhééis (-CH-) avec des intensités
positives et ceux de méthines (CH) et méthyles {@irEsentant des intensités négatives ; le
seul C quaternaire @ 173,57ppm donne aucun signal dans cette expériba®T. Il est

présent en Broadband. Les résultats sont mentiatarésle Tableau 13.

Tableau 13 Résumé des déplacements chimiques d€€ pour le spectre DEPT

Signaux 6 (ppm) Type de site protonique

37.47
34.64
29.80
29.16
28.79 CH;
28.73
26.45
25.53
25.42

Intensité positive

70.40
Intensité négative 56.04 CH
53.61
18.77 CH

La présence de 13 pics (DEPT) et de 14 pics (Brarad)oconfirment la présence d’'un
carbone quaternairedal 73,57ppm attribué a

o~~~

oO—oO

La valeur 173,57ppm est proche des valeurs du déml@nt chimique dans une
lactone saturée [22]. o

34.6 173.57

O

/

CH
‘70,39
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Spectre RMN *H-3C : HSOC

L’expérience de corrélation HSQC indique les catiéhs des protons avec les

carbones qui les portent. Les résultats sont raddgsmdans le Tableau 14.

Tableau 14: Résultats des expérimentations en HSQC sur proit AR-013

& (ppm) C & (ppm) H Observation
70.39 4.79 Un proton a c6té d’un
56.04 2.61 hétéroatome

Q
53.61 2.89 \ 7030 H\z.gé .
c— c=
/
H 479 N
37.47 1.47 -Cht
34.64 2.45 Deux protons non
2.35 équivalents
2,45 2,35
I~ "
/N
29.79 1.60 -Cht
29.15 2.04 -Cht
28.78 1.60 -Cht
28.73 1.47 -Cht
26.44 1.53 Les protongrésentent des
121 environnements chimiques
' différents ce sont deux
protons non équivalents
1,53 1,21
H\C/H
/N
25.53 1.47 -Cht
25.42 1.69 -Cht
18.76 1.08 -Chl
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L’analyse du spectre RMNH nous a permis de répartir les valeurs des déplects
chimiques situées entre 1,08ppm et 4,80ppm em&szobien distinctes.
- Zone 1, 08 - 1,70ppm

- Zone 2,05 - 3,00ppm

- Zone >4ppm

a- Zone 1,08 -1,70ppm
La valeur 1.08 est attribuée au seul méthyle.

Les valeurs comprises entre 1,21 et 1,69ppm ldissgposer que le produit est cyclique
et qu'il porte des chainons ©H,-CH que les déplacements chimiques d€scompris entre

20 et 30 ppm correspondants. Le Tableau 15 rappensemble de ces résultats.

Tableau 15: Déplacements chimiques des carbones méthyléniqude AR-013

8 (ppm) C Type de site protonique

37.47

29.79

29.15

28.78 CHy-

28.73

26.44

25.53

25.42

1.60 1.60
Hy Hy
C 28.78 C28.73

VA"

CH»
H->C 29.79 C25.53 1.69
Hz

Toutefois les protons dont les déplacements chiesigd 1,53 et & 1,21ppm, portés par
le carbone a 26,44ppm sont géminés et ce carbommes’'un cycle pipéridine (Silverstein,
Morill et Basler) [22].Etant donné que le cycle est saturé, il est évidaatleur orientation
dans le cycle est difféerente (au dessus et en deskocycle), c’est la raison pour laquelle les
déplacements chimiques sont difféerents. La valaurddplacement chimique a 1,53ppm

corrobore le noyau pipéridine.
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b- Zone 2,05 - 3,00ppm
Le déplacement chimique a 2,04ppm est attribuéu& geotons méthyléniques ¢npar

rapport & 'azote du noyau pipéridine. La littéra indique que cette valeur est peut-étre due

a la présence d’une longue chainev@e I'azote.

1,53 1.21
H H
CH, 2,04
CH, 2,61
280N\ 2
N
H

- Dans cette zone figurent deux déplacements chimigug89 et 2,61 ppm, qui peuvent
étre attribués a deux groupements méthines. ee I'azote du pipéridine. Les protons
méthiniques @& 2,89 ppm sont portés par le carbon& 28,61 ppm et ceux &2,6 ppm
sont portés par celui@56,04 ppm.
- Les déplacements chimiques respectivement a 2,4636t ppm sont attribués deux
protons portés par le méme carbone résonnant & Bpra.

