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SOMMAIRE

Il existe dans la nature plusieurs sources de substances bioactives qui
peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques. Les échantillons qu'il est
possible d’obtenir a partir de ces sources sont souvent tres complexes et la
détermination de leur composition ainsi que des substances actives qu'ils

contiennent requiert des méthodes analytiques poussées.

L'objectif du présent projet est d'utiliser la technique d’ionisation par
bombardement d’atome métastable (MAB) pour effectuer la caractérisation
de la propolis par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MAB/MS).

La propolis qui provient de la cire d'abeille est un mélange complexe
qui a déja été analysé par GC/MS. Cependant, la caractérisation structurale
de ces composeés suite a 'ionisation par impact électronique est limitée par la
co-€lution de certains composés et la stabilité des ions formés donne lieu a
une fragmentation significative et une abondance réduite des ions

moléculaire correspondants.

L'ionisation par MAB est une nouvelle technique d'ionisation qui
permet de contréler la fragmentation et d'effectuer de l'ionisation sélective.
De ce fait, il est possible de générer des ions moléculaires a partir de
substances labiles en contrélant I'énergie d’ionisation (ionisation douce). De
plus, en contrélant précisément d'énergie d'ionisation il est possible
d'effectuer de [lionisation sélective qui permet de simplifier les
chromatogrammes et de mettre en évidence des substances qui coéluent

dans les conditions d’ionisation par impact électronique.

Cette nouvelle approche que nous comptons utiliser pour I'analyse de

la propolis pourra s'étendre a l'analyse de toutes substances naturelles et



fournira un nouvel outil analytique pour l'analyse de ces mélanges
complexes.

Mots-clés : Spectrométrie de masse, chromatographie gazeuse,

bombardement d’atomes métastables, propolis
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SUMMARY

There are, in nature, several sources of bioactive substances that can
be used for therapeutic purposes. Samples that can be obtained from these
sources are often very complex and the determination of their composition
and of the active substances they contain require advanced analytical
methods.

The main goal of this project is to use the ionization technique
metastable atom bombardment (MAB) to characterize propolis by gas

chromatography-mass spectrometry (GC-MAB/MS).

Propolis that comes from beeswax is a complex mixture that has
already been analysed by GC-MS using electron impact ionization. However,
the structural characterization of these samples can be limited by the
chromatographic resolution and the extensive fragmentation of ionized
molecules giving rise to few molecular ions.

Metastable atom bombardment is a new ionization technique allowing
selective analyte ionization with controlled fragmentation. Thus, it is possible
to generate molecular ions from labile compounds by controlling the
ionization energy (soft ionization). Furthermore, by controlling the ionization
energy, it is possible to selectively ionize classes of molecules thus
simplifying chromatograms and enhancing sensitivity compared to more
traditional ionization techniques such as electron ionization.

This new approach which we will be used to characterize propolis is
also applicable to the characterization of all natural substances and provides

a new analytical tool for the characterization of these complex mixtures.

Key words: Mass spectrometry, gas chromatography, metastable atom

bombardment, propolis.
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Chapitre 1 : Introduction

La propolis est une substance résineuse provenant de différentes parties des

plantes, tres adhésive qui est collectée, transformée et utilisée par les

abeilles dont la principale fonction est de sceller et de protéger la ruche [2,4].

En effet, les abeilles s’en servent pour :

-

>

Etancher les trous dans leur nid [1-4].

Prévenir la décomposition des insectes qui ont été tués par les abeilles
aprés une invasion de la ruche. Elles s'en servent donc pour
embaumer les prédateurs [1,3].

Rendre plus lisse la structure interne des parois internes et protéger
I'entrée contre les intrus [2].

Stériliser la ruche contre les infections microbiennes [13].

Il a été suggéré que la propolis est en fait responsable du faible taux
de bactérie et de moisissure a l'intérieur de la ruche comparativement

a 'atmosphere a I'extérieur [28].

L'utilisation de la propolis par les humains remonte au moins a 300 ans avant

J-C [2,3]. Cependant, durant les derniéres années, l'intérét porté a ce produit

a grandement accru, non seulement comme une source potentielle en

medecine traditionnelle, mais aussi comme matiére premiére prometteuse

dans l'industrie pharmaceutique [3].

La propolis présente plusieurs activités biologiques et celles-ci sont

principalement dues a la présence des flavonoides, des acides aromatiques,

des acides diterpeniques et des dérivés phénoliques dans la propolis [3,6].



Les effets thérapeutiques de la propolis ont crée un grand intérét pour sa
composition chimique et, au cours des 25 derniéres années, les méthodes
utilisées pour l'analyse du propolis ont évolué avec la technologie. En effet,
on est passé par lidentification de la propolis par des méthodes
chromatographiques conventionnelles comme la GC (gaz chromatography)
[12], l]a HPLC (High performance liquid chromatography) [10,12], la CCM
(chromatographie sur couche mince) [8,12] a des méthodes plus modernes
comme I'ESI-MS (Electrospray ionization mass spectrometry) [7], la GC-MS
(Gas chromatography-Mass spectrometry) [6,8,9,10,26] et HT-HRGC-MS
(High temperature high resolution gas chromatography-mass spectrometry)
[1,11].

De nos jours, les études portant sur la composition chimique de la propolis se
font majoritairement avec la spectrométrie de masse avec ionisation par
impact électronique. Cette technique comporte de nombreux avantages: les
résultats obtenus avec cette source sont reproductibles; la grande quantité de
spectres accumulés au cours des années dans les librairies spectrales
permettent l'identification rapide et fiable des composés analysés [28]. De
plus, la source par impact électronique (IE) a une grande sensibilité, est fiable
et est facile a opérer.

Malgré les nombreux avantages qu'elle posséde, la source IE comporte
quelques limitations. La principale limitation vient du fait que I'énergie interne
(pouvant atteindre jusqu’a 10 eV) transférée a la molécule lors de l'ionisation
entraine souvent une fragmentation considérable de celle-ci, ce qui conduit a
un spectre de masse complexe [27], ne contenant aucune information
structurale pouvant aider a l'identification du composé. Une conséquence de
cela est 'absence de l'ion moléculaire (dans environ 23-35% des composés
organiques volatils) ou la faible d’abondance relative, ce qui complique la
détermination de la masse moléculaire des composés [27,31-38]. De plus,

lors de l'analyse du propolis, les chromatogrammes obtenus en GC



comportent du nombreux pics mal résolus, ce qui rend difficile I'identification

des composés.

Une nouvelle source d'ionisation utilisant un faisceau d’atomes ou de
molécules a [I'état métastable, la source MAB (metastable atom
bombardment), a été créée par notre groupe de recherche en collaboration
avec la compagnie Dephy Technologies [27,29] au début des années 90
suite a des recherches sur l'ionisation Penning et son mécanisme.
Cette source posséde, entre autres, les caractéristiques suivantes :

1. Simple a utiliser.
Introduction des échantillons simple et rapide.
Permet le contréle du degré de fragmentation des ions moléculaires.
Possibilité d'effectuer de I'ionisation sélective.

Permet la détermination de masses exactes.

oA w N

Génére des résultats reproductibles.

Dans la source MAB, les molécules analytes sont bombardées par des
atomes a l'état métastable. Cette technique est basée sur [ionisation
Penning observée la premiere fois par Frans M. Penning en 1925, lors de
I'étude des potentiels d'amorgage de la décharge électrique du néon [27]. Ce
type d'ionisation impligue une réaction électrophile entre un atome a I'état
métastable (A™) et un corps cible (M) (atome ou molécule). Cette réaction
donne lieu a un atome a I'état fondamental, un corps cible dans un état
ionique radicalaire (M™) et un électron dans un état continu.
Cette réaction a lieu uniquement si I'énergie d’ionisation de I'analyte (M) est
inférieure a I'énergie de I'état métastable de I'atome (A*) [27].

A +Mo A+M" + ¢ (1)
Cette approche permet donc de varier I'énergie d’ionisation en sélectionnant
différentes particules métastables possédant des énergies d’excitation bien
distinctes. Cette énergie va de 8 eV a 20 eV grace aux gaz rares utilisés
comme particules métastables (voir tableau 2.1). Cette source présente un



avantage en ce sens qu’elle permet d’avoir une énergie quantifiée et non pas

une distribution d’énergie comme c'est le cas avec l'ionisation électronique.

La source MAB a été utilisée dans le domaine de la chimie environnementale
pour I'analyse des polychloralcanes et d'autres contaminants [13,15,16], dans
le domaine de la microbiologie pour I'identification des microorganismes dans
'urine [17] et méme dans I'analyse des polyméres [18]. Cependant, aucun

article ne fait mention de la source MAB dans I'analyse des produits naturels.

