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Laboratoire d’accueil

Laboratoire de I’Unité de Recherches Zootechniques (URZ) de I’Institut National de
Recherches Agronomiques (INRA)

L’Institut National de Recherche Agronomique (INRA) est un institut frangais de recherche en
agronomie fondé en 1946. Il a le statut d’établissement public a caractére scientifique et
technologique et est géré conjointement par le Ministére de la Recherche et le Ministére de
I’ Agriculture.
Il s’agit du premier institut de recherche agronomique en France, et le deuxiéme en sciences
agricoles dans le monde.
Les recherches conduites dans cet institut porte aussi bien sur 1’environnement que sur
I’alimentation, sans oublier ’agriculture.
L’INRA se charge d’explorer, de comprendre, et d’expérimenter par le biais de nombreuses
missions, parmi lesquelles :

+ La production et diffusion de connaissances scientifiques

+ La contribution a I’innovation par le partenariat et le transfert

+ La formation a la recherche par la recherche

+ L’élaboration de stratégie de recherche européenne et nationale.

Afin de développer ses recherches, I’'INRA posséde 17 centres dans toute la France, dispatchés
sur plus de 150 sites (France et Outre-mer).

Le centre régional Antilles-Guyane est le seul centre INRA implanté en milieu tropical. Les
travaux qui y sont menés concernent la Guadeloupe, la Martinique et la Guyane, mais également
toute 1’outre-mer francaise et les pays des régions tropicales humides. Cependant, les activités
et recherches conduites sur les différents sites divergent selon la localisation. Le site de Guyane
est composé d’une Unité Mixte de Recherche porté sur le la recherche en forét tropicale humide
(EcoFoGQ) tandis qu’en Guadeloupe, il existe trois unités dont une Unité Mixte de Recherche
(UMR ASTRE) deux Unités de Recherche (UR ASTRO et URZ)

L’URZ (Unité de Recherche Zootechnique) est I'une des unités présentes sur le site qui est
chargée des « Alternatives pour la conception biotechnique de systemes d’¢levage
agroécologiques en milieu tropical humide ». Les travaux de I’URZ concernent les
connaissances des technologies disponibles pour I’agriculture durable et tournent autour de trois
thématiques :

+ [’adaptation des animaux aux contraintes d’élevages tropicaux
+ La valorisation multicritéres des ressources végétales
+ Les performances et fonctions des systémes d’élevages tropicaux

Cette unité travaille en étroite collaboration avec la Plateforme Tropicale d’Expérimentation
sur I’Animal (PTEA) qui est un centre dont les recherches sont axées sur la production porcine
et les expérimentations en alimentation et parasitisme dans les milieux contrdlés. L’ unité
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possede 12 ha de propriété et de cheptels hors sol contenant des porcins, des bovins etdes
caprins, ainsi qu’un abattoir, plusieurs ateliers et des batiments d’¢levage.

L’Unité¢ URZ a été créée en 1965, les travaux de recherches qui y sont effectués portent sur
plusieurs especes (bovins, caprins, porcins, ovins, lapins). La mission de cette unité est de
trouver des méthodes, procédés, qui amélioreront les productions animales dans les
départements d’Outre-Mer et la région Caraibes. L’une de ces recherches porte sur la lutte
contre le parasitisme gastro intestinal des ruminants. Les expérimentations présentées ci-apres
rentrent dans le cadre de cette étude.
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Abstact

The condensed tannins of plant origin have many biological effects on the small ruminants of
breeding on the food aspects, health and environmental ones. Those effects change with varying
type and quantity of tannins. In order to incorporate condensed tannins in animal feeding-stuffs,
it is necessary to be able to quantify them. The colorimetric methodologies currently used are
inadequate, due to the complex structure of condensed tannins.

In this study we begun a quantitative analysis with HPLC method, for the analysis of six species
of plant containing condensed tannins. This result have to be complemented by the synthesis of
adduct benzyl mercaptan, which will allow further characterization of the chemical structure.

Résumé
Les tanins condensés d’origine végétale présentent des effets biologiques multiples chez
les petits ruminants d’¢élevage sur le plan alimentaire, sanitaire et environnemental. Ces effets
varient selon le type et la quantité des tanins. Afin d’incorporer les tanins condensés dans
I’alimentation des ruminants, il est nécessaire de pouvoir les quantifier. Cependant, les
méthodologies colorimétriques actuellement mises en ceuvre restent inadaptées, du fait de la
complexité de structure des TC.

