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Abréviations

2-AG = 2-arachidonylglycérol

AcOEt = Acétate d’éthyle

ANS = Anisaldéhyde sulfurique

ANSM = Agence national de sécurité du médicament et des produits de santé
ASE = Extracteur assistée par solvant sous pression (appareil)
BLD = variétés de cannabis a feuilles larges pour un usage de drogue
BLH = variétés de cannabis a feuilles larges pour un usage de fibres
C/A = Solvant de phase mobile Cyclohexane/Acétate d’éthyle

Ca = Chlorophylle a

Cb = Chlorophylle b

CBC = Cannabichromene

CBCA = Acide cannabichroménique

CBD = Cannabidiol

CBDA = Acide cannabidiolique

CBG = Cannabigérol

CBGA = Acide cannabigérolique

CBN = Cannabinol

CCM = Chromatographie sur couche mince

CoHu = Cohumulone

CoLp = Colupulone

Cps = Comprimés

A8-THC ou d8-THC = delta 8-tétrahydrocannabinol

A9-THC ou d9-THC = delta 9-tétrahydrocannabinol

daN = Déca Newton

DM = MS = Masse seche

DPPH = 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle

DSD = plan d’expérience du type « Definitive Screening Design »
El = Ecart limite

€q = équivalent

EUDA = European Union Drugs Agency

EtOH = Ethanol

FBBS = Sels « Fast Blue B » (0-Dianisidine bis(diazotized) zinc double salt)
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GaE = Equivalent d’acide galliique
ha = hectare
HPLC = Chromatographie liquide haute performance

HS-SPME-GC-MS = Headspace solid-phase microextraction en chromatographie gazeuse
couplée a de la spectrométrie de masse

HtCoLp = Hydroxytricyclocolupone

HtLp = Hydroxytricyclolupone

Hu = Humulone

IX = Isoxanthohumol

kP = Kilo Pascal

LC = Chromatographie liquide

LC-MS/MS = Chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse en tandem
LP = Lupulone

MAE = Extraction assistée par micro-ondes

MeOH = Méthanol

MPLC = Chromatographie liquide a moyenne pression

NBS = N-Bromosuccinimide

NLD = variétés de cannabis a feuilles fines pour un usage de drogue
NLH = variétés de cannabis a feuilles fines pour un usage de fibres
OEDT = Observatoire Européen des Drogues et des Toxicomanies
PA = Principe actif

PG = Prostaglandine

PLE = Extraction liquide sous pression

Primellose = Croscarmellose Sodium

PROSOLV® = Mélange commercial d’excipients de : Cellulose microcristalline ; Dioxyde de
silicium colloidal ; Glycolate d'amidon sodique ; Fumarate de stéaryle sodigue

p-TSA = 'acide p-toluenesulfonique

QUE = Equivalent de quercétine

Rf = Rapport front de migration

RMN = Résonance Magnétique Nucléaire

SD = Syndrome de Dravet

SE = Macération sous agitation par solvant

SLG = Syndrome de Lennox-Gastaut

t = tonne

TCC = Teneur en chlorophylles totales (Ca et Cb)
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TCCa = Teneur en caroténoides totaux

TE = Equivalent de trolox

TFC = Teneur en flavonoides totaux

TMSOTTf = Trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle

TPC = Teneur en polyphénols totaux

Trolox = Acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromane-2-carboxylique
UAE = Extraction assistée par ultrasons

UAE-B +SE = Extraction par bain a ultrasons couplée a une macération
UAE-P +SE = Extraction par sonde a ultrasons couplée & une macération
US = Ultrasons

XN = Xanthohumol

Afin de faciliter la lecture du manuscrit, 'ensemble des valeurs est présenté sous un format
numérique anglais au sein des tableaux, graphiques et explications. Autrement dit, le
séparateur utilisé est un point, remplacant la virgule.
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Introduction






Introduction

Cannabis sativa L. (ou cannabis) est une plante annuelle herbacée appartenant a la
famille des Cannabacées. Cette plante posséde de nombreuses propriétés parmiles suivantes
. analgésiques, anesthésiques et sédatives (narcotiques). Son utilisation est illicite puisque
cette plante est classée dans I'annexe | des stupéfiants (Arrété du 22 février 1990). Ces
propriétés proviennent de la présence de métabolites secondaires comme les cannabinoides,
essentiellement concentrés dans les inflorescences et plus précisément dans des trichomes
glandulaires a leurs surfaces (Pacher et al., 2006). Les propriétés psychoactives sont induites
par le A9-tétrahydrocannabinol, communément appelé THC. De nombreux autres
cannabinoides sont également présents tels que le cannabidiol (CBD), le cannabigérol (CBG),
ou encore le cannabinol (CBN). lls peuvent étre sous leurs formes acides ou neutres
(décarboxylées). Les formes acides sont produites par la plante et subissent ensuite les
réactions amenant aux formes décarboxylées actives. Ces transformations provoquent une
instabilité de préparation a base de cannabis, d’ou les problemes de conservation et de
reproductibilité dans les traitements. La volonté de formuler des préparations a base de ces
molécules nécessite donc une compréhension et un contréle de ces réactions. Il est important
de relever également que la biodisponibilité des cannabinoides au sein de I'organisme est un
enjeu actuel (Perucca and Bialer, 2020). Cela permettrait d’augmenter I'efficacité des
traitements possibles et d’en réduire les colts financiers. De plus, un effet d’entourage
augmentant la biodisponibilité par la présence des terpénes produits de la plante a été
démontré dans la littérature (Russo, 2011). Il est donc également important d’étudier les autres
types de métabolites secondaires extraits en plus des cannabinoides d’intéréts.

Dans le contexte actuel de légalisation mondiale progressive de I'usage récréatif et/ou
thérapeutique, TANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé)
a démarré une expérimentation autour du cannabis a usage thérapeutique en France depuis
mars 2021. Les utilisations thérapeutiques du cannabis s’effectuent sous conditions strictes et
imposées pour certaines pathologies, et les formes pharmaceutiques produites doivent avoir
des ratios THC/CBD spécifiques.

Le premier objectif de la thése a été de développer et d’améliorer des techniques
d’extraction adaptées pouvant étre classiques ou alternatives telles que SE / ASE / MAE / UAE
(Sanz et al., 2022; Tiago et al., 2022) dans le but de transférer celles-ci a I'échelle pilote puis
industrielle. 1l s’est ainsi avéré nécessaire de privilégier les méthodes d’éco-extraction. Le
second objectif a été d’identifier et de quantifier les molécules d'intérét de la plante par
techniques analytiques impliquant des couplages avec des techniques chromatographiques
tout en envisageant une approche déréplicative impliquant la construction des réseaux
moléculaires (Citti et al., 2019). Le troisieme objectif a été d’étudier et de contrdler la stabilité
des molécules extraites en fonction des techniques extractives utilisées via les résultats des
méthodes analytiques. Ce qui concerne en particulier I'étude des réactions de décarboxylation
primordiales au sein des cannabinoides. Enfin, la finalité des travaux a été de proposer et de
développer des formes galéniques augmentant la biodisponibilité des molécules telles que le
THC ou le CBD au sein de I'organisme.

Une problématique d’acces aux fleurs de Cannabis Sativa L. a orienté le
développement des protocoles sur une autre plante. Le choix du houblon (Humulus lupulus
L.) est apparu légitime comme plante modeéle par rapport au Cannabis puisque c’est une plante
dicotylédone grimpante appartenant également a la famille des Cannabacées.
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Les propriétés de conservation et d’amertume notamment utilisées pour la fabrication de la
biére (Almaguer et al., 2014) sont directement liées a des molécules spécifiques du houblon
comme les acides a (ex : humulone) et 3 (ex : lupulone) ou encore de flavonoides prénylés
tels que le xanthohumol (Stevens et al., 1999). Ces molécules sont régies tout comme celles
du Cannabis a des réactions d’'isomérisation, de réarrangement ou de dégradation en fonction
du temps, de la température ou de la présence d’'oxygéne. Le houblon est également une
plante facile d’accés en qualité pharmaceutique (cbnes séchées) et a un codt financier
raisonnable (quelques dizaines d’euros par kilo).

De plus, il a été envisagé de se diriger vers des solvants « verts », directement liés aux
principes de I'éco-extraction. En effet, il est recherché en premier lieu d’utiliser des solvants
dits alternatifs aux solvants indésirables, facilement utilisables et réutilisables, sans impact
néfaste pour I'environnement ni toxicité pour ’homme. Les agro solvants tels que I'éthanol ou
'eau seront privilégiés pour la réalisation de produits pharmaceutiques. Des essais ont été
réalisés avec des solvants organiques tels que le cyclohexane afin d’avoir des comparaisons
par rapport a I'éthanol.