Ainsi, I'objectif de ce projet est d’effectuer la caractérisation de la propolis par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en utilisant la
source MAB comme source d’ionisation afin de démontrer que cette source
pourrait étre une alternative ou un nouvel outil analytique pour 'analyse des

produits naturels.



Chapitre 2 : Eléments théoriques sur
Pionisation Penning et
sur la source MAB

La source MAB a été développée et élaborée dans notre laboratoire. Cette
source d'ionisation a un avantage par rapport a la source d'ionisation par
impact électronique (IE) du fait qu’elle permet de varier I'énergie d'ionisation
en sélectionnant différentes particules métastables possédant des énergies
d’excitations bien distinctes permettant ainsi une ionisation sélective et un

contrdle de la fragmentation.

2.1 Fonctionnement de la source MAB

La source MAB est constituée d’'une chambre d'ionisation sur laquelle est
fixée un canon qui génere un faisceau de particules a I'état métastable
produites par une décharge entre la cathode et I'anode. Les atomes
métastables qui pénetrent dans la source entrent en collision avec les
molécules d’analyte qui proviennent du CG, du réservoir ou de la sonde. Les
ions formés sont ensuite accélérés par une lentille d’extraction, repoussés
par un repousseur d’ions puis focalisés par une lentille de focalisation pour se
diriger vers les analyseurs [29]. Le déflecteur quant a lui, est réglé a un
potentiel négatif et sert a éliminer les espéces chargées (les atomes du gaz
ionisant qui ont été ionisés ainsi que les électrons) produites par la décharge

électrique.
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Figure 2.1. Schéma de la source MAB

2.2 L’ionisation Penning

Comme déja mentionné, la base de la source MAB repose sur le principe de
I'ionisation Penning. D’'aprés ce principe, l'ionisation implique une réaction
électrophiliqgue entre un atome a I'état métastable (A™) et un corps cible (BC).
Les espéces résultant de cette réaction sont I'atome a I'état fondamental, le
corps cible dans un état ionique et un électron dans un état continu comme le
montre la réaction ci-dessus.

A"+BC 5>A+BC"+¢é (2)

Ainsi, lorsque la distance entre A™ et BC est suffisamment courte, un électron
de l'espéce BC (¢BC) peut étre transféré a l'orbitale A™ (x.) et I'électron

excité (xp) est simultanément éjecté dans un continuum (ye) (figure 2.2).

Cette réaction est possible si et seulement si I'énergie d'ionisation de la

molécule analyte (BC) est inférieure a I'énergie d'ionisation de [I'état



métastable de 'atome (A™). Cependant, si I'énergie d'excitation de I'espéce
métastable A™ est beaucoup plus élevée que I'énergie d'ionisation de BC, il y

aura fragmentation d'ions fragments comme le montre la réaction suivante :

A"+BC>A+B"+C+é (3)
e Ye
V\
—0 o

_O—Q_ $8e
~0—O—",
—-0—0-
-0—0O-

A __O— 1

BC A*

Transfert d'électron lors de l'ionisation Penning

Figure 2.2. Processus d’échange électronique lors de l'ionisation Penning
de la molécule BC par la particule metastable A*.

D’'une maniére globale, I'énergie interne (Ei) qui est conférée a I'ion durant

I'ionisation est donnée par I'équation suivante :
Eint = E* - El - Ex (4)

Ou E* est I'énergie d'excitation de I'espéce métastable, El est I'énergie
d'ionisation de la molécule BC et Ey est I'énergie cinétique de ['électron

éjecté.

Ainsi, I'énergie interne de l'ion sera a sa valeur maximale lorsque Ey sera
égale a zéro, permettant ainsi d’avoir un contréle sur la fragmentation. En
effet, lorsque I'énergie d’excitation de 'espéce métastable est beaucoup plus
élevée que I'énergie d'ionisation, tout dépendant de I'énergie d’apparition des

fragments, la fragmentation sera plus ou moins importante tandis que lorsque



'énergie d’excitation de I'espéce métastable est semblable a I'énergie
d'ionisation de la molécule, la fragmentation sera négligeable ou méme

absente.

2.3 Les états excités métastables

Un état excité métastable est un état électronique dont toutes les transitions
vers des eétats inférieurs sont faiblement permises par les régles du
rayonnement dipolaire [27]. Le tableau suivant représente les gaz utilisés
avec la source MAB ainsi que les énergies associées a leurs états

métastables.

Tableau 2.1. Caractéristiques des états métastables pour les atomes de gaz rares et
’azote moléculaire

Gaz Etat Energie (eV) Eint Caractéristiques
métastable (IE~8eV) Spectrales
He ’s, 19,82 0-11,82 M F
'So 20,61
Ne °P, 16,62 0-8,62 M F,
°Po 16,72
Ar °P, 11,55 0-3,55 M Fr'
*Po 11,72
Kr °P, 9,92 0-1,92 M
*Po 10,56
Xe P, 8,3 0-0,32 M
°Po 9,45
ay, 6.17 -
w's, 7,32 -
N, a's, 8,52 0-0,52 M’
a'l, 8,67 0-0,67
w'A, 9,02 0-1,02
E’zy 11,88 0-3,88 M", Fr"




De facon générale, I'état métastable de plus basse énergie est généré en

majorité [42].

Ainsi, le faisceau produit contient des particules quasi-monoénergétiques.
Par contre, pour l'azote, I'état énergétique le plus abondant est celui a
8,52eV. Par ailleurs il est possible de voir que le xénon et I'azote produiront
une ionisation douce menant a des ions moléculaires stables avec peu ou
pas de fragmentation, tandis que le néon et 'hélium produiront une ionisation

de l'analyte donnant lieu a une fragmentation considérable.
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Chapitre 3 : Eléments théoriques sur Ila
source d’ionisation a impact
électronique

Lorsque des électrons passent a travers ou trés prés d’'une molécule, ils
peuvent provoquer son ionisation. Ce processus résulte habituellement en la
formation d’ions positifs.

L’ionisation électronique est la méthode d’ionisation couramment utilisée en
spectrométrie de masse pour I'analyse de composés volatils de moins de 800
Da et favorise la formation d'ions moléculaires et leurs fragments. Ainsi, cela
permet la détermination de la masse moléculaire relative et la structure

moléculaire pour ces molécules.

3.1 Fonctionnement de la source par impact

électronique

La source d’ionisation électronique a été utilisée la premiére fois par
Dempster, puis développée par Nier [39]. C’est la plus ancienne des

méthodes d’ionisation. Un schéma est présenté a la figure 3.

aimart

/

chambre d'ionisation

filament de tungsténe
\[

repousseur

d'ions \

"o jentlles d'extraction

trappe & électrons —

ferite de sortie des ions
aimant —
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Figure 3.1 : Schéma de la source d’ionisation par impact électronique

Dans cette source, des électrons sont formés par un filament de tungsténe
chauffé électriquement a I'incandescence. Aprés leur émission, les électrons
sont accélérés par un champ électrique appliqué entre le filament et les
parois de la chambre d’ionisation. lls pénétrent ensuite dans la chambre par
un petit orifice. Un faible champ magnétique appliqué dans I'axe confine le
faisceau d'électrons dans une trajectoire hélicoidale, ce qui augmente la
probabilite d'interaction des électrons avec les molécules d’analytes. Le
courant d’'électron qui passe au travers la chambre d'ionisation est ajusté a
'aide de la trappe a électrons. Une fois formés, les ions sont extraits au
travers de la fente de sortie a I'aide des champs électrostatiques générés par
le repousseur d'ions et les lentilles d’extraction [27]. L'énergie des électrons
est controlée par la différence de voltage appliqué entre le filament et les

parois de la chambre d’ionisation.

Le graphique qui suit représente la courbe typique du courant ionique total

(TIC) pour la formation d’'un ion positif.

Courant ionigue totel

1 1 I
10 S0 100

Energie des électrons (eV)

Figure 3.2 : Courbe de la variation du courtant total des ions par rapport a
I'énergie des électrons [34].

Ainsi, le nombre d’ions produit est fonction de I'énergie des électrons.
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Pour que le spectrométre de masse fonctionne a une sensibilité maximale il
faut avoir le rendement maximal d’'ions de n’importe quelle quantité donnée
d’échantillon. D’aprés la courbe, ce serait a 50 eV. Cette région est trés
proche de la partie abrupte de la courbe et ainsi, une petite diminution non
intentionnelle de I'énergie ameénerait une réduction considérable dans la
production d’ions et ainsi un manque de reproductibilité. Alors, en
augmentant 'énergie des électrons a 70 eV, on sacrifie seulement une petite
quantité d’ions produits, mais on se retrouve dans un plateau ol une petite
variation de I'énergie a peu d'impact sur la production d'ions.

