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AVANT PROPOS

Ce projet centré sur la Région Lorraine a permis 1’étude de plantes et de fruits. Il
regroupe plusieurs acteurs lorrains dont deux PME : Agritech France, une société de
commercialisation de produits alimentaires séchés, et Végafruits qui commercialise et distribue
des fruits et 1égumes principalement en Lorraine. De plus, le développement de ce projet est
réalisé dans trois laboratoires :

LIBio : le Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules a assuré la production des poudres
de qualité constante issues de différentes parties de plantes et de fruits de la Région Lorraine et
la réalisation des analyses physico-chimiques.

URAFPA : I’Unité de Recherche Animal et Fonctionnalités des Produits Animaux est
chargée d’une part, de sélectionner des plantes et fruits régionales en fonction de leur intérét
biologique, et d’autre part de réaliser les analyses biologiques in vivo des extraits végétaux.

LCP-A2MC : Laboratoire de Chimie et de Physique Approche Multi-échelles des
Milieux Complexes, s’est chargé de mettre au point les méthodes d’extraction, d’isolement et

de caractérisation des métabolites secondaires issus des extraits végétaux.

INTRODUCTION

Les recherches développées au cours de cette thése entrent dans le cadre de la

phytochimie (ou la chimie végétale) qui recouvre plusieurs domaines dont :

- La chimie organique pour 1’étude des structures des composés bioactifs et pour les
méthodologies d’isolement de composés d’intéréts contenus dans les extraits de plantes.

- La chimie analytique et les techniques chromatographiques pour I’identification et la
caractérisation des nombreux constituants présents dans les plantes.

- La biochimie pour I’étude des activités biochimiques.

L’utilisation des végétaux comme source d’alimentaire ou en raison de leurs propriétés
médicinales, ou encore pour leur utilisation en tant que cosmétique remonte de longues années.
Mais I’intérét pour les aspects pharmacologiques des plantes augmente de jour en jour ainsi que

la demande en médicaments a base de produits naturels. Les aspects pharmaceutiques de chaque



végétal sont dus a la présence de métabolites primaires et de métabolites secondaires. Ces

derniers jouent un role dans la protection de la plante contre les agressions d’agents pathogenes.

Dans notre projet, nous nous sommes concentrés sur les métabolites secondaires et sur

leur extraction, identification, isolement et caractérisation.

Il existe différentes méthodes d’extraction/séparation de métabolites secondaires a partir
de végétaux. Ils peuvent étre divisés en deux catégories : les méthodes anciennes qui sont
utilisées depuis I’antiquité et les procédures modernes qui se développent pour se rapprocher
du domaine de la chimie verte. L’extraction verte est basée sur la conception de procédés qui
garantissent un haut rendement d’extraction tout en réduisant la consommation d’énergie et

celle de solvants organiques toxiques.

L’un des procédés d’extraction modernes repose sur le brevet "PCT/FR2011/000561.
Le PTC est un procédé de Pulvérisation & Tamisage différentiel Contrdlés. Ce nouveau procédé
de broyage et de criblage différentiel controlé peut étre utilisé pour extraire et/ou séparer de
fagon par voie séche des composés bioactifs issus de matrices végétales [1]. Lors de la mise en
ceuvre du procédé selon I’invention, I’organe du végétal subit une dessiccation, puis le résidu
sec est broy¢ et les poudres sont fractionnées par tamisage controlé en fonction de leurs

granulométries.

Ce brevet revendique une extraction de principes actifs naturels, il se distingue des
procédés d’extraction classiques en ce qu’il n’utilise aucun solvant organique, il se distingue
aussi des procédés dit de la chimie verte qui utilisent des fluides supercritiques ou des plantes
a traire. Les intéréts de ce procédé sont sa facilité de mise en ceuvre pour la production de gros
volumes et sa capacité a extraire une gamme ¢€largie d’actifs de taille et de poids moléculaires

trés variés. Le procédé [2] se caractérise par la succession des étapes suivantes :

- Etape 1 : une dessiccation effectuée par des techniques de déshydratation.

- Etape 2 : une pulvérisation effectuée par toute forme de broyage connue.

- Etape 3 : une dispersion permettant d’obtenir un nuage particulaire formé de micro ou
de nano particules dispersées dans I’air ou dans un gaz inerte.

- Etape 4 : un tamisage différentielle contr6lé qui permet de séparer les particules en
fonction de leur taille granulométrique.

- Etape 5 : une récupération progressive des actifs piégés entre deux tamis par aspiration.



Dans la premiere partie du notre ¢tude, une méthodologie d’isolement des métabolites
secondaires issus des extraits de plantes séchées et broyées mais non-tamisées est effectuce. Le
but de cette partie est de développer une méthode d’isolement des métabolites secondaires en

utilisant une HPLC-semi préparative.

Dans la deuxiéme partie, les analyses phytochimiques des poudres de nombreuses
plantes, préparées par le PTC a I’échelle industrielle (Pilote) sont réalisées. Il convient de noter
que ces analyses phytochimiques des poudres de nombreuses plantes, préparées par le PTC a
I’échelle du laboratoire, ont été déja effectuées par Ali Zaiter [2]. Le but de notre travail est de
valider le PTC a I’échelle industrielle (Pilote) par comparaison des résultats a ceux obtenus par

extraction PTC a I’échelle du laboratoire.

Ce travail sera appliqué a 1’étude phytochimique de 9 plantes de la Région Lorraine. Les
plantes ont été sélectionnés par I’équipe URAFPA en fonction de leur potentiel bioactif.

Les plantes sélectionnées sont : le fenouil (Foeniculum vulgare Mill.), le saule blanc
(Salix alba L.), le millepertuis (Hypericum perforatum L.), ’ortie (Urtica dioica L.), 1a solidage
(Solidago virgaurea L.), la piloselle (Hieracium pilosella Vaill.), le rosier des chiens (Rosa
canina L.), la griffe du diable (Harpagophytum DC.) et le lierre (Hedera helix L.). La

caractérisation physico-chimique de poudres de plantes seront réalisées par 1’équipe du LiBio.

De plus, pour la premiére fois, nous avons étudié¢ I’effet du PTC a I’échelle du
laboratoire sur 1’extraction de métabolites secondaires par voie séche d’extraits de fruits. Pour
cet objectif, nous avons effectué les analyses phytochimiques sur les fractions granulométriques
ainsi que sur les fruits broyés mais non tamisés. L’objectif est de déterminer 1’efficacité du
procédé de fractionnement différentiel sur augmentation de 1’activité antioxydante et sur

I’enrichissement des composés d’intéréts dans certaines classes granulométriques.

Les fruits sélectionnés sont : la cerise (Prunus avium L.), la péche (Prunus persica L.),
la quetsche (Prunus domestica subsp. Insititia L.) et la mirabelle (Prunus
domestica subsp. Syriaca). La caractérisation physico-chimique des poudres de fruits seront

réalisées par I’équipe du LiBio.

Dans le premier chapitre, une étude bibliographique est réalisée. Il présente les aspects

botaniques et pharmaceutiques des plantes et des fruits sélectionnés, la description générale des
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métabolites, 1’activité antioxydante, les principales méthodes d’extraction et particulierement

les méthodes d’extraction de métabolites secondaires et les principes de la chromatographie.
Dans le deuxiéme chapitre, les travaux expérimentaux sont présentés en deux parties :

- La premicere partie présente une méthodologie de I’isolement des deux
saponines de I’extrait du lierre par HPLC-semi préparative. Afin de vérifier leur
propriétés tensioacitves pour des applications dans le domaine de la cosmétique.
Cette expérience a permis de mettre en place une méthodologie, validée par

I’isolement de I’hypéroside I’un des flavonoides marqueurs du millepertuis.

- La deuxiéme partie présente les propriétés phytochimiques des plantes
et des fruits sélectionnés en fonction de leur granulométrie. Afin de déterminer ses
propriétés phytochimiques, le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
totaux a été effectué ainsi que I’évaluation de I’activité antioxydante, 1’identification
et la quantification des composés bioactifs par LC-MS pour chaque fraction

granulométrique.



Chapitre 1.

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Description botanique

2. Les métabolites

3. Activités antioxydantes

4. Production des poudres

5. Méthodes d’extraction

6. Extraction de métabolites secondaires

7. Chromatographie



1. Description botanique

1.1. Les plantes

Les neuf plantes sélectionnées provenant de la Région Lorraine sont : le fenouil
(Foeniculum vulgare Mill.), le saule blanc (Salix alba L.), le millepertuis (Hypericum
perforatum L.), I’ortie (Urtica dioica L.), la solidage (Solidago virgaurea L.), la piloselle
(Hieracium pilosella Vaill.), le rosier des chiens (Rosa canina L.), la griffe du diable
(Harpagophytum DC.) et le lierre (Hedera helix L.). Les aspects botaniques et les aspects
pharmaceutiques de chaque plante sont ¢tudiés par bibliographie. En fin, selon les études
bibliographiées, la partie d’intérét de chaque plante est sélectionné afin de réaliser les analyses

phytochimiques en fonction de la granulométrie.

1.1.1. Le fenouil (Foeniculum vulgare Mill.)

1.1.1.1.  Aspects botaniques

« Nom latin : Foeniculum vulgare Mill.
« Synonyme : Foeniculum officinale

. Famille : Apiacées

« Origine : Europe du sud

« Période de floraison : été

o Couleur des fleurs : jaune

« Type de plante : légume, aromate

« Type de végétation : vivace, bisannuel

« Type de feuillage : caduc
o Hauteur : jusqu’a 2,50 m

o Type de fruits : graines (de 4 a 10 millimetres)

Le fenouil est une plante aromatique bien connue, il est utilis¢ dans I’industrie
agroalimentaire pour aromatiser les aliments et les liqueurs, ainsi que dans I’industrie de la
parfumerie. Il existe deux espéces de fenouils : le Vulgare et le Piperitum. La famille des

Vulgare est la plus cultivée.



1.1.1.2. Aspects pharmaceutiques

Le fenouil est une plante médicinale populaire qui possede des activités
pharmacologiques aussi bien en médecine traditionnelle qu’en phytothérapie moderne. Le
fenouil par la présence de composés antioxydants, manifeste des activités anti-inflammatoires
et anti-radicalaires [3]. De plus, il possede également des activités antimicrobiennes,
bronchodilatatrice, cestrogéne, diurétique, lithontriptique, galactagogue, emménagogue,
antithrombotique, hypotenseur, hypotenseur et gastroprotecteur [4]. L’existence de composés
phénoliques dans cette plante lui donne un potentiel antioxydant [5]. L’extrait aqueux de fenouil
est également utilisé dans 1’industrie cosmétique pour améliorer les effets anti-age des produits

de soin de la peau [6].

Les graines de fenouil sont utilisées

comme aromatisant dans les  produits
alimentaires tels que les liqueurs, le pain, les

patisseries et le fromage. Elles sont ¢galement
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utilisées comme constituant de produits
cosmétiques et pharmaceutiques [7]. D’autre
part, les huiles essentielles sont principalement
concentrées dans les graines et dégagent une
senteur et un golt particulier. Les graines
contiennent 1 — 4% (w/w) d’huile essentielles [8].
De nombreuses études ont montré que les effets pharmacologiques des graines de fenouil sont
attribués aux huiles essentielles et leurs activités antibactériennes [9] [10], antimicrobiennes
[11] [12], antifongiques [13] et antidiabétiques [14] ont été signalées. Plusieurs études
mentionnent ’utilisation de 1’extrait de graines pour son ’activité antioxydante [15] et aussi

pour soulager I’inflammation [16].

1.1.1.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

L’huile essentielle des graines est en majorité¢ constituée de monoterpenes oxygénés

comme la fenchone, I’estragole et d’un monoterpéne majeur le (+)-limonene (Figure 1).
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Figure 1 : Constituants majoritaires de ['huile essentielle de graines de fenouil

De plus, les graines contiennent des vitamines comme la vitamine C, B1, B2 et B3 [17].
De nombreuses activités pharmaceutiques des graines de fenouil sont dues aux composés
polyphénoliques. L’acide dicaféoylquinique est 1’'un des acides polyphénoliques

caractéristiques des graines de fenouil [18] (Figure 2).
OH
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HO

Acide dicaféoylquinique

Figure 2 : L’acide polyphénolique caractéristique des graines de fenouil



1.1.2. Le saule blanc (Salix alba L.)

1.1.2.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Salix alba L.

- Synonyme : Saule commun, Saule argenté
- Famille : Salicacées

- Origine : Europe, Asie

- Période de floraison : mai

- Couleur des fleurs : vert-jaune

- Type de plante : arbre

- Type de feuillage : caduc
- Couleur(s) du feuillage : gris/vert

- Hauteur : jusqu’a 24 m

Le saule blanc n’est pas auto fertile, il ne pousse pas a I’ombre et il préfere les sols
humides ou mouillés. Les feuilles sont alternes, atteignant 11 cm de long, avec des poils soyeux
blanchatres des deux cotés. Le nom du saule blanc dérive de la couleur blanche au-dessous des
feuilles. Les fruits apparaissent sous forme de capsules de forme allongée. Il a une écorce grise

profondément fissurée.

1.1.2.2. Aspects pharmaceutiques

Historiquement, 1’écorce du saule blanc est
utilisée depuis plus de 2000 ans, d’abord dans la
région méditerranéenne, notamment en Egypte et en
Grece, puis en Chine, en Europe et en Amérique.
L’utilisation d’extraits d’écorce du saule blanc est

commune pour traiter les douleurs, telles que les

douleurs articulaires, le mal de dos aigus [19],

I’arthrose [20] et les maux de téte [21].

1.1.2.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

On pense que les propriétés de 1’extrait d’écorce de saule blanc précédemment
énumérées sont associées, du moins en partie, a sa teneur en salicyline. Chez les

phytothérapeutes, cette plante s’appelle une « aspirine végétale » car elle contient un composé



miraculeux dans son écorce : la salicyline. En effet, cette molécule est trés proche au niveau de
sa structure de 1’acide acétylsalicylique (aspirine) (Figure 3). Ce composé est connu pour ses

activités antalgiques et anti-inflammatoires [22].

Il faut noter que la salicyline contenue dans 1’extrait d’écorce de saule blanc ne peut
expliquer a elle seule son efficacité clinique [23]. Outre les constituants liés a la salicyline,

divers polyphénols et flavonoides sont également présents [24].

HO
0]
o)J\
9 OH H
OH
Acide acétylsalicylique (Aspirine) Salicyline

Figure 3 : Comparaison entre [’acide acétylsalicylique et la salicyline

1.1.3. Le millepertuis (Hypericum perforatum L.)

1.1.3.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Hypericum perforatum L.
- Famille : Clusiacées, Guttiféres

- Origine : Hémisphére nord

- Période de floraison : de juin a octobre
- Couleur des fleurs : jaune

- Type de plante : petit arbuste a fleurs

- Type de feuillage : ovales lancéolées

- Hauteur de latige : 1 m

- Type de végétation : vivace, vivace arbustive

Ses fleurs a cinq pétales s’épanouissent au début de I’été et ses fruits sont généralement

des capsules seches qui possedent un grand nombre de trés petites graines.
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1.1.3.2. Aspects pharmaceutiques

Le principal intérét pharmaceutique du millepertuis est son effet antidépresseur [25].
Cependant, cette herbe a montré d’autres activités, y compris : antivirale [26], pour la
cicatrisation des plaies [27] et antibactérien [28]. De plus, le millepertuis a un large éventail
d’applications médicinales, notamment pour traiter les plaies cutanées, I’eczéma, les brilures,

les maladies du tube digestif et les troubles psychologiques [25].

1.1.3.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

Les extraits éthanoliques du millepertuis contiennent de nombreux composés
phénoliques, a savoir des flavonoides et des acides phénoliques, ce qui suggere qu’ils pourraient
avoir des propriétés antioxydantes importantes [29] [30] [31]. L’hypéroside est un flavonoide
marqueur du millepertuis et certaines recherches rapportent les effets préventifs de I’hypéroside
sur le cancer du poumon [32] [33] (Figure 4). Les deux autres composés caractéristiques du
millepertuis sont I’hyperforine et I’hypericine (Figure 4). Ils sont non seulement les principaux
composants chimiques lipophiles du millepertuis, mais jouent également un role essentiel dans
I’activité antidépressive de cette plante [34] [35]. Ces deux molécules ont un effet anti-
inflammatoire notable [36]. Les recherches effectuées par Wood et al. en 1990 [37] montrent

que I’hypericine présente une activité anti-VIH/SIDA.

Hypéroside Hypericine Hyperforine

Figure 4 : Composés caractéristiques de parties aériennes du millepertuis
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1.1.4. L’ortie (Urtica dioica L.)

1.1.4.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Urtica dioica L.

- Famille : Urticacées

- Origine : Europe

- Couleur des fleurs : vert foncé

- Type de plante : mauvaise herbe
- Hauteur : jusqu’a 150 cm

- Type de végétation : vivace

- Période de floraison : de juillet a

septembre

L’ortie est une plante qui pousse dans les terres incultes tempérées et tropicales du
monde entier. Les feuilles sont vertes foncés avec 15 cm de longueur et tous ses organes (tige,

feuille, fleur) sont recouverts de poils.

1.1.4.2. Aspects pharmaceutiques

Dans de nombreuses cultures, 1’ortie est consommée comme légume a feuilles. 1l est
recommandé en particulier dans les régimes végétariens et diabétiques comme source riche de
protéines, de minéraux (le potassium, le calcium, le fer, le magnésium et le phosphore) et de
vitamines (A, B et C), elle contient également peu de calories [38]. L’ortie a une longue histoire
d’utilisation comme remede traditionnel pour traiter les rhumatismes, I’eczéma, Darthrite,
I’anémie, le rhume et la toux ainsi que pour lutter contre I’insuffisance hépatique [39].
Actuellement, cette plante fait 1’objet d’une attention particuliére en tant que source de fibres
en médecine douce. Un rapport confirme le potentiel de 1’ortie en tant que source durable de

fibre textile [40].

De plus, griace aux polyphénols contenus dans les extraits aqueux, I’ortie possede des
activités antioxydantes et anti-inflammatoires [41] [42]. Parmi toutes les parties de 1’ortie, ce
sont les feuilles qui possedent la meilleure activité antioxydante [43]. Les extraits d’ortie sont
¢galement utilisés dans les cosmétiques et leur application topique présente de nombreux
avantages pour la santé¢ de la peau. Les propriétés antioxydantes et anti-age de 1’extrait d’ortie

sont intéressantes pour les applications en cosmétiques [44].
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1.1.4.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

L’ortie est riche en acides gras, en caroténoides et en polyphénols [45] [46]. Les
propriétés des composés phénoliques contenus dans les feuilles, les tiges et les racines de cette
plante sont rapportés par Pinelli et al. en 2008 [47]. La quantité de flavonoides dans ses feuilles
est plus grande que dans ses tiges et ses racines [48]. Les différents flavonoides et les acides
phénoliques comme 1’acide férulique et I’acide chlorogénique sont présents dans les feuilles de

Portie [49] (Figure 5).

HO
HO

Acide férulique Acide chlorogénique

Figure 5 : Acides phénoliques présentent dans [ ortie

1.1.5. Le solidage (Solidago virgaurea L.)

1.1.5.1.  Aspects botaniques

- Non latin : Solidage L.

- Synonyme : Verge d’or

- Famille : Astéracées

- Origine : Amérique du Nord

- Période de floraison : d’aolt a octobre
- Couleur des fleurs : jaune

- Hauteur : jusqu’a 150 cm

- Type de végétation : vivace
- Type du feuillage : caduc

- Type de plante : herbacée rhizomateuse

Cette plante se trouve sur presque tous les continents comme une herbe commune. Elle

a des fleurs jaunes qui sont utilisées comme colorant jaune pour les textiles.
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1.1.5.2. Aspects pharmaceutiques

Les feuilles et les fleurs de la solidage sont trés appréciées en herboristerie pour la
préparation de pommades, de teintures et de poudres. Cette plante est diurétique, astringente,
anti-inflammatoire, antiseptique, expectorante et antispasmes musculaires [50]. Elle est
¢galement utilisée contre les douleurs articulaires (rhumatismes), 1’arthrite, ainsi que 1’eczéma
et d’autres affections cutanées. De plus, il y a des études qui portent sur ses activités

antimicrobienne [51], antioxydante [52] et antimutagene [53].

1.1.5.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

Le solidage contient de nombreux composés phénoliques qui sont connus pour leur
activité antioxydante [54] [55]. L’un des flavonoides marqueurs de la solidage est le kaempférol
qui a une activité anti-inflammatoire [56]. Récemment, les propriétés anti-adipogenése de la

solidage, dues a la présence de le kaempférol-3-O-rutinoside ont été étudiées (Figure 6) [57].

OH o o
HO

HO. (0)
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OH : OH O
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HO :

OH
Kaempférol Kaempférol-3-O-rutinoside

Figure 6 : Flavonoides marqueurs dans la solidage
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1.1.6. La piloselle (Hieracium pilosella Vaill.)

1.1.6.1. Aspects botaniques

- Nom latin : Hieracium pilosella Vaill.

- Famille : Astéracées

- Origine : I’Europe et du nord de I’ Asie
- Période de floraison : printemps, été

- Couleur des fleurs : jaune

- Hauteur : jusqu’a 30 cm

- Type de végétation : vivace

- Type du feuillage : persistant
- Synonymes : Eperviére piloselle, Oreille

de souris, Oreille de rat, Piloselle de rat, Herbe a 1’épervier ou Veluette.

La piloselle possede des feuilles vertes recouvertes de poils argentés. C’est une plante

couvre-sol largement répandue dans les montagnes sur des sols secs.

1.1.6.2. Aspects pharmaceutiques

La piloselle a ¢été utilisée pendant des siécles comme médicament. Elle est
principalement utilisée pour soigner la bronchite, 1’asthme bronchique, les cedémes et comme
pommade pour la cicatrisation des plaies [58]. L ’extrait hydroalcoolique de cette plante montre
des activités antioxydante, anti-inflammatoire et antitumorale [59]. L’activité antioxydante de
cette plante, qui provient de composés phénoliques et de flavonoides a été rapportée par
Gawronska-Grzywacz et al. en 2011 [60]. Cette plante est particulierement recommandée pour
intensifier la miction et éliminer le mucus et les calculs urinaires [61]. Cette plante possede

¢galement des propriétés antibactériennes et antidiarrhéiques [62].

1.1.6.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

On trouve une grande variété de polyphénols dans la piloselle, parmi eux les aglycones
et les glycosides flavonoides ont été identifiés [63]. Les composants phénoliques les plus
fréquents dans les extraits méthanoliques de la piloselle sont I’acide chlorogénique, 1’apigénine
7-O-glucoside et ’ombelliférone qui est un des antioxydants les plus actifs [64] [65].
L’ombelliférone (Figure 7), appartenant a la famille de la coumarine, est considérée comme un

composé tres actif avec des propriétés antioxydantes, analgésiques et anti-inflammatoires [66].
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Figure 7 : Composés caractéristiques de la piloselle

1.1.7. Le rosier des chiens (Rosa canina L.)

1.1.7.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Rosa canina L.

- Synonymes : Eglantier des chiens

- Origine : Europe

- Famille : Rosacées

- Période de floraison : d’avril a juillet
- Couleur des fleurs : rose ou blanche

- Type de végétation : vivace

- Hauteur : jusqu’a 3.5 m
- Type de feuillage : caduc

- Type de plante : arbuste a fleurs et aux fruits décoratifs

Le rosier des chiens est un arbuste qui se trouve dans les endroits tempérés. Ces fruits
(le cynorhodon) appelés églantines ou familierement gratte-culs sont rouges et en forme

allongée avec une taille d’environ 2 cm de long.

1.1.7.2. Aspects pharmaceutiques

L’utilisation du rosier des chiens en tant que plante médicinale remonte a trés longtemps.
Les fruits (cynorhodons) sont souvent utilisés comme compléments alimentaires et comme
tisane. Ils ont la plus forte teneur en vitamine C (30—1300 mg/100 g) [67]. Les caroténoides
sont également largement présents dans les fruits, notamment le f-caroténe, le lycopene et la -

rubixanthine [68].
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L’extrait de cynorhodon est utilis¢ dans la
médecine traditionnelle européenne comme laxatifs,
contre les troubles du rein et des voies urinaires
inférieures, 1’arthrite, la goutte, la fiévre, le rhume et
la carence en vitamine C [69]. Certaines études ont
découvert I’effet positif des poudres des
cynorhodons sur la réduction des symptomes de

I’arthrose au cours d’essais cliniques [70] [71]. 1l a

¢été rapporté que plusieurs composés dans 1’extrait de
cynorhodon présentaient des activités anti-
inflammatoires [72]. Du plus, les recherches effectuées par Orhan et al. en 2009 [73] montrent
que D’extrait éthanolique de cynorhodon a des propriétés antidiabétiques. D’autres études

indiquent également une activité antioxydante pour le cynorhodon [74] [75] [76].

1.1.7.3. Les composés bioactifs caractéristiques

Les cynorhodons sont trés riches en vitamine C, ainsi qu’en vitamines A, P, K, Blet B2
et E [77]. De plus, les minéraux tels que le potassium, le calcium, le sodium, le fer, le
magnésium et le phosphore se trouvent dans les cynorhodons [78]. La teneur en polyphénols et
flavonoides dans les cynorrhodons a été effectuée par Roman et al. en 2013 [79]. De
nombreuses recherches montrent le réle important des polyphénols en 1’activité antioxydante
du cynorhodon [80]. Différents flavonoides ont été identifiés dans 1’extrait de cynorhodon, tels

que la quercétine et la quercitrine (Figure 8) [81].
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Figure 8 : Flavonoides contenus dans les fruits du rosier des chiens
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1.1.8. La griffe du diable (Harpagophytum DC.)

1.1.8.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Harpagophytum DC.

- Synonyme : Racine de Windhoek
- Origine : sud-ouest de I’ Afrique

- Famille : Pédaliacées, Sésame

- Couleur des fleurs : violette

- Type de végétation : vivace

L’harpagophytum DC est parfois appelé griffe
du diable a cause de ses fruits qui se cramponnent aux
sabots et au pelage des animaux ; son autre nom est Racine de Windhoek (du nom de la capitale
namibienne). La griffe du diable est une herbe annuelle a faible croissance avec une odeur
désagréable. Elle a des fleurs en forme de trompette, qui mesurent 2.5a 5 cm de longet5a 7.5
cm de diamétre. Ses tubercules (racines de stockage) atteignent 25 cm de long et concentrent

les propriétés thérapeutiques de la plante.

1.1.8.2. Aspects pharmaceutiques

Les premicres descriptions occidentales de la plante datent de 1820, mais c’est en 1907
qu’un Allemand a découvert ses vertus médicinales, au contact des peuples indigeénes. Ce sont
uniquement les racines de stockage de la plante que I’on emploie. La plante peut stocker jusqu’a
90% d’eau dans ces racines de stockage et ces racines sont utilisées en médecine. Ce sont de
bons alliés pour stimuler ’appétit et faciliter la
digestion. Deux études ont été réalisées pour
¢valuer I’efficacité de la griffe du diable dans le

traitement de la lombalgie aigué [82] [83].

Des preuves cliniques montrent que
I’utilisation de la racine de cette plante aide au
traitement de 1’arthrose [84]. Des études effectuées
par Andersen et al. en 2004 [85] prouvent que la

racine de cette plante peut étre utilisée pour

soulager les douleurs aux articulations, aux muscles
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et aux tendons. La racine de cette plante est reconnue pour ses effets anti-inflammatoires [86].
D’autre part, des études scientifiques montrent que cette plante présente des activités
analgésiques, antidiabétiques, antiépileptiques, antimicrobiennes et antipaludiques [87].

L’autre aspect pharmaceutique important de la racine est son activité antioxydante [88] [89].

1.1.8.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

Les griffes du diable regorgent de minéraux comme le calcium, le fer, le cuivre, le
magnésium et le phosphore. L’un des composés principaux de la racine de la griffe du diable
est I’harpagoside (Figure 9) qui est responsable des effets: anti-rhumatismal, anti-inflammatoire
et analgésique [90]. Le second composé d’intérét dans la racine de la griffe du diable est le

verbascoside (Figure 9) qui posseéde des propriétés antioxydantes [91] [87].

HO

OH
HO =

OH

Verbascoside

Harpagoside

Figure 9 : Principaux composés dans la racine de la griffe du diable
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1.1.9. Le lierre (Hedera helix L.)

1.1.9.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Hedera helix L.

- Origine : Europe

- Famille : Araliacées

- Période de floraison : été

- Type de plante : plante grimpante
- Type de végétation : vivace

- Couleur des fleurs : blanc

- Type de feuillage : persistant

Le lierre se trouve dans les jardins mais il se développe souvent sans qu’on le veuille
sur le tronc des arbres et les murs des maisons. Le lierre pousse plus vigoureusement a I’ombre,
sur des sites humides des sols lourds et fertiles. Les feuilles du lierre sont a limbe assez dure,
verte foncée ou légerement blanches sur leur contour. Les fleurs sont petites et groupées dans

des ombelles sphériques tres serrées.

1.1.9.2. Aspects pharmaceutiques

Les feuilles et les fruits frais de cette plante, a fortes doses, seraient toxiques et
pourraient causer des irritations gastro-intestinales, des diarrhées sanglantes et la mort. Par
contre, il a été rapporté que le lierre a des propriétés antispasmodiques [92], anti-inflammatoires

[93], antiallergiques [94] et des effets antiarthritiques [95].

Les nanoparticules du lierre peuvent étre utilisées dans les crémes solaires comme le
filtre d’irradiation UV [96]. L’intérét principal de 1’utilisation du lierre en cosmétique provient
de ses saponines [97]. Les saponines sont utilisées dans la formulation de produits cosmétiques
pour le soin de la peau ou des cheveux [98] [99]. Elles sont également utilisées comme

surfactants et comme émulsifiants [100].

1.1.9.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

Un des groupes de composés biologiquement actifs responsables de 1’utilisation
médicinale du lierre est celui des saponines triterpéniques. Les deux saponines triterpéniques

connue dans I’extrait de cette plante sont I’hédéracoside C et I’a-hédérine (Figure 10) [101].
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Des études présentent les activité antimutagene [102] antioxydante [103] et antitumoral [104]
de I’a-hédérine.
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Figure 10 : Saponines triterpéniques présentes dans le lierre
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1.2. Les fruits

Les quatre fruits sélectionnés sont : la cerise (Prunus avium L.), la péche (Prunus
persica L.), la quetsche (Prunus domestica subsp. Insititia L.) et la mirabelle (Prunus
domestica subsp. Syriaca). Les aspects botaniques et les aspects pharmaceutiques de chaque

fruis sont étudies par bibliographie.

1.2.1. La cerise (Prunus avium L.)

1.2.1.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Prunus avium L.

- Origine : Amérique du Nord et Europe
- Famille : Rosacées

- Période de floraison : printemps

- Type de plante : arbre

- Couleur des fleurs : blanc

- Hauteur : 11 metres

- Couleur des fruits : jaune au rouge et noir

1.2.1.2.  Aspects pharmaceutiques

Des études approfondies ont montré que la cerise présente diverses activités
biologiques, notamment des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antimutagenes, anti-
ulcératives et anticancéreuses [105]. De plus, la cerise a plusieurs effets pharmaceutiques
positifs sur I’athérosclérose, les 1€sions oculaires, les 1€sions cardiaques, les Iésions neuronales
[106], I'anxiété, la goutte et le diabéte [107]. Les cerises contiennent divers compose€s
phénoliques qui contribuent aux qualités sensorielles et organoleptiques des fruits, telles que la
couleur et le gott [108]. D’autre part, les composés phénoliques jouent un rdle primordial sur

I’activité antioxydante de la cerise [109] [110] [111].

1.2.1.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

Les composés antioxydants tels que les acides phénoliques et les flavonoides jouent un
role important dans les effets pharmaceutiques de la cerise [112] [113]. Les principaux acides
phénoliques des cerises douces sont les acides hydroxycinnamiques, comme 1’acide

p-coumaroylquinique [114]. Les études de Ferguson et al. en 2005 [115] montre que 1’acide
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p-coumaroylquinique a la capacité de protéger les cellules humaines contre le stress oxydatif et
la génotoxicité. Parmi les flavan-3-ols, 1’épicatéchine a été détectée comme le principal
compos¢ appartenant a cette classe (Figure 11) [116]. Les catéchines luttent contre les radicaux
libres, elles peuvent améliorer la pression artérielle et réduire le risque de maladie

cardiovasculaire [117].

OH

HO 0]
OH

P OH
OH

OH

Acide p-coumaroylquinique (-)-Epicatéchine

Figure 11 : Principaux composés antioxydants de la cerise

L’acide malique, un acide a-hydroxylé, est un composé caractéristique de la cerise
[110]. Il existe également dans le pomme et son nom est dérivé du mot latin pour pomme (Malus
domestica) [118]. Des études montrent que la consommation d’aliments riches en acide malique
ou la supplémentation en acide malique peut aider a réduire les douleurs musculaires chez les
personnes atteintes du syndrome de fatigue chronique [119]. L autre composé caractéristique
de la cerise douce est la procyanidine B2 (Figure 12) avec des activités pharmacologiques telles

que antioxydantes [114].

OH
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OH OH

Acide malique Procyanidin B2

Figure 12 : Autres composés caractéristiques de la cerise
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1.2.2. La péche (Prunus persica L.)

1.2.2.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Prunus persica L.

- Origine : Chine

- Famille : Rosacées

- Période de floraison : début du printemps
- Type de plante : arbre

- Couleur des fleurs : roses ou blanches

- Hauteur : de 2 a 7 métres

- Couleur des fruits : jaune, orange ou rose

1.2.2.2. Aspects pharmaceutiques

Plusieurs études montrent que les activités pharmaceutiques de la péche, telles que les
activités antiallergiques, anti-inflammatoires [120], antibactériennes [121], hépatoprotectrices
[122], chimiopréventives et anticancéreuses sont dues a la présence de composés phénoliques
[123][124].

