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a r t i c l e i n f o

Article history:
Received 3 June 2015
Accepted 11 February 2016
Available online 11 April 2016

Mots-cl�es:
Profil chromatographique liquide non aqueux
Spectrom�etrie de masse
Chimiom�etrie
M�etabolites apolaires
Phytom�edicaments
Combretum micranthum
Mitracarpus scaber
* Corresponding author. D�epartement de chimie
(UFR) des sciences pharmaceutiques et biologiques,

E-mail addresses: bonynicaise@yahoo.fr (N.F. Bon
com (A.K. Malan), Pierre.Chaminade@u-psud.fr (P. C

http://dx.doi.org/10.1016/j.crci.2016.02.010
1631-0748/© 2016 Académie des sciences. Publishe
r é s u m é

Le profil chromatographique des m�etabolites phytochimiques constitue un outil pour le
contrôle de qualit�e des phytom�edicaments africains. Notre objectif �etait de proposer un
protocole de pr�eparation d’�echantillon et d’�etablissement de profil chromatographique
liquide des m�etabolites apolaires pour l’�evaluation de la qualit�e de phytom�edicaments
africains. La m�ethodologie �etait bas�ee sur le traitement chimiom�etrique des profils chro-
matographiques des m�etabolites apolaires issus de diff�erents lots de feuilles de Combretum
micranthum et de Mitracarpus scaber. Le profilage m�etabolique est effectu�e par chroma-
tographie liquide sur carbone graphite poreux en milieu non aqueux, coupl�ee �a la spec-
trom�etrie de masse, apr�es extraction au dichlorom�ethane et �elimination de la chlorophylle.
Notre m�ethode d'analyse par chromatographie liquide coupl�ee �a la spectrom�etrie de masse
permet de d�etecter les m�etabolites apolaires d�ej�a identifi�es dans les deux drogues
v�eg�etales. L'analyse chimiom�etrique des donn�ees des profils chromatographiques utilisant
l’analyse PLS-discriminante, avec ou sans correction orthogonale du signal, permet une
distinction entre les deux drogues v�eg�etales.

© 2016 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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y), danielle.libong@u-psud.fr (D. Libong), pierre.champy@u-psud.fr (P. Champy), angladem01@gmail.
haminade).

d by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

mailto:bonynicaise@yahoo.fr
mailto:danielle.libong@u-psud.fr
mailto:pierre.champy@u-psud.fr
mailto:angladem01@gmail.com
mailto:angladem01@gmail.com
mailto:Pierre.Chaminade@u-psud.fr
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.crci.2016.02.010&domain=pdf
www.sciencedirect.com/science/journal/16310748
www.sciencedirect.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.crci.2016.02.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.crci.2016.02.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.crci.2016.02.010


N.F. Bony et al. / C. R. Chimie 19 (2016) 863e875864
Keywords:
Non-aqueous liquid chromatographic profile
Mass spectrometry
Chemometrics
Non-polar metabolites
Herbal medicinal products
Combretum micranthum
Mitracarpus scaber
a b s t r a c t

Chromatographic profiling of plant metabolites is therefore a good tool for quality control
of such herbal medicinal products. Our objective was to propose a protocol for sample
preparation and liquid chromatographic profiling of non-polar metabolites for quality
assessment of African herbal medicinal products. The methodology is based on the che-
mometric assessment of liquid chromatographic profiles of non-polar metabolites issued
from several batches of leaves of Combretum micranthum andMitracarpus scaber. Metabolic
profiling is carried out by non-aqueous liquid chromatography on porous carbon graphite,
coupled with mass spectrometry, after extraction with dichloromethane and removal of
chlorophyll. Our method using liquid chromatography, coupled to mass spectrometry can
detect non-polar metabolites already identified in the two herbal drugs. Chemometric data
analysis of chromatographic profiles using the PLS-discriminant analysis with or without
orthogonal signal correction, allowed a distinction between the two herbal drugs.

© 2016 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

La qualit�e des m�edicaments traditionnels africains a un
impact direct sur leur innocuit�e et leur efficacit�e. Des rap-
ports ont montr�e des effets secondaires associ�es aux falsi-
fications et �a la pr�esence de contaminants (m�etaux lourds,
pesticides et micro-organismes) [1].

L'�evaluation de la qualit�e desm�edicaments traditionnels
africains est difficile, car ce sont des m�elanges complexes
de plusieurs drogues v�eg�etales ou de pr�eparations �a base de
drogues v�eg�etales auxquels peuvent être associ�ees des
drogues min�erales et/ou animales. Aussi la source, la
r�ecolte et la pr�eparation des mati�eres premi�eres sont tr�es
variables [2, 3].

Pour l’�evaluation de la qualit�e de ces m�edicaments
complexes, une approche multi-technique est n�ecessaire
afin d'authentifier le lien entre les composants et l'usage
traditionnel [4,5].

Le profil chromatographique des m�etabolites polaires,
apolaires ou globaux, mod�ele des constituants pharmaco-
logiquement actifs et/ou chimiquement caract�eristiques
pr�esents, constitue un bon outil pour l’�evaluation qualita-
tive et quantitative desm�edicaments traditionnels africains
[4e7].

Les �enormes volumes de donn�ees contenus dans les
profils chromatographiques exigent de puissants outils de
traitement des donn�ees, tels que la chimiom�etrie, qui per-
met l'extraction de l'information multivari�ee utile pour
comprendre les changements et les variations des profils
chromatographiques [8e10].

