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Résumé

La mise au point de formulations alternatives plus slres utilisant des matieres premieres
renouvelables correspond aujourd’hui a une demande sociétale forte, pour une meilleure prise
en compte des impacts environnementaux et sanitaires. Dans un contexte de développement
durable, il est nécessaire d’identifier de nouveaux gisements de matiéres premicres telles que
les dréches de tomates, un coproduit de I’industrie agro-alimentaire constitué de peaux, de
fibres et de pépins de tomates. Riches en métabolites secondaires et en biopolymeres, leur
valorisation par des procédés verts a été mise en ceuvre. Les dréches ont été mises en contact
avec des solvants biosourcés sélectionnés pour leur biocompatibilité (éthanol, acétate d’éthyle,
mélanges éthanol: eau, mélanges éthanol: acétate d’éthyle et solvants naturels eutectiques
profonds) ainsi qu’avec le CO2 a 1’état supercritique. Les compositions des extraits ont été
analysées par spectrophotométrie et par HPLC-DAD, ce qui a permis de détecter des acides
phénoliques, des caroténoides, des flavanones, des flavones, des flavanols, des flavonols et des

tanins.

Les fractions obtenues avec 1’éthanol et avec le mélange éthanol: eau sont particuliérement
riches en polyphénols et en flavonoides, ce qui leur confere des propriétés anti-oxydantes
(70-71% d’inhibition), des activités antidiabétiques (anti a-amylase et anti o-glucosidase
avec ICso = 5-6 ug/mL) ainsi que des propriétés antivirales contre Zika.

- La fraction obtenue par le CO, supercritique, riche notamment en lycopéne, conduit
également a des propriétés anti-oxydantes élevées (64% d’inhibition) et au meilleur niveau
d’activité cytotoxique contre la lignée cancéreuse HCT 116 (64,5% d’inhibition).

- Nous avons observé que le prétraitement chimique permet d’enrichir 1’extrait « acétate
d’éthyle » en caroténoides, ce qui est bénéfique pour limiter le processus inflammatoire vis-
a vis de I’enzyme 15-lipoxygenase.

- Quant au pretraitement enzymatique, il améliore les propriétés anti-oxydantes de cette
méme fraction et est favorable a 1’activité cytotoxique de la fraction éthanolique.

- Le fractionnement des molécules polaires et apolaires ne s’est pas avéré favorable aux
propriétés thérapeutiques évaluées, ce qui indique ’intérét de conserver les fractions dans
leur intégralité.

- Le couplage réalisé entre les étapes d’extraction et de formulation, a I’aide de solvants

naturels eutectiques profonds s’inscrit clairement dans une démarche d’écoconception pour

la préparation de formulations cosmétiques aux propriéetes filmogenes, incluant les

différentes molécules bioactives détectées.



Enfin, pour la valorisation des biopolyméres résiduels, des conditions de thermopressage ont
été definies pour la conception d’un matériau biosourcé, sans ajout de liant. L’étude des
propriétés mécaniques et I’analyse par GC-MS des composés organiques volatils (COV) émis
par le matériau obtenu permettent de définir un champ d’applications. Des matériaux
composites thermoplastiques incluant des pourcentages variables de dréches ont également été
préparés par fusion a chaud.

Ainsi, le travail réalisé montre la faisabilité et I’intérét d’une bioraffinerie utilisant les dréches

de tomates pour I’obtention de plusieurs produits écocongus.

Abstract

Nowadays the use of natural resources represents an opportunity to design safer formulations
for the environment and human health. In a context of sustainable development, it is necessary
to identify new sources of raw materials, such as tomato pomace, a co-product of the food
industry consisting of tomato skins, fibers and seeds. Green processes were implemented to
recover secondary metabolites and separate biopolymers. The pomace were brought into
contact with biosourced solvents selected for their biocompatibility (organic solvents, natural
deep eutectic solvents) or with supercritical CO2. The compositions of the extracts were
analyzed by spectrophotometry and by HPLC-DAD, for the detection of phenolic acids,

carotenoids, flavanones, flavones, flavanols, flavonols and tanins.

- The fractions obtained with ethanol and with the ethanol: water mixture were particularly rich
in polyphenols and flavonoids, which conferred antioxidant properties (70-71% of inhibition),
anti-diabetic activities (anti a-amylase and anti a-glucosidase with 1C50 = 5-6 pg/mL) as well
as anti-viral properties against Zika.

- The fraction obtained by supercritical CO2 rich in lycopene also led to high antioxidant
properties (64% of inhibition) and to the best level of cytotoxic activity against HCT 116 cancer
cell line (64.5% of inhibition).

- We observed that the chemical pre-treatment enriched "ethyl acetate” extract in carotenoids,
to limit the inflammatory process towards 15-lipoxygenase enzymes.

- As for the enzymatic pre-treatment, it improves the antioxidant properties of this same fraction

and is favorable to the cytotoxic activity of the ethanolic fraction.



- The fractionation of polar and apolar molecules did not improve the therapeutic properties,
showing the synergy of molecules.

- Extraction and formulation stages were coupled using natural deep eutectic solvents (NaDES)
for the preparation of cosmetic formulations with film-forming properties, including the various
bioactive molecules detected.

Finally, for the recovery of residual biopolymers, thermopressing conditions were selected for
the design of a biosourced material without the addition of a binder. The study of the mechanical
properties and the analysis of the volatile organic compounds (VOC) emitted by the materials
helped to define a field of applications. Thermoplastic composite materials including variable
percentages of pomace were also prepared by hot melting.

Thus, the work carried out shows the feasibility of a biorefinery from tomato pomace to obtain

several ecodesigned products.
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Introduction générale

La transformation des produits agricoles génére de grandes quantités de biomasse. Celles-ci
constituent une réserve partiellement inexploitée en molécules telles que des protéines, des
lipides (acides gras), des pigments (caroténoides), des polyphénols (phénols, flavonoides) et
des biopolymeres. L’utilisation de ces molécules comme maticres premicres pour certains types

de productions doivent étre explorés dans le cadre de la diversification des approvisionnements

[1].

Pour ne pas entrer en compétition avec les filieres alimentaires, il est nettement préférable
d’utiliser des coproduits issus des productions agricoles. Il peut s’agir de coproduits issus d’une
premiére transformation d’une matiére agricole (pailles, bagasse, noyaux...) ou issus de
seconde transformation (dréches de brasserie, mélasse, vinasse, lactosérum...), pour conduire
a des produits fonctionnels commercialisables. La directive 2008/98/CE sur la gestion des
déchets, ainsi que sa directive modificative (UE) 2018/851 sur I’économie circulaire incitent a
considérer les déchets comme des gisements pour créeer des flux de recyclage vers des filieres
agro-industrielles tournées vers les bioproduits, les bioénergies et les écomatériaux. C’est
pourquoi, I’intégration de co-produits végétaux dans un schéma de bioraffinerie devient une
approche incontournable aux interfaces des domaines de la chimie, biochimie et physico-
chimie. Comme le montre la figure 1, le bioraffinage de la biomasse comprend typiquement
une étape de prétraitement, un procédé de fractionnement et une étape de purification des
produits, pouvant impliquer a la fois des bioprocédés et des procédés chimiques, généralement

conformes a la chimie verte.
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Biomasse Biomasse
agricole forestiére

Biosse
algale

—_—

FRACTIONNEMENT,
TRITURATION, PURIFICATION
R&D (sucre, amidon, glucose,
huile, protéine...)

STOCKAGE ET PRE-
TRAITEMENT
(broyage, defibrage...)

CONVERSION, BIOTECHNOLOGIE
INDUSTRIELLE, CHIMIE DU

VEGETAL
Biomolécules Biocarburants avancés et
(Cosmeétiques, plastiques, détergences, méthanisation
peintures...) (Energies)
Agromatériaux Alimentation

. (Construction, emballage, automobile...) (Humaine et animale)

Figure 1 : Conception de bioraffinerie

(Source : Pole Industrie & Agroressources) *

Les débouchés concernent des produits a tonnages élevés (tels que les écomatériaux, les
biocarburants, les biolubrifiants ou les biosolvants) mais également des produits a hautes
valeurs ajoutées destinés aux marchés de la cosmétique, de la santé humaine ou animale et de

la protection des plantes et des cultures (biostimulant, biopesticide, biocontrole).

Le modéle de développement économique actuel est en train d’évoluer et s’appuie de plus en
plus sur I’utilisation de la biomasse renouvelable et le recyclage de tous les flux matiéres
sortants. On parle de bioéconomie. La demande des consommateurs pour des produits
écocompatibles minimisant les impacts sur la santé, est en augmentation au cours des derniéres
années [2]. Ainsi, ont fait leur apparition des écolabels dans le domaine des cosmétiques
(COSMEBIO™), des matériaux avec le Label « haute qualité environnementale » et pour
différents produits commercialisés (marque NF-environnement). Ces labels offrent une double
garantie : la qualité d'usage et la qualité écologique. Le produit doit répondre a un cahier des
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charges précis qui prend en compte les impacts environnementaux identifiés sur le cycle de vie

du produit.

Ainsi, 1’utilisation d’une biomasse dans sa totalité ouvre la voie a des chaines de valeurs qui

améliorent la compétitivité économique et répondent aux défis écologiques [3].

Dans ce contexte, les travaux de cette thése proposent une stratégie pour la valorisation d’un
co-produit disponible, généré par I’industrie agro-alimentaire. Cette matiére premiére
périssable si elle n’est pas séchée, peut participer a I’élaboration d’ingrédients a haute valeur
ajoutée et a celle de matériaux fonctionnels. D’une part, 1’obtention de fractions riches en
molécules actives ont un potentiel pour des applications thérapeutiques et cosmétiques. D’autre
part, 1’utilisation des biopolyméres résiduels pour I’obtention d’écomatériaux n’a jamais été
explorée. Pour étudier ces voies de valorisation, les procédés mis en ceuvre seront sélectionnés

pour minimiser les impacts et les codts.

Ces travaux ont été réalisés au Laboratoire de Chimie Agro-industrielle (LCA) de Toulouse
INP sur le site de PENSIACET et celui ’AGROMAT (Tarbes). Ils ont fait 1’objet d’une
collaboration avec le Laboratoire de Génie Chimique (LGC) de 1’Université Paul Sabatier (sur
le site de la Faculté de Pharmacie) pour les analyses chromatographiques des extraits et
I’évaluation de leurs propriétés thérapeutiques. L’expertise de I’Unité mixte « Processus
Infectieux en Milieu Insulaire » de 1I’Université de La Réunion a été sollicitée pour 1’évaluation

des propriétés antivirales.
Ainsi, le manuscrit de la these est organisé en 4 chapitres répartis comme suit :

Le chapitre 1 porte sur des données bibliographiques relatives aux caractéristiques de la
matiére premiere et a ses principaux constituants. Les procédés appliqués au traitement des

matieres premieres végétales sont également décrits.

Le chapitre 2 est consacré a la production de fractions dont les bioactivités in vitro ont été
évaluées : les activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques, anti-cancer et
antivirales des fractions y sont analysées et mises en perspective avec leur profil

chromatographique réalisé en HPLC.

Le chapitre 3 porte sur le couplage des étapes d’extraction et de formulation a I’aide de solvants
eutectiques naturels profonds, procédé qui a conduit a 1’écoconception de plusieurs types de

formulations en cosmétique.
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Le chapitre 4 est consacré a la conception d’agromatériaux et de composites biosourcés et/ou
biodégradables intégrant les biopolymeres et une partie des composes hydrosolubles. Les
propriétés obtenues sont discutées par rapport aux cahiers des charges possibles. L’analyse des
composés organiques volatils fournit des donnéees supplémentaires sur le matériau 100 %

dréche.

Enfin, la conclusion géenérale fait le bilan des travaux et ouvre plusieurs perspectives de travail.
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Chapitre | : Etudes bibliographiques

1. Caractéristiques de la matiere premiéere

La culture de latomate (Solanum lycopersicum L.) est tres répandue dans le monde et représente
un élément clé du régime meéditerranéen (figure 1-1). Il s’agit du légume le plus consommé en
France, et qui recele de nombreuses vertus pour la santé reconnue depuis une vingtaine d’année.
Ses effets bénéfiques sont liés a la présence de vitamines, de fibres et d’anti-oxydants, dont la
présence peut dépendre des variétés de tomates, des conditions de culture et des procédés de
transformations de la tomate.

Seule une partie des tomates est consommée a I’état frais, plus de 50 % des volumes sont
transformés pour produire des pulpes et des sauces, génere des co-produits appelés dréches de
tomates. Une partie des dréches est utilisée pour I’alimentation animale ou pour 1’épandage en
agriculture. Or, leur mise en décharge peut impacter I’environnement en générant une pollution
organique des eaux de surface ou eaux souterraines. Ce coproduit représente entre 3 et 5% en
masse des tomates transformées et correspond a une production mondiale entre 5,4 et 9,0 Mt
[1]. En France, environ 5000 tonnes de dréches peuvent étre récupérées. Pour les agriculteurs,
la valorisation de ces dréches pourrait représenter un complément de revenu non-négligeable.
Il apparait donc important de savoir dans quelle mesure les dréches peuvent étre une source de
composés bénéfiques présents initialement dans la tomate.

Les dréches sont constituées d’un mélange de peaux, de parties fibreuses et de pépins. Notons
que le taux d’humidité élevé des dréches rend leur stockage en 1’état, difficile, car propice au
développement microbien. Les dréches peuvent se conserver quelques jours en chambre
réfrigéré ou bien plus longtemps si elles sont séchées rapidement.

La composition chimique des dréches riches en biopolymeres et en métabolites suggére
plusieurs types d’application pour leur recyclage [2]. Les peaux, en particulier, sont riches en
métabolites secondaires.

Selon Casa et al. [3], les dréches contiennent une concentration élevée de composés
exploitables ; le lycopéne pour la production de compléments alimentaires, la cutine pour la
préparation d’emballages alimentaires ou la pectine comme agent gelifiant dans l'industrie

alimentaire et I'huile de graines de tomate pour la cosmétique.
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Figure I-1 : Illustration botanique de I’espéce Solanum lycopersicum L.

Une demande croissante en composés d’origine naturelle nécessite une diversification des
approvisionnements, c¢’est pourquoi le gisement des coproduits tels que les dréches représente
une opportunité pour alimenter les marchés pharmaceutiques, cosmétiques ou celui des

emballages.

2. Les principaux constituants de dréches de tomates

Les plantes produisent des métabolites primaires et secondaires que 1’on cherche a isoler pour
leurs propriétés recherchées. Les métabolites primaires comprennent les lipides, les protéines
et la matiére lignocellulosique a base de cellulose et d’hémicellulose (constituées de chaines de
polysaccharides) et de lignine (enchainements de motifs phénoliques). Les métabolites

secondaires sont moins abondants mais constituent une diversité élevée en molécules.

Cuticule

Paroi cellulaire

Figure 1-2 : Les biopolymeres de la cuticule de la tomate

(Source: https://www.inrae.fr/actualites/cutine-peau-tomates-nouveaux-polymeres)
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Les peaux sont constituées d’une couche de cellules épidermiques recouverte de la cuticule
[1] dont la figure 1-2 représente la structure. A la surface de la cuticule il y a les cires, un
mélange complexe de composants aliphatiques et cycliques a longues chaines [4]. La cuticule
est constituée de cutine, de pectines et de cellulose et d’hémicellulose. La cutine est un
polyester a base de monomeres d’acides gras hydroxylés de type C16 ou C18 représentant pres
de 80% de la structure de la peau [5]. Les pectines présentes dans la peau de tomates sont des
polysaccharides hydrophiles contenant des acides galacturoniques [6]. On les trouve
généralement en association avec d'autres composés comme la cellulose, la lignine ou les
polyphénols présents dans la paroi cellulaire des plantes. L'acide galacturonique représente
environ 70% de la composition de pectine lié aux positions O-1 et O-4. L'acide uronique peut

étre présent sous la forme d’esters méthylique [7].

La cellulose est un polymére de D-glucose et I’hémicellulose contient des hétéropolymeres, a
base de xylanes, xyloglucanes, galactanes, arabinanes, arabinogalactanes. Ces chaines de
polysaccharides sont en partie liées par des liaisons hydrogenes a la cellulose. La lignine est
un polymeére a motifs phénoliques présent dans les fibres des dréches ; elle est réticulée avec la
cellulose et I'némicellulose par des liaisons covalentes et des liaisons hydrogénes [8]. Le
tableau I-1 présente la composition globale des dréches (graines et peaux) selon Farcas et al.

[2].

Tableau I-1 : Composition des dréches

NDF Sucres totaux Protéine Pectine Lipides Teneurs en
matiéres minérales
59 % 25,7% 19,3% 7,5% 5,8 % 3.9%

Le tableau I-2 indique les teneurs en biopolymeres des dréches, selon Szymanska-Chargot et
al. [9].

Tableau I-2 : Teneur en biopolymeéres

Dréches de Teneur en Cellulose | Hémicellulose | Lignine *NDF

tomates matiere seche

(9/100 g

MS) 6.03 8.60 5.33 5.85 19.77
(£0.22) % (£0.34) % (+0.92) % (£0.32) % (£1.52) %

*NDF : neutral detergent fibers
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Les pépins de tomates présents dans les dréches sont riches en lipides (20 & 25%) et en
protéines dont l'acide glutamique et I'acide aspartique [10]. lls sont sources de tocochromanols
(tocophérols and tocotrienols). L’huile de pépin de tomates contient environ 20% en acides gras
saturés (principalement acide palmitique et acide stéarique) et 80% en acides gras insatureés,

dont I’acide linoléique représentant plus de 50% [3].

La peau des tomates contient également des acides gras hydroxylés libérés lors de 1’hydrolyse
des polyesters de la cutine (figure 1-3). Les pépins de tomate contiennent également des

protéines.

OH
HO/\/\/\/\/\/\/\/Y

0

Figure 1-3 : Acide 16-hydroxy hexadécanoique présent dans la cutine des tomates

Les dréches de tomates sont mentionnées comme une source de caroténoides (notamment avec
le lycopéne, les caroténes et la lutéine), de composés phénoliques (tels que I'acide
chlorogénique, I'acide coumarique, I'acide caféique) et de flavonoides comprenant des flavones
(hydroxy et methoxy falvones) et des flavonols (tels que la rutine, la quercétine, le

kaempférol...), de flavanols (principalement I'épicatéchine) [11].

D'autres familles de molécules sont présentes dans les dréches parmi lesquelles les tanins, les
vitamines, les dérivés glucosidiques (forme hétérosise), dont les concentrations varient en
fonction des facteurs environnementaux [12]. Certains de ces composés sont reconnus comme
ayant des propriétés antioxydantes élevées. En particulier, le lycopene est le principal
caroténoide présent dans la tomate, avec le B-caroténe et la lutéine. Sa capacité a inhiber les
formes réactives de I'oxygene permet de lutter contre le stress oxydatif et est dix fois supérieure
a celle de l'a-tocophérol [13]. Le méme auteur a observé que la teneur en lycopene dépend

fortement de la variété des plantes de tomates et du mois de récolte.

3. Procédés de prétraitement et d’extraction appliqués aux dréches
La biomasse telle que les dréches est une matiere premiere complexe pour laquelle il faut

sélectionner des procédés de traitement adaptés pour fractionner et isoler certaines molécules.
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Dans certains cas, il sera intéressant de réaliser un prétraitement avant la mise en contact avec

un solvant, tel que décrit par Catalkaya et al. [14] pour I’extraction du lycopene (figure 1-4).

S'9
- =
Prétraitement enzymatique @
Extraction
L
Analyse Extrait riche en
spectrophotométrique Analyse HPLC | lycopéne

Figure 1-4 : Schéma d’un procédé de prétraitement puis d’extraction de dréches des tomates [14].

3.1. Prétraitement de la matiere premiere

La structure compacte de la peau du fruit associant plusieurs types de polysaccharides
(cellulose, hémicellulose et pectine) rend la diffusion d’un solvant difficile, ce qui peut aboutir
a une faible efficacité d’extraction. Une étape de prétraitement peut améliorer la libération de
certains composants tels que les composés phénoliques ou les caroténoides car la structure de
la paroi cellulaire subit une lyse lors de I'hydrolyse des enzymes. Par exemple, des enzymes a
activités pectinolytiques, cellulolytiques et hémicellulolytiques ont été utilisées pour augmenter
la récupération du lycopene [15]. Dans ces conditions, 11,5 mg de lycopene/g de dréches de
tomates ont été extraits avec de l'acétate d'éthyle [14]. Un autre auteur [16] a montré que le
lycopéne peut étre récupéré efficacement a partir des peaux de tomates en combinant
I'utilisation d'enzymes et d'un surfactant (Span 20) qui a été conservé dans la formulation finale.
Grassino et al. [4] proposent un procédé d’extraction de la pectine avec un prétraitement des

dréches en conditions oxydantes (solution tampon d’oxalate d'ammonium et d’acide oxalique).

3.2. Procédés d’extraction appliqués aux dréches

Plusieurs travaux font état de procédés d’extraction mis en ceuvre a partir des dréches, en
fonction de la nature des molécules cibles a isoler (tableau 1-3). Des méthodes d’extraction en
milieu aqueux et en présence d’un solvant organique ont été répertoriées a partir de dréches

(figure 1-5). En l'absence de prétraitement, les dréches ont été mis en contact avec différents
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solvants (hexane : acétone ou éthanol : eau) a température ambiante [17], [18]. Pour préparer
des fractions ayant des propriétés anti-oxydantes, des extractions activées par sonication (EAS)
ou par micro-ondes (EAM) ont été réalisées [19]. La sonication a été appliquée a des milieux
contenant de I'éthanol a 95° (50 min) [20], de I'huile de tournesol (10 min, 70 W) [21] ou du n-
hexane: acétone (100 W, 30 min) [22]. Des micro-ondes (300 W) ont été utilisées avec de
I'EtOH 95° (60 s) pour extraire plusieurs métabolites des dréches [23]. Les deux modes
d'activation ont permis de réduire les temps de contact et la quantité de solvants, en raison d'une
diffusion plus facile des solvants dans le réseau de biopolymeéres. Mais ces conditions ont induit
une augmentation de la température dans le milieu d'extraction, ce qui peut provoquer la
dégradation de certaines molécules et diminuer la sélectivité de I'extraction. De plus, une

modification de la structure chimigque des composés cibles n'est pas a exclure [20].

( ) ( . .
Extraction assistée par ultrasons (EAU) Extraction par CO, supercritique
Rahimi et al. [21] hﬁ:ﬁ’ﬂﬁ?ﬁ'ifiﬁ'{g]ﬂ
Gheonea et al. [18] Procédes v
\_ y , . \_ Zhang et al. [26] )
d’extraction
appliqués aux
( ) £ t{ Extraction assistée par micro-ondes
Solvants eutectiques profonds naturels dréches (EAM)
Lazzarini et al. [34] Lasunon et al. [23]
\. J \. J

Macération dans un solvant organique

Abbasi-Parizard et al. [22]
Strati et al. [19]

Figure I-5 : Schéma récapitulatif des procédés d’extraction appliqués aux dréches de tomates

3.2.1. Macération a froid

Ce procédé consiste a mettre en contact la biomasse avec un solvant a température ambiante
sous une agitation réguliere. Les molécules ayant une affinité suffisante avec le solvant se
dissolvent dans le milieu. Le résidu solide de biomasse est filtré et le solvant est évaporé pour
obtenir les extraits contenant les molécules d’intéréts. Des solvants polaires et apolaires sont
utilisés pour la macération en fonction des molécules a extraire. Les fractions lipophiles sont
extraites avec des solvants peu polaires comme le cyclohexane et 1’acétate d’éthyle et les
fractions hydrophiles sont extraites avec des solvants polaires comme 1’eau, 1’éthanol ou

I’acétone. Des extractions successives avec des solvants de polarités croissantes peuvent étre
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pratiquées. Notons que les solvants organiques usuels sont de plus en plus délaissés au profit
de solvants biosourcés et moins toxiques tels que certains alcools ou esters [24].

3.2.2. Extraction a I’aide de CO2 supercritique

Parmi les technologies respectueuses de I'environnement, une attention est portée sur
I’utilisation du CO- a 1’état supercritique. Ce fluide possede une masse volumique proche de
celle d’un liquide et une viscosité proche de celle des gaz, ce qui leur confére des pouvoirs de
diffusion et de solvatation intéressants, vis-a-vis les molécules extractibles. L’utilisation du CO>
supercritique apparait comme une méthode prometteuse pour 1’extraction de molécules
apolaires et des huiles végétales. Les avantages de cette technique résident en un temps
d'extraction court et la production d'extraits de qualité sans résidu de solvant. La température et
la pression au-dela du point critique (31°C et 73.8 bar) permettent de réaliser 1’extraction des
molécules thermosensibles [25], [26], [27]. Des extraits riches en lycopéne et B-caroténe et
lutéine sont obtenus a I’aide de CO2-SC entre 60 et 80°C, sous 300-400 bars pendant une
centaine de minutes. La présence de I’huile de graines de tomate permet d'améliorer la
récupération du lycopene de 18% a 56%. Néanmoins, ces conditions nécessitent un

investissement pour un équipement sécurisé.

3.2.3. Extraction par un solvant naturel eutectique profond (NaDES)

Le principal inconvénient de 1’utilisation des solvants organiques réside dans leurs émissions
de composés organiques, ayant des impacts sanitaires, environnementaux et en terme de
sécurité. De plus, la distillation du solvant organique représente un colt énergétique et peut
conduire a la production de milieux avec des traces résiduelles de solvants. Pour améliorer la
recyclabilité des solvants et répondre aux principes de la chimie verte, ’utilisation de liquides
ioniques et de solvants eutectiques profonds (DES) s’est développée en recherche, puis pour
des procédés industriels [28]. Ainsi, les DES suscitent actuellement un intérét important pour
la conception de solvants écologiques pour I'extraction et la séparation de composés naturels
[29].

Les DES sont des solvants préparés a partir d’un composé donneur de liaisons hydrogene
(HBD) et d’un compose accepteur des liaisons hydrogénes (HBA), selon un rapport molaire
spécifigue. Ce mélange forme un nouveau corps pur au point de fusion abaissé par rapport au

point de fusion de chaque composé individuel (figure 1-6).
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Figure 1-6 : (A) Interaction d’un HBD avec le sel d’ammonium quaternaire choline chloride (B)
Diagramme de phase d'un solvant eutectique profond (DES) a partir de deux composants A et B.
[29], [30]

Les deux espéces sont capables de former des liaisons intermoléculaires non-covalente
permettant de diminuer I’énergie du mélange et ainsi d’abaisser la température de fusion ce qui
leur confére une faible volatilité. Le choix des composes détermine leur faible toxicité et leur
biodégradabilité pour obtenir un solvant d'extraction attrayant pour l'industrie [31]. Leur
viscosité peut étre abaissée en ajoutant de I'eau [32]. Plusieurs exemples de composés utilisés
pour préparer des DES sont présentés dans la figure I-7. Duarte et al. [33] ont décrit une famille
des solvants eutectiques profonds thérapeutiques (THEDES) favorisant la pénétration d’un
ingrédient pharmaceutique actif (IPA). A notre connaissance, seuls deux études décrivent
I’application d’un DES aux dréches de tomates pour 1’extraction de caroténoides en utilisant le

mélange « menthol: acide lactique » [34], [35].
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Figure I-7 : Accepteurs de liaisons hydrogéne et donneurs de liaisons hydrogéne utilisés pour la
préparation de solvants eutectiques profonds

4. Meétabolites secondaires présents dans les dréches

Les dréches de tomates renferment des molécules appartenant a plusieurs familles chimiques
désignées par métabolites secondaires tels que les caroténoides, polyphénols, tannins et
flavonoides. Le tableau I-3 (page 36) répertorie les différentes méthodes d’extraction qui sont
décrites dans la littératures. Les molécules ainsi extraites sont a 1’origine de propriétés anti-
oxydantes qui peuvent varier suivant qu’il s’agit de substances pures ou en présence d’autres
métabolites.

Certains auteurs ont détecté une activité antioxydante de dréches de tomates due a la présence
de phénols et de flavonoides. D’autres auteurs suggerent que les caroténoides aussi, dont le

lycopéne et le B-caroténe peuvent étre a 1I’origine de cette activité [17], [20], [22].
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4.1.  Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules répandues dans le régne végétal. Leur
structure comporte un ou plusieurs noyaux aromatiques portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles [37]. On distingue 4 sous-familles, les phénols simples, les flavonoides, les acides

phénoliques et les polyphénols non flavonoides (figure I- 8).

e S :
Phénols simple "‘“"“’” Polyph ém:ls non
(__phénoliques Mavonoides

Flavanones Flavonols Flavonols Isoflavones Anthocyanines

| o
Figure 1-8 : Sous-familles de polyphénols

4.2.  Les flavonoides

La structure des flavonoides est basée sur deux cycles aromatiques A et B reliés par un cycle
C. La substitution du cycle C détermine les principales classes de flavonoides. Les flavonoides
dans lesquels le cycle B est lié en position 3 du cycle C sont appelés isoflavones. Ceux dans
lesquels le cycle B est relié en position 4 sont appelés néoflavonoides. Lorsque le cycle B est
relié en position 2 sont subdivisés en plusieurs sous-groupes : les flavones, les flavonols, les

flavanones, les flavanonols, les flavanols ou catéchines, les anthocyanes et les chalcones (figure
1-9).
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Figure 1-9 : Structure de base des flavonoides et de leurs sous-classes [38]

4.3.  Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des dérivés de 1’acide hydrocinnamique et de I’acide

hydrobenzoique, comportant un nombre variable de groupement hydroxyle sur le cycle

aromatique. Les dérivés de l'acide hydroxycinnamique comprennent les acides cinnamique,

férulique, caféique, p-coumarique et sinapique. Les dérivés de I'acide hydroxybenzoique sont

constitués des acides benzoique, gallique, vanillique, syringique, protocatéchique et p-

hydroxybenzoique (figure 1-10).
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Dérivés des acides hydroxybenzoiques Dérivés des acides hydroxycinnamique
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Figure 1-10 : Structure de base des principaux acides phénoliques [39]

4.4.  Les caroténoides

Les caroténoides font partie de composés synthétises par les plantes et présents dans les fruits
et 1égumes et responsables des couleurs jaune, orange ou rouge. Il s’agit de tétraterpénoides,
les plus abondants étant le B-caroténe, I'a-caroténe, le lycopene, la lutéine et la cryptoxanthine
[40]. Ces pigments lipophiles sont divises en deux familles principales selon leur composition
chimique: les caroténes hydrocarbonés et les xantophylles contenant 1’oxygéne sous la forme
de fonctions cétone, alcool, ester [41], représentés dans la figure 1-11. Les caroténoides grace
a la conjugaison de leurs doubles liaisons sont capables de désactiver 1’action des radicaux
libres. Ils neutralisent efficacement 1’oxygéne singulet, un radical libre particuliérement
agressif [41, 42].