1.2.2.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

La vitamine C et les caroténoides présents dans la péche contribuent a augmenter ses
capacités antioxydantes [125]. De plus, 1’activité antioxydante de ce fruit et également grace a
sa teneur en composés phénoliques [126] [127]. Les acides hydroxycinnamiques tels que 1’acide
chlorogénique et les flavonols tels que le quercétine-3-glucoside ont été identifiés dans la péche
(Figure 13) [128] [129]. La quercétine-3-glucoside (Figure 13) posséde une activité anti-
inflammatoire [130]. Plus récemment, il a été rapporté que la quercétine-3-glucoside
(Isoquercétine) a un potentiel prophylactique contre 1’infection par le virus Ebola [131]. L’acide

malique (Figure 12) est I’autre composé caracteristique dans la péche [132].

OH
Figure 13 : Isoquercétine, le flavonoide caractéristique de la péche
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1.2.3. La quetsche (Prunus domestica subsp. Insititia L.)

1.2.3.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Prunus domestica subsp. Insititia L.
- Origine : Europe

- Famille : Rosacées

- Période de floraison : avril

- Type de plante : arbre

- Couleur des fleurs : blanches

- Hauteur : 6 metres

- Couleur des fruits : violette

1.2.3.2.  Aspects pharmaceutiques

Les quetsches sont connues pour diverses
activités pharmaceutiques. Elles sont une source de la
vitamine A, du calcium, du magnésium, du potassium et de fibres [133] et elles contiennent des
quantités relativement importantes de glucides, constituant une source d’énergie. Elles sont
utilisées en médecine comme sédatifs et pour la prévention de l’anémie, la maladie
d’Alzheimer, I’hypercholestérolémie et les maladies cardiovasculaires [134]. En plus, elles

contiennent des quantités élevées d’antioxydantes [135] [136].

1.2.3.3.  Les composés bioactifs caractéristiques

Les quetsches contiennent de grandes quantités de composés phénoliques,
principalement de I’acide chlorogénique (Figure 5). Les composés phénoliques présents dans
les quetsches peuvent servir d’agents préventifs contre les maladies chroniques telles que les
maladies cardiaques et le cancer [137]. Les études de Garcia-Mariiio et al. en 2008 [138]

montrent que la quetsche est riche de 1’acide malique (Figure 12).
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1.2.4. La mirabelle (Prunus domestica subsp. Syriaca)

1.2.4.1.  Aspects botaniques

- Nom latin : Prunus domestica subsp. Syriaca
- Origine : Europe

- Famille : Rosacées

- Période de floraison : début du printemps

- Type de plante : arbre

- Couleur des fleurs : blanches

- Hauteur : de 4 a 6 métres

- Couleur des fruits : rouge ou jaune foncé

Ce fruit répandu spécialement en Région
Lorraine. Pres de 75% de la production mondiale de la mirabelle est originaire de Lorraine. En
1996, la mirabelle de Lorraine a obtenu le statut d’Indication Géographique Protégée (IGP),

signe de la qualité du premier fruit étiqueté francais.

1.2.4.2. Aspects pharmaceutiques

En raison de la rareté de ce fruit dans le monde, peu de recherches ont été menées a ce
sujet. Cependant, il y a des études qui ont été effectuées sur les activités antioxydantes et
antistress de ce fruit [139]. Certaines ¢tudes ont confirmé les effets positifs de la mirabelle, des

flavonoides présents dans les fruits, sur ’apprentissage et la mémoire [140] [141].

1.2.4.3. Les composés bioactifs caractéristiques

L’acide chlorogénique est I'un des composés phénoliques de la mirabelle, qui possede
I’activité antioxydante [142] et ’activité anti-anxiété [139]. De plus, la présence des acides
organiques tel que 1’acide malique a été signalée. La mirabelle est riche en sucres et le contenu

et les types de sucres contenus dans ce fruit ont été déterminés [138].
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2. Les métabolites

Une cellule végétale produit deux types de métabolites pouvant &tre divisés en deux
catégories principales selon 1’origine et la fonction ; a savoir, les métabolites primaires et les
métabolites secondaires. Les métabolites primaires sont impliqués directement dans la
croissance et le métabolisme, tandis que les métabolites secondaires sont considérés comme des

produits finaux du métabolisme primaire et ne sont pas impliqués dans I’activité métabolique.

2.1. Les métabolites primaires

Les molécules indispensables a la croissance physiologique normale des plantes
composent le métabolisme primaire. Le métabolite primaire est généralement un élément clé
dans le maintien des processus physiologiques normaux et il est souvent appelé métabolite
central. Les métabolites primaires sont largement répandus dans la nature et sont également
utilisés comme nourriture par I’homme. Ce sont des produits fabriqués en continu pendant la
phase de croissance exponentielle. Ils interviennent dans les processus métaboliques primaires
tels que la respiration et la photosynthese. Les principaux métabolites primaires sont les lipides,

les sucres et les acides a-aminés [143].
2.1.1. Les lipides

Ce sont des molécules organiques insolubles dans 1’eau et solubles dans les solvants
organiques apolaires comme le benzene, le chloroforme ou I’éther. Ils sont caractérisés par la
présence de différents résidus d’acides gras conduisant a la variation structurelle des lipides.
Parmi les lipides, on compte également les cérides, les stérols, les vitamines liposolubles (telles

que les vitamines A, D, E et K), les glycérides et les phospholipides.

En général, les cinq types différents de classes de lipides sont :

e Les triacylglycérols : ils rassemblent les triglycérides qui sont des triesters du glycérol
et d’acides gras.

e Les cérides : ce sont des lipides naturels constitués d’un ester d’acide gras et d’alcools
aliphatiques. Les deux parties (I’acide gras et 1’alcools) sont généralement de longues

chaines (C16 et C18) [144].
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e Les phosphoglycérides : un phosphoglycéride ou un phosphatide est un phospholipide
constitué de deux résidus d’acide gras estérifiant un résidu de glycérol li¢ a un résidu de
phosphate [145].

e Les sphingolipides : ils sont constitués d’un squelette a base de sphingosine et d’un
acide gras qui est rattaché a la sphingosine par une liaison amide [146].

e Les stérols : ’anneau des stérols est commun a tous les stérols et les différences sont
dans la chaine latérale. Le cholestérol est exclusivement un stérol animal. Plus de 40

stérols végétaux (ou phytostérols) ont été identifiés [147].

2.1.2. Les sucres

Les sucres, également appelés hydrates de carbone, sont constitués de monomeres
appelés saccharides, parmi ces saccharides les plus courant sont les hexoses composés de six
atomes de carbone : le D-glucose, le D-fructose, le D-galactose. Suivant le nombre de
monomeres polymérisés on parle d’oligosaccharides (n < 10) tels que le verbascose, la raffinose
ou le saccharose et de polysaccharides (n > 10) tels que la cellulose ou I’amidon. Les sucres a
longues chaines ou polysaccharides, n’ont pas de saveur sucrée en raison de leur taille. Les
sucres sont comme les éléments de structure chez les plantes et servent de réserves d’énergie
naturelle dans les organismes vivants. D’autre part, ils jouent un réle important dans la
structuration et le fonctionnement des cellules. Les monosaccharides se convertissent en

polysaccharides (la cellulose et la pectine) pour la construction de la paroi cellulaire [148].

2.1.3. Les acides a-aminés

Leur nom provient du fait qu’ils posseédent une fonction amine et une fonction acide
carboxylique. Lorsque la fonction amine et la fonction acide carboxylique sont portées par le
méme atome de carbone, on parle d’acide a-aminé. Ils se distinguent par leur chaine latérale,
R, qui peut étre un simple atome d’hydrogene (c’est la glycine), ou bien plus complexe. Les
acides a-aminés jouent un role décisif dans la structure, le métabolisme et la physiologie des
cellules, en tant que constituants des peptides (polymeres d’acides a-aminés) et des protéines
(d’une ou de plusieurs chaines polypeptidiques). Environ 500 acides a-aminés sont connus mais
les protéines sont fabriquées uniquement a partir de 20 d’acides a-aminés [149]. Parmi les 20
acides a-aminés normalement incorporés dans les protéines, seulement 11 peuvent étre

synthétisés par des animaux adultes. Les 9 acides a-aminés restants, qui sont "essentiels",
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doivent étre apportés par le régime alimentaire. Les plantes et la majorité des bactéries et des
champignons ont la capacité de synthése des 20 acides a-aminés [150]. Certains acides a-

aminés sont utilisés dans les plantes comme moyen de défense contre les herbivores [151].

2.2. Les meéetabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés qui ne jouent aucun role fondamental
dans le maintien des processus vitaux des plantes, mais ils sont importants pour que la plante
interagisse avec son environnement [152]. Les plantes se protégent en produisant des
métabolites secondaires qui défendent la plante contre une variété d’herbivores et de
microorganismes pathogenes, ainsi que contre divers types de stress environnementaux [153].
Ils sont largement utilisés a des fins médicales, pharmaceutiques ou agricoles [154]. Les
métabolites secondaires peuvent étre classés en 4 groupes chez les plantes : les alcaloides, les

terpénoides, les saponines et les composés phénoliques.
2.2.1. Les alcaloides

2.2.1.1.  Généralités
Les alcaloides sont un groupe de composés chimiques naturels existant dans une grande
variété d’organismes, y compris les plantes. Ils sont principalement impliqués dans la défense
des plantes contre les herbivores et les agents pathogénes [155]. Le nom d’alcaloide vient de
"alcalin" qui a été utilisé pour décrire tout composés contenant de 1’azote. Ils ont un golit amer
et sont souvent des substances optiquement actives, incolores, cristallines ou liquides a la
température ambiante. Au 19¢me siecle, Friedrich Serturner a isolé la morphine et ceci a conduit

a l’isolation et a la découverte des autres alcaloides comme la caféine et la nicotine (Figure 14)

[156].
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Figure 14 : Exemples d’alcaloides
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Aujourd’hui, environ 12000 alcaloides sont connus [157]. La classification des
alcaloides dépend de deux paramétres : la position de I’atome d’azote dans la structure (les
différentes fonctions qui en résultent) et la famille de plantes dont ils sont extraits (90% des
alcaloides sont dérivés des plantes). En total, trois grands groupes d’alcaloides sont classifiés

puis divisés en plusieurs sous familles (Figure 15) :

e Les alcaloides vrais dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un
systéme hétérocyclique. La cocaine est le plus connu de cette catégorie.

e Les pseudo-alcaloides ne sont pas dérivés d’acides aminés et comportent un atome
d’azote dans un systéme hétérocyclique. La conine est un pseudo-alcaloide.

e Les proto-alcaloides sont des amines simples, dont 1’azote n’est pas inclus dans un

hétérocycle. Un alcaloide connu de cette classe est I’adrénaline.

O/ OH
H H
9) HO N\ NH
— o)
eV
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Cocaine Adrénaline Conine

Figure 15 : Exemples d’alcaloide vrai (Cocaine), de pseudo-alcaloide (Conine) et de proto-
alcaloide (Adrénaline)

2.2.1.2.  Aspects biologiques

La plupart des alcaloides possédent une action biologique, le plus souvent sur le systéme
nerveux. Les anciens utilisaient des extraits de plantes contenant des alcaloides pour traiter un
grand nombre d’affections, notamment : morsure de serpent ou fievre. Les alcaloides ont
profondément influencé 1’histoire humaine en raison de leur large gamme d’effets
physiologiques et de leur propriétés pharmacologiques [158] ; par exemple, les alcaloides sont
connus pour leurs propriétés myorelaxantes [159]. En plus, ils possedent également des activités
antioxydantes [160] [161], anticancéreuses [162], antimicrobiennes [I58] et anti-
hyperglycémiques [163]. Les alcaloides végétaux purs et isolés et leurs dérivés synthétiques sont
utilisés comme agents médicinaux fondamentaux dans le monde entier pour la production de

produits pharmaceutiques dérivés de plantes [164].
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2.2.2. Les terpénoides

2.2.2.1.  Généralités
Les terpénoides, également connus sous le nom d’isoprénoides, constituent la classe de
métabolites secondaires la plus vaste et la plus répandue, principalement chez les plantes [165].
La majorité de ces composés posseédent des structures cycliques différentes les unes des autres.
Leur différence provient non seulement des groupes fonctionnels mais également de la structure
de leur squelette hydrocarboné. Tous les terpénoides peuvent étre considérés comme dérivés de
I’isopréne (ramifi¢ C5 de base). Selon le nombre d’unités d’isopréne (C5) présentes dans la

molécule, les terpénoides sont classés en :

e Hémiterpénoides

e Monoterpénoides avec 10 atomes du carbone comme le menthol (CioH200).

e Sesquiterpénoides avec 15 atomes du carbone comme le cadinene (CisHz4).

o Diterpénoides avec 20 atomes du carbone comme le cafestol (C20H2303).

o Triterpénoides avec 30 atomes de carbone comme ’hopane (C3oHs2).

o Tétraterpénoides avec 40 atomes de carbone comme la cryptoxanthine (C40Hs60).

e Polyterpénoides un plus grand nombre d’unités d’isoprene.
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Figure 16 : Exemples de terpénoides
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2.2.2.2.  Aspects biologiques

Plusieurs études in vitro, précliniques et cliniques, ont confirmé que les différents
terpénoides contribuent aux différentes activités pharmaceutiques. Des études montrent que les
terpénoides possédent une activité antibactérienne [166]. Les diterpénoides présentent un large
éventail de propriétés pharmacologiques [167] notamment anti-inflammatoires [168],
antivirales et anticancéreuses [169]. Les phénols terpénoides montrent une activité antifongique

[170].

2.2.3. Les saponines

2.2.3.1.  Généralités

Les saponines sont des composés phytochimiques qui peuvent étre trouvés dans la
plupart des légumes et des herbes. Elles font partie des métabolites secondaires et servent de
défense a la plante. Elles sont principalement distribuées dans le régne végétal [171] mais sont
¢galement présentes dans les organismes marins comme le concombre de mer [172]. Les
saponines sont des composés non-volatils et stables au traitement thermique. Le nom saponine
est dérivé du mot latin Sapo, qui signifie savon ; les saponines dans I’eau forment une solution
moussante. L’utilisation multiséculaire de certaines plantes contenant des saponines comme la

saponaire (Saponaria officinalis L.) est due a leur tensioactivité [173].

Les saponines sont composées d’une unité¢ aglycone ou sapogénine liée a une ou
plusieurs chaines glucidiques. La sapogénine peut étre constituée d’un stérol ou d’un triterpene ;
les saponines sont donc classées en deux groupes selon leur sapogénine : les saponines
triterpéniques et les saponines stéroidiennes. Les saponines triterpéniques possedent un
sapogénine a 30 atomes de carbone avec une double liaison qui est habituellement présente
entre le carbone 12 et 13. Le saniculagenine C (C30Hs5004) et le gypsogenine (C30H4604) sont
deux sapogénines triterpéniques (Figure 17). Les saponines stéroidiennes possedent une
sapogénine a 27 atomes de carbone, qui comportent phytostérol. Le furostanole (C27Hs603) et

le spirostanole (C27H4403) sont deux sapogénines stéroidiennes (Figure 18).
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HO HO

Saniculagenine C Gypsogenine

Figure 17 : Exemples de sapogénines triterpéniques

Furostanole Spirostanole

Figure 18 : Exemples de sapogénines stéroidiennes

Les sucres dans la structure des saponines peuvent étre constitués d’une ou plusieurs
chaines osidiques (linéaires ou ramifiées) a des positions différentes sur I’aglycone. Le glucose
et le galactose sont parmi les sucres les plus communs de ces chaines latérales. Une autre
classification de la saponine est basée sur le nombre de sites de la sapogénine qui se sont liés
aux oligosaccharides. Les monodesmosides n’ont qu’un site de sapogénine qui se lie aux
chaines de saccharides (I’o-hédérine) alors que les bidesmosides posseédent deux sites de

sapogénine qui se lient aux chaines de saccharide (I’hédéracoside C) (Figure 10).
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Les propriétés tensioactives ou détergentes des saponines peuvent étre expliquées
par ’aglycone qui constitue la partie hydrophobe (ou liposoluble) des saponines et les sucres

constituent la partie hydrophile.

L’intérét croissant des saponines qui sont des produits naturels, est da a leurs propriétés
physicochimiques (surfactant) ainsi qu’a leurs activités biologiques (telles que I’activité
anticancéreuse et anti cholestérol). Ceci explique I’émergence des saponines en tant que
composés commercialement importants avec des applications en expansion dans les secteurs

alimentaire, cosmétique et pharmaceutique [174].

2.2.3.2.  Aspects biologiques

De nombreuses espéces de plantes a forte teneur en saponine sont utilisées en médecine
traditionnelle [173]. Selon Newman et al. en 1958 [175] et Malinow et al. en 1977 [176], les
saponines réduisent les risques d’accidents cardiovasculaires en raison de leur capacité a
diminuer les taux de cholestérol et de graisse corporelle . De plus, elles possédent des propriétés
pharmaceutiques, elles sont connues pour leur activité anticancéreuse car elles éliminent les
bactéries pathogenes, atténuent le stress oxydatif et inhibent la croissance tumorale [177] [178].
Les saponines peuvent étre directement toxiques pour les cellules cancéreuses [179]. L’effet
anti-inflammatoire et 1’activité antimicrobienne sont les deux autres propriétés

pharmaceutiques importantes des saponines [180] [181].

2.2.4. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules organiques qui sont trés représentées
dans le regne végétal. Ils sont caractérisés par des composés aromatiques portant un groupe
hydroxyle comme les phénols simples ou plusieurs groupes hydroxyles comme les
polyphénoles. Les acides polyphénoliques, les flavonoides et les tanins font partis de la famille

des composés polyphénoliques [182] (Figure 19).
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Figure 19 : Famille des composés phénoliques

2.2.4.A. Les acides phénoliques et polyphénoliques

2.24.A4.1. Généralités

Les acides phénoliques (ou acides phénolcarboxyliques) sont les principaux composés
phénoliques produits par les plantes. Ces composés posseédent un cycle phénolique et au moins
une fonction acide carboxylique. Ils sont une sous-classe de la catégorie des composés
phénoliques, présents dans les plantes sous forme d’esters ou de glycosides conjugués a d’autres
composés naturels tels que les flavonoides, les alcools, les acides gras hydroxylés, les stérols et
les glucosides. Ils sont présents sous forme d’aglycones libres et liés sous forme conjuguée,
souvent avec un hydrate de carbone [183]. Selon le nombre d’unités de carbone de la chaine

latérale liées au cycle phénolique, les acides phénoliques peuvent étre divisés en composés
C6-C3,C6—-C2etCo6-Cl.

Un groupe important mais souvent négligé des acides phénoliques correspond aux
dérivés de I’acide hydroxycinnamique ou 1’acide coumarique (C6 — C3), que I’on trouve dans
presque toutes les plantes et qui font donc partie intégrante de notre régime [184]. Le principal

acide hydroxycinnamique est 1’acide férulique (Figure 21).
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Les acides hydroxybenzoiques (C6 — C1), sont une autre classe d’acides phénoliques
relativement courants dans les plantes [185]. Dans 1’alimentation, les 2 principaux acides

hydroxybenzoiques sont I’acide vanillique et I’acide salicylique (Figure 21).

o O

Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 20 : Molécules de base permettant la synthese d’acides phénoliques
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Figure 21 : Exemples d’acides phénoliques

Les acides polyohenoliques possedent un cycle phénolique avec plus qu'un group
hydroxyle et au moins une fonction acide carboxylique. Ils sont également une sous-classe de
la catégorie des composés phénoliques. Comme les acides phénoliques, ils sont classifiés en

deux groupes suivants :

- Les dérivés de I’acide hydroxycinnamique comme 1’acide caféique et I’acide
chlorogénique (Figure 22).

- Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique comme 1’acide gallique (Figure 22).
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Figure 22 : Exemples d’acides polyphénoliques

2.2.4.4.2. Aspects biologiques

De nombreux effets biologiques de ces composés ont déja été signalés, tels que des
propriétés anti-inflammatoires [ 186], antivirales, antibactériennes [187], anti-radicalaires [188]
et anti-carcinogénes. Les polyphénols sont trés importants en raison de leurs effets bénéfiques
sur la santé. Ils agissent en tant qu’antioxydants naturels et ont plus d’intérét en tant
qu’anticarcinogene, ils sont utilisés pour la prévention et le traitement des cancers [189].
D’autre part, leur effet inflammatoire est prouvé [190]. Les industries agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique utilisent également les polyphénols comme additifs [191] [192].
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2.2.4.B. Les flavonoides

2.24.B.1. Généralités
Les flavonoides fournissent une grande partie de 1’ardme et de la couleur des fruits et
légumes. Plus de 5000 flavonoides différents ont été¢ décrits dans la littérature [193]. Les
flavonoides appartiennent a un groupe de substances naturelles aux structures phénoliques

variables et se trouvent dans les fruits, les [égumes, les céréales, 1’écorce, les racines, les tiges

et les fleurs [194].

En 1930, une nouvelle substance a été isolée a partir d’oranges, elle a été nommée
vitamine P. Quand il est devenu évident que cette substance était un flavonoide (rutine), des
recherches ont commencé pour tenter d’isoler les différents flavonoides et étudier leurs
propriétés [195]. Les flavonoides possédent un squelette de base phényl-benzopyrone en C15.
Ils désignent une série de composés dans lesquels deux cycles benzéniques (les cycles A et B)
sont reliés 1’'un a 1’autre par 3 atomes de carbone. Selon la position relative des deux cycles
aromatiques C6 (les cycles A et B), il existe deux familles d’isoméres naturels : les

isoflavonoides et les néoflavonoides (Figure 23).

o)
O
C
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Isoflavonoides Néoflavonoides

Flavonoides

Figure 23 : Flavonoides et ses isomeres naturels

Les flavonoides peuvent étre regroupés en différentes classes (Figure 24), telles que les
les flavanols (flavan-3-ol, flavan-4-ol et flavan-3,4-diol), les flavanones, les flavanonols, les
flavones et les flavonols. Les flavonols et les flavones sont caractérisés par une structure plane
en raison d’une double liaison dans le cycle aromatique central (C). Les flavonoides sont

souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et / ou 5°. Généralement, un ou plusieurs de ces
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groupes hydroxyles sont méthylés, acétylés, prénylés ou portent un sulfate. La plupart des
flavonoides présents dans les plantes sont liés aux sucres (glycosides), bien qu’ils se retrouvent

parfois sous forme aglycone. Les anthocyanidines sont des sels de flavonoides (flavylium).
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Figure 24 : Différentes classes des flavonoides

2.2.4.B.2. Aspects biologiques

Les flavonoides ont un potentiel élevé d’activité biologique. Les effets thérapeutiques
supposés de nombreux médicaments traditionnels peuvent étre attribués a la présence de
flavonoides. On suppose que les effets biologiques et surtout pharmacologiques des flavonoides
résultent principalement de deux propriétés, I’une inhibe certaines enzymes et I’autre manifeste
une activité antioxydante [196]. La propriété la plus étudiée des flavonoides est leur capacité a
agir en tant qu’antioxydants par le piégeage des radicaux libres, surtout ceux qui dérivent de

I’oxygeéne [197] [198].
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Les flavonoides possédent aussi des effets anticancéreux et antitumoraux [199] [200].
Les systémes expérimentaux in vitro ont également révélé que les flavonoides possedent des
propriétés anti-inflammatoires, antiallergique, antihémorragiques et hépatoprotecteurs [201]
[202]. Des études épidémiologiques suggerent un role protecteur des flavonoides alimentaires
contre les maladies coronariennes. L’association entre la consommation de flavonoides et les
effets a long terme sur la mortalité a été étudiée et il a été¢ suggéré que la consommation de
flavonoides est inversement corrélée a la mortalité par maladie coronarienne [203]. L’activité
antivirale des flavonoides a ét¢ démontrée dans une étude par Wang et al. en 1998 [204] et
aujourd’hui, en raison de la propagation du VIH, les recherches sur I’activité antivirale des

flavonoides porte principalement sur ce virus.

2.2.4.B.3. Les anthocyanidines

Les anthocyanidines sont des flavonoides qui portent une charge positive sur 1’oxygene
de I’hétérocycle central, cette charge peut étre délocalisée par effet mésomere sur la majeure
partie du squelette du flavonoide. IIs représentent une sous-classe des flavonoides. Ce sont des
pigments naturels, basés sur la structure de I’ion flavylium. Ils se trouvent dans les feuilles, les
pétales et les fruits tels que la myrtille, la mire, la cerise, le raisin noir, I’orange sanguine et la
prune. Les anthocyanidines jouent un role important dans la protection de la plante contre les
rayons UV [205]. Leurs dérivés hétérosides sont appelés anthocyanes, anthocyanosides ou
encore anthocyanines et plus de 540 pigments d’anthocyanines ont été identifiés dans la nature
[206]. La cyanidine, la delphinidine, la pétunidine et la malvidine sont les anthocyanidines les

plus connus (Figure 25).

Pétunidin Malvidin

Figure 25 : Exemples d’anthocyanidines
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2.2.4.B 4. Les chalcones et les aurones

D’autres composés naturels possédant une structure C6-C3-C6 sont considérés comme

des flavonoides mineurs, ce sont les chalcones et les aurones (Figure 26).

Les aurones sont des composés naturels ou synthétiques, elles sont isomeres aux

flavones et donnent une couleur jaune vif aux plantes dans lesquelles elles se produisent [207].

La chalcone est une cétone aromatique, c’est une molécule a chaine ouverte portant deux
cycles aromatiques liés par un fragment énone a trois carbones. Les variétés de chalcone
appelées chalconoides sont des composés biologiques importants. Nombre de ces molécules
présentent des activités biologiques bénéfiques, notamment des propriétés antibactériennes

[208], anti-inflammatoires [209], anti-tumorales [210] et antimutagénes [211].

(@]
Chalcone Aurone

Figure 26 : Structure générale d’une chalcone et d’une aurone

2.2.4.C. Les tanins

2.24.C.1. Généralités

Le groupe de composés phénoliques appelés tanins se distingue nettement des autres
composés phénoliques végétaux secondaires par leur activité chimique et leur activité
biologique. Les tanins sont largement présents dans différentes parties des plantes ; ils jouent
un role important dans la protection de la plante contre la prédation (y compris sous la forme
de pesticides) et peuvent aider a la croissance des plantes. Haslam a substitu¢ en 1989 le terme
polyphénols au terme tanins [212]. Donc, ils sont considérés comme des polyphénols en raison
du grand nombre de groupes phénoliques dans leurs structures [213]. Les tanins peuvent étre

classés en fonction de leurs structures chimiques ou de leur solubilité en milieu aqueux.
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Selon la structure des tanins, ceux-ci sont classés en proanthocyanidines (ou tanins

condensés), en tanins hydrolysables, en tannins complexes et en phlorotannins.

e Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont non hydrolysables, ce sont des
polymeres de dérivés flavonols, ils sont constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre
elles par des liaisons C-C, leur poids moléculaire peut varier de 3000 a plus de 30000
[214]. L’un des tanins condensés qui est un dimer de flavan-3-ols est la procyanidine
A1l (Figure 27).

e Les tanins hydrolysables (décomposables dans 1’eau, avec laquelle ils réagissent pour
former d’autres substances) sont des acides phénoliques liés a un saccharide par un lien
ester (donc hydrolysable). Ce sont des composés polyphénoliques de poids moléculaires
compris entre 500 et plus de 3000 [214]. Les tannins hydrolysables sont :

- Les gallotanins : Ils sont formés autour d’un sucre comportant plusieurs liaisons
esters avec des acides galliques, le phénol 1i¢ a un résidu sucré est I’acide gallique.

- Les ellagitanins : Ils sont formés d’au moins deux unités d’acide gallique C-C
couplées entre elles (I’acide hexahydroxydiphénique).

e Les tanins complexes: Ils sont formés par une unité gallotanin ou ellagitanin

comportant une liaison glycosidique.

e Les phlorotannins qui se trouvent dans les algues marines comme le fucodiphlorethol G

[215] (Figure 27).

OH
HO OH
OH
OH
HO L OH OH
HO 0 OH
o HO o
HO oH
HO
OH

Procyanidine A1l Fucodiphlorethol G

Figure 27 : Exemples des tanins condensés et des phlorotannins
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2.2.4.C.2. Aspects biologiques

Les recherches montrent que certains cancers, tels que le cancer de 1’cesophage, sont liés
a la consommation d’aliments riches en tanins, suggérant que les tanins pourraient étre
cancérogenes [216]. Cependant, le potentiel anticancéreux et antimutageénes des tanins peuvent
étre liés a leur propriété antioxydante, qui est importante pour la protection des dommages
oxydatifs cellulaires [217]. Les activités antimicrobiennes des tanins sont également détaillées

dans la littérature [218] [219].

3. Activité antioxydante

Les radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygene (ROS) ou les espéces réactives
de I’azote (RNS) sont des molécules hautement réactives qui sont générés par les processus
cellulaires normaux, les contraintes environnementales et 1’irradiation UV. Les radicaux libres
réagissent avec les composants cellulaires, I’ADN, les glucides, les protéines et les lipides et
causent divers troubles dégénératifs, tels que la mutagenese, la carcinogenese, les troubles

cardiovasculaires et le vieillissement [220].

Les antioxydants sont des composés qui inhibent I’oxydation et combattent les radicaux
libres en intervenant sur le déroulement du processus oxydatif, & savoir I’initiation, la
propagation et la terminaison [221]. Les défenses endogenes contre les radicaux libres ne
suffisent pas pour rétablir la balance homéostasique, d’ou la nécessité d’un apport
d’antioxydants complémentaires a 1’aide d’un régime alimentaire ou pharmaceutique.
Cependant, certains antioxydants synthétiques sont suspectés de présenter des effets négatifs
sur la sant¢ humaine. Par conséquent, consommer des antioxydants provenant de matrices

alimentaires est la meilleure facon de rétablir I’homéostasie [222].

De nombreuses sources d’antioxydants d’origine végétale ont été étudiées ces dernicres
années. Il est important d’identifier les antioxydants contenus dans les aliments afin d’évaluer
leur efficacité a nous protéger contre les dommages oxydatifs. Parmi les différentes méthodes
qui permettent d’évaluer 1’activité antioxydante [223], il existe deux dosages couramment
utilisés, celui du radical-cation de I’ABTS™ (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acide)) et celui du radical du DPPH" (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) [224].
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3.1 Dosage du radical-cation de ’ABTS""

Le test ABTS™ peut étre utilisé pour déterminer la capacité antioxydante totale de
fluides biologiques, de cellules et de tissus. Il peut également étre utilisé pour doser 1’activité
antioxydante de substances naturelles issues de matrices végétales ou de composés synthétiques
destinés a étre utilisés comme compléments alimentaires. La méthode peut étre utilisée pour
une large gamme de pH. De plus, le radical ABTS™" est stable et soluble dans I’eau et les
solvants organiques, ce qui permet de déterminer la capacité antioxydante des composés

hydrophiles et lipophiles.

La méthode consiste a produire le radical cationique ABTS™" par oxydation du sel ABTS
a I’aide du AAPH (chlorhydrate de 2,2’-azobis (2-amidinopropane)) (Figure 28). La solution
de ’ABTS™ avec la couleur bleu/vert a une forte absorption a des longueurs d’onde longues.
La réaction de ce radical sur des antioxydants peut étre facilement observée par la diminution

de I’absorbance de la solution a 735 nm [225].

L’évaluation de I’activité antioxydante avec le test de ’ABTS"" est basée sur le contrdle
spectrophotométrique de la réduction du radicale de ’ABTS™" par réaction énergique avec des
molécules capables de donner des atomes d’hydrogene ou des électrons, tels que des composés
phénoliques. Pendant cette réaction, par piégeage d’un proton de ’antioxydant par I’ ABTS™,
le radical cationique se réduit en cation ABTS™ (une solution incolore). Différents antioxydants
tels que le trolox ou la vitamine C peuvent étre utilisés comme étalon. En construisant une
gamme ¢étalon puis en rapportant 1’absorbance de échantillon sur la courbe d’étalonnage, la
capacité antioxydante de I’échantillon est déterminée en milligrammes d’équivalent d’étalon
par gramme de matériel séche [226]. Le Figure 28 montre le mécanisme de la réaction

I’ABTS™ avec le trolox.
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ABTS : sel d’ammonium de 1’acide 2,2"-azinobis (3-éthylbenzothiaziline-6-sulfonate)
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Figure 28 : Réaction entre I’ABTS™ et le trolox
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3.2. Dosage du radical du DPPH

La méthodologie DPPH a été développée par Brand-Williams et al. en 1995 [227]. Le
DPPH" est caractérisé comme un radical libre stable en raison de la délocalisation de I’électron
de réserve sur la molécule, de sorte que les molécules ne dimérisent pas, comme ce serait le cas
avec la plupart des autres radicaux libres. La délocalisation donne également lieu a la couleur
violette foncée, caractérisée par une bande d’absorption dans une solution d’éthanol centrée

autour de 520 nm [228].

En présence de composés capables de transférer un électron ou de donner un hydrogéne,
au cours d’une réaction de réduction-oxydation, le DPPH" se réduira avec la perte de cette
couleur violette (Figure 29). Le DPPH" est utilisé actuellement pour mesurer I’activité
antioxydante des composées. L’antioxydant (comme trolox) va réagir avec le DPPH", en lui
transférant un radical hydrogéne H'. En mesurant 1’absorbance de la solution, 1’activité
antioxydante sera évaluée sur la courbe d’étalonnage et les résultats seront exprimés en

milligrammes d’équivalent de trolox par gramme de matiere seche.

. Trolox H
N—N NO, N > N—N NO,
0.
OH
HO
DPPH’ (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) DPPHH
(Violette foncé) (Incolore)

Figure 29 : Réaction entre le DPPH" et le trolox
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4. Production de poudres

4.1. Brovage et tamisage

Le broyage et le tamisage de maticres seéches sont des méthodes connues pour la
production de poudres de granulométrie définie généralement employés dans les industries

agroalimentaires, pharmaceutiques ou en cosmétique.