Parmi ces techniques, l’HPLC est une m�ethode popu-
laire et couramment utilis�ee pour l’analyse des
m�edicaments traditionnels �a base de plantes, car elle est
facile �a utiliser et n'est pas limit�ee par la volatilit�e ou
l’instabilit�e thermique des constituants des �echantillons,
contrairement �a la GC. Aussi plusieurs types de phase
stationnaire sont utilis�es et cette m�ethode chromatogra-
phique peut être associ�ee �a de nombreux d�etecteurs (UV,
DEDL, Corona-CAD, IR-TF, SM et RMN), offrant ainsi
beaucoup de possibilit�es pour l’analyse de diff�erentes
classes de compos�es chimiques [5e7,11,12].
Notre premi�ere �etude sur les profils chromatographi-
ques des compos�es phytochimiques porte sur la fraction
peu polaire ou apolaire des drogues v�eg�etales et elle a pour
objectif de proposer une technique performante
d’�etablissement de profils en chromatographique liquide
haute performance des m�etabolites apolaires pour
l’�evaluation de la qualit�e des phytom�edicaments africains.

Pour l'�evaluation qualitative des profils m�etaboliques
durant l’�etude exp�erimentale, nous avons s�electionn�e deux
drogues v�eg�etales largement utilis�ees en Afrique de l'Ouest,
notamment en Côte d'Ivoire [13], et dans lesquelles plu-
sieurs compos�es polaires et apolaires ont �et�e identifi�es
(feuilles de kink�eliba Combretum micranthum G. Don,
Combretaceae, et feuilles de Mitracarpus scaber Zucc.,
Rubiaceae).

Elles diff�erent �egalement par rapport aux fractions uti-
lis�ees en th�erapeutique : pour C. micranthum l’activit�e
th�erapeutique traditionnelle est li�ee aux compos�es polaires
(extrait aqueux) [14e16] ; en revanche, pour M. scaber,
l’activit�e th�erapeutique traditionnelle est bas�ee sur les
compos�es peu polaires ou apolaires [17e23].

2. Mat�eriel et m�ethodes

2.1. Produits chimiques

2.1.1. Tous les produits utilis�es sont de qualit�e analytique
Substances de r�ef�erence : azaanthraquinone (benz-[g]-

isoquinol�eine-5,10-dione), a-amyrine, art�emisinine,
carot�ene, campest�erol, trans-caryophyll�ene, ginkgolide A,
linalol, lup�eol, 4-methoxyacetophenone 1,4-naphtoquinone,
acide ol�eanolique, acide palmitique, a-pin�ene, psoral�ene,
r�eserpine, b-sitost�erol, squal�ene, a-terpin�eol, thymol, a-
tocoph�erol, a-tocoph�erol ac�etate, tripalmitol�eine, acide
ursolique et acide formique ont �et�e obtenus aupr�es de
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier France), eug�enol
d'extrasynth�ese (Genay, France), charbon actif de Roth
(Lauterbourg, France).

Solvants de grade HPLC: chloroforme, dichlorom�ethane,
�ethanol 96%, heptane, m�ethanol et propanol-2 fournis par
VWR© International (Fontenay-sous-Bois, France).



Fig. 1. Chromatogrammes du m�elange de 23 t�emoins apolaires (100 mg/ml) sur colonne PVA des gradients ternaires de Deschamps et al. [24] avec heptane/
chloroforme-isopropanol/m�ethanol (A) ; heptane/chloroforme-isopropanol/�ethanol (B) et du gradient binaire 100% heptane �a 100% �ethanol �a 0,4 ml/mn (C).
Toutes les phases mobiles contiennent 0,1% d’acide formique.
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2.2. Appareillage

- La chaîne HPLC comprend : un d�egazeur (Degasys D6-
1310 Eurosep, Cergy-Pontoise, France), une pompe
ternaire (Jasco 980 syst�eme gradient GPL, Kyoto,
Japon), un passeur automatique d'�echantillon (Kontron
360) avec une boucle de 20 ml, un four �a colonne
(Cluzeau 560-CIL, Saint Foy Le Grande, France) et un
d�etecteur d’a�erosol charg�e (Corona® CAD™ ESA Bio-
sciences, Chelmsford, MA, USA). Les chromato-
grammes ont �et�e enregistr�es en utilisant le logiciel
KromaSystem 2000 de Bio-Tek Kontron Instruments
(Milan, Italie).

- Pour la HPLC/MS, le syst�eme chromatographique
comprend : un d�egazeur, une pompe quaternaire, un
�echantillonneur automatique HP 1050 (Hewlett-
Packard® GmbH, B€oblingen, Allemagne) et un four �a
colonne (Cluzeau 560-CIL, Sainte-Foy-la-Grande,
France) coupl�e �a un spectrom�etre de masse API3000
triple quadripôle (TQ-MS ABSciex, Allemagne) �equip�e
d'une source ESI et APCI. Le syst�eme est contrôl�e par
un ordinateur avec le logiciel d’acquisition de
donn�ees Analyst 1.4.1 (Applied Biosystems/MDS-
SIEX).
- Colonne PolyVinyl Alcool (PVA-Sil YMC ; 5 mm ;
150 � 2,1 mm avec pr�ecolonne 10 � 2,1 mm) fournie
par Interchim, Montluçon, France).