Le lycopene, principal caroténoide des dréches posséde des propriétés antioxydantes
particulierement intéressantes, et un intérét pour lutter contre certaines maladies chroniques
[43].
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Figure 1-11 : Structure chimique de plusieurs caroténoides [40]

5. Propriétes biologiques de molécules issues des dréches

Les travaux antérieurs montrent que les tomates sont riches en molécules appartenant a
différentes familles : les caroténoides, les polyphénols, les flavonoides, les protéines, les
polysaccharides et les acides gras. Une grande partie de ces molécules sont présentes au sein
des dréches résultant de la transformation des tomates. Certains métabolites contenus dans les

dréches sont déja connus pour leur bénéfice sur la santé.

Par exemple, I’acide dihydroxy hexadecanoique, acide gras en C16 présent dans les peaux de
tomates a un effet de stimulation des défenses naturelles face a certaines maladies telles que le
mildiou de la pomme de terre et de la vigne, la septoriose du blé, ou encore la tavelure des
pommiers. Son utilisation pourrait permettre de réduire de 20 & 50 % 1’utilisation de fongicides
de synthese selon la société frangaise SDP spécialisée dans le développement d’adjuvants et de
stimulants pour 1’agricultures « de la formulation a la mise sur le marché ». Les pectines
trouvent différentes applications dans 1’agro-alimentaire pour leurs propriétés geélifiantes et
antimicrobiennes ou le domaine pharmaceutique du fait de leurs propriétés filmogénes,

antimicrobiennes et cicatrisantes [44, 45].
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Le tableau I-3 montre que les activités anti-oxydantes des extraits de dréches proviennent a la
fois de leurs teneurs en caroténoides (et en particulier en lycopene) et de certains phénols et
flavonoides identifies.

Le tableau I-4 montrent les propriétés thérapeutiques détectées pour certaines fractions
obtenues a partir des dréches ou des peaux de tomates : activités anti-oxydantes, activités anti-
inflammatoires, activités antidiabétiques, activités antivirales et anticancéreuses sont
mentionnées.

Ainsi, les polyphénols et les flavonoides sont connus pour leurs effets positifs sur la santé,
notamment leur activité antioxydante et activités anti-inflammatoires selon Abbasi-Parizad et
al. [46]. De plus, Gaafar et al. [56] ont mis en évidence une activité antivirale contre avian
influenza pour un extrait riche en acides phénoliques.

Les caroténoides agissent comme antioxydants naturels en piégeant les espéces réactives de
I'oxygene et interagissent en synergie avec d'autres antioxydants pour protéger les cellules et
les tissus de dommages oxydatifs [42]. Campestrini et al. [47] ont également montré une activité
antiprolifération vis-a-vis de cellules cancéreuses pour certains caroténoides présents dans les
extraits de peaux et pulpe de tomates. Gheonea et al. [22] ont mesuré une activité antidiabétique
pour les fractions riches en lycopéne obtenues a partir de peaux de tomate.

Les activités mesurées peuvent dépendre de la sélectivité des solvants d’extraction, des
synergies entre molécules et de la matiére premiere de départ (origine et variété des plants,

composition des dréches).

6. Conception d’écomatériaux

L’utilisation de biopolymeéres pour la fabrication d’emballage ou pour le renfort de matériaux
composites répond a des préoccupations de développement durable. La cellulose a un role
important comme renfort mécanique alors que les hémicelluloses, les sucres libres et les
protéines peuvent étre utilisées comme liants internes [48].

Concernant les dréches, des films hydrophobes ont été congus a partir des polyesters de la cutine
pour servir de revétements ou de films d'emballage [49, 50].

Benitez et al. [5] ont réalisé une hydrolyse alcaline des polyesters contenus dans les dréches
pour l'obtention des acides gras puis ont effectué une polycondensation par fusion de cette
fraction hydrolysée, sans catalyseur a 150°C. Tedeschi et al. [49] ont préparé des films
reproduisant la structure des cuticules des plantes en mélangeant les acides gras polyhydroxylés
obtenus a partir des dréches, avec de l’alginate de sodium, en presence d’un mélange

eau/éthanol a 60°C. Le film est obtenu par « casting » c’est-a-dire par évaporation du solvant.
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Manrich et al. [50] ont extrait la cutine (biopolyesters) des dréches par autoclave et 1’ont
mélangé a de la pectine en contrélant le pH, pour obtenir un film résistant a 1’eau. On peut citer
également le programme européen BIOPROTO (Bioplastic production from tomato peel
residues), visant a concevoir un bioplastique mimant la structure de la cuticule a base d’acide
dihydroxy hexadécanoique issu des peaux de tomates, pour réaliser des matériaux d’emballage.
A notre connaissance, il n’existe pas de travaux faisant état de 1’utilisation des biopolyméres de
dréches de tomate pour la préparation d’agromatériaux thermopressés. C’est cette voie que nous

avons choisi de mettre en ccuvre dans le cadre des travaux de these.

7. Conclusion

L’¢étude bibliographique a permis de faire I’inventaire des informations disponibles concernant
I’utilisation des dréches de tomates comme source de molécules d’intérét pour des applications
thérapeutiques et cosmétique. L utilisation des biopolymeéres des dréches pour la conception de
matériaux a été peu étudiée. Le projet de thése vise donc a proposer un schéma de valorisation
des dréches en cascade, impliquant des procedés écocompatibles pour obtenir des fractions
bioactives et des matériaux.

Cette étude a permis de cerner les enjeux du projet dans un contexte plus large de
développement durable mais également d’identifier les principaux verrous scientifiques et

technologiques. Sur la base de ce travail, il se dégage les principales questions scientifiques :

- Quelles stratégies mettre en place pour valoriser I’ensemble des constituants de dréches ?

- Quels procédés éco-responsables et quelles conditions d’extraction choisir pour 1’obtention
de fractions d’intérét ?

- Quels sont les assemblages de molécules a I’origine des propriétés thérapeutiques étudiées?
et y -t-il un avantage a utiliser les extraits bruts ?

- Quel procédé peut-on proposer pour la mise en forme des biopolyméres des dréches en

agromatériaux fonctionnels ?

Afin de pouvoir répondre a ces questions, plusieurs champs disciplinaires ont été mobilisés
notamment les procedeés, la chimie analytique, et la biologie. Ainsi, ce travail s’est articulé selon

les axes suivants :

- Eco-extraction visant 1’étude des propriétés thérapeutiques,
- Eco-extraction dediée a la formulation cosmétique,

- Analyses chimiques des compositions avec différentes matrices,
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- Obtention et caractérisation d’agromatériaux et de matériaux composites a base de dréches.

Tableau I-3: Obtention de métabolites a partir des dréches

Références Méthodes d’extraction Métabolites identifiés Propriétés
Nour et al. [17] Agitation 15 min a 20°C Lycopene : Activité antioxydante
Acétone/hexane (4:6) 0,51 mg/g (DPPH)
B-carotene : 6,8 mmol Trolox/kg
0,095 mg/g
Sonication 50 mina TA Phénols :
Méthanol 1,23 mg EAG/g
Flavonoides
0,42 mg EQ/g
Abbasi-Parizad et | Agitation a TA (24 h) Phénols : Activité anti-oxydante

al. [51]

Ethanol (70%)/eau

3,5a6,8 mg EAG/g MS

(DPPH)
21,47 umol ET/ g MS

Activité anti-
inflammatoire (cellules
caco2)

% 1 =62,8%

Poojary et al. [18]

Agitation a 20 C, 40 min
25% acétone dans n-hexane
(V/v)

All-trans-lycopéne :
0,038 mg/g

Sengkhamparn et

Sonication a 50 °C pour 50

Caroténoides

Activité anti-oxydante

Phonkerd [20] min 134,30 mg B-caroténe/g | (DPPH)
95% alcool éthylique MS % | = 85,9%
Azabou et al. [52] | Agitation a 25 °C, 6 ha 150 | Phénols : Activité anti-oxydante
rpm 199 mg EAG/g extrait (DPPH)
Ethanol (99%) Flavonoides : % | = 80,6% de a 400
102 mg EQ/g extrait pg/mL d'extrait
Lycopéne :

3,7 mg/100 g extrait

Strati et al. [19]

Agitation

Caroténoides :

Lactate d’¢éthyle

243 mg/kg MS

Acétone 51,9 mg/kg MS
Acétate d’éthyle 46,2 mg/kg MS
Hexane 34,5 mg/kg MS
Ethanol 17,6 mg/kg MS
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Haddadin et al. CO2-SC Lycopene : -
[53] 4000 psi, 80°C avec 8 ml | 82,5%
de CO2/min
Machmudah et al. | CO2-SC Lycopene : -
[27] 40 MPa 56%
90°C
4 ml de CO2/min
Kehili et al. [25] CO2-SC Lycopene : -
500 bars 60 %
80 °C B-carotene :
6 g de CO2/min 58 %
Zhangetal. [26] | CO2-SC Lycopene : -
40 MPa 32,52 g/100 g MS
60 °C B-carotene et lutéine

Zuorro [54]

(pelure des
tomates)

Agitation a 40°C, 30 min

30.6% hexane, 32.8%
éthanol et 36.6% acétone

Lycopene
272 mg/ 100 g MS

Activité anti-oxydante
(Trolox)
1582 umol ET/g

Rahimi et al. [21]

Extraction par ultrasons
Solvant : huile de tournesol
70 W pendant 10 min

Lycopene
91,5mg/100 g

Activité anti-oxydante
(DPPH)
ICs0= 278 pug/mL

Extraction par solvant a Lycopéne
TA pendant 1 h 63,7mg/100 g
-hexane 74,9 mg/100 g
-hexane: méthanol: acétone
volume (2:1:1)
Catalkaya et al. Traitement enzymatique : | Lycopéne -

[14]

cellulase/pectinase,
5ha40°C

Extraction par acétone :
acétate d’¢thyle, | ha TA

11,5 mg lycopéne/g

Pellicano et al.
[11]

CO2-SC

550 bar

60°C

2ml de CO2/min

Lycopene :

0,9 mg/100 g
B-caroténe :

1,5 mg/100 g,
Naringénin :

84 mg/kg MS
Acide cafeique :
26 mg/kg MS
Acide vanillique :
2,7 mg/kg MS
Acide ferulique :
7,9 mg/kg MS

Acide p-coumarique :

10 mg/kg MS

Acide chlorogénique :

4 mg/kg MS
Quercétine :

Activité anti-oxydante
(DPPH)

0,08 mM Trolox
(ABTS)

0,11 mM Trolox
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6,9 mg/kg MS
Epicatechine :
2,8 mg/kg MS
Catéchine :

4 mg/kg MS
Naringénin :
84 mg/kg MS

Huang et al. [55]

CO2-SC
40 MPa
57°C,2h

Lycopene :
28,7 mg/100 g MS

Activité antioxydante
(DPPH)
ICs0 = 0,081 mg/ml

Ghenonea et al.
[22]

Extraction assistée par
ultrasons

120 mL de n-hexane-
acétone (3:1)

30 mina 50 C

Lycopéne :
27.4 mg lycopéne/g MS

Activité anti-oxydante
(DPPH)
2.2 mMol Trolox/g MS.
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Tableau 1-4 : Propriétés therapeutiques des molécules identifiées, issues des dréches de tomates

Matiere premiére | Méthodes Activite biologique | Molécules Références
d’extraction d’intéreéts
identifiées
Dréches de Sonication 1 h Activité anti- Acides Abbasi-
tomates Dans le méthanol inflammatoire : phénoliques Parizad et al.
In vitro sur les (260 nm): [46]
cellules humaines Acide gallique,
(Caco-2) chlorogénique,
15 et 25 pg/ml vanillique,
ICs0 =0,13 - 2,53 caféique,
pg/ml ferulique,
p-coumarique,
sinapique,
cinnamique.
Flavonoides
(350 nm):
Quercétine,
naringenin,
apigénin,
myrecétine,
kaempférol.
Dréches de Macération 48 ha TA | Activité antivirale : | Composés Gaafar et al.
tomates Eau Anti avian influenza | phénoliques : [56]
Ethanol (80%) A H5N1 Acide ellagique,
Acétone (80%) 400 ug tannique,
extrait/ul d’acétone | gallique
%l=71% chlorogénique
inhibition vanillique
benzoique,
Pyrogallol,
Genistein,
Acacetin
Peau de tomates Ultrasonication a Activité - Gheonea et
50 °C pour 30 min antidiabétique : al. [22]
n-hexane-acétone (3:1) | Lycopene : 8,5
mg/mi
Inhibition in vitro de
% 1=79,89 %
(o-amylase)
% I=5,80%.
(o-glucosidase)
Peau + pulpe Agitation 20 min Activité Caroténoides: Campestrini
tomates Acétone: hexane (4:6, | anticancéreuse : Lutéine etal. [47]
ViV) MCF-7 13 et 15-cis-p
(10 mg/ml) NCI-H460 carotene
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HelLa
HepG2 (ICs0 =
51 4182 pg/ml

Trans-p-carotéene
Neurosporene
Lycopene

Dréches de
tomates Lycopeéne :
100 pg/ml

T=20°C,24h
Acétate d'éthyle
(200 g/180 ml)

Activité

anticancéreuse :

% 1= 85 %
(HepG-2),
% 1=69 %
(MCF-7)
% 1=58%
(HCT-116)

Ahmed et al.
[57]
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Chapitre Il : Bioactivités in vitro des extraits isolés des dréches de tomates

1. Introduction

L’exploitation des ressources naturelles génere souvent des problématiques d’extraction de
composés cibles. Les procédés d’extraction mis en jeu ont longtemps été sélectionnés
essentiellement sur les seuls criteres du rendement. Plus récemment, la prise en compte des
criteres environnementaux et de la qualité des extraits est devenue incontournable. Au sein
d’une bioraffinerie, sera privilégiée une utilisation optimale de la biomasse ainsi que des

procédés propres minimisant la production de déchets.

Les procédés d’extraction sélectionnés prennent en compte les exigences suivantes de la chimie
verte : la réduction de la consommation de solvant voire I’absence de solvant organique,
I’utilisation de solvants biosourcés a bas points d’ébullition, des procédés peu énergivores et
I’absence de déchets. Pour 1’obtention d’un extrait écolabellisé, seuls certains procédés sont
autorisés par ECOCERT. Pour cela, cet organisme de certification est habilité a contrdler les

procédés d’extraction pour la production d’ingrédients naturels.

L’état de I’art montre que les propriétés biologiques de composés issus de dréches sont
généralement étudiées apres avoir isolé une catégorie de composes, en particulier le lycopéne,
les caroténoides ou les polyphénols. A I’inverse, la présente étude est basée sur l'obtention de
fractions regroupant un cocktail de molécules dont la synergie des propriétés peut conduire a
des propriétés thérapeutiques intéressantes. Ainsi, la méthodologie est basée sur la sélection de
procédés écocompatibles pour traiter les dréches et générer des fractions riches en molécules

bioactives en vue de leur utilisation dans les domaines de la cosmétique et de la nutraceutique.

L’intérét d'une étape de prétraitement avant la macération est d’évaluer, en particulier, le
traitement oxydatif qui n'a jamais été testé avant une extraction par solvant. L’intérét d’utiliser
une étape de prétraitement mérite étre précisé. Le procédé de macération a été choisi car
minimisant les colits énergétiques et les problemes de sécurité. De plus, I’activité des molécules
est préservée, sans compromettre ’efficacité des extractions. Comme décrit dans le chapitre I,
I’extraction a I’aide de CO2 supercritique permet de mettre en ceuvre des conditions
respectueuses de 1’environnement et évite une étape de séparation du solvant. Les fractions
isolées par ces deux techniques, ont été analysées par HPLC et caractérisées pour leurs
propriétés antioxydantes (inhibition du DPPH) et leurs propriétés biologiques a savoir :
activités anti-inflammatoires (inhibition de la 15-lipoxygénase), activités anti-prolifération des
lignées cellulaires cancéreuses HCT 116, potentiel antidiabétique (inhibition de I’a-amylase et

de I’a-glucosidase) et activités antivirales contre le virus Zika.
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L’objectif des travaux est donc d'obtenir des fractions d’intérét capables de limiter certains
processus infectieux sans fractionnement préalable des molécules. Des analyses quantitatives
par spectrophotométrie (teneurs totales en polyphénols et flavonoides et caroténoides) et des
analyses qualitatives (HPLC-DAD) ont été réalisées pour identifier les catégories de

métabolites présents dans les extraits.

2. Méthodologie d’extraction

Pour les macérations, les deux solvants organiques biosourcés, 1’éthanol et I’acétate d’éthyle,
sont des solvants labélisés GRAS « Generally Recognized as Safe », selon la classification de
la Food Drug Administration (US-FDA) américaine basée sur des études toxicologiques. Ces
solvants sont autorisés pour les opérations d’extraction et de purification dans 1’industrie agro-
alimentaire et I’industrie pharmaceutique (Fiches toxicologiques INRS n°18 et 48, 2022). En
raison de leur faible toxicité, ils peuvent étre des alternatives écologiques aux solvants
organiques conventionnels. Gréace a leur faible viscosité, ils diffusent facilement au sein de la

matiére végétale [1].

L'éthanol est un solvant polaire et protique. Il est produit a partir du glucose par fermentation
alcoolique ou a partir de ’amidon aprés une hydrolyse enzymatique et une fermentation
alcoolique du saccharose, ou bien a partir de la biomasse lignocellulosique en utilisant une
hydrolyse enzymatique nécessaire pour libérer les sucres en C6 et C5 et les rendre accessible a
la saccharification enzymatique (cellulase et I’hémicellulase) pour la conversion en éthanol [1],
[2]. La solubilité des composés phénoliques est élevée dans ce solvant polaire et protique, ce

qui le rend adapté pour I’extraction de ces composés [3].

L’acétate d’éthyle est un solvant peu polaire capable de solubiliser les composes lipophiles.
C’est un solvant biodégradable car capable de s’hydrolyser en éthanol et en acide acétique [1].
Il peut remplacer avantageusement le benzeéne, I’hexane ou le dichlorométhane pour les
séparations en chromatographie. Cet ester produit a partir d’un procédé biologique impliquant
certaines enzymes comme les lipases pour catalyser la réaction entre 1’acide acétique et
I'éthanol. Certaines levures peuvent également convertir 1’éthanol en acétate d'éthyle [4].
L’acétate d’éthyle d’origine naturelle (CAS 141-78-6) est également autorisé comme ingrédient

d’une composition parfumante [5].

La stratégie suivie pour préparer les extraits est présentée sur la figure 11-1. Deux types de
prétraitement en milieu agueux ont été testés sur la moitié des échantillons de dréches. Les

autres échantillons ont été traités directement par macération dans un solvant organique ou
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placé dans un réacteur sous un flux de CO2 supercritique. Une étape de prétraitement de la
biomasse a été testée afin d'évaluer I'effet de la dépolymérisation sur la composition de I'extrait.
Cette ¢tape est réalisée a 1’aide d’enzymes ou en conditions oxydantes. Le traitement chimique
est basé sur une hydrolyse dans une solution tampon d‘acide oxalique / oxalate de sodium. Ce
prétraitement a été utilisé sur les dréches par Grassino et al. [6] pour réaliser la précipitation
des pectines a partir du filtrat. 1l faut noter qu’une étape de prétraitement préalable a une
extraction par solvant, peut étre a l'origine de la dégradation de certaines molécules ou de leur

perte.

Les solvants et les compositions de solvants choisis (éthanol, acétate d'éthyle, et les mélanges
éthanol: eau et éthanol: acétate d'éthyle) pour réaliser les macérations, ont des polarités
variables. Il s’agit de solvants biosourcés de faibles toxicités, avec des points d'ébullition
modérés (<100°C), afin de limiter I'énergie nécessaire a leur séparation par distillation. Les
caroténoides ont une plus grande affinité avec les solvants lipophiles, alors que les polyphénols
sont plutdt extraits dans des solvants polaires protiques. L'éthanol et I'eau ont la capacité de
provoquer le gonflement de la cellulose, ce qui peut contribuer a une meilleure libération des
métabolites. Les macérations a température ambiante ont été choisies pour leurs conditions
d'économie d'énergie et pour leur facilité de mise en ceuvre. Des extraits ont également été
préparés avec CO2.SC, une méthode qui est généralement efficace pour extraire les lipides et

les molécules apolaires, telles que les caroténoides.

\_l Dréches de tomates l_l
| [ |

Traitement Traitement |==== | Extraction Extraction
chimique enzymatique M ‘ff"”f'{ (Macération avec CO..SC
preifraite

1 Filtvat
Extraits
Précipitation +  Caroténoides —)
de la pectine +  Flavonoides
+  Polyphénols —
+ Lipides

Figure 11-1 : Stratégies pour générer des extraits de dréches de tomates séches

Les rendements d'extraction présentés dans la figure 11-2 varient entre 1,2% et 5,0%. Un
rendement de 5,0% a éte obtenu avec la CO,-SC apres 100 minutes d'extraction a 80 g/min CO>
et 200 bars. Une pression de 250 bars n’a pas permis d’augmenter le rendement d’extraction,

c¢’est pourquoi nous avons conservé une pression de 200 bars. Par ailleurs, nous avons observé
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qu’un broyage plus fin des dréches (particules < 2 mm) n’était pas favorable au rendement

d’extraction, de par la formation de passage préférentiel du CO- [7].

La macération faite avec le mélange éthanol: eau a conduit a un rendement de 4,4%. Le
prétraitement chimique a permis d'augmenter le rendement d'extraction a 4%, avec l'acétate
d'éthyle, confirmant I'nydrolyse des polyesters et la libération des lipides. Le prétraitement
enzymatique est plut6t favorable au rendement de macération dans I'éthanol. Une macération
successive dans l'acétate d'éthyle puis dans I'éthanol a permis de récupérer deux fractions a
partir du méme échantillon de dréche, correspondant a un le rendement global de 5.9 g pour
100 g de dréches. Enfin, le mélange acétate d'éthyle: éthanol conduit a une Iégere augmentation

du rendement (3.5 %), comparé aux rendements obtenus avec les solvants séparés (3,0 et 3,1%).

oo
=
@]
=9
S
b=

Rendement d’extraction (%)
[=] = =] w L=
I
78]
e ™
[78)
o 0
>
%
£
78]
o =
[
© U
[¥8)
H-U'I o
78]
-._O U

AN AN N
° <° <° Q,‘Yb < ’5‘?} & ¢ ‘(’z&g ’@‘& (Joq,
e 20 a0 » ® h @ * < Y
x5 x5 <5 A nN <5 & ey o P
& ho . Q A nX & Y NG L
A N \ C Q o ? & Q N
R & & < & o < & &
« << & & < < &
& & >
Extraits

Figure 11-2 : Rendements d'extraction de différents extraits de dréches

EPTL1 : prétraitement enzymatique a la cellulase, EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle. Les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement a partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement). Chaque
valeur est une moyenne de cing répétitions

Les tableaux I11-1 et 11-2 présentent les bilans matiere relatifs aux étapes d’extraction réalisées
avec un prétraitement. L’erreur expérimentale est essentiellement attribuable aux possibles
pertes de matieres lors des manipulations. On note que I’erreur expérimentale calculée pour les
expériences avec prétraitement chimique est tout a fait acceptable (< 5%), ce qui permet de
valider nos résultats. Pour le prétraitement enzymatique, les quantités de matiére premiére

traitée étant beaucoup plus faibles (3 g au lieu de 16 g), I’erreur expérimentale est accrue. Ainsi,
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les taux de matieres hydrosolubles (32,8% et 33%) calculées (a partir des données issues du
prétraitement chimique pour les deux solvants), sont trés proches de la teneur en hydrosoluble
mesurée expérimentalement (33%) (cf. chapitre 4). La quantité d’hydrosolubles augmente
lorsque les prétraitements enzymatiques sont utilisés car ils permettent d’hydrolyser une partie
des biopolymeéres en monosaccharides. L’action des deux enzymes conduit a des taux
d’hydrosolubles similaires. Ces fractions d’hydrosolubles pourraient étre également valorisées
comme agent liant ou agent texturant au sein d’une formulation (matériaux, biocontrole,

cosmétique...).

Tableau l1-1 : Bilan matiére des extraits a I’éthanol

Extraction a I’éthanol Prétraitement Prétraitement Prétraitement
chimique avec une cellulase | avec une pectinase

Taux d’hydrosolubles (%) | 32,8 £ 0,5 60.6+15 64.6+1.6

Erreur expérimentale (%) | 1,4 13 18

(extraction)

Tableau 11-2 : Bilan matiére des extractions a l’acétate d’éthyle

Extraction a ’acétate Prétraitement Prétraitement Prétraitement
d’éthyle chimique avec une cellulase | avec une pectinase
Taux d’hydrosolubles 33 +04 61,8 £t1.4 56,9+0,9

(%)

Erreur expérimentale 2,2 11 2,0

(%) pour ’extraction

Mi : masse initiale de dréches seches, Map : Masse séche apres prétraitement

Mp : masse de pectine, Mae : Masse seche de solide résiduel (aprés extraction)

Mex : masse d’extrait pesé,

H% = (Mi -Mae-Mex)/Mi x 100 représente le pourcentage massique de matiére hydrosolubles présentes dans le
filtrat, rapportée a la matiére séche initiale,

E% = (Map-Mae-Mex)/Map x100 représente 1’erreur expérimentale liée a la seule étape d’extraction (suite au
prétraitement)

3. Teneurs totales en polyphénols (TTP)

Les teneurs en flavonoides et en polyphéenols ont été déterminées dans les extraits (figures I1-
3 et 11-4). Les teneurs les plus élevees de deux composés ont été détectées dans les extraits
obtenus avec de I'éthanol (99,5 mg ER/g et 99,8 mg EAG/g, respectivement) et avec un mélange
éthanol:eau (93,2 mg ER/g et 93,0 mg EAG/qg, respectivement), sans prétraitement. L'extrait
prépare avec CO2-SC est également riche en composés phénoliques (87,6 mg EAG/g), mais
contient moins de flavonoides (seulement 33,6 mg ER/g). Pour les extraits obtenus avec

I'acétate d'éthyle, les prétraitements enzymatiques ont été efficaces pour augmenter les teneurs
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en polyphénols (jusqu'a 86,2 mg EAG/g) et en flavonoides (42,2 mg ER/g) comparés aux
résultats obtenu avec 1’acétate d’éthyle seul. Nour et al. [8] ont obtenu 1,2 mg EAG g d’extrait
avec le mélange acétone: hexane (4:6), a température ambiante apres 15 min, et 0,4 mg ER/g
d’extrait avec du méthanol, sous sonication a température ambiante, aprés 50 min. La
macération dans I'extrait éthanolique a permis d'extraire 3,09 mg EAG/g d’extrait et 3,08 mg
ER/g d’extrait, montrant que I'éthanol semble étre un solvant adéquat pour extraire ces deux
catégories de métabolites.

Flavonoides
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Figure 11-3 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits de dréches, aprés macération a 20 °C
pendant 24 heures ou avec CO,-SC a 40 °C et 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matiéres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement a partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.
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Figure 11-4 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de dréches, aprés macération a 20 °C
pendant 24 heures ou avec CO2-SC & 40 °C et 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font
référence aux extraits obtenus a partir des matiéres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge
font référence aux extraits obtenus directement a partir de dréches seches (c'est-a-dire sans
prétraitement) ; les colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p
< 0,05.

4. Teneurs totales en caroténoides (TTC)

Les teneurs en caroténoides totaux déterminées par spectrophotométrie UV sont présentées sur
la figure 11-7. Les extraits préparés par macération dans 1’acétate d’éthyle (aprés le
prétraitement chimique) présentent les teneurs les plus élevées en caroténoides totaux dont le
lycopene (60,1 mg/g d'extrait correspondant a 2,4 mg/g dréches de tomates MS) et B-caroténe
(128,2 mg/g d'extrait) (figure 11-6 et 11-5). Le rendement d'extraction en lycopéne obtenu dans
ces conditions est supérieur a celui (1,33 mg/g dréches MS) mentionné par Silva et al. [9] et
Szabo et al. [10] lors de la mise en contact de dréches avec un mélange acétate d'éthyle: lactate
d'éthyle activée par ultrasons (63°C, 100 ml/g). De plus, nous avons observé que le
prétraitement enzymatique appliqué avant la macération a l'acétate d'éthyle était plus efficace
pour libérer le lycopéne (55,8 mg de lycopene/g d'extrait) par rapport au cas ou il était couplé

a la macération éthanolique (12,6 mg de lycopéne/g d'extrait).