‘ Hox

| A4
C C C O

Hozs O

c- Zone >4ppm
C’est la zone des protons erle I'oxygéne. Ainsi, on peut avancer que le praoém,80

ppm porté par le carboned& 0,39 ppm est emde I'oxygene.

Les différences entre les déplacements chimiquegd#ons e de I'azote et e de
I'oxygéne sont en parfait accord avec le fait qgeedéplacements chimiques dépendent de la
densité électronique- entrainant un glissement keechamp fort (blindage, soit faible) ou

vers le champ faible (déblindageéléve) , 'oxygene étant plus électronégatif qaedte.
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Spectre RMN *H-**C: HMBC

Le spectre de corrélation hétéronucléaire HMBCnaoles corrélations entrél et
13C séparés par 2 ou plusieurs liaisons. L'interpigtade spectre HMBC du produit AR-013
donne les résultats présentés dans le Tableaualfnktion de ces différentes séquences a
été effectuée grace au spectre HMBC.
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Tableau 16: Corrélations *H- **C HMBC observées pour la structure du produitAR-013

] & (ppm) °C Corrélation *H- Observation
6 (ppm) "H 13
porteur C
4.79
o)
4.79 70.39 26.44 \C/ H\
|\CH2
26.44
O—=C039
18.77 ? ’\
2.89 53.6 56.04 e S
70.39 N
15 CHa108 Hs 61
25.42
2.35
34.64 28.78
2.45 160
173.60 H,C 2878
C2553
26.44 PN
2.04 29.15 56.04 O_Cw
70.39
5604C 261
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]  (ppm) BC Corrélation 'H- Observation
o (ppm) "H 13
porteur C
(@]
\0173.57
28.73 %; H2 45
1.69 25.42 25.53 1.60 /
1.e|s_(|) C.28.78 322873({6@\H
34.64 AN ' / 235
\625.42
C553 2
H2 1.69
1.60
H,C 28.78
1.61 28.78 25.53 Q
b7
1.60
147 H,
28.78 H,Cg37.47 C28.78
1.47 25.53
29.79 2553
ﬁzU.247
O~ Cy39
53.61
1.08 18.77 H—Cqan
70.39 ' >
NH
18.73(,: ’

Les corrélationgH-*C HMBC observées nous ont permis de présenteru@smde
structure de AR-013 selon la Figure 14.
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C'173'57

CH31.08 H, o

Figure 14: Corrélations *H- **C HMBC observées sur le produit AR-013
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Spectre RMN *H-'H: COSY

Les corrélations protons observées sur le spdti®& 'H-'H COSY confirme la

structure proposée pour le produit AR-013 selohdeleau 17 et la Figure 15.
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Tableau 17: Corrélations *H-'H COSY observées sur AR-013

& (ppm) *H & (ppm) *H corrélés Corrélation
y/> 153 N
AVa
480
2.89 C.26.44
4.80 2.04 O—Cypag9 20.1:C .2
1.53
2';9 Css.61
H cb53.61
2.89
2.89 1.08 NH
sGHs1.08
1.47
Ha
/C37.47
2.61 1.47 04C \éigjg
2
HN J
Ho%T
o
\C173.57
H2.45
235 1.69 /
b,
235
1.69
H 153
1.2
1.53 \ /
2.04 121 " 260
\ 2.0
1CH
Hoss N\
\/ 121
1.53 C. 26.44
1.21 1.47 204
) 29.15CH>
37.47
CH»
/ 1.47
56.04C
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1.69

2
CH,
\ 1.60
34.64C
\ H
235
25.53
CH,

1.47

56.04C

Cs3-61

2.89 \
N

I
T
Q
(@]
_N
~
-

1'"CH,1.08

Figure 15: Corrélations *H-'H COSY observées sur AR-013

- 67 -



Ainsi, la structure proposeée pour le produit AR-@kB donnée par la Figure 16, notée

« Structure A ».

1.69

Hy
Hy s 6c
} 25‘4\28.73
SpHZ
7 1.60
34.64C
\H
2.35
25.53
4'CH,
1.47
H
1.53 H
L 1.21
. H
(0] Ci73-57 4.80 4
| C 26.44 3'
/O 5 / \ 2.04 28'7gcl_|1260
‘7?7,. g_c70.39 29.ISC|'3|2
6 ) e 2'
H Cs361 96.04C /CH2
2.89 37.47 29.79
NG / \c
N Hy
H 1.47
1"CHy 108 Hy )

18.73

Figure 16: Structure proposée pour le composé AR-013, « Sicture A »

Cette structure a pour formule bruteld,s0.N et de masse moléculaire 239.

