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Extraction

= Microwave
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liquid extraction
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DPPH, ABTS, FRAP,
CUPRAC and iron (Il)
chelating assays

Enzyme activity

Colorimetric assays

Mass spectrometry
& NMR

Identification

Identification

* Liquid (UHPLC)
Thin layer (HPTLC)
Gas (GC)

= Supercritical fluid (SFC)

Centrifugal Partition
(CPC)

= Capillary
electrophoresis (CE)

= DPPH, ABTS

= FRAP, CUPRAC
= Tyrosinase

= Elastase

= Collagenase

Enzyme
immobilisation

= QTOF-HRMS
= TQ-MS
= MALDI-TOFMS
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Molecular
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Statistical anlysis
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Apport de “Ihyphenation” avant la quantification : \
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HPTLC@Tyrosinase-ESI-O-TOFMS

© CRIBLAGE CONVENTIONNEL : L’ACTIVITE

———

© CCM/HRMS : DETERMINATION D’UNE RELATION STRUCTURE-ACTIVITE

ANTI-TYROSINASE

[Concentration] %
westée 1 | mnmiion | 6% | 8% | 4% | 6% |12%|17%
ma/mi N=3
Les 3 plantes pré une inhibition de la ty {<20%).

=1

Q inhibition PR > PA.

Q inhibition R. japonica > aux deux outres plantes. Quelles
molécules responsables ?

® CCM-TYROSINASE-AUTOGRAPHIE :
CRIBLAGE DES ZONES

inase, détection visibk

Q tes 3 plantes présentent des zones blanches (+#/-) intenses
représentant Vinhibition de la tyrosinase.

Q Pour R. joponica : 3 zones d'intérét mises en évidence (pastilles
colorées) pour une identification des structures moléculaires.

Exemple avec Reynoutria japonica
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| Partie Aérienne

O 22zones octives (hRf 1,0 et 0,1).
Une information massique pour la zone hRf 1,0
comrespondant gux ions m/z 269,0444 et 227,2005.

| Partie Racinaire
b 3 zones actives (hRf 1,0; 0,65-0,75 et 0,1)
}D Une information massique pour deux zones :
————J- hRf 1,0 : correspondant aux ions m/z 269,0446 et 227,0704;
- hRf 0,65-0,75 : correspondant aux ions m/z 389,1218 et 227,0703.

La zome active (hRS 0,65-0,75) est attribuée oux jons m/x 389, 1218 intense (intensité PR>
Intensité PA) et m/z 431,0952. Et non G I'ion m/z 447,0903 (prézente dans PAJ.

Proposition de « structure-activité » des zones actives (PA et PR) : convolution des données CCM

Zones hRf NEU-PEG m/z Formule Brute Intensité Proposition
® 10 Dinietons 269,0444 = Ci5H1005 + Emodine
! 227,2005  C14H1203 + Resvératrol
@ 075 Jaune-Marron 4310957 = C21H20010 + Emodine glucoside, Kaempferol glucoside, Apigenin glucoside
® & o Bleu 3891221 | C20H2208 +“ Polydatine

Q Les propositions sont issues des différentes dimensions de la CCM soit - la couleur Neu-PEG, la polorité et Finformation de masse exacte.

Déréplication CONCLUSION
Cette  méthodologie a  été
appliquée aux trois plantes sur
Hi diverses activités (DPPH, Tyrosinase).
A Il a été possible d'identifier des
relations « structure-activité », et de
H cibler les potentiels inhibiteurs de la
tyrosinase (émodine, resvératrol et
(€14M1203, Masse exacte : OSSR dxicee leurs dérivés glucosylés dans
227,0714 +/- 0,005 g/mol) 389,1242 +/- 0,005 g/mol) Faxemple de R japonion).
53, Purad ces ropasiticas; s - ey {4) =t de Folyels Et donc de trouver une voie de
(B} ont er::l:u’lﬁ:sp et cnnﬁ(me;n: les résultats préecédents (hRf, activité et ot e pla e a e