Les avantages du broyage et du tamisage sont :

e La création de particules, en effet, c’est une opération qui consiste a fractionner un
solide entrainant une augmentation de la surface spécifique du solide. L’augmentation
de la surface spécifique a pour effet d’accroitre la réactivité physique, chimique ou
enzymatique des particules [229].

e Le broyage, en détruisant la matrice végétale, favorise la libération des métabolites se
trouvant dans des vacuoles ou dans des vésicules qui sont protégées par la membrane
cellulaire constituée de macromolécules tels que les polysaccharides.

e Le tamisage permet de sélectionner une taille de particules définie dans laquelle les

métabolites d’intérét sont concentrés.

L’énergie utilisée pour fractionner le solide entraine une élévation de température ce qui
peut induire un risque de dégradation des métabolites sensibles a la température. Pour cela, des
parameétres spécifiques ont été utilisés pour préserver les produits actifs tels que le temps et la
vitesse de broyage [230] [231]. En effet, un des inconvénients majeurs du broyage est le risque

de dégradation des métabolites.
4.1.1. Broyage

I1 existe plusieurs méthodes de broyage telles que : la compression, I’impact, 1’attrition
ou la découpe. Dans le cas du broyage de végétaux deux catégories peuvent étre différenciés :
le broyage classique et la micronisation.

- Le broyage classique implique des broyeurs a marteaux, a disques ou a broches, ce qui
permet d’obtenir des poudres dont la taille de particules peut varier de quelques microns a

plusieurs millimeétres.
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- La micronisation implique des broyeurs a billes, a jet ou encore a haute pression ce qui

permet d’obtenir des poudres dont la taille de particules est inférieure a 10 pm [232].

Les poudres sur lesquelles cette étude porte sont produites de maniére classique par un

broyeur a disque.
4.1.2. Tamisage

Le tamisage est une technique utilisée pour fractionner un mélange pulvérulent en
fonction de la granulométrie. La technique du tamisage est utilisée depuis longtemps néanmoins
peu d’études y sont consacrées. Zhao et al. en 2015 [233] ont décrit I’effet positif du broyage

et du tamisage sur les propriétés phytochimiques du riz.

Le tamis est un dispositif composé soit : d’un écran tissé en métal dont la dimension des
mailles est fixée, soit d’un cyclone centrifugeur a vitesse variable. Dans ce dernier cas, les

particules sont triées en fonction de leur masse.

4.2, Pulverisation et tamisage différentiel controles (PTC)

La procédure PTC est décrite dans le brevet ‘PCT/FR2011/000561° [234]. Le procédé
PTC est une nouvelle méthode qui permet le fractionnement des poudres des plantes afin
d’extraire par voie seche les ingrédients actifs présents dans les différents organes des plantes.
La différence entre cette méthode et les méthodes anciennes est que le PTC est une méthode
d’extraction a sec sans utiliser de solvant. Il peut également étre utilisé en tant que méthode

d’assistance a I’extraction pour obtenir une gamme plus étendue d’ingrédients actifs.

Dans cette procédure, lors de la mise en ceuvre du procédé, I’organe de la plante subit
tout d’abord une dessiccation qui conduit a 1’obtention d’un produit sec par élimination de 1’eau
ou tout autre fluide présent dans le composé. Ensuite, le produit sec est pulvérisé pour
individualiser ses constituants sous forme de micro/nanoparticules. Enfin, le tamisage
différentiel contrdlé du produit permet de séparer les microparticules en fonction de leur taille
granulométrique. Récemment, cette procédure a connu un regain d’intérét en raison de la
volonté croissante de développer des technologies d’extraction écologiques d’ingrédients

naturels sans aucun solvant [235][229].
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5. Méthodes d’extraction

Pendant de nombreuses années, les plantes ont été utilisées a des fins médicinales. Les
papyrus égyptiens décrivent des milliers de recettes montrant que les huiles essentielles sont
utilisées a des fins médicinales et cosmétiques. Un manuscrit chinois décrit plus de 2000 herbes

utilisées encore de nos jours [236].

Actuellement, compte tenu des contres effets liés a ’utilisation des médicaments de
synthése, il y a une augmentation de 1’intérét vis-a-vis des remedes naturels et de 1’utilisation
des plantes pour leur intérét médicinal. Pour atteindre les substances d’intérét, 1’extraction est

la premicre étape expérimentale, elle joue un role important sur les résultats finaux [237].

Le rendement d’extraction des métabolites a partir de matiéres végétales reposent
principalement sur le choix approprié de la méthode d’extraction. L’extraction peut se faire en
fonction de différents paramétres selon les molécules ciblées. Les principaux facteurs, qui
affectent le processus d’extraction en fonction du type de métabolites, sont : le solvant employé,
la température, la pression et la durée d’extraction [238]. Par ailleurs, la polarité du composé

cible a extraire est 1’un des parameétres importants pour le choix de la méthode d’extraction.

Les métabolites dans les maticres végétales peuvent étre obtenus en extrayant différents
organes de plantes fraiches ou séchées tels que les feuilles, les fleurs, les graines, les racines et
les écorces. Les méthodes d’extraction des métabolites peuvent étre classées en deux
catégories : les méthodes dites conventionnelles (ou classiques) et celles plus récentes qui

respectent « la chimie verte » dites non conventionnelles.

5.1. Les meéethodes d’extraction conventionnelles

Les méthodes d’extractions conventionnelles (ou classiques) sont basées sur une
opération de séparation solide — liquide : un objet solide est mis en contact avec un fluide liquide
(ou gazeux). Les composants d’intérét du solide sont transférés par solubilisation dans le fluide.
Les méthodes d’extractions conventionnelles ont plusieurs inconvénients tels que : les
résistances de transfert de masse dans des milieux hétérogenes [239] ou les difficultés
rencontrées lors de I’élimination du fluide qui risque d’entrainer la perte de composés volatils

[240].
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Cependant, malgré ces inconvénients, les techniques d’extraction conventionnelles
demeurent des procédures d’extraction couramment utilisées. Pendant de nombreuses années,
les techniques conventionnelles ont été largement acceptées, principalement en raison de leur
facilité d’utilisation, de leur efficacité et de leur applicabilité étendue [241]. Les procédures
générales d’extraction classiques solide - liquide sont : la macération, 1’hydrodistillation et le
Soxhlet. Pour augmenter le rendement d’extraction, ces méthodes peuvent étre combinées entre

elles.
5.1.1. La macération

La macération est une technique trés ancienne d’extraction de principes actifs de
diverses matrices, elle est encore treés usitée car son application est simple et économique. La
technique consiste a laisser reposer un solide (le matériel végétal) dans un liquide (eau, huile,
alcool, etc.) pendant un certain temps. En fonction de la nature chimique des composés a
extraire, les parameétres suivants : la taille des particules, le solvant et le temps d’extraction sont

sélectionnés [242].

La macération est une technique d’extraction qui est conduite a la température ambiante,
donc, cette méthode est moins susceptible d’entrainer la dégradation des métabolites
thermolabiles [243]. Pour augmenter le contact entre le matériel végétal et le solvant afin
d’augmenter le rendement d’extraction, il est nécessaire de couper la plante en petits morceaux ;
la meilleure fagon est de broyer la plante seche afin d’augmenter la surface spécifique pour un

meilleur échange soluté/solvant [244].

Malgré cet avantage, la méthode présente plusieurs inconvénients tels que : une étape
de filtration du mélange, un temps d’extraction long, une grande quantité de solvant [245]. De
plus, certains métabolites peuvent ne pas €tre extraits efficacement s’ils sont peu solubles a la

température ambiante.
5.1.2. L’hydrodistillation

Une autre méthode permettant d’extraire les produits actifs du matériel végétal est
I’hydrodistillation. C’est une méthode trés efficace pour I’extraction des huiles essentielles et

des composés odorants de la maticre végétale [246].
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Lors de I’extraction par hydrodistillation, les processus physicochimiques qui se
produisent sont : I’hydrodiffusion qui correspond a la pénétration de 1’eau bouillante dans le
matériel végétal, ’hydrolyse des parois cellulaires ainsi que leur décomposition par la chaleur,
conduisant a la libération de I’huile essentielle du tissu végétal. Le mélange de vapeur d’eau et
d’huile est ensuite condensé¢ par refroidissement indirect. Le distillat s’écoule dans un

séparateur, dans lequel I’huile est automatiquement séparé de ’eau distillée [247].

Parmi les avantages de cette méthode, il y a I’utilisation simplement de 1’eau comme
solvant d’extraction et la possibilité de la réaliser avant ou apres la déshydratation de la plante.
Les principaux inconvénients de I’hydrodistillation sont que la température élevée peut
provoquer une dégradation partielle ou totale des constituants naturels, que certains composés
peuvent étre partiellement hydrolysés et que des substances sensibles telles que les aldéhydes

ont tendance a polymériser [248].
I1 existe un autre type d’hydrodistillation : la distillation directe a la vapeur.

La distillation directe a la vapeur est le processus de distillation du matériel végétal
avec de la vapeur produite a I’extérieur de 1’alambic dans un générateur de vapeur. Par rapport
aux deux autres processus, pour établir cette méthode, des dépenses en capital beaucoup plus

¢levées sont nécessaires [249].

5.1.3. Le Soxhlet

La méthode bien connue d’extraction par Soxhlet a été proposée pour la premiere fois
en 1879 par le chimiste agricole allemand, Franz Ritter von Soxhlet pour I’extraction de lipides
[250]. Cette méthode d’extraction est utilisée depuis longtemps. C’est une méthode classique
d’extraction solide - liquide dans laquelle 1’échantillon est en contact avec une portion de
solvant pur au point d’ébullition du solvant. En fait, c’est une méthode simple dans laquelle, en
répétant plusieurs cycles d’extraction avec un solvant, I’épuisement complet du soluté est

effectué.

Cette méthode présente certains avantages tels que : I’échantillon est mis a plusieurs
reprises en contact avec le solvant pur qui est continuellement distillé, ce qui facilite le

déplacement de I’équilibre de transfert [251]. De plus, cette méthode permet d’utiliser une

51



grande quantité d’échantillon (par exemple 10-30 g) et aucune filtration n’est nécessaire apres

I’extraction.

Les inconvénients les plus importants de 1’extraction par Soxhlet par rapport a d’autres
techniques d’extraction conventionnelle sont: le temps long requis pour [’extraction et
I’utilisation d’une grande quantité de solvant qui est non seulement coliteux, mais qui peut étre
la source de problémes environnementaux. D’autre part, la méthode est réalisée au point
d’ébullition du solvant sur de longues périodes, ce qui peut entrainer la décomposition
thermique des espeéces thermolabiles cibles. En outre, un dispositif Soxhlet conventionnel ne

fournit aucune agitation, ce qui aiderait a accélérer le processus [252].

5.2. Les technologies vertes

Les tendances récentes en maticre de techniques d’extraction se sont largement
concentrées sur I’innovation technologique et le développement de nouvelles méthodologies
d’extraction qui s’inscrivent dans une démarche de « chimie verte » ainsi que dans le respect
de I’environnement. L’extraction verte est basée sur la conception de procédés d’extraction qui
réduisent la consommation de solvants organiques toxiques ainsi que la consommation
d’énergie et qui garantissent un haut rendement d’extraction. Le but principal de 1’extraction
verte est d’extraire les substances actives stockées dans les matrices végétales en diminuant le
plus possible le nombre d’étapes permettant d’atteindre les molécules d’intérét exploitables

dans les secteurs de 1’agroalimentaire, la cosmétique et la pharmaceutique [253].

Aujourd’hui, les méthodes classiques peuvent étre assistées par micro-ondes ou
d’ultrasons afin d’augmenter leur rendement d’extraction [254] [255]. Par ailleurs, une nouvelle
procédure d’extraction des métabolites secondaires, basée sur la Pulvérisation et le Tamisage

Différentiel Controlé (PTC) a été récemment mise en place [1].
5.2.1. Extraction assistée par micro-ondes

Des études préliminaires réalisées a la fin des années 1980 a 1’aide de fours domestiques
ont montré le grand potentiel d’extraction des micro-ondes [256]. L’extraction assistée par
micro-ondes, considérée comme une extraction verte, est largement utilisée et est efficace pour

la préparation des extraits lors de leur analyse [257].
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La nature du solvant est d’une importance primordiale dans cette méthode. Comme avec
d’autres techniques, le solvant (ou le mélange de solvants) devrait solubiliser efficacement les
analytes d’intérét sans extraire le matériau de la matrice (extraction sélective). De plus, les
propriétés d’absorption des micro-ondes du les solvants sont d’une grande importance car un

chauffage suffisant est requis [256].

Cette technique présente plusieurs avantages, tels qu’une faible consommation de
solvant, une durée d’extraction trés courte (généralement comprise entre quelques secondes et
quelques minutes) et un rendement d’extraction élevé [258]. Les résultats obtenus par cette
méthode, montrent que le rayonnement micro-ondes ne provoque aucune dégradation des
composés extraits [259], mais ’¢lévation de température conduit a une dégradation ou une
oxydation de certains composés actifs. Le but principal dans ce type de procédure d’extraction

est de réduire sa durée [260].
5.2.2. Extraction Assistée par Ultrasons (EAU)

L’utilisation des ultrasons pour améliorer le rendement d’extraction est une technique
qui a débuté dans les années 1950 [261]. Depuis lors, différents articles ont été publiés sur

I’extraction assistée par ultrasons de différentes matrices végétales [262] [263].

Le procédé EAU implique I’utilisation d’ultrasons allant de 20 kHz a 2 000 kHz. L’effet
mécanique de la cavitation acoustique augmente la perméabilité des parois cellulaires ainsi que
le contact entre les solvants et les échantillons. En effet, les ultrasons agissent directement sur
la cellule de la plante pour libérer les métabolites [264]. La procédure est une technologie
simple et relativement peu colteuse qui facilite 1’extraction par solvant lors d’extractions
phytochimiques a petite ou a grande échelle [252]. Il a été démontré que les ultrasons optimisent
I’extraction des métabolites en réduisant la consommation de solvant et en augmentant les

rendements d’extraction [265] [266].

Le choix de la fréquence des ultrasons dépend de la nature du métabolite a extraire. Il a
été étudié qu’en utilisant des ultrasons a haute fréquence, le rendement d’extraction n’a pas
augmenté de maniere significative, mais le risque de dégradation des métabolites a été réduit.
D’autre part, I'utilisation d’une énergie ultrasonore supérieure a 20 kHz peut avoir un effet

négatif sur les composés phytochimiques actifs en raison de la formation de radicaux libres. Par
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exemple, la sonication de I’eau entraine la formation de radicaux hydroxyles hautement réactifs

qui peuvent se combiner pour former du peroxyde d’hydrogene [267] [254].

Des ¢études montrent que les basses fréquences ont tendance a détruire les alcaloides.
Cet effet est utilisé pour I’extraction de composés médicinaux sans étre contaminés par les

alcaloides [261].
5.2.3. PTC

Le procédé de Pulvérisation et Tamisage Différentiel Controlé (PTC) pour I’extraction
de principes actifs d’origine végétale est une nouvelle méthode d’extraction, comme le montre
les derniers travaux de Becker et al. en 2016 [229] et Zaiter et al. en 2016 [235]. Le PTC est un
technique d’extraction verte qui se fait par voie séche, sans utiliser de solvants [268]. Le
broyage du matériel végétal séché est réalisé afin de le pulvériser finement pour concentrer les
métabolites dans les poudres résiduelles. En fait, le but de la procédure PTC est d’enrichir en

métabolites différentes fractions des poudres [1].

6. Extraction des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre extraits a partir d’échantillons de plantes
fraiches, congelées ou séchées. Avant extraction, le matériau est prétraité par broyage, séchage
et homogénéisation. Le rendement de I’extraction des métabolites secondaires est lié aux

caracteres des composés et des solvants.

6.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont extraits en traitant le matériel végétal avec des solutions alcalines,
puis effectuant ’extraction dans des solvants organiques comme le chloroforme, le benzéne, le

1,2-dichloroéthane, I’éther diéthylique et etc. [256].

L’extraction des alcaloides avec les solvants ioniques est plus efficace. Une nouvelle
méthode d’extraction des alcaloides avec extraction de paires d’ions a été publiée par Bugatti
etal. en 1991 [269]. Ces dernieres années, les liquides ioniques ont montré un potentiel en tant

que solvants pour ’extraction d’alcaloides [270]. L’extraction assistée par ultrasons (EAU) ou

54



I’extraction assistée par micro-ondes, en utilisant des liquides ioniques comme solvant, sont les
techniques d’extractions utilisées pour les alcaloides avec des temps d’extraction courts et un

meilleur rendement [261] [271] [272].

6.2. Les terpenoides

Les terpénoides se présentent généralement sous forme de mélanges complexes et
peuvent étre extraits de la source naturelle par une grande variété de méthodes. Pour I’extraction
des terpénoides, les plantes sont généralement séchées, broyées puis extraites dans un Soxhlet
ou laissées a macérer a température ambiante [165]. En général, 1’extraction des terpénoides a
partir de matieres végétales est effectuée par extraction successive par solvant en considérant
la polarité des terpénoides d’intérét ou par séparation liquide - liquide a partir d’un premier
extrait acétonique ou alcoolique [273]. Les huiles essentielles sont couramment extraites par
hydrodistilation ou par une distillation a la vapeur [274] [275]. Les études montrent également
des extractions efficaces des huiles essentielles par les méthodes vertes comme 1’extraction par

micro-ondes sans utilisation les solvants [276] [277].

6.3. Les saponines

En général, les techniques d’extraction des saponines sont regroupées en deux
catégories : des technologies conventionnelles et des technologies vertes. Avant la méthode
moderne, ’extraction des saponines étaient effectuée dans un appareil de Soxhlet ou
simplement par macération en utilisant un solvant polaire ou des solvants de polarités
croissantes (méthanol/eau). En extrayant avec un mélange eau/butanol (extraction liquide-
liquide), la phase butanol obtenue contient les saponines [278]. Les technologies vertes les plus
utilisées pour ’extraction des saponines sont I’extraction assistée par ultrasons et I’extraction

assistée par micro-ondes [279] [280] [281].

6.4. Les composes phenoliques

Les études montrent que les solvants polaires comme le méthanol sont plus efficaces
pour I’extraction des composés phénoliques de poids moléculaire inférieur, tandis que 1’acétone

en solution aqueuse convient mieux a I’extraction des polyphénols de poids moléculaire €levé.
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De plus, en utilisant des solvants organiques purs, les acides phénoliques trés polaires
ne peuvent pas €étre extraits complétement. Dans certains cas, des mélanges alcool/eau ou
acétone/eau sont suggérés. Au cours du processus d’extraction des composés phénoliques, il
convient d’éviter les températures élevées afin de limiter le risque de dégradation des molécules
telles que les anthocyanes, I’extraction est généralement effectuée a des températures allant de

20 °Ca 50 °C [282].

Il existe de nombreuses études sur les méthodes d’extraction des polyphénols : les
méthodes classiques, les méthodes modernes [283] et leur combinaison. D’autres études portent
sur la comparaison du rendement d’extraction entre ces méthodes [284]. En comparant les
méthodes conventionnelles et les méthodes vertes, on peut observer que les méthodes
d’extractions assistées par micro-ondes et les méthodes d’extraction assistées par ultrasons sont
considérées comme des techniques beaucoup plus efficaces. De plus, elles montrent un plus

grand potentiel et de meilleurs rendements pour 1’extraction des polyphénols [285].
6.5. Les tanins

Les espéces végétales, le type de tissu végétal, la teneur en humidité et les conditions
d’extraction ont une influence déterminante sur I’extraction des tanins [286]. La plupart du
temps, une seule étape d’extraction n’est pas suffisante pour une extraction compléte des tanins

et il convient de combiner les différentes méthodes [287].

I1 est nécessaire de choisir le meilleur solvant d’extraction pour les tanins en fonction
de I’hydrosolobilité de ceux-ci. Lorsque les tanins hydrolysables sont extraits, il convient
d’éviter les solvants alcooliques en raison de la substitution rapide des groupes hydroxyle pour
former les esters de gallate correspondants. D’apres les études, sur I'utilisation des différents
solvants et des procédures d’extraction des tanins condensés et hydrolysables, il a été constaté
que le mélange acétone/eau (rapport 70/30) était un agent d’extraction plus efficace que les

solvants alcooliques, méme lorsque ces derniers €taient acidifiés ou chauffés [288] [238].

La température d’extraction est également un parameétre important, car les tanins
hydrolysables se décomposent facilement a des températures supérieures a 50 °C [289]. Par
contre, Ping et al. en 2011 [290] ont rapporté que dans le cas des tanins condensés,

I’augmentation de la température avait un effet significatif sur la croissance du rendement
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d’extraction. Les méthodes conventionnelles telle que la macération et le Soxhlet sont utilisées
pour I’extraction des tanins [288]. D’autre part, des études montrent également de meilleur

résultats lors du remplacement des méthodes anciennes par les méthodes vertes [291].

7. Chromatographie

La chromatographie est une technique de séparation de composés chimiques, dans un
mélange homogene liquide ou gazeux. Cette méthode est basée sur les différences d’interaction
entre une phase mobile contenant des composés chimiques et une phase stationnaire. La phase
stationnaire est un solide et le mécanisme de la séparation est basé¢ sur une adsorption a
la surface de la phase stationnaire d’un mélange de solutés, suivi d une désorption différentielle

des solutés entrainés par un ¢éluant.

Les méthodes chromatographiques peuvent étre classées en fonction de la nature des
phases utilisées : la phase stationnaire peut étre solide ou liquide et la phase mobile peut étre
gazeuse ou liquide :

- Chromatographie en phase gazeuse : la phase mobile est appelée gaz vecteur.

- Chromatographie en phase liquide : la phase mobile est appelée ¢luant.

De plus, les méthodes chromatographiques peuvent étre classées en fonction des

phénomenes mis en jeu lors de la séparation.

7.1. Les mecanismes des separations chromatographiques

En considérant la nature de la phase stationnaire et de la phase liquide, aussi bien leur
interaction avec les solutés dans la phase mobile, les mécanismes des séparations

chromatographiques peuvent étre différents.
7.1.1. Chromatographie de partage

Elle est fondée sur la différence de solubilité des substances a séparer dans deux fluides
parfaitement non-miscibles. Dans cette chromatographie, la phase stationnaire est un film
liquide imprégné sur un support solide ou sur une phase organique greffée par liaison covalente.

La phase mobile est aussi un liquide. Le mécanisme de séparation des solutés par cette
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chromatographie est basé sur la distribution d’un soluté entre deux solvants non-miscibles, I’un

aqueux et 1’autre organique [292].
7.1.2. Chromatographie d’adsorption en phase normale ou inverse

Le mécanisme de séparation par chromatographie d’adsorption est basé sur la polarité
de la phase stationnaire et de la phase mobile et sur ’interaction hydrophilique entre chaque

soluté et 1’¢luant [293]. Selon ce concept, deux variantes de colonne sont utilisées :

- Chromatographie en phase normal : la phase stationnaire est polaire, de nature
hydrophile, avec des groupements amine (-NH»), nitrile (-CN), dialcool ou diol
(-(CHOH)-CH20H) greffés sur la silice. La phase mobile est un solvant apolaire, de
nature lipophile comme 1’hexane. Les composés polaires du mélange sont plus retenus
sur la phase stationnaire polaire que les composés apolaires, par conséquent, les
composés apolaires sont €lués plus rapidement.

- Chromatographie en phase inverse : la phase stationnaire est constituée généralement
d’un hydrocarbure apolaire, de nature lipophile, composé de chaines alkyles de C4 a C3o
et de groupements propyle, phényle ou diphényle greffés sur la silice. La phase mobile
est un solvant polaire, tel que I’eau ou le méthanol. Dans ce cas, les composés polaires

sont ¢lués plus rapidement que les composés apolaires.
7.1.3. Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire est un solide possédant des pores uniformes est stocké dans une
colonne et la phase mobile peut étre soit une solution aqueuse, soit un solvant organique. Le
mécanisme de la séparation est réalisé selon la taille ou le poids moléculaire des composés
chimiques. Les molécules de taille supérieure a celle des pores des particules de la phase
stationnaire pénétrent plus difficilement dans les pores ; par contre, les molécules avec une taille
inférieure a celle des pores pénétrent plus facilement. Dans certain cas, I’ordre d’élution suit
généralement la masse moléculaire. Les molécules dont la masse moléculaire est la plus élevée

¢luent en premier [294].
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7.1.4. Chromatographie sur échangeur d’ions

Dans cette méthode, la phase stationnaire est un solide sur lequel sont greffés des sites

anioniques ou cationiques :

- La colonne cationique : la phase stationnaire est constituée d’un polymere organique
greffé avec des groupements acides sulfonique -SOsH (acide fort) ou acide carboxylique
-COOH (acide faible).

- La colonne anionique: la phase stationnaire est greffée avec des groupements

ammonium.

Le mécanisme de séparation est une interaction €lectrostatique (dipolaire) entre les ions
des composés chimiques dissous dans la phase mobile et les ions de la phase stationnaire. La
charge plus élevée portée par une molécule conduit a la retenue par la phase stationnaire. La

désorption se fait en fonction du pH de I’éluant [295].
7.1.5. Electrochromatographie capillaire

Le mécanisme de séparation est un entrainement de la phase mobile dans un champ
¢lectrique le long de colonnes capillaires. C’est une technique hybride de I’¢électrophorese
capillaire et de la chromatographie en phase liquide, qui associe 1’¢lectromigration des ions
dans un champ ¢lectrique comme dans 1’¢lectrophorese et les processus de partage entre phases

comme dans la chromatographie [296].

7.2. Chromatographie en phase liquide a haute performance

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est de nos jours 1’'un
des outils les plus puissants de la chimie analytique. C’est une technique de chromatographie
sur colonne simple hautement améliorée. Au lieu de laisser 1’¢luant s’égoutter a travers une
colonne par gravité, I’éluant est introduit dans la colonne sous haute pression. Un appareil de
HPLC est composé d’une pompe qui délivre 1’éluant en suppression et une colonne couplée a

un détecteur.
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7.2.1. L’injecteur et la pompe

L’injecteur est une vanne qui comporte une boucle d’injection de taille définie (10 et

100 pL) et qui permet de placer une quantité finie de I’échantillon a analyser en téte de colonne.

Une pompe pouvant atteindre des pressions €élevées d’environ 200 bars (20 000 kPa) ou
plus qui permet de distribuer 1’éluant dans la colonne. Elle peut délivrer un éluant soit de

composition fixe en mode isocratique, soit de composition variable en mode gradient.
7.2.2. La colonne

Généralement, le diamétre intérieur des colonnes conventionnelles varie de 4 a 10 mm
et la longueur est d’environ 5 a 30 cm. Elles peuvent étre allongées en couplant une ou plusieurs

colonnes. La taille des particules de la phase stationnaire est d’environ 2 a 10 um.

La colonne est remplie par la phase stationnaire qui est choisie en fonction de la nature
des solutés et de la polarité relative de 1’éluant. Afin de réaliser notre étude, nous avons opté

pour 'utilisation d’une colonne inverse C18.

Des solvants polaires sont utilis€s comme éluant. Il n’y aura pas autant d’attraction entre
les chailnes hydrocarbonées attachées a la silice et les molécules polaires dans la solution. Les
molécules polaires du mélange passent donc la plupart de leur temps a se déplacer avec le

solvant et elles sont ¢luées de la colonne plus tot que les molécules non polaires.

7.2.3. Le détecteur

En HPLC, les détecteurs sont spécifiques a chaque application. Le choix d’un détecteur

dépend des caracteres et des concentrations des composés a séparer et a analyser.

Les différents détecteurs qui sont utilisées en HPLC sont : détecteur d’absorption UV,
détecteurs d’absorbance infrarouge, détecteurs de fluorescence, détecteurs électrochimiques,
détecteurs réfractométriques et détecteurs par spectrométrie de masse. La détection est souvent
multiple par le couplage de deux détecteurs [297]. Le couplage d’un détecteur UV et d’un

détecteur de spectrométrie de masse a été utilisé lors de nos analyses.
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7.2.3.1. Détecteur d’absorption UV

Le détecteur d’absorption UV est plus couramment utilis¢ aujourd’hui comme détecteur
HPLC car de nombreux composés absorbent dans la région UV (ou visible) (de 190 a 600 nm)
[298]. L’absorbance est déterminée par la fraction de lumiére transmise a travers une cellule de
détection. Selon la loi de Beer — Lambert, elle est proportionnelle a la longueur du trajet de la
cellule en cm (b), au coefficient d’extinction molaire de 1’analyte (¢), et a sa concentration

molaire (c).
A =logl/I=¢b.c

Ou « A » est I’absorbance, « Io » I’intensité de la lumiére incidente, « I » 1’intensité de

la lumiére transmise.

11 existe trois types de détecteurs UV différents :

- Les détecteurs a longueur d’onde fixe qui reposent sur des longueurs d’onde distinctes.

- Les détecteurs a longueur d’onde variable qui peuvent étre réglés pour fonctionner au
maximum d’absorbance d’un analyte ou a une longueur d’onde offrant une plus grande
sélectivité.

- Les détecteurs a matrice de photodiodes (PDA) qui ont un chemin optique similaire a
celui des détecteurs a longueur d’onde variable, a I’exception du fait que la lumicre
traverse la cellule d’écoulement avant de frapper le réseau, ce qui lui permet d’étaler le

spectre sur une matrice de photodiodes [299].

7.2.3.2. Détecteur par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qualitative et quantitative
permettant de détecter et d’identifier des molécules d’intérét par la mesure de leur rapport masse
sur charge (m/z) et ainsi de caractériser leur structure chimique. Il fournit une spécificité en
raison de : sa capacité a donner acces a la masse sélectionnée de la forme ionisée de I’analyte
sous la forme d’un rapport (m/z), sa sensibilité en raison de I’amélioration du rapport sur bruit

et sa vitesse d’analyse [300].

Le couplage d’une HPLC avec un détecteur de spectrométrie masse augmente
considérablement la sensibilité¢ de détection, ce qui fournit un outil d’analyse particuliérement

puissant [301].
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Le spectrometre de masse est constitué d’une source d’ionisation, d’un analyseur de

masse et d’un détecteur d’ions :

- Source d’ionisation : La source d’ionisation par €lectrospray ou electronébulisation

(ESI) est I'une des techniques d’ionisation adaptée pour les échantillons sous forme liquide
[302].

Un électrospray est produit en appliquant un fort champ électrique, a pression
atmosphérique, a un liquide passant a travers un tube capillaire métallique (75 um) avec un
faible débit (100 a 3000 nl/min). Le champ électrique est obtenu en appliquant une différence
de potentiel d’environ 3 a 6000 V entre ce capillaire et une contre-¢lectrode (entrée du
spectrometre de masse). Au cours de ce champ, le diamétre du flux du liquide, situé a
I’extrémité du capillaire, diminue et conduit a la formation d’un cone dit « cone de Taylor ».
Ce champ provoque une accumulation de charges a la surface du liquide, qui va se rompre pour
former des gouttelettes hautement chargées. L’excés de charges électriques dans chaque
gouttelette, combiné a 1’évaporation des solvants (le solvant est progressivement évaporé par
I’azote chauffé qui circule a contre-courant) conduit a I’explosion de ces gouttelettes en de plus
petites. Lorsque le rapport charge/surface de la gouttelette devient trop ¢élevé (limite de
Raleigh), elle éclate en gouttelettes plus petites. Par conséquent, la liquide est vaporisé en un

fin brouillard des nano-gouttelettes mono- ou poly-chargées [303] (Figure 30).

lonised
Liquid (+)
Heated
Capillary
Nebuliser ~-50V
Gas (N,) Gas-phase lon
Taylor  Aerosol Formation
A’ Cone Plume &g ¥
> +

Fused-Silica
Capillary ~+1.5 kV

Figure 30 : Le principe de la source électrospray d’ionisation (ESI)
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Les deux méthodes de génération d’ions sont [304] :
— Le mode positif : protonation (les ions sont souvent du type (M + nH)"" ou les charges sont
données par les protons), cationisation et ¢jection d’électrons.

— Le mode négatif : déprotonation et capture €lectronique.

- Analyseur de masse : L’un des analyseurs de masse est 1’analyseur quadripolaire.

L’analyseur quadripolaire est constitué de 4 barres paralléles ayant idéalement une section
hyperbolique, disposées symétriquement autour d’un axe. Ces 4 barres sont associées
¢lectriquement 2 par 2 et créent ainsi un champ ¢€lectrique d’oscillation laissant passer certaines
masses tandis que d’autres sont sur une trajectoire instable qui ne leur permet pas d’atteindre le

détecteur. Le quadripdle est donc un filtre de masse [305] (Figure 31).
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Figure 31 : Le principe d’analyseur quadripolaire

7.3. HPLC semi-préparative

La chromatographie liquide semi-préparative est basée sur le méme principe que la
chromatographie liquide analytique, mais elle differe de cette derniere par la dimension de la
colonne, la taille de la boucle d’injection, la vitesse d’élution. Ce qui permet ainsi d’isoler des

quantités d’analyte suffisante pour effectuer leur caractérisation par RMN 'H et '3C [306] .
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Généralement, le diamétre intérieur des colonnes semi-préparatives varie de 10 mm a
15 mm, la longueur de 25 cm a 50 cm et la taille des particules de la phase stationnaire est

comprise entre 5 um et 50 pm.

Afin de déposer des quantités plus €levées d’échantillon, la boucle d’injection peut

atteindre 500 pl.

Compte tenu de I’importance de la taille des particules de la phase stationnaire, le débit
de I’¢luant doit étre relativement important de 4 ml/min a 10 ml/min afin d’établir une pression

suffisante dans la colonne.

I1 est important de noter que le détecteur choisi doit permettre de récupérer les analytes

intacts apres leur séparation a 1’aide d’un collecteur de fractions.
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Chapiatre 11.

ETUDES PHYTOCHIMIQUES

1. Isolement des métabolites secondaires

2. Etude de la phytochimie de poudres
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1. Isolement de métabolites secondaires

L’utilisation de métabolites végétaux a des fins médicinales et cosmétiques gagne
aujourd'hui en popularité. L’exploitation des métabolites passe nécessairement par leur
isolement. La procédure d’isolement des métabolites secondaires comprend une étape
d’extraction des composés d’intéréts, puis une étape de purification par chromatographie sur
gel de silice [307] ou par HPLC-préparative [308] et enfin une étape de caractérisation par LC-
MS et RMN.