Afin de confirmer cette hypothése, on calcule lenbee d’insaturation(s) et /ou
cycle(s) pour pouvoir confirmer cette hypothese.

Ni/c= 14 -25/2 + %2+ 1

Ni/c= 3 insaturation(s) et/ou cycle(s)
Le résultat de cette opération est en conformitc diexistence de deux cycles et d'une

insaturation.
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[11-13-2- Spectrométrie de Masse (SM)
Le spectre « FAB mass » en mode positif donne cempin parent le pic (M+H) a

m/z 479, or (M+H)" est un pseudo pic moléculaire, il donne sans aiitéida masse du
produit qui est donc 478.

Ainsi, d’apres les données collectées dans ledrggeRMN on a une molécule formée
de 2 unités gH,s0,N car 478= 2 x 239 donc AR-013 est une moléculeétsique formée de

deux « Structure A » dont nous avons donné I'’ébauch

. HN\/ ot HOr o
K
O—cC @) > O:C/—\ T
,7 /\
e ij—@—b» I—gC/\N Stk
HC H H
Mz 479 (100%)
C=0 ("bcl:)e <% O c=0
\ * wok
G, O @),
|
i \__co R iz 239 (40%)

Ainsi, la structure du produit AR-013 est donnéelpdigure 17.
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e / \/C H3

7

(CH2)7
HsC/\H/

Figure 17: Structure plane de AR-013

L’analyse des diverses données en RMN et en naggsete la preuve que la
molécule AR-01 3 est bien la Carpaine.
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CONCLUSION



Pour notre initiation a la recherche, nous avonsngtire en pratigue non seulement
les enseignements dispensés en AEA telles que &hodes d’extraction d’'une famille
chimique, le criblage phytochimique, les méthodeanalyse chromatographique, les
meéthodes spectrales de détermination de structai® amssi les tests biologiques nécessaires
pour que le produit obtenu soit actif. C’est ungaunité de nous familiariser avec les
méthodologies de recherches en Chimie des Prodaitsels aussi que les bonnes pratiques
du laboratoire.

Les résultats obtenus au screening phytochimignérotent la présence d’alcaloides,
le goGt amer des feuilles du papayer vient en apmeitte affirmation.

Nous avons effectué une extraction a deux repasesd’obtenir un maximum de
rendement en extrait hydroalcoolique, soit 35,52%tilisation de 'ammoniaque pour la
premiére extraction a permis de rendre les alcato@ntenus dans la plante sous forme de
base et par conséquent faciliterait I'extractionr peartage. Le rendement en extrait
d’alcaloides totaux était de 0,12%. En effet, si &caloides existaient sous forme de sels,
'action de I'ammoniaque les transformerait en Basasceptibles d’étre extraites par des
solvants organiques de polarité moyenne tels :i¢thlatométhane, l'acétate d’éthyle ou
I'éther éthylique.

Un test antioxydant a été aussi effectué sur bgitms. Ce test a donné des résultats
positifs sur les fractions;Fet F, des produits alcaloidiques, on peut en déduireastigité
antioxydant des feuilles du papayer.

L’extrait hydroalcoolique ainsi que I'extrait brdtalcaloides ont été soumis a des tests
antibactériens : I'extrait hydroalcoolique a doruré résultat négatif alors que I'extrait brut
d’alcaloides a montré plusieurs zones d’inhibitsam des souches a gram + et gram -. On
peut en déduire que la présence de composés ayieedes alcaloides dans I'extrait
hydroalcoolique a masqué I'activité des alcaloictestenus dans les feuilles du papayer. Les
tests effectués sur les fractions ont indiqué qureams alcaloides de la plante présentent des
activités antibactériennes sur uniguement des ssuahgram+. De méme, les tests sur les
produits isolés ont confirmé que les quatre aldaeiisolés sont actifs et les tests ont été

positifs sur les souches a gram+.
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La Carpaine est présente dans les feuilles gjrégses du papayer. Elle a fait I'objet
de nombreux travaux chimiques et biologiques. Tfoigesa structure n’a pu étre élucidée de
facon définitive.

