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Une identification rapide de composeés naturels de
plantes par CCMHP
Expériences en pedagogie

Dans le cadre des TP de Pharmacognosie en 3¢M¢ année de Pharmacie:
Extraction et caractérisation de dérivés anthraquinoniques

- Rhéine chez
Rhubarbe officinale

- Rhaponticoside chez
Rhubarbe des jardins
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Une identification rapide de composes
naturels de plantes par HPTLC-MS
Expériences en recherche

) Identification de polyphénols dans des plantes de Djibouti:
fruits d’ Indigofera caerulea

Il) Identification d’anthocyanes dans des plantes du Burkina Faso:
fleurs de Tapinanthus dodoneifolius et Eichhornia crassipes
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) Identification de polyphénols dans des plantes de Djibouti:
fruits d’ Indigofera caerulea

Screening
Phytochimique &
pharmacologique

Extraction

Screening
des activités
biologiques

Fe
®)

Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire
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https://www.google.fr/url?url=http://aromes-alimentaires-tpe.e-monsite.com/pages/iii-extraction-synthese/3-identification.html&rct=j&sa=U&ei=pQXUUtONOeet0QWfo4H4Aw&ved=0CDsQ9QEwCA&q=chromatographie+sur+colonne&usg=AFQjCNGKeh5VsbkufqL9Q_294v4aoVxSlQ
https://www.google.fr/url?url=http://www.google.com/patents/EP0973516B1%3Fcl%3Dfr&rct=j&sa=U&ei=zAzUUsaZAvGz0QXC0oDwCA&ved=0CE0Q9QEwEQ&q=flavonoide&usg=AFQjCNHj-N7sG_HND6tZGHA0BBAtfPukmw
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Indigofera caerulea L%.-CIVI

Lieu de récolte: Abaitou, Dikhil (Djibouti) i ;:,".

Preparation des extraits avec des solvents
de polarité croissante

100 g fruits I. caerulea

_ Indlgofera caerulea
Hexane extrait _
Macération dans 1 L Hexane 24h/x3

Marc

Acétone extrait

Macération dans 1 L Acétone 24h/x3

A

A

Marc
Méthanol | . ]
extrait | Macération dans 1 L Méthanol 24h/x3
Marc
Eau extrait [ Macération dans 1 L d’eau 24h/x3

fruits secs

Marc

8 novembre 2018 Strasbourg 6



Activité antimicrobienne des extraits L‘””@Cl\/'l
de fruits d’l. caerulea :

Pathogénes

Acinetobacter baumannii
ATCC19606

Escherichia coli ATCC 25922
Enterobacter cloacae ATCC 13047

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Klebsiella pneumoniae ATCC
700603

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Staphylococcus aureus ATCC
29213

Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus niger ATCC 16888

Aspergillus fumigatus ATCC 1022

Concentration Minimale Inhibitrice CMI

Hexane

256

>256

>256

128

>256

>256

256

>256

>256

>256

(ug/mL) des extraits

Acétone

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

Méthanol

>256

>256

>256

128

>256

>256

128

>256

>256

>256

eau

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

>256

UMR 7053

Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire

s Les extraits hexanique et
méthanolique montrent des
activités antibactériennes
significatives contre S. aureus
et E. faecalis.

s Seul Tlextrait hexanique
montre une activité
antibactérienne contre

Acinetobacter baumannii.