Le travail présenté dans cette partie porte sur 1’isolement de métabolites secondaires
d’extraits de parties aériennes de deux plantes : le lierre (Hedera helix L.) et le millepertuis

(Hypericum perforatum L.).

- L’isolement de deux saponines triterpénoides : I’hédéracoside C et I’a-hédérine a été
effectué dans les extraits du lierre. Les deux saponines ont non seulement des aspects
pharmaceutiques trés remarquables, mais elles peuvent étre utilisées dans 1’industrie
cosmétique comme surfactant naturel [309]. Leur procédure d’isolement a été effectuée
a I’aide d’'une HPLC-semi préparative. Cette expérience a permis de mettre en place
une méthodologie afin d’isoler d’autres composés d’intéréts issus d’extraits végétaux.

- L’isolement de I’hypéroside, I'un des flavonoides marqueurs du millepertuis a été
réalisé en appliquant la méthodologie mise en place pour I’isolement des saponines du

lierre. L hypéroside est reconnu pour son intérét pharmaceutique [310].

Les saponines et I’hypéroside isolés ont été caractérisés par LC-MS et la structure de

I’hypéroside a été confirmée par RMN.
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1.1. Mateériel et methodes

1.1.1. Réactifs utilisés

L’eau distillée a été utilisée pour toutes les expériences. Le Tableau 1 regroupe les noms

des différents solvants et des acides utilisés et leurs origines.

Tableau 1 : Les solvants et les acides utilisés lors des expériences et leurs origines.

Type Nom Fabricant
Eau (HPLC) Carlo Erba
M¢éthanol (HPLC) Carlo Erba
Méthanol Carlo Erba
Acétonitrile (HPLC) Fisher Scientific
Solvants Cyclohexane Fisher Scientific
n-Butanol Fisher Scientific
Acétate d’éthyle Fisher Scientific
Dichlorométhane Fisher Scientific
Ethanol Carlo Erba
Acide formique Carlo Erba
Acides Acide sulfurique Sigma — Aldrich
Anhydride acétique Sigma — Aldrich

1.1.2. Méthode d’extraction hydrométhanolique

La macération hydroalcoolique a 1’avantage de permettre 1’extraction de composés
sensibles a la chaleur. La macération permet d’obtenir d’excellents résultats sur de longues

durées (20 h), a température ambiante d’apres 1’étude de Rostagno et al. en 2013 [311].

Les poudres broyées (non-tamisées) de parties aériennes des plantes étudiées : lierre et
millepertuis ont ét¢ macérées dans une solution méthanol/eau (70/30) sous agitation, pendant
24 heure a température ambiante. L extrait obtenu est centrifugé pendent 20 min et filtré (papier
filtre : 10 a 20 um). Le filtrat obtenu est concentré sous vide afin d’éliminer le méthanol. Les
métabolites secondaires concentrées dans la phase aqueuse sont extraits par un solvant
organique le butanol dans le cas du lierre et I’acétate d’éthyle dans le cas du millepertuis. Apres
séparation, la phase organique est évaporée sous vide pour donner un résidu sous forme de

poudre.
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1.1.3. Séparation par chromatographie sur gel de silice

La procédure de séparation des composés dans les extraits obtenus a été effectuée par
chromatographie sur gel de silice. Pour réaliser cette partie, une colonne avec 3 cm de diameétre
interne et de 60 cm de longueur a été utilisée. La colonne a été repli par du gel de silice qui a
été préparé en utilisant 40 g de silice (0.040 - 0.063 mm) dans du cyclohexane. Les différents
métabolites  secondaires  sont séparés a l’aide d'un  gradient  d’¢élution
dichlorométhane/méthanol. Puis, les métabolites secondaires répartis dans les fractions

collectées sont caractérisés par LC-MS.
1.1.4. Appareillage

1.1.4.1. LC-PDA/MS
L’appareil utilisé est un Shimadzu LC-MS 2020 associé¢ a une colonne phase inverse
“Ascentis C18’’ couplée a un détecteur PDA “SPD-M20A’’ et un détecteur SM montés en série
(Figure 32).

e La colonne d’un diamétre interne de 4,6 mm et d’une longueur de 150 mm est
remplie de silice greffée C18. La colonne est thermostatée a 30 °C.

e Laboucle d’injection a un volume de 20 pL.

e L’¢luant est délivré par une pompe quaternaire dont le débit est fixé a 0,6 mL/min.
L’¢luant constitué¢ d’un mélange d’eau (de qualit¢ HPLC) additionnée de 0,5%
d’acide formique et d’acétonitrile (de qualit¢ HPLC). Les gradients utilisés sont
adaptés en fonction de la polarité des métabolites secondaires.

e Les différents composés sont ide tungsténe (WsO23) ntifiés par un détecteur PDA
(détecteur a barrette de photodiodes). Leur identification est réalisée par la
comparaison de leur temps de rétention (tr) a celui de leur étalon correspondant.

e Les différents composés sont caractérisés a I’aide d’un détecteur SM. Le débit de
gaz de nébulisation est réglé a 1,5 L/min et le débit de gaz de séchage est réglé a 10
L/min. La température de la ligne de désolvatation est fixée a 250 °C et la
température de la source est fixée a 350 °C. La tension de la sonde est réglée a

-4000 V et le mode d’ionisation par électrospray est négatif. Les composés sont

caractérisés par leur rapport m/z des ions [M-H] .
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Figure 32 : Appareillage Shimadzu LC-MS-2020

1.1.4.2.  HPLC semi-préparative

L’isolement des composés est réalisé a I’aide d’'une HPLC semi-préparative Waters 600
équipée d’une colonne phase inverse “YMC-Pack ODS-A-HG (C18)’’ qui est couplée a un
détecteur UV “Waters 486 tunable absorbance detector’” (Figure 33).

e La colonne a un diametre interne de 10 mm et une longueur de 250 mm, elle est
remplie de silice greffée C18 dont la taille de particules est de 50 um.

e Laboucle d’injection a un volume de 100 pL.

e [’¢luant est délivré par une pompe “ Waters 600 Pump’’ dont le débit est fixé a 4
mL/min. L’¢éluant constitu¢ d’un mélange d’eau (de qualit¢ HPLC) additionnée de
0,5% d’acide formique et d’acétonitrile (de qualit¢ HPLC). Les gradients utilisés
sont adaptés en fonction de la polarité des composés a séparer.

o Les différents composés sont identifiés par un détecteur UV. Leur identification est
réalisée par la comparaison de leur temps de rétention (tr) a celui de leur étalon

correspondant.
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Figure 33 : HPLC semi-préparative Waters 600

1.1.4.3. RMN

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est la méthode la plus efficace pour élucider
la structure d’un composé chimique [312].

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire 'H et “C ont été réalisés avec un
appareil Brucker Avance 400. Les analyses RMN 'H et *C sont effectuées respectivement a 400
MHz et 100 MHz. La référence interne est donnée par le signal des protons résiduels du solvant
(CHCI3) pour les spectres RMN 'H et le signal des solvants CDCl3 et CD30D pour la RMN *=C.
Les déplacements chimiques sont donnés en ppm, la multiplicité des signaux est notée par s

(singulet), d (doublet), t (triplet), g(quadruplet) et m (multiplet).
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1.2. Reésultats

1.2.1. L’hédéracoside C et I’a-hédérine du lierre

Pour cette expérience, un échantillon broy¢ de parties aériennes du lierre a été choisi.
120 g de cet échantillon a été macéré dans un mélange méthanol/eau : 70/30 pendant 24h, puis
le méthanol est évaporé sous vide. Ensuite, les composés organiques tels que les saponines sont

extraits en phase organique par du n-butanol. Le n-butanol est évaporé sous vide pour donner

un résidu sous forme de poudre de 10 g.

HO o-Hédérine o

Hédéracoside C

Figure 34 : Les deux saponines triterpénoides présentes dans le lierre

1.2.1.1. Chromatographie sur gel de silice et caractérisation par LC-MS

La séparation des deux saponines a été effectuée en deux étapes :

Etape 1 :

L’hédéracoside C et I’a-hédérine sont séparés par chromatographie sur gel de silice en

utilisant un gradient d’¢lution dichlorométhane/méthanol (100/0 a 40/60) avec une pente de

10% et 10 mL par fraction (Figure 35).
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Figure 35 : Diagramme de fractionnement par chromatographie sur gel de silice

Ensuite, les saponines séparées dans les fractions collectées sont caractérisées par
LC-MS. Le temps de rétention de I’hédéracoside C est de 10,8 min et le temps de rétention de

I’a-hédérine est de 17,3 min en utilisant le gradient d’¢élution (eau/acétonitrile (A/B)) suivant :

- 0-14 min de 90/10 a 35/65 (A/B)
- 14-14,50 min de 35/65 a4 10/90

- 14,50-19,50 min, elution a 10/90 (pallier)

- 19,50-24 min de 10/90 a 90/10
- 24-26 min, elution a 90/10 (pallier)
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Les rapports de m/z obtenus correspondent a la somme de la masse de la saponine
additionnée a celle de 1’acide formique qui forme un adduit. La Figure 36 montre le profil du
chromatogramme (SIM) de I’hédéracoside C (m/z 1220) et de ’o-hédérine (m/z 750)
additionnées de leur adduits (46).

roooe] m/z 1265,00 (-)

m/z 795,00 (-)

g T T T T T g g
o.0 =5 5.0 7.5 10.0 1z.s 15.0 175 zo0.0 min

Figure 36 : Profil du chromatogramme d’ions extraits (SIM) de I’hédéracoside C et de I’a-hédérine
additionnées de leur adduits (46) : m/z 1265 et m/z 795, respectivement.

Selon les analyses LC-MS, les fractions F16 a F21 contiennent de 1’a-hédérine. Ces
fractions sont réunies puis évaporées sous vide afin de récupérer le résidu R,. De méme, les
fractions F31 a F36 qui contiennent de 1’hédéracoside C sont réunies, puis évaporées pour

donner le résidu Rc (Figure 35).

Etape 2 :

Le résidu Rq est a nouveaux chromatographié sur gel de silice afin d’isoler I’a-hédérine,
en utilisant comme systeme d’¢élution un gradient dichlorométhane/méthanol (95/5 a 70/30)
avec une pente de 5% et 5 mL par fraction. Le résidu Rc est également chromatographié sur gel
de silice afin d’isoler 1’hédéracoside C, en utilisant comme systeme d’élution un gradient
dichlorométhane/méthanol (60/40 a 40/60) avec une pente de 5% et 5 mL par fraction (Figure
35). L’identification de chacune des saponines collectées dans les différentes fractions a été
effectuée par Chromatographie sur Couche Mince (CCM). Le systeme d’élution appliqué est :
méthanol/dichlorométhane (35/65). Le manque de chromophores dans leurs structures limite
leur détection par UV. Donc, les deux saponines sont révélées a ’aide du réactif de

Liebermann-Burchard.
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Le réactif de Liebermann-Burchard est préparé par addition de 5 mL d’anhydride
acétique et 5 mL d’acide sulfurique concentré dans 50 mL d’éthanol. Ce réactif est pulvérisé
sur la plaque. En chauffant la plaque a 100 °C pendant 5 a 10 minutes, les taches violettes
correspondant aux saponines apparaissent. Les rapports frontaux (Rf) pour 1’a-hédérine et

I’hédéracoside C obtenus sont respectivement 0,56 et 0,34.

Selon les analyses CCM, 1’a-hédérine est récupérée dans les fractions de Fo’17 a Fy’22

(Fo’) et ’hédéracoside C est récupérée dans les fractions de Fc’18 a Fc’24 (F¢’), (Figure 35).

Chacune des saponines ainsi collectées est caractérisée par LC-MS. Cependant, le profil
du TIC obtenu par LC-MS indique la présence d’autres composés, par conséquent pour isoler
I’a-hédérine et ’hédéracoside C sous forme pure une expérience en HPLC semi-préparative a

été effectuée.

1.2.1.2. Isolement par HPLC semi-préparative

Afin de récupérer les deux saponines pures, une expérience en HPLC semi-préparative
a été réalisée. L’appareil de chromatographie HPLC semi-préparative était équipé d’une
colonne phase inverse et du méme gradient d’¢élution qui celui utilisé pour les deux saponines :
(eau/acétonitrile (A/B)) : 85/15 (5 min), 80/20 (10,5 min), 60/40 (5 min) et rincage 90/10 (5

min).

Les deux saponines ne portant pas de chromophore, elles ne peuvent pas étre détectées
par UV en HPLC-semi préparative. Donc, pour contourner cette difficulté, dans le cas de
I’hédéracoside C, on a choisi deux étalons internes détectables par UV : 1’acide chlorogénique
(tr = 7,5 min) et la quercétine (tr = 16,8 min) caractérisés par LC-MS, qui encadrent le temps
de rétention de 1’hédéracoside C (tr = 10,8 min). En effet, dans ces conditions d’élution,
I’hédéracoside C est collectée apres I’acide chlorogénique (tr = 5,05 min) et avant la quercétine
(tr = 15,5 min) (Figure 37). A partir de cette procédure, on a réussi a isoler ’hédéracoside C

sur la colonne phase inverse semi-préparative.
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Figure 37 : Profil du chromatogramme UV a 240 nm de [’acide chlorogénique (tx = 5,05 min) et la

quercétine (tg = 15,5 min) par HPLC-semi préparative.

Afin d’isoler de 1’a-hédérine dont le temps de rétention (tr =17,3 min) est trés proche
de celui de la quercétine (tr = 16,8 min), on a collecté les fractions a partir du temps de rétention

de la quercétine (tr = 15,5 min).

Le produit de cette expérience a permis de caractériser sans ambiguité les deux
saponines par leur rapport de m/z obtenu par LC-MS. Compte tenu de la masse initiale de poudre
de lierre introduite au début de I’expérience, les masses des 2 saponines isolées se sont révélées
trop faibles pour permettre une caractérisation par RMN. Cependant, cette expérience a permis
de mettre en place une méthodologie afin d’isoler d’autres composés d’intéréts issus d’extraits

végétaux.

1.2.2. L’hypéroside du millepertuis

La procédure d’extraction, d’isolement et de caractérisation des deux saponines
précédentes a €té appliquée pour isoler I’hypéroside contenu dans I’extrait des parties aériennes
du millepertuis. Contrairement aux saponines, [’hypéroside est une flavone qui contient un

chromophore détectable par UV (Figure 38).
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Figure 38 : Hypéroside, le flavonoide marqueur du millepertuis

Dans cette expérience, nous avons utilis¢ deux fois plus de millepertuis séché que de
lierre lors de I’expérience précédente. Donc, 300 g d’un échantillon broy¢ des parties aériennes
du millepertuis a été utilisé. La macération de cet enchantion a été effectuée par une macération
hydrométhanolique (méthanol/eau : 70/30). Le méthanol est évaporé sous vide. Ensuite les
composés organiques tels que 1’hypéroside sont extraits en phase organique par de
I’acétate d’éthyle. Puis, 1’acétate d’éthyle est évaporé sous vide pour donner un résidu sous

forme de poudre de 17 g.

1.2.2.1. Chromatographie sur gel de silice et caractérisation par LC-MS

L’hypéroside est séparé par chromatographie sur gel de silice en utilisant un gradient
d’¢lution dichlorométhane/méthanol (100/0 a 40/60) avec une pente de 10% et 10 mL par
fraction (Figure 39).

[ 17 g poudre du résidu ]

Chromatographie
(Gel de silice)

100% CH:Cl» 90% CH>Cl, 80% CH:Cl, 70% CHCl, 60% CH,Cl, 50% CH,Cl,
0% CH30H 10% CHsOH 20% CH-OH 30% CH-OH 40% CH-OH 50% CH-OH

F21 Fas

Fu

Figure 39 : Diagramme de fractionnement par chromatographie sur gel de silice
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L’hypéroside contenu dans les fractions collectées est révélé par CCM et détecté a 254
nm. Le systéme d’élution était : méthanol/dichlorométhane (35/65). Le rapport frontal (Ry)
obtenu est 0,56. Ensuite, ’hypéroside contenu dans les fractions collectées est caractérisé par
LC-MS. Le temps de rétention de I’hypéroside est 11,7 min en utilisant un gradient d’¢lution
(eau/acétonitrile (A/B)) suivant :

- 0-15 min de 90/10 a 60/40 (A/B)

- 15-15,5 min de 60/40 a 5/95

- 15,5-17 min, élution a 5/95 (pallier)
- 17-18,5 min de 5/95 4 90:/10

- 18,5-22 min, ¢€lution a 90/10 (pallier)

La Figure 40 montre le profil de m/z 463 correspondant a I’hypéroside.

nnnnn . m/z 463,00 (-)

min

Figure 40 : Profil du chromatogramme d’ions extraits (SIM) de I’hypéroside (m/z 463)

Ces analyses montrent que 1’hypéroside est ¢lué dans les fractions de F21 a F25 en
utilisant le mélange d’¢éluant dichlorométhane/méthanol : 60/40. Puis, les fractions de F21 a
F25 sont rassemblées pour donner le mélange Fr, (Figure 40). Ensuite, les solvants sont évaporés

sous vide pour donner un résidu sous forme de poudre de 3,28 g.

1.2.2.2. Isolement par HPLC- semi préparative

Dans la derniére étape de I’isolement, un appareil HPLC semi-préparative équipé d’une
colonne phase inverse a ¢été utilisé. Comme cela a été¢ décrit précédemment, [’hypéroside et
détectable par UV et il peut étre récupérer directement a partir du temps de rétention de son
¢talon interne. En utilisant le gradient d’¢lution : eau/acétonitrile (A/B) : 85/15 (5 min), 80/20
(10,5 min), 60/40 (5 min) et ringage 90/10 (5 min), ’hypéroside est élué a tr = 16,45 min.
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Une solution méthanolique d’une concentration de 646 mg/mL préparée a partir de la
poudre obtenue (3,28 g) est chromatographiée par HPLC semi-préparative. La Figure 41 montre
le profil du chromatogramme UV a 240 nm de notre solution qui contient de I’hypéroside. Le
pic intense du temps de rétention 16,45 min est celui de I’hypéroside. Dans ces conditions, apres

20 injections successives, 3,71 mg d’hypéroside pur ont été récupérés sous forme de poudre.

16.45

643

/\ i Id N

20 B
Minutes

5]

Figure 41 : Profil du chromatogramme UV a 240 nm de la solution contient [’hypéroside

1.2.2.3.  Identification par LC-UV-ESI / MS

L’hypéroside isolé est identifi¢ par PDA. La Figure 42 montre le profil du

chromatogramme UV de ce flavonoide a 240 nm.
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Figure 42 : Profil du chromatogramme UV a 240 nm de [’hypéroside isolé
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De plus, DI’hypéroside isolé¢ est caractéris¢ par ESI/MS. Les profils des
chromatogrammes : TIC (total ion current) et SIM (select ion monitoring) correspondant a
I’hypéroside (m/z 463) isolé sont présentés sur la Figure 43. Ces chromatogrammes indiquent

la pureté de notre échantillon.
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Figure 43 : Profils des chromatogrammes : TIC et SIM de [’hypéroside isolé

1.2.2.4. Caracterisation par RMN

La RMN permet de préciser la structure de 1’hypéroside isolé. Les deux analyse RMN
'H et 13C ont été effectués. La Figure 44 montre les spectres RMN 'H et °C de ce composé.

RMN 'H (8 en ppm dans CDCl; et CD;0D) de la partie aglycone :

7,9 (1 H,d,J=4,5Hz, H-2"), 7,6 (1 H, dd,  =2,23/2,38 Hz, H-5"), 6,9 (1 H, d, ] = 10,5
Hz, H-6"), 6,4 (1 H, d, J = 2,5 Hz, H-8) et 6,2 (d, J = 2,5 Hz, 1H-6).

RMN '3C (8 en ppm dans CDCIls et CD;0D) de la partie aglycone :

172,87 (C-4), 165,82 (C-7), 163,08 (C-5) , 158,46 (C-9), 149,87 (C-4°), 145,98 (C-2),
145,98 (C-3°), 123,31 (C-3), 117,83 (C-1°), 116,48 (C-6"), 105,36 (C-5), 103,56 (C-2"), 101,75
(C-10), 99,99 (C-6), 94,83 (C-8).
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Figure 44 : Profils des RMN 'H et °C de I’hypéroside
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2. Etude de la phytochimie de poudres

Les poudres (fournies par Libio) des neuf plantes ont été préparées selon le procédé PTC
a 1’aide d’un Pilote a I’échelle industrielle. Le Tableau 2 regroupe le nom des plantes
sélectionnées et leurs parties d’intéréts qui sont utilisées. Les poudres sont classées en quatre
fractions granulométriques : < 180 pm, 180-315 pm, 315-500 um, > 500 um et la fraction
non-tamisée. Pour la majorité de ces plantes, les analyse phytochimiques des poudres préparées
a I’échelle du laboratoire ont était déja effectuées [2]. Il est a noter que les échantillons de

solidage et ceux de griffe du diable non pas été a I’échelle du laboratoire.

Tableau 2 : Les plantes sélectionnées et leurs parties d’intéréts

Plante Partie d’intérét
Fenouil (Foeniculum vulgare Mill.)
Fruit
Rosier des chien (Rosa canina L.)
Saule blanc (Salix alba L.) Ecorce
Millepertuis (Hypericum perforatum L.)
Ortie (Urtica dioica L.)
Piloselle (Hieracium pilosella Vaill.) Parties aériennes
Lierre (Hedera helix L.)
Solidage (Solidage L.)
Griffe du diable (Harpagophytum DC.) Racine

Compte tenu de l'intérét des résultats enregistrés en appliquant le procédé PTC a
I’échelle du laboratoire sur différentes parties de plantes, il nous a paru important d’appliquer
cette procédure a des fruits de la Région Lorraine. Donc, pour la premiére fois, nous avons
¢tudié I’effet de la procédure PTC, a I’échelle du laboratoire, sur les propriétés phytochimiques
de fruits en fonction de la granulométrie des échantillons. A cet effet, des poudres de quatre
fruits de la Région Lorraine : la cerise (Prunus avium L.), la péche (Prunus persica L.), la
quetsche  (Prunus domestica subsp. Insititia 1.) et la mirabelle (Prunus
domestica subsp. Syriaca) ont ét¢ fournies par Libio. Les poudres sont classées en quatre
classes granulométriques : < 180 pm, 180-315 um, 315-500 pm, > 500 pm et la fraction

non-tamisée.
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2.1 Materiel et Methodes

2.1.1. Réactifs utilisés

Le Tableau 3 regroupe les noms des différents sels et des réactifs utilisés lors des

expériences et leurs origines.

Tableau 3 : Les sels et les réactifs utilisés lors des expériences et leurs origines

Type Nom Fabricant
Carbonate de sodium Acros Organics
Sels Nitrite de sodium Acros Organics
Chlorure d’aluminium Acros Organics
Hydroxyde de sodium Acros Organics
Folin-Ciocalteu Sigma - Aldrich
L DPPH’ Sigma - Aldrich
Réactifs ABTS Sigma - Aldrich
AAPH Sigma - Aldrich

2.1.2. Préparation des poudres

2.1.2.1.  Préparation de poudres des fruits a [’échelle du laboratoire

Les poudres des 4 fruits : la cerise, la péche, la quetsche et la mirabelle ont été préparés

en utilisant les appareils a I’échelle du laboratoire et fournies par Libio.

Le broyeur ultra-centrifuge Retsch ZM 200 (Haan, Allemagne) (Figure 45) est utilisé
pour broyer les fruits séchés a une vitesse de 12 000 rpm. Cette vitesse est un compromis entre
la finesse des poudres et la protection des principes actifs. Ensuite, une tamiseuse a vibrations
ANALYSETTE 3 SPARTAN (Idar-Oberstein, Allemagne) (Figure 45) est utilisée pour
fractionner les poudres en quatre classes granulométriques : < 180 pm, 180-315 um, 315-500
pm, > 500 pm et la fraction non-tamisée. Les poudres sont tamisées en mode vibration

permanente pendant 10 min.
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Figure 45 : Le broyeur et la tamiseuse utilisé pour fractionner les poudres dans [’échelle du laboratoire

2.1.2.2.  Préparation de poudres des plantes a [’échelle industrielle

Les poudres des 9 plantes sélectionnées (Tableau 2) ont été préparées par Pilote a

I’échelle industrielle et fournies par la sociét¢ AGRITECH dans le cadre du projet
EXTRAPOLE.

Figure 46 : Une tamiseuse industrielle
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2.1.3. Extraction hydroalcoolique des métabolites secondaires

L’extraction de métabolites secondaires de toutes les classes granulométriques des fruits
et des plantes est effectuée par macération hydrométhanolique a partir de la méthode décrite

par Zaiter et al. en 2016 [2], avec une 1égére modification.

Deux grammes de chaque fraction granulométrique est mise a macérer dans 20 mL
d’une solution méthanol/eau 70/30 (v/v) pendant 24 heure a température ambiante sous
agitation. L’extrait obtenu est centrifugé pendant 20 min et le surnageant est filtré (papier filtre

: 10 a 20 um) et stocké dans des flacons ambrés scellés a 4 °C jusqu’a utilisation.

2.1.4. Dosages des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et évaluation

de P’activité antioxydante

Le dosage colorimétrique des polyphénols totaux (PPT) et des flavonoides totaux (FVT)
et la détermination de 1’activité antioxydante (A A) sont réalisés avec un spectrophotometre UV-
Vis, Scan.50 (Agilent, Santa Clara, Californie, USA). Les valeurs rapportées sont une moyenne
et un écart-type de trois mesures (n = 3). L analyse statistique est réalisée en utilisant le logiciel
SAS (v8,2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Les valeurs moyennes sont comparées en

utilisant le test # de Student et considérées avec p < 0,05 comme significatives.

2.1.4.1.  Polyphénols totaux (PPT)

La teneur en polyphénols totaux est déterminée selon la méthode décrite par Becker et
al. en 2017 [313] en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu avec de petites modifications. Le
réactif de Folin-Ciocalteu est un meélange de couleur jaune, d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040). Le réactif de Folin-Ciocalteu
oxyde les polyphénols et conduit & la formation d’un complexe de tungsténe (WsO23) et de

molybdene (MogO»3), de coloration blue qui absorbe a une longueur d’onde de 750 nm.

Dans cette méthode, 1’acide gallique est utilis¢é comme étalon. 100 pL de chaque
solution d’acide gallique ou 100 pL d’extrait de chaque fraction granulométrique des plantes
ou des fruits est ajouté a un tube contenant 6 mL d’eau distillée et 5 mL de réactif de

Folin-Ciocalteu (1 N). Aprées 5 min, 5 mL d’une solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 7%
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est ajoutée. Le mélange est agité et maintenu a 1’abri de la lumicre a température ambiante

pendant une heure. L’absorbance est mesurée a 750 nm.

A partir des mesures effectuées avec 1’acide gallique, une courbe d’étalonnage est tracée
avec le coefficient de corrélation R? = 0,98 (Figure 47). En utilisant la courbe d’étalonnage
obtenue, la teneur en polyphénols totaux de chaque fraction granulométrique est exprimée en

mg d’équivalent d’acide gallique par g de matiére seche (mg EAG/g MS).
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Figure 47 : La courbe d’étalonnage de ’absorbance en fonction de la concentration de [’acide gallique

2.1.4.2.  Flavonoides totaux (FVT)

La teneur en flavonoides totaux est déterminée selon la méthode décrite par Zaiter et al.
en 2016 [2] avec de petites modifications. Dans cette méthode, les réactifs sont des solutions
incolores de nitrite de sodium (NaNO2, 5%) et chlorure d’aluminium (AICl3z, 10%). La réaction

d’oxydation des flavonoides entraine la formation d’un complexe qui absorbe & 510 nm.

Dans cette méthode, la catéchine est utilisée comme étalon. 100 pL d’extrait de chaque
solution de catéchine ou 100 puL d’extrait de chaque fraction granulométrique des plantes ou
des fruits est ajouté dans un tube contenant 6 mL d’eau distillée et 300 pL de nitrite de sodium
(NaNO») a 5%. Apres 5 minutes, 300 uL. du chlorure d’aluminium (AICl3, 10%) est ajouté et
le mélange est agité. Ensuite, 1 mL d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 1 M est

ajouté. L absorbance est mesurée a 510 nm.
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A partir des mesures effectuées avec la catéchine, une courbe d’étalonnage est tracée
avec le coefficient de corrélation R? = 0,98 (Figure 48). En utilisant la courbe d’étalonnage
obtenue, la teneur en flavonoides totaux de chaque fraction granulométrique est exprimée en

mg d’équivalent de catéchine par g de matiere seche (mg EC/g MS).
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Figure 48 : La courbe d’étalonnage de I’absorbance en fonction de la concentration de catéchine

2.1.4.3.  Activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante de chaque fraction granulométrique des plantes
et des fruits est réalisé selon la méthode décrite par Becker et al. en 2016 [313] en utilisant le

radical DPPH" (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) avec de petites modifications.

Dans le cas de I’évaluation de I’activité antioxydante des fruits, le radical cation ABTS™
est plus adapté. En effet, il est bien connu que les fruits sont riches en anthocyanines [314]
[315]. Les anthocyanidines possedent la méme absorbance que le DPPH" (517 nm), donc la
présence d’anthocyanines perturbe la lecture de I’absorbance du radical DPPH" [314]. Par
conséquence, I’activité antioxydante des fruits est également évaluée par le test d’ ABTS™" selon

la méthode décrite par Mousavi et al. en 2019 [268].

86



- Test DPPH

Le DPPH" est un radical libre de couleur violette avec une absorbance a 517 nm, qui est
réduit en DPPHH de couleur jaune par des composés antioxydants. La décroissance de

I’absorbance mesurée refléte la capacité antioxydante a capturer le radical libre DPPH’.

DPPH" + AH (antioxydant) — DPPHH + A’
(Violette) (Jaune)

Dans cette méthode, le trolox est utilis¢ comme étalone. Une solution de 200 uM du
DPPH’ est préparée dans du méthanol et elle est gardé a 1’abri de la lumiere. Ensuite, 3 mL de
cette solution de DPPH" (200 uM) est mélangé avec 100 pL d’extrait de chaque fraction
granulométrique ou 100 pL de chaque solution de trolox. Le mélange réactionnel est maintenu

dans I’obscurité pendant 30 minutes et I’absorbance est mesurée a 517 nm.

A partir des mesures effectuées avec le trolox, une courbe d’étalonnage est établie avec
le coefficient de corrélation R = 0,99 (Figure 49). En utilisant la courbe d’étalonnage obtenue,

I’activité antioxydante (AA) est exprimée en mg d’équivalent de trolox par g de maticre séche
(mg ET/g MS).
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Figure 49 : La courbe d’étalonnage de [’absorbance en fonction de la concentration du trolox
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- Test ABTS
Dans ce test, I’antioxydant réduit le radical cation ABTS™ (bleu-vert) avec une
absorbance a 734 nm en un cation ABTS" qui est incolore. La décroissance de 1’absorbance

mesurée refléte la capacité de capture du radical libre par 1’antioxydant.

ABTS + AAPH —» ABTS™
(Incolore) (Bleu - vert)

ABTS"+ Trolox —»  ABTS"
(Incolore)

Pour préparer le tampon nécessaire une solution contenant 100 mM de
dihydrogénophosphate de potassium (KH2POs) est préparée. Ensuite, une solution de 150 mM
de NaOH est ajoutée goutte a goutte jusqu’a pH = 7,4. Deux différentes solutions constituées
de 1 mM d’AAPH (2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride) et de 2,5 mM
d’ABTS (P’acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) sont séparément
préparées en utilisant la solution tampon préparée initialement. Puis, les deux solutions sont
mélangées et incubées a 1’abri de la lumiere a 68 °C pendant 20 min. L’ABTS incolore vire au
bleu-vert lorsqu’il est oxydé en ABTS"" par I’AAPH. La solution obtenue de I’ABTS"" doit étre
filtrée. Cette solution donne une absorbance comprise entre 0,65 £+ 0,02 a 734 nm a température

ambiante.

Dans cette méthode le trolox est utilisé comme étalon. 60 uL d’extrait de chaque fraction
granulométrique de fruits ou 60 puL de chaque solution de trolox est ajouté a 2,94 mL de la
solution d’ABTS™. Le mélange est incubé a 37 °C durant 30 min a I’abri de la lumiére.
L’absorbance est mesurée a 734 nm. A partir des mesures effectuées avec le trolox, une courbe
d’étalonnage est établie avec le coefficient de corrélation R* = 0,98 (Figure 50). En utilisant la
courbe d’étalonnage obtenue, ’activité antioxydante (AA) est exprimée en mg d’équivalent de

trolox par g de matiere seche (mg ET/g MS).
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Figure 50 : La courbe d’étalonnage de I’absorbance en fonction de la concentration du trolox

2.1.5. Analyses par chromatographie LC-UV-ESI/MS

2.1.5.1. Conditions analytiques

Les composés bioactifs sont identifiés et caractérisés 1’aide d’un appareil Shimadzu
LC-MS 2020 muni d’une colonne phase inverse “Ascentis C18’’ couplé en série a un détecteur

PDA “SPD-M20A’’ et SM Quadripdle (Figure 33).

Les détails sur cet appareil ont été expliqués en partie : « 1.1.4. Appareillage ». Les deux
solvants d’¢lution sont 1’eau (A) (acidifiée a 0,5% avec de I’acide formique) et 1’acétonitrile
(B). Le gradient utilisé pour analyser nos extraits de plantes est le suivant :

- 0-10 min de 90/10 a 55/45 (A/B)

- 10-11 min de 55/45 a 40/60

- 11-15 min, ¢élution a 40/60 (pallier)

- 15-15,50 min de 40/60 a 10/90

- 15,50-20 min, ¢lution a 10/90 (pallier)
- 20-20,50 min de 10/90 a 90/10

- 20,50-25 min, ¢lution a 90/10 (pallier)

Ce gradient est adapté a chaque extrait de plante afin d’optimiser la séparation des

composés ciblés et afin d’obtenir la meilleure séparation possible.