Les taux de lycopene (56 mg/g d’extrait) et de R-caroténe (82 mg/g d’extrait) obtenus par CO»-

SC étaient supérieurs étaient supérieurs a ceux obtenus a des pressions plus élevées selon
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Lenucci et al. [11]. Des extractions efficaces peuvent ainsi étre réalisées a des débits et des
pressions modérées, justifiant le choix de ce procédé pour le développement d'une bioraffinerie

de dréches de tomates [12].
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Figure 11-5 : Teneur totale en p-carotene des extraits de dréches, aprés macération a 20 °C pendant
24 heures ou avec CO,-SC a 40 °C et 200 bars

EPTL : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matiéres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement a partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.

55



Chapitre 1l : Bioactivités in vitro des extraits isolés des dréches de tomates

Teneur en lycopéne

A
60,1 5?8 B
60 ’ 51,0

mg lycopéne/g extrait
=N W s
o o o O o O
=
-
]
o
-
=2}
W
o
[l
)
. o
o0
2]
LR
]
93]
K
6]
58]
B -
W

o o = < o o A & < @ 3P
& & & & & & & & F L
& o 5 Q« A0 Q,\(\ WX 5{\"2’* o C '\@
Q'&x &,\x ,('13‘ C & ’b(\o \? ‘{\,S\\ {\\Q d-\qu
C & R Q & ,bc\o <& < < N
QA\'\' & <
<&
Extraits

Figure 11-6 : Teneur totale en lycopéne des extraits de dréches, aprés macération a 20 °C pendant
24 heures ou avec CO,-SC a 40 °C et 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement & partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.
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Figure 11-7 : Teneurs en caroténoides totaux dans les extraits de dréches, apres macération a 20 °C
pendant 24 heures ou avec CO>-SC & 40 °C et 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement & partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.
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5. Activité anti-radicalaire

L'activité anti-oxydante de chaque extrait a été exprimée en pourcentage d'inhibition dans la
figure 11-8. Les activités anti-oxydantes les plus élevées (69,7 et 71,6% d'inhibition) ont été
détectées pour les extraits obtenus avec de I'éthanol : eau et éthanol (sans prétraitement), des
échantillons qui correspondent aux teneurs les plus élevées en polyphénols et caroténoides.
L'extrait préparé avec CO>-SC a également montré des propriétés antioxydantes intéressantes
qui peuvent étre attribuées a sa teneur en polyphénols et en lycopene. Lenucci et al. [13] ont
montré que la contribution de la fraction hydrophile (méthanolique) des tomates fraiches a
I'activité antioxydante totale était nettement supérieure a celle des fractions lipophiles obtenues

par I'nexane.

Des propriétés antioxydantes (environ 300 mg éq.Trolox/100 g de dréches) ont été également
mesurées dans la fraction éthanolique de dréches, isolée apreés 1’élimination des composés non
polaires dans I'nexane [14]. Cetkovic et al. [15] ont expliqué I'activité antioxydante des extraits

éthanoliques était due a un piégeage efficace des radicaux anioniques hydroxyle et superoxyde.
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Figure 11-8 : Activité anti-radicalaire DPPH des extraits de dréches testés a 1 mg/mL, apreés
macération & 20 °C pendant 24 heures ou avec CO,-SC a 40 °C et 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement a partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.
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6. Analyse par chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC-DAD)

Les analyses spectrophotométriques précédentes ont montré que les conditions d'extraction
permettaient de conserver les molécules thermosensibles et d'obtenir des extraits ayant des
teneurs variables en caroténoides, polyphénols et flavonoides. Les analyses ont montré que le
prétraitement enzymatique augmentait la teneur en polyphénols et en flavonoides de la fraction
d'acétate d'éthyle, entrainant une augmentation de l'activité antioxydante. Une macération
préliminaire dans 1’acétate d'éthyle concentre la fraction éthanolique en caroténoides. L'extrait

préparé par CO2-SC est riche en lycopéne, molécule qui contribue a son activité antioxydante.

Les analyses HPLC-DAD ont permis de préciser les compositions en différents métabolites
(tableau 11-3) (Annexe 2) et par exemple de détecter I'acide ascorbique comme substance

antioxydante.

Selon le profil HPLC, I'extrait a I’acétate d'éthyle aprés un prétraitement chimique présente de
la rutine hydrate, du kaempférol, des tanins et des dérivés de I'acide p-hydroxybenzoique, avec
des niveaux élevés en caroténoides. De plus, un prétraitement enzymatique (mélange de deux
enzymes) a enrichi la fraction éthanolique en tanins, lycopene, isoquercetine et des acides
phénoliques spécifiques (acide sinapique, acide férulique). L'extraction dans le mélange
éthanol : acétate d'éthyle a entrainé des niveaux plus élevés de tanins et d'acides phénoliques
dans I'extrait que ceux obtenus avec de I'éthanol seul. Les extraits éthanoliques (en mélange ou
pas avec 1’eau), ont des profils HPLC assez proches, méme si la présence d’eau a diminué la
teneur totale en caroténoides. Dans la fraction éthanolique obtenue aprés une macération dans
I'acétate d'éthyle, ont été détectée la rutine hydrate et la trihydroxyéthylrutine, ainsi que la
naringinine. Enfin, dans I'extrait obtenu avec CO2-SC, ont été detectés des polyphénols (dont
les acides phénoliques), des caroténoides (lycopéne notamment) et de la trihydroxyéthylrutine
(flavonoide) et un tanin (ester de I'acide cinnamique).

7. Activités biologiques
Les activités biologiques des extraits ont eté évaluées pour les échantillons ayant les teneurs les
plus élevées en molécules bioactives, selon les résultats des teneurs en polyphénols et

flavonoides totaux. Par conséquent, neuf extraits ont été étudiés et analysés par HPLC (tableau
11-3).
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7.1.  Evaluation de I'activité antidiabétique

Dans cette partie, les enzymes a-glucosidase et a-amylase ont été utilisées pour évaluer I'activité
antidiabétique. Ces enzymes sont des macromolécules appartenant a la classe des protéines
globulaires, également considérées comme des glycoprotéines comportant de nombreux acides
aminés. Les o-amylases hydrolysent les liaisons osidiques (1,4) de 1’amylose, de
I’amylopectine, de I’amidon et du glycogéne et provoque la libération du glucose, du maltose
et surtout d’a-dextrines. Les a-glucosidase catalysent majoritairement 1’hydrolyse des liaisons
a-1,4-glucosidiques d’un substrat pour libérer un a-D-glucose. L'acarbose est un médicament
antidiabétique agissant comme inhibiteur de l'a-glucosidase. Il a été utilisé comme contrdle
positif avec ICso proche de 48 pg/mL pour les deux enzymes. Les activités d’inhibition de I'a-
glucosidase et I'a-amylase pour les différents extraits sont définies par des 1Cso entre 8,7 et 15,1
pug/mL (figures 11-9 et 10). Cette activité élevée est probablement due a un effet de synergie

entre les différentes molécules présentes dans les extraits.

L'extrait obtenu avec le mélange éthanol: eau (50:50) a les valeurs ICso les plus basses (5,9 et
4,9 ug/mL). Cet extrait contient des flavones (molécules 21, 25 et 26) et des acides phénoliques
(molécules 1, 5 et 7), déja connues pour avoir une activité antidiabétique. La contribution de la
5,7-dihydroxy-4-propyl coumarine (molécule 20) a plusieurs activités biologiques a été étudiée
a partir d'extraits de moutarde Africaine [16]. Dans leur revue, Khalid Al-Ishaq et al. [17] ont
décrit I'activité antidiabétique des flavonoides, y compris les flavones, ainsi que le mécanisme
d'action correspondant. De plus, Gheonea et al. [18] ont également montré un effet inhibiteur
(79,9%) contre la a -amylase pour le lycopene extrait des pelures de tomate a une concentration
de 8,5 mg/mL.
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Figure 11-9 : Activité anti a-glucosidase d'extraits de dréches testés a 250 pug/mL, aprés macération
a 20 °C pendant 24 heures ou avec CO,-SC a 40 °C et 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement a partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.
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Figure 11-10 : Activité anti a-amylase d’extraits de dréches testés a 250 ug/mlL, aprés macération a
20 °C pendant 24 heures ou avec CO,-SC a 40 °Cet a 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique & la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
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aux extraits obtenus directement & partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.

7.2. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire

Les enzymes lipoxygénases jouent un important role dans les réponses oxydatives et
inflammatoires. C’est une famille de protéines un atome de fer et catalysant la peroxydation
des acides gras insaturés pour générer des métabolites lipidiques qui contribuent a la production
de cytokines inflammatoires. Des médicaments sont développés pour inhiber 1’action de ces

enzymes et réduire certaines réactions inflammatoires.

Les tests d'inhibition de la 15-lipoxygénase (15-LOX) ont été réalisés avec de l'acide
nordihydroguaiarétique (NDGA) comme contrdle positif, montrant une 1Cso de 4 pg/mL. Sur
lafigure 11-11, les valeurs d'lICso des extraits varient de 9,3 a 12,3 ug/mL, indiquant une activité
contre la 15-lipoxygénase quel que soit le solvant utilisé pour I’extraction. L'extrait préparé
avec de l'acétate d'éthyle aprés prétraitement chimique a l'une des valeurs les plus basses de
ICso (C'est-a-dire 9,3 pg/mL). Le kaempférol (molécule 23), le cinnamyl-3,4-dihydroxy-o-
cyanocinnamate (molécule 24) et la rutine hydrate (molécule 14) sont susceptibles d'étre
impliquées dans 1’activité détectée, car ces molécules ont déja été rapportées comme ayant de
propriétés anti-inflammatoires. Ainsi, les mécanismes d'action du kaempférol décrits par Devi
et al. [19]. Pergola et al. [20], ont démontré que la molécule 24 est un puissant inhibiteur de la

5-lipoxygénase avec une efficacité in vivo.

A partir de données récentes portant sur des études in vitro, Maleki et al. [21] ont souligné que
les différentes sous-classes de flavonoides (dont la rutine hydrate, molécule 14) pourraient
moduler plusieurs stades de lI'inflammation, jouant ainsi un rdle clé dans des maladies telles que
le diabete, I'asthme, les maladies cardiovasculaires et le cancer. Enfin, les acides phénoliques
présents dans les extraits a base d'éthanol ont également été décrits comme de puissants

inhibiteurs de la 15-lipoxygénase [22, 23].
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Figure 11-11 : Activité anti-inflammatoire d’extraits de dréches sur l'enzyme 15-lipoxygenase,
extraits testés a 250 pg/mL, aprés macération a 20 °C pendant 24 heures ou avec CO,-SC, 200 bars

EPT1 : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matieres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement & partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.

7.3.  Cytotoxicité vis-a-vis des lignées cellulaires tumorales (HCT-116)

La cytotoxicité des extraits (50 pg/mL) a été évaluée contre une variante des lignées cellulaires
tumorales HCT-116 (figure 11-12). Le tamoxiféne (100 uM) utilisé comme témoin positif a
montré 93% d'inhibition de la croissance cellulaire. Les résultats ont montré que l'extrait
préparé avec CO»-SC avait un important effet anticancéreux avec 64,5% d'inhibition. Quatre
autres extraits impliquant I'éthanol comme solvant d'extraction ont un effet anticancéreux
modéré avec des taux d'inhibition entre 31% et 37%. Ces quatre extraits avaient des teneurs
élevées en polyphénols totaux (figure 11-4), avec un niveau élevé d'acide chlorogénique
(molécule 5) et plusieurs flavones en commun. Leurs activités peuvent étre liées a plusieurs
molécules signalé précédemment comme ayant de propriétés anticancéreuses. Ainsi, la
trihydroxéthylrutine (molécule 17) s'est avérée étre un agent inhibiteur efficace sur la lignée
cellulaire HCT-116 [24]. L'acide chlorogénique, extrait des grains de café, a montré un effet
cytotoxique en utilisant le test MTT, sur les cellules cancéreuses HCT-116 avec une valeur ICso
de 0,84 mg/mL [25]. Dans une autre étude, le lycopene a une concentration de 100 pg/mL
(molécule 29) a inhibé la croissance des cellules HCT-116 de 58,3 % [26]. De plus, la 5,6,7-
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trihydroxyflavone (c'est-a-dire la baicaléine, molécule 21) extraite des fruits d'Oroxylum
indicum, largement utilisée en phytothérapie traditionnelle Chinoise pour ses propriétés anti-
inflammatoires, a inhibé la croissance des cellules HL 60 de 50 % & des concentrations de 25 a
30 mM [27]. Les flavones de peau de tomates ont également été signalées pour leur activité

inhibitrice contre les cellules cancéreuses SCC 9 orales humaines [28, 29].

Cytotoxicité contre HCT 116
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Figure 11-12 : Activité cytotoxique d’extraits de dréches (testés a 50 ug/mL) contre les lignées
cellulaires cancéreuses HCT 116, aprés macération a 20 °C pendant 24 heures ou avec CO,-SC a
40 °C et 200 bars

EPTL : prétraitement enzymatique a la cellulase ; EPT2 : prétraitement enzymatique a la pectinase,
CPT : prétraitement chimique, EtAc : acétate d'éthyle ; les histogrammes de couleur bleue font référence
aux extraits obtenus a partir des matiéres prétraitées. Les histogrammes de couleur rouge font référence
aux extraits obtenus directement a partir de dréches séches (c'est-a-dire sans prétraitement) ; les
colonnes avec des lettres similaires indiquent des différences non significatives a p < 0,05.

7.4. Evaluation de I'activité antivirale in vitro contre le ZIKV

Le virus Zika (ZIKV) est un arbovirus de la famille des Flavivirus principalement transmis par
les moustiques. La transmission par une transfusion sanguine contaminée est également
possible. Il représente un probléeme important de santé publique car il peut infecter une grande
variété de cellules humaines [30]. Les infections par le virus Zika peuvent étre graves pour les

patients dont le systeme immunitaire est affaibli, et pour les femmes enceintes (malformations

congénitales possibles pour le foetus).

Les activités antivirales potentielles des six extraits préparés (sans prétraitement de dréches)
ont été étudiées contre le virus Zika (ZIKV). Pour ce test, les cellules humaines A549 ont été
infectées par le ZIKV portant un géne rapporteur qui code pour la protéine fluorescente GFP
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[31] pendant 24h, en présence de différentes concentrations non toxiques d'extraits. Les
concentrations inhibant 50% l'infection ont été déterminées. Les résultats des tests d'activité

antivirale sont présentés dans la figure 11-13.
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Figure 11-13 : Activité antivirale des extraits contre le ZIKV

(A) Les cellules A549 ont été incubées avec des dilutions en série doubles (400 a 6,25 pg/mL) d'extrait

de plante pendant 24 h. L'activité mitochondriale cellulaire a été évaluée a I'aide d'un test MTT. (B) Les
cellules A549 ont été infectées avec ZIKVC™ (MI =1) en présence de différentes concentrations
d'extraits. L'analyse par cytométrie de flux (fluorescence GFP) a été réalisée 24 heures apreés l'infection.
(C) Représentation schématique du test de temps d'ajout de médicament utilisé pour caractériser
I'activité antivirale des extraits 1, 3 et 6 (100 pg/mL). (D) Analyse par cytométrie de flux pour
I'expression de GFP dans des cellules A549 infectées par ZIKVC™ pendant 24 heures (M1 = 1) dans les
différentes conditions expérimentales indiquées en (C). Les données représentent les moyennes (avec
écart type) de quatre expériences indépendantes réalisées en triple exemplaire et sont exprimées en
valeurs relatives aux cellules infectées non traitées. L'analyse statistique consistait en une analyse
ANOVA suivie du test de Dunnett avec une signification de p < 0,05.

Les résultats ont montré que les activites mitochondriales cellulaires étaient préservées en
dessous de 20 pg/mL (figure 11-13A). Au-dela de cette concentration, la viabilité cellulaire est

préservée pour les extraits 1 (éthanol) et 4 (éthanol : eau) avec des valeurs de 80-90 % a 200
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pug/mL, par rapport aux cellules témoins infectées non traitées. Le test d'activité antivirale a
indiqué que les extraits 1, 3 et 6 (préparés avec I'éthanol, le mélange éthanol : acétate d’éthyle
et CO.-SC, respectivement) inhibaient l'infection par le ZIKV pour des concentrations
supérieures a 10 ug/mL (figure 11-13B). Pour une concentration de 200 pg/mL ces trois extraits
inhibent I’infection ZIKV dans les cellules humaines jusqu’a 75%. La cinétique de traitement
par les extraits pendant le cycle viral (figure 11-13C) a montré que les extraits les plus actifs
(1, 3 et 6) agissaient sur I'entrée du ZIKV dans les cellules (figure 11-13D). Gaafar et al. [32]
ont montré qu'un extrait éthanolique de dréches de tomate (400 pg/pL) avait une inhibition de
63% contre Influenza aviaire A H5N1. L'épicatéchine (molécule 6) détectée dans les extraits 1
et 3 a déja été décrite par Behl et al. [33] pour son activité antivirale contre le virus Zika. La
baicaline (trihydroxyflavone) également détectée dans des extraits a base d'éthanol a été
signalée comme étant capable de diminuer la réplication du ZIKV [33,34]. L'isoquercitrine
(quercétine-3-O-glucoside, molécule 16) détectée dans les extraits 1, 2 et 3 a été identifiée
comme un puissant inhibiteur du ZIKV dans différents types de cellules humaines, car cette
molécule empéche l'initiation de I'infection dans la cellule hote [35]. Certains flavonoides ont
été signalés pour leurs activités anti-virus Zika [30, 36]. Enfin, 'hnamametanin (molécule 4 dans
les extraits 2 et 3) a été décrite comme un inhibiteur potentiel du SRAS-CoV-2, sur la base des
données d'amarrage moléculaire [37]. Ces différentes classes de molécules permettent
d'expliquer les activités antivirales de certains extraits de dréches contre le ZIKV. Les
molécules agissent probablement en synergie, puisque la fraction éthanolique de I’extrait 5

(concentration en molécules polaires) a montré des bioactivités plus faibles.

8. Conclusion

Des macérations de dréches dans les solvants verts sélectionnés et des extractions en conditions
CO2-SC ont conduit & isoler des fractions contenant un cocktail de molécules conservées. Sur
la base de I'analyse HPLC, 30 molécules ont été identifiées dans les différents extraits, parmi
lesquelles les hydroxy/méthoxy flavones, les acides phénoliques, les caroténoides et les tanins
comme groupe de molécules les plus abondantes. Nos analyses ont confirmé que le choix de
solvant et de prétraitement détermine la sélectivite du processus d'extraction. Les teneurs totales
en polyphénols et flavonoides montrent une contribution significative aux propriétés anti-
oxydantes des fractions avec une inhibition supérieure a 48%. L'intérét d'un prétraitement
dépend du solvant d'extraction et des propriétés visées. Pour I’extraction dans I’acétate d'éthyle,
le prétraitement chimique de dréches améliorait I'activité anti-inflammatoire avec une 1Cso =

9,3 ng/mL, montrant le r6le des caroténoides dans la régulation des processus inflammatoires.
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Pour le méme extrait, le prétraitement enzymatique augmentait son activité antioxydante de
37 4 51% d'inhibition. Pour I'extrait éthanolique, le prétraitement enzymatique tend & améliorer
I'activité cytotoxique contre les lignées cellulaires HCT-116 (37% au lieu de 34,7%
d'inhibition). Mais, le plus haut niveau de cytotoxicité a été obtenu avec I'extrait CO2-SC avec
65% d'inhibition. En ce qui concerne le potentiel antidiabétique, I'extrait prépare avec le
mélange éthanol : eau a été capable d'inhiber les activités de a-amylase et a-glucosidase avec
des valeurs ICso de 4,9 et 5,9 pug/mL, respectivement. A des concentration non-toxiques, la
fraction éthanolique des extraits de dréches a montré une activité anti-virale élevee contre le
ZIKV avec une ICso =75 pg/mL. Ces fractions agissaient sur le stade précoce du cycle viral en
inhibant son entrée dans les cellules hotes. De plus, les conditions favorisant une extraction plus
sélective (extraction dans I'éthanol aprés élimination des molécules lipophiles dans l'acétate
d'éthyle) n‘ont conduit qu'a des propriétés biologiques modérées. Ce résultat suggere qu'il peut
y avoir une synergie entre certaines molécules polaires et non polaires. Enfin, les associations
de métabolites obtenues dans des conditions douces a partir de dréches de tomates ont montré
leurs bénéfices potentiels sur la santé humaine. Ces extraits pourraient étre utilisées sans
fractionnement supplémentaire, pour des formulations pharmaceutiques, nutraceutiques ou
cosmeétiques. En se basant sur ces résultats, nous espérons déterminer le role de la matrice
(lipides ou polysaccharides) dans la conservation des molécules. L'utilisation d'un prétraitement

pourrait étre intéressante pour les extractions de dréches de tomates fraiches.

9. Partie expérimentale

9.1. Préparation et prétraitement de dréches de tomates

Les dréches de tomates fraiches ont été fournies par la coopérative « Les Jus du Soleil »
(Marmande, France). Elles ont été séchées au four a 50°C pendant 8 heures pour obtenir de
dréches de tomates seches. L'humidité résiduelle de la matiere premiere aprés séchage était de
2%. Avant extraction, les dréches ont été broyées avec un broyeur électrique pour obtenir des
particules entre 1 et 2 mm (mesuré par microscopie optique, grossissement x 10). Ces particules
ont été séchées a I'étuve a 40°C pendant 8 heures, avant leur utilisation. Certains échantillons
de dréches ont été prétraités avant de les mettre en contact avec un solvant. Ces conditions
visent a hydrolyser les polyesters et les polysaccharides pour parvenir a une libération plus aisée
des métabolites lors de I'extraction.

Pour le pretraitement chimique nous utilisons la solution oxydante telle que décrite par
Grassino et al. [6]. 16 g de dréches ont été ajoutés a un mélange de 100 mL d'oxalate

d'ammonium (16 g/L) et 100 mL d'acide oxalique (4 g/L), et agités a 90°C pendant 7 heures.
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Le matériel a été filtré sur Buchner. Le filtrat peut étre conservé pour une extraction ultérieure

des pectines. Le résidu solide a été séché au four a 30°C pendant 8 heures avant extraction.

Le prétraitement par une catalyse enzymatique a été adapté de Choudhari et al. [38]. 20 mL
de solution tampon (0,2 mol/L) a pH 4,5 ont été préparés a partir de 0,18 g d'acide acétique et
0,164 g d'acétate de sodium, suivi d'une agitation pendant 3 minutes. 5 mg d'enzyme (5 mg de
cellulase ou 5 mg d’un mélange 50 :50 de pectinase et de cellulase) ont été solubilises dans 1
mL de solution tampon sous agitation 2 min. Le mélange a été ajouté a 3 g de dréches de tomates
séchees. Le milieu traité avec la cellulase a été incubé a 55°C (65°C pour la pectinase) pendant
15 minutes. Le matériel solide a été filtré, lavé sur Biichner et séché pendant 8 heures a 40°C.

ot s

Figure 11-14 : Dréches de tomates brutes, avant et aprés broyage (1 a 2 mm)

9.2. Méthodes d’extraction

9.2.1. Extraction par macération a froid

Les dréches (prétraitées ou non par voie chimique) ont été mises dans 100 mL de solvant
(acétate d'éthyle, éthanol, leur combinaison 1:1 ou un mélange éthanol-eau 1:1) sous agitation
a température ambiante pendant 24 heures. Apres filtration du matériau solide, le solvant est
évapore sous pression réduite.

Les dréches prétraitées par voie enzymatique ont été mises dans 30 mL de solvant (acétate
d'éthyle ou éthanol) sous agitation a température ambiante pendant 24 heures. Apres filtration
de la matiére solide, le solvant est évaporé sous pression réduite.

Exprimés en % massique de matiere séche, les rendements d'extraction ont été calculés selon
la formule suivante :

Rendement de l'extraction (%)

100 masse initiale de dréche — masse de dréche apres extraction
= X

masse solide de dréches de tomates
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9.2.2. Extraction par CO2-SC

Les extractions ont été effectuées dans une unité a fluide supercritique conformément a la
directive 97/23/EC, composeée d'un récipient d'extraction de 0,22 L, d'un séparateur de 0,22 L,
d'une pompe pneumatique et de deux bains thermostatiques a 40°C comme présenté dans la
figure 11-15. Pour chaque expérience, 15 g de dréches de tomates broyées (particules de 2-3
mm) ont été chargées dans I'extracteur. Le débit de CO- a été réglé a 80 g/min sous 200 bars.

L'extraction est stoppée lorsque le poids collecté du séparateur est stable.

Coffret électrique
avec écran tactile

Pompe CO:

Figure 11-15 : Exemple d’installation alimentée par du CO; supercritique

9.3. Détermination de la composition des extraits

9.3.1. Teneur totale en polyphénols (TTP)

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été déterminée par le réactif de Folin-Ciocalteu
selon Papoutsis et al. [39] avec quelques modifications. Dans un tube de 6 mL, ont été placés 1
mL d'extrait (1 mg/mL d'éthanol), suivi de 0,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu a 10% (p/v).
Apreés une agitation douce (5 min), 1,5 ml d'une solution de carbonate de sodium (2%) a été
ajouté. Le mélange a été agité manuellement et incubé dans I'obscurité a température ambiante
pendant 30 min. La réaction a été stoppée en plongeant les tubes dans un bain froid pendant 20
minutes. Un blanc a été préparé de maniere similaire en remplagant la solution d'extrait par
I'éthanol. L'absorbance a été mesurée a 760 nm avec un spectrophotometre UVD 1800
(Shimadzu). L'acide gallique a été utilise comme étalon pour la préparation d'une courbe
d'étalonnage avec des concentrations comprises entre 0,01 et 0,20 g/L. Les différentes solutions

d'acide gallique ont été mélangées avec le réactif de Folin-Ciocalteu avec le méme protocole
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décrit pour les aliquotes d'extraits. Les résultats sont exprimés en mg d'équivalents d'acide
gallique (EAG) par gramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait).

9.3.2. Teneur totale en flavonoides (TTF)

La teneur en flavonoides des extraits a été determinée selon la méthode au chlorure d'aluminium
selon Quettier-Deleu et al. [40] avec quelques modifications. 1 mL d'extrait dilué (1 mg/mL
d'éthanol) ou 1 mL d'une solution standard de rutine a été mis dans un flacon. 1 mL d'une
solution méthanolique de chlorure daluminium (2%) a été ajouté et mélangé avant une
incubation & l'obscurité pendant 1 heure & température ambiante. L'absorbance des échantillons
a été mesurée a 415 nm a l'aide d'un spectrophotometre UVD 1800 (Shimadzu). 1 ml de solvant
(éthanol) avec 1 ml de la solution méthanolique de chlorure d'aluminium a 2% ont été utilisés
comme blanc avant de lire les échantillons. Une courbe d'étalonnage a été préparée en utilisant
la rutine comme étalon avec des concentrations comprises entre 0,005 et 0,090 g/L. Des
aliquotes de solutions de rutine ont été mises en contact avec la solution de chlorure
d'aluminium, avec le méme protocole. La concentration en flavonoides est exprimée en

milligrammes d'équivalents rutine (ER) par gramme d'extrait (mg ER/g d'extrait).

9.3.3. Teneur totale en caroténoides (TTC)

Un spectrophotometre UV 1800 (Shimadzu) a été utilisé pour estimer la teneur totale en
caroténoides a 446 nm dans une cellule en quartz avec une longueur de trajet de 1 cm.
L'absorption de la solution a été mesurée a 471 nm pour le dosage du lycopéne et a 400 nm
pour celui du B-caroténe. 0,1 g d'extrait seché a été dissous dans 50 ml d'éthanol avant ultrasons
pendant 1 min. Deux courbes d'étalonnage ont été définies a partir des absorbances mesurées a
400 et 471 nm pour les solutions préparées avec des concentrations comprises entre 0,027 et
0,150 g/mL de B-carotene et lycopéne dans I'éthanol. Par ailleurs, les teneurs en caroténoides
totaux ont été mesurées a 446 nm et exprimées en mg d'équivalents B-caroténe par gramme

d'extrait.

9.4. Détermination de I'activité biologique des extraits

9.4.1. Activité antioxydante déterminée par DPPH

L'activité antioxydante des extraits a été évaluée en déterminant leur activité de piégeage des
radicaux libres avec le radical 2,2-diphényl-1-picryldrazyl (DPPH) selon Brand-Williams [41].
5 mg de DPPH ont été dissous dans 100 mL d'éthanol pour obtenir une absorbance de DPPH a
516 nm comprise entre 0,9 et 1,1. Les extraits ont été dilués dans de I'éthanol pour obtenir 500

ug/ml.
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Une aliquote de 150 pl de chaque extrait et 150 pl de solution éthanolique de DPPH (50 pg/ml)
ont été ajoutés aux puits d'une microplaque & 96 puits. La plaque a été maintenue a I'obscurité
pendant 40 min, avec un mélange par rotation douce toutes les 5 min. L'absorbance a été lue a
516 nm avec un spectrophotomeétre (spectrostar, BMG Labtech). Le pourcentage d'inhibition a

été calculé a I'aide de I'équation suivante :
P A
% d'inhibition = 100 X (1 - E) (2

ou A est I'absorption en présence de I'extrait, et Ao l'absorption de la solution éthanolique
préparée en mélangeant 150 pL de solution DPPH et 150 pL d'éthanol.