UMR 7053

Activites antioxydantes des extraits L&CM
de frUits d,l_ Caerulea Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire

Determination: des activités antioxydantes selon les méthodes DPPH, ABTS
et FRAP
de lateneur en polyphénols totaux (TPC) et flavonoides (TFC)

DPPH ABTS IC50 FRAP TPC (mg TFC (mg EQ/g
IC50 ((ug/mL) | ((ug/mL) umol Evc/g EAG/g d'extrait sec)

d’extrait sec d’extrait

ME

97+2 2 25+1,3 625+3,1
AC

150134 20+1 828+3.,6
\Vc*

7017 70+1,5 -
Tx*

110+2,5 18+3,3 -

Standards: Vc: vitamine C  Tx: Trolox
ME: Méthanol AC: Acétone

8 novembre 2018 Strasbourg 8



Rf= 0.53

Intens,

091

Caracterisation des polyphénols présents dans

)

0

I’extrait méthanolique par HPTLC-MS L‘:}CM

Plate HPTLC F254, R. Neu  TL&MS interface

Mass spectrometry

LradChm Moléculai

UMR 7053

M-+Na W R s M+Na WS Vi 6]
v L 160
4
M= 464,0974 g/mol 3 M=610,1574g/mo
o0 Isoquercetin Rutin
T |
01148
#4300 L \ | | WSS 1o | TS
: hlullnwl.lllilluu. ll.u... - ..len | ]...I | U a‘l Llu. . ‘ll | |.I : :
0 I il A0 Iy i I ) 0 0 m
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Rf=0.4

Plate HPTLC F254, R. Neu

Caracterisation des polyphénols présents dans

I’extrait méthanolique par HPTLC-MS
> LSECMVI

TLC-MS interface

Mass spectrometry

Intens. ] M+Na +MS, 0.4-0.5min #(21-32)
x10°] 617.1520
3
] M= 594,1622g/mol
2
] C21H20011
11 301.1423 A - i
] l 409,184 Kaempférol-3-rutoside
0: — A Il.. I.L..Il L e Ll L . : : . |
200 400 600 800 1000 m/z

8 novembre 2018 Strasbourg

10



Screening phytochemique des fruits d’ Indigofera caerulea

L'*-CIVI

: O
oH

UMR 7053

n de Chimie Moléculai

Isoquercétine Rutine A. benzoique
2.1 mg/g DW 1 mg/g DW
H
HO \L\i\w
vethyl gallat e
e allate O »
11 y' 9 Ho Isorhamnétine
9 OH mg/g DW OH

HO, COM Kaempférol-3-O- rutoside

0

1 mg/g DW
HO OH Ho-"'©\o 7 o
OH OH
OH . . . .
A.EImi, R. Spina, F. Abdoul-Latif, S. Yagi,

: OH
A. gallique A chloroaéniaue S. Fontanay, A. Risler, R.E Duval,
1 mg/g DW ' geniq D. Laurain-Mattar (2018).

Industrial crops and products, 125, 123-130.

8 novembre 2018 Strasbourg 11


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Isoquercitin.svg

Il ) Identification of anthocyanins in various plants from
Burkina Faso by HPTLC/MS

Background- Anthocyanidins chemistry

Anthocyanidins
R-groups: -H, -OH and / or -OCH34

Pelargonidin Cyanidin Peonidin Delphinidin Petunidin Malvidin
— —_— _———— —— —

12
8 novembre 2018 Strasbourg



@ UNIVERSITE Background- Anthocyanins I:{E: C M

Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire
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Sugars
> 300 structurally on
OH HO OH
different anthocyanins Ho Q m e o
HO
HO o) OH  HO o OH HO 14
F-D-glucopyranose [S-D-galactopyranose a-L-rhamnopyranose

HO
) =2 R HO P OH HO: OH OH HO o OH

LG-D-xylopyranose a-L-arabinopyranose A-D-glucuronic acid

®
Acyl moiety

. 0 0 ) 0 0 0 HO,
2-Phenylbenzopyrylium i M i o o
. OH OH OH o
cation Ha CHy  HO OH HO OH HOJHT HO HO -
OH (8} o CH o

HO
acetic acid malenic acid malic acid oxalic acid succinic acid tartaric acid gallic acid
HO HyCO HyCO,
o]
HO \ 0 HO o  Ho O HO 0 H04®—<
A A \ -
OH OH OH HyCO OH

p-coumaric acid caffeic acid forulic acid sinapic acid p-hydroxybenzoe acid
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@ L Interest and biological properties ¢ 8

Are used as a food-colorant
Potential therapeutic role to:

E163
-Cardiovascular diseases

-Cancer
Have antioxidant properties
s -Inhibition of several virus

p— ‘.
./' = '\
/ W
.