- Colonne de carbone graphite poreux (PGC Hypercab
5 mm ; 100 � 2,1 mm avec pr�ecolonne 10 � 2,1 mm)
obtenue chez Thermo Fisher Scientific (Courtabœuf,
France).

2.3. Mat�eriel v�eg�etal

Cette �etude a �et�e r�ealis�ee sur les �echantillons de deux
drogues v�eg�etales :

� Cinq lots de feuilles de C. micranthum G. Don. (CM1 �a
CM5) :
- CM1 (septembre 2009), CM4 (octobre 2010) obtenus
au march�e aux plantes dans la commune d'Adjam�e
(Côte d'Ivoire) ;

- CM2 (avril 2009) et CM3 (octobre 2010) (mati�eres
premi�eres d’une industrie de phytom�edicament,
fournies par le laboratoire de chimie analytique,
facult�e de pharmacie, universit�e de Cocody-Abid-
jan) ;



Fig. 2. Chromatogrammes du m�elange de 23 t�emoins apolaires (100 mg/ml) des gradients binaires �a 0,4 ml/mn entre 100% heptane �a 100% �ethanol 96 sur colonne
PVA (A) et 100% �ethanol �a 100% heptane sur colonne PGC (B). Toutes les phases mobiles contiennent 0,1% d’acide formique.
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- CM5 (octobre 2010) provenant du S�en�egal.
� Quatre lots de feuilles de M. scaber Zucc. (MS1 �a MS4) :

- MS1 (octobre 2008), MS2 (avril 2009), MS3 (octobre
2010) r�ecolt�es au jardin botanique de l'universit�e
d'Abidjan Cocody ;

- MS4 (octobre 2010) r�ecolt�e dans la commune de
Bingerville (Côte d'Ivoire).
2.4. Pr�eparation des �echantillons

2.4.1. Extraction
Deux grammes de poudre de plante ont �et�e extraits

deux fois par chaufage �a reflux avec 20 ml de dichlor-
om�ethane pendant 30 min et ensuite filtr�es �a travers un
papier filtre Whatman n� 42. Les filtrats ont �et�e r�eunis et
�evapor�es sous pression r�eduite �a 40e45� C. Le r�esidu sec a
�et�e repris avec 5 ml du même solvant, puis filtr�e sur filtre
seringue en t�eflon (0,22 mm). Les extraits ont �et�e dilu�es �a
10 mg/ml dans le dichlorom�ethane.

2.4.2. �Elimination de la chlorophylle
L'�elimination de la chlorophylle a �et�e r�ealis�ee par

adsorption sur charbon actif (6 mg pour 1 mg de r�esidu
sec), en secouant 2 min, puis filtration �a travers un papier
filtre (Whatman 42). Le filtrat a �et�e utilis�e pour l'analyse
HPLC.

2.5. Optimisation de la s�eparation chromatographique

L’optimisation de la s�eparation chromatographique a
�et�e r�ealis�ee sur les colonnes (PVA-Sil et PGC Hypercab) �a
25 �C (temp�erature ambiante).

Les solvants ont �et�e d�egaz�es avant utilisation et la phase
mobile est d�egaz�ee en continu �a un d�ebit de 0,4 ml/min. La
d�etection est r�ealis�ee avec un d�etecteur d’a�erosol charg�e
(CAD) �a 35 psi de pression de gaz et �a une temp�erature de
35 �C.

2.6. Couplage et d�etection en spectrom�etrie de masse

Apr�es s�eparation chromatographique de 10 ml d’extrait �a
un d�ebit de 0,4 ml/mn, l’�eluat est introduit dans le spec-
trom�etre de masse avec source d’ionisation chimique �a
pression atmosph�erique (APCI) et un analyseur triple
quadripôle.

Les param�etres d’ionisation sont les suivants : gaz de
n�ebulisation 6 (unit�e arbitraire), gaz auxiliaire 9 (u.a.),



Fig. 3. Chromatogrammes du m�elange de 23 t�emoins apolaires (100 mg/ml) des gradients binaires �a 0,4 ml/mn sur colonne PGC entre 100% �ethanol �a 100%
heptane (A), 100% �ethanol �a 100% dichlorom�ethane (B), 100% �ethanol �a 100% chloroforme (C) et du gradient ternaire (Tableau 2) (D). Toutes les phases mobiles
contiennent 0,1% d’acide formique.

Tableau 1
Liste de 23 compos�es apolaires appartenant �a diff�erentes classes
chimiques.