9.4.2. Activités antidiabétiques

La capacité a inhiber l'a-glucosidase des extraits a été estimée selon Oueslati et al. [42], avec
quelgues modifications. Le substrat p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (PNPG) a été utilisé
pour cette expérience. Le diméthylsulfoxyde (DMSO) a été utilisé pour préparer les différentes
concentrations des extraits. En bref, 50 pL des extraits testés (250 pg/mL de DMSO) ont été
mélangés avec 100 pL de la solution enzymatique [1 U/mL a-glucosidase dans un tampon
phosphate (pH 6,9)] et 50 uL de tampon phosphate (0,1 M, pH = 6,9). Aprés une pré-incubation
de 10 minutes a 25 °C, 50 uL de solution de PNPG (5 mM) préparée dans du tampon phosphate
(pH = 6,9) ont été ajoutés au mélange (1% DMSO) puis incubés pendant 5 min a 25°C.
L'absorbance a été mesurée a 405 nm par le spectrophotomeétre pour microplaques Thermo
Scientific Multiskan™ GO & l'aide d'une microplaque & 96 puits. La mesure a été répétée 3 fois.
L'acarbose, un inhibiteur de l'a-glucosidase, a été utilise comme contrdle positif. Le
pourcentage d'inhibition (%) refléte 1'activité inhibitrice de 'a-glucosidase et a été calculé par

la formule suivante :

Acontrole — A échantillon

Activité inhibitrice de l'a — glucosidase (%) = 100 x
A controle

ou Acontrole €St I'absorbance (405 nm) du contrdle préparé avec 100 pL de solution tampon de
phosphate de potassium (pour remplacer 1'a-glucosidase) et Aechantilion €St I'absorbance (405 nm)

en présence de l'extrait.

L'activité inhibitrice a été exprimée en termes d'ICso (ug/mL), qui correspond a la concentration
requise pour inhiber I'hydrolyse enzymatique (par l'a-glucosidase) du substrat p-nitrophényl-a-

D-glucopyranoside de 50 %.
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L activité d’inhibition de I'a-amylase par les extraits a été estimée par la méthode DNS selon
Saidi et al. [43], avec quelques modifications. Chaque extrait a été dissous dans le minimum de
DMSO puis dilué dans du tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6,9). Le niveau de DMSO
ne dépasse pas 1% dans le mélange. 50 pL d'un extrait dilué (250 pg/mL) ont été ajoutés a 50
uL de solution d'a-amylase (3 mg/5 mL dissous dans le méme milieu tampon. Aprés une pré-
incubation de 15 min a 25°C, 100 uL de la solution d'amidon (1% dans une solution tampon) a
été ajoutée au mélange. Apres incubation a 25°C pendant 3 min, la réaction a été mélangée avec
100 pL de solution d'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS). Le tube de réaction a été mis dans un
bain d'eau bouillante pendant 10 min, puis a été refroidi a température ambiante, avant d'ajouter
1 mL de tampon phosphate de sodium L'absorbance a été mesurée a 540 nm par
spectrophotométre pour microplaques Thermo Scientific Multiskan™ GO en utilisant une
microplaque de 96 puits (triple). Acarbose (1,3 mg/mL), un inhibiteur de I'a-amylase, a été
utilisé comme contréle positif. Le pourcentage d'inhibition (%) de I'a-amylase a été calculé par

la formule suivante :

A controle — A échantillon

Activité inhibitrice de l'a — amylas (%) = 100 x
Acontrole

oU Acontrale €St I'absorbance (540 nm) du contréle préparé avec 100 pL de tampon phosphate de
potassium au lieu de la solution d'a-amylase, Acchantilion €St I'absorbance (540 nm) en présence
de I'extrait isolé. La concentration du composé (ICsoen pg/mL) fournissant 50 % d'inhibition a
été calculée en tracant les pourcentages d'inhibition par rapport aux concentrations de

I'échantillon.

9.4.3. Activité anti-inflammatoire

L'activite anti-inflammatoire des extraits a été déterminée a 1'aide de I’enzyme 15-lipoxygénase
(15-LOX) de soja, comme décrit par Khelifi et al. [24], avec quelques modifications. 20 pL
d'extrait (250 pug/mL) ont été mélangés avec 150 pL de tampon phosphate de sodium (pH =
7,4), 20 pL de 15-lipoxygénase et 60 pL d'acide linoléique (3,5 mM) comme substrat. Pour le
blanc, le substrat a été remplacé par 60 pL de solution tampon. Ensuite, le mélange a été incubé
a 25°C pendant 10 minutes et I'absorbance a été déterminée a 234 nm par spectrophotomeétre
pour microplagues Thermo Scientific Multiskan™ GO a I'aide d'une microplaque a 96 puits.
Les mesures ont été repétees 3 fois. L'acide nordihydroguaiarétique (NDGA) a 0,5 mg/mL a été
utilisé comme témoin positif. L'équation suivante permet de calculer le pourcentage d'inhibition

de l'activité enzymatique :
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A controle — A échantillon
% (I) =100 x

(5)

A controle

ou Acontrole €St I'absorbance (234 nm) de la réaction lorsque I'extrait est remplacé par un tampon
phosphate de potassium et Aechantilion €St 1'absorbance (234 nm) en présence de I'extrait isolé.

9.4.4. Essai de viabilité cellulaire HCT-116

Ce test est base sur la réduction du MTT (un sel de tétrazolium jaune soluble dans I'eau) par la
déshydrogénase mitochondriale des cellules intactes en formazan violet. L'activité anti-
prolifératrice des extraits sur les cellules HCT-116 (lignée cellulaire de cancer du célon humain)
a été estimée comme décrit par Dawra et al. [44], avec quelques modifications. Les cellules
achetées aupres de I'ATCC ont été cultivées a 37°C dans un incubateur humidifié a 5% de CO>
(NBS Eppendorf, Germany) en utilisant du milieu RPMI 1640. Les cellules HCT-116 ont éte
distribuées dans une microplaque de 96 puits a raison de 3 x 10 cellules/puits dans 100 pL du
milieu de culture approprié, suivies d'une incubation de 24h a 37°C. Les composés testés ont
été mis en suspension dans du DMSO puis dilués pour obtenir des concentrations de DMSO
inférieures a 1%. La microplaque a été incubée a 37°C pendant 48 heures. Le surnageant a
ensuite été éliminé et 20 puL de la solution de MTT ont été ajoutés suivis d'une incubation de 40
minutes. Aprés avoir retiré le réactif MTT, 80 uL. de DMSO ont été ajoutés pour solubiliser les
cristaux de formazan. Enfin, I'absorbance a été mesurée & 605 nm a l'aide d'un lecteur de
microplagues (Multiskan™ GO, F1-01620, Thermo Fisher Scientific) et les mesures ont été
répliquées 3 fois. Le tamoxiféne a 100 uM a été utilisé comme témoin positif. Le pourcentage
d'inhibition de l'activité des cellules a été calculé comme suit :

A blanc — A échantillon

0 =
% (1) =100 x A blanc

(6)
Ablanc correspond a I'absorbance de la suspension cellulaire en absence de I'extrait.

9.4.5. Mesures par cytométrie de flux

Pour la cytométrie de flux, les cellules A549 ont été cultivées dans des plaques a 96 puits et
infectées avec du ZIKVC, en présence ou en absence d'extraits, pendant 24h & une multiplicité
d'infection (MI) de 1. Les cellules ont ensuite été traitée avec de la trypsine et fixées par
incubation avec 3,7% de paraformaldéhyde pendant 15 min. Les cellules ont été ensuite
soumises a une analyse de cytométrie de flux a I'aide du cytoflex (Beckman). Les résultats ont

été analysés a l'aide du logiciel cytexpert.
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9.5.  Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC-DAD)

Les analyses HPLC ont été réalisées avec une pompe Thermo Fisher Scientific Spectra System
P1000XR équipée d'un Diode Array Detector (Waters 996). Les séparations ont été réalisées
sur une colonne en phase inverse RPC18 (Phenomenex, Le Pecq, France) de 25 cm x 4,6 mm
avec une granulométrie de 5 um. L'élution a été réalisée a un débit de 1,2 mL/min, en utilisant
une phase mobile constituée d'eau acidifiée a pH 2,6 (solvant A), et d'eau acidifiée : acétonitrile
(20 : 80 v/v) (solvant B). Les échantillons ont été élués par le gradient linéaire suivant : de 12
% B a 30 % B pendant 35 minutes, de 30% B a 50% B pendant 5 minutes, de 50% B a 88% B
pendant 5 minutes et enfin de 88% B a 12% B pendant 15 minutes. Les extraits ont été préparés
a une concentration de 1 mg/mL dans de I'acétonitrile et filtrés avec un filtre seringue Millex-
HA (0,45 um) (Sigma Aldrich). 20 uL de chaque échantillon ont été injectés et la détection a
été enregistrée a 280 nm. Les composeés ont été identifiés grace a leurs temps de rétention (TR)

et leurs caractéristiques spectrales par rapport aux standards.

9.6.  Analyse statistique

Les données ont été exprimées en valeurs moyennes + écarts-types. L'analyse statistique a été
effectuée a l'aide d'une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA), suivie du Duncan's
test a plages multiples pour comparer les moyennes montrant une variation significative (p
<0,05).

Des tests statistiques pour les activités antivirales ont été effectués a l'aide du logiciel Prism
(version 9.0; GraphPad software, La Jola, CA, USA).
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Tableau 11-3 : Identification de molécules dans les extraits de dréches par HPLC-DAD (dilution a 1

mg/mL)
N | TR | Composés Avec prétraitement (en Sans prétraitement (en UA)
° | (mi UA)
n) EPT1 EPT1 + CPT + Ethano | Ethano | Ethanol | Ethano | Ac | COq-
F EPT2 + AcEt I | + apres | + Et SC
éthanol | éthanol eau AcEt AcEt
1 |22 | acide 3-amino-4- 2.6 9.5 - 2.8 - 12.3 18.7 1.9 -
hydroxybenzoique
2 | 2.8 | acide ascorbique - 15.6 0.2 13.3 26.0 14.6 458 | 6.2 -
1
4.1 | acide gallique - - 0.1 - ‘ - 7.9
4 | 7.6 | hamamelitanin - - - - - 0.6 4.4 - -
6
5 |9.8 | acide 0.8 4.9 - 4.5 2.8 1.4 11.8 - 4.8
8 chlorogénique
6 | 11. | épicatechine - 2.3 - 1.7 - - 6.5 - -
97 | (flavonol)
7 | 12. | acide caféique 1.2 - - 1.1 - - - -
9
8 |15. |acide2,4 - 3.1 - 1.6 - 11 4.6 4.6 -
3 dihydroxy
cinnamique
9 |18. | 6- 0.5 0.5 3.5
07 | hydroxycoumarine
10 | 19. | acide 3,4- - - - - - 0.7 - - -
15 | dihydroxybenzoic
méthy| ester
11 | 19. | acide 7- 1.2 - - - - - - - -
88 | hydroxycoumarin-
3-carboxylique
12 | 20. | acide férulique - 2.8 - 1.1 - - - - -
94
13 | 21. | acide coumarique - - - - - 0.6 3.4 2.1 -
19
14 | 22. | rutine hydrate - - 1.7 - - 51 - - -
74
15 | 23. | acide sinapique - 3.6 - - - - 51 2.9 -
56
16 | 25. | isoquercitrine - 4.8 - 0.8 1.1 - 12.3 - -
94 | (flavonoide
glucoside)
17 | 27. | trihydroxyéthylruti - - - - - 2.4 - - 14.2
41 | ne
18 | 39. | acide salvianolique 0.5 1.0 - - - - 25 - -
89 |B
19 | 41. | 7,3- dihydroxy - - - - - - 6.5 1.3 -
56 | flavone
20 | 42. | 5,7-dihydroxy-4- - 3.6 - - 1.6 - 7.9 - -
78 | propylcoumarine

(tanin)
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21 | 44. | 5,6,7- - 24.3 34 5.8 35 11.9 454 | 36. -
28 | trihydroxyflavone 7
(baicalein)
22 | 45. | trans-2- 9.7 - - - 6.0 - - -
34 | hydroxycinnamate
d’éthyle (tanin)
23 | 46. | acide 4-hydroxy-3- - - 24.2 - - - - - -
18 | propylbenzoigqque
méthyl ester
24 | 46. | cinnamyl-3,4- - - 20.0 - - - - 13.9
98 | dihydroxy-a-
cyanocinnamate
(tanin)
25 | 47. | 3,7- - 10.8 - 6.6 5.0 7.5- - - -
54 | diméthoxyflavone
26 | 47. | 3,3'"- 8.5 - - - - - - 7.9 -
56 | diméthoxyflavone
27 | 48. | 5-hydroxyflavone - 7.7 - 4.2 3.7 3.4 7.3 - -
5
28 | 49. | B-carotene 3.0 - 7.7 - - - - - 82.1
54
29 | 50. | lycopene - 4.2 124.5 - - - 7.7 10. | 66.8
12 7
30 | 50. | lutéine - 0.4 - 0.3 - - - - 4.0
47
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Chapitre I11: Couplage entre extraction et formulation de molécules bioactives pour une application cosmétique

1. Introduction

Actuellement, on observe une forte tendance du marché pour les produits formulés a partir
d’ingrédients naturels. Ce contexte représente 1’opportunité de développer des produits
innovants, limitant & la fois les impacts sanitaires et environnementaux. La biomasse représente
un large gisement de métabolites secondaires, qu’il faut parvenir récupérer en mettant en ceuvre
des procédés verts, en accord avec la naturalité des formulations visées. Ainsi, le domaine de
la cosmétique est sans cesse a la recherche d’actifs végétaux pour répondre aux spécifications
des différents soins de la peau. Dans ce domaine, les matiéres premieres sont sélectionnées avec
soin en fonction de leur origine, leur qualité et leur cott. L’étude de Soto et al. [1] montrent que
les extraits éthanoliques de marc de raisin, de copeaux de pin, de fleurs d’acacia et de Shiitake
(champignon) répondent aux attentes d’efficacit¢é quand ils sont formulés en produits

d’hygi¢ene.

L’utilisation de co-produits de I’agriculture représente une source de métabolites disponibles,
évitant 1’utilisation de cultures dédiées. Ces nouvelles filiéres d’approvisionnement ont des
empreintes ecologiques moindres et contribuent a une meilleure gestion des déchets de
biomasse. Barbulova et al. [2] attirent néanmoins I’attention sur la qualité microbiologique des

co-produits agricoles et sur la présence éventuelle de résidus de pesticides.

Pour illustrer le role d’un co-produit dans une formulation, des extraits hydroalcooliques de
marc de cassis ont été inclus dans une base cosmétique anti-age [3]. Les travaux de Carrico et
al. [4] ont montré que les acides phénoliques extraits des écorces, co-produit de 1’industrie
forestiere ont un potentiel intéressant pour préparer des créemes aux propriétés anti-oxydantes,
anti-ages et anti-inflammatoires (peau acnéique). Par ailleurs, les tomates non
commercialisables réduites en poudre aprés séchage, ont servi de sources en vitamines A, B et
C, d’acide folique et de phytostérols pour une créme [5]. De plus, le lycopene issus des peaux
de tomates, introduit dans une émulsion, contribue a lutter contre les dommages cutanés induits

par les rayons UV B (mécanisme de photoprotection) [6].

Les méthodes d’extraction usuelles consistent & mettre en contact une matiere végétale
avec un solvant (eau ou solvant organique). Cette premicre étape est suivie d’une séparation
entre la matieére végétale et le solvant (filtration, centrifugation...) puis de 1’évaporation du
solvant pour obtenir un extrait. Ce dernier, éventuellement purifié, doit étre par la suite
resolubilisé, pour étre formulé. Afin de diminuer le nombre d’étapes et les problémes de

solubilité et afin d’éviter des mesures de sécurité¢ colteuses, certains laboratoires préférent
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travailler en milieu aqueux (éventuellement avec une enzyme) ou en utilisant une matrice
d’extraction du type glycérol, propyléne glycol ou huile végétale, matrices qui peuvent étre
conservées par la suite dans la formulation. Ainsi, Salem et al. [7] ont obtenu des fractions
riches en polyphénols par une extraction hydro-glycérique des pépins de raisins (issus du marc
de raisin) a 40°C pendant 2 h. Le milieu glycérique a été utilis¢ pour la formulation d’une créme
aux propriétés anti-oxydantes. D’autres auteurs ont réalisé 1’extraction de molécules naturelles
a I’aide de solvants (naturels) eutectiques profonds (DES ou NaDES). On peut citer les travaux
de Huang et al. [8] qui ont extrait des fractions riches en rutine a partir du son de blé a I’aide du
NaDES issus de I’association entre le chlorure de choline et le glycérol. Panic et al. [9] ont,
quant a eux, isolé des anthocyanines a partir du marc de raisin a I’aide du NaDES composé de

chlorure de choline et d’acide citrique a 1’échelle du demi litre et ont réussi a le recycler.

Ces solvants NaDES ont connu un développement important au cours des dernieres années [10].
En effet, ils sont non volatils, non toxiques, ont une grande stabilité thermique, et peuvent étre
recyclés [11]. lls sont préparés en mélangeant un composé donneur de liaison hydrogéne (HBD)
et un composé accepteur de liaison hydrogene (HBA) selon un certain rapport molaire. Les
composés HBD sont des acides organiques, des sucres, des alcools, des amines ou des acides
aminés. Les composés HBA sont des sels d’ammonium quaternaires tels que le chlorure de

choline [12] (figure 111-1).

Chlorure de Chlorure de Chlorure de
choline choline choline
l | |
7
N- N i’
HOT N1\ HO/\/[‘J\ w0
Cr ' '
cr Cl
— ' — v
OH OH 0--H
HBD HBD HBD

Figure 111-1 : Exemple d’interaction d’un HBD avec le sel d’ammonium quaternaire choline
chloride [10]

Leur préparation se déroule généralement a une température inférieure a 80°C sous agitation.
A la composition eutectique, le point de fusion du mélange est abaissé par rapport aux points

de fusion des composés pris séparément.
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Popovic et al. [13] ont testé le NaDES « chlorure de choline : acide malique » associé a une
activation microondes pour extraire les anthocyanes du marc de cerises, ce qui a permis de
réduire le temps de préparation du DES et la durée d’extraction. Concernant les dréches de
tomates, nous pouvons citer quatre études trés récentes. Concernant les dréches de tomates,
Silva et al. [14] et Lazzarini et al. [15] ont amélioré le rendement d’extraction des caroténoides
en utilisant les mélanges « DL-menthol : acide lactique » ou «acétate d’éthyle : lactate
d’éthyle ». aprés un séchage sous air des dréches. Par ailleurs, VVorobyova et al. [16] ont utilisé
les DES « chlorure de choline : 1,2-propanediol » et « chlorure de choline : acide lactique »
pour extraire sous ultrasons (65°C, 60 min), des acides phénoliques a partir de dréche de tomate,
et ont mesuré les activités anti-oxydantes. Vasyliev et al. [17] ont montré que le second DES
riches en acides phénoliques et flavanols pouvaient étre utilisés dans une formulation de creme
dotée de propriétés antifongiques. L’acide chlorogénique a été détecté comme 1’acide
phénolique le plus abondant dans les extraits. La séparation des métabolites reste toutefois

aléatoire et a mettre au point pour chaque cas.

L’objectif de ce chapitre est d’utiliser les dréches de tomates comme une source de
molécules bénéfiques, en couplant les étapes d’extraction et de formulation. Il s’agit de faire
appel @ un NaDES pour optimiser la biodisponibilité des métabolites des dréches. Les
métabolites extraits sont analysés par HPLC, avant leur intégration dans une formulation

filmogéne pour la cosmétique.

2. Synthese des solvants eutectiques

Nous avons choisi de synthétiser quatre solvants eutectiques profonds pour effectuer
I’extraction de métabolites des dréches (tableau 111-1). Ces NaDES sont déja mentionnés dans
la littérature pour 1’extraction de molécules naturelles ; deux d’entre eux n’ont jamais été
appliqués aux dréches. L.’addition d’eau dans certains solvants eutectiques a permis d’ajuster la

viscosité.
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Tableau I11-1 : Composition des DES sélectionnés

N° Composition Ratio % Molécules cibles Source
molaire | d’eau extraites / matiére
vegétale
DES1 | Glycérol + 31 30 Acides gras et pigments | Wils,
glucose / microalgues Spirulina. | 2021 [31]
DES 2 | DL-menthol 8:1 0 Lycopéne / dréche de | Silva,
+ acide lactique tomates 2019 [14]
DES 3 | Glucose + Acide | 5:1 15 Composé phénoliques / | Fernandez,
lactique dréche de tomates 2018 [24]
Tourteaux d’olives
DES 4 | Glycérol +L- 1:2,5 30 Composé phénoliques/ | Wu,
proline Feuilles de Moringa 2020 [32]

Comme indiqué dans le tableau, des mélanges glucose/glycérol ont été utilisés pour extraire les
acides gras et les pigments des microalgues Spirulina, le mélange résultant ayant révélé une
activité anti-inflammatoire vis-a- vis des kératinocytes de la peau [31]. Quant au mélange
hydrophobe DL-menthol/acide lactique, il a été utilisé pour extraire, sous ultrasons (60°C, 30
min), des taux élevés de lycopéne a partir des dréches de tomates [14]. Fernandez et al. [24] ont
appliqué le mélange glucose/acide lactique avec 15 % d’eau, sous ultrasons (60 min) a plusieurs
sous-produits industriels dont les dréches de tomates. Le mélange permet d’extraire a la fois
des polyphénols et des molécules moins polaires. Nous avons également sélectionné le mélange
glycérol/L-proline précédemment utilisé pour extraire & 40°C, a partir des feuilles de Moringa
oleifera L., une combinaison de composés phénoliques et de flavonoides favorable au pouvoir

antioxydant [32].

3. Extraction de dréches par les DES

Les dréches broyées ont été mises en contact avec un des DES a 40 ou 50 °C, pendant 30 ou 60
min (figure 111-2). Les dréches solides ont été seéparées par centrifugation, avant de réaliser
I’analyse des métabolites présents dans les DES. Les DES contenant les metabolites seront

ensuite intégrés aux formulations.
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N (\ J\Dréches
Composé 1 TI" Composé¢ 2 | ';--“-3::5__“ & \ ‘ \ Analyses de
métabolites
I I ‘ ‘ ' ' Particules de
l dréches
siduelles
Synthése du DES Macération Centrifugation résiduelle
(50-80°C) (40-50°C)

l

N autres ingrédients

Formulation

DES avec cosmétique
/métabolites écocongue
Formulation
Figure 111-2 : Principe du couplage extraction/ formulation
Les conditions d’extraction sont rassemblées dans le tableau 111-2.
Tableau 111-2 : Conditions d’extraction avec les DES
N° Conditions d’extraction Quantité de DES Masse de
Dréches (g)
DES1 | Macération-2ha40°C 32¢ 2
DES 2 | Macération - 30 min a 50 °C 20 g 3,4
DES 3 | Ultrason - 1ha 40 °C 40 ml 2
DES 4 | Ultrason-1ha40°C 20 ml 2

4. Caractérisation des NaDES synthétisés

4.1. Analyses Infra-rouge

Des spectres infra-rouge des NaDES ont été réalisés de fagon a identifier les bandes

caractéristiques provenant des interactions électroniques entre les deux composants (tableau

111-4) (Annexe 3).
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Tableau I11-3 : Formules des molécules entrant dans la composition des NaDES synthétisés

Formules Composés
CHj
DL-menthol
H3C
CH3 OH

i

A_&,OH L-proline
H

O
O
Acide lactique
Hng)J\ on g
OH

CH,OH
Q. OH D-Glucose
OH
OH
OH

Glycérol

OH
HO.___OH

La formation des NaDES peut étre mise en évidence par le déplacement des bandes de
vibrations impliquant des hétéroatomes, par rapport aux fréquences observées sur les spectres

de chaque composant. Ces déplacements sont dus aux interactions électroniques entre les deux

composants du NaDES.
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Tableau I11-4 : Principales bandes Infra-rouge des NaDES synthétisés

Composant des NaDES | Bandes caractéristiques des Bandes caractéristiques
composants des NaDES résultants
(encm™) (encm™)
DES1 | D-Glucose v(O-H) = 3200 - 3400 v(0-H) = 3276
8(0-H) = 1506 * _ *
v(C-OH) = 1338, 1297 5(0-H) = 1645
v(C-0) = 1151
Glycerol v(0-H) = 3261
8(0O-H) = 1623 *
DES2 | DL- menthol v(O-H) = 3327 v(0-H) = 3343
d(C-H) a 1452, 1368, 1342 (CHs>)
v(C=0) = 1719
Acide lactique v(0O-H) = 3200-3600 _
v(C=0) = 1716 (fine) 5,(|C'H.) =1452 (CH3)
5(0-H) = 1643 * (¢largie)
DES3 | D-Glucose v(0O-H) = 3200- 3400 v(0O-H) = 3357
8(0-H) = 1506 * —) —
v(C-OH) = 1338, 1297 v(C=0) = 1720
v(C-0) = 1151 §(0-H) =1643*
Acide lactique v(0-H) = 3200-3600
v(C=0) = 1716
DES4 | L-Proline v(O-H, N-H) =3648 v(O-H, N-H) = 3252
v(C=0) = 1609 (amide II) (élargie)
§(N-H) = 1557 (amide 1) v(C=0) = 1616
v(C-OH) = 1160 u(C-OH) = 1109
Glycérol v(0-H) = 3261
v(C-OH) = 1623 *
v(C-OH) = 1027

*déformation angulaire du groupe H-O-H de molécules d’eau [18]

Pour les DES 1 et DES 3, la bande due a la déformation angulaire de H-O-H (molécules d’eau)

subsiste & 1645 cm™. Ce pic a été observé par Santana et al. [18] pour plusieurs NaDES

contenant de 1’eau.

Pour le DES 1, DES 3 et DES 4, la formation de liaisons hydrogéne impliquant les groupes OH

(et NH pour le DES 4) au sein des NaDES, se traduit par un déplacement de la bande de

vibration d’extension O-H (ou N-H) vers une plus basse fréquence.

88




Chapitre I11: Couplage entre extraction et formulation de molécules bioactives pour une application cosmétique

Pour les DES 3 et DES 4, la bande de vibration de la liaison C=0 est élargie par la formation
de liaisons hydrogéne avec I’atome d’oxygéne, phénomeéne observé par Ali et al. [19] pour le
mélange DL-menthol /acide caprylique.

Le spectres infra-rouge de chaque NaDES permet de mettre en évidence les interactions au sein
du liquide eutectique, et de vérifier ainsi, que la structure cristalline des précurseurs s’est

modifiée en une phase vitreuse, non ordonnée.

4.2. Les analyses thermiques

Pour synthétiser les NaDES et les utiliser pour I’extraction, il est nécessaire de connaitre leur
stabilité en fonction de la température. Les propriétés thermiques sont influencées par la nature
des précurseurs, par la teneur en eau et par la force des interactions entre molécules. Des
températures de décomposition (Tq) peuvent étre déterminées pour évaluer un domaine de
température d’utilisation. L’analyse calorimétrique différentielle a balayage indique les
températures de transition vitreuse (Tg) caractéristiques.

Ribeiro et al. [20] ont étudié le mélange DL-menthol : acide lactique (2:1) pour lequel ils ont
mesuré une température de décomposition de 229°C ainsi qu’une température de transition
vitreuse de -61°C. Craveiro et al. [21] ont observé une diminution de la transition vitreuse en
ajoutant de I’eau au mélange chlorure de choline : xylose (2:1) (environ 4°C pour 5 % d'eau
ajoutée).

Des thermogrammes des quatre NaDES préparés ont été réalisés entre 20°C et 600°C pour
obtenir les profils de pertes de masse en fonction de la température. La calorimétrie
différentielle a balayage couvre le domaine de température de -100 a 40 °C (Annexe 4). Les

informations liées a la montée en température sont rassemblées dans le tableau I11-5.

Tableau I11-5 : Résultats des analyses thermiques des NaDES

NaDES | Composition % Td Ty Te Tt
d’eau | (°C) [ (°C) | (°C) | (°C)
DES 1 | Glycérol/ glucose (3:1) 30 180
DES 2 | DL-menthol/ acide lactique 0 120 -54 -15 ~ 10
(8:1)

DES 3 | Glucose/ acide lactique (5:1) | 15 130 -75,1

DES4 | Glycérol/L-proline (L:2,5) | 30 180 | -66,4

Ta : température de décomposition (ATG), T. : température de cristallisation (DSC), T, : température
de transition vitreuse (DSC)
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Les NaDES synthétisés montrent des stabilités atteignant 120, 130 ou 180°C selon les
constituants. La stabilité thermique la plus élevée a été mesurée pour les DES 1 et 4 avec une
température de décomposition T¢=180°C. Delgado-Mellado et al. [22] ont observé que cette
température est géneralement intermédiaire entre les températures de décomposition des
constituants purs. Comme indiqué par Dai et al. [23], les NaDES comportant des sucres, tels
que le DES1 et DES3, ont des températures de décompositions inférieures a 200°C.