Ainsi, en utilisant cette énergie (70 eV), plusieurs ions de nature et de
structure différentes peuvent étre formés. En effet, I'ion moléculaire est

produit selon la réaction suivante:

M+& > M +2¢ (5)

Si une quantité suffisante d’énergie est transférée a la molécule M, elle peut
se décomposer pour former des ions fragments selon deux mécanismes :

M"> F,+R (6)
et,

M* > F+R (7)

La quantite relative des ions fragments par rapport a I'ion moléculaire peut

étre trés eleveée lorsque I'énergie cinétique des électrons dépasse 20eV.

Par ailleurs, la source El présente de nombreuses limitations. Certaines
molécules peuvent subir une décomposition thermique avant d'étre ionisées
ou sont susceptibles de se fragmenter aprés lionisation a cause de la
température requise pour la vaporisation et d'autres sont simplement
involatiles pour donner un spectre. Cette caractéristique donne lieu a une
faible abondance de lion moléculaire pendant I'analyse de masse et la

détermination de formule empirique nettement plus difficile.



Chapitre 4 : Revue de la littérature

4.1 Définition du propolis et provenance

Comme il a été vu précédemment, la propolis est le nom donné a la
substance résineuse qui est collectée par les abeilles a partir de différentes
parties des plantes (branches, fleurs, polien, bourgeons) [1] tout dépendant
de la localisation géographique [2,3]. Le mot propolis est tiré du grec pro
(pour «en avant de», «a I'entrée de») et polis (pour «la ville») ainsi, il signifie
«défense de la ville (ou de la ruche)» [2].

Sa couleur varie du jaune péale au brun foncé dépendant de la source et de
son age. Les abeilles ouvriéres collectent cette résine dans les bourgeons
d’arbres tels que le bouleau, le peuplier, le pin, 'aune, le saule et le palmier.
Elle peut aussi provenir des substances sécrétées par les plantes, des
substances lipophyliques sur les feuilles, des mucilages, des gommes, des
résines et des treillages.

Aprés avoir collecté cette résine des fissures dans les écorces des arbres et
des bourgeons, les abeilles la mastiquent, des enzymes salivaires sont
ajoutées et le produit partiellement digéré est mélangé avec de la cire et

utilisé dans la ruche. [2, 4].

4.2 Traitement de la propolis

La propolis est un sous-produit de la ruche. Ii est collecté par les apiculteurs
qui grattent la superstructure avec un outil spécial. Cela arrive

habituellement a l'automne de l'année suivant l'extraction du miel. La
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propolis et le mélange de cire sont expédiés au processeur dans des boites,
des tonneaux ou des sacs.

Ensuite, la premiére étape du traitement est I'évaluation du matériel. S'ily a
présence de beaucoup de cire, I'échantillon sera lavé a l'eau froide pour
enlever la cire extrinséque. La propolis excédantaire est séchée a I'air sur
des tuiles en acier inoxydable. S’il y a peu de cire extrinséque on commence
immédiatement par la deuxiéme étape.

Lors de la deuxiéme étape, on dissout la propolis dans de I'éthanol 95%. Les
résidus non solubles constitués de cire ainsi que de parties d’abeilles et de
«copeaux de bois » sont enlevés.

La derniére étape implique la filtration. La teinture de propolis est passée a
travers une série de filtres pour enlever toute petite particule de matiére

étrangére restante [2].

4.3 Composition chimique

Plus de 300 composés ont été identifiés dans différents échantillons de
propolis [6]. Cependant, la composition chimique de la propolis varie selon
I'endroit ou il a été collecté. De fagon générale, il est composé de 50% de
résine (flavonoides et les acides phénoliques reliés), 30% de cire, 10%
d’'huiles essentielles et aromatiques, 5% de pollen qui est une source riche en
éléments essentiels tel que le magnésium, le nickel, le calcium, le fer et le
zinc [4] et 5% d’autres matiéres incluant les débris organiques [2,7]. La cire
et les débris organiques sont enlevés lors de I'extraction de la propolis.

Le tableau 4.1 fournit les données correspondant a la composition chimique
de la propolis relevées dans la littérature.

Etant donné que la composition chimique de la propolis varie selon la région
géographique et la zone climatique, il est a noter qu’aucun échantillon ne

contient tous les éléments contenus dans le tableau 4.1.
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4.4 Activité biologique

Au cours des 40 derniéres années, plusieurs groupes de recherche ont publié
des résultats concernant l'activité biologique et les effets thérapeutiques de la

propolis

La propolis posséde de nombreuses propriétés, mais elle est surtout reconnue
pour ses activités anti-bactériennes. En effet, la propolis est actif in vitro contre
les bactéries Gram-positive (Straphylococci et Strepthococci Spp.) et Gram
negative (E.coli, K. pneumonial), protozoa (T.cruzi) et les virus (VIH, herpés ou
influenza) [4,24]. Cependant, le solvant utilisé pour I'extraction de la propolis

influence grandement la force de son activité anti-bactérienne.

La propolis posséde aussi une activité anti-oxydante puisqu'elle enléve les
radicaux DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl hydrazyl), les anions superoxides et les
radicaux hydroxy. [19,21,22,23]. De plus, la propolis posséde une activité anti-
proliférative contre certaines cellules cancéreuses. Cette activité est
principalement due a la présence du caféate de benzyle et du caféate de

phénéthyle dans la propolis [20].

Une étude suggére que la propolis produit des effets estrogéniques par son
interaction avec les récepteurs estrogéniques et qu’elle pourrait étre utilisée dans

la prévention des problémes causés par les estrogénes [25].

Par ailleurs, d'autres propriétés pharmacologiques ont été attribuées a la propolis
comme son activité fongicide, anti-virale, hépatoprotectrice et anti-inflammatoire.
[4,20,21,24].

Plusieurs substances présentes dans la propolis contribuent a son activité

biologique, mais ce sont principalement les flavonoides tels que la pinocembrine,
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la galangine et la pinobankine ainsi que les esters des acides coumarique et

cafféique qui en sont responsables.

4.5 Applications

Comme il a déja été mentionné, la propolis est utilisée par les hommes au moins
depuis 300 ans avant Jésus-Christ et de nos jours, elle est utilisée comme

remede maison et dans les produits personnels [2].

A cause de son grand nombre de propriétés, on retrouve la propolis dans une
multitude de préparations et ses applications sont d’autant plus nombreuses. En
effet, dans les préparations dermatologiques vendues sans prescription, on
retrouve des produits pour guérir les blessures, régénérer les tissus, traiter les
bralures, les neurodermatites, les psoriasis, I'herpés simplex et génital. Par

ailleurs, elle est utilisée pour traiter le rhumatisme et les entorses [2].

Aussi, en médecine dentaire, la propolis posséde un effet anesthésique cinq fois
plus efficace que la cocaine. Elie est aussi utilisée dans les dentifrices et les

rince-bouche traitant la gingivite, la chéilite et la stomatite [2].

La propolis est aussi présente dans les produits pharmaceutiques et
cosmétiques tels que les cremes faciales, les onguents, les lotions et les

solutions[2].

Au 17° siécle, Stradivari utilisait la propolis comme ingrédient dans le vernis de
ses instruments & corde. Les musiciens I'utilisent encore pour leurs instruments

et dans la réparation des accordéons.
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Chapitre 5: Partie expérimentale

Les échantillons de propolis utilisés proviennent de Sainte-Flavie (Le Vieux-
Moulin) et de Gaspé (Clément-Arsenault) au Québéc. Les deux échantillons

étaient a I'état brut.

Tous les autres composés utilisés lors de ce projet sont des composés
commerciaux de haute pureté (2 95%) et ils ont été employés sans
purification supplémentaire. lls proviennent tous de la compagnie Sigma
Aldrich (Canada).

5.1 Extraction de la propolis

Environ deux grammes de propolis ont été coupé en petits morceaux et
extraits dans 20 mL d’éthanol 70% durant 24 heures. Le tout a été filtré a
I'aide d’'un entonnoir conique et d'un papier filire approprié pour retenir la cire

non soluble et le solvant a été évaporé sous vide.