1VV- Résines Boswellia
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© CRIBLAGE CONVENTIONNEL : LACTIVITE

Apport de

© CCM/HRMS : DETERMINATION D’UNE RELATION STRUCTURE-ACTIVITE

“Phyphenation” avant la quantification :
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HPTLC-UV-MS

, Analysis of sterols and steroids using HPTLC-MS: influence of ionization parameters
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PINAULT
FICOA, lnstitet de Chimic Organique et AnalySique, CNRS UMR 7311, Usiversisé d'Orbésms, 45067 Orbésns, Prance
3N2C, Nutrition, Crolssance e Cancer, INSERM U1063, Usiversité de Tours, Faculsé de Médecine, 37032 Tours, France
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© Evaluation of appropriate HPTLC-MS method

(Cheypaerobs mnd sevoics wers very smportent asespounds for detection of diffows dcoa. Unally, thoe

coespounds heve bees snalyrad by hysid ciesognphy (LC) o o cromsnggly (0C) - mues
| pectrometry ’l
| In s woek, we bave ovaluasted @ ieflumce of thew HPTLC- MALDL ES1 sd ARCH soatzation :

| methods on serul and semad stmded compounds (TehD) The HPTLC st
| scasmling b the conditioea routacly wal m NXC g for the ool e sened wemng o e

cn bas bomn rextom

ANTI-TYROSINASE

T
8%

4% | 6%

|
17%)

Qe
Qm

@ CCM-TYROSINASE-AUTOGRAPHIE :

CRIBLAGE DES ZONES
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© Influence of APCI, MALDI and ESI jonization methods for (oxy)sterol and steroid compounds analysis
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Apport de “Ihyphenation” avant la quantification :
HPTLC-UV-APCI-TOMS

Rf0.65 ' i 09
k- 315 [Progesterone+H]+
385 [25-OH-cH 08
e ! [ {, o 9 9 e 9.
Rf0.58 .
N 401 [78-hy %7 Q9 °
l289|'Tesmsteu:|ﬂe0l-{]6 » s - B
B fza? [Androstenedione+H]+ 1 05 ) 3
. | | 383 (7B-hyd
[ Rf029] 361 [Cortisone+H] 05
n B @ Oxysterol
] ] ‘ & @ Steroid
lsz[Estriol}t ] 0A

@ Phytosterol
@ Autre

361 [Cortisone+H]+

Rf0.25

347 [Corticosterone+H}+

‘é 361 [Aldosterone+H]+

s 1l
i Rf0.14] 361 [Aldosterone+H]+

: p . 0
240 320 400 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

miz m/z
a) Before b) After ¢) TLC/APCI-TQ MS d) Bubble chart (correlation between mass fingerprint
TLC-MS TLC-MS (positive mode) and migration)

Fig.4 HPTLC-MS approach for identification of (oxy)sterol and steroid standards in mixture

O A mixture of 23 standards was analyzed after elution by the most efficient HPTLC-MS coupling :
HPTLC/APCI-TQ MS in positive ion mode

- The major compounds of the mixture was identified for each retardation factors (Fig. 4.c and Fig. 4.d)
- Co-migration was confirmed after detection of mass spectrometry (eg. R 0.58 or 0.65)
- This co-migration effect was increased with the oval elution head (TLC-MS interface I) (Fig. 4.b)

O One solution to reduce this overlap will be used a MALDI-MS coupling with HPTLC. Indeed, the
spatial resolution of MALDI is approximately 100 um.
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Projet 1

Caractérisation de l'activité enzymatique de I'lnvertase et
criblage de substrats naturels

! \ An
” X

Problématique pour nos Mise en place d’une Mise en place d’'une
colléegues biochimistes approche guantitative par approche de criblage
HPTLC-UV TLC-UV-MALDI-MS

I1- Michaelis -menten



C . .
% Quantification de I’activité catalytique de I’enzyme Invertase ( M:

