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Préambule : 
 
 
 
 
 
 
Le milieu naturel est une source importante pour la recherche de molécules à visée thérapeutique. 
La majeure partie des médicaments mis sur le marché provient de substances d’origine naturelle. 
La pharmacognosie a permis d’identifier les molécules présentes dans notre environnement et de 
comprendre leurs mécanismes d’actions sur notre organisme. 
A ce jour, 10% des plantes ont été examinées phytochimiquement, les organismes marins quant à 
eux, ont très peu été analysés, de plus il reste encore beaucoup d’espèces à découvrir dans les fonds 
océaniques. On peut ainsi, mieux comprendre l’espoir de trouver de nouvelles molécules qui 
puissent contribuer au progrès de la médecine, sachant que 30% de tous les médicaments utilisés 
sont actuellement dérivés de la nature. 
La mer est l’endroit le plus riche en biodiversité et reste cependant le moins connu par l’homme en 
raison de son accessibilité. Cependant, durant ces dernières décennies, le progrès scientifique  à 
permis d’explorer nos océans et d’approfondir nos connaissances en chimio biodiversité marine. 
Différents groupes taxonomiques ont été étudiés pour leur production de métabolites bioactifs : les 
algues, les éponges, les coraux, les ascidies, les mollusques ainsi que les microorganismes dont les 
champignons (Bhadury, 2006). 
Les pressions écologiques spécifiques au milieu marin (salinité, pression, variation de température, 
compétition, nutrition) induiraient la production de métabolites de structures différentes des 
produits synthétisés en milieu terrestre (Jensen et Fenical, 2000). 
Les mers chaudes, sont des lieux de recherches privilégiés car elles contiennent de nombreuses 
espèces qui produisent des molécules toxiques pour leurs adversaires. 
C’est probablement, la compétition entre maintes espèces, vivant dans le même milieu, qui a favorisé 
le développement de tels mécanismes de défense. 
En raison du grand nombre de variétés d’animaux et d’algues peuplant nos Océans, il paraît judicieux 
d’adopter des stratégies pour affiner les recherches en vue de découvrir des molécules originales 
pour l’industrie pharmaceutique. 
Ainsi l’observation in situ des comportements des organismes marins, les uns par rapport aux autres, 
est une indication quant au raisonnement à suivre.  
En effet, comment un animal dépourvu de moyens de défenses mécaniques, vivant immobile, fixé 
sur une roche comme l’éponge marine, peut-il se protéger de prédateurs et autres parasites ? 
En déployant des armes biochimiques, capables de repousser voire d’empoisonner un éventuel 
prédateur.  
Les spongiaires, en adoptant de tels mécanismes de défense nous dévoilent des miracles d’ingéniosité 
biochimique. L’observation attentive des comportements des espèces marines nous offre des 
renseignements primordiaux. Reste à l’homme de trouver comment exploiter ces substances, sans 
dégrader son environnement et ce, afin d’enrichir sa pharmacopée et de trouver de nouvelles 
solutions à ces maux. 
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I. Introduction : 
 

1.1 Présentation du Laboratoire  
 
Le laboratoire qui m’a accueilli pour préparer mon stage appartient au groupe MMS (Mer Molécules 
Santé) dirigé par le professeur François POUCHUS. Ce groupe est la réunion de 6 EA régionales, 
dont les thèmes de recherches principaux sont l’observation et la compréhension du monde marin 
ainsi que l’utilisation de ses ressources. 
Les principaux thèmes d’études du groupe sont : 
 

� Ecosystèmes, organismes marins et biodiversité (biologie moléculaire et génétique 
évolutive) 

 
� Métabolismes et réponses biologiques des organismes marins (photosynthèse et 

métabolisme du carbone, écophysiologie, écotoxicologie, écologie et biochimie marine) 
 

� Molécules marines d’intérêt (protéines et pigments ; pharmacologie et toxinologie ; lipides, 
cosmétologie) 

 
Le groupe MMS fait également partie du pôle Mer et Littoral. Ce pôle est une structure de recherche 
pluridisciplinaire qui regroupe 9 équipes de recherches (figure1) et 150 permanents de l’Université de 
Nantes.  
J’ai donc travaillé au sein de l’UPRES EA 2160 dans l’équipe de Pharmacochimie et Toxinologie 
dirigée par le professeur Jean-François BIARD. Le laboratoire dépend de la faculté de Pharmacie de  
Nantes, mais se situe sur le site de la Faculté de Sciences au sein du bâtiment ISOMer. 
L’objectif de l’équipe de recherche dans laquelle j’ai effectué mon étude est de trouver de nouvelles 
molécules qui auraient une activité pharmacologique et qui seraient valorisables pour l’industrie. 
 

 
                                                  Figure 1 : Représentation et organisation du pôle mer et littoral 
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1.2 Définition de l’axe de recherche  
 
 
 
 
 

  
L’objectif de mon stage est d’isoler des substances d’intérêt biologique, cette étude fait partie du 
projet CRISP (Coral Reef Initiative for the South Pacific). 
Ce projet est une initiative de la France et plus précisément de l’IRD (Institut de Recherche pour le 
Développement). Ce dernier a pour objectif de répertorier, protéger, et gérer les récifs coralliens des 
pays du Pacifique Ouest et de rechercher les molécules actives au sein des grandes formations 
coralliennes. 
Le laboratoire MMS contribue à l’étude CRISP pour valoriser dans le domaine pharmaceutique les 
ressources marines  des îles Salomon et des îles Fidji qui sont constituées principalement par des 
spongiaires. 
C’est donc à partir d’organismes invertébrés tels, les éponges marines que mon étude d’isolement de 
produits neuroactifs s’est portée. 
L’équipe de pharmacochimie et de toxinologie du laboratoire MMS possède une longue expérience 
sur l’extraction des produits à caractère lipophiles à partir des invertébrés marins mais a moins 
d’expérience sur l’extraction des produits hydrophiles. 
Ainsi, le but de mon stage est de travailler sur des fractions d’extraits d’éponges hydrosolubles 
possédant une activité neurotoxique démontrée lors de tests biologiques en laboratoire. 
Mon étude consistera donc, à lister les techniques applicables pour l’extraction des composés 
polaires. Ensuite j’évaluerai ces techniques en les associant logiquement entres elles. 
Les critères de choix pour considérer le fractionnement comme efficace sont : 
 

� La purification : l’activité biologique augmente au fur et à mesure que le fractionnement 
progresse. 

 
� La résolution : le fractionnement est considéré acceptable si l’activité biologique se retrouve 

dans une voire deux fractions. 
 