5.2 Dérivation

5.2.1 Procédure

Entre 3 et 5 mg d’extrait de propolis ont été pesé dans le vial. Environ 100 pL
de pyridine ont été ajouté afin de dissoudre la propolis. Ensuite, 100 uL de

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) ont été ajouté. Le tout a été
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mis dans un four a 80°C pendant 30 minutes. Les dérivés obtenus étaient

stables pour au moins 24 heures et ont été conservé au congélateur.
5.2.2 Mécanisme

Au cours de la silation, un hydrogéne actif est remplacé par un groupement
alkylsilyl, plus souvent triméethylsilyl (TMS). Les dérivés silyl sont utilisés
parce qu'ils sont généralement plus volatils, moins polaires et thermiquement
plus stables.

Les dérivés silyl sont formés par le déplacement du proton actif dans les
groupements —OH, -COOH, =NH, -NH; et —SH. La réaction générale est

montrée ci-dessous.

Sample—0O + CH;——Si——X —» Sample —O0—Si—CH, * HX

CHy CH,
H ol X= CFK——C=—==N—SI(CH);

o]

Il s'agit d’'une attaque nucléophile sur I'atome de silice du donneur silyl,
produisant un état de transition bimoléculaire. Le groupe partant du composé
silyl (X) doit avoir une faible basicité, avoir I'habilité a stabiliser une charge
négative dans I'état de transition et peu ou pas de tendance a former de

liaison ©t (p-d) entre lui-méme et 'atome de silice [30].
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5.3 Appareil utilisé

5.3.1 Chromatographie gazeuse—spectrométrie de masse

Pour tous les échantillons, une colonne non-polaire DB-5MS [(5%-Phenyl)-
methylpolysiloxane] de 30 m avec un diamétre de 250 pm et d'un film de
phase stationnaire d'une épaisseur de 0.25 um a été utilisée sur un
chromatographe de marque Agilent 6890 couplé a un spectrométre de masse
AutoSpec Ultima, de Micromass.

La programmation de température a été faite comme suit: 50°C a 300°C
avec un gradient de 10°C par minute et la température été maintenue a
300°C pendant 5 minutes.

L’injection des échantillons s’est faite sur colonne, avec I'hélium comme gaz

vecteur.

5.4 Sources d’ionisation

Pour chacun des échantillons, deux sources d’ionisation ont été utilisées :
Une source par impact électronique a 70 eV et une source MAB. L’azote,
I'argon et I'nélium ont été utilisés comme gaz pour générer des décharges

luminescentes dans le canon MAB.

5.5 Ildentification des composés

L’identification des composés a été effectuée par comparaison avec des

spectres authentiques contenus dans des bases de données commerciales.



Pour ce projet, deux librairies spectrales ont été utilisées : La librairie NIST de
1996 avec 83484 spectres (dont 21249 qui sont des doublets), utilisée avec
le logiciel Opus 3.7x de Micromass et la librairie WILEY138.L.

Aucune expérience quantitative n’a été effectuée au cours de ce projet, car
'objectif était d'utiliser une nouvelle source d'ionisation afin de caractériser
des échantillons de substances naturelles complexes et de la comparer

qualitativement avec la source IE.
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Chapitre 6: Résultats et Discussion

6.1 Choix de la méthode

Lorsqu'il s’agit de séparer et d’analyser des échantillons de mélanges
complexes tels que la propolis, plusieurs méthodes sont a notre
disposition. De nombreuses analyses ont eté effectuées par CCM et
HPLC pour la séparation des composés phénoliques présents dans la
propolis [40,41]. Par contre, ces techniques ne possédent pas la
résolution nécessaire pour séparer plus de 50 composés individuels d’'un
seul échantillon. Ainsi la chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse s’est avérée étre la meilleure méthode puisqu’elle
combine la haute résolution, la précision et la reproductibilité de Ila
chromatographie gazeuse capillaire au pouvoir d'identification de la

spectrométrie de masse [28].
6.2 Choix du solvant

La propolis a I'état brut contient environ 30% de cire [7]. Donc, pour
analyser les composés polaires présents dans I'échantillon par GC, la cire
ne doit pas étre présente dans celui-ci. Ainsi, il faut un solvant qui extrait
la propolis avec un minimum de cire en procédant tel que décrit dans la
section 5.1. Baseé sur les résultats du tableau suivant, le choix s’est arrété
sur I'éthanol 70% étant donné que ce solvant permet I'extraction d'une

plus grade quantité de propolis que les autres solvants utilisés.

Tableau 6.1: L’extraction de la propolis avec différents solvants [28]

Solvant Extrait Note
{% de propolis originale)

70% éthanol 58 cire minimale
90% éthanol 64
Hexane, suivi d'acétone |64 (extrait d'acétone)
Acetone 81
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6.3 Composés polaires de la propolis de

différentes municipalités québécoises

Les deux échantillons de propolis analysés proviennent de la région de
Gaspésie qui est située a I'extrémité sud-est du Québec. Le premier
échantillon est de Gaspé et le second de Sainte-Flavie (voir figure 6.1).
Etant donné que ces deux municipalités sont situées dans la méme zone
climatique (continental humide) et qu'elles partagent a peu prés la méme
flore, la composition chimique des deux échantillons risque d'étre assez
similaire puisque celle-ci dépend en grande partie des plantes et des

arbres présents aux alentours de la ruche.

Figure 6.1: Carte géographique de la région de Gaspésie“?. Les
municipalités de Gaspé et de Sainte-Flavie sont indiquées
par les ellipses jaunes



30

Ainsi pour chaque échantillon, le méme protocole a été suivi tel que décrit
au chapitre 5 soit I'extraction avec I'alcool 70%, la filtration, I'évaporation,
la dérivation (avec le BSTFA) et 'analyse par GC/MS.

L’identification des composés a été effectuée par comparaison avec des
spectres authentiques contenus dans des bases de données

commerciales.
6.3.1 Propolis de Gaspé

L'extrait de propolis provenant de Gaspé aprés I'évaporation avait I'aspect
d’'une résine plutét brunatre. Les résultats obtenus aprés I'analyse GC-
MS sont présentés dans la figure 6.2 et résumés dans le tableau 6.2. Les
numéros du tableau 6.2 correspondent aux pics du chromatogramme a)
de la figure 6.2. Pour certains pics, il y a plus d’'une molécule associée.
Cela est di au fait que la base de données n'a pas pu identifier avec
certitude le composé en question ou qu'’il s'agit d'isoméres qu'il est difficile
de différencier simplement avec les spectres de masse.

D'aprés les résultats obtenus, il est possible de voir que la propolis de
Gaspé est un mélange trés complexe. En effet, 46 composés ont pu étre
identifiés dans cet échantillon, les principaux étant des sucres 36 plus
précisément des hexoses (monosaccharides contenant 6 atomes de
carbone). Etant donné que lidentification des composés de la propolis
c'est faite uniquement par l'interprétation des spectres de masse, il a été
plutét difficile de différencier les différents isoméres des sucres e.g.
mannose, galactose di aux différences minimes qu'il existe entre les
spectres. Pour cette raison, tous les monosaccharides ont été identifiés
par «hexose» dans les tableaux 6.2 et 6.3. Par ailleurs, les acides
aromatiques tels que les acides cinnamique 25, coumarique 38, ferrulique
37 et caféique 42 se trouvaient en grande quantité dans I'échantillon ainsi

que des acides gras tels que les acides hexadécanoique 41 et oléique 43.
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L’échantillon de Gaspé contenait aussi des alcools tels que le p-tyrosol 26,
l'alcool furfurylique 33, mais ceux-ci étaient présents en trés faible
quantité.

Les pics présents a partir de 22.12 minutes dans la figure 6.2 a) n'ont pas
pu étre identifiés avec certitude, car la pureté des spectres n’était pas
assez élevée, mais il a été possible d’en identifier quelques uns.

Ainsi, le cinnamate de cinnamyle a été identifi€ dans I'échantillon. Ce
produit, lorsqu’il est pur, est normalement utilisé comme agent aromatique
dans lindustrie alimentaire. De plus, le 3-hydroxymeéthylchrysazine aussi
appelé émodine d’'aloés a été identifié dans I'’échantillon. Cette molécule
fait partie de la famille des anthraquinones et est connue pour ses effets

anti-cancer et anti-inflammatoire.