Les travaux réalisés au cours de cette thése sont présentés en deux parties dans ce
manuscrit. La premiére partie est axée sur la mise au point des méthodes extractives a partir
des cbnes de houblons. Elle s’est focalisée sur une comparaison des rendements
d’extractions, des teneurs totales en métabolites et leurs quantifications en fonction des
techniques utilisées, ce qui a conduit a la construction des réseaux moléculaires. Une
optimisation des méthodes extractives a été réalisée a l'aide une analyse statistique
descriptive.

La seconde partie concerne les travaux effectués sur les fleurs de Cannabis. L’étude
réalisée pour ce projet de these s’est portée sur des cultivars de plants de Cannabis a teneur
élevée en THC (de l'ordre de 15%) et faible en CBD destinés a I'usage en recherche et
développement pharmaceutique.

Une application de 'ensemble des techniques mises au point sur le houblon a été
transférée sur le cannabis. Afin d’accéder aux cannabinoides d’intérét, des étapes de
séparations et purifications ont été entreprises a partir des extraits obtenus précédemment.
Des élucidations structurales ont été effectuées par des analyses en RMN 1D et 2D et par HR-
ESI-MS sur les différents extraits et fractions. Le profil des composés volatiles des fleurs de
cannabis a été déterminé par HS-GC-MS/MS. Pour son intérét croissant en applications
thérapeutiques, I'accés au CBN (un produit de dégradation du THC) a pu étre accentué par
décarboxylation oxydative ou par hémisynthése. L’optimisation des méthodes extractives a
été étudiée par analyse statistique (méthode TOPSIS) et plan d’expérience (DSD). Enfin, une
étape de faisabilité de formulation galénique a été réalisée avec le Prosolv comme excipient.
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Partie |
Humulus lupulus L.






Partie I. Humulus lupulus L.

I.1. Structure et morphologie végétale

Humulus lupulus L., communément appelé houblon, est une espéce de plante a fleurs
appartenant a la famille des Cannabacées et de 'ordre des Rosales.

Son nom provient du latin Humus traduit par terre douce et fraiche pour signifier ses terrains
de prédictions. Et lupulus fait référence directement au loup, car selon des écrits de Pline
'ancien dans Historia Naturalis, le houblon de I'époque avait tendance a étouffer les autres
plants autour de lui lors de son développement (Stannard, 1982). Il se développe dans des
haies et lieux frais dans toute la France. Il est réparti sur tous les continents avec des milieux
tempérés. Sa floraison se produit entre juin et septembre.

C’est une plante vivace a tige herbacées, rameuses et sarmenteuse-volubiles (tiges ou
rameaux ligneux nécessitant un appui). Elle peut atteindre des tailles allant de 2 a 5 métres
de hauteur. Les feuilles sont pétiolées, opposées et palmatilobées en cceur. Elles sont
décomposées en 3 a 5 lobes ovales et dentées et les feuilles supérieurs sont souvent simples
(feuilles non composées ou ramifiées) par rapport aux autres. Les fleurs de la plante sont
d’'une couleur vert-jaunatre et dioique. Les fleurs males a étamines et les fleurs femelles a
pistil sont sur deux pieds différents. Les fleurs méles sont en grappes rameuses. Le périanthe
male (enveloppe florale) est divisé en 5 parties égales et contenant 5 étamines a filets courts.
Les femelles possédent un ovaire a deux carpelles et deux styles filiformes. Ces fleurs sont
en formes de cones pendants et ovales, opposés et en pédoncules. Elles sont positionnées a
l'aisselle et entourées par des bractées (écailles foliacées) et bractéoles, ce qui forme les
cones (Coste, 1937).

Des poils glandulaires épidermiques, appelés trichomes, sécréetent et stockent les métabolites
secondaires de la plante (Stevens and Page, 2004). Ces parties sont généralement jaunatres
communément appelées glandes a lupuline (Almaguer et al., 2014). Les fruits sont des akénes
de formes ovoide-comprimés et couverts de glandes jaunes aromatiques.

Figure 1 : lllustration des cénes et feuilles de Humulus lupulus L. par le botaniste
Hippolyte Coste (a gauche) et photographies d’'un cone coupé et des glandes a
lupuline (a droite) .
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|.2. Histoire et cultures

[.2.1. Les origines du houblon

Humulus lupulus, ou houblon, serait a I'origine chinoise (Murakami et al., 2006). Selon
I'étude phylogénétique, la souche originelle remonterait a plusieurs millions d’années (traces
de pollens et fossiles) et serait issues du nord ou du centre de la Chine. Le houblon aurait
ensuite été exporté dans le Caucase et en Europe et parallélement dans le sud de la Chine et
au Japon, tout ceci avant d’arriver aux Etats-Unis.

Concernant son utilisation dans la biére, son origine exacte reste plutdt floue.
Néanmoins, I'histoire de la biére peut permettre de comprendre a partir de quelle époque ont
été incorporés le houblon et ses métabolites aux propriétés spécifiques. Le procédé de
brassage nécessite 'usage de levures (plus précisément de Saccharomyces) tout comme la
fabrication du pain. Autrement dit, des hypothéses avancent que les deux seraient liés et donc
leurs origines communes ou proches. Des traces de brassage de la biére ont été retrouvées
en Egypte et en Mésopotamie aux environ de -5000 ans avant J-C. Et 'Egypte était reconnu
comme un exportateur au sein des régions autour de la méditerranée aux environ de -1000
avant J-C.(Hornsey, 2003). A cette époque, il se posait des problémes de conservation de la
biere puisque le houblon n’était pas encore incorporé dans sa recette.

Ce n’est qu’a I'ére romaine, entre -30 av J-C et 480 aprés J-C., que le houblon a été
utilisé dans la biere (Wilson, 1975). Des années plus tard, en I'an 736, il fut mentionné pour la
premiére fois de son usage dans le procédé de brassage. Sa référence provient d’'un document
de monastére de la région de Hallertau en Allemagne. Des demandes de cueillettes ont
également été rapportées par des abbés de Grande-Bretagne en 820. La culture du houblon
s’était popularisée depuis les années 850 en Allemagne. Hildegarde de Bingen, abbesse et
naturaliste d’origine allemande, a réalisé en 1150 des écrits (« Liber simplicis medicinae ») sur
le brassage de la biére. Elle est la premiére a faire mention de I'utilisation de ce dernier pour
ses propriétés antibiotiques et donc de conservation primordiale. (DeLyser and Kasper, 1994).
Méme si les propriétés ont pu étre décrites, il est important de relever qu’aucune mention n’a
été faite sur le type de houblon utilisé (sauvage ou cultivé).

Au XVII®me siécle, la culture du houblon a été importée par les colons anglais en
Amérique du Nord aux cours de leurs différents voyages. La premiere production de houblon
cultivé a vu le jour pour subvenir aux besoins de brasseries au milieu de ce siécle, en
Massachusetts. (Edwardson, 1952).

En dehors de son utilisation dans la biére, des propriétés thérapeutiques ancestrales
sont admises au houblon (antimicrobiennes, anticancéreuses etc.) dont ses effets sédatifs.
Les traitements a base d’huile, d’infusion et d’inhalation des houblons sont proposés pour
traiter des troubles du sommeil ou de I'anxiété. Les cbnes sont les parties essentiellement
utilisées (Zanoli and Zavatti, 2008).

Des valorisations de la fibore de houblon ont également été rapportées pour la
fabrication de textiles ou de cordes. En effet, le houblon appartient a la méme famille des
Cannabacées que le chanvre industriel destiné aux mémes usages. L'utilisation des fibres a
donc largement été étudié et des propriétés Iégerement inférieures ou équivalentes a celle du
chanvre ont été trouvées (Limousin et al., 2023).
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[.2.2. La production mondiale

L’ensemble des données présentées ont été obtenues sur le site de la commission
européenne (“Houblon - Commission européenne”, 2022).

La production du houblon s’éléve a 50 000 t/an et avec celle d’a-acides de 5000 t/ an. La
production de houblons décline au fur et & mesure des années puisque les consommateurs
contrblent le marché et se dirigent vers des bieres moins ameres, nécessitant donc moins d’a-
acides. De nos jours, la concentration d’a-acides est de 4,1 g par hectolitre de biere contre
6,3 g en 1995.

Il existe plus de 2600 exploitations agricoles cultivant du houblon en Europe. La
superficie de culture s’étends sur plus de 28 000 hectares, au sein de 14 pays de 'UE et elle
représente 60% de la culture mondiale de houblon. L'Allemagne est le pays le premier
producteur au niveau européen : plus de 20 000 hectares, ainsi qu’une représentation de 33%
de la superficie mondiale.

De plus la majorité du houblon européen est destiné a I'exportation, fournissant principalement
les Etats-Unis, la Russie et le Japon.