Le DES 2 de composition (8 :1) présente une température de transition vitreuse a -54°C puis un
pic exothermique de cristallisation a - 15 °C (- 7,8 J/g). On observe un pic de fusion a 10 °C
(7,7 JIg), température inférieure aux pics de fusion du DL-menthol (27°C et 34°C pour les
formes polymorphes o et  de la molécule) [20]. Ces derniers sont absents du graphe DSC

obtenu, ce qui confirme la formation du NaDES.

Les températures de transitions vitreuses déterminées pour les DES 2, DES 3 et DES 4 sont
inférieures a - 50°C et constituent des caractéristiques des NaDES synthétisés. Ces températures
attestent que les NaDES sont des complexes supramoléculaires, avec une phase liquide stable

sur une plage de température assez large [23].

5. Analyse des extraits

Les teneurs totales en phénols (TTP) ont été déterminées dans les DES apres extraction
(tableau 111-6). Pour le dosage des polyphénols, certains composants de DES réagissent avec
le réactif de Folin (la solution vire au bleu), ce qui a invalidé la mesure pour le DES 1
(glycérol/glucose), le DES 2 (DL-menthol/acide lactique) et le DES 4 (glycérol/L- proline).
Pour le DES 3, on observe que le taux de polyphénols extraits (1915,47 ug/g de dréches) est
plus élevé que celui réalisé avec 1’acétate d'éthyle (786,71 ug polyphénols/g dréches), mais
nettement moins élevé que ceux obtenus avec les solvants polaires et le CO, supercritique (cf.
Chapitre 2).
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Tableau I11-6 : Comparaisons des taux de polyphénols extraits

Solvant extracteur Taux de polyphénols extraits
(ug /g de dréches)

DES 3 (acide lactique/glucose) 1915,5+ 15

Acétate d’éthyle 786,7+8

CO; Supercritique 3062,9 +21

Ethanol + eau 3251,7+19

Ethanol 3489,5+ 25

Les teneurs totales en flavonoides présentées dans le tableau 111-7 montrent que le DES 3
(acide lactique/glucose) permet d’obtenir le taux de flavonoides le plus élevé (1410,9 ug de
flavonoides/g dréches) comparé aux autres DES. Le DES 2 présente peu d’affinité avec les
flavonoides, car plus il est plus adapté a I’extraction des molécules apolaires. D’apres les
résultats obtenus, I'éthanol reste le solvant le plus approprié pour extraire cette famille de
composés avec 3479 ug de flavonoides/g dréches.

Tableau I11-7 : Comparaisons des taux de flavonoides extraits

Solvant d’extraction Taux de flavonoides extraits
(ug /g de dréches)
DES 1 439,518
DES 2 505+5
DES 3 1410,9+£ 15
DES 4 893,5 £ 10
Ethanol 3479,0+ 21
Ethanol + acétate d’éthyle 1853,1+ 13
COg2 -Supercritique 1174,8 +12
Acétate d’éthyle 420+4

Les résultats montrent que le DES 3 (acide lactique/glucose) est le plus efficace parmi les quatre

DES pour solubiliser les phénols et les flavonoides de dréches.
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Fernandez et al. [24], ont identifié 14 composés phénoliques par HPLC-DAD dans les dréches
de tomates aprés une extraction avec un mélange « glucose/acide lactique » sous ultrasons. Par
ailleurs, le DES « chlorure de choline : acide lactique » a permis d’obtenir, en équivalent acide
gallique, 51.75 mg EAG/ g extrait alors qu’un mélange éthanol/ eau a conduit a 27.10 mg
EAG/g extrait. Le DES «chlorure de choline: 1,2-propanediol » s’est montré également
efficace pour I’extraction des flavonoides, en équivalent quercétine (21,15 mg EQ/g extrait)
[16]. Les valeurs obtenues lors de ces travaux restent tout de méme inférieures aux teneurs en

polyphénols et flavonoides trouvées avec les meilleurs solvants identifiés au chapitre 2.

Les taux de caroténoides extraits ont été déterminés par spectrophotométrie visible (tableau
111-8). Le DES 2 (DL-menthol/acide lactique) est plus adapté a 1’extraction des caroténoides,
car sa polarité est plus faible, ce qui a été confirmé par les prédictions COSMO-RS de Vasiliev
et al. [17]. Nous avons trouvé un taux de 96,4 pg de carotene/g TP avec ce DES, ce qui est
inférieur a 1446,6 ug de lycopéne/g MS obtenus par Silva et al. [15] dans des conditions
similaires. Lazzarini et al. [16] ont montré I’influence du procédé de séchage des dréches sur
les taux d’extraction des caroténoides avec un DES, ce qui pourrait expliquer cette différence.

L'extraction réalisée par CO2-SC a conserve le plus haut taux d'extraction des caroténoides.

Tableau 111-8 : Comparaison des taux de caroténoides extraits

Solvant extracteur Taux de caroténoides extraits
(ug B-carotene/g de dréches)

DES 2 (DL-menthol/acide lactique) 96,4+4

COz supercritique 2895, 1+ 26

Ethanol + acétate d’éthyle 1521,0 £ 17

Acétate d’éthyle 1293, 7+ 15

Ethanol 849,6 + 12

6. Analyses HPLC-DAD

Les métabolites extraits par les DES ont été analysés via HPLC-DAD a 280 nm. Les
chromatogrammes obtenus sont présentés dans la figure 111-3 et les composés identifiés sont

indiqués dans le tableau 111-14.
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Les profils HPLC des extraits indiquent la présence des flavonoides suivants : myricétine,
quercétine, vitamine E et kaempférol. En particulier, dans le DES 3 ont été trouvés des acides
phénoliques (acide gallique, acide férulique et acide caféique), des tanins (acide trans-3-
hydroxycinnamic, 6-hydroxycoumarine, acide a-cyano-4-hydroxycinnamique), le lycopene
ainsi que le flavonoide suivant : 6-hydroxyflavone et le 5-hydroxy-3'-methoxyflavone. Le DES

4 permet d’extraire également 1’épi catéchine et le 5-hydroxyflavone (flavonoides).

uv_vis_2

1 Ava-15022022 #2 bES1 /-
Fna0 =
uuuuu M o
1t w%v\jL—,_MA(
2 - A 032022 #5 DES2 /1S_2
a0 ™
EDM

Figure 111-3 : Chromatogrammes HPLC-DAD (280 nm) des milieux apres extraction

Les quatre DES sont riches en acides phénoliques (acide férulique, caféique, coumarique,
cinnamique), en caroténoides (lycopéne, R-caroténe, lutéine), en vitamines (C et E) et en
flavonoides tels que 1’épicatéchine (flavanol), la myricétine (flavonol), le kaempférol
(flavonol), la baicaleine (flavone). Ces molécules conferent des propriétés anti-oxydantes ou
anti-inflamatoires qui sont intéressantes pour la peau. Par exemple, I'acide férulique est un
piégeur de radicaux libres, mais aussi un inhibiteur des enzymes qui catalysent la génération de
radicaux libres. Il a un réle protecteur pour les principales structures de la peau et est intéressant
pour ses propriétés anti-inflammatoires, antioxidantes et antimicrobiennes, méme s’il a
tendance a s’oxyder rapidement [25]. Le lycopene est le caroténoide le plus abondant dans la
tomate et possede des propriétés anti-oxydantes qui agissent pour inhiber les effets des UV. Les
phytostérols contenus dans I’huile de pépin de tomate ont des propriétés réparatrices et

cicatrisantes qui seront adaptées au baume a levre [26].
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7. Méthodologie pour la formulation

La séparation des molécules extraites du DES (matrice d’extraction) n’est pas toujours aisée.
On peut faire appel a 1’ajout d’eau ou a I’ajout d’un solvant organique pour isoler les molécules
extraites. Pour les travaux présents, nous avons choisi de conserver la totalité du milieu
extractant pour la formulation, pour éviter cette étape de séparation. Nous avons ciblé plusieurs
formulations cosmeétiques pour lesquelles les molécules extraites sont intéressantes,
formulations également compatibles avec la composition d’un DES. Dans une formulation, un
composé anti-oxydant permet de retarder 1’oxydation des autres molécules en inhibant les
réactions en chaine. Ce peut étre des molécules endogénes ou exogenes. Un anti-oxydant va
également lutter contre la formation des espéces réactives a 1’oxygene (ROS) produites par le
métabolisme et impliquées dans le mécanisme de vieillissement de la peau. Nous avons vu que
le lycopéne est un puissant anti-oxydant. 1l a également été mis en évidence que les acides
phénoliques ont la capacité d’inhiber les activités de la collagénase et de 1’élastanase, enzymes
qui interviennent respectivement dans la dégradation du collagéne et de 1’élastine [4]. Le méme
auteur a mis en évidence que des extraits de liege riches en acides phénoliques et en tanins ont
permis de réguler la production de sérum, ce qui rend ces ingrédients intéressants pour des
formulations contre I’acné. Parmi ces composés (acides phénoliques et tanins), certains ont
montré des propriétés anti-microbiennes, tel que I’acide gallique présent dans les NaDES 2 et
3, ce qui est intéressant pour la conservation d’une émulsion.

Notons que d’apres 1’état de I’art, 1’utilisation du lycopene dans une formulation galénique est
une démarche trés récente. La modification de la couleur et du parfum des formulations
contenant un extrait riche en lycopéne, n’est plus percue comme un inconvénient, selon
I’analyse sensorielle menée par Costa et al. [27].

En cosmétique, il existe plusieurs facons de protéger la peau et de ’embellir. Les
formulations vont dépendre du mode d’utilisation et de la partie du visage concerné (peau, levre,
yeux).

Un masque offre une fagon efficace d’apporter a la peau des ¢léments nutritifs et d’assurer
également un état d’hyperhydratation de I'épiderme, pour une amélioration de la texture de la
peau [28]. Il peut s’agir d’un masque lavable a 1’eau ou bien du type peel-off , qui adhere
davantage a la peau pour enlever les impuretés.

Un baume pour lévre doit hydrater, réparer et protéger contre le froid. Sa texture doit étre

agréable et non collante. Un baume comporte une base lipidique telle qu’huile de coco. Azmin
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et al. [29] ont utilisé cette huile pour extraire le lycopéne par macération de tomates seches en
poudre.
Une créme hydratante a pour propriétés de protéger la peau des agressions extérieures telles

que le froid, la pollution et les UV.

Les analyses realisées ont montré que les NaDES utilisés sont des matrices d’extraction
appropriées pour concentrer un certain nombre de molécules bioactives présentes dans les
dréches de tomate. L’incorporation des NaDES contenant ces métabolites a été réalisée en
ciblant des formulations adaptées, a savoir les compositions de masques, d’une créme ou d’un

baume (figure 111-4).

Figure 111-4 : Formulations cosmétiques : masque peel-off, masque hydrosoluble, créme hydratante
et baume a lévres (de gauche a droite)

7.1. Formulation du masque peel-off

Le DES 1 (glycérol/glucose) est compatible avec la préparation d’un masque car le glycérol est
un agent hydratant et le glucose est un agent humectant. Les propriétés anti-oxydantes et anti-
inflammatoires des molécules bioactives issues des dréches conferent au masque des propriétés
recherchées pour assainir et régénérer la peau. La formulation utilisée inclut un polymeére
synthétique soluble en phase aqueuse, 1’alcool polyvinylique. Ce polymére permet la formation
d’un film homogene et adhérant a la surface de la peau, film pouvant étre retiré facilement apres

le temps d’application.

Tableau 111-9 : Composition du masque peel off

Ingrédients Composition (% Fonction
massique)
PVA * 15.0 Agent filmogene - contréle
de viscosité
Eau 69.1 Solvant
Extrait dans DES 1 114 Antioxydant - agent
assainissant
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Polyéthyléne glycol 40 2.1 Agent filmogéne et
épaississant

Monolaurate de glycérol 1.0 Agent émollient et
émulsifiant

Ethanol 1 solubilisant et inhibiteur de
’activité microbienne

Cosgard 0.4 Conservateur

*PVA : alcool polyvinylique

7.2. Formulation de baume a lévres

Le DES 2 (DL-menthol/acide lactique) a été choisi pour préparer un baume car le menthol peut
étre introduit a faible dose dans une formulation de baume a lévres et apporte un effet
rafraichissant (source : Aromazone). L'acide lactique permet de réguler le pH et la colonisation
bactérienne de la préparation. Le DES 2 est riche en dérivés de la coumarine, en lutéine, i3-
carotene et hydroxy flavone, dont les propriétés anti-oxydantes vont protéger et réparer les
levres. La texture est suffisamment solide pour étre moulée sous forme de baton. Fondante, elle

s’étale facilement et forme un film lisse.

Tableau 111-10 : Composition du baume a lévres

Ingrédients Composition Fonction
(Yomassique)
Cire Candelilla 10,4 Agent filmogene
Cire d’abeille 10,0 Agent émulsifiant, filmogéne et parfumant
Huile de coco fractionnée 46,3 Agent assouplissant
(Caprylis)
Extrait dans DES 2 2,3 Agent colorant (lycopene) et régénérant
Huile de Ricin 30,2 Agent nourrissant et réparateur
Extrait de framboise 7 gouttes origine naturelle, accepté par ECOCERT

7.3. Formulation d’un masque hydrosoluble

Le DES 3 (acide lactique/glucose) est adapté pour formuler un masque hydrosoluble. L’acide
lactique permet d’ajuster le pH pour une exfoliation en douceur. Le glucose présent dans le
DES agit comme un humectant. La formulation doit s’étaler facilement sur la peau et former
un film avec une adhérence modérée [28]. Le DES 3 est riche en acide gallique, acide
cinnamique, kaempférol et hydroxyflavone, dont les propriétés anti-oxydantes sont susceptibles

d’inhiber le processus de vieillissement de la peau.
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Tableau I11-11 : Composition du masque hydrosoluble

Ingrédients Composition Fonction

(% massique)
Xanthane 75 Agent gélifiant et tensioactif
Extrait dans DES 3 5.23 Antioxydant / agent filmogéne
Glycerol 20.5 Humectant
Eau 65.7 Solvant
Cosgard 1.0 Conservateur

7.4. Formulation d’une créme hydratante

Le DES 4 (glycérol/L-proline) est compatible avec une formulation d’une créme hydratante. Le
glycérol est un agent hydratant. La L-proline est un des 20 acides aminés qui composent les
protéines de notre corps. Cet acide aminé rentre dans le métabolisme du collagéne et est utilisé
comme agent d'entretien de la peau. Le DES 4 contient entre autre de puissants anti-oxydants,
(I’épicatéchine, la myricétine), des hydroxy flavones, de la 6-hydroxycoumarine, du
kaempférol et des acides phénoliques (acide férulique, acide caféique). La teneur de la creme

en composés anti-oxydants, lui confére des propriétés anti-age.

Tableau 111-12 : Composition de la créme hydratante

Ingrédients Composition Fonction
(% massique)
Eau 40.7 Solvant
Extrait dans DES 4 18.4 Antioxydant
Gomme de xanthane 0.3 Agent gélifiant, émulsifiant et tensioactif
Huile de jojoba 111 Emollient, entretien de la peau
Cire de Carnauba 0.9 Emollient
Glycérine Laurate 4.1 Agent adoucissant et hydratant
Beurre de Karité 3.4 Contrdle de viscosité, entretien de la peau
Amidon 3.6 Contrdle de viscosité
Ethanol 17.2 Solvant
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8. Application des formulations

Les pH des formulations doit étre compris entre 4,5 et 7,5 pour respecter le pH de la peau [30].
Les temps de séchage ont mesurés sur le film étalé a partir d’un dép6t de masse connue. Ils
sont évalués entre 5 et 10 min. Des tests d’étalement ont été réalisés en déposant une goutte

de la formulation (0.07 g) entre deux lames de verre, pour comparer leur texture (figure 111-5).

Figure 111-5 : Tests d’étalement des formulations (dépot de 0,07 g)

De gauche a droite : masque peel-off, masque lavable, créme hydratante et baume a levre

Les diamétres d’étalement de chaque formulation sont indiqués dans tableau 111-13.
Logiquement, la créme hydratante plus fluide a le diamétre d’étalement le plus élevé. Les
masques ont une texture plus épaisse, mais forme des films homogenes et translucides. Le
baume a une texture plus consistante s’apparentant a une cire solide, mais suffisamment
fondante pour épouser la surface.

Une goutte de NaDES a été également étalée au pinceau sur une carte de contraste (2 cm?), ce
qui montre les propriétés filmogenes initiales des NaDES. Ces propriétés ont probablement

contribué aux performances finales des formulations.

Tableau I11-13 : Propriétés filmogenes des NaDES et des formulations

Masque Masque Créme Baume a

peel-off hydrosoluble | hydratante | lévres
Aspect du NaDES sec sur film mat et | film lisse film mat film mat
une carte de contraste brillant uniforme
Diamétre d’étalement des 15 2 3 1,2
formulations (cm) *

*d’apreés la figure 111-5
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Les caractéristiques des quatre NaDES semblent favorables a 1’élaboration des formulations
filmogenes incluant des molécules actives. La capacité de solubiliser des molécules polaires
apparait meilleures pour les DES 3 et 4. On notera également que les codts des NaDES 1 et 3
(a base de glucose, de glycérol, d’acide lactique) sont plutot modérés. Il faudra évaluer si la
valeur ajoutée de la L-proline (pour la creme) et du DL-menthol (pour le baume) peut
compenser le codt respectif des NaDES 2 et 4.

9. Conclusion

Dans ce chapitre, quatre solvants eutectiques de polarités et de compositions différentes ont été
synthétisés et caractérises. Les syntheses ont été réalisées a des températures modérées (50 -
80°C). Ces NaDES ont déja été utilisés pour 1’extraction de molécules naturelles, mais deux
d’entre eux n’ont jamais été appliqués aux dréches. Les NaDES synthétisés ont été caractérisés
par spectroscopie infrarouge, par analyses thermogravimétrie (TG) et par calorimétrie
différentielle a balayage (DSC). Ces analyses ont permis de collecter des données nouvelles sur
ces NaDES et mettre en évidence les interactions entre les molécules, se traduisant par la

formation d’une phase liquide stable jusqu’a la température de décomposition.

L’¢tude réalisée a montré que les NaDES sélectionnés sont adaptés a 1’extraction des
métabolites présents dans les dréches. Les temps de mises en contact avec les dréches sont de
1 & 2 heures, a 40-50 °C. Le NaDES « DL-menthol/acide lactique » a permis d’obtenir un
mélange riche en composés peu polaires (caroténoides, lipides, tocophérol) tandis que les autres
NaDES comportent de nombreux métabolites polaires. Ainsi, le NaDES «acide
lactique/glucose » présentait les teneurs en composés phénoliques et flavonoides les plus
élevées. Néanmoins, les taux d’extraction en polyphénols et en caroténoides, ramenés a la
matiere seche de départ (dréches) sont toutefois inférieurs a ceux obtenus avec 1’éthanol

notamment.

Ainsi, les NaDES permettent d’obtenir des extraits de qualité (sans résidu de solvant
organique), comportant une large gamme de molécules. Les analyses HPLC ont permis
d’identifier 39 molécules extraites, parmi lesquelles les hydroxy/méthoxy flavones, les acides
phénoliques, les caroténoides et les tanins. Certaines molécules n’ont jamais été identifiees
auparavant au sein d’un NaDES. Les analyses révelent la capacité des NaDES a solubiliser des

molécules de polarités variables.

Les étapes d’extraction et de formulation ont pu étre associées de fagon a intégrer les NaDES

dans une formulation cosmétique. La biocompatibilité des NaDES permet de les inclure dans
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une formulation cosmétique et ce qui représente une nouvelle stratégie pour 1’écoconception de
formulation [37,38]. Enfin, nous avons vérifié que les molécules bioactives extraites par les

NaDES peuvent générer des effets benéfiques dans un maquillage facial (peau, levre).

Afin de compléter les données, des tests de tolérance cutanée devront étre envisagés. De méme,
des essais pour évaluer les activités anti-age de la créme et des masques pourront étre réalisés
Pour cela, il est possible de mesurer I’activité d’inhibition des formulations vis-a-vis des
enzymes élastase, collagénase et hyaluronidase, mécanismes responsables de la perte

d”élasticité et d'hydratation de la peau, lors du processus de vieillissement de la peau.

10. Partie expérimentale

10.1. Préparation de dréches de tomates

Les dréches de tomates fraiches fournies par la coopérative « Les Jus du Soleil » (Marmande,
France) ont été séchées a 50°C pendant 8 heures pour obtenir une matiére seche dont le taux
d’humidité est de 2%. Les dréches séches ont été broyées avec un broyeur électrique pour

obtenir des particules entre 1 et 2 mm (mesuré par microscopie optique, grossissement x 10).

Figure 111-6 : Dréches brutes broyées entre 1 et 2 mm

10.2. Méthodes d’extraction

10.2.1. Extraction avec le mélange Glycérol/Glucose

La préparation du DES « glycérol/glucose » a été adaptée des travaux de Wils et al. [31]. Le
glycérol et le glucose pesés sont mélangés dans un bécher de 100 mL, avec le rapport molaire
(3:1) en ajoutant 30% d'eau, puis placé a 80°C pendant 2h sous agitation magnétique jusqu'a
formation d’un liquide homogéne. L'extraction de dréches est réalisée dans le mélange de
glycérol et glucose. Brievement, 2 g de dréches broyées sont mises en suspension dans 32 g du
mélange glycérol/glucose, a 40°C pendant 2 h sous agitation. Une centrifugation (12 300 rpm,

20 min) permet de séparer les dréches du NaDES.
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10.2.2. Extraction avec le mélange DL-menthol/Acide lactique

La préparation du DES « DL-menthol/acide lactique » (Men-Lac) a été adaptée des travaux de
Silva et al. [14]. Le DL-menthol solide (HBA) et le liquide acide lactique (HBD) pesés sont
mélangés selon un rapport molaire (8:1) dans un bécher, chauffé sous agitation magnétique
jusqu'a formation d’un liquide homogeéne. L'extraction est réalisée en mettant 3,4 g de dréches
broyées dans 20 g du mélange Men-Lac, a 50°C pendant 1 h30 sous agitation. Apres
centrifugation (12 300 rpm, 20 min), I'extrait de couleur rouge intense est séparé des particules

de dréches.
11.2.3. Extraction avec le mélange Acide lactique/Glucose

La préparation du DES « acide lactique/glucose » a été adaptée des travaux de Fernandez et al.
[24]. L’acide lactique et le glucose pesés selon le rapport molaire (5:1) sont mélangés avant
I’addition de 15% d'eau. L’ensemble est mélangé a 50°C pendant 1 h sous agitation magnétique
jusqu'a la formation d’un liquide homogene et transparent. Briévement, 2 g de dréches séches
broyées sont mises en contact avec 40 ml du mélange «acide lactique/glucose » et
homogeéneisés par un vortex pendant 15 s. La suspension est soumise aux ultrasons (puissance
200 W, fréquence 20 kHz) a 40°C pendant 1 h. Puis le mélange a été centrifugé pendant 30 min

pour separer les particules de dréches.
11.2.4. Extraction avec le mélange L-Proline/Glycérol

La préparation du DES « L-proline et glycérol » a été adapté des travaux de \Wu et al. [32]. Les
deux composés pesés sont mélangés selon le rapport molaire (1:2,5) avec 30% d'eau, puis
I’ensemble est porté a 80°C sous agitation jusqu’a formation d'un liquide homogene et
transparent. L'extraction des dréches est réalisée en placant 2 g de dréches broyées en contact
avec 20 ml du mélange L-Proline/Glycérol, puis maintenues a 40°C pendant 1 h sous une
puissance ultrasonique de 320 W. Aprés centrifugation a 10 000 rpm pendant 10 min, il est
possible de séparer les particules de dréches.

10.3. Analyses infrarouges a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres FTIR des NaDES ont été réalisés dans la gamme 600-4000 cm™ avec un
spectrophotometre Perkin EImer Spectrum 100 en utilisant un dispositif ATR. La ligne de base
a été corrigée et I'absorbance a été normalisée entre O et 1.

10.4. Analyses thermiques

Les analyses ATG/ATD des NaDES ont été réalisées avec un équipement ATG/DSC 3+

(Mettler-Toledo) et les analyses de calorimétrie différentielle a balayage (DSC) avec un
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équipement DSC Sirius (Netzsch). 10,5 mg de matiére ont été prélevés et placés dans une
nacelle d'aluminium. Le flux d'azote a été réglé a 50 ml/min, avec une montée en
température de 10°C/min, entre 20 et 600 °C pour les thermogrammes et -100 et 20°C pour les

calorimétries.

10.5. Analyse par chromatographie liquide haute pression (HPLC-DAD)

L’équipement comporte une pompe Thermo Fisher Scientific Spectra System C18 100 munie
d'un détecteur PDA ACCELA. Les séparations ont été réalisées sur une colonne en phase
inverse RPC18 (Phenomenex, Le Pecq, France) de 150 x 2,1 mm avec une granulométrie de 3
pm. L'élution a été réalisée a un débit de 1,2 mL/min, en utilisant une phase mobile constituee
d'eau acidifiée a pH 2,6 (solvant A), et du mélange eau acidifiée : acétonitrile (20 : 80 v/v)
(solvant B). Les échantillons ont été élués par le gradient suivant : de 12% B a 30% B pendant
15 minutes, de 30% B a 50% pendant 2 minutes, de 50% B a 99,9% B pendant 3 minutes et
enfin de 99,9% B a 12% B pendant 10 minutes. Les échantillons ont été préparés en prélevant
0,5 mg de NaDES, dilu¢ dans 1 mL d’acétonitrile, avant un passage a travers un filtre seringue
Millex-HA 0,45 um (Sigma Aldrich). 300 pL de chaque échantillon ont été injectés et la
détection a été enregistrée a 280 nm. Les composés polyphénoliques et caroténoides ont été
identifiés en comparant leurs temps de rétention (TR) et leurs spectres a ceux des standards.

10.6. Détermination de la composition

10.6.1. Teneur totale en flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée selon la méthode au chlorure d'aluminium
adaptée de Quettier-Deleu et al. [33] avec quelques modifications. 200 pl d'extraits et 800 pl
d'éthanol ont été mis dans un flacon. 1 mL d'une solution méthanolique de chlorure d'aluminium
(2%) a été ajouté puis sont mélangés avant une incubation a I'obscurité pendant 1 heure a
température ambiante. L'absorbance des échantillons a été mesurée a 415 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre UVD 1800 (Shimadzu). Un blanc a été préparé de maniére similaire en

remplacant la solution d'extrait par de I'éthanol avant la lecture des échantillons.

Une courbe d'étalonnage a été préparée en utilisant la rutine comme étalon avec des
concentrations comprises entre 0 et 35 pg/mL dans I'éthanol et 200 ul de chaque DES ont eté
ajoutés afin d'avoir le méme rapport éthanol/DES. Des aliquotes de solution de rutine ont eté
mises en contact avec la solution de chlorure d'aluminium, avec le méme protocole. La
concentration en flavonoides est exprimée en milligrammes d'équivalent rutine (ER) par

gramme de dréches. Les mesures ont éte realisées en triplicate.
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10.6.2. Teneur totale en caroténoides

Un spectrophotométre UV 1800 (Shimadzu) a été utilisé pour estimer la teneur totale en
caroténoides a 446 nm dans une cellule en quartz avec une longueur de trajet de 1 cm. 0,1 g
d'extrait séché a été dissous dans 50 ml d'éthanol avant passage aux ultrasons pendant 1 min.
Les absorbances a 446 nm de solutions préparées avec une concentration comprise entre 1,04
et 26 ng/mL de B-caroténe dans le DES 2 (DL-menthol/acide lactique) ont été mesurées et les
valeurs obtenues ont été utilisées pour la courbe d'étalonnage. La teneur totale en caroténoides
a été calculée en mg d'équivalent B-carotene par gramme de dréches. Les mesures ont été

réalisées en triplicat.

10.6.3. Teneur totale en polyphénols

La teneur totale en polyphénols des extraits a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu selon Papoutsis et al. [34] avec quelques modifications. 60 ul de la solution d’extrait
et 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu 10% (p/v) et 1040 pL de DES 3 (acide lactique/glucose)
sont ajoutés a 800 pL d'une solution de carbonate de sodium (2%). Le mélange a été agité
manuellement et incubé dans I'obscurité a température ambiante pendant 30 min. L'absorbance
a été mesurée a 760 nm avec un spectrophotométre UVD 1800 (Shimadzu). L’éthanol seul est
utilisé comme blanc.

La courbe d'étalonnage a été réalisée avec des concentrations comprises entre 0 et 100 pg
d’acide gallique/mL de DES 3. Les différentes solutions d'acide gallique ont été mélangées avec
le réactif de Folin-Ciocalteu avec le méme protocole que celui utilisé pour les extraits. Les
résultats sont exprimés en milligrammes d'équivalent acide galliqgue (EAG) par gramme de

dréches. Les mesures ont été réalisées en triplicat.

10.7. Preparation des émulsions cosmetiques

10.7.1. Formulation du masque peel-off

L’extrait réalisé avec le glycérol/glucose est utilisé pour la formulation du masque peel off selon
un protocole adapté de Kulkarni et al. [35]. La composition en pourcentage massique est
indiquée dans le tableau 111-9. L'eau et le PVA ont été melangé a 80°C sous agitation constante
jusqu'a la formation d’un gel. Le mélange est refroidi a 40°C, puis le polyéthylene glycol 40
(PEG) et I’extrait sont ajoutés. Enfin, le monoglycéride de laurate, I'éthanol et le cosgard ont

été ajoutés, sous une agitation vigoureuse maintenue pendant quelques minutes.
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10.7.2. Formulation de baume a lévres

L’extrait réalisé avec le DL-menthol/acide lactique est utilisé pour la formulation du baume a
levres. La composition en pourcentage massique est indiquée dans le tableau 111-10. La cire
de Candelilla, la cire d'abeille, I'extrait, I’huile de coco fractionnée (caprylis) et I'nuile de ricin
sont mélangés dans un bécher et agités au bain-marie a environ 40°C jusqu'a la formation d’un

gel. 7 gouttes d’un extrait de framboise ont été ajoutés.