Dans ce projet nous avons initi¢ une méthode de dosage quantitatif via I’analyse HPLC, pour
I’étude de six especes de plantes a TC. Les travaux doivent €tre complétés par la synthése des
adduits benzyl-mercaptan, qui permettra une caractérisation plus poussée de la structure
chimique.
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I. Introduction

L’¢levage des petits ruminants occupe une place importante dans 1’économie des zones
tropicales. En Guadeloupe, il est dédié quasi exclusivement a la production de viande destinée
a la consommation (Madassamy et al. 2007). Cependant, le développement de cette filiere est
perturbé par le parasitisme gastro-intestinal. Certaines parasitoses gastro-intestinales, comme
I’haemonchose, peuvent se révéler mortelles, notamment pour les jeunes ruminants (40% de
mort avant sevrage), entrainant de lourdes pertes économiques pour 1’éleveur. Pour lutter
contre le parasitisme gastro-intestinal, les éleveurs ont recours a I'utilisation de médicaments
dont le colit n’est pas négligeable. L’utilisation répétée de ces médicaments a conduit a
I’apparition de résistances des parasites a 1’agent actif. Des études menées en Guadeloupe et
en Martinique ont démontré que 100% des populations de nématodes gastro-intestinaux sont
résistantes aux benzamidazoles, une famille d’anthelminthiques (Mahieu, (2014)).

C’est en prenant en considération ces faits que 1’Institut National de Recherche Agronomique
(INRA), a mis en place son programme de recherche de lutte intégrée contre le parasitisme
gastro-intestinal chez les petits ruminants d’¢levage. Parmi les méthodes de lutte, figure la
phytothérapie. En effet, les métabolites secondaires des plantes pourraient étre exploités a des
fins antiparasitaires. Les tanins condensés (TC), qui font partie des métabolites secondaires des
plantes, peuvent jouer un role essentiel dans 1’alimentation et la santé des petits ruminants, mais
¢galement sur I’environnement. En effet, des études ont montré :

- Une meilleure efficacité alimentaire : les protéines sont protégées contre la dégradation
du rumen, assurant in fine un gain de poids par I’animal (Terrill ef al., (1992) ; Niezen
et al., (1995)) et une meilleure résistance aux maladies.

- Un contréle du parasitisme gastro-intestinal : Les TC agissent directement sur les
nématodes du tube digestif.

- Un moindre impact environnemental : Les TC modulent la méthanogenese dans le
rumen, par action directe sur les microorganismes méthanogénes et indirecte sur les
populations protozoaires (Bhatta et al., (2009)).

Ces effets biologiques des TC dépendent de leur concentration, leur structure et leur poids
moléculaire (Barry, (1989) ; Wang et al., (1994)). La caractérisation des tanins condensés est
donc un critére important pour le choix de la ressource végétale utilisable en productions
animales. La complexité structurale des TC rend leur caractérisation difficile. Les méthodes
colorimétriques couramment utilisées pour quantifier les TC ne sont pas appropriées (grande
variabilité de la méthode butanol-HCI et spécificité des flavanols pour la méthode Vanilline
Sulfurique, Schofield et al.,(2001)).

Le laboratoire de ’'URZ, qui étudie le potentiel bio actif des ressources végétales riches en TC
pour une utilisation en productions animales, travaille, entre autres, a estimer les teneurs de ces
composés dans les matieres végétales.

L’Objectif de ce stage est de contribuer a 1’analyse quantitative des TC contenus dans
différentes plantes tropicales, par la méthode HPLC.
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II. Le parasitisme gastro-intestinal :

Les « parasites » sont des vers de la classe des nématodes ils sont appelés strongles gastro-
intestinaux ou encore strongles digestifs.

Le tube digestif des ruminants peut étre infecté a plusieurs organes : la caillette, I’intestin gréle
et/ou le gros intestin. La contamination peut s’opérer de différentes manicres soit par ingestion
ou par pénétration transcutanée des larves présentes dans le sol.