Le travail de départ se réalisera donc sur une espèce d’éponges, pour la mise au point des méthodes 
d’extractions. En effet la quantité disponible pour chaque extrait étant faible, l’optimisation des 
méthodes de séparations s’effectuera sur l’extrait hydrophile ayant la masse disponible la plus 
importante. 
Une fois les procédés d’extractions établis, pour  un extrait, les étapes de partages se réaliseront sur 5 
autres extraits. A cette occasion j’encadrerai des étudiants en 3ème année de pharmacie pour la 
réalisation de leur stage SIR. 
Pour terminer mon stage, le travail consistera à purifier la fraction possédant l’activité la plus 
importante par des méthodes chromatographiques à plus forte résolution ainsi qu’à obtenir des 
informations quant à la structure de la molécule possédant l’activité recherchée. 
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1.3 Les éponges : systématique 
 
 

Les éponges sont apparues dès le Précambrien, elles font parti du règne des animaux et du 
sous règne des Métazoaires et constituent le phylum Porifera. 
Celui-ci est constitué de quatre classes qui contiennent environ dix mille espèces d’éponges : 
 

� Demospongiae : la classe la plus importante avec des formes très variables. Les éponges 
qui la constituent ont un squelette formé de spicules siliceux et/ou de fibres de spongines. 

 
� Calcarea (ou éponges calcaires) : les éponges de cette classe possèdent un squelette de 

spicules calcaires. Ces éponges, de petite taille, sont aussi les plus simples. 
 

�  Hexactinellida (ou éponges de verre) : ces éponges possèdent un squelette de spicules 
siliceux formant généralement un réseau. 

 
� Archaeocyatha : toutes les éponges appartenant à cette classe ont disparu de nos jours et  

n’existent que sous formes fossilisées. 
 
 

1.4 Les éponges : biologie et biochimie  
 
Les éponges possèdent une grande capacité de filtration en permettant ainsi d’exercer un rôle 
écologique non négligeable dans leur milieu naturel qui est l’eau de mer ou l’eau douce. 
Animaux dépourvus de système nerveux et de tube digestif, les spongiaires ne sont constitués que de 
deux couches de cellules (ectodermes et endodermes) qui sont hétérotrophes. 
Sédentaires, a maturité, les spongiaires n’ont a priori aucun moyen de défense contre leurs prédateurs 
mis a part les métabolites qu’elles secrètent et qu’elles peuvent ainsi libérer dans leur milieu (Genin, 
2002). Ainsi, ces organismes de par leur originalité et leur diversité, constituent une source 
importante de molécules originales pouvant avoir un intérêt non négligeable pour l’industrie 
pharmaceutique. 

 

1.5   Les éponges : répartition géographique 
 

Les éponges sauf exception sont sessiles c'est-à-dire qu’elles sont sédentaires et vivent sur un 
substrat. En général, on les rencontre dans les zones littorales et sublittorales où la nourriture est 
abondante. Elles sont présentes entre 6 et 20 mètres de profondeur, mais  on peut en trouver jusqu'à 
-8000 mètres ou plus. Les spongiaires participent à jouer un rôle primordial dans l’écosystème des 
récifs coralliens qui se situent dans la zone intertropicale. 

 
                                               Figure 2 : Répartition des récifs coralliens en rouge sur la carte 
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II. Matériel et méthodes : 
 

2.1 Obtention du matériel biologique : 
 
Les éponges utilisées lors de mon étude ont été collectées par l’IRD dans les îles Salomon et dans les 
îles Fidji. 
Elles font partie de la classe des Demospongiae. Les échantillons collectés correspondent en tout à 6 
espèces différentes (Cf tableau 1) 
 
                                                 Tableau 1 : Espèces récoltées par l’IRD 
 

   Familles Ordres Genres Lieux de récolte Référence IRD 

Halichondriidae Halichondria Neopetrosia Iles Salomon R 3049 

Ianthellidae Verongida Ianthella Iles Salomon R 3068 

Thorectidae Dictyoceratida Thorecta Iles Salomon R 3122 

Pseudoceratimidae Verongida Pseudoceratina Iles Fidji R 3234 

Niphatidae Haplosclerida Cribrocalina Iles Fidji R 3272 

Ancorinidae Astrophorida Melophlus Iles Fidji R 3299 
    
Après avoir été récoltées, les éponges sont envoyées au laboratoire IRD de Nouméa, elles subissent 
une étape de broyage, et sont ensuite lyophilisées. 
A la réception au laboratoire MMS les échantillons lyophilisés vont subir plusieurs extractions et 
traitements (figure 3). 
 
                                                            Eponges lyophilisées 
                                                                                  
                                                                      
 
 
                                                         Ethanol 95%, évaporation  

 
                                                                          
 
 
                                                                            Résidu aqueux 
                                                              Partage liquide/liquide dichlorométhane/eau 

                                                                         
 
 
                                      Fraction dichloro méthane        Fraction aqueuse 
                                                   
                                                         
 
                                    Séchage Na2SO4, filtration       Congélation à -20°C,  
                                              évaporation                       lyophilisation                               
 

                                       
       
                                              Fraction C      Produit repris dans l’éthanol absolu 
                                                                                                  Filtration, évaporation   
 
                                                                                                          
                                                                             Fraction B                                                   
 

                                           Figure 3 : schéma de préparation des extraits 



 - 6 - 

L’objectif de mon stage est de travailler sur les extraits les plus polaires des spongiaires, à savoir la 
fraction B (figure3). 
Ces extraits ont été testés biologiquement et possèdent une activité neurotoxique. 
Le but étant ainsi d’isoler dans les fractions B les molécules ayant les propriétés neurologiques 
recherchées. Ainsi, la mise en place de stratégies d’isolement de produits actifs hydrophiles repose 
sur l’évaluation des techniques disponibles puis, de constater si il est possible les associant 
rationnellement entre elles. 
 
 
 

 2.2 Recherche de l’activité biologique sur les fractions : 

Les substances neuroactives recherchées, agissent sur les canaux ioniques et présentent un intérêt 
pour la recherche fondamentale, puisque employés comme agents pharmacologiques, ils permettent 
de mieux comprendre les mécanismes des fonctions nerveuses.  
Parallèlement, on sait qu'un certain nombre de maladies ou syndromes sont liés aux troubles de 
l'excitabilité neuronale. De telles substances neuroactives, agissant sur les canaux ioniques peuvent 
donc aussi aider au développement de nouveaux médicaments. 
 