10.7.3. Formulation de masque hydrosoluble

L’extrait réalisé avec 1’acide lactique/glucose est utilisé pour la formulation du masque gel, en
adaptant les travaux de Gupta [28]. La composition en pourcentage massique est indiquée dans
le tableau I11-11. Le xanthane, le glycérol et I'extrait ont été mélangés a température ambiante
avant d'ajouter I'eau et le cosgard. La formulation est agitée mécaniquement pendant 15 min

jusqu’a formation d’un gel homogeéne. 2 gouttes d'huile de cédrat peuvent étre ajoutées.

10.7.4. Formulation de créme hydratante

L’extrait réalisé avec le NaDES glycérol/L-proline a été utilisé dans la formulation de la creme
hydratante. La composition en pourcentage massique est indiquée dans le tableau I11-12. Les
phases aqueuse et huileuse sont préparées séparément. Pour former la phase aqueuse, I'eau, le
NaDES et la gomme de xanthane ont été agités a 80°C jusqu'a 1’obtention d'un mélange
homogene. Par ailleurs, I'huile de jojoba, le laurate de glycérol, le beurre de Kkarité et la cire de
carnauba sont agités a 80°C jusqu'a homogénéisation. Les deux phases sont ensuite mélangées
et agitées a 80°C pendant 10 min. Apres ajout de I'amidon et I'éthanol, une agitation vigoureuse

¢épaissit le milieu et conduit a I’émulsion finale.
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Tableau I11-14 : Identification de molécules dans les extraits de dréches par HPLC-DAD

N° | TR Composés DES1 |DES2 | DES3 | DES 4
(min) (ua) |(ua) |(ua) |[(ua)

1 ]0,96 Acide gallique - 30.36 | 193.31 | -

2 221 (—)-Epicatéchine (flavanol) - - - 455.99

3 |251 Méthyl 3,5-dihydroxy benzoate - 1792 |- -

4 | 2,70 Acide férulique 465.73 | 16.94 | 66.43 | 124.85

5 1315 Acide caféique 158.67 | - - 285.79

6 |3,65 Acide trans-3-hydroxycinnamic (acide - 27.48 | 71.98 |-

chlorogénique)

7 13,85 Acide p-coumarique 212.78 | - - -

8 [543 Myricétine (flavonol) 236.96 | 12.99 |44.62 | 199.72

9 |6,21 6-hydroxycoumarine 105.77 | 6.15 45.13 | -

10 | 9,18 Acide 2-Hydroxycinnamique 28.75 |- - 32.75

11 | 9,63 Quercétine (flavonol) 39.94 |0.94 9.34 21.28

12 | 10,61 | 3,4-dihydroxy cinnamate - 0.08 - 14.64

13 | 10,94 | Acide trans-cinamique - 0.39 - -

14 | 11,17 | 3,4-dihydroxy-benzoic acid méthyl ester - - - 81.60

15 | 11,77 | Acide a-cyano-4-hydroxy cinnamique 144.19 | 4.73 37.02 |-

16 | 12,66 | Trolox (analogue de la vitamine E) 9.70 0.08 411 5.44

17 | 13,78 | Kaempférol (flavonol) 0.39 0.06 3.30 3.30

18 | 14,68 | 3-Cyano-7-hydroxy-4-methyl coumarine - 0.33 3.78 -

19 | 14,99 | Acide (+-)-6-hydroxy-2,5,7,8- 10.06 |- - 2.82

tetramethylchromane-2-carboxylique

20 | 15,58 | 6-Hydroxyflavone - - 1.40 1.15

21 | 16,22 | 5,6,7- hydroxy flavone (Baicaléine) 0.92 0.04 0.11 -

22 | 18,1 7-Hydroxy-4-phenyl coumarine - 0.31 - -

23 | 18,53 | 3-Chloro-7-hydroxy-4-methyl coumarine 31.69 |1.31 - -

24 | 18,70 | 5-hydroxy-4'-methoxyl flavone 1486 |- 15.66 | 42.77

25 | 19,61 | 7-Hydroxy flavone - 0.18 - -

26 | 19,79 | p-caroténe 9.20 24.5 7.32 -

27 | 19,81 | Lutéine 0.08 11.08 |7.28 -

28 | 20,28 | 4-Hydroxytamoxifene (deux isomeéres E et Z) 2.86 0.18 - 15.01

29 | 20,62 | 5,7-Dihydroxy-4-propyl coumarine - 0.33 0.76 -

30 | 20,75 | 3'-hydroxy-6-methyl flavone 3.22 - - -

31 | 20,99 | 5-Hydroxy flavone - - - 0.13

32 | 21,12 | Butyl 4-hydroxy benzoate 0.15 - 0.17 -

33 | 21,49 | Benzyl 4-hydroxy benzoate 0.59 - 0.62 -

34 121,50 | 7-hydroxy-3'4',5'-trimethoxy-a-naphthoflavone - - - 0.58

35 | 21,83 | 3,7-dimethoxyflavone 1.01 1,39 - -
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36 | 22 5-hydroxy-3'-methoxyflavone - - 1.20 -
37 | 22,03 | 5-hydroxy-4'-methoxyflavone - - - 0.93
38 | 22,54 | 4',5'-dimethoxy-2'-hydroxy-4-methylchalcone - - - 0.16
39 | 23,39 | Hamamélitanin 5.24 5.06 - -
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Chapitre IV : Conception d’agromatériaux da base de dréches de tomates

1. Introduction

Les agromatériaux sont issus de co-produits d’origine agricole. Ils peuvent par exemple
étre utilisés pour des applications en construction. A titre d’exemple, selon 1’ Association des
Industriels de la Construction Biosourcée (AICB), les produits végétaux fourniraient 10% des
ventes d’isolants en France, ce qui représente encore un marché de niche. Une autre partie concerne
les matériaux d’emballage, y compris pour des applications en agriculture (les films de paillage
par exemple) ou les piéces d’usage unique (assiettes, couverts jetables, etc.). Compte-tenu des
tensions sur les prix et sur les disponibilités des matiéres premiéres notamment celles d’origine
fossile, il est important de pouvoir compter sur des filiéres d’approvisionnement local en matieres

premiéres biosourcées qui, de plus, génerent de la valeur ajoutée aux productions agricoles.

Le développement des matériaux a partir de biopolyméres apparait comme 1’un des moyens
de valoriser certains co-produits de I’agriculture. Pour élaborer ces matériaux renouvelables, il faut
mettre en ceuvre des procédés adaptés au traitement des matiéres premicres végétales, dans le
respect de ’environnement. Ces matériaux d’origine naturelle peuvent conquérir des marchés dans
les domaines de la construction, des transports et de I’emballage des produits alimentaires [1]. Des
biocomposites sont également développés en associant un polymere de synthése, souvent
biosourcé ou biodégradable, avec des fibres végétales en guise de renfort mécanique. L’objectif
est de diversifier I’origine des matiéres premicres en fonction de leur disponibilité et de renforcer
les propriétés mécaniques [2]. Actuellement, les activités de recherche se concentrent sur
I’utilisation des fractions protéiques et lignocellulosiques disponibles a cotlits modérés, en
associant des procédés conformes a la chimie verte [3]. Ainsi, les travaux de Uitterhaegen et al.
[4] ont montré que des tourteaux de coriandre pouvaient étre utilisés pour la fabrication des

panneaux cohésifs par thermopressage, évitant ainsi l'utilisation d'adhésifs chimiques.

Plus récemment, Evon et al. [5] ont montré que les tiges d’amarante pouvaient étre utilisées
pour produire des matériaux pour la construction. D’une part, I'écorce a ét¢ utilisée pour produire
des panneaux durs par pressage hydraulique a chaud (20 MPa a 200°C). D’autre part, la moelle,
située initialement au cceur de la tige, a été transformée en des blocs isolants, cohesifs et facilement
usinables, par compression a température ambiante (9 kPa). Evon et al. [6] ont également mis au
point des panneaux cohésifs avec des propriétés mécaniques intéressantes a partir d’anas issus de
la paille de lin oléagineux. Faits de particules d’anas riches en cellulose et en lignines, ces
panneaux de fibres ont eux aussi eté obtenus par thermopressage. Par ailleurs, des films
hydrophobes ont été formulés a partir des polyesters de la cutine présente dans les dréches de

tomates : ils pourraient servir de revétements ou de films d’emballage [7,8].
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Ce quatrieme chapitre décrit une nouvelle approche portant sur la conception
d’agromatériaux a partir des dréches, qu’elles soient brutes ou traitées. Deux types de matériaux

seront ainsi développés :

- Des panneaux durs obtenus par thermopressage des dréches brutes ou des dréches traitées.
- Des matériaux composites issus du mélange des dréches traitées dans trois différentes matrices
thermoplastiques commerciales (PCL, polycaprolactone ; PBS, poly(butyléne succinate) ;

PHB, polyhydroxybutyrate).

Pour cela, ont été¢ étudiées les conditions expérimentales pour mettre en ceuvre (i) un
procédé de thermopressage des dréches et (ii) un procédé de compoundage intégrant la dispersion
d’une charge faite des dréches dans un bioplastique de synthese préalablement fondu. Les
propriétés des matériaux obtenus sont évaluées en terme de résistance mécanique et de sensibilité

a l'eau.

2. Analyse infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Le spectre IR des dréches brutes présente les fonctions caractéristiques de biopolymeéres tels que
les polysaccharides (celluloses, hémicellulose, pectines) et les polyesters. Les résultats obtenus sur
les dréches brutes sont présentés dans le tableau V-1 (Annexe 1). Les bandes les plus intenses
correspondent aux vibrations v(C=0) et v(C-O), groupements caractéristiques de ces molécules.
La vibration v(C=C) est quant a elle attribuable a la présence de doubles liaisons sur les chaines
hydrocarbonées des acides gras insaturés. Ces doubles liaisons peuvent également provenir de la

présence de caroténoides.

Tableau 1V-1 : Analyses infrarouges de dréches brutes

Nombre Attribution Fonctions Molécules Réfeérences
d’onde (cm™?) chimiques présentes dans
les dréches
3404 v(O-H) Alcool lié Polysaccharides | Toscano et al.
[9]

2960 v(C-H) pour Chaine Lipides Manrich et al.
2928 CHs hydrocarbonee Polysaccharides | [10]
2857 v(C-H) pour

CH>

v(C-H) pour

CH
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1713 v(C=0) Ester conjugué, Polyester Manrich et al.
groupement acyle (cutine) [10]
Hémicelluloses | Toscano et al.
[9]

1639 v(C=C) Alcene Acide gras Toscano et al.
insaturé, [9]
caroténoides,
lignine

1414 v(C-H) CHaz, CHs cellulose,
hémicellulose

1262 v(C-0) Ester Pectine Toscano et al.

[9]

1201 v(C-OH) Alcool Cellulose, Manrich et al.
hémicellulose [10]

1160 v(C-OH) Alcool Cellulose, Manrich et al.

v(C-0-C) Cycle des unités hémicelluloses [10]
monosaccharidiques Toscano et al.
[°]
1031 v(C-OH) Idem Cellulose
et v(C-0-C)
v(CH2=) Alcéne Caroténoides

3. Composition chimique des dréches de tomates

La matiere premiere brute et les dréches traitées ont été analysées afin de déterminer leurs
teneurs en matieres minérales, en lipides résiduels et en extractibles a 1’eau. La méthode NDF
(pour Neutral Detergent Fiber) de VVan Soest et Wine [11] permet de quantifier I’ensemble des
constituants des parois cellulaires, a savoir la cellulose, les hémicelluloses et les lignines. La
méthode ADF (pour Acid Detergent Fiber) de Van Soest et Wine [12] permet quant a elle
d’accéder aux teneurs en cellulose et en lignines. Une attaque ADF a froid mettant en jeu une
solution de permanganate de potassium permet dans un troisieme temps d’accéder a la seule teneur
en cellulose. Les résultats obtenus sur les dréches brutes et dréches traitées sont affichés dans le
tableau 1VV-2. Pour les dréches en provenance du Lot-et-Garonne, la cellulose est le constituant
majoritaire de la matiére premiére. A I’inverse, Chiou et al. [13] avaient trouvé de fagon
surprenante que les dréches de Californie avaient une teneur en lignine élevée (57%). Des dréches
de tomates collectées en Turquie ont révélé une abondance en hémicelluloses (57%) et une teneur
en lipides relativement conséquente, égale a 16% [14]. Ces resultats montrent que la composition
en polymeres lignocellulosiques dépend de fagon importante a la fois de la variété des plants et du
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climat. 1l est a noter que les dréches traitées (en milieu aqueux oxydant tamponné a 90°C) ont une
teneur en constituants pariétaux (cellulose, hémicelluloses et lignines) plus élevée que les dréches
brutes. Logiquement, la teneur en hydrosolubles diminue de 33% a 22%, suite au traitement en
milieu aqueux. La revue de Tajuddin et al. [15] indique le réle important de la cellulose comme
renfort mécanique a l'intérieur des matériaux biosourcés alors que les hémicelluloses et les sucres
libres peuvent étre utilisés comme des liants internes, contribuant & une meilleure cohésion du
matériau. Telles que présentées dans le tableau 1V-2, les compositions chimiques des dréches
brutes et des dréches traitées laissent donc penser qu’il pourrait s’agir de matiéres premiéres de

choix pour I’obtention de panneaux 100% biosourcés par pressage a chaud.

Tableau 1V-2 : Composition chimique de la matiere premiére brute et des dréches traitées (MS, matiére

seche)
Dréches brutes Dréches traitées
Humidité (%) 8,2+0,2 79101
Matiéres minérales (% MS) 55+0,2 52+0,1
Cellulose (% MS) 36,5+0,1 434+0,1
Hémicelluloses (% MS) 8,3+ 1,8 12,2+23
Lignines (% MS) 53+£0,1 6,8+0,3
Lipides (% MS) 7,7+0,2 8,3+0,2
Extractibles aqueux (% MS) 33,0+£0,1 22,0+0,1

4. Obtention de matériaux par thermopressage

La conception des matériaux a partir de biomasses lignocellulosiques issues de co-produits
de I’industrie agricole implique I’utilisation de procédés adaptés. Le thermopressage est un
procédé largement utilisé pour fabriquer des matériaux naturels [16,17]. 1l consiste a soumettre la
matiére a une pression et a une température inférieure a la température de dégradation des
constituants. Pour cela, le matériel est placé sur la partie inférieure d’un moule chauftfé. Puis, la
partie supérieure se ferme, étalant ainsi la masse sur cette surface. Ce procédé a par exemple été
appliqué a un tourteau issu des graines de coriandre pour la production de panneaux de fibres [4].

Ici, notre objectif est de réaliser une étude préliminaire visant a obtenir un matériau composé a
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100% de dréches, sans ajout d’aucun liant exogéne. Pour cela, il convient tout de méme d’étudier
la dégradation thermique des dréches afin de choisir convenablement la température qui sera mise

en ceuvre au moment du pressage a chaud.

5. Analyse thermogravimétrique (ATG) des dréches

Afin d’étudier le comportement de la matiere premiére lors d’une augmentation de la
température, une analyse thermogravimétrique sous air a été réalisée. Les thermogrammes sont
présentés en figure V-1, respectivement pour les dréches brutes et pour les dréches traitées. La
perte de masse intervenant entre 100°C et 120°C correspond a I’évaporation de 1’eau résiduelle.
Puis, la décomposition thermique des composés organiques intervient en plusieurs étapes. La
premiére phase, entre 170°C et 180°C, représente environ 10% de la masse initiale des dréches
brutes et correspond vraisemblablement a la décomposition des sucres libres et des
polysaccharides de plus faible poids moléculaire. La seconde phase, autour de 300°C (pic le long
de la courbe DTG), correspond a la dégradation de la cellulose et des hémicelluloses. C’est entre
400°C et 500°C qu’intervient la décomposition des lignines et, de facon plus hypothétique, celle
des lipides (environ 20% de la masse initiale des dréches). La masse résiduelle de 5% enregistrée
en fin d’analyse représente quant a elle les matiéres minérales contenues dans 1’échantillon
analysé. Pour les dréches traitées, il semble que les différents constituants se degradent
principalement entre 250°C et 350°C.
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Figure 1V-1 : Analyse thermogravimétrigue sous air entre 30°C et 800°C des dréches brutes.

(a) et des dréches traitées (b). En noir : perte de masse en fonction de la température (courbe ATG) ;
en bleu : dérivée de la courbe noire (courbe DTG) ; en rouge : variation d’enthalpie.

Ces analyses ATG montrent que pour une température inférieure a 220°C, la matiere
premiére ne subit pas de dégradation majeure. La température de transition vitreuse de la plupart
des polymeres naturels se situant autour de 140-145°C a leur humidité d’équilibre [15], nous
choisirons donc de nous placer a une température de thermopressage comprise entre 150°C et
220°C.

6. Choix des conditions pour le thermopressage

Les dréches séchées a 60°C pendant 15 h sont thermopressées a trois températures
différentes (180°C, 200°C et 220°C), et ce sous une pression de 20 MPa (équivalent & 204 kgf/cm?)
appliquée pendant 150 s. Des panneaux de fibres cohésifs sont réalisés a partir de 150 g de dréches
(figure 1V-2). Plus la température du thermopressage est élevée, plus la couleur du panneau est

foncée.
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Figure V-2 : Aspect des panneaux de fibres (carrés de 15 cm de cotés) fabriqués a partir des dréches
brutes a 180°C et 200°C (de gauche a droite)

7. Comparaison des propriétes des panneaux obtenus a partir des dréches

brutes et des dréches traitéees

Les plaques obtenues ont montré une structure compacte, uniforme et cohésive, les rendant
usinables a 1’aide d’une scie & ruban. En effet, lors de la mise en forme, la cellulose et les
hémicelluloses présents dans les dréches sont partiellement hydrolysées en sucres solubles simples
qui contribuent a une auto-liaison, jouant le r6le des liants naturels responsables du mécanisme de
liaison dans les panneaux de fibres, et ce sans la présence d’adhésifs synthétiques [15]. Les
propriétés des panneaux sont présentées dans le tableau 1V-3. La plaque obtenue a 200°C est plus
foncée, plus dense et plus dure que celle obtenue a 180°C. Une température de mise en forme de
200°C est suffisante pour activer ces liants, aboutissant a la meilleure tenue mécanique [18]. Une
amélioration de la tenue mécanique et de la tenue a I’eau a été rendue possible a 200°C. Plus la
densité des panneaux est élevée, plus il y a une réduction de leurs porosités internes, les rendant
moins sensibles a ’eau. Les propriétés en flexion des trois plaques n’en demeurent pas moins
faibles, toujours inférieures a 10 MPa (1,1, 3,2 et 3,5 MPa respectivement), ce qui les rend
inutilisables pour des usages en construction. A D’inverse, ces plaques pourraient servir a la
fabrication de contenants intermédiaires, pour le transport et le conditionnement de fruits et de
legumes par exemple, de telles utilisations ne nécessitant pas des propriétés mecaniques aussi

¢levées et de longues durées d’usage.

A la température de 220°C, le fluage de la matiére lors du cycle de mise en forme indique
I’amorgage de la dégradation de certains composés, les monosaccharides en particulier, comme
I’indique 1’analyse thermogravimétrique des dréches. Une température de 200°C, sous une

pression proche de 21 MPa, a donc été considérée comme optimale pour la présente étude. Par
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ailleurs, on observe que les propriétes de flexion et de dureté de surface (3,5 MPa pour la contrainte

de rupture en flexion et 54,9° pour la dureté de surface Shore D) sont sensiblement améliorées

avec les dréches traitées dont la teneur en lignocellulose est plus élevée (tableau 1V-2). Le

panneau associ¢ présente également une tenue a I’ecau légérement améliorée lors des essais

d’immersion. Il s’agit donc la d’une mati¢re premiere a privilégier pour 1’obtention de panneaux

par thermopressage.

Tableau 1V-3 : Comparaison des différentes propriétés des panneaux a base de dréches pressés a

chaud & 180°C et 200°C
N° de plagque 1 2 3
Matiére premiere Dréches Dréches Dréches traitées
brutes brutes
Température du moule lors de la mise | 180 °C 200 °C 200 °C
en forme (°C)
t (mm) Epaisseur 5,7+0,2 52+0,1 55+0,1
p (kg/md) Densité 1089 + 11 1146 + 8 1106 + 10
F (N) Force de rupture lors | 8,2+0,4 21,1+28 275+2,0
des essais de flexion
of (MPa) Contrainte de 1,1+0,2 32+04 35%0,3
rupture en flexion
Etr (MPa) Module élastiqueen | 90+7 457 + 50 521 +40
flexion
Shore D (°) Dureté de surface 40,7+ 4,3 52,0+2,8 54,9+39
TS (%) Gonflement en Plaque délitée | 103,6 £ 10,3 68,9+ 7,5
épaisseur apres 24 h (mesure
d’immersion dans . .
, impossible)
P’eau
WA (%) Absorption d’eau Plaque délitée | 107,7+124 69,9+ 6,1
apres immersion
(mesure
impossible)
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8. Etude des émissions en composés organiques volatils des panneaux a base

de dréches

Les composés organiques volatils recouvrent une grande variété de substances
chimiques ayant pour point commun d’étre composés de carbone et d’étre volatils a température
ambiante. 1l existe plusieurs définitions des COV qui different selon les pays et les auteurs. Celle
de la Directive Européenne du 11 mars 1999, relative a la réduction des émissions de COV dues a
I’utilisation de solvants organiques dans certaines activités et installations [19], précise qu’il s’agit
de «tout composé organique ayant au moins une pression de vapeur de 0,01 kPa a une
température de 293,15 K ou ayant une volatilité correspondante dans les conditions d utilisation
particulieres ».

Les COV atmosphériques sont présents aussi bien dans I’air intérieur des batiments que
dans I’air extérieur. Ils ont de nombreuses sources naturelles et anthropiques. En effet, ils sont non
seulement emis par la végétation, les foréts [20] mais également par les transports, le secteur de
I’énergie ou celui des produits de commodité. L’utilisation de solvants organiques pour la
fabrication de divers produits manufacturés (peintures, encres, revétements, matériaux, etc.) est
I’'une des principales sources d’émission de COV selon les données du Centre interprofessionnel
technique d'études de la pollution atmosphérique (CITEPA) [21].

Les COV peuvent étre des polluants primaires mais également étre a ’origine de la
formation de polluants secondaires tels que 1’ozone troposphérique. Ce dernier est un oxydant
puissant et un gaz a effet de serre. Les COV peuvent donc avoir des impacts directs et indirects
sur les étres vivants et I’environnement. Les effets sur la santé humaine dépendent de la durée et
des doses d’exposition aux COV et a I’ozone généré.

En France, depuis janvier 2012, les produits de décoration et de construction doivent
obligatoirement comporter une étiquette indiquant leurs niveaux d'émission de COV dans les
environnements intérieurs (cf. arrété du 19 avril 2011 relatif a I'étiquetage des produits de
construction ou de revétement de mur ou de sol et des peintures et vernis sur leurs émissions de
polluants volatils) [22]. Les émissions de COV d’un matériau font donc partie des critéres a évaluer
pour mesurer d’éventuels impacts environnementaux et sanitaires. Ainsi, un materiau, méme
d’origine biosourcée, peut étre a 1’origine de I’émission de molécules volatiles dont il faut tenir
compte pour son utilisation, en particulier pour des applications en construction ou pour un usage
de matériau d’emballage avec un possible contact alimentaire. A titre d’exemple, méme les
matériaux en bois utilisés pour la construction émettent des aldéhydes et des terpénes [23, 24, 25,
26].
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Les matériaux préparés avec les dréches dégagent une odeur caracteristique dont certaines
notes sont décrites par Mildner-Szkudlarz et al. [27], a partir de I’identification des COV émis par
un tourteau de graines aprés cuisson. Ainsi, les notes issues des dréches thermopressees
s’apparentent a des senteurs végétales et herbales (dues notamment aux aldéhydes aliphatiques)
ainsi qu’a des notes pyrogénées (odeurs de grill¢, de graines et de caramel, etc.), associées aux
dérivés furaniques et de pyrazines. De leur c6té, Du et al. [28] avaient identifié¢ I’hexanal parmi les
composés volatils émis par les tomates fraiches. L hexanal est un composé trés souvent décrit pour
son odeur fruitée, herbale, associée a des notes « grasse ».

Cette partie du travail vise a étudier les émissions en composés organiques volatils émis
par les panneaux 100% a base de dréches. Certains COV sont, en effet, connus pour leur bioactivité
pourrait ainsi étre avantageusement mise a profit. Nous devons également vérifier si ces COV ne

présentent pas d’incompatibilité par rapport au transport ou stockage de denrées alimentaires.

Le tableau IVV-4 mentionne les principaux composés volatils identifiés dans les émissions
dues aux panneaux faits de dréches brutes ou de dréches traitées. Dans ce tableau, on observe que
la composition qualitative differe entre les deux types de panneaux. L’acide acétique, le 3-méthyl-
2-butanol, I’hexanal, le 3-(2H) furanone dihydro-2-méthyl, le 2-furfural, le 2-acétylfurane, le 5-
méthylfurfural et le nonanal sont des composés communs aux deux types de panneaux. Les dréches
brutes émettent spécifiquement les composés suivants: le 2-furane méthanol, 1’acétate de
furfuryle, la 2-éthyl-3-méthylpyrazine et la 2-éthyl-5-méthylpyrazine. Les dréches traitées
émettent spécifiquement 1’acétate d’éthyle, le 3-furfural, I’heptanal, 1’acide butanoique, le 2-

pentylfurane, le décane et le dodécane.

Tableau 1V-4 : Principaux composés volatils identifiés provenant des panneaux a base des
dréches brutes et traitées

Composés Formules CAS IRIit | IRexp | Dréches | Dréches
brutes | traitées
Acétate d’éthyle 0 141-78- | 606%° | 600 n.d. *
)LO/\ 6
Acide acétique o 64-19-7 | 609%" | 615 * *
CHg)J\OH
3-méthyl-2-butanol )\( 598-75- | 671%® | 678 | * *
4
OH
Hexanal o |66-25-1 | 801%° | 800 * *
CHB/\/\/U\H
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2-méthyltetrahydrofuran- % 3188- | 817 |811 |* *
3-one 00-9
[}
2-furfural I\ o 08-01-1 | 845% | 845 * *
o
H
3-furfural =0 | 498-60- | 845% | 855 n.d. *
B 2
@)
2-furane méthanol B 98-00-0 | 880%° | 890 * n.d.
O
OH
Heptanal w1, | 111-71- 1 901% | 906 | n.d. *
7
2-acétylfurane . o 1192- [ 9273 932 | * *
O b 62-7
Acide 4-hydroxy vo_~ L. 591-81- [ 933* 932 |n.d. *
butanoique R |
5-méthylfurfural I\, |620-02- | 980%° | 981 * *
HsC™ O 0
0
2-pentylfurane 3777- 1 995% | 994 n.d. *
p y Q\(CH2)4CH3 69'3
Décane w~~~~ | 124-18- | 1000%° | 1000 | n.d. *
5
Acétate de furfuryle (Do o 623-17- | 1004% | 1008 | * n.d.
0 6
2-éthyl-3-méthylpyrazine Ny CHs 15707- | 1002%° | 1009 | * n.d.
[N/I/CHS 23-0
2-éthyl-5-méthylpyrazine > 13360- | 1019% | 1016 | * n.d.
NJ\/ 64-0
Nonanal £ | 124-19- | 1100 | 1118 | * *
CH3(CHz)sCHz~ H 6
Dodécane CH3(CHz)10CH; 112-40- | 1200%° | 1200 n.d. *
3

* - detecté, n.d. : non détecté.

Parmi les dix-neuf composés identifiés dans les plaques issues du thermopressage, on note
la présence de douze composés carbonylés dont huit dérivés du furfural. Vraisemblablement
formés lors de la mise en forme, ces composes proviennent de la dégradation thermique des acides
amineés, des glucides ou des acides gras polyinsaturés. Ils sont genéralement présents dans les
matiéres premieres torréfiées [27]. Les dérivés des pyrazines ainsi que les dérivés furaniques
proviennent de la dégradation des sucres et contribuent aux arémes caractéristiques qui se dégagent
des plaques obtenues [34]. Certains aldehydes tels que le n-hexanal, n-heptanal et n-octanal
proviennent de 1’oxydation des lipides (en particulier de I’acide oléique et acide palmitoléique)

[35]. Signalons ici que certaines pyrazines sont des composés clés de I’arome des vins. Quant aux
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acides organiques egalement détectés, ils proviennent des réactions de Maillard pouvant se

produire lors du thermopressage.

