charabots

niversité
2
Gepazser ks fonlives [
. A TR T
Pl ¥ TR

ES TECHNIQUES
HPTLC A LANALYSE DES
SUBSTANCES NATURELLES
COMPLEXES (SNC) A DESTINATION
DE LA PARFUMERIE, DES AROMES ET
DE LA COSMETIQUE

A . . ™ NN
A+ Responsable: Dr. Sophie Lavoine ';\\» -\

Directeur: Dr. Xavier Fernandez

1 Décembré 1 Co-directeur: Pr. Dr. Uwe J. Meierheh‘ri h

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011



PLAN DE LA PRESENTATION

 Contexte de I'étude
e La société Charabot S.A.
* Pourquoi choisir la TLC/HPTLC

 Développement d’'une stratégie d’approche globale d’'un
extrait naturel par HPTLC: Application au Yerba Mate

Approche phytochimique et fractionnement
Composition chimique de l'extrait

Conclusion
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CONTEXTE DE L'ETUDE
> Extraits végétaux = produits clés
» Seules les fractions odorantes connues
> Extraits végétaux : majoritairement semi-volatils et non volatils

> Besoin de caractériser le plus completement les produits

- Valoriser les matrices vegétales (recherche phytochimique)

( N

OBJECTIFS

> Evaluer I'apport de la chromatographie planaire dans le domaine
des extraits végétaux

» Mettre au point une methodologie d’approche phytochimique des
extraits vegétaux et caractériser I'extrait de Mate

» Développer et valider des methodes de dosage par HPTLC
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LA SOCIETE CHARABOT S.A. (Groupe Robertet)

e ~

> Activité: Fabrication de matieres premieres a destination
des ardmes et parfums, formulation aromes et parfums

»>Localisation regionale:

Plan de Grasse: Site de production

Grasse: Centre administratif, achats, centre de
creation arébmes et parfums, service R&D r

— E Synthese de molécules A
SERVICE

R&D

Extraction de végétaux

Traitement d’extraits végetaux
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POURQUOI CHOISIR LA TLC/HPTLC

/- Flexibilité de la technique \

* Analyse de matrices complexes

« Complémentaire de 'HPLC (méthode orthogonale)
» Analyse de substances volatiles/non volatiles n’absorbant pas en UV

« Différentiations des composés (R;, couleur, aspect...)

! Sensibilité de la technique /

2 ( Développement des conditions de fractionnement\

-----

APPLICATIONS e Suivi de synthese/fractionnement

« Screening phytochimique

e Analyses quantitatives

= e ELe
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SYSTEMATIQUE BOTANIQUE

Nom commun : Maté, Thé du Paraguay,
Thé des Jésuites

Nom latin : llex Paraguariensis Saint-Hil.

[

Division: Anthophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous classe: Rosidae
Ordre: Celastrales

Université
Nic
L

DESCRIPTION BOTANIQUE
Arbre ou arbuste dioique
Feuillage : Grandes feuilles (5-15
cm/2-5 cm) vertes claires, ovales et
dentelées.

Floraison : Octobre a décembre,
petites fleurs blanches groupées en
cymes.

Famille: Aquifoliaceae LR,
Genre: llex 5O GASED
o Espece: llex paraguariensis £y )
b { / f ol
] : S T ‘.\\ = < j‘
ORIGINE ET CULTURE g J o2 /
Aire de culture : Argentine (1), Brésil (2), Paraguay i ‘"""335 4
(3), Uruguay (4) I 108y
Volume de production (2002): 875000 tonnes sur [
290000 hectares (152000 Ha seulement en j S
Argentine) (e 6

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011

Charabot copyright



UMR CNRS-UNSA 6001
Université
nlC SOPHIA ANTIPOLIS

ceépazser ks frontidres |

aboratoire de Chimie des Molécules Bioactives et des Aromes

BASES PURIQUES \ FLAVONOIDES \
o] 0 0 OH
HaC\N o H;QN N H‘N N oH
0)\ | Nf> )\ \ N} )\ ' | Nf> o o O R=H Quercetine
'(| . o N o” N R = Galactose Hyperoside
Hy CH; CH, R = Rutinose Rutine
Caféine Théobromine  Théophylline oR
OH o
Marleny DA et al. J. Agric. Food. Chem. 47 (1999)
Q804-3808 )