Classe chimique Compos�es

Monoterp�ene linalol
Monoterp�ene a-terpin�eol
Monoterp�ene a-pin�ene
Monoterp�ene thymol
Sesquiterp�ene art�emisinine
Sesquiterp�ene trans-caryophyll�ene
Diterp�ene ginkgolide A
Triterp�ene acide ursolique
Triterp�ene a-amyrine
St�erol b-sitost�erol
St�erol campest�erol
T�etraterp�ene carot�ene
Alcaloïde r�eserpine
Coumarine psoral�ene
Ph�enol 4-m�ethoxyacetoph�enone
Ph�enol eug�enol
Quinone 1,4-naphthoquinone
Quinone alcaloïde azaanthraquinone
Quinone terp�enique a-tocoph�erol
Quinone terp�enique est�erifi�ee a-tocoph�erol ac�etate
Alcane squal�ene
Acide gras acide palmitique
Triglyc�eride tripalmitoleine
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temp�erature de la source (350� C), potentiel de declus-
tering 56 V, potentiel de focalisation 370 V et potentiel
d'entr�ee 11 V. Une m�ethode d’acquisition en balayage «
full scan » en ionisation positive entre m/z 100 et m/z
1200 a �et�e utilis�ee.
2.7. Identification des compos�es

Les compos�es ont �et�e caract�eris�es par leur temps de
r�etention et leur spectre de masse et si possible identifi�es
par comparaison �a des compos�es purs analys�es �a la con-
centration de 25 mg/ml dans les mêmes conditions.
2.8. Analyse chimiom�etrique

Avant l'analyse chimiom�etrique, les donn�ees ont �et�e
converties au formatmzData avec le logicielWiff tomzData
(v 1.0.0.4) fourni par ABSciex. Les donn�ees brutes ont
ensuite �et�e trait�ees par le logiciel Mzmine 2.2 pour la
d�etection, l'alignement des pics et le remplissage des
lacunes, la cr�eation et l'exportation des donn�ees trait�ees
sous la forme d'une matrice.

La matrice de donn�ees a �et�e utilis�ee pour l'analyse chi-
miom�etrique par le logiciel SIMCA P-11 (Umetrics AB,
Umeå, Su�ede).



Tableau 2
Gradient ternaire �a un d�ebit de 0,4 ml/min.

Temps
(min)

�Ethanol �a 96% (0,1%
d'acide formique)
(%)

Heptane (0,1%
d'acide formique)
(%)

Chloroforme (0,1%
d'acide formique)
(%)

0 100 0 0
30 40 60 0
50 0 0 100
60 0 0 100
61 100 0 0
90 100 0 0
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Nous avons effectu�e une analyse multivari�ee non
supervis�ee (analyse en composantes principales : ACP) afin
d'�etudier la similarit�e entre les diff�erents lots de plantes.

L'impact de l’�elimination de la chlorophylle des extraits
a �et�e �evalu�e par une analyse multivari�ee supervis�ee
(r�egression partielle des moindres carr�es : PLS) apr�es
correction orthogonale du signal (OSC).
3. R�esultats et Discussion

3.1. Optimisation de la s�eparation chromatographique

L’optimisation des conditions chromatographiques est
fond�ee sur l’exploitation des informations compl�emen-
taires des deux types de m�ethodes chromatographiques
Fig. 4. Chromatogramme TIC LC/MS du m�elange de 23 t�emoins apolaires (100 mg/m
poreux (PGC).
liquides : polarit�e de phases normales (�elution par ordre de
polarit�e croissante) et polarit�e de phases invers�ees (�elution
par ordre de polarit�e d�ecroissante).

Le d�eveloppement de la m�ethode de s�eparation chro-
matographique liquide desm�etabolites apolaires (compos�es
lipophiles) �etait bas�e sur les travaux de Deschamps et al.
[24, 25], travaux portant sur le profilage chromatographique
de diff�erentes classes de lipides sur des phases stationnaires
PVA (phase normale) et PGC (phase inverse).

L’optimisation des conditions chromatographiques s’est
effectu�ee en utilisant un d�etecteur d’a�erosol charg�e (CAD),
d�etecteur adapt�e �a l’analyse des compos�es sans chromo-
phores (composes lipophiles) et dont le principe fond�e sur
l’ionisation des compos�es [26] se rapproche de l’ionisation
en spectrom�etrie de masse.

Le choix des diff�erents solvants a �et�e fonction des car-
act�eristiques physicochimiques (force �eluante et
miscibilit�e).

Les premiers essais ont �et�e effectu�es en testant les gra-
dients ternaires de Deschamps et al. [24], sur colonne PVA
en utilisant comme solvant faible l’heptane, solvant inter-
m�ediaire m�elange propanol-2/chloroforme et solvant fort
le m�ethanol ou l’�ethanol 96% et en additionnant aux phases
mobiles uniquement de l’acide formique �a 0,1%.

Les profils chromatographiques obtenus (Fig. 1A, B) des
gradients ternaires propos�es par Deschamps et al. [24] avec
le m�ethanol ou l’�ethanol �a 96% sont similaires ; on note
l) du gradient ternaire (Tableau 2) sur la phase stationnaire carbone graphite



Fig. 5. Chromatogramme TIC LC/MS d'un extrait trait�e au charbon actif de C. micranthum (CM1).

Fig. 6. Chromatogramme TIC LC/MS d'un extrait de M. scaber (MS1) trait�e au charbon actif.
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Tableau 3
Compos�es phytochimiques d�etect�es par LC-MS (APCI) d'un extrait de C.
micranthum (CM1) trait�e au charbon actif.