En France, neuf régions se partagent sa culture : le Grand-Est, les Hauts-de-France,
la Nouvelle-Aquitaine, la Bretagne, les Pays de la Loire, la Normandie, I'lle-de-France,
I’Auvergne-Rhbne-Alpes et la Bourgogne-Franche-Comté. Le pays est classé en cinquiéme
position derriére 'Allemagne, la république Tchéque, la Pologne et 'Espagne avec 92 fermes,
548 hectares et 711 t/ an de production.
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|.3. Métabolites d’intéréts

[.3.1. Composition chimique

Les cbnes de houblons séchés ont été étudiés en terme de composition chimique (Benitez et
al., 1997). La proportion totale de métabolites d’intéréts dans les résines est d’environ 15 a
30%.

Tableau 1 : Composition chimique moyenne des cbnes séchés de Humulus lupulus L.

Pourcentage
(m/m)
a-acides 2a17
B-acides 2a10
Acides aminés 0.1
Cendres 40 a 50
Monosaccharides 2
Lipides 1a5b
Pectines 2
Polyphénols (tannins) 3a6
Protéines 15
Huile essentielle 0.5a3 (v/im)
Humidité 8alz2

Le houblon est une plante étudiée depuis de nombreuses années et des centaines de
métabolites primaires et secondaires ont pu étre identifiés et isolés. Parmi les voies
métaboliques de synthése de ces derniers, I'étude synthétique de Bocquet et al. s’avére étre
la plus récente et compléte. Les voies avec 'ensemble de leurs composants tels que les
lignanes, stilbénes, flavonoides, phloroglucinols et terpénes y sont entierement développés en
annexe 1 (Bocquet et al., 2018).

1.3.2. Terpénes

Les terpénes constituent un vaste groupe d'hydrocarbures synthétisés a partir d'unités
isoprenes. lls sont classés en fonction du nombre d'unités d'isopréne et sont généralement
présents dans les huiles essentielles. Les terpénoides sont des formes modifiées de terpénes
qui ont été altérées chimiquement par oxydation ou réarrangement de leur structure
moléculaire. Ces modifications peuvent entrainer la formation de groupes fonctionnels, tels
gue des alcools, des aldéhydes et des cétones, qui contribuent a I'ardme et a la saveur de la
plante.

Les terpénes présents dans les extraits et huiles essentielles du houblon sont
essentiellement constitués de monoterpénes, sesquiterpénes et de composeés terpéniques
oxygénés. Des triterpénoides ont également été identifiés. En 1981, Sharpe et Laws proposent
une classification des différents terpenes étudiés dans les huiles essentielles. Elle est divisée
en trois parties: les hydrocarbures (monoterpenes, sesquiterpénes et hydrocarbures
aliphatiques), les composés oxygénés (monoterpénes et sesquiterpenes oxygénés et autres.)
et composés soufrés (thioesters, sulfures et autres composés soufrés). (Sharpe and Laws,
1981). Les hydrocarbures (monoterpénes et sesquiterpenes) représentent environ 60 % des
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terpénes totaux et leurs composés oxygénés spécifiques jusqu’'a 30% (Rutnik et al., 2022).
Les classes des composeés terpéniques les plus étudiés sont présentées ci-dessous.

Parmi les composés non oxygéneés, le myrcéne, I'a et B-pinéne, le limonéne et I'a et B-
phéllandrene sont admis dans les monoterpénes. Alors que le f—caryophyllene, 'ac—humuléne,
l'a, B et &-sélinéne, I'a et B-farnéséne, le y-éléméne et le y-gurjunéne sont dans les
sesquiterpéenes.

ShH ¢ QL%

Pinéne (a et ) Myrcéne Limonéne Phéllandrene (a et 8)
N X N A
= =
a-humuléne B-caryophylléne Farnéséne (a et ) y-élémeéne
/
Sélinéne (a, B etd) y-gurjunéne

Figure 3 : Structures de quelques monoterpénes et sesquiterpénes majoritaires du houblon
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Parmi les composés oxygénés, le géraniol, le myrcénol et le linalol représentent les
monoterpénoides. Les sesquiterpénoides sont quant a eux essentiellement composés
d’alcools et d’époxydes. Le bisabol (a et B), le cadinol (a et 1), le caryophylléne d’alcool,
'eudesmol (y et B) et le spathulénol composent les alcools. Les époxydes sont 'oxyde de
caryophylléne, de limonéne ou d’humuléne (I et I1).

OH - _
OH
| OH
| | =

Linalol Géraniol Myrcénol
HO OH
X
N-"0H
| | | HO
Farnésol Bisabol (a et 8) Spathunélol
OH
?@\ HO %OH %:bk{/OH
t-cardinol Caryophylléne d’alcool Eudesmol (B ety)
(0] e) 0]
O
=
N
Epoxyde de Epoxyde de

caryophylléne limonene Epoxyde d"humulene (I et I1)

Figure 4 : Structures de quelques composés oxygénés (alcool et époxydes) du
houblon

1.3.3. Polyphénols

Les polyphénols sont une classe de molécules naturelles que l'on retrouve
couramment dans les plantes. Leurs structures chimiques reposent sur des phénols : un ou
plusieurs cycles aromatiques portant des fonction hydroxyles (-OH). Ces cycles peuvent étre
reliés entre eux et porter d’autres fonctions. lls sont ainsi reconnus pour leurs propriétés anti-
oxydantes. Cette classe est divisée en différentes familles : les flavonoides, les stilbénes, les
lignanes et les acides phénoliques.

Les flavonoides, appartenant aux polyphénols, sont le groupe le plus étudié que I'on
retrouve aussi bien dans les plantes que dans les préparations a base de ces derniéres (thé,
café, vin etc.). lls constituent une grande famille de composés naturels largement répandus
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dans le réegne végétal. lls jouent des roles importants, notamment dans la pigmentation, la
défense contre le stress environnemental et l'interaction avec les pollinisateurs. Ce groupe est
lui-méme divisé en sous-classes: notamment les chalcones, les anthocyanines, les
flavanones, les flavones, les flavonols et les isoflavones.

Y

Les chalcones sont les premiers métabolites de la voie des flavonoides a étre
biosynthétisés et permettant la biosynthése du reste des composés. Le xanthohumol et le
desmethyl xanthohumol sont les deux chalcones prénylés essentiellement retrouvés dans le
houblon.

_O0 O OH O

Xanthohumol Desméthylxanthohumol

Figure 5 : Structures des chalcones prénylés du houblon

Les flavonones sont quant a elles issues de l'isomérisation des chalcones et d’'une
cyclisation. L’isoxanthohumol, la 6 et 8 prenylnaringénine en sont les principaux constituants
qui sont aussi prénylés.

OH O

Isoxanthohumol 8-prénylnaringénine 6-prénylnaringénine

Figure 6 : Structures des flavanones du houblon

Parmi les flavonols et les flavan-3-ols seront retrouvés respectivement pour le premier :
la quercétine, le kaempferol, I'astragaline, la quercitrine et l'isoquercitrine ; et pour le second :
la catéchine (et son isomeére I'épicatéchine), la gallocatéchine et les procyanidines.
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Catéchine Gallocatéchine

Procyanidine B3

Figure 7 : Structures de flavonols et flavan-3-ols du houblon

Les flavonoides prénylés sont uniques au houblon (Xanthohumol et isoxanthohumol).
Il a été démontré qu'ils contribuent a I'ardme et a la saveur de la biére. (Stevens and Page,
2004). lls sont également importants pour la stabilité du produit final, car ils protégent contre
I'oxydation et d'autres formes de dégradation. Des études ont suggéré que ces composés avec
les autres flavonoides pouvaient avoir des effets anti-inflammatoires, antioxydants et
antiprolifératifs (Venturelli et al., 2016).

Une autre famille des composés est également présente, il s’agit du phloroglucinol et
ses dérives (prénylés et glycosylés). Le phloroglucinol est le précurseur des
acétylphloroglucinols.

Les dérivés prénylés des phloroglucinols sont les a-acides et B-acides. Ce sont des molécules
spécifigues du houblon et dont les propriétés sont essentiellement utilisées a travers la
fabrication de la biére ou des huiles essentielles. L’humulone appartient aux a-acides et la
lupulone aux B-acides. Chacun de ces acides possédent une chaine alkyl (notée R) qui
détermine les préfixes et le nom de la molécule. Par exemple, R = CH>CH(CHzs)2 pour
’humulone et R = CH(CHz)2 pour le cohumulone.
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Préfixes_:

. R= CH2CH(CH3)2
Co-: R=CH(CHa),
Ad-: R= CH(CH3)3CH2CH3
Pre-: R= CH2CH2CH(CH3)2
Post- : R = CH,CH

Humulone

R;= CH(CHj3), Hydroxytricyclocolupone
Humulinone Hulupone Acide Hulupinique R, = CH,CH(CH3), Hydroxytricyclolupone
R,= CH(CH3)CH,CH3 Hydroxytricycloadlupone

Figure 8 : Structures des a-acides et $-acides et leurs dérivés

Les acides phénoliques sont présents dans le houblon avec des molécules tels que
l'acide cinnamique et ses dérivés (acide caféique, coumarique et férulique) ou bien l'acide

benzoique et ses dérivés (acide gallique, vanillique et hydroxybenzoique). Des dérivés sous
forme d’hétérosides ont également été observés.