O~0O
a)
OH o] OH
SO0V
b) o

Figure 6.3 : Structure du cinnamate de cinnamyle (a) et de I'émodine
d’aloés (b).
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Tableau 6.2. Composition chimique de I'extrait éthanolique de propolis de
Gaspé (en gras: Composés communs aux deux extraits de
Gaspé et Sainte-Flavie)

Composé Masse molaire | Observé avec MAB
(He*y J(Ar) |(N2')
1) acide dihydroxyacétique 308 X X X
2) alcool éthylénique ou 1-[4-(1,3-dioxolan-2-yl) phenyl]- éthanone 206 x X X
3) m-éthyltoluéne 120 X X X
4) acide 2-buténoique 172 X X X
acide (E)-2-penténoique 172
5) acide propanoique 234 x x X
6) acide hydroxyacétique 220 X X X
7) 1-hydroxy-2-méthylbenzene 180 X X X
8) acide 2,4-hexandiénoique 184 x X X
9) acide butanoique 262
10) alcool phénétylique 194 X X x
11) acide benzoique 194 X x x
12) glycérine 308 X X X
13) acide 3-hydroxyhexanoique 276 X X
14) acide 4-hydroxy-2-méthylbutanoique 262 X x x
acide 5-hydroxypentanoique 262
acide 2-(hydroxymethyl)butanoique 262
15) acide 2,3-dihydroxypropanoique 322 X X
16) ester éthylique de I'acide hydrocinnamique 178 X X x
17) p-hydroxybenzaldéhyde 194 X X b
18) p-hydroquinone 254 X X X
19) acide hydrocinnamique 222 x X x
20) acide cinnamique 220 x x x
21) 4-hydroxybenzénepropanol 236 X X X
22) acide malique 350 x X X
23) 1,2.4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-diméthyl-1-(1-méthyléthyl) naphtaléne 204 X x X
24) aldéhyde vanillique 224 x x X
25) acide cinnamique 220 x X X
26) p-tyrosol 282 x X X
27) acide 3-hydroxy-3-phénylproprionique 310 X
28) p-tyrosol 282 X X X
29) acide salicylique 282 X x X
30) acide p-méthoxylhydrocinnamique 252 X X X
acide o-méthoxydihydrocinnamique 252
31) 3,7,11-triméthyldodeca-2-trans,6-trans, 10-trien-1-ol (trans-farnesol) 294 x x X
32) acide 2,3-dihydroxypentanedioique 452 X x
33) alcool furfurylique 242 X X X
34) valérianol 294 X X x
35) acide vanillique 312 X X X
36) hexoses 438/540 X X X
37) acide ferulique 338 x x X
(2E)-3-hydroxy-4-méthoxycinnamaldéhyde 338
38) acide p-trans-coumarique 308 X x X
acide m-trans-coumarique 308
39) D-ribopyranose 438 x X X
40) acide palmitoléique 326 X x X
41) acide hexadécanoigue 328 x x x
42) acide caféique 396 X x X
43) acide oléique 354 X x x
44) acide octadécanoique 356 X X X
45) cinnamate de cynnamyle 264 X X X
46) 3-hydroxymethylchrysazine (émodine d'aloés) 486 X X X
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6.3.2 Propolis de Sainte Flavie

L'extrait de propolis aprés I'évaporation avait I'aspect d'une résine de
couleur jaunatre. Les résultats obtenus aprés l'analyse GC-MS sont
présentés dans la figure 6.2 et résumeés dans le tableau 6.3 ou les
numeéros correspondent aux pics du chromatogramme b) de la figure 6.2

Tout comme [|'échantilon de Gaspe, celui de Sainte-Flavie est trés
complexe et 36 composés ont pu étre identifiés dans 'extrait éthanolique.
Les principaux composés qui se trouvaient dans cet échantillon étaient les
hexoses 36, les acides aromatiques tels que les acides cinnamique 25,
coumarique 38 et ferrulique 37. Par ailleurs, il y avait d'autres composés
qui étaient présents en moins grande quantité. En effet, parmi les acides
gras on retrouvait I'acide hexadécanoique 41 et parmi les alcools, il y avait

l'alcool benzylique 7 et le p-tyrosol 26 qui étaient plus abondants.

Pour cet échantillon aussi, les pics présents a partir de 22.12 minutes
dans la figure 6.2 b) n'ont pas pu étre identifi€és avec certitude avec la
librairie spectrale a cause de la co-élution de plusieurs composeés rendant
ainsi l'identification difficile. Cependant, d’aprés les structures proposées
par la banque de données, il est possible de conclure que ces pics
correspondaient majoritairement aux flavonoides et a d'autres produits
naturels polycycliques. Ainsi, une molécule a pu étre identifiée: il s’agit du
sucrose. Cette molécule est un disaccharide qui est reconnue pour étre le

sucre de table. Sa structure est présentée dans la figure 6.4.
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OH

HO OH

HO OH

HO

OH OH

Figure 6.4 : Structure du sucrose
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Tableau 6.3. Composition chimique de I'extrait éthanolique de propolis de
Sainte-Flavie (en gras: Composés communs aux deux

extraits de Gaspé et Sainte-Flavie)

Composé

Masse molaire

Observé avec MAB

15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
24)
25)
26)
29)
30)

34)
35)
36)
a7)

38)

39)
40)
41)
43)
44)
45)

1,3,5-trimethylbenzene
1,2,4-trimethylbenzene

alcool éthylénigue ou 1-[4-(1,3-dioxolan-2-yl) phenyl]- éthanone
acide phthalique

acide oxalique

acide propanoi que

acide hydroxyacétique

alcool benzylique

CgH1002

méthylphosphate

acide benzoique

glycérine

acide 4-hydroxy-2-méthylbutanoique
acide 5-hydroxypentanoique

acide 2-(hydroxymethyl)butanoique
acide 2,3-d ihydroxypropanoique
ester éthylique de I'acide hy drocinnamique
p-hydroxybenzaldéhyde
p-hydroquinone

acide hydrocinnamique

acide cinnamique
4-hydroxybenzénepropanol

acide malique

aldéhyde vanillique

acide cinnamique

p-tyrosol

acide salicylique

acide p-méthoxylhydrocinnamique
acide o-méthoxydihydrocinnamique
valérianol

acide vanil lique

hexoses

acide férulique
(2E)-3-hydroxy-4-méthoxycinnamaldéhyde
acide p-trans-coumarique

acide m-trans-coumarique
D-ribopyranose

acide palmitoléique

acide hexadécanoique

acide oléique

acide octadécanoique

sucrose

120
120
206
310
234
234
220
180
282
256
194
308
262
262
262
322
178
194
254
222
220
296
350
224
220
282
282
252
252
204
312
438/540
338
338
308
308
438
326
328
354
356
918

(He*) [(Ar)  |(N2Y)
X
X
X
X
X
X X X
X X
X X X
X X X
X X X
X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X
X X X
X
X X X
X X X
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6.3.3 Comparaison des deux échantillons

En comparant la propolis de Gaspé a celle de Sainte-Flavie, il est possible
de voir qu’il existe plusieurs similarités entre elles. En effet, dans les
tableaux 6.2 et 6.3 tous les composés en caractéres gras se trouvent dans
les deux échantillons et ils représentent plus de la moitié€ des composés
polaires identifiés. Cette grande ressemblance indique que les deux
échantillons ont une source végétale commune qui est probablement le
bouleau jaune puisque cet arbre est celui que Flon retrouve

majoritairement dans la région de gaspésie.

Malgré leur grande similarité, il y a quelques différences entre les deux
échantillons de propolis. Par exemple, en regardant la figure 6.3 il est
possible de voir que l'intensité des pics communs est différente pour les
deux chromatogrammes. Par exemple, sur le chromatogramme a) qui
représente la propolis de Gaspé l'intensité des pics est généralement plus
elevée que le chromatogramme b), mais cette différence est plus notable
pour les d’'acides gras, le valérianol et I'acide ferrulique (pics 40, 41, 34, et
37.

Par ailleurs, dans les tableaux 6.2 et 6.3, quelques composés (en
caractére normal) sont propres a chacun des échantillons (o-crésol 7,
acide butanoique 9 et alcool furfurylique 33 pour Gaspé et acide phtalique
3, acide oxalique 4 et alcool benzylique 7 pour Sainte-Flavie). Aussi, il est
possible de voir que I'échantillon de Gaspé contient plus de composé que

celui de Sainte-Flavie.

Un autre elément a considérer en comparant les deux échantillons est leur
couleur. En effet, la propolis de Gaspé avait une couleur plus foncée
apres |'extraction tandis que celle de Sainte-Flavie était plutét claire. Or, il
a été mentionné que la propolis provenant des coniféres a une couleur
jaune clair [44]). Ainsi, il serait logique de penser que la propolis de
Sainte-Flavie aurait comme source principale des coniféres tels que des

sapins et des épinettes alors que celle de Gaspé proviendrait
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majoritairement du bouleau jaune a cause de sa couleur plus foncée.
Cette différence pourrait expliquer, entre autres, pourquoi l'intensité des
pics communs est différente pour les deux échantillons et pourquoi leur
composition n'est pas identique. Cependant, il aurait fallu confirmer la
source de chacun des échantillons en analysant les arbres qui sont aux
alentours des ruches.