Tr (min) Compos�es m/z

1.09 Inconnu 197.1 181.1
2.85 Inconnu 278.7
5.94 Inconnu 353.5
6.37 Triterp�eneb 439.5 463.5
7.64 Triterp�eneb 391.5 463.5
8.82 Triterp�eneb 425.5 443.5
10.78 Triterp�eneb 409.5
11.90 Lup�eola 409.4
12.23 a-Amyrinea 427.4 338.6
13.04 a-Tocoph�erola 429.3
13.68 Triterp�eneb 427.2 435
14.91 Inconnu 445.4
15.18 Inconnu 444.9
16.78 Inconnu 445.4 425.4
17.75 Squal�enea 411.3
18.33 Inconnu 613.5
20.48 b-Sitost�erola 397.4
21.90 Inconnu 617.7 591.5
22.20 Inconnu 615.5 597.7
23.78 Inconnu 557.7
25.05 D�eriv�e a-tocoph�erolb 428.8
25.94 Inconnu 575.8 747.2
27.20 Inconnu 603.6 585.6
28.37 Inconnu 577.6 585.6
29.66 Inconnu 409.5
36.53 Inconnu 413.6
37.11 Inconnu 613.7 423.4

747.2
870.9

38.77 Inconnu 409.7
40.32 Inconnu 579.8 613.5
41.60 Triglyc�erideb 874.7 595.8
41.87 Triglyc�erideb 872.8 595.8
42.77 Triglyc�erideb 876.6
44.00 Triglyc�erideb 882.7 555.7

607.8
44.40 Triglyc�erideb 853.1 597.8

575.7
663.8

45.87 Inconnu 423.6 601.7
577.7
854.8

46.86 Inconnu 409.6 881.0
47.26 Inconnu 577.8 603.7
48.29 Inconnu 589.7 575.6

882.8
49.14 Inconnu 409.7 533.8
49.69 Inconnu 577.7 603.6

359.1
52.28 Inconnu 631.9 561.7

359.5
54.18 Ester de st�erolb 397.4
54.94 Ester de st�erolb 589.8
56.52 Ester de st�erolb 397.5 749.2

Pic de base indiqu�e en gras.
a Compos�es identifi�es.
b Compos�es appartenant �a une classe chimique (classification Summer

et al. [9]).

Tableau 4
Compos�es phytochimiques d�etect�es par LC-MS (APCI) d'un extrait de M.
scaber (MS1) trait�e au charbon actif.

Tr (min) Compos�es m/z

1.07 Inconnu 196.9
208.8
243.2
179.0

2.30 Inconnu 279.0
3.10 Inconnu 343.1

279.2
329.2

6.02 Inconnu 353.3
277.1

6.77 Acide Ol�eanoliquea 439.1
457.5
411.5
503.8

7.20 Triterp�eneb 457.4
411.3

7.42 Acide Ursoliquea 438.8
411.5
457.3

9.30 Triterp�eneb 439.3
425.4
327.2

9.78 Triterp�eneb 439.3
425.4
359.1
327.1

10.91 Triterp�eneb 439.3
327.3
371.1

12.38 a-Amyrinea 409.6
12.75 Triterp�eneb 427.4

338.4
12.97 a-Tocoph�erola 429.3

475.7
13.44 Triterp�eneb 427.3

310.5
409.5

14.22 Triterp�eneb 427.3
409.5
435.5

14.75 Triterp�eneb 409.6
261.2
427.4

15.26 Inconnu 445.4
16.24 Inconnu 611.6
17.13 Inconnu 425.4

445.5
407.4

17.54 Inconnu 611.8
445.8

18.31 Squal�enea 411.3
18.95 Inconnu 613.7

589.4
19.55 Inconnu 555.6
20.48 Inconnu 615.6

557.7
20.72 Inconnu 613.8
21.32 b-Sitost�erola 383.4

397.3
21.61 Inconnu 573.6

591.4
311.3
337.0

21.94 Inconnu 599.6
589.8

22.14 Inconnu 615.8
597.8
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�egalement une similarit�e des ces profils chromatographi-
ques avec le profil chromatographique obtenu (Fig. 1C) avec
un gradient binaire de 100% heptane �a 100% �ethanol (sol-
vant miscible) �a 0,4 ml/mn. Il n’existe donc pas une grande
diff�erence de s�electivit�e (nombre de pics) entre les
diff�erentes phases mobiles, et particuli�erement entre le
m�ethanol et l’�ethanol 96%, mais avec des pertes de charge



Tableau 4 (continued)

Tr (min) Compos�es m/z

22.27 Inconnu 615.6
597.8

22.64 Inconnu 573.6
613.6

22.96 Inconnu 613.5
595.6

23.45 Inconnu 609.7
23.63 Inconnu 601.7

619.8
24.16 Inconnu 559.9

609.7
24.39 Inconnu 557.6

591.4
24.48 Inconnu 557.4

575.5
383.5

25.40 D�eriv�e a-tocoph�erolb 431.4
447.5

26.08 Inconnu 575.5
27.04 Inconnu 573.6

591.5
395.5

27.65 Inconnu 339.5
603.6
549.6
371.2
423.4

28.41 Inconnu 577.8
637.9
409.5

30.47 Inconnu 409.4
31.16 Inconnu 423.4

395.5
651.9

32.05 Inconnu 603.7
409.5
747.1

34.17 Inconnu 591.6
551.8

34.87 Inconnu 409.6
605.6
872.7
619.4

36.73 Inconnu 613.6
423.3

38.56 Inconnu 870.9
545.7

40.18 Inconnu 409.6
613.5
579.6

41.18 Inconnu 872.5
595.9

43.30 Inconnu 876.6
599.9

44.39 Inconnu 601.7
882.7
409.6

45.05 Triglyc�eride 853.1
598.0
573.7
409.6

45.90 Triglyc�eride 603.9
341.5

46.28 Triglyc�eride 601.8
577.8
856.9

47.45 Triglyc�eride 878.8
597.8

47.89 Triglyc�eride 577.7
603.6
858.9

Tableau 4 (continued)

