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Les Végetaux et leurs meétabolites .

l [ Pd ! E go ! o o
Sucres / Heterosides

Amino acides / Peptides _
[ ]
| |

Pigments
Diversité Biodiversité

Végétale ) . ' moléculaire
Organes: _ Métabolites secondaires

fleu I'S, feu i I |€S, Xanthophylles , phycobiliprot...

tiges, graines,
raclnes,llll [ ]

Alcaloides
Base purigue

Complexiteé
.
Tanins hydrolysables - phytOCh|m|q ue

Flavonoides
Dérivés Phénoliques

LVMH RECHERCHE
PARFUMS & COSMETIQUES 3

SDARNAULT - CCCM - 05/06/2013



L’Approche Phytochimique Globale
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Carte d’identité Moléculaire

m Profils moléculaires de plantes d’origine diverse
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L'HPTLC-AMD/Parametres .

= Appareillage = Principe
e Gradient d'élution

= Parametres a maitriser

e Solvants (élutif, séparateur, ‘fixateur)
m Méthanol, dichlorométhane, heptane

e Préconditionnement (acide, neutre,

basique)
e Séchage
e Phases stationnaires (1)
e Temps de développement
s Orientation des parametres e Empty mixer
e Viscosité
e Indices de polarité (Snyder)
e Parametres de solubilité w» Etape de focalisation

(Hildebrand)
= Nature des composés
LVMH RECHERCHE
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Pourquoi I'AMD
(Automated Multiple Development)? .

m Buts
e Informations contenues sur une méme plaque
e Automatisation donc reproductibilité
e Meilleure résolution
e Meilleure séparation

m Intéréts

e FEtirer une zone d'intérét de concentration donnée pour optimiser la
séparation, non réalisée en isocratique

e Vue globale du profil moléculaire d’'un extrait végétal
e Densitométrie plus performante

m Spectres des composeés
m Quantification
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Exemples en image
7 Extrait végétal d’'Ouzbékistan

HPTLC-C 18 AMD - Diol
Eluant : ,
ACN/H,O/HCOOH: Eluant :
40/60/5 gradient optimisé
pour phénols
Révélateur :

Révélateur :
Neu + Peg — 366 nm

Neu + Peg — 366 nm
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Spectre UV extrait
a 250 nm d‘un pic a 250 nm
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AMD...oui, mais optimisé!

Sur phase silice
Isocratique AMD optimisé

Elution 1 — Heptane/Ether — 30/70

Essai AMD
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Exemples en image, suite

» Extrait d’'Orchidée 1
But: ‘screener’ un grand nombre d’étalons

Sur phase Diol —
réf.VWR:1.05636.0001

8 Révélation: Neu + peg

Etape 1 2 5 11 16 21
Bouteille 1 2 3 4 5 6
Methanol 100 60 40
Diisopropyl ether 40 60 80 60 40
Heptane 20 40 60
Séchage 5 5 5 3 3 3
Preconditionnement Acide

LVMH RECHERCHE
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Recherche de flavonoides

Phase stationnaire: silice 60F254 — réf.VWR: 5629
Phase mobile: chloroforme/méthanol/eau —
50/20/1.5 — v/v/v
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Exemples en image, suite et fin

v» Extrait d’'Orchidée 2
But: recherche de marqueurs spécifiques a une espece

—

Gradient
Step 1 2 5 11 16 21
Bottle 1 2 3 4 5 6
Methanol 40 30 20
Diisopropyl ether 60 70 80 50 30
Heptan 50 70 100
Drying 5 5 5 4 3 3
Preconditionning Acidic

"Nl + Peg - 366 nm
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Conclusion et perspectives .

s Approche globale par HPTLC

e Conditions standards
m ‘tremplin’

s HPTLC/AMD
e Gradient ‘universel’

e Gradients spécifiques
= Polyphénols
m Terpenes

m Perspectives
e Mettre en application des gradients de la littérature (lipides)
e Deévelopper des gradients a d'autres métabolites spécifiques
e Utilisation dans notre quotidien
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