Le parasitisme gastro-intestinal a de fortes répercutions sur les ¢levages. En raison de la
diminution de production de lait, la contamination de la viande et I’augmentation du taux de
mortalité des spécimens infectés.

III. Les Molécules étudiées:

Les végétaux produisent différents métabolites. Les métabolites primaires sont essentiels au
développement de la plante, on y retrouve les glucides, les lipides et les acides aminés.

Les métabolites secondaires se classent en de nombreux groupes, dont trois grands groupes
chez les plantes :

e Les composés phénoliques :tanins, lignine, flavonoides
o Les composés azotés : alcaloides, bétalaine, hétérosides cyanogenes et glucosinolates

o Les terpénes

A. Les Tanins :

Selon les especes ils sont localisés dans les feuilles, 1’écorce ou les fruits.

Ce sont des polymeéres naturels. Leur structure chimique est trés variable, mais comporte
toujours une partie polyphénolique ; on peut ainsi les classer en :

- tanins hydrolysables, qui donnent apres hydrolyse soit de 1'acide gallique, soit de 1'acide
ellagique ;

- tanins condensés, non hydrolysables, qui rougissent par oxydation et donnent du
pyrocatéchol ;

- tanoides divers.

En raison de leur structure chimique, les tanins exercent une action antioxydante sur les tissus
ou ils sont localisés.

Ils exercent également, vis-a-vis de certains champignons, de bactéries et de virus, une action
antibiotique.
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B.  Les tanins condenses :

Les tanins condensés sont des oligomeres ou polymeres de flavanols. Ils sont constitués d'unités
de flavan-3-ols li¢es entre elles par des liaisons carbone-carbone de type C4—Cs ou C4—Cs. Ils

sont non hydrolysables mais traités a chaud par un acide, ils se dégradent en pigments colorés
formés d'anthocyanidols.

FIGURE 1: UNITE DE FLAVAN-3-OL

Procyanidin (PC) Building Blocks Les TCs sont communément définis en

L o | .,  deux categories (figure 2):
= =
“m@/ . T P > les procyanidines (PC), dérivés des
f-f 5 e e O

(+)-Catechin (-}-Epicatechin > les prodelphinidines (PD), dérivés

monomeres catéchine et épicatchine ;

des monomeres gallocatéchine et
Prodelphinidin (PD) Building Blocks

o épigallocatéchine.

(i ]
X H\I./:_ ] :
\(%.f‘“ o '*Z\H/T'?‘ R
%\J\-H g \J -

(*)-Gallocatechin (-)-Epigallocatechin

7

FIGURE 2:STRUCTURE DES MONOMERES FLAVAN-3-OL
COMMUNES DANS LES TC (ZELLER ET AL. 2015)

On constate, dans les tanins d’origine naturelle, une variation de la stéréochimie
sur des monomeres (PC) et (PD). Ils différent par la configuration des substituants en

C2 et C3 du cycle C (fig. 1) :

- en cis pour I’épicatéchine et I’épigallocatéchine, et en trans pour catéchine

et gallocatéchine.

Cependant il a ét¢ démontré que ces variations ont relativement peu d’effet sur la

détection et le dosage des tanins. (Schofield, unpublished data).
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Les Tanins sont réputés pour leurs propriétés antioxydantes, antibactériennes, antifongiques,
Activités biologiques des TC chez les rumiants

Les TCs sont des composés d’importance nutritionnelle chez les ruminants. Les effets
biologiques des TC concernent 1’ingestion, la digestion, les émissions de CH4 et la santé
animale. Ces effets dépendent de la concentration totale en TC et de leur structure, et peuvent
varier selon la source végétale, I’état physiologique et 1’espéce animale concernés (Archimede
et al. (2018)).

Impact sur ’ingestion et la digestion

A une concentration moyenne de 20 a 40 g/kg MS (dans le fourrage), les TC diminuent
la concentration ruminale des protéines alimentaires et augmentent I’absorption des acides
aminés indispensables dans 1’intestin gréle (+62 %) sans diminuer la digestion des fibres dans
le rumen (Min et al. (2003)). Un effet antinutritionnel des TC peut apparaitre lorsque leur
concentration dépasse les 50 g/kg MS, mais ce seuil approximatif varie avec le fourrage.