L’activité biologique recherchée dans les extraits d’éponges est une activité neurotoxique. 
La neuroactivité est mesurée en effectuant un test sur des larves de Diptères. 
Ce test a été réalisé afin d’évaluer la neurotoxicité des venins de scorpions (Zlotkin et al., 1971). 
Dans la littérature, d’autres études mentionnent ce test (Jan Zdarek et al.,1987) et décrivent son 
utilité sur l’appréciation de la neurotoxicité sur diverses molécules. 
Il a été adapté et utilisé dans l’étude des phycotoxines et mycotoxines, au sein du laboratoire MMS 
(Denardou, 1998). 
Ce test permet la détection  de composés potentiellement neuroactifs et la distinction, selon les effets 
observés, de substances « excitatrices » (paralysie rapide avec contracture généralisée) ou 
« relaxantes » (paralysie lente). 
Ce test a permis au laboratoire l’isolement de l’acétate de fulvol, molécule originale neurotoxique 
extraite d’un corail tropical qui a fait l’objet d’un brevet en 2004 (PCT/FR04/03030). 
 
Les larves utilisées sont des larves de Cycloraphes de l’espèce Calliphora Vomitoria au stade larvaire 

ш, juste avant le stade imago permettant la métamorphose en pupe ou en nymphe. 
 
Le test consiste en l’injection intra abdominale d’une solution d’extrait dans les larves à l’aide d’une 
micro seringue de précision équipée d’une aiguille hypodermique biseautée. L’aiguille est insérée au 
niveau du dernier segment abdominal de l’animal face dorsale. L’injection est considérée comme 
réussi si la larve est toujours mobile au bout de l’aiguille. 
Dans ce type de test, une contraction ou une relaxation d’un minimum de 5 secondes est définie 
comme une réponse positive, l’absence de tout symptôme sur une durée de 10 minutes constitue une 
réponse négative. 
Le test est réalisé sur au minimum 3 larves pour chaque extrait. Pour une dose de 50 on doit prélever 
2,5mg de l’extrait dans 50µl d’eau pour obtenir ainsi une solution à 50µg/ml. 
Cette solution doit être injectée à raison de 1µl pour 10mg de larves. Les larves pesant en moyenne 
70mg, on injecte ainsi 70µl de l’extrait dilué. 
Les résultats sont exprimés en indice d’activité, calculé d’après la formule : A=500/T, T étant le 
temps en secondes nécessaire à l’obtention d’une immobilisation (Denardou, 1998). 
Pour les masses d’extraits purifiés inférieures à 2,5mg, la totalité de la fraction a été récupérée et 
diluée dans 50mg d’eau. 
On considère ainsi que si l’activité se révèle, elle a  été concentrée lors des étapes de 
fractionnement. 
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 2.3 Techniques de fractionnement : 
 
Bien que peu d’études se portent sur l’extraction des composés hydrosolubles à partir d’invertébrés 
marins, quelques travaux apportent tout de même des informations quant à la séparation  des 
produits polaires d’origine marine (Shimizu et al., 1985-2005). 
La liste des techniques proposées dans les chapitres à venir n’est nullement exhaustive et d’autres 
méthodes  d’extractions auraient pu être proposées notamment : 
 

� La Chromatographie de Partage Centrifuge : plusieurs publications mentionnent son 
importance pour la séparation de composés d’origine naturelle de forte polarité. De plus 
la méthode d’extraction aurait été facilitée par les calculs de Kp en fonction de l’activité 
neurotoxique retrouvée dans chaque phase lors du partage liquide-liquide (Chapitre 
2.2.1). Ainsi, la mise en place d’un gradient d’élution ternaire (butanol/acétate 
d’éthyle/eau) aurait été facilitée (Foucault et al.,1998 ). 

 
� L’utilisation de colonnes chromatographiques HILIC, appropriées pour la séparation de 

composés polaires. 
 

� La Chromatographie Ionique, aurait permis de séparée les espèces ionisées. On remarque 
toutefois que cette analyse aurait été fastidieuse puisque l’usage de tampons à différents 
pH aurait été nécessaire quant à la mise en œuvre des procédés d’extractions. 

 
Le laboratoire n’étant pas doté du matériel permettant d’utiliser ces techniques, elles n’ont pu être 
évaluées. 
 
 

 2.3.1 Fractionnement des extraits : 
 

a. Fractionnement sur colonne SPE : 
 

La « Solid Phase Extraction » est une technique préparative qui permet de fractionner rapidement un 
échantillon. 
 L’extraction liquide-solide est basée sur la distribution des composés entre la phase liquide 
(échantillon) et la phase solide (adsorbant choisi).   
C’est, en première approximation, un processus apparenté à celui de la chromatographie d’élution 
qui utiliserait l’adsorbant comme phase stationnaire : si le soluté présente une forte affinité vis-à-vis 
de l’adsorbant, il y reste totalement fixé au cours de la percolation de l’échantillon aqueux (figure 2). 
Le soluté est ensuite désorbé par un petit volume de solvant éluant. 
La connaissance des mécanismes de rétention mis en jeu en chromatographie en phase liquide est 
donc directement transposable à cette technique d’extraction et facilite ainsi la mise au point de la 
méthode. 

 
                     Figure 4 : Description d’une procédure d’extraction sur colonne SPE 
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Dans mon étude deux types de colonnes SPE ont été testés pour l’extraction des composés 
recherchés à savoir : 

⇨⇨⇨⇨    Colonne SPE C18 : 

� Généralités :  
Les composés moyennement polaires sont retenus sur les phases inverses C18 et sont élués par 
un système de solvants peu polaires. 
 
� Matériel : 

 
� Colonne SPE UPTI-CLEAN CLASSIC C18 5OOmg/mL INTERCHOM®   
� Méthanol Carlo Erba Lot V81719178I 
� Eau distillée Eau distillée système AUTOSTILL™ 4000  

 
� Méthode : 
 

� Conditionnement : avec 3 fois 1ml de méthanol puis rinçage de la colonne avec 3 fois 
1ml d’eau. 

� Dépôt de l’échantillon : 15mg de l’échantillon dilué  dans 3 ml d’eau puis dépôt en 
tête de colonne de 1ml de la solution puis percolation, récupération de la phase 
(phase1) 

� Lavage de la colonne : rinçage de la colonne avec 3ml d’eau, récupération de la phase 
(phase 2) 

� Elution : les composés retenus sur la colonne sont élués avec 3ml de méthanol, 
récupération de la phase (phase3) 

� Récupération des 3 phases puis évaporation de celles-ci à 40°C sous vide, 
récupération du résidu et mesure de sa masse. 

 

⇨⇨⇨⇨    Colonne SPE silice : 

 
� Généralités : Les composés polaires sont préférentiellement retenus sur silice et sont élués 

par un système de solvants polaires. 
 