&9



Le gradient utilisé pour une séparation optimale des différents composés contenus dans

nos extraits de fruits est le suivant :

- 0-15,50 min de 90/10 a 50/50 (A/B)

- 15,50-16 min de 50/50 a 10/90

- 16-20,50 min, élution a 10/90 (pallier)
- 20,50-21 min de 10/90 a 90/10

- 21-24 min, élution a 90/10 (pallier)

2.1.5.2. Courbe d’étalonnage

La quantification de chacun des composés a été effectuée a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage a partir de son étalon externe. Cette courbe d’étalonnage peut étre établie soit par
PDA, soit par ESI/MS en mode SIM. Dans notre cas, nous avons choisi d’utiliser le détecteur
masse en mode SIM compte tenu de sa haute sensibilité. Cette sensibilité est déterminée par les
limites de détection (LOD) et les limites de quantification (LOQ), définies comme étant

respectivement 3 fois et 10 fois la valeur du rapport signal sur bruit du fond.
Les formules utilisées pour le calcul sont les suivantes : LOD = 3c/a et LOQ = 10c/a

Avec: o=\ (Y - Yi)?/n—1

a : pente de la courbe de calibration des aires en fonction de la concentration ;

- Y : aire moyenne ;
- Yi: aire moyenne recalculée avec les coefficients de la droite de régression ;

- n:nombre des dilutions réalisées.

A noter que ces calculs sont automatisés grace a la méthode d’analyse utilisée pour

chaque plante et les analyses sont réalisées trois fois.
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2.2. Resultats et discutions

A. Echelle industrielle — Pilote

2.A.1. Dosages des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et évaluation

de Pactivité antioxydant

Les dosages en teneur de polyphénols totaux (PPT), en teneur de flavonoides totaux
(FVT) ainsi que I’évaluation de I’activit¢ antioxydante (AA) des différentes classes
granulométriques : < 180 pm, 180-315 pum, 315-500 pm et > 500 um et de la fraction
non-tamisée correspondant de chaque plante ont été effectuées. Les valeurs rapportées sont une
moyenne et un écart-type de trois mesures (n = 3). Pour chaque analyse, les valeurs surmontées
de lettres différentes sont statistiquement différentes (p < 0,05). Afin de vérifier que le procédé
PTC appliqué a I’échelle industrielle améliore les propriétés phytochimiques des poudres, les
teneurs en PPT et en FVT ainsi que I’AA des fractions tamisées sont comparées a celles des

fractions broyées mais non- tamisées.

2.4.1.1.  Graines du fenouil

Les teneurs obtenues en polyphénols totaux (PPT) et en flavonoides totaux (FVT) et les
valeurs enregistrées des activités antioxydantes (AA) pour les quatre classes granulométriques

et la fraction non-tamisée sont présentées sur 1’histogramme de la Figure 51.
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Figure 51 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) du fenouil
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Cet histogramme montre les différences significatives des PPT et également des FVT
en fonction des fractions granulométriques. Les valeurs maximales de PPT et FVT ont été
obtenues pour la fraction < 180 um avec 31,15 + 0,02 mg EAG/g MS et 22,26 = 0,01
mg EC/g MS, respectivement. La teneur de PPT dans la fraction < 180 pum et 2,8 fois plus que
celle de la fraction non-tamisée. Selon cet histogramme, les valeurs minimales de PPT et de
FVT ont été obtenues pour la fraction > 500 um. Il apparait qu’en réduisant la taille des
particules, la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux est augmentée de maniere

remarquable.

De plus, la taille des particules inférieure a 180 um donne une valeur maximale
d’activité¢ antioxydante avec 22,35 = 0,01 mg ET/g MS. Selon cet histogramme, il existe une
corrélation positive entre I’AA et PPT (R? = 0,91). La fraction > 500 pm et la fraction NT
possédent les AA élevées, comparables aux différentes fractions granulométriques, pour un
taux de PPT plus faible. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que d’autres antioxydants,
comme la vitamine C [17], jouent un role important sur les activités antioxydantes de la fraction

> 500 et la fraction NT.

2.4.1.2.  Ecorce du saule blanc

La Figure 52 montre les teneurs en PPT et en FVT et les valeurs des activités

antioxydantes des poudres de cette plante pour différentes classes granulométriques.
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Figure 52 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et les activités antioxydants (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) du saule blanc
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Les résultats obtenus montrent que les teneurs en polyphénols totaux (PPT) et en
flavonoides totaux (FVT) varient selon des tailles de particules. Les fractions granulométriques
contenant les tailles de particules les plus fines sont plus riches en polyphénols et en
flavonoides. La fraction < 180 um posséde les valeurs maximales de PPT et de FVT avec 28,91
+ 0,03 mg EAG/g MS et 23,75 £ 0,01 mg EC/g MS, respectivement. L’histogramme montre

les valeurs minimales de PPT et FVT pour la fraction > 500 pum.

De plus, la valeur maximale de 1’activité antioxydante est associée a la fraction
< 180 um avec 22,96 + 0,01 mg ET/g MS qui présente une augmentation de 34% de I’AA par
rapport a celle de la fraction non-tamisée. D’autre part, la fraction granulométrique supérieure
a 500 um possede une valeur minimale de 1’activité antioxydante avec 14,54 = 0,01 mg ET/g
MS. Selon ces résultats, il existe une corrélation positive (R? = 0,98) entre I’AA et le PPT qui

montre le role principal des polyphénols pour I’activité antioxydante de I’écorce du saule blanc.

2.4.1.3.  Parties aériennes du millepertuis

L’histogramme en Figure 53 montre les teneurs de PPT et de FVT et les valeurs de ’AA

des fractions tamisées et de la fraction non-tamisée de cette plante.
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Figure 53 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) du millepertuis.
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Cet histogramme montre les variations significatives pour le PPT, le FVT et ’AA entre
les différentes classes granulométriques. On observe la teneur tres élevée en polyphénols dans
toutes les fractions et la valeur maximale de 119,15 + 0,01 mg EAG/g MS est atteinte pour la
fraction < 180 um. Une teneur maximale en FVT est également obtenue pour cette fraction avec

57,42 + 0,03 mg EC/g MS.

Apparemment, la fraction < 180 um possede la meilleur d’activité antioxydante avec
67,73 £ 0,01 mg ET/g MS. Du plus, toutes les valeurs minimales du PPT, du FVT et de I’AA

correspondent a la fraction contenant des particules de taille supérieure a 500 um.

Les teneurs de PPT des poudres en fonction de la granulométrie suivent la méme
tendance que la valeur des activités antioxydantes (R? = 0,92), qui montre le role principal des

polyphénols pour I’AA des parties aériennes du millepertuis.

2.4.1.4.  Parties aériennes de [ 'ortie

Les différentes classes granulométriques des poudres de cette plante donnent différentes
teneurs en PPT et en FVT et les différentes valeurs des activités antioxydantes sont présentées

en histogramme de la Figure 54.
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Figure 54 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de [’ortie
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Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux ainsi que les valeurs des

activités antioxydantes sont tres faibles.

Les poudres des deux fractions contenant des tailles de particules inferieures a 315 um
possedent les valeurs maximales pour AA, PPT et FVT. L’analyse de la fraction 180-315 um

donne une AA trés proches de celle de la fraction inférieure a 180 um.

Selon ces résultats, grace un procédé granulométrique différentiel, le PTC (Pilote), la
fraction < 180 um avec une activité antioxydante maximale de 7,84 = 0,03 mg/g MS montre

une augmentation de 50% de I’AA comparativement a la fraction non-tamisée.

De plus, I’échantillon non-tamisé donne des valeurs supérieures a celles obtenues avec
une taille de particules supérieure a 500 um. L’activité antioxydante des différentes fractions

granulométriques est directement corrélée (R? = 0,91) a la teneur en polyphénols totaux.

2.4.1.5. Parties aériennes de la solidage

Pour les parties aériennes de cette plante, la détermination des PPT et des FVT et
I’évaluation des activités antioxydantes en fonction de la granulométrie ont été réalisées. La

Figure 55 présente les résultats obtenus.
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Figure 55 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de la solidage
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Les résultats enregistrés indiquent que les différentes fractions granulométriques

possédent des teneurs différentes en PPT et AA, qui suivent la méme tendance (R2=0,99).

A la vue de ces résultats, la fraction 180-315 pum posséde les meilleurs teneurs en PPT
et en FVT, avec respectivement 31,44 + 0,02 mg EAG/g MS et 29,72 + 0,03 mg EC/g MS. Ces
résultats indiquent que le procédé PTC (Pilote) a un effet positif sur I’enrichissement en

polyphénols dans une fraction spécifique (180-315 pm).

En revanche, les poudres dont la taille des particules est supérieure a 500 pm

contiennent les niveaux les plus bas de PPT et de FVT.

La valeur maximale de 1’activité antioxydante est également pour la fraction 180-315
um avec 16,26 + 0,01 mg ET/g MS, ce résultat est 2 fois plus élevé que celui obtenu pour la

fraction > 500 pum.

2.A.1.6. Parties aériennes de la piloselle

La Figure 56 présente les résultats obtenus lors de la détermination des PPT, des FVT
et de I’évaluation des activités antioxydantes des différentes classes granulométriques et de la

fraction non-tamisée.

30
24,1°
2 22,7° 2522 7
, 322,7
E b
21,3 20,5
20 18,3 ' BAA
3 16,94 &
~ ’ : @PPT
7 . :
b= : 14,5¢ OFVT
w 0| B 5 1324 2
fored Fa ki
=y i I 3 e
e ; i
= Jesi b b \ e
K2 - b e
~—~ fored 3 Fa Faca]
10 e ; fed i)
=) Ji ; b i
S e - BN
= i : &
= Jecid] } fiss feedd
© o - L N
5 Jisied fics b \ ez
o Jizid ] piad e
i pod pc2 o]
s Jesi b b \ e
s b o ]
i : - § =
Jizid b E e
b . i
0 e el o] I el
180-315 315-500 > 500 NT
Granulométrie (Lm)

Figure 56 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de la piloselle
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Cet histogramme montre clairement une différence entre les teneurs de PPT et de FVT
et les valeurs d’AA en fonction de la granulométrie. Il apparait qu’il y a une corrélation positive
(R?=0,93) entre les teneurs en PPT et les activités antioxydantes des différentes fractions. Par
conséquent, on peut noter que 1’activité antioxydante est directement affectée par la teneur en

polyphénols totaux.

Les valeurs maximales de PPT et de FVT sont relatives a la fraction 315-500 um avec
respectivement 24,13 = 0,02 mg EAG/g MS et 22,73 + 0,02 mg EC/g MS. De plus, la meilleure
valeur pour I’AA est également obtenue pour cette fraction avec 20,57 + 0,04 mg ET/g MS, ce

qui correspond a 1,3 fois plus que la valeur de I’AA de la fraction non-tamisée.

De plus, la plante non-tamisée présente les plus faibles valeurs d’AA, PPT et FVT par

rapport aux fractions tamisées, a I’exception de la fraction > 500 pm.

2.4.1.7.  Fruits du rosier des chiens

Les résultats obtenus pour les analyses phytochimiques correspondant a la
détermination des PPT, des FVT et a I’évaluation de I’AA des poudres sont rapportées en Figure

57.
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Figure 57 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) du rosier des chiens

97



Selon cet histogramme, les valeurs maximales de polyphénols totaux et de flavonoides
totaux correspondent a la fraction 315-500 um avec 38,21 + 0,02 mg EAG/g MS et 25,77 = 0,02
mg EC/g MS, respectivement.

Parmi toutes les fractions granulométriques, I’activité antioxydante est également la
meilleure pour la fraction 315-500 um avec une concentration maximale de 22,58 + 0,01

mg ET/g MS.

Apparemment, il existe une corrélation positive entre les PPT et les AA de differentes
fractions, mais avec un faible coefficient de détermination (R? = 0,75). On n’observe pas de
variation remarquable entre les activités antioxydantes des différentes classes
granulométriques. Cela peux étre di, d’une part, a la presence de la vitamine C qui a un effet
essentiel sur I’AA du cynorhodon [67], et d’autre part, a la presence des anthocyanines [316]
qui ont la méme absorbance que le DPPH" (517 nm) ce qui entraine une perturbation de la

lecture de 1’absorbance du radical DPPH".

2.A4.1.8.  Racine de la griffe du diable

L’histogramme en Figure 58 présente les résultats des PPT, des FVT ainsi que les

valeurs I’AA obtenus pour la griffe du diable.
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Figure 58 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de la griffe du diable
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La variation entre les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux des
différentes classes granulométriques peut €tre observée. La racine de la griffe du diable est le
seul échantillon qui montre une activité antioxydante maximale pour la fraction > 500 pm avec
23,16 £ 0,01 mg ET/g MS. Du plus, la meilleure teneur en PPT appartient a la méme fraction
(> 500 um) avec 43,35 + 0,03 mg EAG/g MS.

L’histogramme montre qu’il a une corrélation positive entre I’AA, les PPT et les FVT
(R?=10,96). Selon ces résultats, dans la fraction des particules de taille comprise entre 180 um
et 315 um, on note une diminution en PPT et FVT, ceci n’est pas observé pour ’AA. Ces
observations peuvent étre expliquées par la présence d’autres antioxydants (tels que

I’harpagoside [317]) qui influent sur la valeur de I’AA.

2.4.1.9.  Parties aériennes du lierre

Les résultats obtenus lors des analyses phytochimiques (PPT, FVT et I’AA) des

fractions granulométriques et la fraction non-tamisée sont présentées en Figure 59.
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Figure 59 : Polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) et activités antioxydantes (AA) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) du lierre
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Cet histogramme montre clairement que les teneurs en flavonoides, en polyphénols et
la valeur de I’activit¢ antioxydante sont élevées dans la fraction non-tamisée avec
respectivement 14,9 + 0,01 mg EC/g MS, 21,8 £ 0,01 mg EAG/g MS et 28,6 £ 0,01
mg ET/g MS.

Contrairement aux résultats obtenus par le PTC a 1’échelle du laboratoire [318], les
résultats enregistrés pour la procédure PTC a 1’échelle industrielle (Pilote) n’indiquent pas
d’effets positifs ni sur I’extraction différentielle des polyphénols et flavonoides, ni sur améliorer
de P’activité antioxydante des parties aériennes du lierre. Il semblerait, aprés analyse des tailles
de particules que la fraction NT du lierre ne soit pas correcte et qu’une erreur se soit introduite

dans la prise de I’échantillon.

2.4.1.10. Comparaison des réesultats par PTC a [’échelle du laboratoire a celle

obtenue par PTC a [’échelle industrielle

Les activités antioxydantes (AA), les teneurs en polyphénols totaux (PPT) et les teneurs
en flavonoide totaux (FVT) des 8 plantes en fonction de différentes classes granulométriques :
<180 pum, 180-315 um, 315-500 pm, > 500 um ont été comparées avec celles obtenues pour
les plantes non-tamisées afin de montrer 1’efficacité du procédé PTC en mode Pilote. Le
Tableau 4 montre pour chacune des plantes, le pourcentage d’augmentation de I’AA pour la
fraction granulométrique qui présente la meilleure AA, comparée avec celle obtenue pour la

fraction non-tamisée.

Tableau 4 : L’AA de la fraction granulométrique sélectionnée, I’AA de la fraction non-tamisée et le
ourcentage d’augmentation de I’AA de chaque plante.

Plante Gramulométrc . o cramulométriques | Fractons Non Tamisée |
Fenouil <180 pm 22,35+£0,01 18,74 £ 0,03 19
Saule blanc <180 pm 22,96 £ 0,01 17,25+ 0,01 33
Millepertuis <180 um 67,73 +£0,01 55,13 +0,01 23
Ortie <180 pm 3,12+0,01 2,01 +£0,02 55
Solidage 180-315 um 16,26 £0,01 12,11 +£0,03 35
Piloselle 315-500 pm 20,57 + 0,04 15,18 £ 0,01 36
Rosier des chiens 315-500 um 22,58 £0,01 20,91 £0,01 8
Griffe du diable > 500 pm 23,16 £0,01 20,92 £ 0,01 11
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Un calcul du pourcentage d’augmentation de 1’activité antioxydante des fractions
sélectionnées par PTC a I’échelle industrielle par rapport aux fractions non-tamisées révele que
dans tous les cas le procédé¢ améliore cette activité mais avec différents pourcentages. En
particulier, dans le cas de la fraction < 180 pm de I’ortie dont le gain est de 55% plus grand que

la fraction non-tamisée.

e Dans le cas des grains de fenouil, d'écorce du saule blanc, des parties aériennes du
millepertuis et des parties aériennes de ’ortie, les meilleures valeurs des activités
antioxydantes sont associées a la fraction < 180 pm.

e La solidage (les parties aériennes) est la seule plante dont la fraction
granulométrique 180-315 pm posseéde une activité antioxydante maximale.

e Dans le cas des parties aériennes de la piloselle et des fruits du rosier des chiens
(cynorhodon), la fraction 315-500 um présent les meilleurs résultats pour 1’activité
antioxydante.

e Pour la racine de la griffe du diable, les poudres avec des tailles des particules

supérieures a 500 um montrent une valeur élevée pour ’AA.

Dans la majorité des résultats, les meilleurs activités antioxydantes sont obtenues pour
les fractions granulométriques inferieures a 500 um. Dans le cas des fractions granulométriques
supérieures a 500 um, on observe une diminution de I’activité antioxydante ce qui serait di a

une forte proportion en fibres et en glucides.

De plus, le Tableau 5 présente pour chacune des plantes, une comparaison de la
meilleure activité antioxydante de la fraction granulométrique obtenue par PTC a I’échelle du

laboratoire a celle obtenue par PTC a I’échelle industrielle.

I1 faut préciser que la solidage et la griffe du diable n’ont pas été étudiés a 1’échelle du
laboratoire et les études de la phytochimie ont été seulement effectué sur leurs poudres en

fonction de la granulométrie obtenue par le PTC a I’échelle industrielle.
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Tableau 5 : Comparaison entre les granulométries des meilleures AA des six plantes

Plante Gram&t’;‘;ﬂ;’iﬁligﬁcmne Granulﬁllalﬁzii(;eiilgéchelle
Fenouil <180 pm [319] <180 um

Saule blanc <180 um [320] <180 um
Millepertuis <180 um [229] <180 pm

Ortie <180 um [2] <180 pm
Piloselle 315-500 pm [313] 315-500 pm
Rosier des chiens 315-500 pm [2] 315-500 um

Comme le montre le Tableau 5, pour les 6 plantes sélectionnées, la meilleure d’activité

antioxydante se révele dans la méme classe granulométrique.

Nos résultats confirment que, comme a I’échelle du laboratoire, le fractionnement des
poudres par PTC a I’échelle industrielle est une méthode qui augmente considérablement le

rendement d’extraction des métabolites secondaires par voie séche.

On sait que la membrane cellulaire est constituée par des macromolécules telles que les
polysaccharides qui protégent les vacuoles et les vésicules ou se trouvent les métabolites
secondaires. Comme le mentionne Zhao et al. en 2015 [233], la destruction de la membrane
cellulaire au cours de la procédure de broyage entraine la libération de certains composés

phénoliques.

C’est en accord avec la bibliographie en effet, les fibres sont plus difficiles a broyer car
elles ne sont pas cassées au cours du processus PTC. Donc, les molécules de grande taille telles
que les glucides et les lignines sont retenues et leur teneur dans les poudres diminue ainsi, en
diminuant la taille de particules, le taux en métabolites secondaires augmente. Par conséquent,
les classes granulométriques plus petites révelent une concentration plus élevée en composés

bioactifs [229].

L’originalité des résultats a 1’échelle du laboratoire sur le fenouil est validée par une
publication intitulée : « Optimisation of phytochemical characteristics and antioxidative
properties of Foeniculum vulgare Mill. seeds and Ocimum basilicum L. leaves superfine

powders using new parting processy» [317], dans la revue Phytochemical Analysis, Annex II .
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2.A.2. Analyses par chromatographie LC-UV-ESI/MS

Les fractions granulométriques et la fraction non-tamisée de chaque plante ont été
analysées par LC-UV-ESI/MS. Les métabolites secondaires de chaque plante ont été identifiés
par PDA a I’aide des temps rétentions de leur étalon externe. De plus, ils ont été caractérisés
par leurs rapports m/z en utilisant la spectroscopie de masse (SIM). Ils ont été également
quantifiés a 1’aide des courbes d’étalonnage de leur étalon respectif. Les concentrations
rapportées sont une moyenne de trois mesures (n = 3). La concentration maximale de chaque

compos¢ est indiquée en gras.

2.A4.2.1.  Graines du fenouil

Le profil du chromatogramme UV a 320 nm de la fraction < 180 pm de cette plante est

présenté en Figure 60.

1. Acide chlorogénique

2. Rutine

3. Isoquercétin

4. Quercétine 3-glucuronide

5. Acide 1,5-dicaféoylquinique
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Figure 60 : Le profil du chromatogramme UV a 320 nm de la fraction < 180 um du fenouil

Cing composés phénoliques ont été identifiés en fonction de leur temps rétention. Le
chromatogramme montre une coélution de la rutine et de I’isoquercétine ainsi que de la
quercétine 3-glucuronide et de 1’acide 1,5-dicaféoylquinique. Cette difficulté a été résolue par
leur caractérisation a 1’aide spectrométrie de masse (SIM). Les deux compos€s caractéristiques
: la quercétine-3-glucuronide et 1’acide 1,5-dicaféoylquinique (Figure 61) sont observés pour

des temps de rétention respectivement de 8,6 min et de 9,5 min.
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Figure 61 : Les marqueurs dans les grains du fenouil

Les profils des chromatogrammes en Figure 62 montrent les rapports m/z de la
quercétine 3-glucuronide (m/z 477) et de 1’acide 1,5-dicaféoylquinique (m/z 515). Les profils
du chromatogramme d’ions extraits (SIM) des autres composés caractérisés sont en Figure 1,

Annexe [.
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Figure 62 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de la quercétine 3-glucuronide
(m/z 477) et de I’acide 1,5-dicaféoylquinique (m/z 515) pour la fraction < 180 um.

Les concentrations des cinq composés caractérisés par SIM en fonction de leur
granulométrie ont été calculées a ’aide de leur courbe d’étalonnage. Le Tableau 6 montre les

résultats.
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Tableau 6 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et dans
la fraction non-tamisée du fenouil.

Composé bioactif (m/z) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Moléculaire (min) [ <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm | > 500 pm NT
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique| 6,2 1,41+0,03 | 1,28+0,01 | 0,92+0,01 |0,31 +£0,01] 0,75+0,01
Rutine (609) Flavonoide 8,2 0,81 +0,01 | 0,71 +0,01 | 0,61 +0,02 ]0,15+0,05| 0,36 +0,01
Isoquercétine (463) Flavonoide 8,4 0,31 +0,01 | 0,25+0,04 | 0,14+0,02 [0,03 +0,04| 0,12+ 0,02
Quercétine 3-glucuronide (477) Flavonoide 8,6 3,04 +0,01 | 2,93+0,01 | 1,41+0,03 ]0,28+£0,01| 0,83 +0,02
Acide 1,5-dicaféoylquinique (515) Acide phénolique| 9,5 0,88 +£0,02 | 0,76 £0,01 | 0,63 +0,01 0,16 +0,01| 0,26 +0,01

La quercétine-3-glucuronide est le polyphénol majoritaire a une concentration maximale

de 3,04 = 0,01 mg/g MS dans la fraction < 180 um. Les autres polyphénols caractérisés sont

¢galement concentrés dans la méme fraction. Les teneurs des polyphénols dans la fraction

> 500 um sont les plus faibles. De ces résultats, il apparait clairement que les concentrations

des polyphénols dans la fraction < 180 pm sont supérieures de 30% a 50% a celles de la fraction

NT. Ce qui prouve que le procédé PTC a un effet significatif sur 1’enrichissement en

polyphénols dans une des fractions granulométriques (< 180 pm) des graines du fenouil.

2.4.2.2.

Ecorce du saule blanc

Dans 1’écorce du saule blanc le composé d’intérét est la salicyline (Figure 63).

L’identification de ce composé et des composés phénoliques dans les extraits a été réalisée par

HPLC/UV et leur caractérisation a été effectuée par LC-ESI/MS.

HO

OH

Salicyline

OH

(@) \\\\\\
OH

OH

(+)-Catéchine

Figure 63 : Les composés bioactifs dans |’écorce du saule blanc

105




Le chromatogramme UV a 260 nm de la fraction < 180 um est présenté en Figure 64.
Le pic correspondant a la salicyline est indiqué a tr = 8 min. De plus, le chromatogramme
montre un pic intense pour un temps rétention de 9,2 min ce qui correspond a la (+)-catéchine

(Figure 63).
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Figure 64 : Le profil du chromatogramme UV a 260 nm de la fraction < 180 um du saule blanc

La Figure 65 présente le profil de masse de la (+)-catéchine (m/z 289) et le profil obtenu
pour m/z 331 qui correspond a la somme de la masse de la salicyline (m/z 285) et de la masse
d’un adduit (m/z 46), 1’acide formique. Les profils du chromatogramme d’ions extraits (SIM)

des autres composé€s caractérisés sont présentés en Figure 2, Annexe I.
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Figure 65 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de la salicyline (m/z 285) additionnée
de son adduit (46) : m/z 331 et de la catéchine (m/z 289) pour la fraction < 180 um.
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En plus des deux composés mentionnés précédemment, trois autres compos€s ont été
caractérisés par spectroscopie de masse (SIM). Leurs concentrations en fonction de la

granulométrie ont été calculées (Tableau 7).

Tableau 7 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et dans
la fraction non-tamisée (NT) du saule blanc.

Composé bioactif (m/z) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Moléculaire (min) | <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm | > 500 pm NT
Gallocatéchine (305) Flavonoide 6,7 [0,85+0,01( 0,81 +0,01 | 0,79+0,01 | 0,78+0,01 | 0,79 +0,01
Salicyline (285) Salicylate 8 11,36+0,03| 1,25+0,01 | 1,19+0,01 | 1,02+0,01 | 1,11 +0,04
Procyanidine B2 (577) Tannin 8,4 12,24+0,02] 2,34 +0,01 | 2,26+0,01 | 2,01 £0,04 | 2,08 0,01
Procyanidine B1 (577) Tannin 8,6 14,19+0,04] 4,68+0,02 | 429+0,01 | 3,83+0,03 | 3,92 +0,02
(+)-Catéchine (289) Flavonoide 9,2 1823+0,01| 7,88+0,02 | 6,47 +£0,02 | 5,91 +0,01 | 6,78+0,02

La meilleure concentration pour la salicyline a été enregistrée pour la fraction
contenant les tailles des particules inférieures a 180 um : 1,36 + 0,03 mg/g MS. L’autre composé
qui est concentré dans cette fraction est la (+)-catéchine qui est le flavonoide majoritaire avec

une concentration maximale de 8,23 + 0,01 mg/g MS.

Selon ce tableau, le procédé PTC a un effet significatif sur I’enrichissement de tous

les composés caractérisés dans les fractions tamisées < 315 um de 1’écorce du saule blanc.
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2.4.2.3.  Parties aériennes du millepertuis

La Figure 66 montre le chromatogramme UV a 350 nm obtenu pour la fraction

< 180 um des poudres de cette plante.
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Figure 66 : Le profil du chromatogramme UV a 350 nm de la fraction < 180 um du millepertuis

Ce chromatogramme indique la présence de 1’hypéroside (Figure 4) qui est 'un des
flavonoides marqueurs dans les parties aériennes du millepertuis avec un pic intense au temps
de rétention de 10,2 min. L’autre composé marqueur de cette plante qui a été caractérisé par
ESI/MS au temps rétention de 22 min est I’hypéricine (Figure 67). L hyperforine est d’autre
compos¢ caractéristique du millepertuis qui n’apparait pas sous UV car il ne contient pas de

chromophore (Figure 4), donc il a été détecté a 1’aide de son rapport m/z et le tr = 19 min de

son étalon externe.

La Figure 67 montre les profils des rapports m/z de I’hypéroside (m/z 463), ’hypéricine

(m/z 503) et ’hyperforine (m/z 535). Les profils des autres composés caractérisés sont présentés

en Figure 3, Annexe [.
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Figure 67 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de ['hypéroside (m/z 463),
I’hypéricine (m/z 503) et [’hyperforine (m/z 535) pour la fraction < 180 um.

De plus, trois autres molécules ont également été caractérisées et quantifiées, la rutine
(m/z 609), I’acide chlorogénique (m/z 353) et la quercitrine (m/z 447). Leurs concentrations en

fonction des classes granulométriques sont rapportées dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Concentrations des composés caracterisés dans quatre classes granulométriques et dans
la fraction non-tamisée (NT) du millepertuis.

Composé bioactif (m/z) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Moléculaire (min) | <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm | > 500 pm NT

Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 6,2 | 0,78+0,01 | 0,66+0,02 | 0,44+0,03 [0,25+0,01]0,36+0,01
Rutine (609) Flavonoide 9,5 1,91 £0,01 | 1,59+0,02 | 0,96 0,02 |0,45 +0,05]0,71 £ 0,01
Hypéroside (463) Flavonoide 10,2 | 6,61 +0,02 | 545+0,02 | 3,89 +0,03 [2,07+0,01|3,05+0,01
Quercitrine (447) Flavonoide 11,51 0,84 +0,01 | 0,83+0,01 | 0,51 +£0,02 |0,19+0,02{0,36 +0,03
Hyperforine (535) Dérivé phloroglucinol 19 3,28 +0,05 | 3,03+0,02 | 3,02+0,01 [3,08+0,01|3,15+0,04
Hypéricine (503) Naphtodianthron 22 4,53 +0,02 | 4,17+0,05 | 4,02+0,04 |3,74+0,01]3,92+0,02
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Selon ces résultats, la procédure PTC a la méme efficacité sur chaque composé analysé.
En effet, pour chacun des composés, on observe la concentration maximale pour la classe
granulométrique inférieure a 180 pum. Les teneurs observées montrent que le millepertuis est
trés riche en hypéroside avec une concentration maximale de 6,61 + 0,02 mg/g MS dans la

fraction < 180 pum.

2.4.2.4.  Parties aériennes de [ ’ortie

La Figure 68 représente le profil du chromatogramme UV a 320 nm de la fraction

granulométrique avec une taille de particules inférieure a 180 um pour cette plante.
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Figure 68 : Le profil du chromatogramme UV a 320 nm de la fraction < 180 um de [’ortie

Les quatre composés identifiés sont : I’acide caféique a tr = 3 min, I’acide chlorogénique

a tr = 7,7 min, la rutine a trg = 10 min et ’isoquercetine a tg = 11 min.

En utilisant la spectrométrie ESI/MS, la présence d’acide férulique (Figure 5) qui est un
acide phénolique caractéristique de 1’ortie a été prouve par son rapport m/z 193 et le tr = 13 min
de son étalon externe. Les spectres de masse (SIM) de I’acide férulique et de 1’acide caféique
(Figure 22) m/z 179 sont présentés en Figure 69. Les profils des autres composés caractérisés

sont présentés en Figure 4, Annexe L.
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Figure 69 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de [’acide caféique (m/z 179) et ’acide

férulique (m/z 193) pour la fraction < 180 um.

Les structures de ces deux acides sont similaires avec comme seule différence la

présence d’une fonction alcool (plus polaire) pour I’acide caféique et d’une fonction éther

(moins polaire) pour I’acide férulique. Donc, I’acide férulique est €lué plus tard par rapport a

I’acide caféique. Les concentrations de composés caractérisés sont rapportés en Tableau 9.

Tableau 9 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et la
fraction non-tamisée (NT) de [’ortie.

Composé bioactif (m/z) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)

moléculaire (min) | <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm > 500 pm NT
Acide caféique (179) Acide phénolique 3 0,74 £ 0,02 0,62 + 0,03 0,45 +0,02 0,31 £0,01 0,46 + 0,01
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 7,7 0,02 £0,02 0,01 £0,02 | 0,004 +0,001 | 0,001 £0,001 | 0,007 + 0,001
Rutine (609) Flavonoide 10 | 0,002 +0,001 10,002 + 0,001| 0,005+ 0,003 | 0,008 + 0,004 | 0,004 + 0,002
Isoquercétine (463) Flavonoide 11 | 0,008 £ 0,001 10,005+ 0,002| 0,002 + 0,002 | 0,002+ 0,001 | 0,006 + 0,002
Acide férulique (193) Acide phénolique 13 0,82 +0,01 | 0,77 +0,01 0,67 + 0,02 0,46 +0,01 0,66 + 0,04

Les deux acides : I’acide caféique et I’acide férulique ont les concentrations les plus

fortes par rapport aux autres composés. Ils sont tous les deux concentrés dans la fraction < 180

um avec 0,74 = 0,02 mg/g MS pour I’acide caféique et 0,82 = 0,01 mg/g MS pour ’acide

férulique. En comparant leur concentration dans cette fraction avec celle dans la fraction non-

tamisée, on observe un enrichissement de 60% pour 1’acide caféique et de 27% pour 1’acide

férulique.
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2.4.2.5.  Parties aériennes de la solidage

Le profil du chromatogramme UV a 300 nm de la fraction 180-315 pum (fraction
possédant la meilleure activité antioxydante) des parties aériennes de la solidage est présenté

en Figure 70.
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Figure 70 : Le profil du chromatogramme UV a 300 nm de la fraction 180-315 um

Une bonne séparation de tous les composés est observée. Sept composés phénoliques
identifiés sont numérisés dans 1’ordre de leur temps rétention. Les composés marqueurs dans
les parties aériennes de la solidage sont : le kaempférol-3-O-rutinoside a tr = 11,5 min et le
kaempférol a tr = 17,5 min. Le kaempférol est ¢luée bien plus loin que le kaempférol-3-O-

rutinoside qui correspond a sa forme hétéroside (Figure 71).
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Figure 71 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z du kaempférol-3-O-rutinoside
(m/z 593) et du kaempférol (m/z 285) pour la fraction 180-315 um.
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La Figure 71 montre les profils des rapports m/z du kaempférol-3-O-rutinoside (m/z 593)

et du kaempférol (m/z 285) correspondant a la fraction 180-315 pum. Les profils des autres

composés caractérisés sont présentés en Figure 5, Annexe I.