Par ailleurs, certains auteurs [46] attribuent la couleur de la propolis a la
quantité de composés phénoliques qu'elle contient donc plus un
échantillon est foncé, plus il contient de composés phénoliques. Ainsi,
I'échantillon de Gaspé serait plus riche en composés phénoliques que
I'échantillon de Sainte-Fiavie.

Les figures suivantes présentent 'abondance relative des principales
substances que I'on retrouve dans chacun des échantillons.

i_El Gaspé O Sainte-Flavie

\\ U= 7N ||

T T T L

Abondance relative (%)
= N WL N DN
OO0 000000 O0
1 1 ] ] J 1 J |

Sucres Acides gras Acide cinnamique Dérivées du
et dérivées benzaldéhyde, de
lalcool benzylique
et de l'acide
benzoique

Figure 6.5a : Histogramme de la distribution des principales classes de
composés présents dans I'extrait éthanolique de propolis de
Gaspé et de Sainte-Flavie (avec la source IE).
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Figure 6.5b : Histogramme de la distribution des principales classes de
composeés présents dans I'extrait éthanolique de propolis de
Gaspé et de Sainte-Flavie (avec la source MAB(*He)).

D’aprés ces figures, il est possible de voir que ce sont les glucides que
I'on retrouve majoritairement dans les deux échantillons et qu'ils sont plus
abondants dans la propolis de Sainte-Flavie par rapport a celle de Gaspé.
De plus, l'acide cinnamique et ses dérivées sont en grande quantité dans
I'échantillon de Gaspé. Ces derniéres sont reconnues entre autres pour
leurs effets anti-inflammatoire et anti-bactérien.

Par ailleurs, il y a presque deux fois moins d’acides gras dans I'échantillon
de Sainte-Flavie que dans celui de Gaspé. Les acides gras sont
généralement impliqués dans la régulation de la croissance et de la
morphogenése chez tous les organismes vivants et ils sont une source
d’énergie cellulaire [3].

6.4 Comparaison de la source MAB a la
source par impact électronique

6.4.1 Comparaison des quatre chromatogrammes

La figure 6.6 suivante présente les quatre chromatogrammes obtenus
respectivement avec la source MAB avec l'azote, I'argon et I'hélium

comme gaz de décharge ainsi que la source IE a 70 eV.
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En regardant la figure 6.6, il est possible de voir que I'allure de chacun des
chromatogrammes est plus ou moins similaire. En effet, la majorité des
pics se retrouve dans les quatre chromatogrammes, mais c'est dans celui
obtenu avec la source IE qu’on retrouve le plus de pics. Cela est di au
fait que cette source, étant plus énergétique, ionise tout ce qui passe dans
la source comparativement aux trois autres sources qui sont beaucoup

moins énergétiques donc plus sélectives.

Par ailleurs, le chromatogramme obtenu avec la source MAB(N;*)
ressemble davantage a celui obtenu avec la source IE malgré le fait que la
premiére est la moins énergétique. De plus, en regardant les TIC, on
remarque que l'accroissement de l'abondance ionique augmente de la
fagon suivante : IE > N, > Ar > He. Cependant, I'ordre logique des TIC
devrait étre [E > He > Ar > N, étant donné que plus la source est
énergétique, plus elle devrait générer des ions donc plus le courant
ionique devrait étre élevé, mais en pratique, avec la source MAB, les
pressions d'utilisation optimales des gaz sont différentes pour chaque gaz.
Par exemple, avec I'hélium une pression variant de 155 a 185 mbar est
utilisée, pour I'argon elle varie de 35 a 50 mbar et pour I'azote de 80 4 110
mbar. Cependant, il aurait été préférable d'optimiser les pressions pour
obtenir le maximum de sensibilité, car une modification ou un changement
de piéce entraine des variations au niveau de la dynamique de
I'écoulement du gaz [27,48]. Ainsi, cela peut effectivement résulter en des

chromatogrammes de différentes intensités.



(s0LX16'S D1L) (A202)13

sainos e| (p) dane 18 (;01X98'v OIL) (,eH)GVIN 22inos e (0) daAe ‘(.01LX/G'S OIL) (JW)GVIN o2inos
e (q) oane ‘(0L X¥¥'6 OIL) (,2N)GVIN 82:nos e| (e) oane sine|4-sjules op sijodoud e| op sswwelbojewoiy) :9'g ainbi4

Wil 008z 0092 00¥Z 0022 0002 008l
R o |
32 "W o«
I1 o
I3
et 9t
sy
vy It W o
(3
9t
o [
I
mnnn 9t
(12
it
m”n 3
s¥

0091 00+l 00'¢ci oo'ol 00’8 00'9
- - — WU} il o
v .1( T T o v
v T g z V% L fa, 7 9 m"w
0z 8l
¢
vz zL
mm n
%
ot
o P
ot
oot
0
SE [-14 9z m—: Sipy 8, g6 n_. z
ot e zt
9g9t
5z "
6]
I
o0t
0
9 L
e . 52 qilt vl NH_ [}
ot
(S
%%
(q
oot
(]
gz L i mh
vz L zl
ot oz i
9t %
ot
(e
oot

SZ



42

Un inconvénient rencontré avec la source MAB est que le courant ionique
total des chromatogrammes obtenus avec cette source est en moyenne
environ 10 fois moins élevé que le chromatogramme obtenu avec la
source |IE. En effet, il est possible de voir qu'avec I'azote comme gaz de
décharge le TIC est de 9,44X10°, avec I'argon le TIC est de 5,57X10° et
pour 'hélium il est de 4,86X10° alors qu'avec la source IE le TIC est de
5,91X10°% Par contre, cela ne nuit pas a la détection adéquate des

composés qui éluent de la colonne.

Par ailleurs, en regardant les chromatogrammes, il semble que pour le
chromatogramme obtenu avec la source |E, a partir de 22 minutes le taux
de saignement de la colonne augmente considérablement et ce,
beaucoup plus que pour les autres chromatogrammes. En fait, dans les
quatre chromatogrammes, le saignement est le méme puisqu'il provient
du chromatographe gazeux opéré dans les mémes conditions et non du
spectre de masse. La seule différence provient de la quantité d’énergie
utilisée pour ioniser les molécules. Donc, puisque la source MAB est
moins énergétique que la source IE et que les molécules de la phase
stationnaire ont un potentiel d'ionisation plus élevé, il est normal que le
saignement soit moins apparent avec la source MAB.

Les pics correspondant a I'écoulement de la phase stationnaire dans les
spectres de masse se trouvent a m/z 207, 281 et 355 [47]. Les spectres
de masse suivants demontrent qu'il y a effectivement la présence du
saignement de la colonne et que les fragments associés a la phase
stationnaire sont beaucoup plus intense dans le spectre de masse obtenu
avec la source |E, ce qui explique pourquoi dans la figure 6.7 le bruit
parait plus important. Pour améliorer I'aspect des spectres, il aurait fallu
utiliser une colonne avec un faible taux de saignement (low bleeding

column).

Par cet exemple, il est possible de voir de quelle maniére la source MAB
peut diminuer ou parfois éliminer les interférences pouvant nuire a
I'identification des spectres de masse lorsqu’on a recours a une librairie

spectrale.
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6.4.2 Comparaison des spectres de masse

Un avantage de la source MAB est qu'il est possible de contréler la
fragmentation des molécules. En effet, le degré de fragmentation d’'une
molécule dépend de la quantité d’énergie interne qui lui est transférée lors
de son ionisation. D’aprés I'équation 4, cette énergie dépend de I'énergie
d'excitation de l'espéce métastable, de I'énergie d'ionisation de la
molécule analyte et de I'énergie cinétique de I'électron éjecté. Comme
déja mentionné, chaque gaz utilisé avec la source MAB possédent des
états métastables avec des énergies spécifiques qui leur sont associées
(voir tableau 2.1). Ainsi, tout dépendant du gaz utilisé, le spectre généré
fournira de [Iinformation différente sur la molécule analyte. Deux
exemples sont illustrés dans la figure 6.8 qui représente le pic 14 soit le p-
hydroxybenzaldehyde et dans la figure 6.9 qui représente le pic 24 soit
I'acide salicylique.
1941
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Figure 6.8 : Spectres de masse du p-hydroxybenzaldehyde (m/z 194) avec
la source MAB(Nz*) (a), avec la source MAB(Ar*) (b), avec la
source MAB(He*) (c) et avec la source IE(70eV) (d)
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Figure 6.9 : Spectres de masse de I'acide salicylique (m/z 282) avec la source
MAB(N2*) (a), avec la source MAB(Ar*) (b), avec la source
MAB(He*) (c) et avec la source IE(70eV) (d)

En regardant les spectres des deux molécules il est possible de voir que
pour la méme molécule le degré de fragmentation varie avec le gaz utilisé.
Ainsi, avec I'azote (figures 6.7 et 6.8 (a)) qui a une énergie d’excitation de
8,52 eV, c'est I'ion moléculaire qui est présent dans les spectres avec un
trés petit fragment correspondant a une perte de méthyle. Ensuite lorsque
'argon qui a une énergie d'excitation de 11,55 eV est utilisé, plus
d’énergie est transférée aux molécules et la fragmentation est plus
apparente qu'avec l'azote. Finalement, avec I'hélium (19,82 eV) la
fragmentation est encore plus abondante étant donné la quantité d'énergie
qui est transférée.