Elle a été isolée pour la premiere fois en 1890 @aeshoff [4] et son activité
physiologique était déterminée. En 1965, soit 75dns tard, la formule brute,gHsoN.O,4 a
été proposée de Coke et Rice [4].

Entre temps, Merck et Compagnie proposait une fegrbouute G4H,/NO, que Van
Rijn avait corrigée en {H2sNO..

Par ailleurs, Barger er ses collaborateurs traraiik sur les dérivés de la Carpaine et
obtenaient I'acide carpamique [4].

Enfin, Spiteller-Friedmann et Spiteller en utitisde spectre de masse, ont trouvé que
le Carpaine a une masse égale a 478 qui correspoddux molécules identiques de
Ci14H25NO [4].

Pour notre part, I'analyse des données en spectriesiéde masse et de RMN
monodimensionnelle et bidimensionnelle a permiscdafirmer la structure récemment
proposée pour la Carpaine. Au cours de ce travails avons pu présenter pour la premiere
fois les corrélations homonucléaires (COSY), luttacléaires (HSQC, HMBC) pour la
Carpaine.

C’est notre premiére contribution a I'élaboratianla confirmation de structure de
composé naturel.

C’est une premiére expérience pour une étude phiyhigue, biologique de produits
naturels.

En perspective, nous nous proposons de poursuigredé des autres alcaloides

contenus dans les feuilles @arica papayad..
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ANNEXES 1
SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Préparation des extraits bruts pour le screening pytochimique
1
2- Additionner 200mL d’éthanol 80%.
3
4

Placer 50g de plante séchées, broyées dans un dalls00mL.

Porter le ballon dans un bain marie bouillant pehdae heure.

Refroidir le contenu du ballon avec 50mL d’éthai®®% et réunir les solutions

alcooliques.

Screening des alcaloides

Macérer 5g de plantes séchées, broyées dans 5O0atidel’ chlorhydrique 12% pendant
15mn.

Filtrer éventuellement sur coton.

Répartir le filtrat dans 4 tubes a essais.

Tube n°1 : témoin

Tube n°2 : addition de 5 gouttes de réactif de Véagn

Tube n°3 : addition de 5 gouttes de réactif de Maye

Tube n°3 : addition de 5 gouttes de réactif de Bnagrff

Screening des flavonoides et leucoanthocyanes

Evaporer une solution alcoolique équivalente a 8gliihgues végétales dans un cristallisoir
sur bain marie.

Refroidir a température ambiante.

Traiter avec 5ml de cyclohexane. Filtrer. Répétepdration jusqu'a élimination des
pigments.

Dissoudre le résidu avec 30mL d’éthanol 80% puiiefi

Placer 3mL du filtrat respectivement dans 4 tubessais.

Tube n°1 : témoin

Tube n°2 : additionner quelques gouttes de@IH et observer la coloration.



1- Test de Wilstater
Dans le tube n°3, additionner 0,5mL de HCI conegruis 3 ou 4 tournures de magnésium.

Observer le changement de coloration apres 10mn.

2- Test de Bate Smith
Dans le tube n°4, additionner 0,5mL de HCI con@eatrporter au bain marie pendant 30mn.

Laisser refroidir. Noter la coloration.

Screening des tanins et polyphénols

Evaporer la solution hydroalcoolique équivalentid®g de drogue dans un cristallisoir.
Additionner 25mL d’eau distillée chaude. Agitefitter.

Ajouter 4 gouttes de NaCl 10%.

Filtrer la solution et introduire 3mL du filtratgpectivement dans 4 tubes a essais.

Tube n°1 : témoin

Tube n°2: additionner 4 a 5 gouttes de gélatineet%bserver I'apparition d’'un précipité
éventuel.

Tube n°3: additionner 4 & 5 gouttes de gélatinées@l% de gélatine + NaCl 10%) et observer
la précipitation.

Tube n°4: additionner 3 a 4 gouttes de ke&h solution méthanolique et observer le

changement de coloration.

Screening des stéroides et triterpenes

Evaporer compléetement la solution hydroalcooliqgeialente a 10g de drogue dans un
cristallisoir, en utilisant un bain marie 60°C. &ser refroidir.

Additionner 10mL d'éther de pétrole, agiter 5mn d#canter le surnageant. Répéter
'opération jusqu’a élimination des pigments.

Additionner 10mL de chloroforme et agiter pendaat Bdmn.