Les concentrations des sept composés caractérisés par SIM, en fonction de leur

granulométrie ont été calculées et les résultats sont présentés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et dans

la fraction non-tamisée (NT) de la solidage.

Composé bioactif (m/z) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Moléculaire (min) | <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm | > 500 pm NT

Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 7,7 0,02+0,02 | 0,03+0,01 | 0,02+0,01 | 0,02+0,03 | 0,02+0,01
Rutine (609) Flavonoide 10,5 | 0,36 +0,01 | 0,61 +0,02 | 0,46+0,02 | 0,32+0,01 | 0,45+0,03
Isoquercétine (463) Flavonoide 11,2 | 0,66 +0,01 | 0,62+0,01 | 0,31 +0,02 | 0,31 £0,01 | 0,43 +0,04
Kaempférol-3-O-rutinoside (593) | Flavonoide 11,5 | 0,39+0,04 | 0,58 +0,01 | 0,45+0,01 | 0,23+0,03 | 0,42+0,01
Acide férulique (193) Acide phénolique 13,3 | 0,83+0,01 | 0,72+0,02 | 0,61 +0,03 | 0,41 +£0,01 | 0,53 +£0,01
Quercétine (301) Flavonoide 15,5 | 0,21+0,03 | 0,21+0,02 | 0,11 £0,01 | 0,07+0,01 | 0,11 0,02
Kaempférole (285) Flavonoide 17,5 | 0,38 +0,02 | 0,35+0,03 | 0,27+0,01 | 0,21 +£0,03 | 0,22 + 0,03

Ce tableau montre que I’acide férulique est le composé majoritaire avec une

concentration dans la fraction < 180 um de 0,83 + 0,01 mg/g MS.

L’un des flavonoides d’intéréts de la solidage est le kaempférol qui a une concentration
maximale de 0,38 + 0,02 mg/g MS dans la fraction < 180 um. L’autre flavonoide caractéristique
est le kaempférol-3-O-rutinoside avec une concentration maximale de 0,58 + 0,01 mg/g MS

dans la fraction 180-315 um.

Selon ces résultats, la concentration de 1’acide chlorogénique n’a pas été affectée par la
procédure PTC. En revanche, il y a une différence significative entre les concentrations d’autres
polyphénols dans les fractions de taille des particules inférieure a 315 um et celles de taille des
particules supérieure a 500 um ainsi que la fraction non-tamisée. Ce qui prouve le succes du
procédé PTC (a I’échelle I’industriel) pour 1’extraction différentielle des polyphénols dans les

parties aériennes de la solidage.
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2.4.2.6. Parties aériennes de la piloselle

La Figure 72 présent le profil du PDA a 350 nm de la fraction 315-500 um des parties

aériennes de la piloselle.

1. Acide chlorogénique
2. Lutéolin-7-O-glucoside
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Figure 72 : Le profil du chromatogramme UV a 350 nm de la fraction 315-500 um

Le chromatogramme montre un signal intense a tg = 11,5 min correspondant a
I’ombelliférone (Figure 7) qui est I'un des composés d’intéréts de la piloselle. Les deux
flavonoides : la lutéoline 7-O-glucoside a tr = 11,2 min et la lutéoline a tr = 15,7 min ont été

identifiés. La lutéoline est éluée bien plus loin que la lutéoline 7-O-glucoside (le cynaroside),

qui correspond a sa forme hétéroside (Figure 73).

OH

OH
OH  Ho OH
K
OH o OH OH o
Lutéoline Lutéoline 7-O-glucoside

Figure 73 : Les deux flavonoides d’intéréts de la piloselle

Les composés identifiés sont caractérisés par ESI/MS. Les profils des

chromatogrammes, en mode négatif de I’ombelliférone (m/z 161), la lutéoline (m/z 285) et la
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lutéoline 7-O-glucoside (m/z 447) sont présentés en Figure 74. Ce profil correspond a la fraction

315-500 pm.

Les profils des autres composés caractérisés sont enregistrés en Figure 6, Annexe L.
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Figure 74 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de [’ombelliférone (m/z 161), la lutéoline
(m/z 285) et la lutéoline 7-O-glucoside (m/z 447) pour la fraction 315-500 yum.

Le Tableau 11 montre les concentrations des six composés caractérisés dans les parties

aériennes de la piloselle en fonction de leur granulométrie.

Tableau 11 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et dans
la fraction non-tamisée (NT) de la piloselle.

Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Composé bioactif (m/z)

Moléculaire (min) " 180 um |180-315 pm [ 315-500 pm | > 500 pm NT
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 7,8 0,05+0,01 | 0,08+0,03 | 0,07+0,02 | 0,04+0,01 |0,05+0,01
Lutéoline 7-O-glucoside (447) Flavonoide 11,2 | 0,26 £0,01 | 0,27 +0,02 | 0,61 +0,02 | 0,37 +0,04 | 0,45+ 0,02
Ombelliférone (161) Coumarine 1,5 | 0,16+0,01 | 0,21 +0,01 | 0,33+0,02 | 0,11+0,01 |0,21+0,02
Acide 1,5-dicaféoylquinique (575) Acide phénolique 11,7 0,12+0,02 | 0,32+0,01 | 0,26+0,01 | 0,19+0,02 | 0,19 +0,03
Apigénine 7-O-glucoside (431) Flavonoide 12,5 0,11+0,04 | 0,31+0,02 | 0,29+0,01 | 0,17+0,03 | 0,26 +0,03
Lutéoline (285) Flavonoide 15,7 | 1,01+0,02 | 2,16 0,01 | 2,27+0,01 | 1,13+0,01 | 1,81 +0,01
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Parmi tous les composés caractérisés, la lutéoline posséde la concentration maximale

avec 2,27 + 0,01 mg/g MS dans les poudres avec la taille de particules comprise entre 315 um
et 500 um.

Les deux autres composés qui sont concentrés dans cette gamme (315-500 um) sont la
lutéoline 7-O-glucoside et 1’ombelliférone avec des concentrations respectivement de
0,61 + 0,02 mg/g MS et 0,33 £ 0,02 mg/g MS. Le PTC a permis une augmentation de 60% de

la teneur en ombelliférone dans cette fraction comparativement avec la fraction non-tamisée.

Selon ce tableau, tous les composés (sauf I’acide chlorogénique) sont concentrés dans
les fractions spécifiques de taille de particules supérieure a 180 um et inférieure a 500 um ce
qui valide I’intérét de la séparation différentielle des poudres de la piloselle au cours de la

procédure PTC.

2.A4.2.7.  Fruits du rosier des chiens

Dans les fruits de rosier des chiens, quatre flavonoides sont identifiés par HPLC/UV a

I’aide des temps rétentions de leur étalon. La Figure 75 montre le profil du chromatogramme

UV a 320 nm de la fraction 315-500 pm.
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Figure 75 : Le profil du chromatogramme UV a 320 nm de la fraction 315-500 um
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L’un des flavonoides d’intéréts dans le cynorhodon est la quercitrine qui est observé
pour un temps rétention de 13,2 min. Le pic intense a 16 min est associé a 1’autre flavonoide qui
s’appelle la quercétine. Les composés identifiés ont été caractérisés par ESI/MS. Les
chromatogrammes d’ions extraits des rapports m/z 447 et m/z 301 indiquent les signaux relatifs
a la quercitrine et a la quercétine, respectivement. La Figure 76 présent les profils de masse des
deux rapports m/z mentionnés pour la fraction 315-500 um. Les profils de masse des autres

composés caractérisés sont présentés en Figure 7, Annexe 1.

0 m/z 447,00 (-)
750001
50000

25000+

s e e e e ey e e s s e e e e A B s e s e e R I
200

m/z 301,00 (-)

min
4500

4000
3500
3000
2500
2000
1500

1000

R N o W T

oL W N S DD SIU NG o vy S U

o e

— g T T T — — T g T T —
oo 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0

Figure 76 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de la quercitrine (m/z 447) et la
quercétine (m/z 301) pour la fraction 315-500 pum.

Le Tableaux 12 compare les concentrations des flavonoides caractérisés dans les classes

granulométriques mentionnées et dans la fraction non-tamisée.

Tableau 12 : Concentrations des flavonoides caractérisés dans quatre classes granulométriques et
dans la fraction non-tamisée (NT) du rosier des chiens.

Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Composé bioactif (m/z)

moleculaire (min) | <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm | > 500 pm NT
(+)-Catéchine (289) Flavonoide 9 0,06 +0,02 | 0,07+0,03 [ 0,05+0,02 | 0,03+0,03 | 0,05+0,01
Rutine (609) Flavonoide 11,7 10,005 +0,01]0,004+0,01| 0,004+0,02 |[0,003+0,01]0,004+0,03
Hypéroside (463) Flavonoide 12,3 | 0,08+0,01 | 0,07+0,02 | 0,11£0,02 | 0,06<+0,01 [ 0,07+0,01
Quercitrine (447) Flavonoide 13,2 | 0,04+0,01 | 0,05+0,01 | 0,09+0,01 | 0,03+0,02 | 0,05+0,02
Quercétine (301) Flavonoide 16,5 ] 0,03+£0,02 | 0,03+0,01 | 0,06+0,02 | 0,02+0,01 | 0,04+0,02
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Parmi tous ces flavonoides, les concentrations de 1’hypéroside et la quercitrine sont plus
perceptible avec des teneurs maximales dans la fraction 315-500 pm respectivement de

0,11 £+ 0,02 mg/g MS et 0,09 £ 0,01 mg/g MS.

Pour le reste des flavonoides, leurs concentrations dans les différentes classes

granulométriques sont trés faibles et ils ne sont pas affectés par la procédure PTC.

2.4.2.8.  Racine de la griffe du diable

Le profil du chromatogramme UV a 310 nm en Figure 77 montre la séparation des
quatre composés identifiés dans 1’extrait de la racine de la griffe du diable. Ce chromatogramme

correspond a la fraction > 500 pm.
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Figure 77 : Le profil du chromatogramme UV a 310 nm de la fraction > 500 um

Selon ce chromatogramme, le pic correspondant a I’isoquercétine posséde I’intensité
maximale a tr = 13,2 min. Les deux composées caractéristiques dans la racine de la griffe du

diable sont le verbascoside et I’harpagoside (Figure 9) avec des temps rétentions de 12,3 min

et de 15,2 min, respectivement.

Les profils des chromatogrammes (SIM) en mode négatif du verbascoside (m/z 623) et
de I’harpagoside (m/z 493) dans la fraction > 500 um sont présentés en Figure 78. Les profils

des chromatogrammes des autres composés sont présentés en Figure 8, Annexe 1.
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Figure 78 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z du verbascoside (m/z 623) et de
I"harpagoside (m/z 493) pour la fraction > 500 yum.

A Tl’aide de la spectrométrie ESI/MS (SIM), la quantification des quatre composés
caractérisés en fonction de leur granulométrie a été effectuée et les valeurs sont rapportées dans

le Tableau 13.

Tableau 13 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et
dans la fraction non-tamisée (NT) de la griffe du diable.

Composé bioactif (m/) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Moléculaire (min) | <180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm | > 500 pm NT
Verbascoside (623) Glycoside polyphénolique | 12,3 |3,11£0,01| 2,95+0,01 | 3,63 £0,01 | 3,75+0,01 | 2,81 £0,03
Isoquercétine (463) Flavonoide 13,2 [1,63+£0,02| 1,28+0,03 | 1,47+0,01 | 1,55£0,02 | 1,64 +0,04
Acide férolique (193) Acide phénolique 14,3 (4,52 +0,02] 2,71 +£0,01 | 3,14+0,01 | 3,21+0,02 | 2,82 +0,03
Harpagoside (493) Glycoside d’iridoide 15,2 13,11 £0,04| 4,73 +0,02 | 3,91 £0,02 | 3,65+0,03 | 3,27 +0,03

La fraction qui permet d’obtenir les plus grandes quantités en harpagoside : 4,73 = 0,02
mg/g MS, possede une granulométrie comprise entre 180 um et 315 um qui montre un

enrichissement de 53% par rapport a la fraction non-tamisée.

L’autre composé d’intérét est le verbascoside qui est concentré dans la fraction > 500
pm de 3,75 £ 0,01 mg/g MS avec un enrichissement de 34%. Selon ces résultats, le procéde de
fractionnement différentiel, le PTC par Pilote, permet d’augmenter les concentrations des

composés phénoliques et de iridoide glycosidique caractérisés dans les fractions tamisées.
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2.4.2.9.  Parties aériennes du lierre

La Figure 79 montre le profil du chromatogramme UV de la fraction non-tamisée des

parties aériennes du lierre a 310 nm.

1. Acide chlorogénique
2. Rutine
) 3. Kaempférol-3-O-rutinoside

200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000 3

Intensite (mAU)

60000
40000

20000

0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Temps (min)

-20000

Figure 79 : Le profil du chromatogramme UV a 310 nm de la fraction non-tamisée

Le pic possédant I’intensité la plus élevée est la rutine a tr = 8,5 min. Les deux saponines
triterpéniques du lierre : 1’hédéracoside C et I’a-hédérine (Figure 35) ne contiennent pas de
centre chromophore, donc ils n’apparaissent pas sous UV. Ils sont détectés et caractérisés par
la spectrométrie de masse. Les deux rapports de masse obtenus : m/z 1265 et m/z 795 (Figure
80) sont la somme de masse de 1’hédéracoside C (m/z 1220) et de 1’a-hédérine (m/z 750) avec

la masse de 1’acide formique qui forme un adduit (46).
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Figure 80 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de I’hédéracoside C et de I’a-hédérine
additionnées de leur adduits (46) : m/z 1265 et m/z 793, respectivement. Les profils correspondent a la
fraction non-tamisée.
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Les profils des chromatogrammes de masse des autres composés caractérisés sont

présentés en Figure 9, Annexe 1.

Le spectre de masse dans le cas des extraits des parties aériennes du lierre sert pour la
caractérisation et la quantification des composés. Les concentrations des composé€s en fonction

de leur granulométrie sont rapportées dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et dans
la fraction non-tamisée (NT) du lierre.

Composé bioactif (m/z) Famille tr Concentrations (mg/g de matiére séche)
Moléculaire (min) | <180 pm |180-315 pm|315-500 pm| > 500 pm NT
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 7,5 10,18+0,010,19+0,01 | 0,14+0,02 | 0,15+0,01 {0,09 +0,02
Rutine (609) Flavonoide 8,5 10,11+0,03]0,13+0,01 | 0,14+0,01 | 0,14 +0,02 [0,03 £ 0,01
Kaempferol-3-O-rutinoside (593) | Flavonoide 9,5 10,24+£0,010,27+0,02 | 0,25+0,02 | 0,24 +0,02 {0,21 = 0,02
Hédéracoside C (1220) Saponine 11,5 10,12 +0,03 | 0,22 +0,02 | 0,14 + 0,02 | 0,13 +0,01 |0,06 + 0,01
a-Hédérine (749) Saponine 16,8 10,28 +0,01 | 0,33 0,02 | 0,31 +0,02 | 0,31 +0,03 |0,21 £ 0,01

La fraction dont la granulométrie est comprise entre 180 et 315 um donne les plus fortes
concentrations pour les deux saponines spécifiques du lierre : I’hédéracoside C avec 0,22 = 0,02
mg/g MS et I’a-hédérine avec 0,33 + 0,02 mg/g MS. Les teneurs de I’hédéracoside C et de I’a-
hédérine augmentent respectivement 3,6 fois et 1,5 fois dans la fraction 180-315 pum en

comparaison avec la fraction non-tamisée.

Ces résultats montrent que le fractionnement par voie seche permet d’obtenir les
meilleures extractions des saponines mentionnées dans une fraction avec une taille de particules

spécifique (180-315 pum).
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B. Echelle du laboratoire

2.B.1. Dosages des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et

évaluation de D’activité antioxydante

Les dosages en polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux (FVT) ainsi que
I’évaluation d’activité antioxydante (AA) des différentes classes granulométriques : < 180 um,
180-315 um, 315-500 um et > 500 pum ainsi que la fraction non-tamisée de chaque fruit ont été
effectués. Les valeurs rapportées sont une moyenne et un écart-type de trois mesures (n = 3).
Pour chaque analyse, les valeurs surmontées de lettres différentes sont statistiquement
différentes (p < 0,05). En comparant les résultats obtenus pour les fractions tamisées avec les
ceux de la fraction non-tamisée, I’efficacité¢ du PTC a I’échelle laboratoire sur les propriétés

photochimiques des quatre fruits sélectionnés a été étudiée.

2.B.1.1. La cerise
Les teneurs en polyphénols totaux (PPT) et en flavonoides totaux (FVT) des fractions

granulométriques et de la fraction non-tamisée de la cerise sont rassemblées dans I’histogramme

de la Figure 81. L’évolution de leur activité antioxydante par les tests du DPPH" et de ’ABTS ™

est également étudiée et les résultats sont présentés en Figure 82.

EQ étalon (mg/g MS)
N
(9]

> 500
Granulométrie( pm)

Figure 81 : L’ histogramme des polyphénols totaux (PPT) et des flavonoides totaux (FVT) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de la cerise
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Les résultats montrent que la fraction 180-315 um présente la valeur maximale du PPT
: 38,91 +£ 0,03 mg EAG/g MS et la valeur maximale du FVT : 24,32 + 0,02 mg EC/g MS. Pour

les deux analyses, les valeurs les plus faibles sont observées pour la fraction 315-500 pum.

180

160 149,8°
140,82

7]

T
o

.

o

<
i
i

140
120
100

g

T
bl

T,
o

el

o

<
byt
EEEE

T
i

o

o
!

sl

114,8¢  BABTS

&
e
o)
ket
ekt

o

o

e

B
i
teitd
s

o

7

|
el

2

bt
-
25

g
i

i

tt

R,
it
e
e

bt
i

8 DPPH

i

sl

T
&

I

i

bt

2
i

B
it

i

e
ey
i

TR
o)

ket

HE

2

bt
i3

e
Jiied

=
i3

14
o
ot
bt
it

e
7
o
i
ity

it

&
ook
i

i

bt

T

o
o

T
B
A

1y

2
425
T
=
e

BEE

i

2

o
o

ot

T
SRR

i3
1y

=

i
i
i
:
HEEE

!

o
:
5
=

i

o

e

S

b

T
St

sl

i
i

D
(=}

s
el
T
h%
3
R
i

sl

43,72

T

&

£
e

byt

bt

2
o
e,

T
i

!
5
i

b
T
i

EQ Trolox (mg/g MS)

e

35,5¢ 36,3¢

-

o
h
i

¥

£
S

o

T
Sy

~
S
i
o
%
o
o

el
T
£
i,
e
£

i

e

e
R

1y

T

£
i

o
it

o
!

T
byt

e,

e

L o R W

e

s
1y

&

sl
T
i

i

i

T
o
2

i

bt

e

7
ik
i

5
o
e,
gt

o

e

e
e
p

[

A A oA A S

T
R R R,

[\
S
SRR

T
R
i

14

i
=
=
i
=
=
i

5

&
t
+
i
-
.
5
it
h

=
2
3t
&
o

T
i
=
£
o
&
o

T
e

14
sl

s
e
e
s

Fer
P
e
e
o
i

i
b

&

T
b2
tt

Iz
Je
£

T
i

!
!

i
ft

I
i

<18 180-315 315-500 > 500 NT
Granulométrie( pm)

(=]

Figure 82 : Evaluation des activités antioxydantes des fractions granulométriques et de la fraction
non-tamisée (NT) de la cerise, a [’aide des tests DPPH et ABTS.
Les valeur élevées pour I’activité antioxydante obtenues en utilisant I’ABTS™" par

rapport au test du radical du DPPH indique la richesse de la cerise en anthocyanidines. Les

valeurs maximales pour les deux analyses correspondent a la fraction 180-315 pm : 59,44 +
0,01 mg ET/g MS avec le DPPH’ et 149,85 + 0,03 mg ET/g MS avec ’ABTS ™. Ces valeurs

sont 1,3 fois supérieures a celles de la fraction non-tamisée.

En se basant sur les deux histogrammes des Figures 82 et 83, on observe une corrélation
positive entre les PPT et ’AA (R? = 0,90) qui prouve le role essentiel des polyphénols sur

I’activité antioxydante de la cerise.

2.B.1.2.  Lapéche

Les résultats de la détermination des PPT et des FVT et de 1’évaluation des activités
antioxydantes (en utilisant les tests du DPPH' et de ’ABTS ™) des fractions sélectionnées ainsi

que la fraction non-tamisée (NT) de ce fruit sont présentés sur les Figures 83 et 84.
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Figure 84 : Evaluation des activités an
Selon I’histogramme de la Figure 84, on n’observe pas de variation remarquable entre

non-tamisée (NT) de la péche,
les activités antioxydantes des différen



DPPH’, ce qui indique la nécessité d’évaluation de I’AA avec le test de ’ABTS ™. Les résultats

obtenus par le test de I’ABTS ™" montrent que la fraction > 500 pm posséde la meilleure AA

avec 148,21 + 0,31 mg ET/g MS. En comparant les deux histogrammes, il n’y a pas de
corrélation positive entre I’ AA et la teneur totale des polyphénols. Bien que la fraction 180-315
um poss€de une teneur plus élevée en PPT que celle obtenue dans la fraction non-tamisée, son
activité antioxydante est plus faible. Cette observation montre le réle important d’autres

composés (tels que la vitamine C [125]) sur I’activité antioxydantes de ce fruit.

2.B.1.3.  La quetsche

L’histogramme de la Figure 85 présente les résultats obtenus pour la détermination des

PPT et des FVT de fractions tamisées et non-tamisée de la quetsche.
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Figure 85 : L histogramme des polyphénols totaux (PPT) et des flavonoides totaux (FVT) des
fractions granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de la quetsche.

Les valeurs maximales sont atteintes pour la fraction > 500 um, la teneur en polyphénols

totaux est de 25,58 £ 0,38 mg EAG/g MS et en flavonoides totaux est de 12,96 + 0,28 mg EC/g

MS. Les résultats obtenus pour 1’évaluation des activités antioxydantes par les tests de ’ABTS "

et du DPPH' sont présentés en Figure 86.
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Figure 86 : Evaluation des activités antioxydantes des fractions granulométriques et de la fraction

non-tamisée (NT) de la quetsche, a [’aide des tests DPPH et ABTS.

Les meilleur activités antioxydantes correspondent a la fraction > 500 um : 86,51 = 0,03

mg ET/g MS et 27,72 + 0,01 mg ET/g MS en utilisant respectivement ’ABTS ™ et le DPPH".

En se basant sur les deux histogrammes des Figures 86 et 87, une corrélation positive entre les

valeurs de I’AA et les teneurs de PPT est observée (R* = 0,81).

La mirabelle

2.B.1.4.

Le broyage des mirabelles conduit a I’obtention de poudres qui ressemblaient plus a de

petites masses, ceci est dii a leur forte teneur en sucre. Malheureusement, au cours des analyses,

nous n’avions pas des poudres séparées de sorte que nous ne pouvions pas déterminer les

particules individuellement.

Dans ces conditions, les teneurs totales en polyphénols et en flavonoides ont été

€S sur

J4

, les résultats sont rassembl

ées

lu

r

€ cva

r

déterminées et leurs activités antioxydantes ont ét

les deux histogrammes des Figures 87 et 88.
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Figure 87 : L’histogramme des polyphénols totaux (PPT) et des flavonoides totaux (FVT) des fractions
granulométriques et de la fraction non-tamisée (NT) de la mirabelle.

La fraction > 500 pm, posséde une différence significative par rapport aux autres
fractions et montre des valeurs maximales de PPT et de FVT respectivement de 23,96 + 0,04

mg EAG/gMS et 10,11 £ 0,01 mg EC/g MS.
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Figure 88 : Evaluation des activités antioxydantes des fractions granulométriques et de la fraction
non-tamisée (NT) de la mirabelle, a [’aide des tests DPPH et ABTS.

La fraction > 500 pm qui posséde la teneur maximale en polyphénols présente la valeur

maximale pour I’activité antioxydante avec 58,43 = 0,01 mg ET/g MS et 31,4 £ 0,01 mg ET/g

MS avec les deux tests de 'ABTS™ et du DPPH’ respectivement. D’aprés ces deux
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histogrammes, le role principal des polyphénols dans 1’activité antioxydante de ce fruit est

prouvé en raison de la corrélation positive qui existe entre eux (R* = 0,97).

2.B.1.5.

Comparaison des résultats

Cette ¢tude montre que ’application du procédé PTC a I’échelle du laboratoire permet

d’augmenter significativement 1’activité antioxydante de certaines classes granulométriques

des poudres de la cerise, de la péche, de la quetsche et de la mirabelle.

Le Tableau 15 montre pour chacune des fruits le pourcentage d’augmentation de I’AA

pour la fraction granulométrique qui présente la meilleurs I’AA, comparée avec celle obtenue

pour la fraction non-tamisée.

Tableau 15 : L.’ AA de la fraction granulométrique sélectionnée, I’AA de la fraction non-tamisée (NT)
et le pourcentage d’augmentation de I’AA de chaque fruit.

L’AA (mg ET/g MS)

L’AA (mg ET/g MS)

Fractions granulométriques Fraction Non Tamisée YeAugmentation
Fruit Granulométrie
DDPH ABTS DDPH ABTS DPPH ABTS
Cerise 180-315um | 59,44+0,01 | 149,85+0,03 | 44,91 +£0,02 | 114,52+0,03 33 31
Péche > 500 um 42,94 + 0,01 148,21 +£ 0,02 | 38,52+0,02 | 130,82 +0,01 12 14
Quetsche > 500 pm 27,72 + 0,01 86,51 +0,03 | 26,41 +0,01 81,14 £ 0,01 5 7
Mirabelle > 500 pm 31,45+ 0,01 58,43 +£0,01 26,19+ 0,03 | 51,21+0,02 20 15

e Les analyses sur les différentes classes granulométriques de la cerise indiquent

clairement que le procédé PTC améliore I’AA des poudres dans les tailles de particules

comprises entre 180 um et 315 pm avec une augmentation de 31% par le test radical-

cation de ABTS ™.

e Les résultats obtenus pour la péche prouvent que le PTC est une procédure bénéfique

pour augmenter ’activité antioxydante des poudres pour des tailles de particules

supérieures a 500 pm. Dans cette fraction, on observe une augmentation de 14% pour

I’AA en utilisant le test ABTS ™.
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e Dans le cas de la quetsche, les analyses montrent que le PTC a un faible effet positif sur
I’augmentation de I’activité antioxydante dans les poudres pour des tailles de particules
supérieure a 500 um.

e Comme mentionné précédemment, les poudres de la mirabelle forme des agrégats a
cause de la teneur élevée en sucre de la mirabelle. En tenant compte de cette observation,

la fraction sélectionnée est la fraction > 500 pm qui montre une augmentation de 15%

de I’AA par le test ABTS™.

L’originalité de ces résultats sur la cerise, la péche et la quetsche est validée par une
publication intitulée : « The positive impact of a new parting process on antioxidant activity,
malic acid and phenolic content of Prunus avium L., Prunus persica L. and Prunus domestica

subsp.Insititia L.powders » [268], dans la revue : Microchemical Journal. Annex II.

2.B.2. Analyses par chromatographies LC-UV-ESI/MS

Les fractions granulométriques et la fraction non-tamisée de chaque fruit ont été
analysées par LC-UV-ESI/MS. Les métabolites secondaires de chaque fruit ont été identifiés et
caractérisés par leurs rapports m/z et le temps rétention de leur étalon correspondant. Ils ont été
¢galement quantifiés a I’aide des courbes d’étalonnage de leur étalon. Les concentrations
rapportées sont une moyenne de trois mesures (n = 3). La concentration maximale de chaque

compos¢ est indiquée en gras.

La présence de I’acide malique dans les quatre fruits sélectionnés est prouvée par les
différentes études indiquées dans la partie bibliographie. Ce composé n’est pas détectable par
UV (absence d’un groupe chromophore), donc il a été caractérisé par le détecteur ESI/MS. Sous
le méme gradient utilis€ pour les quatre fruits, le pic correspondant a I’acide malique (m/z 133)

a ¢été détecté a tr = 2,8 min.

2.B.2.1. Lacerise
Six composés phénoliques ont été identifiés dans les extraits des poudres de la cerise
par HPLC/UV. Le chromatogramme UV de la fraction 180-315 pm qui avait une activité

antioxydante maximale a 340 nm est indiqué en Figure 8§9.
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Figure 89 : Le profil du chromatogramme UV a 340 nm de la fraction 180-315 um

L’un des acide phénoliques caractéristiques de la cerise est I’acide p-coumaroylquinique
(Figure 11) qui a été identifié avec un pic intense a tr = 7 min. La procyanidine B2 qui est le
tanin principal dans la cerise a été identifié a tr = 7,4 min. Les profils des chromatogrammes de
masse (SIM) des deux composés mentionnés ainsi que 1’acide malique qui est seulement

détectable par ESI/MS sont présentés en Figure 90.
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Figure 90 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de [’acide malique (m/z 133),
l’acide p-coumaroylquinique (m/z 337) et la procyanidine B2 (m/z 577) pour la fraction 180-315 um.
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Les profils des chromatogrammes de masse des autres composés identifiés sont

présentés en Figure 10, Annexe 1.

Le Tableau 16 regroupe les concentrations des composés caractérisés.

Tableau 16 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et la
fraction non-tamisée (NT) de la cerise.

Composé bioactif (m/z) izrlnéicl:flaire ( nt),;ﬂ) Concentrations (mg/g matiére séche)
<180 pm | 180-315 pm | 315-500 pm >500 pm NT

Acide malique (/33) Acid dicarboxylic 2,8 4,08 +0,01 | 4,57+0,04 4,19+0,01 | 4,49+0,03 | 4,45+0,02
Acide chlorogénique isomer (353) Acide phénolique 5,7 1,61 £0,01 1,92 £ 0,01 1,73 £0,02 1,73 +£0,04 | 1,81 +0,03
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 7 0,83 +0,02 | 1,21 +0,02 0,74 £0,01 0,71 £0,04 | 0,92 +0,03
Acide p-coumaroylquinique (337) Acide phénolique 7 4,07 +0,00 | 4,56 +0,03 4,38 +£0,01 441+0,01 | 4,48+0,01
Procyanidine B2 (577) Tanin 7,4 0,67+0,04 | 0,72+0,01 0,64 £0,02 | 0,63+0,02 | 0,71 0,03
(-)-Epicatéchine (289) Flavonoide 8,2 0,72+0,02 | 0,83+0,01 0,76 £0,01 0,71 +0,02 | 0,81 +0,02
Rutine (609) Flavonoide 9,3 0,49 +0,01 | 0,71+0,02 0,53 +£0,01 0,51 +0,01 | 0,54 +0,01
Isoquercétine (463) Flavonoide 10,2 | 0,09+0,01 | 0,27 +0,01 0,11 +0,02 0,11+0,04 | 0,11 £0,01

Les analyses montrent que la fraction 180-315 um présente une concentration maximale

en acide malique avec 4,57 £ 0,04 mg/g MS. De plus, un comportement similaire est observé

pour les autres composés, ils sont également concentrés dans la fraction 180-315 pm.

Parmi les composés phénoliques quantifiés, la meilleure concentration dans la fraction

180-315 um appartient a 1’acide p-coumaroylquinique avec 4,56 + 0,03 mg/g MS. Ce résultat

indique que le PTC augmente significativement les concentrations de composés bioactifs dans

la fraction 180-315 pm des poudres de la cerise.

2.B.2.2.  Lapéche

La Figure 91 montre le profil du chromatogramme UV a 340 nm de la fraction > 500

um de la péche. Quatre composés phénoliques ont été identifiés a I’aide des temps de rétention

de leur étalon externe.
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Figure 91 : Le profil du chromatogramme UV a 340 nm de la fraction > 500 um

Une séparation claire de tous les pics a été observée. Les deux pics a tr = 5,7 min et a tr

=7 min correspondent a 1’acide chlorogénique (m/z 353) et a son isomeére.

En utilisant la spectroscopie ESI/MS, les polyphénols identifiés et I’acide malique (m/z
133) ont été caractérisés par leurs rapports m/z. Les profils des rapports du m/z 353 et du m/z
133 sont présentés en Figure 92. Les profils des chromatogrammes de masse des autres

composés caractérisés sont présentés en Figure 11, Annexe L.
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Figure 92 : Les profils des chromatogrammes des rapports m/z de l’acide malique (m/z 133), [’acide
chlorogénique et son isomere (m/z 353) pour la fraction > 500 um.
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Le Tableau 17 regroupe les résultats obtenus pour la quantification des composés

caractérisés par LC-MS.

Tableau 17 : Concentrations des composés caractérises dans quatre classes granulométriques et la
fraction non-tamisée (NT) de la péche.

i Concentrations (mg/g matiére séche)
Composé bioactif (m/z) Famrllle . tl.‘ i
moléculaire (min)
<180 pm 180-31S pm | 315-500 pm >500 pm NT
Acide malique (/33) Acide dicarboxylique 2,8 3,30+ 0,03 | 3,41+0,02 3,12 +0,03 3,72+0,02 | 3,55+0,01
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 5,7 0,25 +0,01 0,20 = 0,00 0,21 +£0,02 0,23 £0,01 0,21 £0,02
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 7 1,40 £ 0,02 1,23 £0,02 1,12 +0,00 1,23 +£0,04 1,17 £ 0,04
Rutine (609) Flavonoide 9,3 0,63 £ 0,01 0,56 + 0,02 0,56 + 0,03 0,47 +£0,03 | 0,53 +0,01
Isoquércetine (463) Flavonoide 10,2 3,43 +0,01 3,08 £ 0,02 3,05+0,04 2,61+0,02 | 3,11+0,01

L’acide malique est concentré dans la fraction > 500 um avec 3,72 + 0,02 mg/g MS ;

en revanche, tous les autres composés sont concentrés dans la fraction < 180 pum.

La molécule remarquable avec la concentration plus élevée est I’isoquercétine avec la
concentration maximale de 3,43 = 0,01 mg/g MS dans la fraction < 180 pm. Le fait que les
concentrations en polyphénols les plus €élevées aient été obtenues pour des tailles de particules
optimales < 180 um confirme que le PTC est une méthode efficace pour améliorer 1’extraction

des composés phénoliques de la classe granulométrique spécifique des poudres de la péche.