COOH ,~~COOH
R R
1 3 Rl R3
R2
R2
Dérivés d'acide benzoique Dérivés d'acide cinnamique
Ri Ry Rs Ri Ry Rg
Acide hydroxybenzoique H OH H Acide coumarique H OH H
Acide gallique OH OH OH Acide caféique H OH OH
Acide vanillique H OH  OCH; Acide férulique OH OH OH
Acide benzoique H H H Acide cinnamique H H H

Figure 9 : Structures des acides phénoliques et leurs dérivés du houblon

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 45
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1.3.4. Pigments photosynthétiques

Les pigments photosynthétiques sont, dans le régne du végétal, des molécules qui
permettent d’absorber la lumiére et de convertir une énergie lumineuse en énergie chimique
par le biais de la photosynthése. Les principaux pigments que I'on retrouve sont la chlorophylle
a, la chlorophylle b et les caroténoides (Telichowska and Kobus-Cisowska, 2020).

La chlorophylle a absorbe plus efficacement la lumiere dans les parties du spectre de
la lumiére correspondant aux longueurs d’onde a 430 et 660 nm. La chlorophylle b quant a
elle absorbe la lumiere aux longueurs d’onde de 445 et 645 nm Ces deux chlorophylles sont
toutes deux synthétisées par la plante et se situent dans les chloroplastes. Elles possédent
toutes deux une structure similaire mais une composition de |égére différence qui se traduit
par la différence d’absorption des longueurs d’onde de la lumiére entre a et b (Pai and Nair,
2015). La chlorophylle est dotée des propriétés suivantes : antioxydantes permettant de
protéger I'organisme face a des radicaux libres, anti-inflammatoires et cicatrisantes pour les
plaies. (Pokorny et al., 2013).

Figure 10 : Molécule de chlorophylle avec R= CHz pour la chlorophylle a et R=CHO pour la
chlorophylle b
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Enfin, les caroténoides sont les pigments a l'origine des couleurs jaune, orange et
rouges de nombreux fruits et fleurs. En plus de capter de I'énergie lumineuse au cours de la
photosynthése et d’interagir avec les chlorophylles a et b, ils agissent comme antioxydants au
sein du végeétal afin de le protéger des rayons UV et radicaux libres (Havaux and Niyogi, 1999).
Les caroténoides peuvent également améliorer I'hydratation de la peau, favoriser la
cicatrisation des plaies et stimuler la production de collagéne et d'élastine en activant les
fibroblastes (Wisniewska et al., 2006).

Il existe plusieurs caroténoides dont les caroténes (par exemple l'alpha et béta-carotene) et
les xanthophylles (lutéine ou zéaxanthine). Néanmoins leurs structures chimigues sont trés
proches et les xanthophylles sont oxygénés. lls sont constitués d’'une chaine d’hydrocarbures
avec de nombreuses liaisons conjuguées qui leurs attribuent leurs capacités d’absorption de
la lumiére. (Carquet, 2015).

HO Zéaxanthine

Figure 11 : Structures de caroténes et xanthophylles présents dans le houblon
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I.4. Utilisations alimentaires et pharmaceutiques

Les prénylphloroglucinols vont intéragir dans le processus de la biere. Les a-acides,
tels que I'humulone et la cohumulone, sont responsables de I'amertume de la biére. Au cours
du processus de brassage, ces acides sont extraits du houblon et sont isomérisés (convertis
en leurs formes isomeres plus solubles) par ébullition, ce qui libere le golt amer. L'amertume
de la biére peut étre ajustée en variant la quantité et le type d'acides alpha utilisés.

Les acides béta, tels que la lupulone et la colupulone, sont moins solubles et ne sont
pas aussi facilement extraits lors du brassage. Cependant, ils contribuent a la saveur et a
l'ardbme de la biere et sont importants pour la stabilité du produit final. lls sont moins amers
gue les acides alpha, et leurs caractéristiques de godt et d'arbme sont décrites comme
boisées, épicées ou résineuses (Dusek et al., 2014).

Les flavonoides prénylés du houblon jouent des réles importants, notamment dans la
pigmentation, la protection contre le stress environnemental et linteraction avec les
pollinisateurs. La prénylchalcone xanthohumol est le principal flavonoide des résines de
houblon, avec son isomere flavanone correspondant, l'isoxanthohumol (Ivancic, 1997). |l a été
démontré que ces deux flavonoides contribuent principalement a I'ardme et a la saveur de la
biere. lls sont également importants pour la stabilité du produit final, car ils ont un effet
protecteur contre 'oxydation et d'autres formes de dégradation (Stevens et al., 1998).

a: bo"'"? wort O={ "4 3°0H
b: TA,pH}, cations
N
| cuviight ‘
humulone (1) frans-isohumulone (11) cis-ischumulone (12)

HO / )\/ W ‘\—>7
0 OH a: UV light ;

b: visible light + HO

AN photosensitizer .
; ; SH
(e.g. riboflavin) _co
o o
SH
0 OH
isohumulones dehydrohumulinic acid (13)  3-methyl-but-2-ene-1-thiol (14)
= "skunky thiol"

Figure 12 : Isomérisation de I'humulone et de 'isohumulone dans la biére selon Van Cleemput et al., 2009

Au cours de ce processus de préparation de la biére, deux types de houblons sont
utilisés par les industriels : les « Aroma hops » et les « bitter hops » (Van Cleemput et al.,
2009). Le houblon amer (ou « bitter ») est enrichi en acides alpha qui sont la principale source
d'amertume dans la biére. Il nécessite des temps élevés d’ébullition pour provoquer les
isomérisations et donc créer 'amertume.
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lls sont ainsi utilisés dans les premiéres étapes du processus de fabrication et le niveau
d’amertume est mesurée en IBU ((International Bitterness Units). Le houblon aromatique (ou
« aroma ») est généralement pauvre en acides alpha (<10%). Il apporte un ardme et une
saveur plus désirables a la biére. L’apport de I'ardbme doit étre réalisé en fin de procédé de
fabrication (Van Cleemput et al., 2009; Verhagen, 1994)

Les premiéres analyses de I'huile essentielle de houblon ont été effectué par Chapman
au début du XXéme siecle (Chapman, 1929). De plus, la composition et la teneur en
métabolites de cette huile essentielle sont affectées par de nombreux paramétres tels que la
variété, les conditions de culture, de séchage et de stockage (Howard and Slater, 1957). Le
houblon séché contient environ de 0,5 a 3,0 % d'huile essentielle un mélange complexe de
plus de 400 composés caractérisés par GC-MS (Howard, 1957; Velde and Verzele, 1986).

Dans les huiles essentielles, la partie hydrocarbonée représente de 80 a 90% de
monoterpénes et sesquiterpénes, avec en le myrcéne en composés majoritaires (30 a 60%)
suivi par l'alpha-humuléne et béta-caryophylléne. Concernant [I'extraction des huiles
essentielles, les techniques les plus récentes sont concentrées sur I'extraction en fluide
supercritigue au CO2 (Capuzzo et al., 2013).

L’équipe de Van Opstaele a isolé trois types de fractions principales dans I'huile
essentielle totale extraite a partir de Humulus lupulus L. Quel que soit les fractions obtenues,
l'extrait total s’est avéré trés riche en monoterpénes et sesquiterpénes (myrcéne,
caryophylléne et humuléne). La premiére fraction est constituée de monoterpénoides et
composés oxygénés tel que le linalol, la 2-undecanone le 4-decenoate de méthyle. La
deuxiéme fraction est quant a elle représentée par des sesquiterpenes hydrocarbonés tels que
le copaéne, le caryophylléne, 'lhumuléne, et le sélinéne. La derniére fraction est enrichie en
sesquiterpénoides comme l'oxyde de caryophyllene, I'époxyde d’humuléne (I et Il) et
I'humulénol II. (Van Opstaele et al., 2012).

Outre leur rdle direct dans le processus de la biére, les flavonoides prénylés ont
également démontrés des potentialités thérapeutiques telles que les effets anti-
inflammatoires, antioxydants et antiprolifératifs (Jiang et al., 2018; Liu et al., 2015; Tronina et
al., 2020).

lIs sont utilisées en phytothérapie pour leurs propriétés sédatives et analgésiques (Park et
al.,, 2012). L'isoxanthohumol est considéré comme un phyto-cestrogéne (Bolca et al., 2007;
Chadwick et al., 2006) et la 8-prénylnaringénine qui inhibe I'angiogenese, pourrait étre efficace
contre les bouffées de chaleur (Bowe et al., 2006; Pepper et al., 2004).
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Partie |l
Cannabis sativa L.






Partie Il. Cannabis sativa L.