� Matériel : 

 
� Colonne SPE silice INTERCHROM® SI-S-1 G/6  
� Méthanol Carlo Erba Lot V81719178I 
� Eau distillée système AUTOSTILL™ 4000 X 
� Dichlorométhane Carlo Erba Lot P8I023258I 
 

� Méthode : 
 

� Conditionnement : avec un solvant apolaire, le dichlorométhane. 
� Dépôt de l’échantillon : 10mg de l’échantillon sur le fritté de la colonne. 
� Elution avec 3ml d’un mélange dichlorométhane/méthanol 95:5 (fraction 5%), 80:20 

(fraction 20 %) et méthanol 100% (fraction 100 %). 
� Récupération des fractions à 5%, 20% et 100% de méthanol puis évaporation au bain 

marie à 40°C sous flux d’air, mesure de la masse du résidu récupéré pour chaque 
fraction. 
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b. Chromatographie d’exclusion stérique : 
 

La chromatographie d’exclusion stérique encore appelée  chromatographie de perméation sur gel est 
une méthode qui consiste à séparer des molécules de poids moléculaires différents. 
Plusieurs fabricants commercialisent  des matrices de filtration sur gel telles que : "Sephadex", "Bio-
Gel", etc. 
La grande popularité de cette technique vient du fait qu'elle peut s'appliquer sur une large gamme de 
masses moléculaires. La filtration sur gel sépare les molécules selon leur taille, plus spécifiquement 
leur rayon de Stokes ainsi les plus grosses molécules seront éluées en premier  
(figure 5). Il faut toutefois remarquer que la géométrie des molécules peut avoir un impact quant à la 
séparation des molécules en chromatographie de perméation sur gel. 
 

    

 

 

 

 

                                 
                                  Figure 5 : Principe de la perméation sur gel.     
 

⇨ Séparation sur séphadex LH20 : 

 
� Principe : 
 

Le séphadex LH20 est un gel de dextrane ayant subit une alkylation.  
Les molécules de taille importante sont éluées en premier comme l’illustre la figure 5. 
Cependant, ce gel possède des propriétés lipophiles et hydrophiles. Le caractère lipophile de ce gel 
réticulé de dextrane dérive de la présence de groupements isopropyles obtenus par 
hydroxypropylation du Séphadex G-25. Son caractère hydrophile quant à lui, est dû à la présence de 
nombreuses fonctions hydroxyles. Pour ces raisons, le Séphadex LH20 gonfle aussi bien dans les 
solvants peu à moyennement polaires que dans les solvants très polaires. Selon la nature des 
composés à séparer et la nature de l’éluant utilisé, plusieurs mécanismes sont susceptibles 
d’intervenir en même temps, au cours du processus de séparation : 

 
� Séparation par perméation selon le poids moléculaire : Les substances sont éluées par 

ordre décroissant par rapport à leur poids moléculaire. Les solvants les plus utilisés sont 
le méthanol et l’éthanol associés ou non au chloroforme et au dichlorométhane. 

 

� Séparation par adsorption : Le séphadex LH20 a une affinité pour les substances 
aromatiques et cycliques. Ainsi, on peu obtenir des effets d’adsorption réversibles qui 
peuvent être mis à profit  pour la séparation de ces composés en utilisant le plus souvent 
du méthanol ou de l’éthanol. 

 

� Séparation par partition : Lorsqu’on utilise un éluant composé de deux solvants 
organiques de polarités différentes, le séphadex retient spécifiquement le solvant polaire 
provoquant ainsi une différence nette entre ces deux phases. Ce phénomène permet la 
séparation de composés de polarité différente étant donné que les composés plus polaires 
sont retenus par la phase stationnaire. 
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� Matériel : 

 
� Méthanol Carlo Erba Lot V81719178I 
� Colonne de verre (diamètre 2,5cm, longueur 30cm) 
� Séphadex LH 20 sigma aldrich lot : 036K1355 
 

� Méthode : 

� Peser 6g de résine LH20 et laisser en contact dans du méthanol pendant 4 heures. 
� Couler le gel dans la colonne de verre  
� Eluer la solution avec du méthanol 
� Récupérer les fractions tous les 20ml 

 

2.2.1 Fractionnement des extraits par partage liquide/liquide 

� Principe : 

L’extraction liquide/liquide consiste en un transfert de matière entre deux phases liquides non ou 
partiellement miscibles. Le but de cette séparation étant d’isoler l’activité dans une des phases. Le 
choix des solvants à utiliser dépend du pouvoir de solvatation des molécules à extraire. 

� Matériel : 

� Ampoule à décanter 
� Eau distillée système AUTOSTILL™ 4000 X 
� Acétate d’éthyle SDS ref. 0020248 lot V8A844188A 
� Butanol Carlo Erba  code 308251  lot 0N002281B 

 
 

� Méthode : 

  ⇨ Partage butanol/eau et partage acétate d’éthyle eau : 

Disperser dans l’eau l’échantillon à extraire dans 30 ml d’eau purifiée 

� Extraire 3 fois avec du butanol 
� Récupérer les phases organiques et aqueuses 
� Evaporer les phases à 40°C sous flux d’air 
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2.4 Techniques de purification : 

Après avoir déterminé le potentiel de l’activité dans les fractions le but est de trouver une méthode 
plus résolutive que les méthodes d’extractions décrites précédemment afin d’isoler la ou les 
molécules possédant la neurotoxicité recherchée. 

2.4.1 Isolement des molécules actives dans les fractions : 

a. Isolement des fractions par HPLC : 

 

� Matériel :   

⇨ Chaîne HPLC : 

� Pompe Agilent Technologies 1200 séries Référence G131A quaternaire  
 Numéro de série : DE 62962837 

� Passeur HP 1100 séries  Référence G1313A ALS 
  Numéro de série : DE 82206665 

� Détecteur barrette de diodes Agilent Technologies 1200 séries Référence G1315D  
  Numéro de série : DE 64256475 

� Colonne  C18  Inerstil ODS 3 5µm ; 150×4,6mm ; Référence 8FI86137 
 

           ⇨ Réactifs : 

 
� Eau distillée Eau distillée système AUTOSTILL™ 4000 X 
� Méthanol Carlo Erba Lot V81719178I. 