Tr (min) Compos�es m/z

48.73 Triglyc�eride 575.6
601.8
884.8

49.72 Inconnu 908.6
533.8
341.2

50.24 Inconnu 577.8
551.8
605.6

51.23 Inconnu 575.8
579.7
603.6

52.78 Inconnu 577.9
606.0
860.7

53.49 Inconnu 603.9
607.7

55.04 Ester de st�erolb 397.5
605.6

55.64 Ester de st�erolb 384.5
589.7

57.59 Ester de st�erolb 749.1
397.3

61.04 Ester de st�erolb 383.5
359.3
395.6

Pic de base indiqu�e en gras.
a Compos�es identifi�es.
b Compos�es appartenant �a une classe chimique (classification Summer

et al. [9]).
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plus �elev�ees pour l’�ethanol. Cette similarit�e de s�electivit�e
entre le m�ethanol et l’�ethanol a �et�e indiqu�ee par divers
auteurs [27, 28], ce qui nous a amen�es �a proposer le
gradient binaire entre l’heptane et l’�ethanol �a 96% pour la
suite de nos essais sur les phases stationnaires polyvinyle
alcool (PVA) et carbone graphite poreux (PGC).

Les profils chromatographiques (Fig. 2A, B) des essais de
gradients binaires entre l’heptane et l’�ethanol 96% sur des
phases stationnaires PVA et PGC montrent que la plupart
des compos�es sont �elu�es pratiquement avec le front du
solvant sur la PVA ; en revanche, la PGC, plus r�etentive [29],
permet de diff�erencier davantage de compos�es. La phase
stationnaire PGC, pr�esentant une meilleure s�electivit�e
(nombre de pics) par rapport �a la PVA, a �et�e choisie pour le
profilage des compos�es phytochimiques apolaires.

Des essais ont �et�e ensuite r�ealis�es sur la phase station-
naire PGC pour le choix du solvant fort entre l’heptane, le
dichlorom�ethane et le chloroforme. Les profils chroma-
tographiques (Fig. 3A, B, C) indiquent une meilleure
s�electivit�e (nombre de pics) avec l’heptane durant les 25
premi�eres minutes ; en revanche, apr�es 25 min, on observe
une meilleure efficacit�e (pic plus fin) avec les deux autres
solvants et surtout avec le chloroforme. L’heptane poss�ede
une force �eluante interm�ediaire par rapport au dichloro-
m�ethane et au chloroforme, qui sont des solvants forts sur
la phase stationnaire carbone graphite poreux (PGC) [29,
30] Tableau 1

Au vu de ces r�esultats, nous avons propos�e �a un d�ebit de
0,4 ml/mn [25] sur phase stationnaire carbone graphite
poreux, un gradient ternaire de 100% �ethanol �a 60% hep-
tane en 30 min, puis de 60% heptane �a 100% chloroforme



Fig. 7. Comparaison des chromatogrammes TIC LC/MS d’un extrait de M. scaber (MS1) brut (bleu) et trait�e au charbon actif (rouge).
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en 20 min. On reste �a 100% chloroforme pendant 10 min,
puis on op�ere un reconditionnement aux conditions
initiales pendant 30 min (Tableau 2), conditions qui per-
mettent d’obtenir un meilleur (plus de pics fins) profil
chromatographique (Fig. 3D).

3.2. Couplage et d�etection en spectrom�etrie de masse

Pour la m�ethode de spectrom�etrie de masse, nous avons
choisi la source d’ionisation APCI, plus adapt�ee �a l’analyse
des m�etabolites apolaires [12].

Apr�es optimisation des param�etres du spectrom�etre de
masse par la m�ethode d’infusion des standards (20 mg/ml),
les meilleurs r�esultats ont �et�e obtenus avec le mode d’io-
nisation positive, ceci �etant en effet li�e �a pr�esence d’acide
formique dans la phase mobile.

De nombreuses classes (Fig. 4) de compos�es apolaires
(terp�enes, d�eriv�es ph�enoliques, alcaloïdes, quinones,
alcanes et d�eriv�es est�erifi�es) ont �et�e d�etect�ees, avec en
g�en�eral comme fragments majoritaires [MþHeH2O]þ et/ou
[MþH]þ. Ceci est en accord avec les travaux de divers au-
teurs sur les compos�es lipophiles [31e33]. En revanche, les
compos�es monoterp�eniques tr�es volatils, ceux de faible
poids mol�eculaire (m/z < 150) et les acides gras n’ont pu
être d�etect�es.

3.3. Identification des compos�es

Dans le cadre de notre �etude, l’identification a port�e
principalement sur les compos�es phytochimiques
apolaires, d�eja identifi�es dans les deux drogues v�eg�etales,
afin de v�erifier que l’on retrouve tous ces compos�es dans les
profils chromatographiques.

Les diff�erents compos�es de C. micranthum et de M.
scaber dont les spectres de masse �etaient exploitables sont
caract�eris�es par leur temps de r�etention et leur spectre de
masse. Ils sont distingu�es selon les diff�erentes cat�egories
propos�ees par Sumner et al. [9] : identif�es si le temps de
r�etention et le spectre de masse sont similaires �a ceux d’un
compos�e pur ; appartenant �a une classe chimique si la zone
de temps de r�etention et les fragments m/z sont carac-
t�eristiques de cette classe ; les autres compos�es sont con-
sid�er�es comme «inconnu».