Parmi les composés volatils émis par les panneaux de dréches, certains d’entre eux
disposent de bioactivités reconnues et qui sont d’ores et déja mentionnées dans la littérature
scientifique. L’acide acétique, introduit dans des formulations en association avec d’autres
molécules, permet de lutter contre la formation de certaines colonies bactériennes, pour prolonger
la durée de conservation du riz cuit [36] ou pour limiter le développement de moisissures par
fumigation sur les arbres fruitiers [37]. Le 3-methyl-2-butanol, issu de 1’huile de 1’écorce de
Gliricidia Sepium, a montré une activité inhibitrice contre de nombreuses bactéries [38]. Alizadeh
et al. [39] ont rassemblé les travaux relatifs aux furanes substitués d’origine naturelle, montrant
leur réle non négligeable dans diverses propriétés biologiques (activités antioxydantes,
antimicrobiennes ou antiinflammatoires). En particulier, le furfural, I’alcool furfurylique et
I’acide furoique ont montré un large spectre d’activités antibactériennes. Ils sont aujourd’hui
notamment utilisés pour le développement de nouveaux bioinsecticides [40]. Par ailleurs, un
traitement par fumigation d’une solution de 2-éthyl-5-méthylpyrazine réduit I’attaque
bactérienne sur les mangues apres leur récolte [41]. Song et al. [42] ont également montré que les
propriétés antifongiques de 1’hexanal, souvent présent dans les fractions volatiles émises par les
matieres premicres d’origine végétale, permettent de prolonger la conservation des myrtilles apres
récolte. Des aldéhydes tels que le nonanal, présent dans la fraction volatile des extraits
éthanoliques de cires d’abeille, ont eux aussi été identifiés pour leur contribution a I’activité
antibactérienne des extraits [43]. Enfin, Germinara et al. [44] ont montré que le furfural et certains
aldéhydes aliphatiques avaient la capacité de modifier I’orientation olfactive des insectes. Ils

pourraient ainsi étre utilisés comme un répulsif naturel.

L’ensemble de ces données issues de la littérature scientifique montre que les adhéhydes
et les composés furaniques détectés dans les fractions volatiles de matériels végétaux sont souvent
associés a une activité antimicrobienne voire répulsive pour les insectes. Le furfural et certains
aldéhydes sont listés dans la base de donnees de la Food and Drug Administration (FDA)
américainne comme des additifs alimentaires autorisés (EAFUS, Everything Added to Food in the
United States). Ils sont d’ailleurs fréquemment utilisés pour produire des notes aromatiques pour

I’industrie alimentaire.

Ces multiples propriétés sont intéressantes et compatibles avec le conditionnement

d’aliments. Ainsi, dans notre cas, un contenant a base de dréches thermopressées pourrait de toute
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évidence contribuer a améliorer la conservation des fruits ou des légumes au cours de leur transport

ou lors de leur stockage, avant acheminement vers leur lieu de vente.

9. Obtention des matériaux composites par mélange des dréches traitées dans
des matrices thermoplastiques

9.1.  Choix des matrices et description de leur origine

Une autre valorisation des dréches de tomates dans le domaine des matériaux pourrait étre
leur utilisation en tant que charges de renfort dans des matrices plastiques. Pour cette partie de
I’étude, trois matrices bioplastiques ont ainsi été sélectionnées : le PBS (polybutyléne succinate),
la PCL (polycaprolactone) et le PHB (polyhydroxybutyrate). Il s’agit 1a de trois biopolyesters
disponibles sur le marché et également biodégradables en fin de vie. Le polybutyléne succinate
(PBS) est un thermoplastique biodégradable semi-cristallin et flexible. Ses deux éléments
constitutifs (le 1,4-butanediol et l'acide succinique) peuvent étre produits a partir de matieres
premiéres renouvelables telles que I'amidon (principalement celui issu du mais), le glucose et le
saccharose, par fermentation. La poly(e-caprolactone) (PCL) est un thermoplastique
biodégradable d’origine fossile et qui est généralement produit par polymérisation apres ouverture
de cycle de la e-caprolactone. Le polyhydroxybutyrate (PHB) est quant a lui un thermoplastique
biosourcé et biodégradable synthétisé par certains micro-organismes sous forme de réserves
d'énergie et de carbone [45]. Ces trois biopolymeéres ont des points de fusion trés différents
(tableau 1V-5).

Dans I’étude qui va suivre, des matériaux biocomposites associant I’'une de ces matrices
aux dréches prealablement traitées seront fabriqués puis analysés. Les dréches, utilisées ici comme
charge de renfort, seront incorporées a différents taux massiques : 0, 5, 10, 15, 20 et 25 %. Les
matériaux biocomposites sont produits en phase fondue a 1’aide d’un micro-compoundeur de type
Thermo Scientific Haake (Allemagne) MiniLab, a des températures égales a 65°C, 100°C et
170°C, respectivement, pour la PCL, le PBS et le PHB. Fort logiquement, ces températures ont été
choisies Iégerement supérieures aux températures de fusion des trois matrices bioplastiques
considérées (tableau 1V-4) afin que la dispersion des dréches puisse s’effectuer efficacement dans

une matrice polymére fondue.
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Tableau 1V-5 : Principales caractéristiques des trois matrices bioplastiques utilisées

bioplastique de fusion
commerciale

Matrice Température | Refroidissement | Densité Formule semi-développée

PCL 65 °C 40 °C 1,10

(grade CAPA 6250 ma/mm -
de polycaprolactone ) .‘
O _~CH;

_CH,

Perstorp)

de la société ’ CH» CH, CH,

PBS 100 °C 50 °C 1,24
(grade PBEQO1 de mg/mm?3
polybutylene
succinate de la
société NaturePlast)

PHB 170 °C 80 °C 1,23

polyhydroxybutyrate I I |

Biomer)

(grade P209 de mg/mm? CH, O

de la société HC CH.C—

9.2.  Analyse de la couleur des matériaux composites en fonction du taux de dréches

Une fois obtenus, des analyses colorimétriques ont d’abord été réalisées sur les différents
matériaux composites a base de PBS, de PCL et de PHB en mélange avec différents taux massiques
de dréches (0, 5, 10, 15, 20 et 25%) (figure 1VV-3). Pour cela, les mesures de couleur ont été
effectuées dans 1’espace chromatique CIE L*a*b*. Cette mesure de couleur permet de contrdler,
au moins de maniére qualitative, I’incorporation effective des dréches traitées, et ce a des taux
croissants. Nos résultats montrent globalement des valeurs décroissantes de la clarté L* et donc
une augmentation progressive de AL* (défini comme la différence entre la clarté de la matrice
seule et celle du composite) avec le taux de dréches, et ce pour les trois matrices testées (figure
V-4, figure 1V-5 et figure 1V-6). Ceci indique que les composites deviennent de plus en plus
sombres en méme temps que la proportion de dréches augmente, comme le montrent visuellement
les trois photographies de la figure 1V-3. En ce qui concerne la différence de couleur par rapport
a la matrice bioplastique seule (AE*), les résultats montrent que celle-ci tend a augmenter, et ce
d’une fagon quasi-linéaire, avec I’augmentation du taux massique de dréches, constituant un
moyen facilement accessible de contrdle de la qualité du biocomposite produit. Cette évolution
quasi-linéaire est effectivement la confirmation que la quantité souhaitée de dréches a bien été

ajoutée dans la matrice bioplastique considérée.
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AL*

Figure 1V-3 : Photos des composites a base de (a) PCL, (b) PBS et (c) PHB
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Figure 1V-4 : Analyse colorimétrique des six composites a base du PBS en fonction du taux massique
de dréches (0, 5, 10, 15, 20 et 25 %)
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Figure 1V-6 : Analyse colorimétrique des six composites a base du PHB en fonction du taux massique
de dréches (0, 5, 10, 15, 20 et 25 %)

9.3.  Rhéologie en phase fondue des matériaux composites en fonction du taux de dréches

Outre I’obtention d’une éprouvette en fin de compoundage, le micro-compoundeur
MiniLab permet également une mesure de rhéologie en phase fondue des mélanges
polymeére/charge lors de leur préparation. La mesure de viscosité apparente du mélange
biocomposite fondu peut en effet étre répétée pour différentes valeurs de taux de cisaillement grace

a ’augmentation progressive de la vitesse de rotation des vis de 1’appareil.

Des études rhéologiques ont ainsi été réalisées sur les composites a base de PHB, de PCL
et de PBS, et ce pour les différents taux de dréches testés (0, 5, 10, 15, 20 et 25%). La figure 1V-
7, la figure 1V-8 et la figure 1VV-9 montrent 1’évolution de la viscosité apparente en fonction du
taux de cisaillement appliqué pour les différents composites produits. Celle-ci diminue avec
I’augmentation du taux de cisaillement mécanique appliqué, et ce quelle que soit la formulation
considérée, traduisant le comportement rhéofluidifiant a la fois du polymere seul et du composite
polymere/dréche. Pour une méme matrice bioplastique et pour les valeurs de taux de cisaillement
les plus élevées, il est d’ailleurs important de noter que les courbes rhéologiques tendent toutes a
se rapprocher les unes des autres, ce qui signifie que la viscosité apparente du composite devient

alors relativement indépendante de son taux massique de dréches.
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Figure IV-7 : Evolution de la viscosité apparente & 170°C en fonction du taux de cisaillement appliqué
et du taux de dréches pour les composite a base de PHB
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Figure 1V-8 : Evolution de la viscosité apparente & 65°C en fonction du taux de cisaillement appliqué
et du taux de dréches pour les composites a base de PCL
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Figure 1V-9 : Evolution de la viscosité apparente & 100°C en fonction du taux de cisaillement appliqué
et du taux de dréches pour les composites a base de PBS

Pour chaque matrice bioplastique considérée, les courbes d’écoulement obtenues montrent
globalement une augmentation de la viscosité apparente au fur et a mesure que le taux de dréches
augmente a I’intérieur du mélange, et ce quel que soit le taux de cisaillement appliqué. Cet effet
d’augmentation de la rhéologie du mélange en présence des dréches est caractéristique de leur
comportement de charge de renfort, les particules de dréches limitant la mobilité des chaines du
plastique biosourcé les unes par rapport aux autres dans leur état fondu. Par ailleurs, la viscosité
apparente de toutes les formulations produites respecte la loi d’Ostwald et de Waele. Les valeurs
de m (indice de pseudoplasticité) et de K (consistance) ont ainsi pu étre calculées pour toutes les
formulations. Le tableau 1V-6, le tableau IV-7 et le tableau 1V-8 ci-dessous montrent leur
variation en fonction du taux de dréches ainsi que les coefficients de corrélation (R?) associés.
Avec I’augmentation de ce taux massique, les valeurs de m tendent a diminuer en méme temps
que celles de K tendent a augmenter, et ce pour les trois matrices testées. Cela traduit un mélange
fondu qui devient de plus en plus visqueux, les chaines polymeres voyant leur mobilité
progressivement se réduire et leur niveau d’enchevétrement entre elles dans le méme temps
augmenter. Il y a donc bien un effet de charge de renfort joué par les dréches vis-a-vis des trois

polymeéres testés dans leur état fondu.
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Tableau V-6 : Variation de m et K a 170°C en fonction du taux de dréches pour les composites a base
de PHB, et coefficient de corrélation R? associé au modele linéaire de la loi-puissance d’Ostwald et de

Waele
Taux des 0% 5% 10% 15% 20% 25%
dréches
m 0,6413 0,6876 0,5012 0,1667 0,1117 0,1054
K (Pa.s™) 81 67 291 1988 3225 3633
R? 0,96 0,94 0,92 0,99 0,97 0,99

Tableau 1V-7 : Variation de m et K & 100°C en fonction du taux de dréches pour les composites a base
de PBS, et coefficient de corrélation R? associé au modele linéaire de la loi-puissance d’Ostwald et de

Waele
Taux des 0% 5% 10% 15% 20% 25%
dréches
m 0,3593 0,3581 0,1512 0,1380 0,0958 0,0791
K (Pa.s™) 581 538 2468 3159 417 4922
R? 0,97 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99

Tableau IV-8 : Variation de m et K a 65°C en fonction du taux de dréches pour les composites a
base de PCL, et coefficient de corrélation R? associé au modéle linéaire de la loi-puissance
d’Ostwald et de Waele

Taux des 0% 5% 10% 15% 20% 25%
dréches
m 0,2576 0,2259 0,1944 0,1547 0,2154 0,1375
K (Pa.s™) 439 532 709 1031 845 1388
R? 0,96 0,98 0,99 0,98 0,99 0,99

9.4. Mesure de la densité des matériaux composites et déduction de leur porosité interne

La mesure de la densité a été réalisée sur les différents matériaux composites a base de
PBS, de PCL et de PHB en mélange avec les dréches traitées, ajoutées aux différents taux
massiques (0, 5, 10, 15, 20 et 25%). Pour les composites a base de PBS, comme le montre la figure
IV-10, la densité augmente progressivement avec le taux de dréches, s’expliquant par la densité
plus élevée des dréches (1,37 + 0,01 mg/mm? ; mesure faite au pycnométre dans le cyclohexane)
par comparaison a celle du PBS (1,24 mg/mm? ; tableau 1V-5). A I’inverse, pour les composites
a base de PHB, la densité diminue progressivement (figure 1V-12). Pour les composites a base de
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PCL, une diminution de la densité est également observée mais d’une maniére bien moins

significative et seulement a partir de 15% de taux de dréches (figure 1V-11).

L’hypothése la plus vraisemblable a la diminution de la densité des composites a base de
PHB pourrait étre attribuée au fait que la température de fusion plus élevée du PHB (170°C)
conduirait a une dégradation (décomposition thermique), méme partielle, des dréches lors de
I’opération de compoundage. L’analyse thermogravimétrique pratiquée sur les dréches (figure 1V-
1) fait effectivement apparaitre une perte de masse en matiéres organiques, bien que Iégere, pour
des températures inférieures a 200°C. Les gaz de combustion associés a cette dégradation (vapeur
d’eau, dioxyde de carbone, oxydes d’azote, etc.) ne pouvant s’échapper du matériau composite au

moment de son refroidissement, cela conduirait a I’apparition de porosités en son sein,

responsables de la chute observée des densités.
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Figure I1V-10 : Variation de la densité en fonction du taux de dréches pour les composites a base de
PBS
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IV-11 : Variation de la densité en fonction du taux de dréches pour les composites a base de
PCL
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IV-12 : Variation de la densité en fonction du taux de dréches pour les composites a base de
PHB

Ces résultats nous ont incités a calculer la porosité des composites a base de PHB et de

PCL. Les résultats sont représentés dans le tableau 1VV-9 et dans le tableau 1'V-10, respectivement.

Pour ces

calculs, la densité des dréches broyées a été mesurée au pycnomeétre dans le cyclohexane

et, tout en connaissant la densité du PHB, celle de la PCL et celles des composites associés, il a

¢été possible d’en déduire le volume de vide et la porosité correspondante (en % du volume total)

a I’aide des deux formules ci-dessous :
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Volumevide = Volumegprouvette - VOlUMEdraches - Volumepng (Mmm?3)
Porosité = Volumevige / Volumegprouvette X 100 (%6)

Si les résultats obtenus sur les composites a base de PCL font apparaitre une porosité
négligeable pour des taux de dréches inférieurs ou égaux a 15% et globalement faible pour des
taux plus elevés (seulement 6,6% a 25% de taux de dréches) (tableau 1VV-10), il n’en est pas du
tout de méme pour les composites a base de PHB. En effet, pour ces derniers, la porosité varie de
6,5% a 34,4% (tableau 1V-9), confirmant I’hypothése évoquée précédemment d’une
décomposition thermique des dréches au moment de leur compoundage dans le PHB fondu. Ceci
est la conséquence d’un point de fusion trop élevé pour le PHB. Sur la base de ces résultats, le
polyhydroxybutyrate ne semble donc pas étre une matrice bioplastique adaptée pour
I’incorporation des dréches traitées. Au regard de ces valeurs de porosité bien trop élevées, le choix
a logiquement été fait pour la suite du travail de ne pas tester les composites a base de PHB vis-a-

vis de leurs propriétés physiques.

Tableau 1V-9 : Porosité des matériaux composites a base de PHB en fonction du taux de dréches

Taux de dréches 0% 5% 10 % 15 % 20 % 25 %

Porosité (%) 38+19 | 65+21 | 236+4,4 | 323%+6,9 | 322+3,0 | 344+33

Tableau 1V-10 : Porosité des matériaux composites a base de PCL en fonction du taux de dréches

Taux de 0% 5% 10 % 15 % 20 % 25 %
dréches

Porosité (%) | Négligeable | Négligeable | Négligeable | Négligeable | 2,3+25 | 6,6 +1,5

10. Propriétés physiques des composites a base de PCL et de PBS

10.1. Dureté de surface Shore D des composites

La mesure de la dureté de surface Shore D a été réalisée sur les matériaux composites a
base de PBS et de PCL, et ce pour les différents taux de dréches testés (0, 5, 10, 15, 20 et 25%).
Comme le montrent la figure 1V-13 et la figure 1V-14 ci-dessous, il est observe une augmentation
progressive de la dureté de surface des composites, de 50,2° a 56,3° et de 57,4° a 59,2°,
respectivement, a mesure de I’augmentation du taux de dréches (de 0 a 25%) dans le PBS ou la

PCL. Ces augmentations sont la conséquence du réle de charge de renfort joué par les dréches

135



Chapitre IV : Conception d’agromatériaux a base de dréches de tomates

traitées lorsqu’elles sont incorporées dans les deux matrices bioplastiques considérées, leur rigidité

et, par voie de conséquence, leur dureté de surface tendant a augmenter en présence des dréches.
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Figure 1V-13 : Variation de la dureté de surface Shore D en fonction du taux de dréches pour les
composites a base de PBS
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Figure 1V-14 : Variation de la dureté de surface Shore D en fonction du taux de dréches pour les
composites a base de PCL
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10.2.  Analyses thermique et thermo-mécanique dynamique des composites a base de PCL
et de PBS par DSC et par DMTA
Les propriétés thermomécaniques dynamiques des composites a base de PBS et de PCL,
mélangés avec différents taux de dréches, ont été déterminées par analyse DMTA via un mode de
sollicitation périodique en flexion deux points sur des éprouvettes présentant une largeur de 10
mm, une longueur de 30 mm et une épaisseur de 1 mm. La distance entre les deux appuis était

égale a 10 mm.

Les courbes ci-dessous représentent 1’évolution en fonction de la température des
propriétés mecaniques suivantes : le module de conservation (E”) (figure 1V-15 et figure 1V-17)
et le facteur de perte (tan o) (figure 1V-16 et figure 1V-18). Pour chaque famille de composites
(ceux a base de PBS de méme que ceux a base de PCL), deux transitions de phase sont observables
pour chaque formulation. Pour rappel, en analyse DMTA, une transition de phase (transition
vitreuse de zones amorphes ou fusion de zones cristallines) est observée lorsqu’une chute brusque
et importante du module de conservation (E’) est observée simultanément a un pic pour le facteur

de perte (tan 8). Dans notre cas, les observations suivantes peuvent étre faites :

- Pour les composites a base de PBS, une premiere transition intervient a une température de
I’ordre de -35°C et la seconde aux environs de 90-100°C. La premiere est associée a la
transition vitreuse des zones amorphes du PBS et la seconde a la fusion de ses zones
cristallines.

- De la méme maniére, pour les composites a base de PCL, la premiére transition observée aux
environs de -40°C correspond a la transition vitreuse des zones amorphes de la PCL. Quant a
la seconde transition observée aux environs de 55-60°C, elle correspond a la fusion de ses

zones cristallines.

Ces résultats sont en relative adéquation avec ceux obtenus lors de I’analyse DSC ayant été
pratiquée sur les composites et pour laquelle les transitions vitreuses du PBS et de la PCL ont été
mesurées a -46°C et a -64°C, respectivement, indépendamment du taux de dréches. Lors de ces
mémes analyses, la fusion du PBS et celle de la PCL dans les composites ont été mesurées a 88°C
et a 56°C, respectivement, la encore indépendamment du taux de dréches (tableau 1V-11). Au
cours des analyses DSC, signalons également que le taux de cristallinité des matrices PBS et PCL
a pu &tre mesuré pour toutes les formulations. S’il semble la encore relativement indépendant du
taux de dréches pour les composites a base de PBS (22-24%), il tend a légérement augmenter pour

la PCL avec le taux de dréches le plus élevé (62% au lieu de 57% pour la PCL seule). Une telle
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augmentation, méme faible, de la cristallinité avec le taux de charge de renfort incorporée avait
déja été observée pour le PLA mélangé a des fibres de miscanthus et de bambou en guise de
renforts [46]. L’ajout des dréches traitées a la PCL semblerait donc 1égérement favoriser la
formation de cristallites.

Tableau 1V-11 : Température de transition vitreuse (T), température de fusion (Ts), enthalpie

de fusion (4Hv) et taux de cristallinité de la matrice polymere dans les matériaux composites a base de
PCL et de PBS en fonction du taux de dréches

Formulation Matrice T (°C) Tr(°C) | AHf(J/g) | Tauxde
polymere (%) cristallinité
x (%0)
PCL 100 -63,9+0,7 55,9+0,5 | 77+2,7 56,9+2,0
(0% de dréches)
PCL 95 -62,8+0,7 56,7+1,1 | 70,4+3,7 | 54,828
(5% de dréches)
PCL 90 -64,1+1,5 54,8+£2,0 71x2 4 58,3+£2,0
(10% de dréches)
PCL 85 -65,4+0,0 55,3+3,0 | 69,4+1,2 | 60,3t1,1
(15% de dréches)
PCL 80 -63,2+0,6 56,0+0,3 | 64,6+0,9 | 59,7+0,9
(20% de dréches)
PCL 75 -64,2+0,4 56,8+0,8 | 62,7+0,2 | 61,8+0,2
(25% de dréches)
PBE 100 -46,31£1,7 87,2+1,1 | 451+1,6 | 22,6+0,8
(0% de dréches)
PBE 95 -45,8+0,2 87,4£0,5 | 42,5£2,5 22,4+1,3
(5% de dréches)
PBE 90 -45,8+0 86,80 | 43,5+0,7 | 24,2+0,4
(10% de dréches)
PBE 85 -45,2+0 88,0+0,1 | 38,3+0,4 | 22,5%0,2
(15% de dréches)
PBE 80 -45,610 88,1+0,3 | 36,8+1,7 23+1
(20% de dréches)
PBE 75 -45,5+0,4 87,8+0,6 | 33,8+2 22,5+1,3
(25% de dréches)
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L’observation de I’évolution du module de conservation (E’) des composites a base de PBS
(figure 1V-15) et de PCL (figure 1V-17) entre les deux phénomenes de transition de phase
observés (transition vitreuse des zones amorphes d’une part, et fusion des zones cristallines d’autre

part) permet également de tirer les trois conclusions suivantes :

- Plus la température augmente, plus le module de conservation (E’) diminue, ce qui montre une
altération progressive de la rigidité du composite du fait de 1’agitation thermique associée.

- Pour une méme valeur de température, le module de conservation tend a augmenter au fur et a
mesure que le taux de dréches augmente, et ce pour les deux matrices bioplastiques testées
(PBS et PCL). Il est donc possible d’en déduire que les dréches traitées ont bien un réle de
charge de renfort sur les deux matrices testées, contribuant a une augmentation progressive de
leur rigidité et favorisant une meilleure cohésion interne. A terme, le niveau souhaité de rigidité
des matériaux composites pourrait étre atteint via 1’ajustement fin de la quantité de dréches
incorporées dans le PBS ou la PCL.

- Le module de conservation (E”) est nettement plus élevé pour les composites a base de PCL a
la température ambiante (a titre d’exemple, + 65% a 20°C pour un taux massique de dréches
de 25%) : pour un méme taux de dréches, les biocomposites a base de PCL sont donc davantage

rigides que ceux a base de PBS qui présentent davantage de ductilité.

En conclusion, s’il n’est pas judicieux d’incorporer des dréches de tomates dans le PHB en
raison de leur tendance a se décomposer thermiquement lors du compoundage, les dréches traitées
apparaissent comme des candidats de choix pour le renforcement mécanique de deux autres
biopolyesters disponibles sur le marché, a savoir le PBS et la PCL. Une augmentation du taux
d’incorporation se traduit a la fois par une augmentation de la viscosité en phase fondue des
mélanges biocomposites et par une plus forte rigidité de ceux-ci, par comparaison aux matrices
seules. Pour un méme taux de charge de renfort, les mélanges composites en PCL sont plus rigides
a I’ambiant. Néanmoins, leurs températures de fusion nettement plus faibles ne permettront pas de

les mettre en ceuvre en conditions réelles au-dela de 50°C.

A terme, les matériaux composites ici développés pourraient vraisemblablement étre
utilisés comme des piéces d’usage unique ou éphémere en raison de leur biodégradabilité en fin
de vie, tant pour des utilisations en alimentation humaine (couverts jetables, gobelets, assiettes,
etc.) qu’en agriculture ou en horticulture (colliers de serrage, tuteurs pour plantes, agrafes a vigne,
pots horticoles, etc.). Selon les cas, le besoin de plus ou moins de rigidité pour 1’application visée

orientera le choix vers les composites PCL/dréches ou PBS/dréches.
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Figure IV-15 : Variation du module de conservation (E’) en fonction de la température pour les composites a base de PBS
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Figure 1V-16 : Variation du facteur de perte (tan 8) en fonction de la température pour les composites a base de PBS
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11. Conclusion générale

Dans ce chapitre, de nouveaux matériaux cohésifs se présentant sous la forme de panneaux
durs de fibres ont été concus par thermopressage a partir des dréches brutes et des dréches
traitées. Les conditions de mise en forme retenues (200°C et 20 MPa pendant 150 s)
conduisent a la meilleure tenue mécanique, et ce sans ajout de liant (synthétique ou naturel)
exogeéne. Les hémicelluloses et autres sucres libres contenus dans les dréches agissent
comme des liants naturels, ce qui favorise la cohésion interne. Par ailleurs, les fibrilles de
cellulose contribuent au renforcement mécanique du panneau.

Ces matériaux 100% naturels pourraient étre intéressants pour le conditionnement de
denrées alimentaires. En effet, leurs émissions en composés organiques volatils (COV) sont
constituées principalement d’aldéhydes linéaires, de composés furaniques et de dérives de
la pyrazine, qui sont associés a des activités antimicrobiennes compatibles avec le
conditionnement des aliments.

De nouveaux matériaux composites ont également été préparés en associant un polymeére
thermoplastique biodégradable (biosourcé ou non). Les dréches traitées ont été incorporées
dans la matrice fondue a différents taux de charge allant jusqu’a 25%. Le PBS et la PCL ont
été sélectionnés en raison de leur point de fusion compatible avec la stabilité thermique des
dréches lors du mélange a chaud.

Les analyses DMTA des composites ont montré un réel effet de charge de renfort des
dréches traitées, a la fois sur le PBS et sur la PCL, illustré par une augmentation progressive
des modules de conservation (E”) avec le taux de charge.

Ces mémes analyses DMTA ont également mis en évidence un module de conservation plus
élevé pour les composites a base de PCL, les rendant plus rigides a I’ambiant que ceux a
base de PBS.

Ces matériaux composites plastiques pourraient étre utilisés (i) en horticulture ou en
agriculture pour leur biodégradabilité en fin de vie (colliers de serrage/attaches pour les
composites souples a base de PBS ou tuteurs/agrafes pour les composites a base de PCL,
qui sont davantage rigides), (ii) en décoration intérieure pour leur aspect « naturel » ou (iii)
comme accessoires fonctionnels (couverts jetables, gobelets, assiettes, pots horticoles..).
Pour la suite, dans une logique d’intensification des procédés, il conviendra de procéder au
compoundage des mélanges composites PBS/dréches ou PCL/dréches via la technologie
d’extrusion bi-vis (méthode continue de compoundage permettant la génération de granulés

homogeénes et fréguemment utilisée chez les industriels de la plasturgie). 1l conviendra
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¢galement de s’assurer de la biodégradabilité effective de ces matériaux composites en fin
de vie. Différents protocoles normés pourront étre mis en ceuvre selon les conditions de fin
de vie appliquées (compostage industriel, compostage domestique ou dégradation dans le

sol).
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12. Partie expérimentale

12.1. Préparation de la matiére premiere

Les dréches de tomates fraiches ont été fournis par la coopérative « Les Jus du Soleil »
(Marmande, France). Avant extraction, elles ont été séchées en étuve a 50°C pendant 8 h puis
broyeées afin d’obtenir des particules de taille comprise entre 1 et 2 mm. Leur taille a été mesurée
précisement par microscopie optique (grossissement x10). Avant thermopressage, le broyage
des dréches a été réalisé sur un broyeur a marteaux de type Electra (France) F3 équipé d'une
grille de 6 mm. Puis, les dréches broyées ont été séchees a 60°C pendant 12 h. La teneur en

humidité du matériau broyé était de 1,4% au moment du thermopressage.

12.2.  Analyses infrarouges a transformée de Fourier (FTIR)
Les spectres FTIR des dréches de tomate ont été réalisés dans la gamme 600-4000 cmt
avec un spectrophotomeétre PerkinElmer Spectrum 100 en utilisant un dispositif ATR. La ligne

de base a été corrigée et I'absorbance a été normalisée entre O et 1.

12.3. Méthodes analytiques

Les teneurs en humidité, en matiéres minérales et en lipides ont été déterminées selon
les normes ISO 665:2000, ISO 749:1977 et NF V 18-100 (extracteur Soxhlet), respectivement.
Les teneurs en cellulose, en hémicelluloses et en lignines ont été déterminées via la méthode
ADF-NDF (ADF pour Acid Detergent Fiber, NDF pour Neutral Detergent Fiber) de Van Soest
et Wine [11,12].