II.1. Structure et morphologie végétale

Cannabis sativa L., est communément appelé chanvre lorsque son utilisation est
destinée a l'industrie alimentaire ou textile. Le terme de Cannabis est utilisé lorsque la plante
est destinée a des fins thérapeutiques.

Tout comme le houblon, il appartient a la famille des Cannabacées et a I'ordre des Rosales.
Son nom provient du latin canna et avis traduit par canne et oiseau pour faire allusion a la
forme particuliére allongée de la tige avec la production des graines trés appréciées par les
oiseaux. Sativa est la forme féminine de Sativus pour signifier cultivés.

Il est réparti sur tous les continents de milieux tempérés et chaud dans des zones
ensoleillées. C’est une plante annuelle mesurant en moyenne de 1 a 2 m (jusqu’a 5 m), garni
de multiples poils fins et rugueux (plante pubescente) et sa floraison se produit entre juin et
septembre. Les racines sont pivotantes et ramifiées de maniére latérale pouvant mesurer plus
de 2 m. Les tiges sont raides, simples et dressées avec leurs centres ligneux. Les feuilles
sont pétiolées, opposées, palmées (palmatiséquées) en 5 a 7 segments lancéolés et dentées
se terminant par un acumen (pointe allongée, effilée). Les feuilles supérieures sont plus
souvent alternes et avec uniquement 1 a 3 segments. La fleur est de couleur verte en panicule
rameuse (axe secondaire en décroissance de la base au sommet). Elle est dioique, les fleurs
a étamines et les fleurs a pistil sont sur deux pieds distincts. La fleur male posséde un
périanthe divisé en 5 parties égales avec 5 étamines pendantes a filet courts et antheres
terminales. La fleur femelle posséde un périanthe monosépale enroulant I'ovaire, et avec deux
longs stigmates filiformes (Coste, 1937). Des trichomes, excroissance glandulaires, stockant
les métabolites sont présents sur les fleurs et feuilles de la plante (Bonini et al., 2018).

La structure du chanvre et de ses tiges peut varier d'un cultivar a un autre en fonction de ses
utilisations. Par exemple, les plants destinés a la production de fibres sont généralement hauts
et peu ramifiés. Leurs tiges sont donc peu ligneuses afin de maximiser la production de fibre.
Les cultivars destinés a un usage thérapeutique (drogue) sont quant a eux trés ramifiés afin
de maximiser la productions d’inflorescences femelles (Small et al., 2003).

Figure 13 : Photographies de plants de Cannabis sativa L. et agrandissements sur les inflorescences
femelles et les trichomes
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Le genre Cannabis est divisée en trois especes identifiées C. sativa, C. indica et C.
ruderalis, et leurs caractéristiques ont été décrites (Adhikary et al., 2021; Hartsel et al., 2016).

C. sativa est la plus grande des trois (3 a 4 m) avec de longues feuilles fines de couleur vertes
ou vert-claires. Les branches sont plutdét espacées. Sa production de fleur est moins
importante que les deux autres especes mais elles possédent en général des concentrations
en THC plus importante que de CBD. La maturité est atteinte en moyenne entre 4 a 6 mois.

C. indica est de taille moyenne (1 & 2 m) avec une structure ramifiée en buisson trés dense et
des feuilles plus larges que sativa. La coloration tend sur du vert-olive ou vert foncé. Elle est
destinée a la production d’inflorescences, avec généralement plus de CBD que de THC. Elle
atteint sa maturité en 2 & 3 mois.

C. ruderalis est la plus petite de toute, préférant un climat plus doux et nordique que les deux
autres. Elle peut étre retrouvée a I'état de cultivars sauvages. Elle posséde les plus petites
feuilles, tiges et fleurs. Sa coloration est plutét verte-foncé. Elle est utilisée uniquement afin de
réaliser des croisements et sélections des deux autres especes (sativa et ruderalis) en raison
de sa capacité d’autofloraison et de temps de maturité de 1.5 a 2 mois.

Sativa

Indica

Ruderalis

Figure 14 : Morphologie végétale des especes de Cannabis
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[I.2. Histoire et production mondiale

Afin de mieux comprendre l'histoire du cannabis, il est important de faire un point sur ses
dénominations différentes selon ses utilisations.

Pour une méme plante, le Cannabis sativa L., le nom commun peut étre le chanvre (« Hemp »
en terme anglophone) ou bien cannabis (ou « marijuana »). Le chanvre désigne la plante pour
un usage industriel textile et alimentaire (papier, cordes, tissus, nourriture) alors que le terme
cannabis est propre a l'utilisation de la drogue végétale a des fins thérapeutiques (santé ou le
bien-étre).

La législation frangaise impose une classification de la plante de cannabis en tant que
stupéfiant si son pourcentage de THC (molécule psychoactive) est supérieur a 0.3% (arrété
du 31 décembre 2021 et articles L. 5132-86 et R.5132-86 Il du code de la santé publique). Le
chanvre industriel produit doit donc admettre des valeurs inférieures a cette concentration.

11.2.1. Une culture ancestrale jusqu’a une dépénalisation progressive

Cannabis sativa L. est une plante cultivée depuis I'antiquité pour ses utilisations
majoritaires encore d’actualités : ses fibres, ses graines et les phytocannabinoides. L’origine
exacte est indéterminée en raison de sa culture mondiale.

Cependant, les preuves les plus anciennes de I'utilisation de la plante ont été trouvées
en Chine, ou des découvertes archéologiques indiquent que cette plante était cultivée pour
ses fibres depuis 4 000 ans avant J-C. Elle est retrouvée ensuite dans une zone entre Europe
ou Asie de 1000 a 2000 avant J-C (McPartland et al., 2018).

Les cultures européennes étaient plutbt dirigées vers du chanvre textile uniquement
alors que les cultures asiatiques étaient a des fins textiles mais aussi médicinales (Small,
2017). Des traces d'utilisation de graines sont retrouvées entre de 200 av. et 200 apres J-C
(dynastie Han) ; des textiles et papiers fabriqués a partir du chanvre ont été retrouvés dans le
tombeau de I'empereur Wu (104-87 av. J-C) (Li, 1973).

L'utilisation du cannabis comme médicament a été rapportée dans la plus ancienne
pharmacopée chinoise, le « pen-ts'ao ching », rédigé au I°" siécle. Il était indiqué dans le
traitement des douleurs rhumatismales, la constipation intestinale, la malaria, les douleurs
d’accouchements et de régles (Touw, 1981).
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Figure 15 : lllustration du chanvre dans le Pen-ts'ao Ching avec son texte expliquant ses
utilisations
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Du début de I'ére chrétienne et jusqu’au 18e siecle, l'utilisation médicale du cannabis
est restée tres intense en Inde et s'est ensuite étendue au Moyen-Orient et a I'Afrique. En
Arabie, des médecins (Avicena) ont mentionné le cannabis dans leurs compendiums
médicaux X®™® siécle. Les textes musulmans mentionnent [l'utilisation du cannabis comme
diurétique, digestif, et pour calmer les douleurs (Rubin, 1975).

En Europe, pendant cette période, le cannabis était cultivé exclusivement pour ses
fibres. Des traces écrites sont retrouvées au I°" siécle aprés J-C avec la description du
cannabis par Pline l'ancien en lItalie. Ces usages proviennent de la transmission de
connaissances par les musulmans sur la fabrication de papier & partir du cannabis. Sa culture
s’est développée essentiellement en Espagne et en Italie. (Grotenhermen and Russo, 2002).

Le cannabis est connu en Afrique depuis le XVe siécle. Son utilisation a pu étre été
introduite par des commercants arabes, qui a leur tour étaient reliés a I'Inde (ou la plante était
admise comme sacré et utilisée pour ses effets psychoactifs). Cette hypothése provient du fait
de la similitude des préparations médicinales a base de cannabis entre I'inde et I'Afrique. Elle
était utilisée principalement pour des effets antidouleurs contre les morsures de serpent, la
fievre, I'asthme et pour les accouchements. Il s’en est suivi I'exportation des graines par
bateaux depuis I'Afrique jusqu’en Amérique du Sud au XVléme siécle (Du Toit, 1980).

Au XIXeéme siéecle, le cannabis a été introduit dans la médecine occidentale a la suite
des travaux d’'un médecin irlandais, Willian B. O'Shaughnessy et d’un psychiatre francais,
Jacques-Joseph Moreau. Le premier est revenu en Europe apreés ses services militaires en
Inde ou il a pu étudier la plante, ses usages et ses essais contre plusieurs pathologies sur
animaux et patients. Il a publié 'ouvrage intitule « On the preparations of the Indian hemp, or
gunjah » pour y présenter ses recherches (traitements pour rhumatismes, convulsions, tétanos
et rage) et étendre son utilisation a 'Europe (O’Shaughnessy, 1843).