Décanter et sécher la solution avee®@, anhydre. Filtrer et recueillir le filtrat dans tube

a essai propre.

Diviser la solution dans 4 tubes a essais.

Tube n°1 : témoin

Tube n°2 : additionner 1 a 2ml de MeOH + 3goutie&®H 1N + quelques grains d’acide



1- Test de Badjet Kedde
Tube n°3 : additionner 1ml de KOH + 3gouttes d’acd5-dinitrobenzoique

2- Test de Liebermann-Burschard

Dans le tube n°4, additionner 3 gouttes d’anhydaickgique.
Agiter [égerement et ajouter une goutte 8@, concentré.

Observer le changement de coloration immédiateeteaypres une heure.

Screening des saponines

Test de mousse

Mettre 1g de drogue dans un tube a essai.

Additionner 10mL d’eau distillée et agiter vigousement pendant 30 secondes. Placer le
tube verticalement pendant 30mn.

Si la mousse mesure 30cm apres 30mn, la drogugobdes saponines.



ANNEXES 2

PREPARATION DES REACTIFS

1- Réactif de Dragendorff
Solution A

Peser 1,7g de sous-nitrate de bismuth et 20g @&dandrique, les dissoudre dans 30ml d’eau

distillée.
Solution B
Peser 16g d’'iodure de potassium et les dissoudre 42ml d’eau distillée.
Révélation
Au moment de I'emploi, mélanger 2,5ml de A et 2,5alB. Ajouter 10g d’acide tartrique

dissous dans 50ml d’eau distillée.

2- Reéactif de Wagner

Peser 2g d’'iodure de potassium et 1,27g d’iode.
Mélanger ces produits dans un erlenmeyer de 250ajbeter 100ml d’eau distillée.

Agiter jusqu’a dissolution compléte des réactifs.

3- Réactif de Mayer

Dissoudre 1,35g de chlorure mercurique (II) dansl9d’eau. Ajouter 5g d’iodure de
potassium. Bien agiter jusqu’a dissolution compl&amener & 100ml le volume total avec

de I'eau distillée.

4- Gélatine
Mettre 1g de gélatine en suspension dans 100mlid’ea

5- Chlorure de sodium a 10%

Dissoudre 10g de NaCl dans 100ml d’eau distillée.

6- Gélatine salée
Mélanger un volume de la solution de la gélatinaaolume égal de la solution de chlorure

de sodium a 10%.



7- Acide chlorhydrigue a 5%

Verser 95ml d’eau distillée dans une éprouvettecanhpléter a 100ml avec de l'acide

chlorhydrique.

8- Réactif de Kedde
Peser 2g d’acide 3,5-DNTB et les dissoudre danslL@é MeOH.

Préparer une solution potasse normale (5,69 de H&is 100ml d’eau distillée)

Pulvérisation

Au moment de I'emploi, mélanger a volume égal latson d’acide et de potasse.

9- Reéactif de Keller-Killiani
Dissoudre 10g de Fegdlans 100ml d’eau.

Au moment de I'emploi, mélanger 0,3ml de la solutiprécédente de FeCdans 50ml

d’acide acétique glacial.
On préléve 3ml du mélange pour le test de Kelldligi

10-Chlorure ferrique a 10% dans le MeOH
Dissoudre 1g de FeCl3 dans 10ml de MeOH en agiaah chauffant au bain-marie jusqu’a

dissolution complete.

11-Réactif de Dragendorff (MUNIER et MACHEBOEUF) [13]
Solution A
Peser 0,85¢g de sous-nitrate de bismuth et 10gd#dartrique, les dissoudre dans 40ml d’eau

distillée.
Solution B
Peser 8g d’'iodure de potassium et les dissoudre 2aml d’eau distillée.
Révélation
Au moment de I'emploi, mélanger 5ml de A et 5SmIBleAjouter 20mL d’acide acétique puis

compléter par 100mL d’eau distillée.



ANNEXES 3

PARTIE MICROBIOLOGIE

Milieu Mueller Hinton Gélosé (MHA)

- Extrait de beoeuf 39/l
- Caséine hydrolysat 17,59/
- Amidon 1,59/
- Agar 15 a 209/l

Le mélange est agité et porté a ébullition, pussilsgé dans un autoclave a 121°C pendant
15mn.

Colorant vital

0,7mg de thiazolyl bleu tétrazolium bromide par di¢au distillée.