Impact sur le bien-étre et la santé

L’émission de CHa par les ruminants diminue jusqu’a 40%, avec la richesse en TCs du
fourrage consommé. (Jayanegara et al. (2012)). Le risque de météorisation dii aux aliments
riches en protéines diminue a partir d’une teneur en TCs de 50 g/lkg MS (Min et al. (2003)).

IV. Matériels et méthodes :

Les extraits de 6 plantes tropicales, préalablement obtenu au laboratoire de ’'URZ ont été
analysés par HPLC avant et apres thiolyse.

A. Materiels utilisés :

e Les échantillons analysés :
- Extrait de feuille d’Icaque (Chrysobalanus icaco L.)
- Extrait de feuille de Raisinier de bord de mer (Coccoloba Uvifera)
- Extrait de feuille de Cajou (Anacardium occidentale)
- Extrait de feuille de Goyavier (Psidium guajava L.)
- Extrait de feuille de Pois d’Angole (Cajanus cajan L.)
- Extrait de feuille de Chataigne (4Artocarpus altilis)

FIGURE 3 : SOLUTIONS DES EXTRAITS DE TC




Rapport de Stage URZ 2018-2019

e Les Réactifs :

- Méthanol pour HPLC

- Acide acétique (C2H402) 2 1%

- Acide chloridrique (HCI)

- Benzyl mercaptan

- Les Flavan-3-ols (Catéchine, Epicatéchine, Gallocatéchine, Epigallocatéchine et

Dihydroquercétine) des laboratoires Sigma
e Laverrie:

- Béchers

- Eprouvette graduée

- Pipette graduée

- Piluliers

- Seringue de 50uL

e Les appareils :
HPLC équipé :
- d’une colonne C18 de 250 mm de long et de 4,6 mm de diameétre
- d’un dégazeur : Degrassi MetaChem Technologies Inc
- de deux pompes une pour chaque composant de I’¢luant de VARIAN ProStar
- d’un détecteur IR qui analyse aux longueurs d’ondes suivantes : 254,0 et 280,0 nm
modele : VARIAN ProStar 355 IR
e Logiciel de supervisation :
Galaxie Chromatography Software version 1.10.1.2006 de Agilent Technologies

FIGURE 4 : CHROMATOGRAPHIE EN PHASE
LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE

Les échantillons étudiés ont été choisi car la concentration de tanins de ces derniers est connue
donc I’expérience suivante permet de vérifier I’efficacité de la méthode de dosage de Tanins
par HPLC.
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B.  Meéthodes :

1.  Chromatographie liquide haute pression (CLHP)
a) Principe de la Chromatographie Liquide par Haute Pression :
La chromatographie permet la séparation ou la purification d’un ou de plusieurs composés d’un
mélange facilitant de ce fait leur identification et de leur quantification.

Les composés a séparer, les solutés, sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide, 1’éluant. Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique.

La colonne utilisée est une colonne C18 de 250 mm de long et de 4,6 mm de diamétre a phase
inverse. Elle est donc apolaire. Les Tanins sont des molécules polaires du fait de leurs fonctions
hydroxyles .

- Me¢éthode d’étalonnage utilisée :
Les teneurs sont estimées par la méthode d’étalonnage interne. Le dosage par étalonnage
interne repose sur I’ajout en quantité parfaitement connue et unique dans toutes les solutions
¢talons et tous les échantillons, d’une molécule qui sert de référence durant les phases de
I’analyse. Le dosage, plutdt que d’étre fait de fagon absolue a partir d’une droite d’étalonnage
de I’analyte cible (étalonnage externe), se fait de fagon relative par rapport a cette molécule de
référence, appelée « étalon interne ».

Dans cette étude la Dihydroquercétine sera 1’étalon interne. Il sera donc rajouté dans les
échantillons a une concentration connue afin de pouvoir calculer le coefficient de réponse des
différents analytes.

©:OH
Hom‘ OH

OH
OH O

FIGURE 5: DIHYDROQUERCETINE (ETALON INTERNE)

b) Protocole :
Les échantillons analysés sont des extraits de tanins condensés de feuilles de plantes conservés
dans un congélateur a -80°C.

