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ABSTRACT: Manga peanuts are a source of Sphingomyelin and Ceramides. These molecules studied were identified by mass
spectrometry. All classes of Ceramides and so of sphingomyelin are been identified although these aren't the main components
of the studied seed oil.
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RESUME: Les arachides de Manga constituent une source de sphingomyélines et des Céramides. Ces molécules étudiées ont
été identifiées par spectrométrie de masse. Toutes les classes des céramides et ainsi que des sphingomyélines sont été
identifiées bien que ce ne sont pas les constituants majeurs d’huile des graines étudiées.
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1 INTRODUCTION

L'arachide (Arachishypogaea L., Fabaceae) est une plante légumineuse originaire d’Amérique Latine [1]. Elle est originaire
du sud de la Bolivie et du nord-ouest de I’Argentine. C'est une espéce cultivée largement au Mexique, en Amérique centrale et
du sud depuis I'arrivée des Conquistadors. A I’époque précolombienne, I'arachide domestiquée avait déja évoluée en plusieurs
types avant son introduction dans I'ancien monde par des explorateurs Espagnols et Portugais.

Les plus grands producteurs sont la Chine et I'Inde qui fournissent plus de 60% de la production mondiale. Actuellement
I’Afrique fournit environ 25% de la production notamment le Nigeria, le Sénégal et le Soudan [1]. Le Sénégal qui fut apres
I'indépendance le premier exportateur mondial d’arachide [2] connait depuis quelques années une crise de la filiere arachidiere

3.

Au Congo, I'agriculture est pratiquée par des cellules familiales (exploitations agricoles traditionnelles). Pourtant I'arachide
occupe une place non négligeable dans les habitudes alimentaires des congolais.

Pour notre étude, nous avons utilisé I'arachide de MANGA est cultivée en terre MANGA dans le département de la Cuvette
au nord-est d’Owando et au sud-est de Makoua et I'arachide de LEKANA est cultivée dans les sous-préfectures de LEKANA, de
DJAMBALA, NGO et MBAN dans le département des Plateaux au centre. Selon des sources orales indigenes (témoignages des
habitants de 16 villages de la terre Manga), 'arachide MANGA proviendrait de LEKANA. Cette arachide a été introduite en terre
Manga en 1953 par le premier enseignant de I’école primaire de MANGA, originaire de LEKANA.
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2  MATERIEL ET METHODE

Le matériel végétal utilisé dans cette étude se compose de graines d’arachides MANGA (Figure 1) et de LEKANA (Figure2)
récoltée entre janvier et février dans la zone MANGA et dans les environs de la sous-préfecture de LEKANA.

Fig. 1. Les graines d’arachides de MANGA

Fig. 2. Les graines d’arachides de LEKANA
2.1 EXTRACTION DE L’HUILE

L'extraction de I'huile a été réalisée selon la méthode Soxhlet [4], qui est la méthode de référence utilisée pour la
détermination de la matiére grasse dans les aliments solides déshydratés. Les huiles des arachides des différents échantillons,
ont été obtenues par extraction des graines (finement broyées), au Soxhlet pendant 6 heures a la température de 70°C. Les
traces d’hexane ont été éliminées au rotavapor. L’huile extraite a été tout de suite analysée.

Nous nous sommes intéressés dans notre étude a comparer les céramides et les sphingomyélines obtenus a partir des deux
huiles d’arachides (Arachyshypogaea L.) cultivées au Congo-Brazzaville.
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2.2 PREPARATION DE L’ECHANTILLON POUR L’ ANALYSE
2.2.1 PREPARATION DE LA PLAQUE

La plaque avant utilisation est placée dans une cuve contenant le diéthyl Ether. Une heure aprés, on retire la plaque de la
cuve, on délimite le niveau de |’élution du solvant et on la seche a |'étuve.

Apres le séchage de la plaque, on dépose tout le long de la ligne de dépot, 200 pL de I'échantillon d’huile sur la plaque
préparée. On n’attend que I'échantillon seche sur la plaque avant de la placer dans une cuve contenant le mélange de solvants
d’élution. Nous avons utilisé le mélange suivant : Hexane/ Diéthyl Ether/ Acide acétique (80 : 30 : 1, V/V/V). La révélation s’est
faite a l'iode.

2.2.2 SEPARATION ET EXTRACTION DES LIPIDES

Nous avons réalisé d’autres plaques dans les mémes conditions mais sans faire de révélation a I'iode qui modifierait les
résultats attendus car il se fixe sur les doubles liaisons des acides gras insaturés et augmenterait la masse de certains ions ; ce
qui rendrait impossible I'analyse des résultats. Cependant les plaques révélées nous ont permis de délimiter les différentes
couches des lipides sur les plagues non révélées.

A I'aide d’une spatule on sépare les différents groupes de lipides ; On gratte les plaques afin de séparer ces groupes de
lipides. On filtre ensuite chaque partie recueillie en utilisant de I’hexane. Ces fractions de lipides obtenues apres filtration
constituent nos échantillons a analyser en ESI/MS.

2.3 ANALYSE DES STEROLS PAR ESI/MS" ET PAR ESI/MS"

On étudie par infusion 10 a 20 pl de I’échantillon contenant les lipides en ESI/MS* ou ESI/MS". Les composés sont identifiés
grace a leurs ions moléculaires. Leurs structures sont confirmées par MS/MS.