2.B.2.3.  La quetsche
La meilleure longueur d’onde permettant de distinguer les pics clairs dans I’extrait de la
quetsche est 340 nm et seulement trois polyphénols ont été identifiés. Le profil PDA de la

fraction > 500 a 340 nm est présenté en Figure 93.
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Figure 93 : Le profil du chromatogramme UV a 340 nm de la fraction > 500 um

Le pic remarquable a tr = 5,7 est I’acide chlorogénique. Les deux flavonoides identifiés
sont : le (+)-catéchine a tr = 7,2 min et la rutine a tr = 9,3 min. La spectrométrie de masse
permet de caractériser les composés mentionnés et également 1’acide malique. La Figure 12 en
Annexe I, montre le profil des spectres de masse et des rapports m/z.

Tableau 18 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et la
fraction non-tamisée (NT) de la quetsche.

o . Famille tr Concentrations (mg/g matiére séche)
Composé bioactif (m/z) . . .
moléculaire (min) | <180 pym | 180-315pm | 315-500 pm | >500 pm NT

Acide malique (/33) Acide dicarboxylique 2,8 3,71 £0,01 3,85+0,01 3,71 £0,01 3,35+0,01 3,37 +£0,02
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 5,7 2,67 = 0,04 2,41 +£0,01 2,33+£0,01 2,42 +0,03 2,15+0,02
(+)-Catéchine (289) Flavonoide 7,2 0,02 = 0,02 0,03 +0,01 0,03 +0,01 0,06 = 0,01 0,03 +0,01
Rutine (609) Flavonoide 9,3 0,35+ 0,01 0,23 +£0,03 0,25 +£0,01 0,17 0,01 0,21 +0,02
(-) -Epicatéchine (289) Flavonoide 10 0,02 +0,01 0,02 +0,01 0,02+0,02 | 0,04 +0,02 0,02 +0,03

L’acide chlorogénique est le principal polyphénol de ce fruit, il est concentré dans la
fraction < 180 um avec 2,67 = 0,04 mg/g MS. Selon ces analyses, le procédé PTC conduit a
concentrer I’acide malique dans la fraction 180-315 um : 3,85 + 0,01 mg/g MS.
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2.B.2.4. La mirabelle

La Figure 94 représente le profil du chromatogramme UV de la fraction > 500 um de la

mirabelle avec une longueur d’onde de 340 nm.
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Figure 94 : Chromatogramme UV a 340 nm de la fraction > 500 um de la mirabelle

Quatre pics correspondants aux quatre composés bioactifs ont été détectés. Les
composés ¢lués suivant I’ordre de temps rétention sont : 1’acide chlorogénique a tr = 5,7 min et
trois flavonoides : la (+)-catéchine a tr = 7,5 min, la rutine a tr = 9,3 min et I’isoquercétine a tr

= 10 min.

Le spectre de masse obtenu par cette analyse montre la présence de 1’acide malique (m/z
133) pour un temps rétention de 2,8 min. Les profils des spectres de masse pour tous les
composés identifiés dans I’extrait de mirabelle sont présentés en Figure 13, Annexe 1. On peut

noter que ces profils sont associés a I’analyse de la fraction > 500 um.

La quantification des composés caractérisés par ESI/MS a été réalisée. Les

concentrations obtenues pour chaque classe granulométrique sont indiquées dans le Tableau 19.
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Tableau 19 : Concentrations des composés caractérisés dans quatre classes granulométriques et la
fraction non-tamisée (NT) de la mirabelle.

. Famille tr Concentrations (mg/g matiére séche)
Composé bioactif (m/z) . . A
moléculaire (min) | <180 ym | 180-315pm | 315-500 pm | >500 pm NT

Acide malique (/33) Acide phénolique 2,8 0,72 0,01 0,72 £0,01 0,81+0,01 | 0,94+0,02 | 0,55=+0,02
Acide chlorogénique (353) Acide phénolique 5,7 1,26 +£0,01 1,24 £ 0,01 1,06 0,03 1,31 £0,01 | 1,19+0,04
(+)-Catéchine (289) Flavonoide 7,5 0,04 = 0,01 0,03 £0,02 0,02+0,01 | 0,06+0,01 | 0,03=+0,02
Rutine (609) Flavonoide 9,3 0,74 £0,01 0,72 £0,03 0,74+0,01 | 0,75+£0,01 | 0,68 +0,01
Isoqurcétine (463) Flavonoide 10 0,16 £ 0,05 0,16 £ 0,02 0,15+0,02 0,18+0,01 | 0,15+0,01

Parmi les composés caractérisés, 1’acide chlorogénique posséde la concentration

maximale avec une valeur élevée dans la fraction > 500 um : 1,31 = 0,01 mg/g MS. De plus,

I’acide malique est également concentré dans cette fraction avec 0,99 + 0,02 mg/g MS ; cette

concentration est 72% plus grande que celle de la fraction non-tamisé.
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CONCLUSION

Au cours de la premicre partie de nos travaux, consacrée a deux plantes : le lierre
(Hedera helix L.) et le millepertuis (Hypericum perforatum L.), nous avons réussi a mettre au
point une méthodologie par HPLC semi-préparative qui permet d’isoler des métabolites
secondaires. Grace a cette procédure, appliquée aux parties aériennes du lierre, deux saponines
triterpénoides : 1’hédéracoside C et I’a-hédérine ont été isolées. La généralisation de cette
méthode appliquée aux extraits de parties aériennes du millepertuis, nous a permis d’isoler avec
succes de I’hypéroside, un des flavonoides marqueur de cette plante. Les métabolites
secondaires ainsi isolés ont par la suite été caractérisés par leur rapports m/z a 1’aide de la
LC-MS en détection Single Ion Monitoring (SIM) en mode négatif. De plus, la structure de

I’hypéroside issu des parties aériennes du millepertuis a été déterminée par RMN 'H et 1*C.

Dans la deuxiéme partie de nos travaux nous nous sommes intéressés a I’étude des effets
de la procédure d’extraction par voie seche des métabolites secondaires par PTC (Pulvérisation

et tamisage différentiel contrdlés) a 1’échelle industrielle et a I’échelle du laboratoire.

A TI’échelle industrielle, cette étude qui porte sur 6 plantes de la Région Lorraine, montre
clairement que 1’extraction de métabolites secondaires par voie séche ne perd pas en efficacité
comparé aux résultats précédemment enregistrés a 1’échelle du laboratoire sur les mémes
plantes. En effet, les poudres du fenouil (Foeniculum vulgare Mill.), du saule blanc (Salix alba
L.), du millepertuis (Hypericum perforatum L.), de 1’ortie (Urtica dioica L.), de la piloselle
(Hieracium pilosella Vaill.) et du rosier des chiens (Rosa canina L.) obtenus par le PTC a
I’échelle I’industrielle et a I’échelles du laboratoire, ont été classées en quatre fraction
granulométrique : < 180 um, 180-315 um, 315-500 um, > 500 um ainsi que la fraction non-
tamisée. Les résultats obtenus par extraction PTC a I’échelle industrielle (Pilote) sont en accord
avec ceux obtenus par I’extraction PTC a I’échelle du laboratoire qui ont déja été réalisées par
Ali Zaiter [2]. Les résultats indiquent que la meilleure AA et la réparation des polyphénols pour

une classe granulométrique donnée ne varient pas en fonction de I’échelle de production.

De plus, a I’échelle industrielle, la procédure PTC a amélioré I’extraction des
métabolites secondaires en fonction de la granulométrie de deux plantes provenant de la Région

Lorraine : le solidage (Solidago virgaurea L.) et la griffe du diable (Harpagophytum DC.).
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Cette ¢étude ¢largie a d’autres especes végétales pourrait trouver sa pleine valorisation
par son application dans les industries alimentaire, pharmaceutique, neutraceutique et

cosmétique.

A T’échelle du laboratoire, notre procédure appliquée pour la premiére fois sur 4 fruits
de la Région Lorraine se montre également aussi efficace pour I’extraction de métabolites
secondaires par voie seche. Les quatre fruits sélectionnés sont : la cerise (Prunus avium L.),
la péche (Prunus persica L.), la quetsche (Prunus domestica subsp. Insititia L.) et la mirabelle
(Prunus domestica subsp. Syriaca). Les poudres de ces fruits, obtenus par le PTC a I’échelle du
laboratoire ont été classé en quatre fraction granulométrique : < 180 pm, 180-315 um, 315-500
pm, > 500 um ainsi que la fraction non-tamisée. A ’échelle du laboratoire, nos résultats
prouvent que le procédé PTC a un effet positif sur I’accroissement de 1’activité antioxydante

des poudres des fruits dans des classes granulométriques particulicres.

PERSPECTIVES

En perspectives il serait intéressant de compléter cette recherche par des études sur les

points suivants :

- Une étude de la validité du procédé PTC appliqué a I’échelle industrielle sur I’extraction
des métabolites secondaire de poudres des fruits pour son utilité¢ dans I’industrie alimentaire

- Une ¢étude sur la généralisation du procédé PTC appliqué a d’autres plantes qui ne sont pas
de la Région Lorraine. Notamment en sélectionnant des plantes déja connues pour leur
intérét médicinal.

- Une étude comparative des analyses chimiques a des activités biologiques en fonction de la
granulométrie des poudres pour certifier [’efficacit¢ biologique des classes

granulométriques sélectionnées par voie chimique.
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Figure 1 : Les profils du chromatogramme d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction
< 180 um du fenouil. Les composés caractérisés : 1. Acide chlorogénique (m/z 353), 2. Rutine (m/z 609),
3. Isoquercétine (m/z 463), 4. Quercétine 3-glucuronide (m/z 477) et 5. Acide 1,5-dicaféoylquinique

(m/z 515).
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Figure 2: Les profils du chromatogramme d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction < 180
um du saule blanc. Les composés caractérisés : 1. Gallocatéchine (m/z 305), 2. Salicyline (m/z 285)
additionnée a son adduit (46) : m/z 331, 3. Procyanidine B2 (m/z 577), 4. Procyanidine Bl (m/z 577) et
5. Catéchine (m/z 289).
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Figure 3 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction < 180 um du
millepertuis. Les composés caractérisés : 1. Rutine (m/z 609), 2. Hypéroside (m/z 463), 3. Quercitrine
(m/z 447), 4. Hyperforine (m/z 535) et 5. Hypericine (m/z 503).
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Figure 4 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction < 180 um de
lortie. Les composés caractérisés : 1. Acide caféique (m/z 179), 2. Rutine (m/z 609) et
3. Acide férolique (m/z 193).
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Figure 5 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 180-315 um de la
solidage. Les composés caractérisés : 1. Acide chlorogénique (m/z 353), 2. Rutine (m/z 609),
3. Isoquercétine (m/z 463), 4. Kaempférol-3-O-rutinoside (m/z 593), 5. Acide férolique (m/z 193),
6. Quercétine (m/z 301) et 7. Kaempférol (m/z 285).
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Figure 6 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 315-500 um de la
piloselle. Les composés caractérisés : 1. Acide chlorogénique (m/z 353), 2. Lutéolin-7-O-glucoside (m/z
447), 3. Ombelliférone (m/z 161), 4. Acid 1,5-dicafféoylquinic (m/z 515), 5. Apégenine-7-O-glucoside
(m/z 431) et 6. Lutéoline (m/z 285).
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Figure 7 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 315-500 ym du rosier
des chiens. Les composés caractérisés : 1. (+)-Catéchine (m/z 289), 2. Rutine (m/z 609), 3. Hypéroside
(m/z 463), 4. Quercitrine (m/z 447) et 5. Quercétine (m/z 301).
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Figure 8 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction > 500 um de la griffe
du diable. Les composés caractérisés : 1. Verbascoside (m/z 623), 2. Isoquercétine (m/z 463),
3. Acide férulique (m/z 193) et 4. Harpagoside (m/z 493).
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Figure 9 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction > 500 um du lierre.
Les composés caracterisés : 1. Rutine (m/z 609), 2. Kaempferol-3-O-rutinoside (m/z 593),
3. Hédéracoside C (m/z 1220) et 4. a-Hedérine (m/z 749) additionnées de leur adduits (46) : m/z 1265
et m/z 7935, respectivement.
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Figure 10 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 180-315 um de la
cerise. Les composés caractérisés : 1. Acide malique (m/z 133), 2,3. Acide chlorogénique (m/z 353),
4. Acide p-coumaroylginique (m/z 337), 5. Procyanidine B2 (m/z 577), 6. Epicatéchine (m/z 289),
7. Rutine (m/z 609) et 8. Isoquercetine (m/z 463).
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Figure 11 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 180-315 um de la
peche. Les composés caractérisés : 1. Acide malique (m/z 133), 2,3. Acide chlorogénique (m/z 353),
4. Rutine (m/z 609) et 5. Isoquercétine (m/z 463).
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Figure 12 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 180-315 um de la
quetsche. Les composés caractérisés : 1. Acide malique (m/z 133), 2. Acide chlorogénique (m/z 353),
3. (+)-Catéchine (m/z 289), 4. (-)-Epicatéchine (m/z 289) et 5. Rutine (m/z 609).
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Figure 13 : Chromatogrammes d’ions extraits (SIM) par LC-ESI/MS de la fraction 180-315 um de la
mirabelle. Les composés caractérisés : 1. Acide malique (m/z 133), 2. Acide chlorogénique (m/z 353),
3. Rutine (m/z 609) et 4. Isoquercétine (m/z 463).



ANNEXE II



PUBLICATIONS

1. Optimisation of phytochemical characteristics and
antioxidative properties of Foeniculum vulgare Mill. seeds
and Ocimum basilicum L. leaves superfine powders using

new parting process

2. The positive impact of a new parting process on
antioxidant activity, malic acid and phenolic content of
Prunus avium L., Prunus persica L. and Prunus domestica

subsp. Insititia L. powders



Received: 11 March 2019 | Revised: 12 June 2019

Accepted: 13 June 2019

DOI: 10.1002/pca.2875

RESEARCH ARTICLE

Phytochemical

WILEY Analysis

Optimisation of phytochemical characteristics and
antioxidative properties of Foeniculum vulgare Mill. seeds and
Ocimum basilicum L. leaves superfine powders using new

parting process

Mahta Mousavi® | Ali Zaiter'?

Amadou Dicko?

1 LCP-A2MC (Laboratoire de Chimie et
Physique - Approche Multi-échelles des
milieux Complexes), Université de Lorraine, 1,
Boulevard Arago, Metz Cedex 03 57078,
France

2 AGRITECH-France, 4, Rue Piroux, 54000
Nancy, France

Correspondence

Ali Zaiter, Université de Lorraine, LCP-A2MC
(Laboratoire de Chimie et Physique -
Approche Multi-échelles des milieux
Complexes), 1, Boulevard Arago, Metz Cedex
03, 57078, France.

Email: alizailter@univ.lorriane.fr

Funding information
Bensina Natural Limited

| Loic Becker? | Ali Modarressi® | Elie Baudelaire? |

Abstract
Introduction:  Fennel (Foeniculum vulgare Mill.) and basil (Ocimum basilicum L.) are
two aromatic medicinal plants. Recently, a new parting process which is named
CDS “Comminution and to control Diffraction Sieving” is taken into consideration
and its positive effect on the extraction of bioactive compounds from the plants,
without any solvent, is reported.

Objective:
ders of fennel seeds and basil leaves.

Methods: Fennel seeds and basil leaves superfine powders were fractionated as
follows: 100-180 pm, 180-315 um, 315-500 um, > 500 um and unsieved superfine
powders. Extraction of polyphenols was carried out using hydromethanolic macera-

Study the effect of CDS on phytochemical properties of superfine pow-

tion. The essential oils were extracted by maceration with dichloromethane. The anti-
oxidant activities were evaluated by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay.
Using liquid chromatography ultraviolet electrospray ionisation mass spectrometry
(LC-UV-ESI-MS), concentrations of characterised phenolic compounds were mea-
sured. The essential oils compositions were characterised using gas chromatography
mass spectrometry (GC-MS).

Results:  In fennel seeds, the 100-180 um fraction had maximum antioxidant activ-
ity and LC-UV-ESI-MS analyses proved that the best extraction of certain polyphe-
nols was obtained in the 100-180 um fraction. In basil leaves, the best antioxidant
activity corresponded to the 315-500 um fraction and LC-UV-ESI-MS analyses
showed that the polyphenols were concentrated in the < 315 um fractions. For both
plants, GC-MS presented that the essential oils were concentrated in the 315-
500 um fraction.

Conclusion: CDS as a new green parting process leads to improve the phytochemical
properties of these two superfine plant powders in the specific granulometric classes.

KEYWORDS

antioxidant activity, bioactive compounds, GC-MS, granulometric classes, LC-UV-ESI-MS

Phytochemical Analysis. 2019;1-10.
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1 | INTRODUCTION

Plants have been extensively used for their medicinal and
cosmetic aspects. Today, many drugs from herbal medicines have
been introduced to international markets™ and the cosmetic
industry takes more attention to the green cosmetic raw materials
extracted from plants®* Certain plants are rich sources of
natural antioxidants such as phenolic and polyphenolic compounds®
and many diseases are treated and various cosmetic products
are improved due to these natural antioxidants.®® The other
characteristic compounds present in plants are essential oils and
these aromatic substances can be isolated from various parts of the
plants. Pharmacology, clinical microbiology, phytopathology, and
food preservation are some fields in which the essential oils can
be applied.’

For decades, the extraction of bioactive compounds from plants
have been conducted with traditional methods. Current develop-
ments are focused on improving traditional techniques to increase
the extraction yield'® using green methods such as ultrasound,?
microwaves'? and superfine grinding process.!® Recently, a new
grinding and sieving process which is named CDS “Comminution
and to control Diffraction Sieving” (patent W0O2013057379A1) is
taken into consideration and its positive effect on extraction of
bioactive compounds from the plants, without any solvent, is
reported. 15

In this article, for the first time, the effect of CDS on phytochemi-
cal properties of superfine powders of fennel (Foeniculum vulgare Mill.)
seeds and superfine powders of basil (Ocimum basilicum L) leaves
from the Lorraine Region in France, under different granulometric
classes was studied. The antioxidant activities were evaluated
by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay. Using liquid
chromatography ultraviolet electrospray ionisation mass spectrometry
(LC-UV-ESI-MS), concentrations of characterised phenolic compounds
were measured. The essential oils compositions were characterised
using GC-MS.

Fennel (Foeniculum vulgare Mill.) belongs to the Apiaceas family
and it is a well-known aromatic medicinal plant. Anti-inflammatory®
and radical scavenging activity'” are the pharmaceutical effects of fen-
nel seeds owing to its antioxidants. Antioxidant potential of fennel
seeds, which is because of the existence of phenolic compounds was
analysed.’®® Numerous studies reported that the pharmacological
effects of fennels seeds are attributed to essential oils.2® Indeed, anti-
bacterial,?* antimicrobial,22?* antifungal®® and antidiabetic® activities
were reported as the important pharmacological effects of fennel
seeds mainly due to its essential oils content. In addition, the fennel
extract is used in the cosmetic industry to improve the anti-ageing
effects of skincare products.?

Basil (Ocimum basilicum L.) belongs to Lamiaceae (mints) family and
it is an aromatic plant possessing essential oils. Antigiardial activity,?’

12° and anticancer® were reported

anti-mutagenesis,® antimicrobial
as the main pharmaceutical aspects of basil. Most of the reported
pharmaceutical aspects of this plant are due to the existence of

antioxidants such as phenolic compounds.!

2 | EXPERIMENTAL

2.1 | Plants and powders

Fennel (Foeniculum vulgare Mill.) seeds and basil (Ocimum basilicum L.)
leaves were provided by Cailleau Herboristerie (Chemillé, France). The
laboratory apparatus “Ultra Centrifugal Mill ZM 200" was used to
grind and “vibratory sieve shaker Analysette 3 Spartan” was used to
sieve. Different granulometric classes were fractionated as follows:
100-180 pm, 180-315 pm, 315-500 pum, > 500 pm and unsieved
superfine plants powders.

2.2 | Chemicals

Folin-Ciocalteu phenol reagent, gallic acid, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), DPPH, chlorogenic acid,
isoquercetin, (+)-catechin, rutin, caffeic acid, ferulic acid, apigenin,
rosmarinic acid, 1,5-dicaffeoylquinic acid, quercetin-glucuronide, D-
limonene, fenchone, anethole, eucalyptol, linalool, estragole, eugenol,
HPLC-grade methanol, dichloromethane, water, acetonitrile and
formic acid were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). Sodium nitrate (NaNO,), sodium carbonate
(NayCO3), aluminum chloride (AICl;) and sodium hydroxide (NaOH)
were acquired from Acros Organics (Geel, Belgium).

2.3 | Phenolic compounds extraction

Hydromethanolic macerations for all granulometric classes of each
plant were carried out based on the method described by Cuji¢
et al.!° Briefly, 2 g of powder of each fraction was macerated in
20 mL of methanol-water (70-30%, v/v) during 24 h, at room temper-
ature, under stirring at 11000 rpm (Fisherbrand Seastar digital orbital
shaker, UK). The extracts were filtered (filter paper: 10-20 um) and
they were stored in sealed dark bottles at 4°C until required.

24 | Essential oils extraction

Extraction of essential oils was performed by maceration with dichlo-
romethane. For this, 2 g of powder of each fraction was macerated in
20 mL of dichloromethane, during 24 h, at room temperature, under
stirring at 11000 rpm. After filtration (filter paper: 10-20 pm), the sol-
vent was evaporated under reduced pressure and the oily residue was
stored in sealed dark bottles at 4°C until required.®?

2,5 | UV-visible analyses

Colourimetric determination of total phenolic content (TPC), total
flavonoid content (TFC) and antioxidant activity (AA) were performed
by UV-visible spectrophotometer Cary 50 Scan (Agilent, Santa Clara,
CA, USA).



MOUSAVI ET AL

2.5.1 | Total phenolic content (TPC)

TPC was determined following the method by Muanda et al, ** which
was slightly modified. Briefly, 500 pL of Folin-Ciocalteu reagent (1 N)
was added to 100 pL of each extract, which was diluted with 5 mL dis-
tilled water, After 5 min, 2 mL of NasCO4 (7%) was added and the
mixture was incubated at room temperature. After 60 min, the absor-
bance was measured at 725 nm against the blank (methanol). A cali-
bration curve was prepared using different methanolic solutions of
gallic acid as a standard (0.2, 0.6, 1.56, 2.08, 2.53, 3.06, 3.53 and
4,03 mg/mL). The results were expressed in terms of milligrams of gal-
lic acid equivalents per gram of dry weight (mg GAE/g DW).

2.5.2 | Total flavonoid content (TFC)

TFC was determined based on a method described by Chen and
Chen* with some modifications. In brief, 300 uL of NaNO, (5%)
was added to 100 pL of each extract, which was diluted with 5 mL dis-
tilled water. After 5 min, 300 pL of AICl; (10%) and 2 mL of NaOH
{1 M) were added and the sample was mixed. Absorbance was mea-
sured at 510 nm against the blank (methanol). A calibration curve
was prepared using different methanolic solutions of catechin as a
standard (0.2, 0.46, 0.83, 1.68, 2.24, 3.07 and 3.53 mg/mL). The
results were expressed in terms of milligrams of catechin equivalents
per gram of dry weight (mg CE/g DW).

Phytochemical 3
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2.5.3 | Antioxidant activity

Using DPPH scavenging activity assay,®® the AAs were evaluated,
Therefore, 100 pL of each extract was added to 3 mL of DPPH metha-
nolic solution (200 uM). The mixture was incubated in the dark at room
temperature for 30 min. Absorbance was measured at 518 nm against
the blank (DPPH methanolic solution). A calibration curve was prepared
using different methanolic solutions of Trolox as a standard (0.1, 0.3,
0.7,1,1.3, 1.7 and 2 mg/mL). The results were expressed in terms of mil-
ligrams of Trolox equivalents per gram of dry weight (mg TE/g DW).%¢

2.6 | LC-UV-ESI-MS analyses

The biocactive compounds were determined using Shimadzu LC-MS
2020 equipment, an HPLC unit coupled to a UV detector and an ESI
source allowing the MS detection. The column used was a Gemini
3 mm C18 130 A reversed phase column (Phenomenex, Torrance,
CA, USA) of 150 mm length and 4.6 mm internal diameter.

2.6.1 | Analytical conditions

The column oven temperature was set at 30°C, the volume injection
was 20 pL and the quaternary pump delivered a flow rate of
0.6 mL/min, The mobile phase was a mixture of (A) water (acidified
to 0.5% with formic acid) and (B) acetonitrile. For fennel analyses,
the following elution gradient was used: 0-10 min from 90:10 to

14
11.7a
12
-
210
=0
E:
s 8 -
= 2a
= 6.7a
E 6 5 ;
3 i, 3
B o Lo,
o % N
= 55 353
=g 7 i
A o
i b
o o
23 Bt
2 13 i
2 £ 5
igd) iz
3 i3
0
100 -180 180 -315

315-500

Granulometric classes (um)

FIGURE 1 Total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant activity (AA) of the following granulometric classes of
superfine fennel powders: 100-180 pum, 180-315 pm, 315-500 pum, > 500 pm and unsieved powders (UP). All values were expressed as
means * standard deviations of triplicate measures. Bars topped by different letters in each analyse were statistically different (P < 0.05).
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FIGURE 2 UV chromatogram of the 100-180 um fraction of superfine fennel powders at 320 nm. The assignment of the peaks was confirmed
by the retention times (tg) of the corresponding external standard compounds
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FIGURE 3 LC-ESI-MS extracted-ion chromatogram of the 100-180 pm fraction of superfine fennel powders. The assignment of the peaks was
confirmed by the retention times (tg) and m/z ratios of the corresponding external standard compounds. The characterised compounds were: 1,
chlorogenic acid (m/z 353); 2, isoquercetin (m/z 463); 3, quercetin-glucuronide (m/z 477); 4, 1,5-dicaffeoylquinic acid (m/z 515)
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55:45 (A:B) (linear gradient); 10-11 min from 55:45 to 40:60 (linear gra-
dient); 11-15 min isocratic elution at 40:60; 15-15.50 min from 40:60
to 10:90 (linear gradient); 15.50-20 min isocratic elution at 10:90;
20-20.50 min from 10:90 to 90:10; 20.50-25 min isocratic elution at
90:10. For basil analyses, the following elution gradient was used: 0-
15.50 min from 90:10 to 50:50 (linear gradient); 15.50-16 min from
50:50 to 10:90 (linear gradient); 16-20.50 min isocratic elution at
10:90; 20.50-21 min from 10:90 to 90:10; 21-25 min isocratic elution
at 90:10. MS settings were as follow: 1.5 L/min nebulisation gas flow,
10 L/min drying gas flow, 250°C desolvation line temperature, 350°C
source temperature, -4 kV probe voltage, negative electrospray mode.
According to m/z ratios and the retention times of corresponding exter-
nal standards, phenolic compounds were identified.

2.6.2 | Calibration method

For the determination of calibration curves, different solutions of stan-
dard compounds were prepared in 70/30 (v/v) methanol/water. The
concentration of each phenolic compound was expressed as milligram
of its standard per gram of dry weight. Quantification of standards
was performed using the Selected lon Monitoring (SIM) mode. The
method sensitivity and linearity were assessed by determining the
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ), defined as
the concentrations leading to a signal-to-noise ratio (S/N) of 3 and
10, respectively.

27 | GC-MS

The essential oils were determined using a GCMS-QP2010 Model of
GC-MS Shimadzu, equipped with a ZB-5MS (Phenomenex), of 30 m
length, 0.25 mm internal diameter and 0.25 pm film thickness.

Wi LEY_Phytochemlcal 5
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2.7.1 | Analytical conditions

Helium was used as the carrier gas with a flow rate of 1 mL/min. The
oven temperature gradient was programmed at 60°C for 3 min, and
then increase to 300°C at the rate of 10°C/min and kept there for
3 min (30 min in total). Injector and detector temperatures were
300°C and 200°C, respectively. The injected volume was 2 pL and
the injection was in split mode with a split ratio of 10:1. For GC-MS
detection, electron ionisation (El) was used with an energy of 70 eV.
Under these conditions, the ionisation leads to the detection of M**
radical ions. The essential oils were identified thanks to the library pro-
vided with the control software (Mass Spectral Library NIST 11).

2.8 | Statistical analysis

AAs, TPC, TFC, phenolic compounds, and essential oils concentrations
were each subjected to analysis of variance (ANOVA) to determine the
occurrence of statistically significant differences (P < 0.05). Analyses
were carried out in triplicate and the results were expressed as means
+ standard deviations.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Fennel {Foeniculum vulgare Mill.)

3.1.1 | TPC, TFC and AA analyses

TPC, TFC and AA of all granulometric classes and unsieved superfine
powders are shown in Figure 1. The analyses showed that the
100-180 pm fraction had the maximum TPC with 7.2 mg GAE/g

TABLE 1 Concentrations of characterised phenolic compounds in four granulometric classes and unsieved powders (UP) of fennel seeds

Concentrations (mg/g DW)

Molecular
Compound (m/z) family tg (min) 100-180 pm 180-315 pm 315-500 pm > 500 um UP
Chlorogenic acid (353) Phenolic acid 73 0.01 £ 0.01* 0.02 + 0.01* 0.01 + 0.01* 0.01 + 0.01* 0.01 + 0.01°
Isoquercetin (463) Flavonoid 9.5 0.48 + 0.01° 0.47 + 0.01* 0.35 + 0.03° 014+002° 031:003°
Quercetin-glucuronide (477) Flavonoid 9.8 2,11+ 0.01° 1.92 +0.02° 148 + 0.02° 059+002¢ 133:001°
1,5-Dicaffeoylquinic acid (515)  Phenolic acid ~ 10.5 0.25 £ 0.01° 0.23 + 0.01* 0.17 + 0.01° 007 £001°  014:003°

In the same line, means + standard deviations followed by the same subscripted letters were not statistically different (P < 0.05). The maximum concentra-

tion of each compound is indicated in bold.

TABLE 2 Concentrations of characterised terpenoids in four granulometric classes and unsieved powders (UP) of fennel seeds

Concentrations (ug/g DW)

C " Molecul
(M"')r - family tr (min) 100-180 um
D-Limonene Terpenoid 76 052 +0.01°
Fenchone Terpenoid 8.6 0.28 + 0.01*
Estragole Terpenoid 104 11.71 + 0.02°
Anethole Terpenoid 124 0.32 + 0.01°

180-315 um 315-500 um > 500 um (V]34
3.19 + 0.02° 511+ 0.03° 4,61 £ 0,024 397 £ 0.01°
0.84 £ 0.02° 0.97 £ 0.01° 0.73 £ 0.02¢ 0.71 + 0.01¢
17.12 + 0.01° 17.91 + 0.02° 1591 + 0.01¢ 1491 + 0.02¢
0.52 + 0.01° 0.57 + 0.02° 0.48 + 0.01¢ 0.43 + 0.02°

In the same line, means + standard deviations followed by the same subscripted letters were not statistically different (P < 0.05). The maximum concentra-

tion of each compound is indicated in bold.
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DW. Powders with particle sizes greater than 500 um had the lowest
content of polyphenols with 2.4 mg GAE/g DW, which was 30% of
the maximum value. Moreover, the best AA was obtained for the
100-180 pm fraction with 11.7 mg TE/g DW and the worst one

was for the > 500 um fraction with 4.2 mg TE/g DW. Figure 1 shows
that the AA does not directly correlate to TPC. This result indicates
that other antioxidants such as vitamin C*” have a role in AA, particu-
larly for the smaller particles sizes.
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FIGURE 4 Total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant activity (AA) of the following granulometric classes of
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+ standard deviations of triplicate measures. Bars topped by different letters in each analyse were statistically different (P < 0.05)
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FIGURES5 UV chromatogram of the 315-500 um fraction of superfine basil powders at 320 nm. The assignment of the peaks was confirmed by

the retention times (tg) of the corresponding external standard compounds
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3.1.2 | Identification and characterisation of phenolic
compounds by LC-UV-ESI-MS

Some phenolic compounds were identified using HPLC-UV. In
Figure 2, UV chromatogram of the 100-180 um fraction at 320 nm,
which revealed the best detection is shown. According to the reten-
tion times (ty values) of corresponding external standards,
two phenolic acids: chlorogenic acid at tp = 7.3 min and 1,5-
dicaffeoylquinic acid at tg = 10.5 min and two flavonoids: isoguercetin
at tg = 9.5 min and quercetin-glucuronide at tg = 9.8 min were identi-
fied. These phenolic compounds were characterised by their m/z ratios
using LC-ESI-MS. The mass chromatogram of the 100-180 um frac-
tion is shown in Figure 3. The chromatogram showed the appearance
of an intense signal for quercetin-glucuronide {m/z 477).

3.1.3 | Quantification of phenolic compounds by
LC-ESI-MS

Using LC-ESI-MS, the concentrations of characterised phenolic com-
pounds were measured and the results are reported in Table 1. The
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dry fractionation between 100 pum and 180 um makes it possible to
obtain the best extraction of isoquercetin, quercetin-glucuronide and
1,5-dicaffeoylquinic acid. The maximum concentration belonged to
quercetin-glucuronide with 2.11 mg/g DW in the 100-180 pm frac-
tion. In the >500 um fraction, only 30 to 35% of the maximum con-
centrations were collected.

3.1.4 | Quantification of essential oils
by GC-MS

Using GC-MS, the concentrations of four terpenes were measured
(Table 2). The results show that all terpenes: D-limonene at
tg = 7.6 min, fenchone at t; = 8.6 min, estragole at tg = 10.4 min,
and anethole at tg = 12.4 min were concentrated in the 315-
500 pm fraction with 5.11, 0.97, 17.9 and 0.57 pg/g DW, respec-
tively. The maximum concentration belonged to estragole. By reduc-
ing the particle sizes lower than 315 um, the concentration of these
terpenoids would decrease.
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FIGURE 6 LC-ESI-MS extracted-ion chromatogram of the 315-500 pm fraction of superfine Basil powders. The assignment of the peaks was
confirmed by the retention times (tg) and m/z ratios of the corresponding external standard compounds. The characterised compounds were: 1,
caffeic acid (m/z 179); 2, rutin (m/z 609); 3, isoquercetin (m/z 463); 4, rosmarinic acid (m/z 359); 5, ferulic acid (m/z, 193); 6, apigenin (m/z 269)
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3.2 | Basil (Ocimum basilicum L.)