MMMMMMMMMMMMMMM Université
d’ORLEANS

U Apport de la chromatographie sur couche mince ? I!|

- Enzyme : invertase (6-fructosidase), hydrolyse spécifique du saccharose

Hydrolyse du saccharose par lI'invertase

CHOH ~ ° CH,0H CH;0H
y Q) Gron o 1 o
: | H H OH + HO
OH L H:0H CH,0OH

H  OHN ) OH H
o H OH
Sucrose Glucose Fructose
M = 342,29 g.mol! \ M = 180,16 g.mol* M = 180,16 g.mol*
Substrat Produit Produit

Caractérisation de lI'invertase par Michaelis-Menten

Colorimétrie HPTLC-UV

I- Stratégie I11- Criblage de plantes V- Résines Boswellia V- Conclusion
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Optimisation du protocole HPTLC-UV
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Protocole HPTLC-UV

L.

=
AR A
—
=

ﬁ“&’,

Plaque de silice 60F,,
Imprégnation :
Bisulphate de sodium,
citrate *

Chauffage a I'étuve,

100°C, 1h

Dépots
2 migrations (6,5cm)
ACN/H,0 80/20 (v/v)

Derlvatlon ar
immersion
Acide 4-

aminobenzoique

Chauffage 130 °C, 15 min
ecture densitométrique :
390 nm

* Ghebregzabher et al. and Fell

I- Stratégie

I11- Criblage de plantes

1VV- Résines Boswellia

V- Conclusion
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@ Optimisation du protocole HPTLC-UV @ m
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Protocole HPTLC-UV
[ §] il ——
e —
48 _A, g e — -
e | \b
-;:g'- O—_—:—g = ‘%
- P ] \
Plaque de silice 60F,;, . Derivation par Chauffage 130 °C, 15 min
Imprégnation : Chauffage a I'étuve, . Uepots Immersion
Bisulphate de sodium, 100°C, 1h 2 migrations (6,5cm) Acide 4- Lecture densitométrique ;
citrate * ACN/H,0 80/20 (v/v) aminobenzoique 390 nm

* Ghebregzabher et al. and Fell

Optimisations

» Pas de gain avec 3 migrations
» 2 migrations pour un gain de 10 minutes

n 1
T T T T 1 T T T T
0.02 0.08 0.13 R 008 015 021 B 0.13 024 033 R;

1 migration 2 migrations 3 migrations

I1- Michaelis -menten
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Optimisation du protocole HPTLC-UV
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Protocole HPTLC-UV

L.

=
AR A
—
=

ﬁ“&’,

Plaque de silice 60F,,
Imprégnation :
Bisulphate de sodium,
citrate *

Chauffage a I'étuve,

100°C, 1h

Dépots
2 migrations (6,5cm)
ACN/H,0 80/20 (v/v)

Derlvatlon ar
immersion
Acide 4-

aminobenzoique

Chauffage 130 °C, 15 min
ecture densitométrique :
390 nm

* Ghebregzabher et al. and Fell

I- Stratégie

I11- Criblage de plantes

1VV- Résines Boswellia

V- Conclusion
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’ Optimisation du protocole HPTLC-UV @ W
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Protocole HPTLC-UV
o N [ f] [T
S =) N
F = Wy
Plague de silice 60F;s, Déobt Beofosilon b Chauffage 130 °C, 15 min
Imprégnation : Chauffage a I'étuve, . Uepots Immersion
Bisulphate de sodium, 100°C, 1h 2 migrations (6,5cm) Acide 4- Lecture densitométrique ;
citrate * ACN/H,0 80/20 (v/v) aminobenzoique 390 nm
* Ghebregzabher et al. and Fell
Optimisations

I. Influence du mode de dérivation

a)

Immersion

Il. Influence du temps d’immersion

80000

b)

70000

MImmersion 0 sec

» Choix de I'immersion ou “dipping”

60000

50000

=
3
& 40000 {
=
5
= 30000 |

20000

10000 1

00 4

» Temps d’immersion 0 seconde

Pulvérisation

I1- Michaelis -menten
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Optimisation du protocole HPTLC-UV

\_ s U njversité
- d'ORLEANS

5
¢ =y

Protocole HPTLC-UV

L.