 
 

� Méthode : 
 

� Volume injection : 20µl 
� Gradients d’élution : 
 

          Tableau 2 : Gradient d’élution 30-100% de MeOH                                              Tableau 3 : Gradient d’élution 50-100% de MeOH 

 
� Détection de 200nm à 365nm 
� Solutions injectées : 2,5mg des fractions dans 1ml de MeOH 

 
b. Suivi biologique des fractions récoltées : 
 

Le suivi biologique des fractions récoltées est réalisé comme le décrit le paragraphe 2.3. 
Les fractions sont récoltées dans des tubes en verre de 3 ml. Le solvant d’élution est éliminé par 
chauffage à 40°C dans un bain à sec sous flux d’air. Le résidu est ensuite récupéré puis injecté aux 
larves de diptères à une dilution maximale de 50mg/ml comme mentionné précédemment 
 

Temps (minutes) % de méthanol % d’eau 

0 30 70 

    25 100 0 

30 100 0 

35 30 0 

Temps 
(minutes) 

% de méthanol % d’eau 

0 50 50 

20 100 0 

25 100 0 

35 50 0 
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2.5 Techniques de détermination structurale : 
 

2.5.1 Analyse par spectrométrie de masse : 
 

� Principe : 
 

Le matériel utilisé pour l’analyse en spectrométrie de masse est un spectromètre de type Electrospray 
Ionisation - Ion Trap (ESI-IT). Cet appareil  présente plusieurs avantages vis-à-vis des méthodes 
d’ionisation plus classiques (IC, IE) notamment de ne pas dégrader par pyrolyse les macromolécules 
polaires (de 100 à 1 000 000 Da) ou thermosensibles. La détection permet également d’analyser les 
macromolécules non volatiles, le plus souvent observées sous la forme d’ions multichargés. 

� Matériel : 

� Spectromètre de masse LCQ de marque Thermo Finnigan 
� Méthanol Baker HPLC analysed lot 0732016003 
� Seringue hamilton de 250µl  

 

                     

Figure 6 : Schéma d’une trappe ionique (documentation Finnigan) 
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� Méthode : 

� Echantillons analysés à une concentration de 100µg /ml dans du méthanol 
� Injection des échantillons dans la source au débit de 3µl/min 
� Paramètres de réglage du spectromètre de masse : 

 

      Tableau 4 : paramètres de réglage du  spectromètre de masse 
 

Paramètres Mode positif Mode négatif 

Voltage de la source (kV) 4,5 4,5 

Débit du gaz vecteur (UA) 75 75 

Débit du gaz auxiliaire (UA) 25 25 

Température du capillaire (°C) 160 160 

Voltage du capillaire (V) -10 16 

Décharge du tube lens (V) -50 -50 

Voltage de l’octapole 1 (V) -3 3 

Voltage de la lentille interoctapole (V) -16 16 

Voltage de l’octapole 2 (V) -7 7 
 
 
 
 

Les échantillons analysés, ont été mis  en solution à 100µg/ml dans du méthanol et perfusés 
directement dans la source à un débit constant de 3µl/min. 
Les fractions méthanoliques ont été analysées en mode positif et en mode négatif en utilisant la 
méthode « ESI Low Flow », dont les paramètres fixés sont indiqués dans le tableau 4. 
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III. Résultats et discussion : 
 

3.1 Obtention des différentes fractions : 
 
Les différentes masses des fractions obtenues des 6 extraits bruts d’éponges sont répertoriées en 
annexe 1 en fonction des méthodes de séparation utilisées. On  remarque des disparités entre les 
masses obtenues de chaque fraction d’un extrait d’éponge à l’autre à travers les techniques 
d’extractions utilisées (figure 7). 
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Figure 7 : Pourcentage massique récupéré dans chaque fractions à travers les différentes méthodes d’extraction 
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Ainsi, en fonction des méthodes utilisées plusieurs séparations se sont produites notamment en 
fonction de : 
 

� La taille moléculaire (Gel de Séphadex LH 20) 
� Pouvoir hydrophile ou hydrophobe (SPE C18-SPE Si) 
� Coefficient de partage (partage liquide/liquide) 
 

La séparation sur SPE a permis de séparer les composés en fonction de leur polarité en un gain de 
temps en raison de la rapidité de la mise en œuvre de l’analyse. L’extraction sur SPE silice n’a pas 
donné un bon fractionnement puisque la quasi totalité de l’extrait s’est retrouvée dans la 3ème fraction 
lors de l’élution de la colonne avec 100% de méthanol. Ces résultats concordent avec le fait que les 
échantillons traités étaient polaires, ainsi la majeure partie a été fixée sur la colonne et élué par le 
solvant le plus polaire à savoir le méthanol. 
 

Les résultats obtenus pour l’extraction sur SPE C18 permettent d’affirmer que cette séparation a, été 
efficace puisque une bonne répartition des masses s’est réalisée au cours du fractionnement (figure 
7).  Le choix d’une colonne HPLC en C18 sera donc important pour les futures étapes d’isolement  
puisque cette phase, s’avère efficace en terme de partage. 
On peut en outre, déduire d’après les résultats obtenus pour l’extraction sur SPE C18 que les extraits 
d’éponges contiennent des molécules polaires à moyennement polaires. 
 

Les techniques de perméation sur gel (séphadex LH 20) ont permis de fractionner selon la taille 
moléculaire mais d’autres phénomènes rentrent en jeu comme l’adsorption et la partition (chapitre 
2.3.1). Ces phénomènes importent quant aux partages réalisés au cours de l’analyse puisque l’on  
remarque dans la littérature que le séphadex LH 20 est le plus souvent utilisé comme 
chromatographie d’exclusion. Ainsi d’après les résultats obtenus on peut déduire que la séparation 
sur LH 20 s’avère intéressante puisqu’une bonne répartition des masses obtenues s’est réalisée au 
cours des étapes de séparation, notamment pour les extraits 3068B et 3122B (figure 7). On peut alors 
supposer que les extraits d’éponges étudiés contiennent des molécules de poids moléculaires 
différents. 
 

Les séparations liquide/liquide ont été réalisées en choisissant deux systèmes de solvants non 
miscibles. Leur choix s’est limité en raison de la matrice à analyser qui est soluble dans très peu de 
solvants. Ainsi, dans les deux systèmes l’eau, en raison de son fort pouvoir de solvatation des 
extraits, a été choisie. Les 2 autres solvants définis pour chaque système, devaient se trouver sur 
l’échelle de polarité entre l’eau et le dichlorométane (voir annexe 2). Cette détermination a donc été 
restreinte par l’acétate d’éthyle et le butanol. Ce choix de solvants pourrait avoir une importance 
pour la mise en place d’un fractionnement par Chromatographie de Partage Centrifuge dans un 
système ternaire d’acétate d’éthyle, de butanol et d’eau. (Camacho-Frias, et al.1996). 
On peut remarquer sur les graphiques de la figure 7 que lors du partage liquide-liquide une faible 
partie de l’extrait a été entraînée dans la phase organique. 
 