2.3.1  ANALYSE DES CERAMIDES ET DES SPHINGOMYELINES
2.3.1.1 PREPARATION DE L‘ECHANTILLON

Cinqg (05) grammes d’arachides broyées sont mélangés avec le méthanol et I’eau ultra pure dans les proportions MeOH/Eau
(2/1: V/V). Le mélange est tourbillonné pendant 10 a 15minutes pour extraire la fraction lipidique de I'échantillon. On laisse
le mélange au repos pendant S5minutes et on filtre le mélange. Le filtrat est séché sous azote puis on ajoute un mélange de
solvant suivant composé MeOH : 2,5 mL (2% acétate), Eau : 2,1 mL et le dichlorométhane (CH2Cl2) : 2,5 mL. On homogénéise
le mélange et on laisse au repos. La solution présente deux phases : la phase aqueuse au-dessus est éliminée et on retient la
phase organique qui constituera I’échantillon a analyser.

2.3.1.2 ANALYSE DES LIPIDES

On étudie par infusion 10 a 20 pl de I’échantillon contenant les lipides en ESI/ MS* ou ESI/MS™ et en HPLC/MS.

Pour I'HPLC/MS, le solvant utilisé ici est I'acétonitrile. Le formate d’ammonium (>99%) a été fourni par Sigma Aldrich. Le
liquide synthétique standard (Cer d 18 :1/18 :0, Cer d 18 :1/15 :0, PE 12 :0/12 :0, PE 16 :0/16 :0, PC 13 :0/13 :0, PC 16 :0/16 :0,
SMd18:1/18:0,SM d 18 :1/12:0, P1 18 :1/18 :1, PS 12 :0/12 :0, PS 18 :0/18 :0) utilisé a été fourni par Avanti lipides polaires.
Le standard synthétique P1 16 :0/17 :0 a été fourni par J. Clark (Cambridge).

Les différents standards et échantillons ont été préparés en pesant 1mg de chaque que I'on dissout dans 1ml de MeOH
(pour SM et Cer), CHCIz (pour PE, PC) ou dans un mélange CHCls/MeOH/H20 (20 :9 :1 v/v/v) (pour Pl et PS) et stocké a -20°C.
Les solutions de calibrage sont préparées a partir des solutions précédentes dans le MeOH (Vf 50 uL) pour obtenir dix points
de calibrage avec des niveaux de concentrations fixés (Cer d18 :1/15:0, 320 pg/ uL; PE 12 :0/12:0 3,6 ng/ uL; PC 13:0/13:0
320 pg/ pL; SM d18 :1/12:0 320 pg / pL ; P1 16 :0/17:0 0,6 ng/ L ; PS 12 :0/12:0 3,125 ng/ pL).

Les solutions standards et les échantillons ont été ensuite analysés a la HPLC/MS.

Les composés sont identifiés grace a leurs ions moléculaires. Leurs structures sont confirmées par MS/MS.
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3 RESULTATS ET DISCUSSION

L’analyse des résultats de la HPLC ESI-MS/MS, nous ont permis d’identifier les différentes molécules de céramides et de
sphingomyélines présentées dans le tableau ci-dessous :

Différents céramides et lons moléculaires (m/z) Arachides Arachides
Sphingomyélines identifiés (M+H)*; (M-H) de «Manga» de Lekana
Céramides 506- (Positive)

518- (Positive) Ci16:0/C16:0 Ci16:0/C16:0

520- (Positive) C16:0/C16:1 C16:0/C16:1

544- (Positive) Ci6:1/C1s:1 Ci6:1/C1s:1

546- (Positive) C16:0/C1s:1 C16:0/C1s:1

548- (Positive) C16:0/C1s:0 C16:0/C1s:0

576- (Positive) C16:0/C20:1 C16:0/C20:1

604- (Positive) C18:0/C20:1 C18:0/C20:1

630- (Positive) Ci18:2/C22:0 Ci18:2/C22:0

632- (Positive) Ci18:1/C22:0 Ci18:1/C22:0

658- (Positive) Ci18:1/C24:0 Ci18:1/C24:0

660- (Positive) C18:0/C24:0 C18:0/C24:0
Sphingomyélines 675,6 (Négative) C16:1/C16:0 C16:1/C16:0

701,6 (Négative) C16:1/C15:0 C16:1/C1s:0

703,6 (Négative) C16:0/C15:0 C16:0/C1s:0

729,6 (Négative) C16:1/Ca20:1 C16:1/C20:1

731,6 (Négative) C16:0/C20:1 Ci16:0/C20:1

757,6 (Négative) Ci8:1/C20:1 Ci8:1/C20:1

759,6 (Négative) Ci18:0/C20:1 Ci18:0/C20:1

785,6 (Négative) C18:2/C22:0 C18:2/C22:0

787,6 (Négative) C18:1/C22:0 C18:1/C22:0

811,6 (Négative) C18:2/C24:0 C18:1/C24:0 | C18:2/C24:0 Ci18:1/C24:0

813,6 (Négative) C18:0/C24:0 C18:0/C24:0

815,6 (Négative)

Les m/z identifiés ont été calculés et retrouvés par certains auteurs [5,6,7,8].

Le scanner utilisé était de type MRM. L’énergie de collision optimale utilisée pour les céramides et sphingomyélines était
de 25eV.

4 CONCLUSION

Toutes les classes des céramides et ainsi que des sphingomyélines ont été identifiées. Une étude d’analyses fines sur les
constituants biochimiques des huiles autres que les céramides, les sphingomyélines, seront diversifiés pour cerner le maximum
de biomolécules tels que les glycolipides, les isoprénides (terpenes, xanthophylles, carotenes, vitamine A, phylloquinones ou
vitamines K, tocophérols ou vitamines E,...) susceptibles d’intéresser les industries pharmaceutique et cosmétique.
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