L’objectif du psychiatre était tout autre. Au cours de ses voyages en Orient, il s’est rendu
compte de l'utilisation trés répandue de la résine de cannabis (« Haschish ») par les arabes.
De retour en France vers 1840, il réalise de nombreuses expériences avec la plante sur sa
propre personne, puis ses éléves et ses patients, avant de publier 5 ans plus tard son livre sur
les effets du cannabis intitulé : « Du Hachisch et de ['Aliénation Mentale : Etudes
Psychologiques ». Les études ont été concentrées sur les effets psychoactifs et ses potentiels
en utilisation thérapeutique (Moreau, 1845).

Apparaissant comme des pionniers du développement de médecine a base de cannabis en
Occident, Moreau et O'Shaughnessy ont proposés ainsi les rares options de traitements contre
les maladies de I'époque telles que le tétanos, la rage ou bien le choléra. En 1866, son
inscription dans Pharmacopée francaise (3éme édition) a permis son utilisation a des fins
thérapeutiques par des pharmaciens et médecins.

L’'usage du cannabis médicinal s’est donc répandu au fur et & mesure dans toute
'Europe avant d’étre exporté par bateaux en Amérique du Nord. Sa premiére référence est
apparue en 1850 dans la pharmacopée américaine, avant d’étre évoqué dans la premiere
conférence clinique de Ohio State Medical Society sur le cannabis en 1860 pour son utilisation
dans les traitements de douleurs, rhumatismes et asthme.(Ohio State Medical Association,
1960).

La période de fin XIXéme et début XXéme siécle représente donc I'age d’or de l'utilisation du
cannabis thérapeutique. Les prescriptions d’utilisations étaient résumées dans I'Analytic
Cyclopedia of Practical Medicine (Sajous, 1918). Cette encyclopédie regroupe 'ensemble des
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pathologies repertoriées de I'époque, la description de leurs symptémes et les traitements
associés. Le cannabis y est défini comme traitement en tant que sédatif ou
hypnotique, analgésique et pour amélioration de I'appétit.

Concernant 'Amérique du Sud, au Brésil, il était essentiellement utilisé par les
populations défavorisées en tant que « drogue de pauvres » pour face a la montée de 'opium.
Ces usages se sont transmis ensuite le long de la mer et des fleuves jusqu’au Mexique, avant
de s’étendre au sud actuel des Etats-Unis par le biais des migrants mexicains (début XXéme
siécle). C’est ainsi que jusqu’en 1950, sa consommation était faite par les migrants africains
et hispaniques avant de se reprendre au sein de toutes les populations et essentiellement les
jeunes adultes (Rubin, 1975).

Les gouvernements des différents Etats ont commencé a freiner puis interdire au fur et
a mesure sa consommation récréative. Le début de l'interdiction mondiale est marqué par la
Californie qui est le premier Etat a linterdire en 1915, avant sa généralisation a toute
’Amérique avec une loi instaurée en 1937, nommée « The Marihuana Tax Act », interdisait
toute consommation récréative ou étre en sa possession (Musto, 1937). Toute personne
utilisant la plante devait étre référencée et payer une taxe d'un dollar par once si c’était a des
fins médicales, et de 100 dollars par once pour des usages récréatifs. Le non-paiement de
I'une de ces deux taxes entrainait une amende (2 000 dollars) et une peine d'emprisonnement
de 5 ans. A la suite de ces interdictions, le cannabis a été retiré de la pharmacopée américaine
en 1941 et ses usages en ont été fortement impactés. |l s’en est suivi son retrait de la
pharmacopée frangaise en 1953 et sa classification (cannabis et dérivés) comme stupéfiant
par 'ONU (1960), au méme titre que la coca, 'opium et leurs dérivés. Le cannabis est attribué
aux drogues les plus dangereuses : celles a fort potentiel d’abus et trés faible valeur potentielle
thérapeutique. Le 31 décembre 1970, une loi frangaise d’interdiction de toute consommation
de stupéfiants, et donc de cannabis, est mise en place.

Une relancée progressive mondiale pour ses effets thérapeutiques s’est enclenchée
depuis 1996, méme si de maniere non officielle il était plus ou moins autorisé de depuis 1972
aux Pays-Bas. La Californie est le premier Etat américain a autoriser a nouveaux son usage
médical. Le Canada poursuit en 2001 organisant tout un systéme autour de sa réglementation.
Des dépénalisations sont actées dans plusieurs autres pays : en Belgique en 2003, au Chili
en 2005, au Brésil et en Israél en 2006, en Républigue tchéque en 2010, en Suisse en 2011,
en Italie en 2013, en Allemagne en 2017 et royaume Uni en 2018 (de Souza et al., 2022;
Ruheel et al., 2021; Schlag et al., 2022).

Les études et recherches scientifiques sont réalisées malgré tout en paralléle d’'une
législation interdisant la consommation récréative et freinant fortement la recherche a des fins
thérapeutiques. Parmi les travaux les plus marquants de l'histoire du cannabis, ceux de
Mechoulam peuvent étre cités. En 1964, 'équipe de Gaoni et Mechoulam (en Israél) effectue
I'extraction et I'isolement du THC a partir de la plante ainsi que sa synthése chimique (Gaoni
and Mechoulam, 1964). En 1988, il présente la découverte du systeme endocannabinoide et
des récepteur CB1/CB2 avant d’expliquer tout le fonctionnement du systéme avec les
phytocannabinoides (Martin et al., 1999).
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Le nombre de publications sur le cannabis n'a cessé d'augmenter depuis 1960,
attestant du grand intérét pour la recherche pour cette plante. La figure ci-dessous montre
I'évolution du nombre de publications sur le cannabis au cours des 60 derniéres années.
L’autorisation de son usage médical et une dépénalisation progressive mondiale en sont les
principaux facteurs de développement.
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Figure 16 : Recherche actuelle publications scientifiques (source : Open Alex avec le terme Cannabis Sativa L.)

11.2.2. Production européenne

Les especes de cannabis sont donc répartis de maniéres hétérogénes sur 'ensemble
des continents. Cette répartition est due a son utilisation au fil des siécles et des importations
exportations de cultivars. Quatre types de sous-espéces de cannabis sont essentiellement
réparties au sein des différentes cultures mondiales : Cannabis sativa ssp. sativa, Cannabis
indica ssp. chinensis, Cannabis indica ssp. indica et Cannabis indica ssp. afghanica. Ces sous-
espéces sont soit destinées a la production de fibre, nommées « hemp » avec les variétés a
feuilles fines (Narrow-Leaflet Hemp = NLH) et a feuilles larges (Broad-leaflet Hemp = BLH) ou
soit a la production de drogue avec des variétés a feuilles fines (Narrow-Leaflet drug= NLD) et
larges (Broad-leaflet Drug =BLD)(Clarke, 2016).

Paciric

Pacirie
Ocean

Figure 17 : Répartition géographique des sous-especes de cannabis selon Clarke et al.
2016 (Cannabis sativa ssp. sativa (NLH), Cannabis indica ssp. chinensis (BLH),
Cannabis indica ssp. indica (NLD) et Cannabis indica ssp. afghanica (BLD)).
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Cannabis sativa ssp. sativa (NLH) utilisée pour ses fibres et ses graines avec un taux de THC
inférieur a 0.3% est essentiellement originaire d’Europe et exportées aux Etats-Unis. Cannabis
indica ssp. chinensis (BLH) est également utilisée pour ses fibres et graines avec un taux de
THC légérement supérieur (<0.5%) a sativa. Elle est cultivée dans I'Asie de I'Est et a été
exportée au Etats-Unis et en Europe.

Les espéces Cannabis indica ssp. indica (NLD) et Cannabis indica ssp. afghanica (BLD) sont
guant a elle cultivées pour la production destinée a des applications médicinales ou
récréatives. Elles possédent des taux moyens respectifs de THC inférieurs a 20 et 10%. Elles
sont cultivées en Asie de I'Ouest et du Sud, ainsi qu’en Afrique. Elles ont été exportées en
Amérique du Nord et du Sud et en Australie.

Ainsi, la production européenne de chanvre pour sa fibre et ses huiles (« Hemp ») est
suivie par la commission européenne. Cette commission affiche plusieurs chiffres intéressant
et ils sont présentés dans la section Agriculture et Productions végétales (“Chanvre -
Commission européenne,” 2022).

Le chanvre est retrouvé dans tous les pays européens. L’évolution de la superficie qui y est
consacrée peut-étre observée sur le graphique ci-dessous.
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Figure 18 : Surfaces exploitées dans I'lUnion Européenne pour la culture du chanvre destinés a la
production de fibres ou d’huiles (Source : Eurostat)

La superficie dédiée a la plante a évolué de 20 540 hectares (ha) en 2015 a 33 020 ha
en 2022, signifiant une augmentation d’environ 60 %. Ainsi pendant ce méme lapse de temps,
sa production s’est accrue, passant de 97 130 tonnes a 179 020 tonnes, et donc une
augmentation de 84,3 %. Concernant la position de la France, elle est le plus grand producteur
et exportateur européen. A elle seule, elle produit plus de 60 % du chanvre de I'Union
Européenne (environ 107 000 t), suivie de I'Allemagne avec 17 % (30 400 t) et des Pays-Bas
avec 5 % (8 900 t).