=
AR A
—
=

ﬁ“&’,

Plaque de silice 60F,,
Imprégnation :
Bisulphate de sodium,
citrate *

Chauffage a I'étuve,

100°C, 1h

Dépots
2 migrations (6,5cm)
ACN/H,0 80/20 (v/v)

Derlvatlon ar
immersion
Acide 4-

aminobenzoique

Chauffage 130 °C, 15 min
ecture densitométrique :
390 nm

* Ghebregzabher et al. and Fell

I- Stratégie

I11- Criblage de plantes

1VV- Résines Boswellia

V- Conclusion
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Optimisation du protocole HPTLC-UV e
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Protocole HPTLC-UV
L] _J!.L. ﬂ\ —AL / '\‘.
e | ‘
= — N e | - m\‘““,
| J R g = '/ Wiy
Plaque de silice 60F 5, Dérivation par .
AnA . . Chauffage 130 °C, 15 min
Imprégnation : Chauffage a I'étuve, . D.epots immersion 8
Bisulphate de sodium, 100°C, 1h 2 migrations (6,5cm) Acide 4- Lecture densitométrique :
citrate * ACN/H,0 80/20 (v/v) aminobenzoique 390 nm
* Ghebregzabher et al. and Fell
Optimisations
I. Influence du temps de chauffage
7m . \ - \
000 | » Optimum a 15 minutes de chauffage a 130 °C
el /—\ avec un maximum d’aire de pics pour les 3
% w01 —— ICTO5E
o TSNS e composes.
& 2000 == Fructose
1000

Time (min)

I1- Michaelis -menten
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@ Validation du protocole HPTLC-UV (ICH Q2(R1)) @ m
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Protocole HPTLC-UV

- [§] 8 l Emm—
o A jl’\ | = o
|
55— N e | - W
¢ & J s m—F / ¢ ™ ‘/ Wity
- o ] \
Plaque de silice 60F,;, Déobt Derivation par Chauffage 130 °C, 15 min
Imprégnation : Chauffage a I'étuve, . Uepots Immersion
Bisulphate de sodium, 100°C, 1h 2 migrations (6,5cm) Acide 4- Lecture densitométrique ;
citrate ACN/H,0 80/20 (v/v) aminobenzoique 390 nm

Résultats

Validation de méthode (ICH guidelines Q2(R1) )
- Spécificité, précision, robustesse, limites de quantification
et de détection (RDS <20%)

@
hR - LOD 20 ng/spot et LOQ 60 ng/spot ) ICH
F (fructose) = 22 —-—— harmonisation for better health

hRF (glucose) = 16 T
RF (sucrose) = 10

v’ Séparation suffisante pour une approche quantitative
v’ Faisabilité de la caractérisation enzymatique

[1] FEREY J., Da SILVAD., J Chrom A, 2016, 1477, 108-113

14
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m Caracterisation Michaelis-Menten de I’invertase par HPTLC-UV @ 4@

d'ORLEANS

Principe de I'étude de Michelis-Menten

V. Courbe de Michaelis-Menten

A

max

Vm GX/ 2

n

K [S]

Expérience de Michaelis-Menten par HPTLC-UV (20 min)

L L, L L L, L Ly L10
5 7.5 15 20 30 50 150 300 400 506 mM
Concentration de saccharose (substrat) croissante

» Quantification spécifique du glucose et du fructose

Détermination des parametres cinétiques

[1] FEREY J., Da SILVA D., J Chrom A, 2016, 1477, 108-113

- Glucose
005 - HPTLC-UV
° Fructose
~ 0.04-
£
£
= 0.031
E
% 0.02- Analyse TLC-UV
2 Produits K, (mM) Vo (MM/min)
> 0.01- Glucose  63.09+7.590 0.037 +0.00094
Fructose 83.01+14.39 0.031+0.0021
0.00

0 200 400 600
[saccharose] mM

e -
-
0,012
0,010 . % .
n
S 0,008
£ L]
% 0,006 - Analyse Classique UV
T -
“ %' 0604 s Produits Ky (mM) Viax (MM/min)
o
> W
“e] 9 Glucose/Fructose 98,91 £ 6.59 0.012£ 0.002
00004 =
-0,002 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