Description des souches

» Candida albicangchampignon)

C’est I'espece de levure la plus importante etlis gonnue du genr€andida Elle
provoque des infections fongiques (candidiase auwlidase), essentiellement au niveau des
muqueuses digestives et gynécologiques. C’est gan@me vivant a I'état naturel sur la

peau, dans la bouche et dans le tube digesti&tte Ihumain.

» Bactéries a gram+

Staphylococcus auréus

C'est l'espéce la plus pathogene du geBtephylococcusElle est responsable
d’intoxication alimentaire, d’infection localiséaigurée et dans certains cas extréme, de
septicémie chez les sujets débilités (greffes,hass cardiaques). Elle se présente comme

une coque en amas (grappe de raisin).



Bacillus subtilis

C’est une bactérie que I'on trouve habituellemdgms le sol mais c’est surtout une
espéece ubiquitaire. Elle n’est pas considérée copattgogene pour ’lhomme mais elle peut

contaminer des aliments et peut exceptionnellenpeavoquer une intoxication alimentaire.

Streptococcus faecalis

C’est une bactérie commensale & Gram positif, aable tube digestif des humains et
d'autres mammiferes. Elle peut causer des infestinortelles chez I'hnomme et le singe,
particulierement dans un environnement hospitallerhaut niveau de résistance naturelle

aux antibiotiques de la bactérie contribue a shqugnicité

» Bactéries a gram-

Escherichia coli

C’est une bactérie intestinale des mammiféres ¢meamune chez I'étre humain.
Certaines de ses souches peuvent étre pathogémeginant des gastro-entérites, des

infections urinaires, des méningites ou des sepiee

Pseudomonas aeruginosa

Elle est pathogene, trés résistante et, avec éauactéries a gram-, de plus en plus
souvent responsable d’infections nosocomiales. foemes de pathologie qu’elle engendre
sont diverses : infection de I'ceil ; des plaiestaut brllure et plaies opératoires ; des urines ;
gastro-intestinales et des poumons ; des méningjitazculation ; des septicémies.

Citrobacter freundii

Elles sont considérées comme des bactéries pathogqportunistes et la plupart de

ces infections sont d’origine nosocomiale.

Salmonella typhii

Ce sont des entérobactéries bacilles responsablemstro-entérites, toxi-infections
alimentaires et des fievres typhoides et paratgf@sothez 'homme.



ANNEXES 4
DIFFERENTES FORMULES

Formules des acides aminés

o)
) jw
NH2 HO H NHZ
H NHz
tryptophane ornithine

NHZ (@]
lysine acide aspartique
H,N
o) OH
HO,
o) NH,
phénylalanine

acide anthranilique

H,N

HO o) OH
tyrosine



ANNEXES 5

SPECTRES RMN
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Résumé: Les feuilles deCarica papayal., Caricaceae, sont utilisées & Madagascar ptemdir la
viande et enlever les taches de sang sur les vatenes feuilles de la plante ont été récoltées da
commune rurale d’ltaosy, Région d’Analamanga. léssiltats des tests antibactériens et antioxydants
sur I'extrait brut, I'extrait d’alcaloides totawet sur certaines fractions ont été positifs. Lélage
phytochimique a permis de détecter la présencealtitles, de triterpénes, de flavonoides et dagani
catéchiques. Aprés un fractionnement bioguidé, rquattoduits notés AR-011, AR-012, AR-013 et
AR-014 ont été isolés. Seuls les spectres RMN®C, *H-'H COSY,'H-*C HMBC, 'H-**C HSQC et

le spectre de masse du produit AR-013 de massenj4o8t été enregistrés. Ces spectres ont permis
d’établir la structure compléte du produit.
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Abstract: leaves ofCarica papayal. are used in Madagascar to tenderize meat atakéooff blood
stain on the clothes. The leaves of the plant wellected at Itaosy, Analamanga area.

The antibacterial and antioxidant test on the extrand some fractions have shown positive results.
The phytochemical screening allowed detecting tresgnce of alkaloids, terpens, flavonoids and
tannins. Four pure products: AR-011, AR-012, AR-@18 AR-014, were isolated from the leaves of
Carica papayaOnly the spectrometer NM, *C, 'H-'H COSY,*H-**C HMBC, 'H-**C HSQC and

the mass spectrometer of AR-013 were recorded.,Tthescomplete structure of the molecule has
been established.
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