Les extraits sont sous forme poudreuse ils sont donc solubilisés dans du méthanol pour obtenir
des solutions de concentration 4mg/mL.

Les solutions sont filtrées a 0,45 microns.

Pour le passage des échantillons nous procédons d’abord a un conditionnement de la colonne
C18 et un rincage des tubes avec la phase mobile de composition 20% MeOH et 80% H>O +
C2H402 2 1 %.
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Une fois le conditionnement réalis¢, les échantillons peuvent €tre injectés selon le gradient

suivant (Tableaul.) :

Tableau 1. Gradient utilisé pour 1’analyse HPLC des échantillons d’extrait de TC

Composition de phase mobile en %
Temps en minutes MeOH H O+ CHsOz2a 1 %
0-5 20% 80%
5-40 20a75% 80% a 25%
40-45 75 4 100% 252 0%
45-50 100% 0%
50-55 100 a4 20% 02 80%
55-60 20% 80%

Chaque passage d’extraits sur ’"HPLC dure 60 minutes. Le volume d’analyte a injecter dans
I’HPLC est de 20 pL.

Les standards sont passés séparément afin de connaitre leurs temps de rétention et absorbance
max. Cela permettra d’ identifier les pics obtenus.

- Catéchine ( t; = 6,86 min )

- Epicatéchine (t:= 11,4 min )

- Epigallocatéchine (t;= 11,28 min )
- Gallocatéchine ( t-= 5,36 min )

- Dihydroquercétine (t- = 17,65 min )

Une fois ces injections réalisées, 2 standards seront préparés

Pour pouvoir calculer le coefficient de réponse de chaque composé, (qui permettra par la suite
de déterminer la concentration des composés dans les échantillons), nous devons injecter des
Solutions standards.

Standard 1 : dans lequel sont présent en méme proportion du :

- Catéchine (0,05 mg/mL)

- Epicatéchine (0,10 mg/mL)

- Epigallocatéchine (0,22 mg/mL)

Standard 2 : dans lequel il y a sous les proportions 9:1 les composés suivants :
- Gallocatéchine (0,01 mg/mL)

L’¢étalon interne Dihydroquercétine est ensuite rajouté aux deux solutions standards, a
la concentration de 0,047 mg/mL.

On peut alors déterminer les facteurs de réponse k des Standards par le calcul qui suit :

E
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Aire du pic de l'analyte Aire du pic de l'étalon

*
[Concentration de l'analyte] [Concentration de l'étalon]

N k = Aire du pic de lranalyte N [Concentration de l'étalon]

[Concentration de lranalyte] Aire du pic de lrétalon
(formule 1)

Ensuite chaque extrait de TC est analysé afin de connaitre la quantité de tanins condensés et de
flavanols libres présents. Les extraits de concentration de 4 mg/mL sont additionnés de
Dihydroquercétine a 0,4 mg/mL dans une proportion 8 : 2. On a alors une concentration de 0.08
mg/mL de Dihydroquercétine.

Le facteur de réponse K est propre a chaque analyte. Grace a celui-ci, on peut déterminer les
concentrations des analytes dans les échantillons comme suit :

[Concentration de l’étalon] Aire du pic de l'analyte
Aire du pic de l'étalon k

= [Concentration de l'analyte] =
(formule 2)

2. Thiolyse :

Les extraits de tannins (sous forme poudreuse) obtenus a partir des feuilles sont dissous dans
de I’éthanol pour obtenir une solution de 4 mg/mL. Cette derni¢re est filtrée par un filtre de
téflon de 0,45 um. La réaction de thiolyse se fait par ajout de méthanol acidifié¢ par de I’acide
chloridrique a 3,3%.

Pour effectuer la thiolyse 50uL d’extrait sont prélevés auquel sont ajouté SO0uL de méthanol
acidifié suivi de 100puL de solution de benzyl mercaptan. Le mélange est conservé dans un vial
puis incubé a 40°C pendant 30 minutes.

Pour arréter la réaction le vial est trempé dans un bain glacé. Les vials sont ensuite stockés
durant 18h a -25°C. Puis les échantillons sont analysés sur I’HPLC par la méthode « Thiolyse
des Tanins ».