[sucrose] (mM)

I1- Michaelis -menten

15




Caractérisation de l'activité enzymatique de I'lnvertase et
criblage de substrats naturels

- M v

Problématique pour nos Mise en place d’'une
collegues biochimistes approche quantitative par
HPTLC-UV

v/ v/

I- Stratégie  11- Michaelis -menten IV- Résines Boswellia V- Conclusion



@ Criblage de substrats de I’invertase - extraits de plante @ 4@

s | njversité
d’ORLEANS
Enjeux
HPTLC-UV
* Séparation d’isomeres (glucose/fructose)
* Quantification des sucres
* Estimation de sur- et de sous-expressions de
taches
* Dérivation (faibles LD et LQ): analyses de traces
17

I11- Criblage de plantes



Analyses densitometriques

Approche différentielle

366 nm

(i)

*l I Jﬁl‘

Intensité normalisée

AN

Qg

%

Criblage de substrats de I’invertase - extraits de plante Cr m

Unlversﬂe
d’ ORLEANS

Enzyme Enzyme Enzyme Enzyme Enzyme Enzyme
denaturee active denaturée active denaturée active
600 P o 600 o
500 - ‘B 500 3 50
400 P . C_EG 400 : C_EG 400
300 =) @ —~ 5 300 5 %
200 4 — o <2 — s S 200
100 | - = 100 - . T 100 — - -
‘"R H m L SN LNl ECE N m
10 16 22 = 2 4 10 16 22 = 10 16 22

(hRe) (hR¢) (hRe)

Apport de la HPTLC-UV : Détection rapide de la présence de substrat de I’invertase

Apport du couplage HPTLC-MALDI : empreinte massique du substrat et des produits ?

18
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m Criblage de substrats de I’invertase - extraits de plante @ 4@

wermaes | njversité
d’ORLEANS
Enjeux
HPTLC-UV HPTLC-MALDI (choix d’une matrice)
« Séparation d’isoméres (glucose/fructose) * Résolution spatiale du laser MALDI (10-20 um)
« Quantification des sucres *|onisation de petites molécules (interférences
* Estimation de sur- et de sous-expressions de matrice MALDI)
taches * Compatible a I'analyse TLC-UV non ciblée
* Dérivation (faibles LD et LQ): analyses de traces
19
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@Chmx de la matrice MALDI : compatibilite avce I’analyse HPTLC-UV 7 et

Objectif : conservation de la séparation par HPTLC

Dépot

Plague imprégnée

- e:’
i e

Nanoparticules
MPs

g
< | :
\ mr;;)gjlon
~
0 y

Seche-
cheveux
Dépots
Migration
Dérivation

Protocole d’analyse MALDI TOFMS

- Avec B
matrice matrice ¢
K,

__hR.=22
-- hR.= 16
--hR.=10

> ldentification des potentiels substrats?

s | v ersité
d’ORLEANS

Plaque dérivée

MALDI | UV

v’ Dérivation possible

v Aucune migration de la matrice
(nature, taille)

v'Aucune influence de la matrice sur
la migration (hR; identiques avec et
sans matrice)

20



@/ Identification des substrats : HPTLC-MALDI-TOFMS @ 4@

wwawmws Jnjvers il‘é
d'ORLEANS
4000 =
3000 e A 393.3 hRF - I.V 1784
("Bl 16 & 22
2000 |-
1000 -— _-
o luk ln ”- (T ] L
= 6000 203.1 hRF 10 ]
g 4000 -_ 365.1 _-
'3 | 393.3
g 2000 |- - 162 Da N _
o I Llbdl ol 1) | ]
2000 1 5
1500 |- hRF 2 _ i : 4
1000 |- | H 3
r 365.1 E
500 [ ] .[ - 162 Da 5:7.1_
ol . ‘ T ' { - Enzyme Enzyme
200 300 400 500 , .
. denaturée active
Spectres de masse du LV 1784 en mode positif [M+Na]* FEREY J., Da SILVAD., TALANTA, 2017, 170, 419-424

v L’apport de la dimension séparative et de I’information massique a permi de conclure sur :