La nature de la molécule d’intérêt à isoler étant inconnue, l’éventuelle dénaturation ou rupture des 
liaisons hydrogènes intramoléculaires a du être prise en compte dans les étapes de fractionnement. 
Ainsi, pour les diverses fractions obtenues dans chaque méthode de séparation, le solvant a été 
éliminé à basse température, soit par lyophilisation, ou par évaporation à 40°C sous vide ou flux 
d’air. 
 

En résumé la séparation sur SPE C18 a permis d’obtenir les meilleurs résultats en permettant 
d’obtenir une bonne répartition des masses dans les fractions. 
 
 

3.2 Choix des fractions à étudier : 
 

Les différentes fractions ont été testées biologiquement pour mesurer leur activité neurotoxique. 
Les diverses paralysies constatées sur larves de diptères ont ainsi été notifiées (annexe 3). 
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L’activité la plus importante a été observée sur l’échantillon  R 3122 et plus particulièrement sur la 
fraction butanolique obtenue lors du partage liquide-liquide. 
L’activité du même échantillon a été retrouvée lors du fractionnement sur SPE C18 lors de l’élution 
au méthanol (figure 8). 
Cela a permis d’éliminer dans un premier temps les composés très hydrophiles lors du lavage de la 
colonne à l’eau. L’activité retrouvée dans la fraction méthanolique confirme les résultats obtenus 
précédemment, la molécule recherchée est hydrophile mais de polarité moyenne. 
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Figure 8 : Neuroactivité dans les fractions récupérées avec les différentes méthodes d’extraction. 
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De plus, au cours de cette étape de partage butanol-eau, une grande partie de l’échantillon  
R 3122B s’est retrouvée dans la fraction aqueuse qui s’est avérée inactive au cours des tests 
biologiques .Une proportion importante (environ 90%) a donc été entraînée dans la phase aqueuse le 
reste des molécules possédant l’activité recherchée s’est retrouvé dans la phase butanolique. 
On peut ainsi définir que la molécule possédant l’activité neurotoxique dans l’extrait R3122B n’est 
pas totalement polaire (annexe 2). 
Les tests de neurotoxicité ont été réalisés pour une dose de 50 (paragraphe2.2). 
Au cours de ces tests, la quantité disponible obtenue en cours de fractionnement à travers les 
différentes méthodes d’extraction n’était pas toujours suffisante pour effectuer le test à cette dose. 
Dans ce cas, les tests biologiques ont quand même été effectués ainsi, si l’activité se révèle pour des 
doses inférieures voire très inférieure à 50, la substance active a été purifiée au cours des étapes 
d’isolement. 
Pour illustrer ce phénomène, la figure 9 représente le rapport de la neuroactivité sur la quantité de 
masse injectée, récupérée à  travers les différentes méthodes d’extractions décrites dans l’étude. 
Le graphique de la figure 9 permet de mettre en évidence que les méthodes d’extractions à savoir le 
partage liquide-liquide et la séparation sur SPE C18 s’avèrent efficaces pour l’échantillon R3122B. 
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       Figure 9 : Rapport de l’activité sur la masse récupérée à travers les différentes méthodes d’extraction 

 
 
La suite de l’étude portera donc sur l’isolement de molécules bio actives à partir de l’espèce Thorecta 
sp. qui correspond à l’extrait R3122B. 
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3.3 Méthode d’isolement des molécules d’intérêt : 
 
Les techniques pour l’isolement de ou des molécules d’intérêt biologique ont été réalisées sur la 
fraction butanolique de l’extrait R 3122B. 
L’analyse de cette fraction en HPLC s’est réalisée avec deux gradients d’élutions différents. 
Le premier gradient 30%-100% MeOH a permis d’avoir le profil des composés les plus polaires, les 
moins retenus sur la colonne au début du chromatogramme. 
Le second gradient 50%-100% MeOH a permis de séparer les autres composés de polarités 
intermédiaires. Les chromatogrammes  obtenus pour chaque gradient  sont répertoriés en annexe 4. 
L’avantage du détecteur à barettes de diodes est de permettre d’avoir la mesure du spectre UV à 
plusieurs longueurs d’ondes en continu. Ainsi on peut définir la longueur d’onde pour laquelle les 
solutés absorbent le plus. 
La figure 10 illustre en 3D l’absorbance du soluté analysé en fonction de la longueur d’onde dans le 
temps pour le gradient 50-100% MeOH. 
 

 
Figure 10 : Représentation en 3D de la longueur d’onde et de l’absorbance dans le temps au détecteur DAD de 
la f’raction butanolique de l’échantillon R 3122B 
 

La détection des pics chromatographiques du soluté analysé se fera désormais à 220nm puisque 
l’absorption est maximale à cette longueur d’onde (figure 10). 
Le spectre UV de l’un des pics du chromatogramme obtenu a été comparé aux spectres UV présents 
dans une bibliothèque. 
Ainsi, la superposition du spectre UV de l’échantillon analysé montre une corrélation avec celui du 
tryptophane (figure 11). 
Dans la littérature, on mentionne la présence d’un dérivé jaune du trypthophane à savoir 

l’aplysinopsin (Fattoruso et al.,1985) dans l’espèce Thorecta sp. 
L’extrait R3122B après séparation butanolique est de couleur 
jaune est une indication quant à l’identification de la molécule 
recherchée. De plus une publication récente, (Dobroslawa et 
al.,2009) apporte des informations en ce qui concerne la 
structure des différentes aplysinopsins et mentionne ses 
propriétés relatives à la modulation de la neurotransmission.     
Ainsi en ayant un potentiel à influencer les activités de 
monoamine-oxydase (MAO), et de la nitrique oxyde synthase   

    Figure 11 : Formule du tryptophane      (NOS), les aplynopsins pourraient alors moduler les 
                                                            récepteurs  de sérotonine. 
. 
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Figure 12 : Spectre UV du pic à t=21,33min du chromatogramme 1. 