Bravo L, Goya L, Lecumberri E. Food Res. Int. 40
(2007) 393-405 )

ACIDES/ESTERS
PHENOLIQUES \

Lo

Acide oléanolique Acide ursolique e s ’
(R;=R,=H) (R,=R,=H) = HO "ign

: Marleny DA et al. J. Agric. Food. Chem. 47 (1999) 4
- QBO4-3808 j

Gnoatto SCB, Schenkel EP, Bassani VL. J. Braz.
Chem. Soc. 16 (2005) 723-726.
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APPROCHE PHYTOCHIMIQUE PAR HPTLC

) )
LLl
= ﬂ SUCRES ACIDES AMINES LIPIDES
J m . . .
Oz Aniline/Diphénylamine Ninhydrine Acide .
0 < Visible Visible phosphomolybdique
|<—( o SILICE SILICE Rplg/isible
:25: BuOH/A Eau/Aceti
%J o BuOH/MeOH/|Eau (50:25:20) UOH! (ggfgg;’gf;;” cetie DCM/Acetic/Acetone (2:4:5)
I
-

Extraits/Fractions (10g/L)

: },' Dépot 1 et 10 uL
DMAB  CHCI,/EtOH/Eau -
SAPONINES |¢——— (xy:2) — Dragendorff | ALCALOIDES ‘
- KI/HCI BASES
TERPENES <—Toluene/AcOEt/ __ AcOEt/MeOH/Eau >
ﬁ ﬁ Anisaldéhyde  Acetic (xy:z) SILICE (ou NH,OH) (x:y:z) PURIQUES
— Vanilline
8 < H,SO,
()]
% =z POLYPHENOLS b
=8
ST NP/PEG
= 0 Vanilline/HCI NP/PEG NP/PEG Folin-Ciocalteu
v Visible v 366nm v 366nm vy FeCL;
TANINS TANINS FLAVONOIDES ACIDES/ESTERS
CONDENSES HYDROLYSABLE PHENOLIQUES 8
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0
FEUILLES / FS(EaU) 26,1%

CONCRETE

EXTRAIT

Acétate_d’ éthyle

Fs(AcOEt) : 9,6%

FS(CHCI,), : 2,5% FS(CHCI ), : 10%

B
. F
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FEUILLES

CONCRETE Sucres

Acides aminés

Esters phénoliques
(dérives

EXTRAIT monocaféoylquiniques)

dtate_d éthyle

niversité
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Fs(BUuOH) : 48,5%
Esters phénoliques (dérivés
monocaféoylquiniques)

Flavonoides glycosylés
(hypéroside, rutine)

Triterpenes glycosylés
(saponines)

Sucres et Acides aminés

INCONNUS /

FS(CHCI,), : 2,5% FS(CHCI ), : 10%

Chlorophylles i Phytostérols
Terpénes volatiles i Triterpénes et
Acides gras / :  triterpenes glycosylés

Triglycérides Bases puriques

f Fs(AcOEt) : 9,6%

Acides phénoliques et esters
(dérivés dicaféoylquiniques)

Flavonoides peu / pas
glycosylés
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YERBA MATE: INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE

Partition liquide-liquide

xpériences réalisées % % des fractions parrapport a I'extrait \
Partition L-L répétée quatre fois P [mEssai A
Masses engagees: 50 g par c000 || MEssai B
essai OEssai C
40,00 OEssai D
Résultats
5 fractions obtenues 20,00
Sdv<0,5 %RSD <3 % —
——— > Fractionnnement |0 ||
guantitatif
10,00 —
———">> Applicable & “ . g»
d’'autres extraits ooo | L T 1 : . : :
hydroalcooliques Fi Fs{CHCI3) Fs{ACOEL) Fs({BUOH) Fs(Eau? ‘
Fractions

Estimation de la teneur en métabolites d’un extrait alcoolique

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011 Charabot copyright
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YERBA MATE: INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE

Purification/ldentification polyphénols du Mate (a
partir de FS(AcOEY)) N

Fs(AcOEY) @érivés caffeoyl-glycose (déja rapportés)
l 1/ Fractionnement sur m/z 365.2 [M+Na]* m/z 706.9 [2M+Na]+
o
o HO. \ o
HO \ l 0. OH
Q HO
Sl
HO HO OH
o “on o
oH
2/ 1solement des composés Quercétine 3-O-glycoside (déja rapporté)
par HPLC semi-préparative \ m/z 465.3 [M+H]* m/z 303.2 [M+H-sucre]* ox
m/z 487.4 [M+Na]* m/z 463.2 [M-H] oH
\4
7 substances 3/ RMN H ZOOMHZ/ "
purifiées 4/ MS mode positif- Glc: Glycoside
et négatif