Zone 2 : raffinose (m/z 527 et fragment) Zone 10 : saccharose (m/z 365 et fragment)
Zone 4 : lactose (m/z 365 sans fragment) Zone 16 et 24 : glucose/fructose (m/z 203)
21
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Projet 2

Certification de l'origine et la provenance de résines

Boswellia et vérification de la qualité et la variabilité

Etude des 4 résines Boswellia

Produits complexes et
hétérogenes

Mono- /
Sesquiterpenes

Diterpenes

Triterpenes

des lots

Mise en place d’une
approche guantitative par
GC-MS (volatils, non
volatils)

4>

Mise en place d’'une
approche guantitative des
triterpenes
HPTLC-UV-MALDI-MS

1VV- Résines Boswellia



% Signatures phytochimiques des Résines Boswellia : CPG-MS

Mono- /
Sesquiterpénes

Diterpeénes

Triterpenes

Abundance

Abudance

I
@ |||||I
dipasser s lronlibres U nlverSIfe

d'ORLEANS

. B. Neglecta (Kenya) 80K10'- B. Sacra (Oman)
6.0x10° 6.0x10° -
4.0x10° - g 400"+
&
o
2.0x10° 2.0x10°
0.0 0.0
Time (min) Time (min)
1.0x10° . 8.0x10°
B. Carterii (Somalie) | B. Serrata (Inde)
8.0x10°
6.0x10°
6.0x10° 31
8 4.0x10°
4.0x10° g
< ;
2.0x10° -
2.0x10°
2 U
0.0 - 00 1.Lf PRI W |

Time (min) Time (min)

Identification de 50 composés/marqueurs de la localisation

24
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Signatures phytochimiques/quantification des Résines Boswellia :

CPG-MS

B. Carterii
(Somalie)

o %

wawsmnies |J iy ers ité
d’ORLEANS

B. Sacra B. Serrata

(Oman) (Inde)

Monoterpénoides and sesquiterpénoides

Composés

1 a-thuyéne

2 a-pinene

4 p-pinéne
D-limonéne

13 Verbénol

31 Incensole

32 Serratol

44 Acide a-boswellique

45 Acide p-boswellique
47  Acide a-acétyl-boswellique
48 Acide p-acétyl-boswellique

49 Acide 11-kéto-p-boswellique
Acide 3-O-acétyl-11-kéto-p-

50 boswellique

X
X
X

X
Diterpénoides

Triterpénoides
X
X

X
X
X

X

X

X X X X

X X X X

X

1VV- Résines Boswellia

X X X X X

X X

X X X X X X



s | v ersité
d’ORLEANS

@[, @

Quantification des triterpenes des Résines Boswellia : CPG-MS

Concentration en g/100g de résine séche

Composés B. Neglecta B. Carterii B. Sacra B. Serrata
(Kenya) (Somalie) (Oman) (Inde)
Triterpénoides

44 Acide a-boswellique 0.66 +0.14 1.08 + 0.03 0.74 + 0.03 1.23 +0.05
45 Acide p-boswellique 1.80+0.09 3.09+003 166+0.12 3.44 +0.01
4 Acide a-acétyl-boswellique - 1.56 + 0.04 197 +0.03 0.73 + 0.05
48 Acide p-acétyl-boswellique - 498+ 003 227+005 173+0.08
49 Acide 11-kéto-p-boswellique - 0.33+0.04 0.29+0.08 2.36 +0.10
Acide 3-O-acétyl-11-kéto-p- 014+014 366+006 105+0.16

50 boswellique

Distribution des composés terpeniques (résine Boswellia Serrata)

PLE Screening exhaustif, successif et long pour le

contréle qualité des 4 résines Boswellia
(terpénigues)

3

Screening rapide et simultané des 4 résines
Boswellia : TLC-UV (Elution: 15 min) 26
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17%