De plus, en ayant recours a des gaz moins énergetiques, l'intensité du
signal de fond dans les spectres de masse est considérablement réduite.
Ainsi, dans les spectres de masse obtenus avec I'hélium, il y a beaucoup

de fragmentation tel qu'observé par les fragments m/z 73 (Si(CHa)s") et
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m/z 75 (Si(CH3),0H") surtout vers les basses masses tandis que les
spectres de masses obtenus avec I'azote n’en contiennent pratiquement
pas.

Par ailleurs il est possible de remarquer que le patron de fragmentation
obtenu avec I'hélium est trés similaire a celui obtenu avec la source par
impact électronique a 70 eV et pour la figure 6.7 (c) et (d) l'intensité des
fragments est quasiment la méme.

De plus, avec la source MAB, en choisissant le gaz approprié, la
fragmentation de I'analyte peut étre contrdlée sans pour autant diminuer ia
sensibilité, ce qui n'est pas possible avec la source IE [15].

Un autre avantage de la source MAB est qu’on peut avoir recours a cette
méthode pour confirmer la présence de l'ion moléculaire d’'un composé
dans le cas ou celui-ci ne serait pas présent ou dans le cas ou son
abondance relative ne serait pas assez elevée. Par exemple, dans la
figure 6.9, I'ion moléculaire (m/z 282) dans le spectre (c) est trés faible et
on pourrait croire qu'il ne correspond pas a I'ion moléculaire, mais en
regardant le spectre obtenu avec l'azote ou l'argon comme gaz de
décharge, il est possible de confirmer la présence de I'ion moléculaire
étant donné que le fait d’effectuer de lionisation sélective augmente

I'intensité des ions moléculaires.

6.5 L’identification des composés a l'aide de

la banque de donnés

6.5.1 Pureté

Pour identifier les composés présents dans les échantillons de propolis, la
banque de spectres qui était disponible, soit la librairie NIST a éte utilisée.
Pour ce faire, les spectres de masse obtenus avec la source IE et ceux
obtenus avec la source MAB(He*) ont été comparés a ceux de la banque
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de donnée. Aprés la recherche, le logiciel fournit une série de spectres de
masse correspondant le plus au spectre expérimental basé sur l'indice de
pureté qui indique a quel point les spectres sont comparables. L’indice de
pureté est en fait un score qui établit une relation entre le spectre de
masse de la base de donnée et le spectre du composé expérimental.
Ainsi, plus l'indice de pureté est élevé plus le nombre de pic dans le
spectre de masse expérimental est retrouvé dans le spectre de masse du
composé provenant dans la banque de donné, donc deux spectres sont
identiques lorsque que l'indice de pureté est de 1000.[29]

Les tableaux 6.4 et 6.5 suivants fournissent les indices de pureté obtenus
pour chacun des échantillons avec les deux sources mentionnées

précédemment.

Tableau 6.4 : Comparaison de la pureté obtenue avec la source IE et la
source MAB pour I'échantillon de Gaspé.

Composé Pureté IE Pureté MAB He
alcool phénétylique 936 824
acide benzoique 863 965
p-hydroxybenzaldéhyde 892 896
p-hydroquinone 984 962
acide hydrocinnamique 859 933
acide cinnamique 959 843
acide 3-hydroxy-3-phénylproprionique 826 939
acide salicylique 736 811
valérianol 617 688
alcool furfurylique 830 975
acide férulique 766 919

Tableau 6.5 : Comparaison de la pureté obtenue avec la source IE et la
source MAB pour I'échantillon de Sainte-Flavie.

Composé Pureté IE Pureté MAB He
1,3,5-trimethylbenzéne 904 949
alcool éthylénique 647 914
acide benzoique 846 974
p-hydroxybenzaldehyde 925 816
p-hydroquinone 901 955
aldéhyde vanillique 680 866
acide cinnamique 685 758
acide vanillique 872 656
acide p-trans-coumarique 753 904
acide hexadécanoique 787 820
acide férulique 804 715
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En observant les deux tableaux, il est possible de voir que ies indices de
pureté trouvés avec la source MAB(He*) se rapprochent de ceux trouvés
avec la source IE. Dans certains cas, les indices de pureté obtenus avec
la source MAB(He*) sont supérieurs a ceux de obtenus avec la source IE.
Par exemple, dans le tableau 6.4 qui correspond a I'échantillon de Gaspé,
I'acide benzoique obtient un score de 965 avec la source MAB(He*) et un
score de 863 avec la source IE. Aussi, I'alcool furfurylique obtient un
score de 975 avec la source MAB(He*) et un score de 830 avec la source
IE. Par ailleurs, dans le tableau 6.5 qui représente I'’échantillon de Sainte-
Flavie, la différence est encore plus grande. En effet, I'alcool éthylique a
un score de 914 avec la source MAB(He*) et un score de 647 avec la
source |[E. Ces exemples indiquent donc que certains spectres obtenus
avec la source MAB se rapprochent davantage aux spectres de la base de
donnée. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que les spectres contenus
dans la base de donnée sont pris a partir de composés purs et que dans
le cadre de ce projet des mélanges complexes ont été utilisés. Ainsi,
étant donné que moins d’'énergie est transférée aux molécules avec la
source MAB(He*) (comparativement aux spectres obtenus avec la source
IE) les spectres obtenus contiennent moins de bruit et ressemblent donc

plus aux spectres de la banque de donnée.

6.5.2 Comparaison de la source MAB(He*) a |la source

par impact électronique

Comme il a été vu précédemment, un élément intéressant avec la source
MAB est qu'il est possible d'utiliser les banques de données commerciales
pour identifier les composés analysés. En effet, les spectres de masse
obtenus avec la source MAB(He*) donnent des patrons de fragmentation
assez similaires aux spectres de masse obtenus avec la source |IE (70 eV)
étant donné que l'état quantique prédominant de I'hélium est a une

energie de 19.82 eV et que presque tous les mécanismes de
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fragmentation se produisent pour la plupart des familles de composés
organiques a une énergie inférieure a 20 eV [45]. Ainsi, il est possible de
les comparer avec les spectres de la librairie commerciale.

Les figures suivantes présentent les spectres de masse obtenus avec les
deux sources d’ionisation ainsi que les spectres de masse de la base de

données qui leur correspondent.
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Figure 6.10: Spectre de masse de I'acide hydrocinnamique (m/z 222)avec la
source |E (70eV) (a), avec la source MAB(He*) (c) et avec la

banque de données (b et d) pour 'échantillon de Gaspé.
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Figure 6.11: Spectre de masse de l'aldéhyde vanilique (m/z 224) avec la
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Figure 6.12 : Spectre de masse de I'alcool benzylique (m/z 180) avec la source
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Les exemples précédents sont des composés appartenant a des familles
différentes (acide, aldéhyde, alcool et sucre). Pour les trois premiéres
figures (6.10 a 6.12), il est possible de voir que les spectres de masse
obtenus avec la source MAB(He*) et ceux obtenus avec la source IE
(70eV) sont trés similaires. Par conséquent, l'identification des composes
a l'aide de la banque de données a été possible pour les spectres de
masse obtenus avec les deux sources. Par contre, pour la figure 6.13 qui
correspond aux spectres de masse du D-fructose, le spectre de masse
obtenus avec la source IE contenait beaucoup de bruit et la pureté
obtenue (482) ainsi que l'allure du spectre de masse n’a pas permis de
confirmer avec certitude le résultat fournie par la base de données. C'est
donc le spectre de masse obtenu avec la source MAB(He*) qui a permis
d’identifier le composé étant donné qu’il ressemblait davantage au spectre
de masse de la base de donnée et que la pureté obtenue (902) était
nettement supérieure. Cet exemple indique que pour certaines classes de
composeés, il serait plus avantageux d’avoir recours a la source MAB(He*)
puisque cette source génére moins dénergie, donc moins de

fragmentation que la source IE (70 eV).