OH O
2 bases puriques: Caféine et Théobromine

1 dérivé dicaffeoylquinique

embre 2011 Charabot copyright
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YERBA MATE: INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE

Purification des saponines du Mate (a partir de
Fs(BUOH)) ' N

1/ Lavage basique (KOH 1% massique) de la fraction Fs(BuOH) : Récupération des saponines dans la fraction
organique

2/ Fractionnement sur colonne ouverte de silice avec gradient d’élution CHCI,/EtOH/Eau x:y:z (v/v/v)

Réponses colorées
différentes: aglycones
differents?

84
64
0Td

(Hong)s4

366 nm

l 3/ HPLC semi-préparative

13 saponines isolées

(5 caractérisées dans la littérature)

Control HPTLC: Différentiation des
aglycones

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011 Charabot copyright
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YERBA MATE: INVESTIGATION PHYTOCHIMIQUE

Differentiation des aglycones (saponines 8-13): i
Hydrolyse acide in situ avant analyse — N

1/ Dépot des échantillons
2/ Hydrolyse in situ

3/ Développement de la plaque (Réactif Liebermann-Burhard)

Saponines 10-12: Acide ursolique glucosylé

Saponines 13: Acide oléanolique glycosylé

Saponine 8: Aglycone non identifié

Saponine 9: Aglycone non identifié

F7-7 8 9 10 11 12 13 UA OA

Analyse HRMS et RMN

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011 Charabot copyright
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~ Dosage des polyphénols N
" Interprétation des couleurs
HPTLC sur Silice Commos 60 S ) NP ghaufic 3
Eluggi/M OH/E ) / Acide benzoiique fgl}%% Bleu nuit Bleu clair
(6] e ormique
Acétique/Eau Acide cinnamique Ellgil# Bleu clair Bleu clair
Migration en ADC2 Esters cinnamiques Ellgil# turla{%Jise Bleu clair
Révélation: NP a monohydroxyié Jaune Jaune Jaune
366nm Flavonol dihydroxylé Jaune Orange Orange
Flavonol glycosylé Noir Orange Orange
Densitogramme natif . ]
Parameétre da la méthode
1: Rutine (Quercétine 3-O-rutinoside) L o
3 Répétabilité: % R.S.D. < 1%
2: Acides chlorogéniques
3: Hypéroside (Quercétine 3-O- Gamme: 50 — 200 ng/spot
galactoside) LOD: 10 — 20 ng/spot
4: Acides 3,4- et 4,5- .
dicaffeoylquiniques LOQ: 25 — 40 ng/spot
5: Acide 3,5-dicaffeoylquinique Exactitude (% recouvrement):
6: Acide gallique 98.9 - 102.1% _
7: Impureté > 31% de polyphénols (>27% _
., 8:Acide caféique d’esters phénoliques)
Z
15
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YERBA MATE: COMPOSITION DE L'EXTRAIT
~ Dosage des bases puriquesl'-

\

. Spectres UV pics/étalons

HPTLC sur Silice
Eluant: /ﬂ\ Caféine(2)
AcOEt/MeOH/Eau “ N / ‘\ 1 /,\\
(20:2.7:2) RO A

igrati \\ . Standard ) .
Migration en mode - \\\ andard 1) |
« sandwich » \\:\\ /] \\\ Echantillon \:\\ i ,\

\ ) \ h |

Visualisation 254nm - \

Densitogramme 3 nm \ -

Parametre da la méthode
, “”%J

1: Théobromine; 2: Caféine

Répétabilité: % R.S.D. < 1,5%
Gamme: 20 — 100 ng/spot
LOD: 5 ng/spot

LOQ: 15 ng/spot

Exactitude (% recouvrement):
98.4 — 100.6%

Rf

1.9% (1.7% de caféine, 0,2% de
théobromine)

chibli, High-Performance Thin-Layer Chromatography for th e Analysis of Medicinal Plants (2006)

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc
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HPTLC sur Silice