_/.- | "\

( NN
=/

Free radical

- Improvement of visual acuity

Ref. Kong et al. Phytochemistry 64 (2003) 923-933

UMR 7053
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UNIVERSITE . . 3 y
@ DE LORRAINE Burkina Faso’s plants studied I-%3<C
HPTLC separation conditions

for qualitative and quantitative analysis of anthocyanins

UMR 7053

Burkina Faso

Tapinanthus dodoneifolius Eichhornia crassipes
Loranthaceae Pontederiaceae
Flowers Flowers
@& CHROMACIM TLC/MS SCANNER TLC 4
INTERFACE CAMAG
CAMAG

8 novembre 2018 Strasbourg 15



QO s Betey,

Screening stationary and mobil phase B —

UMR 7053

Crude |—

Extract
LINOMA'I: 5
HPTLC plate silica gel 60 F,z, HPTLC plates RP-18 WF,¢,S
Different solvents systems Different solvents systems

@ CHROMACIM

LAVAL

8 novembre 2018 Strasbourg 16



HE'E{%EHEE Results by HPTLC/MS from crude extract I:‘{E\:CM
of Tapinanthus dodoneifolius )

UMR 7053

Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire

In;jré% [M] + +MS, 0.4-0.5min #(24-32)
Cyanidine - [M-H+Na]* o

+Na - 1.0090

OH
)
HO O\
> 15
Z OH

10 OH
|
-_—

Tapinanthus dodoneifolius 05

. Spot 1
Lorglnthaceae MleOTOfQ . \ | . 3020603 309,I)374 317I0052 p
270 280 ' 290 300 310 320 330 340 miz
owers Bruker "
IngB‘ +MS, 0.3-0.4min #(19-23)|
K Cy +0.0016
1504 + ——D-Glep+ 00003 ——
[M] [M+GIu]*
125] 287.0572 OH wolina
OH
] [©]
2 1.00 HO O 0\ O Spot 2
(=Y o5 Ao o OH
/ OH HO OH
0501 HO
1 _ [M-H+Na]*
— TLC/MS interface 170089
302.9900 4710918 " P el
223{0193 2508023 Ll 350168 II _:"'_- ,m,‘_l-_ -
-CHHROMACIM oco® B 00 0 pros 0 me EXTRASYNTHESE
Cyanidine glucoside i, R
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@ UNIERSITE. Results by HPTLC/MS from crude extract LQ CM
of Eichhornia crassipes

UMR 7053

Laboratoire Lorra in de Chimie Moléculaire

[M]* MS/MS
Spot No detectable - -
11
11 Spot Delphinidin-3,5-diglucoside 627.1586 465.1057/303.0414
10
1.0 Spot 9 Delphinidin diglucoside + 713.1622 | 551.1121/465.1029/303.0514
malic acid
9 Spot 8 Delphinidin 727.1793 565.1376/303.0514 i i i
8 diglucoside+succinic acid Eichhornia crassipes
Pontederiaceae
Z3 Spot 7 Delphinidin derivatives 2 611.1648 303.0414 Flowers
- ”36) Spot 6 Delphinidin 727.1736 | 565.1172/465.1032/303.0492
diglucoside+succinic acid
5 Spot 5 Delphinin- derivatives 1 551.1075 303.0509
4 Spot 4 Delphinidin-3-glucoside 465.1062 303.0509
B pot elargonidin-3-glucoside . .
g ) Spot 3 Pelargonidin-3-glucosid 433.1016 271.0530
1 Spot 2 | Pelargonidin 3-(6”coumaroyl) | 579.1379 271.0530
: glucoside
Spot 2 Delphinidin 303.0483
- Spot 1 Cyanidin 287.0470
I . m __ & CHROMACIM
EXTRASYNTHESE
W T Results from HRMS