Mono- /
Sesquiterpenes

Diterpenes

Triterpénes




e S Signatures phytochimiques des Résines Boswellia : TLC-UV-MS @ ﬁ

\_ e Yniversité
' d’ORLEANS

Conditions: Plaque gel de silice 60F 5, sur support aluminium

Extraction par solvant pressurisé (PLE), 3 cycles a 40°C avec le chloroforme et dépdt de 1 1L de I'extrait sur la plaque

Dépdt d une vitesse de 4sec/lL avec des bandes de 6mm de largeur & une hauteur de 10 mm et a 10 mm du bord. Espacement de 5 mm entre 2 bandes
Phase mobile: Toluene / Acétate d'éthyle / Heptane / Acide formique (8: 2: 1: 0.3, v/v/v/v)

Bl Analytical tasks

| .a 104
Lecture sous lampe
UV a 254 nm Visible Plaque MALDI
Dépot de 1pL . 9 & e
de solution -
Extraction e
par solvant {\ -s e
. ’ - - .
pressurisé
2 2
3 cycles a ®
40°C B
Chloroforme

sous 100 bar

B. neglecta

m Z.Jemmali, D. Da-Silva, E. Destandeau A. Chartier, C. in preparation

I- Stratégie  11- Michaelis -menten

B. carterii
B. sacra
B. sacra

:
| '
|
B. serrata ’-“‘ A

B. serrata
B. neglecta '
B. carterii

Révélation au D.CPO.* de |Cl.
p-anisaldéhyde matrice inorganique
27
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@,

»)

Signatures phytochimiques des Résines Boswellia : TLC-UV-MS

Extraction PLE
3 cycles at 40°C -
chloroform under

100 bar

Deposit of 1 pL

E
[~
<
10
N
>
=)
|
)
O
-
.. : -

Analyse TLC-MALDI-MS des résines Boswellia

o 7~

wanron | piversité
d'ORLEANS

hR=0.45 3-0-acetyl-11-keto-B-boswellic acid (+)
(AKBA)
[M+Nal*
535.4
h [ i I, L
m/z
hR;= 0.31 11-keto-B-boswellic acid [M-H]- (-)
(KBA) o
ittt st ot ttonsrals l
“ - o eamis mi Em e ass ...m/z-.‘

|
B. serrata *. )

B. neglecta |
B. carterii |

hR.=0.61 Acetyl-B-boswellic acid IM+Nal* (+)
(ABA) 521.4
[ — . L
T T 1 T T 1 T T T 1 T T 1 T 1 T T 1
m/z
hR;=0.47 B-boswellic acid [M-H] (_)
455.4

(BA)

O Absence de co-migration pour les 4 triterpérnes suivis

29



C S L - : .
iCe Quantification des triterpenes des Resines Boswellia : @ lﬁ
\ . dipasser les frontidres I v I
HPTLC-UV

d'ORLEANS
Conditions: Plaque gel de silice 60F 5, sur support aluminium
Extraction par solvant pressurisé (PLE), 3 cycles a 40°C avec le chloroforme et dépdt de 1 1L de I'extrait sur la plaque
Dépdt a une vitesse de 4sec/ L avec des bandes de 6mm de largeur a une hauteur de 10 mm et a 10 mm du bord.
Espacement de 5 mm entre 2 bandes
Phase mobile: Toluene / Acétate d'éthyle / Heptane / Acide formique (8: 2: 1: 0.3, v/v/v/v)
Derivatization ; Anisaldéhyde

F 8 5 § I8 s 4 EE T
r.w j -
@. LIRS R
e o ] o | ==
i'. .". || yrR047
ol
- — | - .
i i e LT d
%0 Rf 00 0.1 02 03 04 05 0.6 o7 08 09 10 %0 el - . -’/\ 0.0
O Approche rapide, visuelle et discriminante des 4 triterpérnes Boswellic suivis
30
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(2 O L ol = = \ 7 = - il =
@ Quantification des triterpénes des Résines Boswellia : eplfl@
HPTLC-UV GTORLEANS