 
La concordance des spectres UV de l’échantillon R3122B et du tryptophane ne semble qu’émettre 
l’hypothèse de la présence de ce dernier ou d’un de ses dérivés (figure 12). 
Mais la présence d’un groupement indole (figure 11) dans une des molécules séparée semble être 
l’hypothèse la plus probable puisqu’une publication  (Schramm et al., 1987)  mentionne l’absorbance 
maximale des groupements indoles à 220 et 281nm. 
Ces longueurs d’ondes sont retrouvées dans une des molécules de l’extrait analysé (figure 12) pour le       
pic majoritaire des 2 chromatogrammes obtenus (figure 13 et 14). 
Les chromatogrammes de la figure 13 et 14 démontrent la présence de plusieurs composés dans la 
fraction analysée, qui absorbent dans l’UV à 220nm. 
Les profils des chromatogrammes obtenus avec les deux systèmes d’élutions choisis montrent que la 
fraction butanolique n’est pas totalement pure et contient des molécules de polarités différentes. 
En effet, le premier gradient d’élution 30-100% de méthanol permet de mieux séparer les composés 
les plus hydrophiles au début du chromatogramme qui sont coélués lors de l’essai avec le deuxième 
gradient d’élution 50-100% de méthanol. 
Après collecte des fractions toutes les 30 secondes, un suivi biologique est effectué et permet de 
définir que l’activité recherchée se situe aux alentours de 21min pour le gradient : MeOH 30-100%. 
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                        Figure 13 : Chromatogramme 1 obtenu avec le gradient : MeOH 30-100%. 
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                         Figure 14 : Chromatogramme 2 obtenu avec le gradient : MeOH 50-100%.

 

 

Spectre UV du pic à t=21,33min 

  Spectre UV du témoin tryptophane 

220 nm 

 
281 nm 
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  3.4 Détermination structurale : 
 
  3.4.1 Spectrométrie de masse : 
 
L’analyse en spectrométrie de masse permet d’obtenir des informations sur la structure et la masse 
molaire des composés recherchés.  
D’après les résultats obtenus précédemment, on constate que le fractionnement par partage 
butanol/eau et sur SPE C18 s’avèrent efficaces pour l’échantillon R3122B. 
Ainsi, une purification de l’extrait en utilisant successivement les deux techniques à savoir, le partage 
liquide-liquide, puis le fractionnement sur colonne SPE C18 permet de déterminer d’après les tests 
de neurotoxicité que l’activité recherchée a été concentrée. 
Le produit injecté dans la source du spectromètre de masse aura donc subi  ces 2 partages successifs. 
Les spectres de masses ont été obtenus en mode positif par protonation donc formation de l’ion 
[M+H] + (à pH acide) ou par adduit avec des ions sodiums donc formation de l’ion [M+Na]+. 
 
3122b #46 RT: 1,00 AV: 1 NL: 7,17E5
T: + p Full ms [ 150,00-2000,00]
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Figure 15 : Spectre de masse après perfusion de la fraction butanolique après passage sur SPE C18 de 
l’échantillon 3122B (fullscan 150 à 2000 m/z, débit 3µL/min, concentration 100µg/ml dans du méthanol). 

 
 

 

3122b #179 RT: 4,77 AV: 1 NL: 2,65E5
T: + Z ms [ 883,00-933,00]
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 Figure 16 : Spectre de masse obtenu après perfusion de la fraction butanolique après passage sur SPE C18 
 de    l’échantillon 3122B (Zoomscan 883 à 933 m/z, débit 3µL/min, concentration 100µg/ml dans du    
  méthanol). 
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La figure 8 permet d’affirmer que le produit analysé à un pic  majoritaire pour le rapport m/z de 
908,4 on peut également remarquer la présence de pics de 383,3-665,5-918,5-1793,7 m/z. 
Un blanc de méthanol a été injecté et à un pic pour 383,3 m/z  on peut ainsi l’exclure de l’étude. 
La représentation en mode Zoomscan  de 883 à 933 m/z  permet de mettre en évidence le profil 
isotopique de l’ion moléculaire 908,4 m/z. 

Cet ion comme le montre le profil isotopique de la figure 9 est bichargé puisque la différence de m/z 
entre 2 pics est égale à ½ donc : [M+2Na]2+/2=908,4 d’où M=1770,8g/mol. 
 
3122b #132 RT: 2,67 AV: 1 NL: 8,49E4
T: + Z ms [ 1768,00-1818,00]
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Figure 17 : Spectre de masse obtenu après perfusion de la fraction butanolique après passage sur SPE C18 de       
l’échantillon 3122B (Zoomscan 1769 à 1818 m/z, débit 3µL/min, concentration 100µg/ml dans du méthanol). 
 

L’ion moléculaire à m/z 1793,7 est monochargé comme l’indique la figure 10 puisque l’écart de m/z 
entre 2 pics est égal à 1. Ainsi, cet ion de formule [M+Na+] a une masse de 1793,7g/mol d’où 
M=1770,7g/mol. 
On peut ainsi conclure qu’un composé dans l’extrait analysé a une masse de 1770,7g/mol, on peut 
en outre supposer que ce pic correspond à l’activité recherchée puisqu’il est majoritaire et présent 
dans le produit purifié. 
L’ordre de grandeur de la masse molaire retrouvée dans le produit pourrait évoquer que celui-ci peut 
s’apparenter à un peptide. 
Il faut toutefois rester prudent puisque d’autres pics minoritaires sont présents et peuvent aussi 
correspondre à l’activité. De plus, le composé neurotoxique n’est pas forcément détectable en 
spectrométrie de masse avec les conditions opératoires utilisées. 
Un couplage LC-MS aurait été judicieux pour s’affranchir que la molécule d’intérêt correspond bien 
au pic 1793,7 m/z. En effet, cette analyse aurait été simplifiée puisque les conditions 
chromatographiques décrites au chapitre 2.2 permettent d’avoir le temps de rétention correspondant 
à  la molécule possédant l’activité neurologique. 
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IV. Conclusion, perspectives : 

 

 
 

Le sujet proposé m’a permis de développer un sens critique et de mettre en place une stratégie 
analytique en m’adaptant à un nouvel environnement de travail. 
Une recherche bibliographique importante a été nécessaire pour avoir une appréciation des 
méthodes décrites dans la littérature quant à l’extraction d’actifs polaires d’origine marine. 
Ce sujet m’a procuré un réel intérêt puisque la recherche de molécules, en l’occurrence dans le milieu 
marin suscite un véritable avenir de découverte de molécules originales. 
Durant mon stage j’ai eu la chance d’encadrer un groupe de trois étudiants en 2ème et 3ème année de 
pharmacie en stage SIR. En leur expliquer le fondement de mon étude et en leur transmettant 
certains acquis, j’ai  pu les impliquer dans mon projet à travers duquel ils ont montré un réel intérêt. 
J’ai ainsi  pu les guider à travers les méthodes d’extractions qu’ils ont réalisées et dont les résultats 
figurent dans ce rapport de stage. 
J’ai ainsi beaucoup appris humainement notamment en terme de management d’une équipe. 
Les stratégies adaptées pour l’isolement d’actifs répertoriées dans cette étude ont permis d’établir un 
plan de travail et de suivre un cheminement logique pour optimiser le rendement d’extraction et 
obtenir les résultats escomptés en respectant des délais. 
Les résultats obtenus en spectrométrie de masse nous révèlent que le composé analysé peut 
s’apparenter à un peptide, les résultats obtenus en HPLC-DAD permettent de déterminer 
l’hypothèse d’un groupement indole dans la molécule.  
La structure moléculaire du produit purifié aurait pu être déterminé par les techniques analytiques 
suivantes : 
 

� La spectrométrie de masse haute résolution (LTQ, Orbitrap) pour permettre d’avoir la 
masse molaire exacte du composé recherché à plusieurs décimales près et ainsi d’avoir 
une meilleure appréciation de sa structure. 