Pré-dérivation: Kl 1% ds
CHCI; sur 15mm 1

Eluant;

n-Hexane/AcOEt/Acétone
(33:7:0,5)

Migration en ADC2

Révélation: H2S04 10%
dans EtOH

Echantillon brut | Standard (1: Acide
ursolique; 2: acide
' 1 oléanolique)
| 1
j. r |
. - - T L VN | \I ~ A

. Rf

Rf

YERBA MATE: COMPOSITION DE L'EXTRAIT

Dosage acides triterpéniques libres et glycosylés

Echantillon
hydrolysé

Parametre da la méthode
Répétabilité: % R.S.D. < 1,5%
Gamme: 40 — 160 ng/spot (OA)
20 — 80 ng/spot (UA)
LOD: 10/5 ng/spot (OA/UA)
LOQ: 25/12 ng/spot (OA/UA)

Echantillon brut:
0,8% (UA)
Echantillon hydrolysé:
2,4% (UA)

0,8% (OA)

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011
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YERBA MATE: CONCLUSION

r -y
COMPOSITION CHIMIQUE DE L'EXTRAIT DE MATE

* 65% de I'extrait connu, 35% inconnus

* Parmi les 35% inconnus:

7 . , o Xanthines alcaloides
0 9% sont des composes insoluble dans le méthanol (hydrocarbures,

. . B Flavonoides
lipides apolaires...) OAcides phenoligues
0 6% sont soluble dans le méthanol et I’hexane (Triglycérides, acides OSucres
gras, terpenes volatiles, phytostérols, chlorophylles..) mAcides titeméniques
0 5% sont des sucres (autres que glucose, fructose, sucrose) et des @ Saponines
acides aminés minconnus
0 80% sont inconnus (fraction Fs(BuOH)aq)
\, J
4 N

DISTRIBUTION DES COMPOSES DANS LES FRACTIONS
EFi

100% +
o ] [] E
80% -
W Fs(CHCI3)s i u
60% - ]
50% - —

O Fs(CHCI3)
O Fs(AcOEt)
W Fs(BuOH)aq oy
@ Fs(BuOH)FS
mFs(Eau)

< A 5 D B &
© & & & > N
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METHODE DE QUANTIFICATION PAR HPTLC

Dosage alcools et
acétates dans HE
vétiver

» Matrice complexe

* Difficulté d’un dosage
juste par GC (plus de 200
COMPOSES)

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc

Méthode de quantification

déeveloppées par HPTLC

\ 4
Dosage phénols
majoritaires dans
extraits de vanille

» Matrices complexes
* Différents types
d’extraits

embre 2011

T
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Dosage nicotine
dans extraits de
tabac

» Matrices complexes

« Différents types
d’extraits

» Caractéere diacide de la
nicotine

 Extrait a faible teneur

Charabot copyright
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VETIVER: PURIFICATION DES STANDARDS

ETAPE 1: EXTRACTIONS DES ALCOOLS DE VETIVER A PARTIR DE L 'HUILE ESSENTIELLE

HE vetiver dans Anhydride succinique, TEA HE vetiver contenant alcools complexés
hexane 1:1 (V/v) DMAP g (sous la forme succinate)
EtOH
Lavage a
pefu Insoluble dans I'eau: HE

A 4

vétiver sans alcools (F1)

Soluble dans
'eau (F1')

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011 Charabot copyright
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ETAPE 1': L IBERATION DES ALCOOLS ET PURIFICATION (EXTRACTION ALDEHYDE ET

Soluble dans
'eau (F1')

| Alcools + € composés
carbonylés (F2)

1/ Chlorydrate de
semicarbazide +
Acetate de sodium

CETONES).
1/ NaOH
2/ Hexane
\4
Acides +
phénols de
vetiver 2/ Filtration

|

/

Filtrat: Alcools +

réactifs

Filtrat: Alcools

(F3)

T~

Précipité:

Semicarbazones

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc

embre 2011
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VETIVER: PURIFICATION DES STANDARDS

ETAPE 2. ACETYLATION DES ALCOOL DE VETIVER
1700000 ‘3

Alcools (F3)