8 novembre 2018 Strasbourg



UNIVERSITE Example of HPTLC/MS a y
RO from Eichhornia crassipes L'""CM

Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire

Inrenss._ +MS, 0.1min #(8)
x10 Dl + 0.0004
1.0
081 303.0500 465.1061 S P ot 6
: D-Glep + 0,0024
061
N 0.4
Eichhornia crassipes _ 02
Pontederiaceae ' —_— L | 3401882 4309167 | 617.0457 7271741
0.0 TMS2(727.1000). 0.3-0.3min #(15-17)
Flowers 1000 MT+ 727173
-— [ ] D-Glep + 0.0036
8001 Del - 0.0013
. SucAc - 0.0020
MicroTofQ 600+
D-Glcp +0.0012
Bruker 2001
2004 303.0492 465.1032 565.1172
- 0 ’ : t : J\ U W NN J
300 400 500 600 700 miz

MS and MS/MS spectra

OH OH

0
N 0 OH
s OHOH S L9 d
TLC/MS interface uccinic aci
E‘?:x‘% Delphlnldln GlUCOSG & CHROMACIM
NP

8 novembre 2018 Strasbourg 19



UNIVERSITE 25 y
@ DE LORRAINE Quantitation of anthocyanins in the samples LV‘\E&CM

Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire

Sample Compound nm  ng/spot r sdv %

Tapinanthus Cyanidin 530 1918 0.99782 2.06
dodoneifolius

Eichhornia Cyanidin 530 736.25 0.99782 2.06
crassipes
Tapinanthus Cyanidin-3- 530 1896 0.99741 2.94
dodoneifolius glucoside

Eichhornia Pelargonidin 510 605.25 0.99739 1.33
crassipes

Eichhornia Pelargonidin-3- 520 840.87 0.99853 1.57

crassipes glucoside
Eichhornia Delphinidin 555 1109 0.99292 6.33
crassipes
SCANNER TCL 4 Eichhc_)rnia Delphinio_lin-3- 555 1712 0.99800 3.79
crassipes glucoside
CAMAG

Eichhornia Delphinidin-3,5- 530 1816 0.99917 1.08
crassipes diglucoside

o Correlation coefficient > 0.99

h ke ﬁ Regression via height: polynomial;

i oAk Volume applied of samples 10 pL;

.&ﬁ Concentration of solutions of crude extract: 5 mg/0,5 mL in MeOH

8 novembre 2018 Strasbourg 20
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UNIVERSITE PP L i <
@ DE LORRAINE Quantitation of anthocyanins in the samples L'*%:CI‘ ]
Substance: cyan @ 530 nm
Regression via height: Polynomial Y = 268.3 + 0.3419 * X + -6.569e-005 * X2
r=0.99782 sdv = 2.06

& CHROMACIM

All tracks @ 530 nm

\\ 300
00 ><
1000074 F 10000 300
[AU] A r [AU]
500
100 OH

300

HO 0
200 O 5% Cyanidin

OH
00 2
8.00 500.00 1000.00  1500.00  2000.00  2500.00
QRk oA i - - ¥
HPTLC 3D-densitogram of absorbance Polynomial calibration of cyanidin EE“-“{,_"TI“E
measurement at 530nm for all tracks via peak height by absorption at 530 nm Vo, i
21
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Laboratoire Lorrain de Chimie Moléculaire

UNIVERSITE I 32 .
@ 13 CM
B s N
& CHROMACIM \ ) EXTRASYNTHESE
A il 3 =y - B B o F wr

SN

Linomat 5 CAMAG

y

RP-18

TLC-MS interface
CAMAG

MicroTofQ

. BRUKER

Scanner TLC 4
CAMAG

|

Determination of

Quantification of 14 anthocyanins

7 anthocyanins
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Merci pour votre attention
Merci au club de CCM
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