En plus de la production de chanvre, celle destinée a un usage de drogues est
également contrélée de trés prés en Union Européenne. Le suivi des usages et trafic de
drogues est réalisé au sein de rapports annuels par 'European Union Drugs Agency (EUDA).
Les données présentées sont issues du rapport de 2024 par rapport a 'année 2023 (European
Unions Drugs Agency, 2024).
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Au sein de 'Europe, le cannabis reste la drogue illicite la plus consommeée parmi la cocaine,
'Ecstasy, le LSD et les amphétamines.

Les enquétes des différents pays sur la consommation annuelle de 2023 de cannabis
estiment un nombre de consommateurs a 8% des adultes européens, soit 22.8 millions de
personnes entre 15 a 64 ans. Parmi ce nombre, la tranche d’age des 15-34 ans représente
plus de 15%, soit 15.1 millions de consommateurs. Le nombre d’utilisateur quotidiens ou quasi-
quotidiens (a minima 20 jours dans un mois) est estimé a 1.3% de la population, soit 3.7
millions d’adultes entre 15 a 64 ans. |l s’est également avéré qu’environ 75% des
consommateurs de cannabis sont des hommes contre 25% de femmes. Un fait d’utilisation de
plusieurs formes de cannabis différente a été explicitement démontré. Dans le rapport de de
2021 (European Drug Report 2021), les consommateurs ont été interrogés sur les formes
utilisées. Sur les 100%, 95% ont consommé de I'herbe, 32% des résines et 25% des
comestibles (huiles, gummies, liquide e-cigarette).

Les tendances de consommation de cannabis sont hétérogénes suivant les pays. Les
données présentées ci-dessous sont issus de 'EUDA et de I'Observatoire Européen des
Drogues et des Toxicomanies (OEDT) (European Unions Drugs Agency, 2024).
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Figure 19 : Graphiques des données 'OEDT de présentant les différentes enquétes de proportion de la
population francaise consommant du cannabis entre 2000 et 2021 (A) ; la répartition des différentes
substances utilisées en 2021 (B) et la nationalité des consommateurs de 2021 (C)
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En regardant le graphique A, il montre que 10.6% des 15-64 ans de la population frangaise a
consommé du cannabis en 2021 (soit plus de 5.4 millions) contre 8% en 2010. Le cannabis
est également classé en troisiéme position des substances consommeées par les francais,
derriére l'alcool et le tabac (graphique B). Les frangais se classent en troisieme position ex-
aequo avec I'Espagne dans le classement des pays consommateurs de l'union européenne
(graphique C).

Le rapport de 'EUDA fait également un état des lieux des saisies réalisés par les forces
policieres et douanes. En 2022, plus de 243 000 saisies de résines de cannabis (468 t) et
234 000 saisies d’herbes, d’inflorescences (265 t) ont été déclarées a 'UE. De plus, environ
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610 000 infractions liées a la consommation ou détention de cannabis ont été déclarés cette
méme année. Des analyses de concentrations moyennes entre la résine et I’herbe cannabis
ont montrés que la premiére possédait 24.8% de THC et la seconde 10.1%.

11.2.3. Utilisations et consommations actuelles

Chacune des parties de la plante (graines, tiges, fleurs et feuilles) est utilisée et
valorisée (Johnson, 2019).

La tige et le pédoncule du chanvre industriel sont utilisés afin produire la fibre de
chanvre. La culture de la plante est optimisée afin de réduire et d’éviter un développement trop
avancé de la fleur et la production de fleurs. Une hauteur optimale de 3 a 5 m est définie pour
la récolte. La couche externe d'une tige de chanvre est composée de faisceaux de fibres
libériennes (15% biomasse), qui ont plus de valeur que la couche interne (Kaur and Kander,
2023)

[l

Figure 20 : Types de matériaux obtenus sur du chanvre industriel

Les fibres centrales sont séparées des périphériques. Elles sont ensuite nettoyées,
traitées et séchées avant de subir les processus comme le rouissage, teillage, peignage,
filature et tissage pour former du textile.

La plante de chanvre sert également a réaliser des cordages ou du papier (Naeem et al.,
2023). La production de fibres de chanvre est plus durable et utilise moins d'eau que la culture
conventionnelle du coton (Yano and Fu, 2023). Les fibres de chanvre plus résistantes sont
également utilisées comme alternative aux matiéres synthétiques.

Enfin la paille de chanvre est utilisée en agriculture comme aliments pour le bétail en raison
de sa haute valeur nutritionnelle (Wang et al., 2023). Des essais de substitutions de la fibre de
verre ont également été réalisés avec un mélange époxy et fibre de chanvre traitée (Murugu
Nachippan et al., 2021).

Les graines ou « Hemp seeds » sont issues de cultures similaires de chanvre industriel
gue celles destinées au textile. Les graines peuvent étre récoltées lorsque la plante atteint des
hauteurs de 2 & 3 m. A ce stade, les graines possedent une taille inférieure & 1 cm et elles
sont en général séparées de leurs enveloppes avant de subir d’autres traitements. Elles
peuvent étre écrasées pour produire de la farine ou étre pressées par un procédé d’extraction
a froid afin d’obtenir les huiles utilisées en alimentation (riches en oméga-3) (Montero et al.,
2022).

La cosmétique est également un secteur intéressé par les huiles de chanvre car elles
sont classées comme une "huile séche" en raison d’une absorption rapide sans graisses
résiduelles. Des propriétés anti-inflammatoires, cicatrisantes et anti-adges sont avancées
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comme arguments supplémentaires en raison de la présence de terpénes, flavonoides et
pigments photosynthétiques. Elles sont donc retrouvées dans de nombreux produits tels que
des lotions, des huiles, des savons et shampooings (Sarkar and Sadhukhan, 2023).

Les fleurs sont collectées de nos jours pour I'obtention d’huiles essentielles ou bien
des composés actifs tels que le CBD voire le THC selon les pays légalisant ou non le cannabis.
Les cultures destinées a la production de fleurs sont généralement plus espacées que celles
destinées a la culture de fibres afin qu’elle puisse s’étendre et se développer au maximum.
Les fleurs sont récoltées lorsque la plante atteint des hauteurs de 1 a 2.5 m.

Les procédés d’extractions utilisées sont par pression, infusion ou encore extraction
par fluide supercritique au CO- (Johnson, 2019). Ces huiles essentielles obtenues a partir de
chanvre riches en CBD sont utilisées a des fins pharmaceutiques ou cosmétiques puisqu’elles
sont dotées des propriétés sédatives et relaxantes (Malabadi et al., 2023).
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Figure 21 : Schéma récapitulatif de différentes applications industrielles de la plante de Cannabis
sativa L. (Kaur and Kander, 2023)
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11.3. Métabolites d’intéréts

[1.3.1. Composition chimique

Les compositions chimiques des parties de la plante de cannabis sativa L. ont pu étre étudiées
au cours des derniéres décennies par plusieurs groupes (Audu et al., 2014; House et al., 2010;
Kornpointner et al., 2021).

Tableau 2 : Récapitulatif de la composition chimique des feuilles, tiges, racines et graines selon les
études précédentes

Feuilles Tiges Racines Graines
Protéines 23.5% 17.2% N.D. 22.5%
Lipides 20.0% 8.0% N.D. 30.0%
Fibres 19.0% 23.1% N.D. 25.0%
Cendres 11.2% 6.8% N.D. 7.0%
Humidité 6.9% 5.2% N.D. 6.0%
Cannabinoides| 2.100% 0.008% 0.004% 0.003%

Ces études prouvent de plus que la concentration en cannabinoides est trés faible dans
toutes les parties analysées. Seules les inflorescences possédent le pourcentage le plus élevé
méme si un faible pourcentage est stocké dans les feuilles.

Les travaux se sont focalisés sur les inflorescences et les feuilles pour définir les
concentrations en cannabinoides (Bernstein et al., 2019). Celles de THC, CBN, CBG et CBD
ont été déterminées dans les différentes hauteurs de cueillettes, a savoir des parties basses,
médianes et hautes de la plante. Les parties supérieures sont plus riches en THC (12% contre
7 a 8%) que les parties médianes et inférieures. Ensuite les fleurs étaient évidemment plus
riches en cannabinoides que les feuilles d’inflorescences quelle que soit la partie (par
exemple : +5% de THC entre les deux). Ce résultat était prédictible puisque les trichomes sont
présents majoritairement dans les parties aériennes de la plante et sont concentrés sur les
fleurs femelles non fertilisées.