 
� La RMN en 2D et en 3D pour avoir la formule développée de la molécule qui semble 

être une macro molécule en vue des résultats obtenus en spectrométrie de masse. 
 
 
Cette étude pourrait permettre par la suite de découvrir une molécule originale. 
Il peut s’avérer que certains des composés aient déjà été décrits précédemment, mais il est moins 
probable que leur neuroactivité est déjà été testé. 
D’autres tests de neurotoxicité sur d’autres modèles pourraient être envisageables,  afin d’avoir une 
meilleure appréciation, du potentiel neuroactif de la molécule isolée. 
 
Le sujet proposé pourrait ainsi permettre d’accroître les connaissances de la chimio biodiversité 
marine. 
 
Ce stage m’a apporté beaucoup de satisfaction sur le plan personnel, puisqu’il m’a permis de 
m’investir dans un domaine qui bien au-delà de m’intéresser me passionne. 
En effet je reste persuadé que l’homme a tant à apprendre en utilisant et en observant son 
environnement mais qu’il doit prendre conscience que celui-ci  reste cependant fragile.  
Ainsi, en exploitant au mieux ses ressources et en s’inspirant de certains « modèles » l’homme 
parviendra à acquérir  de nouvelles connaissances qui lui  permettront d’accroître sa pharmacopée et 
de soulager ses maux.  
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                                                                           ANNEXE 1 : 
 

     Masses récupérées (en mg) après extraction par différentes méthodes :  
 
Séparation sur colonne SPE 

⇨ C18 : dépôt  d’environ 5mg d’échantillon sur colonne 
extrait n° Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 
3068 B 4 0,3 2,6 
3122 B 3,7 1,3 0,6 
3049 B 1,6 0,6 0,3 
3234 B 2 2,1 1 
3272 B 2,8 0,6 0,6 
3299 B 3,4 0,9 0,2 

 

⇨ Silice : dépôt  d’environ 5mg d’échantillon sur colonne 
extrait n° Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 
3068 B 0,2 0 7,9 
3122 B 0,1 0,1 6,9 
3049 B 0,1 0,3 8,6 
3234 B 0,1 0,5 9,7 
3272 B 0 0 7,6 
3299 B 0 0,2 6,9 

 

Séparation sur séphadex LH20    ::::    
Dépôt de 10mg de l’échantillon 

extrait n° Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 Fraction 4 Fraction 5 
3068 B 8,2 2,2 0,3 0,9 0 
3122 B 2,2 5,6 0,3 0,1 0 
3049 B 2,1 5,5 0,5 0,4 0,1 
3234 B 2,8 4,8 0 0 0 
3272 B 2,9 3,9 0 0 0,1 
3299 B 1,7 5,2 0 0,2 0,2 

    

Séparation par partage liquide/liquide : 
 Pour 10mg d’échantillon 

⇨ butanol/eau : 

extrait n° Phase aqueuse 
Phase 

organique 
3068 B 4,8 4,3 
3122 B 8,2 0,6 
3049 B 7,9 2,1 
3234 B 7 1,4 
3272 B 6,2 0,8 
3299 B 6,3 1,1 

   

⇨ acétate d’éthyle/eau : 

extrait n° Phase aqueuse 
Phase 

organique 
3068 B 8 0,7 
3122 B 8,6 1,1 
3049 B 8,3 1,3 
3234 B 8,4 0,5 
3272 B 6,6 0 
3299 B 10,2 0,7 
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                                                ANNEXE 2 : 
 

Activités observées sur les fractions obtenues avec  différentes méthodes 
Exprimée en % : Activité=500/T (T en secondes) 

 

↳Séparation sur colonne SPE C18 

Extrait n° Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 
3068 B 100 0 0 
3122 B 0 0 100 
3049 B 17 17 17 
3234 B 0 4 2 
3272 B 0 0 0 
3299 B 17 8 0 

 

↳Séparation sur colonne silice 

extrait n° Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 
3068 B 0 0 13 
3122 B 0 0 100 
3049 B 0 0 100 
3234 B 0 0 100 
3272 B 0 0 0 
3299 B 0 0 13 

 

↳Séparation sur colonne LH20 : 

extrait n° Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 Fraction 4 Fraction 5 
3068 B 4 0 0 0 0 
3122 B 100 0 0 0 0 
3049 B 100 100 0 0 0 
3234 B 100 100 0 0 0 
3272 B 100 0 0 0 0 
3299 B 14 13 0 0 0 

 

↳Séparation partage liquide-liquide butanol/eau : 

Extrait n° Phase aqueuse 
Phase 

organique 
3068 B 100 0 
3122 B 0 100 
3049 B 8 0 
3234 B 50 4 
3272 B 6 0 
3299 B 0 13 

 

↳Séparation partage liquide-liquide acétate d’éthyle/eau : 

Extrait n° Phase aqueuse 
Phase 

organique 
3068 B 100 0 
3122 B 0 0 
3049 B 50 0 
3234 B 17 0 
3272 B 8 0 
3299 B 0 0 
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ANNEXE 3 : 

 

Propriétés de quelques solvants utilisés en chromatographie 

Solvant UV cutoff Viscosité Eb Indice de Polarité 

 (nM) (cP) (oC) miscibilité (M) (P) 

Isooctane 215 0,5 99 29 0,1 

Hexane 195 0,31 69 29 0,1 

Toluène 284 0,59 111 23 2,4 

Méthyl-t-butyléther 210 0,27 55 - 2,5 

Dichlorométhane 233 0,44 40 20 3,1 

Propanol-1 210 2,3 97 - 4 

Tétrahydrofurane 212 0,55 66 17 4 

Chloroforme 245 0,57 61 19 4,1 

Éthanol 210 1,08 78 - 4,3 

Acétate d'éthyle 256 0,45 77 19 4,4 

1,4-Dioxane 215 1,37 101 17 4,8 

Acétone 330 0,36 56 15 5,1 

Méthanol 205 0,55 65 - 5,1 

Acétonitrile 190 0,38 82 11 5,8 

Acide acétique - 1,1 118 - 6 

Eau 190 1 100 - 10,2 
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