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1 - INTRODUCTION

Parkia biglobosa, ie néré en langue vernaculaire, est un arbre de la
famille des Leguminosae (Mimosoideae, Fabaceae) qui pousse dans
les zones tropicales africaines, en particulier dans jes savanes du nord
de 1a Cote d’1voire [1. Ses racines et son écorce sont vtilisées en médeci-
ne traditionnelle dans le traiternent des trachéites ¢t des bronchutes 121,
Par ailleurs, il a é1é montré que ses graines présentent une activité au
niveau de I'hypertension Bl. Traditionnellement, 1’écorce de Parkia
bigiobosa est utilisée pour soulager les douleurs dentaires par insertion
de la pate dans la cavité dentaire ou en gardant dans fa bouche la
décoction pendant quelque temps. Dans ce cadre, une étude récente,
réalisée 2 partir d’extraits hexanigque, méthanolique et aqueux d'écor-
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ce, a mis en évidence des propriétes analgésigues et anti-inflamma-
toires au niveau des tests réalisés sur un lot de souris sélectionnées 41,
Nous nous proposons dans ce travail d’effectuer Ja détermination
structurale des composés isolés de I'extrait hexanique par une métho-
de spectroscopigue adaptée.

{1 - PARTIE EXPERIMENTALE

11 - 1. Méthodes d’extraction

L'écorce de Parkia biglobosa, séchée deux semaines 3 la température
ambiante du laboratoire est broyée puis mise 3 macérer pendant 24
heures dans I'hexane (1500m] d’hexane pour 500g de poudre d’écorce)
sous agitation mécanique. La solution hexanique est ensuite filtrée sur
buchner et évaporée sous pression réduite. La répétition de ces opéra-
lions a permis, a partir de 1.5kg de poudre d’écorce, d’isoler environ
9g d'extrait brut. Ce dermier est repris par de I'hexane (100 mi}) et fil-
tré de maniere & élisniner le précipité formé. Le filtrat est concentré
sous pression réduite pour donner 8g d’un solide dont I'analyse par
RMN indique qu’il est constitué presque essentiellement d’acides gras
saturés. Toutefois, I’analyse par spectrographie de masse a permis de
détecter, 4 cOté des acides gras (vide infra), la présence de stérols. Ces
derniers ont pu étre isolés sous forme d’un mélange (solide blanc, 100
mg, Fusion : 159-160 °C) aprés chromatographie sur colonne de silice
(Merck, 60-200 mm) en éluant successivement avec de ['hexane puis
un mélange hexane-acétate d’éthyle (95/5 et 90/10).

II - 2. Analyse structurale du mélange des stérols par spectro-
graphie de masse

Le choix de la méthode d’analyse structurale a été dicté par les ana-
lyses préliminaires effectuées. La difficulté A solubiliser le mélange de
stérods dans les solvants vusuels utilisés pour la RMN nous a conduit a
procéder 3 une analyse par chromatographie couplée 2 un spectro-
graphe de masse haute résolution,
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H - 2.2 .1. Réactifs

La plupart des réactifs et solvants qui ont servi & cette étude oat &é
de qualité analytiquc. Les agents de dérivation suivants, N-mnéthy!-N-
(tert-butyldiméthylsilyl)-trifluoroacétamide (MTBSTFA), N-méthyl-N-
(triméthylsilyl)-trifluoroacétamide {MSTFA), tert-butyldimethylchloro-
silane (TBDMCS) el triméthyliodosilane (TvIs) ont été fournis par Fluka
{Buchs, Switzerland). Le dithioerythritol (DTE) a éé acheté chez
Aldrich (Milwaukke, w1, USA).

II - 2.2 2. Matériels

Couplage chromatographie en phase gazeuse-spectromélrie de
HHISS€

Les extraits purifiés ont été analysés par GC-MS A I'aide d'un chro-
matographe en phase gazeuse de type Hewlett Packard 5890 (Palo
Alto, CA, USA) couplé A un spectroméire de masse quadripolaire type
HP-5989A. La colonne chromatographique utilisée a été de type capil-
laire HP-1 {30m, (.25mm de diamétre interne, 0.25 mm d’épaisseur de
film). Les paramétres du programme de température ont éié 120°C
(2 min), 15°C/min jusqu’a 250°C (0 Min) puis 5°C/min jusqu'a 300°C
(5min). De I'hélium trés haute pureté a ét€ choisi comme gaz vecteur
{débit: Imi/mun). Les extraits biologiques ont €t€ injectés dans le mode
spitless (purge ouverte A [ minute). L'enregistrement des signaux spec-
trométriques a été réalisé dans le mode scan. La ligne de transfert et la
source ont été maintenues & 280°C, le quadripdle & 150°C. Les ana-
lyses en impact électronique ont ¢té réalisées A une énergie de 70 ev.
Les études en ionisation chimique ont €té réalisées avec I’ammoniac
comne gaz réactionnel.