A la fin de cette thiolyse les tanins ont été séparés en leurs différents monomeres les flavan-3-
ols. Ils seront séparés et identifier par HPLC. Cependant le procédé ne peut identifier que les
unités terminales des polymeéres. Ceux-ci ne représentent qu’une tres faible proportion des
flavanols.

Pour identifier les autres monomeres appelés « unité d’extension » il est nécessaire de fixer un
groupement adduit de benzyl mercaptan sur le C4 du flavan-3-ol.
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V. Résultats et discussion :

1°) Analyse des Etalons et standards

Le chromatogramme du mélange des 4 standards et de 1’étalon montre la présence de 5 pics
(figures 6 et 7). L’analyse s’est donc bien déroulée. Les résultats des facteurs de réponse des
analytes, calculés selon la formule 1) vu précédemment, sont présentés dans le Tableau 2 ci-
apres. Les facteurs de réponse des standards par rapport a I’étalon interne DHQ varient entre
0.09 et 0.5 et ont des valeurs comparables a celles observées dans Ia littérature (Gea et al.,
2011).

143 mAU

epicatechine

gallocatechine

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62

10,54 AU

FIGURE 7 : CHROMMATOGRAMME DE LA SOLUTION STANDARD 2 (VOIR PAGE 12)
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Tableau 2. Temps de rétention, longueur d’onde max et facteur de réponse des standards et
¢talon interne.

Analyte Concentration Temps de Longueur Facteur de
(mg/mL) rétention d’onde réponse k (par
(minute) d’Absorbance rapport a la
max (nm) DHQ)

Catéchine 0,0125 6,86 230 0,25
Epicatéchine 0,025 11,4 277 0,51
Epigallocatéchine 0,055 11,28 228 0,18
Gallocatéchine 0,009 5,36 236 0,09
Dihydroquercétine 0,01175 17,65 287 1
(DHQ)

2°) Analyse chromatographique des extraits de TC

Les résultats obtenus pour I’analyse des chromatogrammes des extraits de TC des 6 plantes sont
présentés dans le Tableau 3 ci-apres.

Les temps de rétention obtenus lors des analyses des extraits sont les mémes que ceux obtenus
pour I’analyse des standards et des analytes seuls (Tableau 2). L acquisition spectrale s’est donc
bien déroulée.

Les résultats obtenus montrent que les concentrations en flavanols libres varient entre 1,37.10”-
4 et 1,024 mg/mL. Toutes les plantes évaluées contiennent des composés galloylés. Seuls les
extraits de TC d’icaque et de chataigne ne contiennent pas de catéchine. L’extrait de TC de
goyave est le seul contenant de 1’épigallocatéchine. Aucun extrait de plante testée ne contient
d’¢épicatéchine libre. Les teneurs en TC obtenues varient entre 1.7 et 18.63 g/100g d’extrait
sec. C’est I’extrait de TC de goyave qui est le plus riche en TC. On constate une valeur en
flavanols libres supérieure a celle des TC pour I’icaque. La feuille d’icaque a été sélectionnée
au laboratoire pour sa richesse en TC suite a un premier screening phytochimique. Face au
résultat obtenu, 1I’hypothése émise est que I’ensemble des TC présents dans 1’échantillon
n’aurait pas ét¢ détecté par la méthode HPLC utilisée, car en raison de leur masse moléculaire
¢levée (haut degré de polymérisation), une partie de ces TC aurait un temps de rétention plus
long que la durée d’acquisition définie. Ces TC n’auraient pas été entrainés par la phase mobile,
contrairement aux flavanols libres, plus légers. Cette hypothése pourrait étre rapportée a
I’ensemble des échantillons testés. Compte tenu de cette hypothese, il est probable que la teneur
en TC estimée lors de 1’étude soit partielle (Tableau 3).
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Tableau 3. Concentrations en flavanols libres et en TC des extraits de TC des six plantes,
déterminées a I’aide de I’analyse HPLC