12.4.  Analyse thermogravimétrique (ATG)

Une analyse thermogravimétrique (ATG) des dréches a été réalisée selon la méthode
décrite par Evon et al. [47] avec quelques modifications. La stabilité des dréches brutes et des
dréches traitées a ainsi pu étre étudiées en fonction de la température. Les mesures ont été
effectué via I’analyseur Shimadzu (Japon) TGA-50. L’analyse dynamique a été menée sous air
avec une rampe de montée en température de 10 °C/min, en partant de 20 °C et en allant jusqu’a
800 °C en fin d’analyse. Les masses des prises d’essai étaient d’environ 5 mg. L’évolution de
la masse de I’échantillon a été mesurée en fonction de I’élévation de la température. Puis, les
données ont été utilisées pour tracer une courbe représentant la perte de masse (D) en fonction

de la température selon 1’équation ci-dessous :
D (%) = (Wo-W) / Wp x 100

W, et W étaient les poids au début et pendant le balayage (mg).
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12.,5. Thermopressage

Le thermopressage a été réalisé selon la méthode de Evon et al. [6]. Avant mise en
forme, les dréches brutes et les dréches traitées ont été séchées dans une étuve ventilée (60°C,
15 h) afin de minimiser la génération de vapeur au cours du thermopressage. Une thermopresse
d’une capacité de 400 tonnes de la société Pinette Emidecau Industries (France) a été ensuite
utilisée pour le thermopressage. Le moulage a été conduit dans un moule en aluminium
permettant de produire des panneaux carrés de 150 mm de cotés. Pour toutes les expériences,
les parametres de temps et de pression du procédé de thermopressage étaient toujours les
mémes, c'est-a-dire un temps de pressage de 150 s et une pression appliquée de 20 MPa
(correspondant a 204 kgf/cm?) mais a trois températures différentes (180°C, 200°C et 220°C).
De plus, la quantité des dréches était toujours de 150 g (soit 444,4 mg/cm?). Les panneaux
agglomeérés de fibres ont été obtenus a partir des dréches brutes (aux trois températures) et a
partir des dréches traitées (a 200°C uniquement). Cela a conduit a la production de trois
panneaux différents pour chaque condition de thermopressage. Pour chaque caractéristique
mesurée (cf. ci-apres), les éprouvettes ont été découpées a 1’aide d’une scie a ruban a partir du
méme panneau aggloméré, ce qui signifie que les données obtenues (comprenant la valeur
moyenne et I’écart-type associ€) illustrent une variation a I’intérieur d’'un méme panneau. Apres
avoir atteint un état d’équilibre en enceinte climatique (25°C et 60% HR), un premier panneau
a été utilisé pour déterminer I'épaisseur, la densité et les propriétés de flexion. Un deuxiéme
panneau a eté utilisé pour mesurer la dureté de surface Shore D. Le troisieme panneau a quant
a lui éteé utilisé pour mesurer le gonflement en épaisseur et le taux d’absorption d'eau aprés

immersion dans 1’eau pendant 24 h.

12.6. Fabrication des composites a base de PBS, de PCL et de PHB

La fabrication des composites a été réalisée selon la méthode utilisée par Franzoso et al.
[48] avec quelques modifications. Les dréches traitées ont été préalablement broyées tres
finement (figure 1VV-19) et laissées dans une étuve ventilée & 50°C pendant 8 h. Chaque
composite a fait 1’objet du mélange manuel d’une masse de dréches (associée a une teneur
massique dans le mélange de 0, 5, 10, 15, 20 et 25%) avec une masse de polymeére (PBS, PCL
ou PHB) en granulés, correspondant a une masse totale du mélange de 8 g. Le mélange a ensuite
été introduit dans un micro-compoundeur Thermo Scientific Haake (Allemagne) MiniLab. Cet
équipement consiste en un extrudeur bi-vis a vis co-rotatives. 1l est également équipé d'un canal
de recirculation congu comme un capillaire a fente. La pression est mesurée a l'entrée et a la

sortie du capillaire, et la contrainte de cisaillement est déduite de la perte de charge (AP,
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différence de pression entre I’entrée et la sortie du capillaire) lors de la recirculation du mélange
fondu. Le changement de vitesse de rotation des vis permet en cours de mélange de modifier le
taux de cisaillement relatif appliqué au composite. Au cours de ce travail, la température du
mélange a été ajustée afin de prendre en compte les valeurs de température de fusion des trois
polymeres étudiés : 100°C, 65°C et 170°C pour le PBS, la PCL et le PHB respectivement. Pour
chaque mélange, des vitesses de rotation des vis comprises entre 50 et 250 rpm ont été mises

€n ccuvre.

Tous les échantillons ont été préparés selon la méme procédure. Lorsque la machine
était & la température de consigne et la vitesse de rotation des vis fixée a 50 rpm, le mélange
constitué des granulés de polymere et des dréches a été ajouté en trois aliquotes a I'aide d'un
piston vertical agissant ici comme un systéme d’alimentation forcée. Puis, une fois fondu,
I'échantillon a été mis en recirculation dans le micro-compoundeur pendant 8 min. Au cours de
cette durée, la vitesse de rotation des vis a été augmentée progressivement de 50 a 250 rpm en
cing paliers. Pour chaque palier de vitesse, la perte de charge, mesurée grace aux deux capteurs
de pression de I’appareil, a été relevée afin de permettre le calcul de la contrainte de cisaillement
associee et, ultérieurement, de la viscosité apparente du mélange fondu, définie comme le
rapport de la contrainte de cisaillement sur le taux de cisaillement. La viscosité apparente a ainsi

été mesurée toutes les dix secondes pendant une minute, puis moyennée.

En fin de mesure rhéologique, les vis ont d’abord été arrétées dans leur rotation puis la
chambre a été refroidie avec de l'air comprimé. L’ouverture de la chambre a ensuite été
effectuée a une température de 50°C, 40°C et 80°C, respectivement, pour les composites a base
de PBS, de PCL et de PHB, permettant de récupérer une éprouvette au niveau du capillaire de
recirculation. Toutes les expériences ont été réalisées en trois exemplaires. Les éprouvettes
présentaient les dimensions suivantes: 70 mm de longueur, 10 mm de largeur et 1 mm
d'épaisseur. Ces éprouvettes ont ensuite été utilisées pour mener a bien les diverses
caractérisations décrites ci-apres (couleur, densité, porosité, dureté de surface Shore D, DSC et
DMTA).
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Figure 1V-20 : Configuration du micro-compoundeur Thermo Scientific Haake MiniLab

12.7. Détermination de la couleur des composites a base de PBS, de PCL et de PHB

La couleur des composites a base de PBS, de PCL et de PHB a été mesurée a la surface
des éprouvettes a I’aide d’un chromamétre de type Konica Minolta (Japon) CR-400.
L’illuminant utilisé était de type D 65. Normalisée par la Commission Internationale a
’Eclairage (CIE), cette source lumineuse correspond & la lumiére du jour avec UV.

L’observateur mis en ceuvre était I’observateur 10°, défini lui aussi par la CIE.

La couleur peut étre caractérisée par trois grandeurs visualisables en trois dimensions et
qui sont a la base de la colorimétrie. Plusieurs types de référentiels existent. Pour cette étude,
le référentiel choisi a été le référentiel CIE L*a*b* (1986), recommandé par la CIE pour I’étude

des surfaces. La géométrie de mesure était un systéme 45/0 (illumination a 45°, lecture a 0°).
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La surface de 1’échantillon était éclairée sous un angle de 45° et seule la lumiére réfléchie

perpendiculairement a la surface de 1’échantillon était prise en compte pour la mesure.

Pour chaque échantillon, les mesures ont été repétées quatre fois consécutivement. Les
données mesurées ont ensuite été traitées sur ordinateur. Les valeurs des composantes
trichromatiques ont été converties en coordonnées L, a et b. Dans 1’espace couleur L*a*b*, L*
indique la clarté tandis que a* et b* sont les coordonnées de chromaticité : +a* va vers le rouge
alors que -a* va vers le vert, et +b* va vers le jaune alors que -b* va vers le bleu. La clarté L*
a ici été utilisée pour évaluer I’assombrissement du composite, conséquence de 1’ajout des
dréches dans la matrice polymere (de O pour le noir a 100 pour le blanc de référence). La
différence de couleur AE* a quant a elle été utilisée pour quantifier 1’évolution de la couleur du
composite par comparaison a celle de la matrice bioplastique seule. Elle se calcule de la maniére

suivante :

AE* = \/(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?

12.8. Mesure de I’épaisseur et de la densité

L'épaisseur et la densité moyenne des panneaux ont été déterminées a partir de quatre
éprouvettes de 30 mm de large et de 130 mm de long, découpées dans une plague thermorpessee
de 150 mm de c6tés. Les épaisseurs ont été mesurées en trois points a I’aide d’un pied a coulisse
numérique de résolution 0,01 mm, et les longueurs et les largeurs en deux points. Les valeurs
moyennes de I'épaisseur (t), de la longueur (L) et de la largeur (1) ont été enregistrées afin de
calculer le volume de 1’échantillon, et les éprouvettes ont toutes été pesées afin de calculer leur
densité (d). L'épaisseur (t) et la densité moyenne (d) des matériaux étaient les valeurs moyennes

des mesures effectuées sur les quatre éprouvettes.

12.9. Mesure de la dureté de surface Shore D

Figure 1V-21 : Durométre
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La dureté de surface de type Shore D des panneaux agglomérés de fibres et des
composites a été mesurée selon la norme frangaise NF EN ISO 868 a I’aide d’un durométre de
marque Bareiss (Allemagne). Pour les panneaux agglomérés de fibres, les mesures ont été
répétées soixante-quatre fois (trente-deux fois sur la face supérieure et trente-deux fois sur la
face inférieure) pour chaque formulation. Pour les composites, les mesures ont éte répéetées dix-
huit fois (trois fois sur la face supérieure et trois fois sur la face inférieure de chacune des trois
éprouvettes fabriquées) pour chaque formulation.

12.10. Détermination des propriétés en flexion

Les propriétés en flexion des plaques thermopressées ont été déterminées selon la norme
ISO 16978:2003 via la méthode de flexion trois points. Un banc d'essai universel Instron (USA)
33R 4204 équipé d'une cellule de force de 500 N a été utilisé. Les éprouvettes disposaient d’une
largeur de 30 mm et d’une longueur de 130 mm. La distance entre les deux appuis était de 80
mm et une vitesse d'avancement du poincon de 2 mm/min a été appliquée. Pour chaque plaque,
les mesures ont été répétées sur quatre éprouvettes. La force de rupture (F), la contrainte en
flexion (of) et le module elastique en flexion (Es) étaient les valeurs moyennes des mesures

effectuées sur ces quatre éprouvettes.

12.11. Absorption d'eau et gonflement en épaisseur

Quatre échantillons de 50 mm x 50 mm ont été utilisés pour déterminer le gonflement
en épaisseur (TS) et lI'absorption d'eau (WA) des matériaux aprés immersion dans 1’eau. Les
mesures ont été faites en accord avec la norme 1SO 16983:2003. Pour évaluer ces deux
parameétres, les échantillons ont été immergés dans de I'eau distillée a 25°C pendant 24 h.
L’épaisseur de chaque échantillon a été mesurée avec un pied a coulisse numérique en quatre
points, a mi-chemin de chaque cété et a 10 mm du bord, avant et aprés immersion, permettant
de déterminer la valeurs TS. Chaque échantillon a également été pesé avec une précision de
0,01 g avant et aprés immersion afin de déterminer la valeur WA. Pour chaque plaque, les
mesures ont été répétées sur quatre échantillons. Le gonflement en épaisseur (TS) et
I’absorption d’eau (WA) étaient les valeurs moyennes des mesures effectuées sur ces quatre

échantillons.

12.12. Analyse thermique par calorimétrie différentielle a balayage (DSC)
La calorimétrie différentielle a balayage a été réalisée sur les composites a base de PBS
et de PCL selon la méthode décrite par Franzoso et al. [48], et ce a I’aide d’un calorimeétre &

compensation de puissance de type Mettler Toledo (USA) DSC 1 System STARe, équipé d'un
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systeme de refroidissement IntraCooler. L'azote a été utilisé comme gaz de purge a un débit de
50 mL/min. Avant I'analyse, I'étalonnage de la température et de I'énergie a été effectue a l'aide
de zinc, d'indium et d'eau distillée, qui affichent des températures de transition de 419,5°C,
156,6°C et 0°C, respectivement. Les analyses ont été réalisées avec des capsules hermétiques
en acier inoxydable de 120 pL munies de joints toriques et pouvant résister a des pressions
internes de 20 bars. Une premiére rampe de montée en température a 10°C/min a d’abord été
effectuée jusqu'a 200°C afin d’effacer I'histoire thermique de I'échantillon. Puis, apres une
rampe de refroidissement jusqu'a -80°C a 15 °C/min et un isotherme de 10 min a -80 °C afin de
terminer le refroidissement, une seconde rampe de montée en température a été appliquée dans
les conditions suivantes : de -80 °C a 200 °C a 5 °C/min. Pour tous les composites analysés, la

prise d'essai était d’environ 10 mg de matériau composite.

L'analyse des données a ensuite été réalisée a l'aide du logiciel STARe SW 9.30. En
particulier, les températures de transition vitreuse (Tg) et de fusion (Tr) ont été déterminées a
partir de la seconde rampe de montée en température. La Tg a été prise comme le point médian
de la déviation de la courbe DSC par rapport a la ligne de base. Les valeurs d'enthalpie de fusion
(AHg¢) ont éteé déterminées en intégrant la surface du pic de fusion. Le taux de cristallinité () du
PBS ou de la PCL a été calculé en pondérant AHs de la proportion massique réelle de PBS ou
de PCL dans le composite considéré, puis en utilisant les valeurs suivantes pour les enthalpies
de fusion théoriques d’un PBS 100% cristallin et d’une PCL 100% cristalline : 200 J/g [49] et
135,3 J/g [50], respectivement.

12.13. Analyse thermo-mécanique dynamique (DMTA)

Le comportement thermo-mécanique dynamique des composites a base de PBS et de
PCL a eté évalué a I’aide d’un analyseur DMTA selon la méthode décrite par Evon et al. [6].
Les expériences de DMTA ont été menées en utilisant un instrument de mesure de type Triton
Technology (Royaume-Uni) Tritec 2000. Pour chaque composite testé, trois échantillons de 10
mm de large et de 30 mm de long (1 mm pour leur épaisseur) ont été utilisés. Les mesures ont
été effectuées en utilisant un mode de sollicitation en flexion deux points. Les conditions
opératoires mises en ceuvre €taient les suivantes : une fréquence de sollicitation égale a 10 Hz,
un déplacement de 50 um et un gradient de montée en température de 3 °C/min, de -100°C a
65°C pour les composites a base de PCL et de -100°C a 100°C pour ceux a base de PBS. La
distance entre les deux appuis €tait de 10 mm. Le module de conservation (E’) et le facteur de

perte (tan 5) ont été tracés a partir des données enregistrées par I’appareil.
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12.14. Etude qualitative des émissions de composés organiques volatils
Une éprouvette du matériau a analyser (130 mm x 30 mm x 5,5 mm) a été placée dans
la cellule de mesure présentée en figure 1V-22.

: Montage expérimental

[ e e e

(@ (b)

Figure 1V-23 : (a) chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectrométre de masse, (b) fibre
SPME dans injecteur

L’¢tude des émissions de COV a été réalisée en utilisant une cellule d’émission en verre
développée par Uitterhaegen et al. [51]. La cellule, d’un volume de 660 mL, est lavée avec un
détergent, rincée a I'eau du robinet puis a I'eau Milli-Q. Elle est séchée, fermée et balayée par

de I’azote pendant quelques minutes. Un blanc de cellule est réalisé avant I’introduction d’une

éprouvette.
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Les COV présents dans 1I’atmosphére de la cellule sont échantillonnés en mode statique
par micro-extraction en phase solide (SPME) gréace a une fibre PDMS/DVB (65 pm) présentée
en figure 1V-22 [51]. Cette dernicre a été conditionnée sous balayage d’hélium a 250°C pendant
30 min. Apres 45 min de mise a I’équilibre du matériau dans la cellule a 23+1°C, un
prélevement de COV est réalisé dans la cellule. Les composés ainsi échantillonnés sont ensuite
analysés au moyen d’un chromatographe en phase gazeuse (Agilent 6890) couplé & un
spectrométre de masse (Agilent 5973 Network) présentée en figure 1V-23 (a). Ce dernier est
équipé d’une source d’ionisation par impact électronique (70 eV) et d’un analyseur
quadripolaire. Les conditions opératoires de I’analyse sont présentées dans le tableau 1V-12.
L’identification des composés a été réalisée dans un premier temps par comparaison de spectres
expérimentaux avec ceux de la bibliotheque NIST MS Search 2.2. Seules les hypothéses
d’identification obtenues avec des valeurs de facteurs Match et Reverse Match supérieures a
800 ont été retenues. L’identification a ensuite été confirmée par le calcul de I’indice de
rétention (IR) de chaque pic a partir de I’injection d’un mélange d’alcanes linéaires (Cg-Cis)
via la relation suivante :

IR =100 x —RO"TR®_ 4 100
ERz+1)- tp(z)

Avec : IR : indice de rétention du composé i,
tri) : temps de rétention du compose i,
tr : temps de rétention de I’alcane linéaire détecté avant le composé |,
tre+1) : temps de rétention de 1’alcane linéaire détecté aprés le composé i,
Z : nombre d’atomes de carbone dans 1’alcane linéaire détecté avant le composé i.

Les valeurs expérimentales des IR ont été comparées a celles des bases de données. En
recoupant les informations obtenues avec les spectres de masse et les indices de rétention, les

identifications retenues ont été consignées dans le tableau 1V-4.
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Tableau 1V-12 : Conditions opératoires relatives a ’analyse par GC-MS

Chromatographe en phase Gazeuse (Agilent 6890 GC)

- Injecteur : mode splitless, T = 250 °C,

- Pre = 9,9 psi, d = 1,3 mL/min,

- Durée de désorption de la fibre : 5 min

- Colonne : DB5MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 pum)

- Programmation de température :
45 °C (3 min), 5 °C/min (150 °C) (2 min), 8 °C/min (250 °C) (10 min)

Spectromeétre de Masse (Agilent 5973 Network)

- Source : ionisation par impact électronique (70 eV), T =230 °C
- Température de la ligne de transfert : 250 °C

- Analyseur : quadripdle
- Mode d’acquisition de données : SCAN (35 a 400 uma)
- Bibliothéque de spectres : NIST 2.2
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Conclusion générale et perspectives

La demande croissante en extraits naturels pour les secteurs de la nutraceutique et des
cosmétiques ou pour le domaine pharmaceutique, peut conduire a une surexploitation des
ressources naturelles. C’est pourquoi, 1’utilisation d’un co-produit d’une production agricole
constitue un approvisionnement raisonné. Les dréches de tomates représentent un gisement
important dans la plupart des pays méditerranéens. La possibilit¢ d’utiliser une ressource
végétale locale contribue a limiter les impacts environnementaux. Toujours pour répondre aux
défis du XXléme siecle en terme d’environnement et de santé, la mise en ccuvre de procédés
d’éco-extraction de la matiere végétale est un moyen de produire des extraits plus sdrs et de
qualité, tout en préservant la compétitivité des industries. L’état de 1’art a permis de rassembler
des informations sur la composition des dréches de tomates qui contiennent des lipides et de
nombreux métabolites présents dans les peaux et les graines, ainsi que des biopolymeres du

type lignocellulosiques, polysaccharides, polyesters et protéines.

Dans ce contexte, la présente étude était consacrée a valoriser différentes fractions issues
de dréches de tomates, en impliquant des procédés éco compatibles, pour en isoler d’une part,
des fractions bioactives et d’autre part, les biopolyméres. Pour générer des fractions d’intérét,
le fractionnement de la matiere végétale (dréches de tomates) a été réalisé a I’aide de proceédés
de pré-traitement en milieux aqueux, de procédés de macération dans des solvants biosourcés
incluant des solvants naturels eutectiques profonds, ainsi qu’a 1’aide de COz supercritique. Ce
panel de conditions a permis d’obtenir des extraits de compositions différentes, analysées par
chromatographie liquide. Ce panel de compositions provient du caractére plus ou moins polaire
des solvants, ainsi que leur aptitude a former de liaisons hydrogene, ce qui confére une

sélectivité aux procédés d’extraction mis en ceuvre.

Les fractions obtenues ont présenté des activités biologiques intervenant in vitro sur les
mécanismes suivants: propagation des radicaux libres, processus inflammatoire, libération des
sucres, développement de cellules cancéreuses du cdlon et infection virale par ZIKV. Ainsi, les
fractions éthanoliques (avec ou sans mélange avec 1’eau) ont montré des activités anti-
oxydantes importantes liées notamment a la présence de composés phénoliques et de
flavonoides (ICso autour de 70 %). Cette caractéristique semble contribuer aux propriétés anti-
diabétiques détectées pour ces extraits (ICso entre 5 et 8 mg/mL). La fraction éthanolique
s’avere également intéressante pour son activité cytotoxique vis-a-vis des lignées cellulaires

tumorales (HCT-116) (I = 35%). Cette activité est accrue avec un prétraitement enzymatique
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des dréches. Cette méme fraction permet, de plus, de limiter I'infection des cellules A549 par
le ZIKVC®FP, tout en respectant la viabilité cellulaire. Les fractions riches en caroténoides
(notamment celle extraite par le CO- supercritique) présentent également des propriétés anti-
oxydantes intéressantes (I = 63 %). Le role favorable des caroténoides a également éte identifié
pour les propriétés anti-inflammatoires, en particulier lorsque le prétraitement chimique des
dréches enrichit la fraction acétate d’éthyle en caroténoides. La fraction obtenue par le CO2
supercritique indique une activité cytotoxique la plus élevée avec un pourcentage d’inhibition
proche de 65%. Ce résultat peut étre attribué aux teneurs en lycopene, en dérives de rutine et
en tanins. Nos résultats montrent que, dans aucun cas, un prétraitement des dréches ne permet
de dépasser la meilleure valeur d’activité atteinte. Enfin, nous avons la confirmation de
I’existence d’une synergie entre molécules polaires/apolaires, compte tenu des activités
modérées obtenues pour la fraction éthanolique épurée des molécules les plus lipophiles (pré-
traitement a 1’acétate d’éthyle). Ce point conforte notre démarche d’étudier les propriétés des

extraits sans fractionnement des molécules.

Les solvants eutectiques profonds (DES) permettent de s’affranchir de 1’utilisation d’un
solvant organique volatil. Les NaDES sélectionnés pour leur composants d’origine naturelle
ont permis d’extraire des métabolites secondaires dont les profils sont différents de ceux
obtenus avec les solvants organiques. Le NaDES « acide lactique/glucose » présente les teneurs
en composés phénoligques et en flavonoides les plus élevées. Le mélange « DL-menthol/acide
lactique » a confirmé sa capacité a extraire les composées peu polaires (caroténoides, lipides,
tocophérols). Nous avons montré que grace aux NaDES, il était possible d’enchainer 1’étape
d’extraction et celle de formulation en évitant une étape de séparation du solvant. Nous avons
réalisé plusieurs types de formulations cosmétiques incluant les NaDES et les métabolites
extraits. Ces formulations préliminaires sont stables et dotées de propriétés filmogenes, ce qui
démontre la faisabilité de cette démarche en écoconception, pour formuler des ingrédients

naturels.

A partir des biopolymeres des dréches, un nouveau matériau cohésif a été préparé par
thermopressage; ces panneaux compacts, 100% a base de fibres naturelles sans ajout de liant
exogene, ont des propriétés mécaniques adaptées a des applications de conditionnement.
L’analyse des composés organiques volatils (COV) émis par le matériau ne montre pas
d’incompatibilité avec le conditionnement de denrées alimentaires. Certaines molécules

volatiles pourraient méme contribuer a améliorer la conservation de fruits ou légumes.
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Des matériaux composites ont également été préparés en incorporant les dréches dans
la matrice fondue d’un polymeére thermoplastique. Le renforcement mécanique des polyesters
PBS et PCL a été mis en évidence. Les rigidités des matériaux sont modulables en fonction du

taux de charge des dréches et du polymere.

En conclusion, les différents axes de valorisation explorés pour les dréches de tomates
permettent de proposer un schéma de bioraffinerie intégrant des procédés éco-responsables
(Figure V-1). Les débouchés proposés permettent d’envisager une valorisation intégrale de la
matiere initiale. La bioraffinerie reprend I’ensemble de la chaine de transformation :

- Au départ, une ressource végétale locale qui limite les codts de transports et dont la
disponibilité est en accord avec les débouchés identifiés. De plus, la valorisation des dréches
permet de répondre aux exigences d’une agriculture durable.

- Des procédés mis en ceuvre qui visent a minimiser les impacts énergétiques et a réduire le
nombre d’étapes pour 1’obtention des produits fonctionnels (principes actifs matériaux,
cosmétiques). Les entrants en solvants et en produits auxiliaires ont été minimisés.

- Les aspects sanitaires et environnementaux qui ont été intégrés dans 1’élaboration des
produits permettront de se conformer plus facilement aux exigences décrites, par exemple,
par la pharmacopée européenne, 1’écolabel COSMEBIO et la charte ECOLYBEL pour les

matériaux.
Ainsi, des perspectives s’offrent a nous pour la suite des travaux :

- Concernant les fractions les plus actives, des analyses quantitatives des principales
molécules détectées devront étre réalisées. Les activités thérapeutiques mises en évidence
nécessitent également des tests complémentaires pour préciser les résultats en terme de dose
minimale utile.

- L’intérét d’appliquer un pré-traitement (chimique ou enzymatique) sur les dréches fraiches
meériterait d’étre évalué en terme de compositions et de teneurs en métabolites extraits, outre
I’économie d’une étape de séchage.

- La macération des dréches fraiches dans un NaDES pourrait étre également une solution
pour s’affranchir de toute étape de séchage, ce qui compenserait 1’addition d’eau
fréguemment utilisée pour fluidifier la matrice extractante (NaDES).

- Les formulations cosmétiques réalisées (créme, masques) mériteraient d’étre évaluées pour
leur proprietes anti-ages (inhibition de la collagénase, élastase et hyaluronidase) ou pour
leurs propriétés anti-inflammatoires (inhibition de la lipoxygénase). Un panel devra étre

également réalisé avec des formulations de référence.
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- Pour les agromatériaux obtenus, leur biodégradabilité effective devra étre mesurée de fagon
a définir leur devenir en fin de vie. On peut s’attendre a une biodégradabilité élevée pour le
matériau a base de 100% dréche, ce qui est une garantie en cas de contact avec
I’environnement.

- Enfin, dans un objectif d’intensification des procédés, les matériaux composites pourront
étre préparés par extrusion bi-vis, procédé continu de compoundage utilisé dans 1’industrie

de la plasturgie.
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Figure V-1 : Schéma de la bioraffinerie congue a partir des dréches de tomates.
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Liste des abréviations
AcEt: Acétate d’éthyle

ADF -NDF: Acid detergent Fiber - Neutral detergent Fiber
ATCC: American type culture collection

ATG: Analyse thermogravimétrique

CO2-SC: CO> a I’état supercritique

COV: Composés organiques volatils

DES: Solvant eutectique profond

DMSO: Diméthylsulfoxyde

DMTA: Analyse mécanique dynamique en température
DNS: Acide 3,5-dinitro salicylique

DSC: Calorimétrie différentielle a balayage

DPPH: 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle

EAG: Equivalent acide gallique

EAS: Extraction activée par sonication

EAM: Extraction activée par micro-ondes

EQ: Equivalent quercétine

ER: Equivalent rutine

ET: Equivalent trolox

FDA: Food Drug Administration

GFP: Green fluorescent protein

GC-MS: Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectromeétrie de masse
GRAS: Generally Recognized as Safe

HBA: Accepteur de liaison hydrogene



HBD: Donneur de liaison hydrogene
HCT-116: Lignées cellulaires tumorales du cdlon

HPLC-DAD: Chromatographie en phase liquide & haute performance : détecteur a barrette de
diode

IR: Indice de rétention

15-LOX: Enzyme 15-lipoxygénase

M1 : Multiplicité d'infection

MS: Matiére seche

NaDES : Solvant naturel eutectique profond
NDGA: Acide nordihydro guaiarétique
PBS: Poly(butylene succinate)

PCL: Polycaprolacton

PHB: Polyhydroxy butyrate

PNPG: p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside
PVA: Alcool polyvinylique

ROS: Espéces réactives de I'oxygéne

TA: Température ambiante

Te: Température de cristallisation

Tq: Température de décomposition

T4: Température de transition vitreuse

TR: Temps de rétention

u.a : Unité d’aire

UE: Union Européenne

UV: Ultra-violet

ZIKV: Arbovirus ZIKA



Annexes

Annexe 1 : Spectres infra-rouge des dréches en mode ATR
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Annexe 2 : Chromatogrammes HPLC-DAD des extraits de dréche
obtenus par macération (24 h) .
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Annexe 3: Spectres infrarouges des solvants naturels eutectiques
profonds (NaDES) synthétiseés.
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Annexe 4 : Analyses thermiques d’un NaDES synthétisé.

Nom de la méthode: 25-600{10)N2-alu40p-50mi/min-OK

Gaz: N2
Echantillon: PES2V-Decaro (LCa ENSIACET), 17,6480 mg

Integrale -4600,19 mJ
nbre normalisé 260,83 Jg*-1

Onset 111,18°C

Pic 154,36 °C

Mode de résultal  Temp. échant

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 °C

Analyse thermogravimétrique du NaDES « DL-menthol/acide lactique ».
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Calorimétrie différentielle a balayage du NaDES « DL-menthol/acide
lactique ».
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