IT - 2.2, 3. Procédés

Réaction de dérivation

Des analyses préliminaires (MS) ayant moniré que ’extrait purifié
était composé d’un mélange de stérols (pon identifié a ce stade), celui-ci
a subi une étape de dérivation avant analyse fine par GC-mS. Deux
méthodes de dérivation ont ¢ mises en oeuvre. La premiére a consisié 2
dissoudre la substance purifi¢e dans 100 ml d’un mélange de MSTFA-
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TMIS-DTE {1000:5:5, v/v/m), (dérivation T™™S) 5. Apres agitation au
vorteX, }'ensemble a ét€ maintenu 60 min 4 80°C. La seconde a congisté
en I'addition de 100ml d’'un mélange de MTBSTEA-TBDMCS {100 : 5, viv) ;
la réaction s’est déroutée 75 min a 80°C, (dérivation TBDMS) 6.

11T - RESULTATS

1T - 1. Dérivation

Les composés appartenant & la famitle des stérols possédent au
moins une fonction alcool en position 3, groupement fonctionnel pou-
vant nuire au signal chromatographique. Les deux réactions de dériva-
tion, en transformant la fonction alcool en fonctions éther de trimé-
thylsilyle ou éther de ters-butyldiméthylsilyle ont eu pour conséquen-
ce, en réduisant ies phénomeénes d’adsorption ou de thermolyse, de
mieux protéger les stérols d’origine loes de leur séparation chromato-
graphique et de faciliter leur caractérisation. En effet, deux temps de
rétention ainsi que deux spectres de masse complémentaires ont per-
mis, pour chacun des constituants du mélange, de déterminer la com-
position de I’ion moléculaire ainsi que de caractériser certains frag-
ments moléculaires.

1 - 2. Interprétation des signaux GC-MS

Dérivés TMS et ionisation EY

Le chromatogramme d’ions obtenu est montré figure 1. Quatre prin-
cipaux composés ont été détectés. leur temps de rétention (TR} dans
les conditions d'analyse décrites plus haut ont été de 17.80 min, 18.07
min, 18.43 min et 19.18 min; les ions moléculaires des analytes ont €€
observés respectivernent i m/z 468, 472, 484 et 486. Le spectre de
masse du composé le plus abondant (3-sitostérol, TR = 19.18 min et
M = 4806u) est représenté i titre d’exemple, figure 2. 11 est caractérisé
par un ion (pic de base) a la masse 396, caractéristique de fa perte d'un
groupement triméthylsilanol.
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Figure 1 : Chromatogrammne d'ions (TIC) obtenic en GC-M§ (EI)
aprés dérivation TMS de 1’extrait d'écorce.
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Figure 2 - Spectre de masse en impact élecironique du B-sitasiérol
(compasé majoritaive du mélange, TR=19.18 min, dérivation TMS).
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Dérivés TMS et ionisation PCI(NH ).

L'analyse dans le mode ionisation chimique positive avec !'ammo-
niac comme gaz réactionnel a permis de confirmer pour les quatre ana-
Iytes leur poids moléculaire grice a1 observation de I’ion quasi-molé-
culaire (M+H)* et du fragment (M+H-TMSOHY* formé systématique-
ment.

Diérivé TBDMS et ivnisation El

La seconde méthode de dérivation a permis d’enregistrer un spectre
de masse compiémentaire. La coupure comespendant 4 Ja perte d’un
groupement ten-butyle a été narurellement observée en impact €lec-
tronique; L’ ion commespondant constitue le pic de buse des spectres de
masse des quatre composé€s préalablement détectés. A titre d’exemple,
la figure 3 montre le spectre du composé majoritaire (B-sitosiéral).
L’'ion moléculaire de masse 528 s’est avéré étre de faible intensité; en
revanche, |'ion résultant de la coupure mentionnée plus haut (m/z 471)
est particulidrement abondant.

Ipten ol O TR iy

Figure 3 : Specire de masse en impact électronique di f-sitostérol
(composé majoritaire du mélange, TR = 23.10 min, dérivation TBDMS).
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Les observations précédentes ainsi que I'éiude des fragmentations de
chacun des composés du mélange 7 nous ont conduit 3 attribuer pour
ceux-ci les structures suivantes : ergostérol, campestérol, stigmastéro}
et b-sitostérol {figure 4). Les standards de ces composés étanl dispo-
nibles commercialement, la vérification de ces attributions structurales
a &€ réalisée en GC-MS selon la méthode analytique décrite précédem-
ment.

I - 3. Analyse structurale du mélange d’acides gras par spec-
trographie de masse

Comme nous l'avons signalé dans |’introduction, extrait brut
(avant purification par chromatographie) est constitué majoritairement
d’acides gras satucés. Une analyse par spectrométrie de masse a permis
de les identifier aux acides tétracosancique, hexacosanoique et octa-
cosanoique.

Efpusten] Campeastérol
(AL (4R 29 -inéthy ebolosta-5,7 22 124R)-28-METIWICN OIS -5k 3
tratn- -0
o] HO
Stigmasterol p-sitostérol
(R2E1-1245-2a-Ethyichoiesta-5, 72-Wh-3 (24R1-24-6thyICholesT- ShoG

Figure 4 : Structures des quatre stérols 1dentifiés dans Pexirait purifié
d écorce de Parkia biglobosa
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IV - CONCLUSION

L’extrail hexanique brut de I'écorce de Parkia Biglobosa est consti-
tué majoritairement de trois acides gras (acides tétracosanoique, hexa-
cosanoique et oclacosanoique) ainsi que de stérols (ergostérol, cam-
pestérol, stigmastérol et B-sitostérol) qui ont pu éire isolés par chro-
matographie et caractérisés par spectrométrie de masse.
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