L'analyse par NARP-LC/MS sur colonne PGC des extraits
dichlorom�ethaniques trait�es au charbon actif de C.
micranthum et M. scaber (Figs. 5 et 6) a permis respective-
ment de d�etecter environ 40 et 70 compos�es
phytochimiques.

- Pour C. micranthum (Tableau 3), 44 compos�es ont �et�e
trouv�es : 5 ont �et�e identifi�es et correspondent au lup�eol
(Rt 11.90), �a l'a-amyrine (Rt 12.23), a-tocoph�erol (Rt
13.04), squal�ene (Rt 17.75), au b-sitost�erol (Rt 20,48) ;
14 appartiennent �a diff�erentes classes chimiques : 1
d�eriv�e a -tocoph�erol, 5 triterp�enes, 3 esters de st�erol et
5 triglyc�erides ; 25 compos�es inconnus.

Tous les m�etabolites secondaires apolaires rapport�es par
plusieurs auteurs [15,16] ont �et�e identifi�es (sitost�erol, lupeol,
a-amyrine). Comme cela �etait pr�evisible, les compos�es
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polaires pr�esents dans les feuilles de C. micranthum [15,16]
n'ont pas �et�e d�etect�es, mais le profil chromatographique
obtenu par notre m�ethode chromatographique liquide en
phase inverse des m�etabolites apolaires peut être propos�e
pour distinguer des produits �a base des feuilles de C.
micranthum.

- En ce qui concerne M. scaber (Tableau 4), 68 compos�es
ont �et�e d�etect�es : 6 compos�es ont �et�e identifi�es : acide
ol�eanolique (Rt 6,77), acide ursolique (Rt 7.42), a-
amyrine (Rt 12.38), a-tocoph�erol (Rt 12.97), squal�ene
(Rt 18.31), sitost�erol (Rt 21,32) ; 19 appartiennent �a
diff�erentes classes chimiques : 1 d�eriv�e a -tocoph�erol, 8
triterp�enes, 4 esters de st�erol et 6 triglyc�erides ; 43
compos�es inconnus.

La majorit�e des m�etabolites secondaires apolaires
mentionn�es dans la litt�erature (sitost�erol, a-amyrine, acide
ol�eanolique, acide ursolique) ont �et�e identifi�es [17e20,34].
Les extraits sont particuli�erement riches en compos�es
phytochimiques apolaires tels que quinones, phytost�erols,
triterp�enes et leurs d�eriv�es est�erifi�es, �eventuellement
responsables des activit�es pharmacologiques de M. scaber
(antifongique, antimicrobienne, anti-inflammatoire et
analg�esique) [17e23].

Le profil chromatographique, renfermant de nombreux
m�etabolites secondaires apolaires, avec ou sans activit�e
th�erapeutique et/ou pharmacologique, et appartenant �a
diff�erentes classes chimiques, peut repr�esenter une
empreinte chromatographique pour l’�evaluation de la
qualit�e des m�edicaments �a base des feuilles de M. scaber.
3.4. Analyse chimiom�etrique

Les analyses multivari�ees sont couramment utilis�ees
pour traiter de grandes quantit�es de donn�ees issues de
techniques analytiques appliqu�ees auxm�edicaments �a base
de plantes [8].

L’analyse en composante principale (PCA) a �et�e d�ej�a
utilis�ee pour renforcer le pouvoir discriminant des tech-
niques spectrales (spectroscopie proche infrarouge, SPIR)
afin de comparer des formulations pharmaceutiques et
�egalement distinguer des m�edicaments contrefaits [35] ; et
donc permettre de distinguer diff�erentes drogues v�eg�etales
ou des produits �a base de drogues v�eg�etales.

L’analyse supervis�ee (PLS-DA) est utilis�ee dans le
domaine de la m�etabolomique pour comparer des classes
ou des groupes d'observations, comme diff�erents lots d’une
drogue v�eg�etale [36].

Le filtrage des donn�ees, des rayons X par correction
orthogonale du signal (OSC) [37e39], �eliminant les varia-
tions non pr�edictives qui ne sont pas corr�el�ees avec les
variables, renforce la discrimination des classes, facilitant



N.F. Bony et al. / C. R. Chimie 19 (2016) 863e875874
ainsi l’identification des variables les plus importantes,
responsables des diff�erences.

L'analyse chimiom�etrique a �et�e r�ealis�ee sur les profils
chromatographiques de deux extraits des 5 lots de C.
micranthum (CM1 �a CM5) et des 4 lots de M. scaber (MC1 �a
MC4).

3.4.1. Influence de l’�elimination de la chlorophylle
Dans notre �etude, la propri�et�e d'adsorption des chloro-

phylles sur charbon actif indiqu�ee par Jones et al. [40] a �et�e
utilis�ee pour l’�elimination de la chlorophylle. Cette
m�ethode a �et�e pr�ef�er�ee �a l'extraction pr�ealable par
l'ac�etone [41] et �a l'hydrolyse alcaline [42], en raison de sa
facilit�e de mise en œuvre. Apr�es des essais pr�eliminaires, le
rapport 6 mg de charbon actif pour 1 mg de r�esidu sec
correspondait �a la quantit�e minimum de charbon actif
permettant d’obtenir un filtrat de l’extrait dichloro-
m�ethanique de couleur jaune �a jaune orang�e (�elimination
des pigments chlorophylliens verdâtres).