L'utilisation de la source MAB avec I'hélium s’'est avérée trés utile pour
I'identification de certains composés pour I'échantillon de Gaspé. En effet,
avec la source IE, certains spectres contenaient trop de bruit donc il n'y
avait aucun spectre de la base de données qui correspondait aux spectres
expérimentaux. Par contre, en prenant le spectre de masse du méme
composé obtenu avec la source MAB(He*) il a été possible d'identifier

avec la base de données les composés en question.

Le tableau suivant contient les composés qui n'ont pu étre identifiés qu'a

partir des spectres de masse obtenus avec la source MAB(He?*).
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Tableau 6.6 : Composés identifies seulement par MAB(He*) et non pas
par El pour Gaspé

Produit Temps de rétention (min) MM
Glycérine 10,53 308
aldéhyde vanillique 14,23 224
Hexose 16,92/17,02 540
Hexose 16,92/17,02 438
Hexose 17,08 540
Hexose 17,84 /18,41 540
acide p-trans-coumarique 18,59 308
cinnamate de cynnamyle 23,12 264

D’aprés le tableau 6.6 il est possible de voir que la glycerine, I'aldéhyde
vanillique, les hexoses, I'acide coumarique et le cinnamate de cinnamyle
sont les principaux composés qui n'ont pas pu étre identifiés en prenant
les spectres de masse obtenus avec la source IE. A titre d’exemple, deux
spectres sont présentés dans les figures 6.14 et 6.15, soit celui du
cinnamate de cinnamyle (m/z 264) et celui de l'aldéhyde vanillique (m/z
224) obtenus avec la source MAB(He*) et avec la source IE. Ces deux
figures démontrent clairement que la source |IE génére beaucoup trop de
fragments comparativement a la source MAB(He*) et qu'il n'est donc pas
possible d’avoir recours a la base de données pour identifier les
composés en question, car en plus des fragments présents dans les
spectres de masse obtenus avec la source MAB(He*), les spectres
obtenus avec la source IE contiennent une multitude d’autres fragments
qui nuisent a l'identification des composés.

De plus, il est impossible de dire que le spectre obtenu avec la source |E
contient des impuretés puisqu'’il s’agit du méme échantillon qui a été utilisé
avec la source MAB(He*).
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Figure 6.15: Spectre de masse de I'aldéhyde vanillique (m/z 224) avec la
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I'échantillon de Gaspé.
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Ainsi, il est possible de voir par ces exemples que la source MAB peut
étre un outil trés utile pour l'identification des composés dans les produits
naturels lorsque la source IE génére trop de fragmentation et que
l'interprétation des spectres de masse ne peut se faire méme avec la
banque de données commerciale.
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Chapitre 7: cConclusion

Les études effectuées sur I'analyse de la composition chimique de la propolis
au cours des années s'est faite surtout en ayant recours a la
chromatographie liquide ou gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
avec une source d'ionisation par impact électronique. Il a été vu que, malgré
les avantages de cette source qui incluent sa reproductibilité, sa grande
sensibilité et la quantité importante de spectres accumulés au cours des
années dans les librairies spectrales qui permettent l'identification rapide et
fiable des composés analysés, cette source comporte quelques limitations.
En effet, d0 au fait que I'énergie interne transférée aux molécules lors de
I'ionisation entraine une fragmentation considérable de ceux-ci, bien souvent,
les spectres de masse obtenus sont trop complexes et ne permettent pas
l'identification des composés ou dans d'autres cas, l'ion moléculaire est
absent ou d’abondance relative faible, ce qui complique la détermination de
la masse moléculaire des composés.

Un des objectifs de ce projet était d'utiliser une nouvelle source d'ionisation
dans le but de vérifier si elle était comparable a la source d'ionisation par
impact électronique. L'ionisation par bombardement d'atomes metastables
(MAB), comme déja mentionné, est une nouvelle technique d'ionisation qui
permet de controler la fragmentation et d’effectuer de l'ionisation sélective.
Ainsi, la source MAB a été utilisée pour analyser deux échantillons de
propolis. Les résultats obtenus suite a 'analyse de ces deux échantillons

provenant de la région de Gaspésie ont permis de tirer plusieurs conclusions.

D'abord, il a été démontré que, pour analyser les composés polaires
contenus dans la propolis, il fallait enlever la cire contenue dans I'échantillon.

Ainsi, I'éthanol est le solvant qui permet d’éliminer le maximum de cire.
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Les échantillons de propolis analysés venaient tous deux de la région de
Gaspésie et malgré cela leur composition chimique, bien que trés similaire,
comportait quelques différences. Dans la propolis de Gaspé, 47 composeés
ont pu étre identifiés, majoritairement des sucres et des acides aromatiques.
Dans la propolis de Sainte Flavie, 37 composés ont été identifies et tout
comme dans l'autre échantillon, il y avait principalement des sucres et des
acides aromatiques. Le premier échantillon comparativement au second,

contenait presque deux fois plus d’acides gras.

Malgré le fait que certaines molécules n'ont pas pu étre identifiées da aux
limitations de la banque de donnée, quelques molécules de plus hautes
masses ont été identifiées. En effet, dans la propolis de Gaspé il y avait le
cinnamate de cinnamyle et I'émodine d’aloés qui sont des molécules
biologiquement actives et dans la propolis de Sainte-Flavie, il y avait du

sucrose.

Les chromatogrammes obtenus avec chacun des gaz pour la source MAB et
avec la source |IE ont été comparés et la majorité des pics étaient présents
dans les quatre chromatogrammes, mais ils étaient plus nombreux dans le
chromatogramme obtenu avec la source IE étant donné que cette derniére

ionise tout ce qui passe dans la source, car elle est plus énergétique (70 eV).

Dans les chromatogrammes, la sensibilité de la source MAB était de 6 a 12
fois inférieure a la source IE dépendamment du gaz utilisé, mais cela n'a pas

nui a la détection des composés étant donné qu'ils ont pu étre identifiés.

Les résultats obtenus ont démontré qu’avec la source MAB, il est possible de
contrbler la fragmentation des molécules et tout dépendant du gaz utilisé, le
spectre de masse généré fournira de l'information différente sur la molécule

analyte. Ainsi en utilisant 'azote comme gaz de décharge, on obtient
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majoritairement l'ion moléculaire étant donné que ce gaz est le moins
énergétique. Par contre, si I'hélium est utilisé, la fragmentation est beaucoup

plus abondante puisque plus d’énergie est transférée a la molécule.

Un autre avantage rencontré avec la source MAB est qu’en ayant recours a
des gaz moins énergétiques il est possible de réduire la fragmentation des
ions lors de lionisation et des interférences dans les spectres de masse

comme les fragments associés au saignement de la colonne.

Par ailleurs, il a été possible de montrer que le patron de fragmentation
obtenu avec I'hélium est trés similaire a celui obtenu avec la source par
impact électronique a 70 eV donc que la recherche dans une banque de
spectres peut étre effectuée avec les résultats trouvés avec la source
MAB(He*). Aussi, les résultats indiquent que quelques spectres obtenus
avec la source MAB se rapprochent davantage aux spectres de masse de la
base de données et que dans certains cas, seuls les spectres de masse
obtenus avec la source MAB(He*) ont permis lidentification des composés.
En effet, la source par impact électronique étant hautement énergétique,
géneére quelques fois trop de fragments dans les spectres et les rendent ainsi
impossible a l'interpréter et ce, méme a l'aide d'une banque de données

commerciale.

Puisque les abeilles se servent de la propolis pour embaumer les prédateurs,
stériliser leur ruche contre les infections et que les échantillons contenaient
des composés actifs biologiquement, il est certain que ces échantillons ont
une certaine activité biologique. Ainsi, des projets futurs pourraient porter sur
l'étude de l'activité bactérienne et antivirale des deux échantillons et leur

comparaison aux antibiotiques les plus utilisés.

A la lueur des résultats obtenus, on est en mesure de dire que la source

MAB, méme si elle ne remplace pas la source par impact €lectronique, peut
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quand méme étre utilisée comme un outil complémentaire lors de la
caractérisation des composés contenus dans les produits naturels étant

donné qu’'elle génére des spectres de masse moins complexes, donc, plus
faciles a interpréter.
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