Concentration en mg/mL
Plantes | Catéchi | Gallocatéchi | Epicatéchi | Epigall | Flavanol | Tanins Tanins
ne ne ne o- slibres | condens | condens
catéchi és és
ne g/100g
d’extrait
sec
Icaque |0 1,024 0 0 1,024 38,40.10 | 12
N2
Poisd” |6,34.10 | 1,41.10"-4 |0 0 7,75.10"~ | 27,84.10 | 8.70
Angole | *- -4 A2
Chataig | 0 1,37.10n-4 |0 0 1,37.10" | 5,63.10" | 1.76
ne -4 -2
Cajou 6,54.10 |4,49.10n-2 |0 0 11,03.10 | 18,86.10 | 5.89
A D )
Goyave |1,25.10 |8,85.10"-3 |0 4,70.10 | 6,039.10 | 59,62.10 | 18.63
AL A .| )
Raisin | 5,86.10 | 6,21.10"-2 |0 0 12,07.10 | 5,43.10" | 1.70
A A2 -2

3°) Analyse chromatographique post thiolyse

L’¢étalon DHQ est bien présent sur tous les chromatogrammes des extraits thiolysés et au méme
temps de rétention. L’analyse s’est donc bien déroulée. Si on compare les chromatogrammes
pré et post thiolyse pour une plante donnée, On constate que le nombre de pics observés a
augment¢ apres la thiolyse de I’extrait (figures 7 et 8). De plus, des pics de flavanol libres sont
retrouvés. Cela montre bien qu’une lyse a été réalisée sur les composés TC présents dans
I’extrait. D’autre part, les pics observés ont des absorbances plus faibles que ceux de 1’analyse
avant thiolyse.

Les TC contenus dans les extraits ayant été thiolysés, leurs unités terminales sont transformées
en flavan-3-ols libres et leurs unités d’extension, en dérivés. Ce sont ces composés que 1’on
observe sur le chromatogramme (figure 8).

Durant le cours du stage, le Benzyl Mercaptan, qui est un composé essentiel pour le dosage des
flavanols apres thiolyse, a connu un retard lors de la livraison. Il a donc été¢ impossible de doser
les flavanols thiols (unités d’extensions) résultant de la thiolyse, et par conséquent de
déterminer les caractéres structuraux des TC (degré de polymérisation, ratio
procyanidine/prodelphinidine).
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FIGURE 8 : CHROMATOGRAMME HPLC OBTENU POUR L’EXTRAIT DE TC DE FEUILLE DE
GOYAVIER AVANT THIOLYSE
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FIGURE 9 : CHROMATOGRAMME HPLC OBTENU POUR L’EXTRAIT DE TC DE FEUILLE DE
GOYAVIER APRES THIOLYSE
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Conclusion et perspectives :
L’objectif de ce stage était d’initier une méthodologie de caractérisation des tanins condensés
dans les végétaux, par la méthode HPLC apres thiolyse. Ces travaux préliminaires ont permis
d’obtenir les profils chromatographiques des TC de 6 plantes tropicales et de déterminer leurs
concentrations en flavan-3-ols libres : Catéchine, Gallocatéchine, Epicatéchine et Epigallo-
catéchine.

L’étude de la caractérisation des TC doit étre complétée par des essais d’injection sur une plus
longue durée d’acquisition, afin de voir si I’ensemble des TC est ¢lué selon cette méthode avant
thiolyse. De plus, il est nécessaire de synthétiser des BM adducts pour la détermination des
parametres structuraux. Une analyse LC-MS viendrait finaliser 1’identification des pics. D’autre
part, cette premicre étude montre qu’on observe des structures différentes des TC des 6 plantes
testées. Cette diversité de structure pourrait traduire une diversité bioactive, a vérifier par des
essais biologiques in vitro et in vivo.
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Annexes :

Annexe 1 : Chromatogramme TC Cajou avant thiolyse
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Annexe 2 : Chromatogramme thiolyse TC Cajou
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Annexe 3 : Chromatogramme TC Goyave avant thiolyse
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Annexe 5 : Chromatogramme TC Icaque avant thiolyse
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Annexe 6 : Chromatogramme thiolyse TC Icaque
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Annexe 7 : Chromatogramme TC Pois d’ Angole avant thiolyse
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Annexe 9 : Chromatogramme TC Chataigne avant thiolyse
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Annexe 10 : Chromatogramme thiolyse TC Chataigne
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Annexe 11 : Chromatogramme TC Raisin avant thiolyse
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Annexe 12 : Chromatogramme thiolyse TC Raisin
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