L’observation des chromatogrammes d’un extrait brut et
trait�e au charbon actif de M. scaber (Fig. 7) indique la
pr�esence des mêmes pics chromatographiques. Cependant,
on note des diff�erences dans l'intensit�e des pics
chromatographiques.

L’exploitation des S-Plot de l’analyse multivari�ee
supervis�ee (PLS-DA) apr�es correction orthogonale du signal
(OSC) des profils chromatographiques des extraits de C.
micranthum et M. scaber bruts et trait�es au charbon nous
permet de dire que les compos�es phytochimiques
d�efavorablement influenc�es par le traitement au charbon
actif sont les triterp�enes (temps de r�etention (Rt) de 6 �a
13 min), les tocoph�erols (tocoph�erol 13.04) et les phy-
tost�erols (Rt 15 �a 25 min) (Fig. 7).

Cependant, les triterp�enes, phytost�erols et d�eriv�es qui-
noniques ne sont que partiellement adsorb�ees par le
charbon actif, ce qui se traduit par une diminution des
intensit�es des pics chromatographiques. Une concentration
du filtrat trait�e au charbon avant analyse LC/MS pourrait
am�eliorer l'intensit�e des pics chromatographiques de ces
classes de compos�es phytochimiques.

3.4.2. Diff�erents lots de drogues v�eg�etales
L’analyse en composante principale (PCA) des profils

chromatographiques des extraits de C. micranthum et M.
scaber (Fig. 8) a indiqu�e une faible diff�erence entre les lots
de chaque drogue v�eg�etale :

- le Score-Plot (Fig. 8A) des profils chromatographiques
des extraits des 5 lots de C. micranthum montre : par
rapport �a la premi�ere composante (axe 1 : 22% de la
variance totale), une variabilit�e li�ee �a la pr�eparation des
�echantillons. La deuxi�eme composante (axe 2 : 17% de
la variance totale), montre un rapprochement des lots
en fonction du lieu d’obtention des �echantillons : CM5
(S�en�egal), CM1 et 4 (march�e aux plantes) et CM2
(industrie de phtytom�edicament). On note �egalement
un rapprochement selon l’ann�ee d’obtention : CM4
proche de CM5 et CM1 proche de CM2.

Les �echantillons des feuilles de C. micranthum pro-
viennent de circuits commerciaux dont les lieux de r�ecolte
ne sont pas connus, mais �a l’analyse de ces r�esultats, l’on
pourrait supposer que le march�e aux plantes et l’industrie
de phytom�edicament ont la même source d’approvi-
sionnement, qui ne se trouve pas au S�en�egal.

La même tendance peut être d�ecrite dans le cas de M.
scaber (Fig. 8B) : l’axe 1 (25% de la variance totale), une
variabilit�e li�ee �a la pr�eparation des �echantillons, et l’axe 2
(20% de la variance totale), une variabilit�e li�ee �a la date de
r�ecolte (MS1 en 2008, MS2 en 2009 et MS3 et 4 en 2010 sur
des lieux diff�erents (jardin botanique et Bingerville).

En revanche, l’analyse crois�ee par projection des mod-
�eles C. micranthum etM. scaber l’un dans l’autre et la valeur
calcul�ee des distances entre les deux mod�eles sup�erieure �a
la limite de confiance fix�ee au risque de 5% indique que les
mod�eles chimiom�etriques permettent de distinguer les
deux drogues v�eg�etales.

4. Conclusion

La m�ethode que nous proposons dans cette �etude uti-
lisant la chromatographie liquide haute performance �a
polarit�e de phases invers�ees coupl�ee �a la spectrom�etrie de
masse en milieux non-aqueux (NARP-LC/MS), apr�es
extraction au dichlorom�ethane sous reflux (1:10, m/v) et
�elimination des pigments chlorophylliens par adsorption
sur charbon actif, permet d'�etablir des profils chromatog-
raphiques riches de m�etabolites apolaires, bioactifs ou non,
de drogues v�eg�etales.

Cette m�ethode, associ�ee �a la chimiom�etrie, a �et�e
appliqu�ee �a diff�erents lots de deux drogues v�eg�etales
largement utilis�ees (feuilles de C. micranthum etM. scaber) :
elle permet de distinguer les deux drogues v�eg�etales et
�eventuellement les produits �a bases des feuilles de C.
micranthum et M. scaber.

La m�ethode NARP-LC/MS permet de diff�erencier les
lieux d’approvisionnement des drogues v�eg�etales et
�egalement de mesurer les variations li�ees aux p�eriodes
d’obtention des �echantillons.

En outre, elle permet de d�etecter la plupart des
m�etabolites apolaires bioactifs ou non d�ej�a identifi�es dans
des feuilles de C. micranthum et M. scaber.

La m�ethode NARP-LC/MS propos�ee dans cette �etude,
pour l’�etablissement de profil chromatographique des
m�etabolites apolaires peut être utilis�ee pour l’�evaluation de
la qualit�e de divers m�edicaments africains �a base de dro-
gues v�eg�etales.
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