238¢c¢e823s
338¢¢§83¢
338¢E¢&882838

Anhydride acétique ot 1 .
400000 ‘ i |

TEA s N —

Hexane o

Reflux 4 heures

ooooooo

uuuuuuu

nnnnnn

A 4 1400000 | |

aaaaaaa

Acétates (F3A) | = | —

nnnnnnn

nnnnnn

nnnnnn
uuuuuu
----------

e e e,
nnnnnn

anonan

00000,

00000,

oooooo _ ————
10 o0 00 00 o 00 o

— ""'
- e

ETAPE 3: PURIFICATION DES STANDARDS PAR OPLC

' «Standards alcools F3-1 (57,3mg, 94 %) et F3-2 (8,9mg, 92 %)
«Standard acetates F3A-1 (48,1mg, 95 %)

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011 Charabot copyright
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VETIVER: VALIDATION DE METHODE

LIMITE DE DETECTION (LOD) ET LIMITE DE QUANTIFICATION (LOQ)

» Détermination du bruit de fond: Intégrer
les pics au Rf des standards

¢ LOD = 3 x bruit de fond
* LOQ =10 x bruit de fond

Standard LOD {ng/spat) LOQ (ng/spot)
F3-1 5 20
F3-2 10 40
F3A-1 10 30
I ST
SPECIFICITE

TR .

LINEARITE/EXACTITUDE

Déterminer les gammes de concentration pour lesquelles les
courbes de calibration suivent un modele linéaire

composés a doser

embre 2011

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc

 Détermination du % de recouvrement en analysant un échantillon
avant et apres addition de 50, 100 et 150% de sa teneur initiale en

En accord avec la méthode développée, application d’'une HE de vétiver sans alcool (fraction F1)
> Aucun spots correspondant aux alcools et acétates n’apparait

Standard (Sg;r:r:g?) recouvor/(:ment
F3-1 40-200 101,5%
F3-2 40-200 99,0%
F3A-1 40-200 98,8%

Charabot copyright




cépasser ks fonlies i

UMR CNRS-UNSA 6001 = !
fic i) il
i T.E Université
x :i nl(,§ SOPHIA ANTIPOLIS
4

aboratoire de Chimie des Molécules Bioactives et des Aromes

VETIVER: VALIDATION DE METHODE

PRECISION

» Dépodt d’'un méme échantillon 6 fois, analyse selon les conditions
définies et détermination du % RSD: répétabilité du dépbt d’échantillon ] ——

%RSD <1 %

» Dép6t d’'un méme échantillon 6 fois a 3 concentration différentes; .
lanalyse est répetée 3 fois le méme jour (« intra-day precision  ») et sur - R ——
3 jours differents (« inter-day precision ») et détermination du %RSD.

%RSD <3 %

M. .
EXEMPLE D’APPLICATION : DOSAGE ACETATE ET COMPARAISON AVEC RESULTATS
GC - [

& ‘{_‘ ff'.

Analyse GC réalisée sur colonne polaire et = ] 11 1‘_| s
apolaire: =
15 < %RSD < 35 % )
Analyse HPTLC réalisées en Triplicata T
RS < 3 9% C RS B BN B AN RS S5

Lionel Paillat/ Présentation CCCM-Lyon, jeudi 1 Déc  embre 2011 Charabot copyright
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BILAN DE L'ETUDE
R 2 T

APPROCHE PHYTOCHIMIQUE GUIDEE PAR HPTLC

» Technique HPTLC appropriée au screening phytochimique:

large choix de révélateur + spécifique

analyse multi-échantillons: comparaison visuelle et densitométrique

analyse multidimensionnelle

collecte d’informations spectrales

test d’activité in-situ (chimique et biologique)

mise au point des conditions de fractionnement sur colonne (transfert CCM a CC)
» Réalisation d’'un schéma général de fractionnement applicable aux extraits alcooliques
(tri chimique)
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QUANTIFICATION PAR HPTLC

» Méthode précise, sensible, répétable et robuste

» Méthode flexible: Large choix de conditions analytiques

» Méthode d’analyse rapide et « propre »

|+ Méthode approprié au dosage des composés sans chromophores
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COMMUNICATIONS ORALES

HPTLC: Application au contréle des huiles essentiel les et extraits naturels de plantes

HPTLC: Développement et validation d’'une méthode de dosage de la nicotine dans des
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POSTERS (HPTLC Symposium 2011 Basel)

Validated HPTLC methods for the determination of fl  avour compounds in plant extracts

Validated HPTLC method for the determination of nic  otine in Tobacco ( Nicotiana tabacum L.) extracts
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