3.21 | TPC, TFC and AA analyses

TPC, TFC and AA of all granulometric classes and unsieved superfine
powders, are shown in Figure 4. The highest TPC corresponded to
the 315-500 pum fraction with 22.25 mg GAE/g DW. Moreover, the
maximum level of AA was obtained for the 315-500 pm fraction with
27.4 mgTE/g DW. The positive correlation between AA, TPC and TFC
was revealed.

3.2.2 | lIdentification and characterisation of phenolic
compounds by LC-UV-ESI-MS

Some phenolic compounds were identified using HPLC-UV. In
Figure 5, UV chromatogram of the 315-500 um fraction at 320 nm,
which revealed the best detection is shown. According to the reten-
tion times of corresponding external standards, three phenolic acids:
caffeic acid at tg = 8.5 min, rosmarinic acid at tg = 12.3 min, ferulic acid
at tg = 13.8 min and three flavonoids: rutin at tg = 9.2 min,
isoquercetin at tg = 9.9 min and apigenin at tz = 16.6 min were iden-
tified. These phenolic compounds were characterised by their m/z
ratios using LC-ESI-MS. The mass chromatogram of the 315-
500 pm fraction is shown in Figure 6. In Figure 6, for the profile of
m/z ratio 179, the first peak is due to the rapid elution of polar hex-
oses, which are presented in the sample. These hexoses (glucose, fruc-
tose, etc.) have unfortunately the same molecular masse (180) as the

caffeic acid, explaining why under SIM (-) investigation it appears in

first. However, the use of caffeic acid standard permit to characterise
it by its retention time and its m/z ratio, without any ambiguity. The
chromatogram showed the appearance of an intense signal for
rosmarinic acid (m/z 359).

3.23 | Quantification of phenolic compounds by
LC-ESI-MS

Using LC-ESI-MS, the concentrations of characterised phenolic com-
pounds were measured and the results are reported in Table 3. The
contents show that the rosmarinic acid is the major compound in basil
leaves. The concentration of rutin, isoquercetin, ferulic acid were pos-
itively affected by CDS process and they were concentrated in the
< 315 pm fractions with 6.28, 1.11 and 0.74 mg/g DW, respectively.
In contrast, CDS had no significant effect on increasing the concentra-
tion of apigenin, caffeic acid and rosmarinic acid.

3.24 | Quantification of essential oils by GC-MS

Using GC-MS, the concentrations of four terpenes were measured
(Table 4). The results show that all terpenes: eucalyptol at tg = 7.6 min,
linalool at tr = 8.8 min, estragole at tz = 10.4 min and eugenol at
tr = 12.7 min were concentrated in the 315-500 pum fraction with
1.08, 1.69, 1.2 and 1.18 pg/g DW, respectively. Therefore, the ideal
particle sizes to have the best extraction of these essential oils are
between 315 and 500 pm. By reducing the particle sizes lower than
315 pm, the concentration of these terpenoids would decrease.

TABLE 3 Concentrations of characterised phenolic compounds in four granulometric classes and unsieved powders (UP) of basil leaves

Concentrations (mg/g DW)

Molecular
Compound (m/z) family tr (min) 100-180 pm
Caffeic acid (179) Phenolic acid 85 0.22 + 0.01*
Rutin (609) Flavonoid 9.2 3.99 £ 0.01°
Isoquercetin (463) Flavonoid 9.9 0.72 + 0.01°
Rosmarinic acid (359) Phenolic acid 12.3 7.63 £ 0.01°
Ferulic acid (193) Phenolic acid 138 0.74 + 0.01°
Apigenin (269) Flavonoid 16.6 0.06 + 0.022

180-315 pm 315-500 pm > 500 um upP
0.25 + 0.01° 0.26 + 0.01° 0.26 + 0.01° 0.26 + 0.01°
6.28 + 0.02° 5.28 + 0.03° 6.09 + 0.01¢ 576 + 0.01°
111+ 0.02° 1.08 + 0.01° 101 +001¢ 1.03 + 0.03¢
8.09 + 0.02° 8.14 + 0.01° 8.69 + 0.01¢ 8.75 + 0.01°
0.61+0.01° 0.61 + 0.01° 0.60 + 0.04° 0.67 + 0.02¢
0.05 + 0.012 0.04 + 0.03* 0.04 + 0.02° 0.05 + 0.01°

In the same line, means + standard deviations followed by the same subscripted letters were not statistically different (P < 0.05). The maximum concentra-

tion of each compound is indicated in bold.

TABLE 4 Concentrations of characterised terpenoids in four granulometric classes and unsieved powders (UP) of basil leaves

Compound Molecular Concentrations (1g/g DW)

(M*) family tr (min) 100-180 um 180-315 um 315-500 pm > 500 pm uP
Eucalyptol Terpenoid 7.6 0.63 £ 0.01° 0.95 + 0.03° 1.08 + 0.02° 1.04 + 0,01¢ 0.91 + 0.02°
Linalool Terpenoid 8.8 1.31 £ 0.02° 1.58 + 0.01° 1.69 + 0.03° 1.61 + 0.01¢ 1.46 + 0.01°
Estragole Terpenoid 104 0.85 + 0.01° 1.05 + 0.01° 1.22 £ 0.01° 1.21 £ 0.02° 1.01 £ 0.02°
Eugenol Terpenoid 127 0.97 + 0.02° 1.14 + 0.01° 1.18 + 0.02° 1.05 + 0.03¢ 0.98 + 0.01°

In the same line, means + standard deviations followed by the same subscripted letters were not statistically different (P < 0.05). The maximum concentra-

tion of each compound is indicated in bold.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: This study reveals the positive effect of a new process, consisting to grind and to sieve, on the improvement of

Polyphenols the phytochemical properties of superfine powders of cherry (Prunus avium L.), peach (Prunus persica L.) and

Superfine powders damson (Prunus domestica subsp. Insititia L.). Four Granulometric classes: 180, 180-315, 315-500, > 500 pm and

Antioxidant activity unsieved superfine powders were selected. Their antioxidant activities (AA) were evaluated using ABTS and

LCUY-ESUMS DPPH assays. Phenolic compounds and malic acid were quantified using liquid chromatography coupled with
UV detector and mass spectrometry (LC-UV-ESI/MS). The 180-315 pm fraction of cherry exhibited the highest
AA: 59.4 and 149.8 mg trolox equivalent/g dry weight, using DPPH and ABTS, respectively. The > 500 pm
fraction of peach and damson showed the best AA; in peach: 49.2 and 148.2mg TE/g dw and in damson: 27.6
and 86.5mg TE/g dw using DPPH and ABTS, respectively. In cherry and damson, the 180-315 pm fraction had
maximum malic acid content: 4.57 and 3.85 mg/g dw, respectively. In peach, malic acid was concentrated in
the > 500pm fraction: 3.72mg/g dw. Results showed that this new process improves the phytochemical
properties of these fruits superfine powders, under specific particle sizes.

1. Introduction foods with high malic acid content or supplementing with malic acid

Antioxidants act as free radical hunters, they inhibit or delay the
oxidation of other molecules and they prevent and repair damage done
by the free radicals in oxidant-antioxidant system [1]. One natural way
of increasing the antioxidant intake in the human diet is consuming
fruits as rich sources of antioxidants and the other way is enriching food
with fruits antioxidants [2]. In food industry, fruit powders can be used
as additives [3,4]. Certain fruits which are rich in the variety of anti-
oxidants have pharmaceutical aspects and they can be used to protect
against diseases, including cancer and cerebrovascular diseases [5,6].
Many researches focused on fruits which are rich sources of phenolic
compounds such as chlorogenic acid, rutin, quercetin and (+ )-catechin
[7]. Prunus family exhibits high antioxidant activity [8,9] and the
plums have high level of phenolic contents [10,11]. In addition, malic
acid is a characteristic compound in many fruits including apple,
pineapple and citron [12]. Malic acid is used extensively in the phar-
maceutical industry and as a food additive. Researches show eating

* Corresponding author.
E-mail address: amadou.dicko@univ-lorraine.fr (A. Dicko).

https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.103962

can help to reduce muscle pain and muscle soreness in people who
suffer from fibromyalgia and/or chronic fatigue syndrome [13].

Current developments are focused on improving the extraction
yields of bioactive compounds [14] using green methods such as ul-
trasound [15], microwaves [16] and superfine grinding process [17].
Recently, a new process (patent PCT/FR2011/000561), consisting of
Comminution and to control Diffraction Sieving (CDS), has received
increasing attention due to the raising desire to develop ecological
extraction technologies of natural and active ingredients without any
solvent [18,19]. For the first time, this paper validated the positive
effect of CDS on the phytochemical properties of three fruits: cherry
(Prunus avium L.), peach (Prunus persica 1.) and damson (Prunus do-
mestica subsp. Insititia L.) from Lorraine region in France. This study
showed that, in specific particles sizes, the CDS increases the extraction
yields of bioactive compounds from these superfine fruits powders,
without any solvent.
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2. Materials and methods
2.1. Fruits and powders

Three fruits with the common names: cherry, peach and damson
were collected from Lorraine region in France and provided by the
VEGAFRUITS company. These superfine fruits powders were prepared
using “Ultra Centrifugal Mill ZM 200” (Retsch, France) for grinding and
“vibratory sieve shaker Analysette 3 Spartan” (Fritsch, Idar-Oberstein,
Germany) for sieving. They were purchased from Laboratory of
Biomolecular Engineering (LIBio) of Lorraine University in France. The
superfine powders were classified as follow: < 180 um, 180-315 yum,
315-500 pm, > 500 pm and the unsieved superfine powders.

2.2. Chemicals

Folin-Ciocalteu reagent, chlorogenic acid, malic acid, isoquercetin,
(+)-catechin, (—)-epicatechin, rutin, p-coumaroylquinic acid, procya-
nidin B2, gallic acid, trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid), DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), ABTS (2,2"-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), AAPH (2,2’-Azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride), monopotassium phosphate
(KH,PO,), HPLC-grade methanol, water, acetonitrile and formic acid
were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
Sodium nitrate (NaNO,), sodium carbonate (Na;COj), aluminum
chloride (AICl3) and sodium hydroxide (NaOH) were acquired from
Acros Organics (Geel, Belgium).

2.3. Hydromethanolic extraction

The extraction of bioactive compounds from all fruits granulometric
classes were carried out by hydromethanolic extraction [14] with slight
modification. For this, 2 g of each fraction was macerated in 20 mL of
70% methanol for 24 h at room temperature with stirring (Fisherbrand
Seastar digital orbital shaker) at 11000 rpm. The extract was filtered
(filter paper: 10 to 20 pm) and it was stored in a sealed dark bottle at
4°C until required.

2.4. UV-visible analyses

Colorimetric determination of total phenolic content (TPC), total
flavonoid content (TFC) and antioxidant activity (AA) were performed
by UV-Visible spectrophotometer Cary 50 Scan (Agilent, Santa Clara,
California, USA). All values were expressed as means + standard de-
viations of triplicate measures.

2.4.1. Total phenolic content (TPC)

Total phenolic content (TPC) was measured based on the method
described by Muanda et al. [20] with slight modifications. Therefore,
100 pL of each fraction extract was added to a tube test containing 5 mL
of distilled water, 500 pL of Folin-Ciocalteu reagent (1 N) and 2mL of
NayCO3 (7%). After 1 h of incubation at room temperature, the absor-
bance was recorded at 725 nm against the blank (methanol). Different
gallic acid methanolic solutions with different concentrations (from 500
to 2500 ppm) were used to obtain a calibration curve. Total phenolic
content was expressed as milligram gallic acid equivalent per gram of
dry weight (mg GAE/g dw).

2.4.2. Total flavonoid content (TFC)

Total flavonoid content (TFC) was measured based on the method
described by Chen et al. [21] with some modifications. In brief, 100 pL
of each fraction extract was added to a tube test containing 5mlL of
distilled water and 300 L. NaNO, (5%). After 5min, 300 uL AlCl;
(10%) and 2mL of NaOH (1 M) were added and the sample was thor-
oughly mixed. The absorbance was recorded at 510nm against the
blank (methanol). Different catechin methanolic solutions with
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different concentrations (from 100 to 1000 ppm) were used to obtain a
calibration curve. Total flavonoid content was expressed as milligram
catechin equivalent per gram of dry weight (mg CE/g dw).

2.4.3. Antioxidant activity (AA), DPPH assay

Antioxidant activity (AA) was evaluated by DPPH (1, 1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) scavenging activity assay [22]. Briefly, 3mL of DPPH
methanolic solution (200 pM) was mixed with 100 pL. of each fraction
extract. The mixture was incubated in the dark for 30 min and then the
absorbance was recorded at 518 nm. Different trolox methanolic solu-
tions with different concentrations (from 100 to 1000 ppm) were used
to obtain a calibration curve [23]. The AA was expressed in terms of
milligram trolox equivalent per gram of dry weight (mg TE/g dw).

2.4.4. Antioxidant activity (AA), ABTS assay

Antioxidant activity (AA) was also evaluated by ABTS test [20] with
small modifications. Briefly, NaOH (150 mM) was added to a solution
containing KH,PO4 (100 mM) to receives in Ph = 7.4 (buffer). Two
different solutions consisting of AAPH (1 mM) and ABTS (2.5 mM) were
separately prepared using buffer solution mentioned. They were mixed
and incubated in the dark, at 68 °C for 20 min. The blue - green solution
obtained (ABTS- *) gives an absorbance of 0.65 + 0.02 at 734 nm at
ambient temperature. Then, 20 pL of the fraction extract was added to
3mlL of the ABTS-* solution. The mixture was incubated at 37 °C for
30 min in the dark. The absorbance was recorded at 734 nm. Different
trolox methanolic solutions with different concentrations (from 100 to
1000 ppm) were used to obtain a calibration curve and the AA ex-
pressed in terms of mg TE/g dw.

2.5. LC-UV-ESI/MS

The bioactive components were determined by Shimadzu LC-MS
2020 equipment, which contain an HPLC unit, coupled to an electro-
spray ionization source permitting the MS detection. The injection vo-
lume was 20 pI,, the quaternary pump delivered a flow rate of 0.6 mL/
min and the oven temperature was set at 30 °C. Separation was per-
formed on C18 reverse phase Gemini column, having the following
parameters: internal diameter 4.6 mm, length 150 mm, particle size
3pum and pore size 130 A. The two eluent solvents were water A),
acidified to 0.5% with formic acid, and acetonitrile (B). The 24 min
used gradient was as follow: 0-15.50 min from 90:10 to 50:50 (A:B)
(linear gradient); 15.50-16 min from 50:50 to 10:90 (A:B) (linear gra-
dient); 16-20.50 min held at 10:90 (A:B); 20.50-21 min from 10:90 to
90:10 (A:B) (linear gradient); 21-24 min held at 90:10 (A:B) (re-equi-
libration). In mass detector, the nebulization gas flow was set at 1.5L/
min, drying gas flow was set at 10L/min, the desolvation line tem-
perature was set at 250 °C and the source temperature was set at 350 °C.
The probe voltage was set at —4kV and the electrospray ionization
mode was in negative.

2.5.1. Calibration curve

Each bioactive compound was quantified based on a calibration
curve of its corresponding external standard. The calibration curve was
obtained by injection of the different concentrations (from 0.1 to
10 ppm 70% methanol) of the standard. Using the selected ion mon-
itoring (SIM) mode, quantification of standards was performed. The
linearity and sensitivity were evaluated by determining the limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), defined as the concentration
leading to a signal-to-noise ratio (S/N) of 3 and 10 respectively.

2.5.2. Statistical analyses

All data were expressed as means + standard deviations of triplicate
measures. Statistical analyses (ANOVA) was conducted using SAS
software (SAS Institute, NC, USA) with p < 0.05 as significance level.
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3. Results and discussion

Identification of bioactive compounds was confirmed by retention
times (tg) of the corresponding external standard compounds, as well as
the m/z ratios. Under the applied column and solvents gradients, malic
acid, due to its polarity, was not retained in the column and it was
eluted after 2.8 min. For all experiments, the mean value and standard
deviation of triplicate measures were calculated.

3.1. Cherry

3.1.1. TPC, TFC and antioxidant activity (AA) analyses

The evolution of TPC, TFC and AA of four granulometric classes and
unsieved superfine cherry powders were performed and the results are
shown in Figs. S1 and S2. The 180-315pm fraction had maximum
values of TPC and TFC with 38.9 mg GAE/g dw and 24.3 mg CE/g dw,
respectively (Fig. S1). This fraction also showed the best antioxidant
activities: 59.4 mg TE/g dw using DPPH and 149.8 mg TE/g dw using
ABTS (Fig. S2). These analyses show that CDS is a successful method to
increase antioxidant activity of superfine cherry powders in the special
particle sizes: 180-315 pm.

3.1.2. Identification and characterization of bioactive compounds by LC-
UV-ESI/MS

Six phenolic compounds were identified in extract of superfine
cherry powders using UV detector. The chromatogram profile of the
180-315um fraction is shown in Fig. 1 (this fraction exhibited the
highest antioxidant activity). The best intensity was reached at 340 nm
for phenolic compounds. Two phenolic acids: chlorogenic acid at
tg = 5.7 min and p-coumaroylquinic acid at t = 7 min were identified.
In addition, one tannin: procyanidin B2 at tg = 7.4 min and three fla-
vonoids: (—)-epicatechin at tg = 8.2min, rutin at tg = 9.3 min and
isoquercetin at tg = 10 min were identified.

The previously identified compounds were characterised by their
m/z ratios using ESI/MS detector. The results are shown in Fig. 2. Note
that under the same peak at 7 min, two compounds were coeluated:
chlorogenic acid (m/z 353) and p-coumaroylquinic acid (m/z 337).
However, their different m/z ratios permit to characterise each of them.
Due to the absence of a chromophore group on malic acid, it is not
detectable by means of a UV detector. Therefore, the ESI/MS detector
has characterised malic acid.
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3.1.3. Quantification of bioactive compounds by LC-ESI/MS

Using LC-ESI/MS, concentrations of malic acid and characterised
phenolic compounds were calculated in all cherry fractions (Table 1).
According to these results, the 180-315pum fraction had the highest
concentration of malic acid with 457 = 0.04 mg/g dw. In addition, all
identified phenolic compounds were concentrated in the 180-315 pm
fraction and the best concentration in this fraction was belong to p-
coumaroylquinic acid with 4.56 = 0.03mg/g dw. These results in-
dicate that CDS increase significantly the concentrations of bioactive
compounds in the 180-315 pm fraction of cherry powders. During CDS
process, the huge molecules such as carbohydrates and fibres remain in
the large particles; so, by decreasing the particle size, carbohydrate
contents decreased, whereas the contents of other compounds (lipids,
proteins and polyphenols) increased. Therefore, the smaller granulo-
metric classes revealed the higher concentration of bioactive com-
pounds [19].

3.2. Peach

3.2.1. TPC, TFC and antioxidant activity (AA) analyses

The evolution of TPC, TFC and AA of all peach fractions were car-
ried out and the results are collected in Table 2. These analyses show
that the > 500 um fraction had the highest levels of TPC and TFC:
27.68 mg GAE/g dw and 10.81 mg CE/g dw, respectively. This fraction
also has the best antioxidant activities: 42.91 mg TE/g dw using DPPH
and 148.21 mg TE/g dw using ABTS. These results prove that CDS is a
beneficial procedure for increasing antioxidant activity of superfine
peach powders particularly for particle sizes > 500 pm.

3.2.2. Identification and characterization of bioactive compounds by LC-
UV-ESI/MS

Four polyphenols were identified in extract of superfine peach
powders using UV detector. Fig. S3 shows the chromatogram profile of
the > 500 pm fraction, which exhibits the highest antioxidant activity.
The best intensity was reached at 340nm for phenolic compounds.
Chlorogenic acid at tg = 5.7 min, isomer of chlorogenic acid (neo or
crypto) at tg = 7min, rutin at tg =9.3min and isoquercetin at
tg = 10 min were identified. Using ESI/MS detector, these polyphenols
and malic acid (m/z 133) were characterised by their m/z ratios (Fig.
54).

3.2.3. Quantification of bioactive compounds by LC-ESI/MS
Concentrations of malic acid and characterised phenolic compounds
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Fig. 1. LC-UV Chromatogram profile: fraction (180-315 pm) of superfine cherry powders.
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Fig. 2. LC-ESI/MS chromatogram profile: fraction (180-315 pm) of superfine cherry powders. 1. Malic acid (m/s 133), 2 Chlorogenic acid (m/s 353), 3. Chlorogenic
acid-isomer (m/z 353), 4. p-Coumaroylquinic acid (m/z 337), 5. Procyanidin B2 (m/z 577), 6. (— )-Epicatechin (m/z 289), 7. Rutin (m/z 609) and 8. Isoquercetin (m/

z 463).

were determinated in all peach fractions (Table 3). According to these
analyses, the concentrations of phenolic compounds were increased in
the < 180 fraction and the highest one was obtained for isoquercetin
with 3.43 + 0.01 mg/g dw. However, malic acid was concentrated in
the > 500 pm fraction with 3.72 + 0.02mg/g dw. The fact that the
highest polyphenol concentrations were obtained from an optimal
particle size range < 180 pm, confirms that CDS is an effective method
to improve the extraction of phenolic compounds in the specific gran-
ulometric class of peach powders.

3.3. Damson

3.3.1. TPC, TFC and antioxidant activity (AA) analyses

TPC, TFC and AA of all damson fractions were evaluated and the
results are shown in Table 4, The > 500 ym fraction had the highest
values of TPC and TFC: 25.58 mg GAE/g dw and 12.96 mg CE/g dw,
respectively. This fraction also exhibited the best antioxidant activities:
27.72mg TE/g dw using DPPH and 86.51 mg TE/g dw using ABTS
assay. These analyses show that CDS does not have a positive effect on
the increase of the antioxidant activity in superfine damson powders
with particle sizes < 500 pm.
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Table 1
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Concentrations of characterised bioactive compounds in all granulometric classes of superfine powders of cherry. Presented data are mean + standard deviation of
triplicate measures; in the same line, the mean values followed by the same superscript letters were not statistically different (p < 0.05). The bold numbers show the

highest concentrations.

Compounds m/z tg (min) Concentration (mg/g dw)
< 180 um 180-315pum 315-500 ym > 500 ym Unsieved powders
Malic acid 133 2.8 4,08 + 0.01° 4.57 + 0.04° 419 * 0.01° 4.49 + 0.03¢ 4.45 + 0.02¢
Chlorogenic acid 353 5.7 1.61 + 0.01% 1.92 + 0.01° 1.73 + 0.02° 173 + 0.04° 1.81 + 0.03¢
Chlorogenic acid-isomer 353 7 0.83 + 0.02° 1.21 + 0.02° 0.74 + 0.01° 071 + 0.04° 0.92 + 0.03¢
p-Cournaroylquinic acid 337 7 4,07 * 0.01° 4.56 + 0.03" 4.38 + 0.01° 4.41 + 0.01¢ 4.48 + 0.01°
Procyanidin B2 577 7.4 0.67 + 0.04° 072 + 0.01° 0.64 + 0.02° 0.63 + 0.02° 071 + 0.03°
(—)-Epicatechin 289 8.2 0.72 * 0.02° 0.83 + 0.01° 0.76 + 0.01° 071 + 0.02* 0.81 + 0.02°
Rutin 609 9.3 0.49 *+ 0.01° 071 + 0.02° 0.53 + 0.01° 051 + 0.01° 0.54 + 0.01°
Isoquercetin 463 10 0.09 + 0.01° 0.27 + 0.01° 0.11 + 0.02° 0.11 + 0.04° 0.11 + 0.01°
Table 2

Antioxidant activities using DPPH and ABTS assays, total polyphenol and flavonoid contents (TPC and TFC) in all granulometric classes of superfine powders of
peach. Presented data are mean * standard deviation of triplicate measures; in the same column, the mean values followed by the same superscript letters were not

statistically different. The bold numbers show the highest levels.

Particle sizes TPC TFC Antioxidant activities
(pm) (mg GAE/g dw) (mg CE/g dw)

DPPH ABTS

(mg TE/g dw) (mg TE/g dw)
<180 24.18 + 0.34° 9.87 * 0.42° 4232 = 0,14 134,51 * 0.15°
180-315 19.64 + 0.09° 801 + 0.28" 40.56 + 0.18" 104.82 + 0.04°
315-500 21.41 * 0.61° 7.62 * 0.15° 40.63 = 0.07° 109.71 * 0.01¢
> 500 27.68 + 0.52¢ 10.81 * 0.71¢ 4291 + 0.02¢ 148.21 + 0.31¢
Unsieved powders 18.11 * 0.11° 8.21 + 0.22° 38,55 + 0.03° 130.83 + 0.02°

Table 3

Concentrations of characterised bioactive compounds in all granulometric classes of superfine powders of peach. Presented data are mean * standard deviation of
triplicate measures; in the same line, the mean values followed by the same superscript letters were not statistically different (p < 0.05). The bold numbers show the

highest concentrations.

Compounds m/z tg (min) Concentration (mg/g dw)
< 180 pym 180-315 ym 315-500 um > 500 ym Unsieved powders
Malic acid 133 2.8 3.30 + 0.03* 3.40 + 0.02° 3.12 * 0.03° 372 + 0.02¢ 3.55 + 0.01°
Chlorogenic acid 353 5.7 0.26 + 0.01° 0.20 * 0.02 0.21 + 0.02° 0.23 + 0.01° 0.21 + 0.02°
Chlorogenic acid-isomer 353 7 1.40 *+ 0.02° 1.23 + 0.02° 1.12 + 0.01¢ 1.23 + 0.04° 1.17 + 0.04°
Rutin 609 9.3 0.63 + 0.01° 0.56 + 0.02° 0.56 + 0.03° 0.47 + 0.03° 053 + 0.01°
Isoquercetin 463 10 3.43 + 0.01° 3.08 + 0.01° 3.05 + 0.04° 2,61 + 0.02° 3.11 + 0.01¢
Table 4

Antioxidant activities using ABTS and DPPH assays, total polyphenol and flavonoid contents (TPC and TFC) in all granulometric classes of superfine powders of
damson. Presented data are mean + standard deviation of triplicate measures; in the same column, the mean values followed by the same superscript letters were

not statistically different. The bold numbers show the highest levels.

Particle sizes TPC TFC Antioxidant activities
(jum) (mg GAE/g dw) (mg CE/g dw)

DPPH ABTS

(mg TE/g dw) (mg TE/g dw)
<180 20.96 + 0.51% 9.46 + 0.32° 25.27 + 0.85% 79.58 + 0.05°
180-315 2075 + 0.12° 8.86 + 0.35° 2439 + 0.06" 64.89 + 0.17°
315-500 18.82 + 0.05° 7.61 + 0.15° 23.09 + 0.62° 58.85 + 0.36°
> 500 25.58 + 0.38° 12.96 + 0.28° 27.72 + 0.07¢ 86.51 + 0.09%
Unsieved powders 21.15 * 0.11% 9.02 + 0.56° 26.47 * 0.19° 81.14 + 0.04°

3.3.2. Identification and characterization of phenolic compounds by LC-
UV-ESI/MS

Three polyphenols were identified in extract of superfine damson
powders using UV detector. Chromatogram profile of the > 500 frac-
tion, at 340 nm, is shown in Fig. S5. The peaks corresponding to
chlorogenic acid with tg = 5.7 min, (+)-catechin with tg = 7.2 min and
rutin with tg = 9.3 min were identified. These phenolic compounds and
malic acid (m/z 133) were characterised by ESI/MS detector (Fig. S6).

The ratio m/z 289 corresponds to two peaks having different retention
times; the first is (+)-catechin with tg = 7.2min and the last is
(—)-epicatechin with tg = 10 min.

3.3.3. Quantification of bioactive compounds by LC-ESI/MS
Concentrations of malic acid and characterised phenolic compounds

were calculated in all damson fractions (Table 5). Malic acid was con-

centrated in the 180-315pm fraction with 3.85 + 0.01mg/g dw.
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Table 5
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Concentration of characterised bioactive compounds in all granulometric classes of superfine powders of damson. Presented data are mean + standard deviation of
triplicate measures; in the same line, the mean values followed by the same superscript letters were not statistically different (p < 0.05). The bold numbers show the

highest concentrations.

Compounds m/3 tg (min) Concentration (mg/g dw)
< 180 ym 180-315um 315-500 ym > 500 ym Unsieved powders
Malic acid 133 2.8 371 + 0.01° 3.85 + 0.01° 3.71 + 0.01° 3.35 * 0.01° 3.37 + 0.02°
Chlorogenic acid 353 5.7 2.67 * 0.04° 2.41 + 0,01 233 * 0.01° 242 + 003" 2.15 + 0.02¢
(+)-Catechin 289 7.2 0.02 + 0.02° 0.03 + 0.01° 0.03 + 0.01° 0.06 + 0.01° 0.03 + 0.01°
Rutin 609 9.3 0.35 + 0.01° 0.23 + 0.03° 0.25 + 0.01° 0.17 *+ 0.01° 0.21 + 0.02°
(—)Epicatechin 289 10 0.02 = 0.01° 0.02 + 0.01° 0.02 * 0.02° 0.04 = 0.02° 0.02 *+ 0.03°
Chlorogenic acid with 2.67 + 0.04mg/g dw and rutin with [4] V. Lavelli, S. Hippeli, K. Dornisch, C. Peri, E.F. Elstner, Properties of tomato powders as
0.35 + 0.01 mg /g dw were concentrated in the < 180 pm fraction. additives for food fortification and stabilization, J. Agric. Food Chem. 49 (2001)
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RESUME

Cette étude se déroule en deux parties, la premiére partie est consacrée a la mise en
place d’une méthodologie dans le but d’isoler les métabolites secondaires. La seconde partie
décrit les propriétés phytochimiques de poudres issues de matrices végétales en fonction de leur

granulométrie.

Dans la premiére partie, qui est consacrée a I’isolement de métabolites secondaires par
HPLC semi-préparative, la mise en place du processus d’isolement de 1’hédéracoside C et
I’a-hédérine, a été effectuée a partir d’extraits de parties aériennes du lierre (Hedera helix L.).
La généralisation de ce processus d’isolement appliqué aux extraits de parties aériennes du
millepertuis (Hypericum perforatum L.) a permis d’isoler avec succes un hypéroside qui est un

des flavonoides marqueur du millepertuis.

Le but de cette deuxiéme partie est dans un premier temps, de valider le procédé de
broyage et de tamisage du matériel végétal : PTC « Pulvérisation & Tamisage différentiel
Controlés » a 1’échelle industrielle pour la production de différentes classes granulométriques
des poudres. A cet effet, les résultats d’analyses phytochimiques de classes granulométriques
de neuf plantes de la Région Lorraine obtenues par PTC a l'aide d’un pilote industriel sont
comparés a ceux obtenus a 1’échelle du laboratoire. Les plantes sélectionnées snot : le fenouil
(Foeniculum vulgare Mill.), le saule blanc (Salix alba L.), le millepertuis (Hypericum
perforatum L.), Portie (Urtica dioica L.), la solidage (Solidago virgaurea L.), la piloselle
(Hieracium pilosella Vaill.), le rosier des chiens (Rosa canina L.), la griffe du diable
(Harpagophytum DC.) et le lierre (Hedera helix L.). L’évaluation de 1’activité antioxydante
ainsi que les analyses effectuées par LC-MS indiquent que la production des poudres a 1’échelle

du laboratoire est généralisable a 1’échelle industrielle.

Par ailleurs, pour la premicre fois, I’application a quatre fruits : la cerise (Prunus avium
L.), lapéche (Prunus persica L.), la quetsche (Prunus domestica subsp. Insititia L.) et la
mirabelle (Prunus domestica subsp. Syriaca) de la Région Lorraine du procédé PTC a I’échelle
du laboratoire montre que I’extraction par voie seche est une nouvelle méthode pour enrichir

certaines classes granulométriques en compos¢€s bioactifs.


https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%AAche_(fruit)

ABSTRACT

This study is divided into two parts, the first one is devoted to the implementation of a
methodology to isolate secondary metabolites. The second describes the phytochemical

properties of powders of vegetal material according to their particle size.

In the first part, which is dedicated to the isolation of secondary metabolites by semi-
preparative HPLC, setting up the isolation process for hederacoside C and a-hederin was
performed using extracts of aerial parts of ivy (Hedera helix L.). The generalization of this
isolation process applied to the extracts of aerial parts of st. john's wort (Hypericum perforatum
L.) lead to successful isolation the hyperoside, which is one of the characteristic flavonoids of

st. john's wort.

The purpose of this second part is to validate the process of grinding and sieving plant
material: CDS « Comminution and to control Diffraction Sieving » under industrial scale to

product different granulometric classes of powders.

For this purpose, the results of phytochemical analyses of granulometric classes of nine
plants from the Lorraine Region obtained by CDS using an industrial pilot are compared with
those obtained under laboratory scale. Selected plants are fennel (Foeniculum vulgare Mill.),
white willow (Salix alba L.), st. john's wort (Hypericum perforatum L.), nettle (Urtica dioica
L.), goldenrod (Solidago virgaurea L.), pilosella (Hieracium Pilosella Vaill.), dog rose (Rosa
canina L.), devil's claw (Harpagophytum DC.) and ivy (Hedera helix L.). The evaluation of the
antioxidant activity, as well as the analyses carried out by LC-MS, indicate that the production

of powders under laboratory scale is generalizable to industrial scale.

In addition, for the first time, the application of the CDS process under laboratory scale
for four fruits: cherry (Prunus avium L.), peach (Prunus persica L.), damson (Prunus domestica
subsp. Insititia L.) and mirabelle (Prunus domestica. subsp. Syriaca) from Lorraine Region
shows that CDS is a new dry extraction method to enhance bioactive compound concentrations

in particular granulometric classes.
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