Stbsta
‘:='=‘ [ Reusesubst | % (] 5
S— Name | axea || kea |[a || aga || &a | =
Rf | 0450 || 0310|| 05650 || 0610 || 0470 |
ARF [ 0020 | 0020 || 0020 || 0020 || 0.020 |
o) A [254nm ~ |[254nm ~ |[560 nm ~|[560 nm || 560 nm ~|
T ViallD  Description Vol Type Calibration type [Area ~ |[Height - |[Height ~ | [Height ~ || Height -
{ Calibration mode |Linear-2 ~ || Mime-1 ~ || Linear-2 ~ || Linear-2 ~ || Linear-2 M|
10 [sample v |
Range deviation | 0.00% || 5.00% || 500% || 5.00% || 5.00% |
6 neglecta  neglecta (kenya) - noi
-
- Refercnces Samples
8 saca 5 ample
py Concentration unit type: | Mass / volume *
10 . AKEA KBA A ABA BA
00 | [aes <) mel sdts res | 100.000[ugimi | [ 100.000[pg/mi = | [ 100.000[ug/mi *| [ 100.000[ug/mi ¥ | | 100.000|ug/mi = |
12 mel sdf =
13 | met
14 mel sdt
15 | met
16 mel sdt

Concentration en yg/mL

Marqueurs majoritaires B. Neglecta B. Carterii B. Sacra B. Serrata
( Kenya) (Somalie) (Oman) (Inde)
a/p acide boswellique 692,1 1386 1004 1887

a/p acide acétyl-boswellique 916 4 1970 1932 1749
acide 11-kéto-p-boswellique 53,06 110,07 1956 456 4

acide 3-O-acétyl-11-keto-p- 136 ,4 143,2 2258 537.,6

boswellique

31
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Certification de l'origine et la provenance de résines
Boswellia et vérification de la qualité et la variabilité

des lots
Etude des 4 résines Boswellia
A
o
(e Mise en place d’'une Mise en place d’'une
Produits complexes et approche quantitative par approche quantitative des
hétérogenes GC-MS (volatils, non triterpeénes
volatils) TLC-UV-MALDI-MS

Mono- / \/ V

Sesquiterpenes

Diterpénes O Quantification avec la méme tendance

Triterpénes O Apport de la TLC pour le suivi et CQ des lots

1VV- Résines Boswellia



@]’ Conclusions : Quantification

Apport du couplage HPTLC-Enzymotaugraphie-MS

E4A Apport d’'une méthode de suivi d’interaction Ligand / enzyme

E4A Analyse spécifique du spot d’intérét par HRMS pour une identification en vue d’'une
quantification d’'une composé non connu

Apport de PHPTLC : Caracterisation de l'activité enzymatique de I'invertase

EA Approche HPTLC parfaitement adaptée au suivi cinétique de l'invertase

A Criblage de substrats de 'invertase par approche différentielle HPTLC-UV et
identification par HPTLC-MALDI-TOF MS

Apport de la HPTLC-MS pour une quantification fiable

E4 Détection ciblée de la signature phytochimique des résines par HPTLC-UV-MALDI-MS

EA Certification de I'origine et la provenance de résines Boswellia et vérification de la
qualité et la variabilité des lots par une approche orthogonale

V- Conclusion



TC Remerciement lx

LMIVERSITE CORLEAME

L’équipe analytique Collaborateurs
Justine Ferey (PhD) R.ichard DANIELLOU (ICOA)
Le Thao Nhi (PhD) Pierre LAFITE (ICOA)
Laetitia Fougére (PhD & IE) Yoan LAURENT (CBM)
Vanille Quinty (PhD) Patrick BARIL (CBIVI)
Eric DARROUZET (/RBI)
Benoit MAUNIT Lucie PETIT LESEURRE (CHIMEX)

Cyril COLAS (CBM & ICOA)
Emilie Destandau

0

ARD 2020

4 b=
Uclences

La Région Centre f? Eeg'f”
[ entre

Merci a Chromacim, au club CCM
et merci a vous pour votre attention.