Plus de 500 constituants ont été répertoriés au sein de la plante de cannabis sativa L.,
dont plus d’'une centaine appartiennent aux cannabinoides. En dehors de ces derniers, les
autres composés sont repertoriés dans diverses classes chimiques, notamment les alcaloides,
les flavonoides, les phénols et les terpénes. Le schéma en annexe 2 présente la voie de
biosynthése des métabolites primaires et secondaires de la plante (Flores-Sanchez and
Verpoorte, 2008).
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11.3.2. Phytocannabinoides

Le précurseur initial de cette voie des principaux phytocannabinoides en C5 s’avére
étre l'acide cannabigérolique (CBGA), lui-méme synthétisé a partir du géranyl diphosphate et
de I'acide olivétolique. Il est le premier de tous types les cannabinoides a avoir été identifié en
1964 (Gaoni and Mechoulam, 1964). Le CBGA induit la synthése d'acide
tétrahydrocannabinolique (A%-THCA) d’acide cannabidioligue (CBDA) et d’acide
cannabibichroménique (CBCA) par le biais de leurs enzymes respectives : AS-THCA
Synthase, CBDA Synthase et CBCA Synthase.(Pavlovic et al., 2019).

De plus chaque forme acide conduit a la forme neutre par une étape de décarboxylation
liée & la température ou a la lumiere. Il est ainsi nécessaire de contrdler les températures lors
des manipulations d’extractions et d’analyses suivant si 'on veut conserver ou non les formes
acides originelles.

La décarboxylation entraine la formation du A°-tetrahydricannabinol (THC) a partir du THCA,
du cannabidiol (CBD) a partir du CBDA, celle du cannabigerol (CBG) a partir du CBGA et celle
du cannabichromene (CBC) a partir du CBCA.

Le THC est donc la principale molécule psychoactive du cannabis. Sous forme acide (THCA),
il est cependant non-psychoactif. Le CBD et CBDA sont essentiellement retrouvés dans le
chanvre industriel destiné a la production de fibres. Le CBC est quant a lui présent
majoritairement aux premiéres étapes de croissance de la plante (de Meijer et al., 2003).
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Figure 22 : Biosynthése des cannabinoides majoritaires a partir du CBGA
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Des réactions d’oxydations non-enzymatiques se produisent également au sein de
cette voie métabolique, issues généralement du THCA ou du CBDA. Le cannabinol (CBN) et
I'acide cannabinolique (CBNA) proviennent de I'oxydation du THCA. Quant aux cannabinodiol
(CBND), cannabielsoin (CBE) et l'acide cannabielsoinique (CBEA) sont produits par
I'oxydation du CBDA.

Le CBL (cannabicyclol) est caractérisé par un pont et un cycle a 5 atomes a la place
du cycle A classiquement observé sur les cannabinoides. Cet agencement particulier est créé
sur le CBC ayant subi de hautes températures. (Brenneisen, 2007).

Seuls quelques-uns des phytocannabinoides produits par la plante sont représentés
Figure 23. Cette famille de composés est généralement divisée en sous familles, plus ou moins
au nombre de 10. Elles sont regroupées dans la figure ci-dessous faisant apparaitre les
diverses fonctions possibles sur les différents types.
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Figure 23 : Structures des 10 différents types de cannabinoides au sein de Cannabis sativa L.

Les cannabinoides, que l'on trouve principalement dans les trichomes glandulaires de
Cannabis sativa L., ont suscité un grand intérét scientifique en raison de leurs multiples et
diverses propriétés pharmacologiques (Pacher et al., 2006). Celles-ci comprennent des effets
analgésiques, anti-inflammatoires et psychoactifs (Russo, 2011). L'accés a ces composeés
dépend des méthodes d'extraction utilisées, dont le rendement et le profil métabolique peuvent
varier pour une méme plante.
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[1.3.3. Polyphénols et alcaloides

Une grande partie des polyphénols est constituée des flavonoides et des stilbenoides.
(Elsohly and Slade, 2005). Parmi les flavonoides les molécules suivantes ont pu étre
retrouvés : des flavanones tel que la naringénine ; des flavonols comme la myricétine, la
guercétine ; et des flavones tels que I'apigénine, la lutéoline, le chrysoeriol et des cannflavines
A et B. Les deux derniéres sont exclusives au cannabis (Barron and Ibrahim, 1996).

Cannflavine A Cannflavine B

Figure 24 : Flavonoides isolés de Cannabis sativa L.

Les stilbénoides sont sous-divisée en trois groupes avec leurs molécules propres : les
phénanthrénes avec les cannithrénes 1 et 2 ; les dihydrostilbénes comportant le cannipréne
et les cannastilbénes | et Il; et les spiroindanes tels que les cannabispirone et
cannabispirodienone (El-Feraly et al., 1986; Ross and EISohly, 1996).
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|
=
¢ oo
OH OMe
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Figure 25 : Stilbénoides isolés de Cannabis sativa L.

Enfin, les alcaloides ont été référencés dans Cannabis sativa L. tels que des
protoalcaloides avec la choline et la neurine ; des phénethylamines comme I'hordenine ; des
pyridines avec la trigonelline ; et de la piperidine et pyrrlidine (Pelletier, 1996; Turner et al.,
1980).
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Figure 26 : Alcaloides isolés de Cannabis sativa L.

11.3.4. Terpénes

Plus de 200 terpénes ont été identifiés dans le cannabis. Parmi eux, les monoterpénes
et sesquiterpénes sont majoritaires, les diterpénes et triterpénes sont en faible proportion. Ce
mélange spécifiqgue au cannabis lui confére son odeur particuliere. 1l est important de relever
gue chaque paramétre de culture admet un impact sur la production de terpénes comme le
type et le lieu de culture (lumiére, stress, environnement etc.) ainsi que les procédés de
traitements (extractions) et de conditionnement des parties de la plante (Brenneisen, 2007).

LYK

Linalol Myrcéne Limonene
; OH
Pinene
Béta-caryophylléne Terpinéol

Figure 27 : Terpénes isolés de Cannabis sativa

Parmi tous les terpénes et terpénoides présentés ci-dessus, le béta-caryophylléne est le plus
abondant dans les huiles ou extraits obtenus a partir de la plante (Guy and Stott, 2005;
Mediavilla, 1997).

Sa concentration est d’autant plus importante car la proportion de monoterpénes (par exemple
de myrcéne et limonéne) est fortement réduite lors d’étapes de concentrations des résines
(Hood et al., 1973).
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Il.4. Méthodes d’extraction des phytocannabinoides

Comme les cannabinoides sont stockées dans les trichomes a la surface de la plante
leurs obtentions ne nécessitent donc pas d’étape de broyage avec les différentes
méthodes d’extractions a notre disposition.

Tableau 3 : Listes non exhaustives d’extractions et de leurs conditions expérimentales réalisées sur
des inflorescences de cannabis

Lif:‘a'llg\?g: Matrice végétale | Solvants Parametres Références
Poudre de fleurs o 5 . oE o (Baranauskaite et
Macération sous séches EtOH 96% 24248h;25°C al,, 2022)
agitation (SE) Fleurs broyés  oE o (Hillig and
séchées CHCls 1h;25°C Mahlberg, 2004)
Fleurs brovés (Baranauskaite et
séchéeg EtOH 10a 60 min; 20 a40 °C | al., 2022; Brighenti
etal., 2017)
Mélange de
Ultrasons (UAE) fleurs, feuilles, Me(go"l'zlo')za” 15 min ; 25 °C (Aga;"(‘)"'i‘g)et al.,
tiges séchées
Fleurs séchées Megg;%_)mb 15 min ; 40 °C. (R|belrz(§31r9u)o etal,
Poudrg de fleurs ACOEL 3h: 4 ébullition (Pandohee et al.,
Soxhlet séches 2015)
Fleurs broyés | CsHis Ou 143 h:aébulion | (Wianowska, 2014)
séchées MeOH
Extraction assistée -
par micro-ondes Poudsréectldq(zéleurs EtOH 5 min; 60 °C (Ventlzjcr)ellg)et al.,
(MAE)
Poudre de fleurs MeOH 2 cycles de 5min (90% (Pavlovic et al.,
Extraction liquide séches rincage) ; 60°C 2019)
sous pressi(_)ns (PLE) Fleurs broyés CeH1s4 OU 1a3 cycles de 5a 20
- Subcritique séchée;’ I\G/Ie1C4)H min (60% rincage) ; 25 a | (Wianowska, 2014)
150°C
2.5mL CO2/min ;120 a Lo
Poudre de fleurs “En & 9mo . | (Ribeiro Grijo et al.,
Extraction liquide séches CO2 pur 240 Barg ; 50 a_70 C; 2019)
sous pressions (PLE) 30 a 300min
- Supercritique Fleurs broyés CO2/EtOH | 2.5L CO2/min; 100 Bars (Tacchini et al.,
séchées (80/20) ; 35°C ; 20min 2017)

La technique d’extraction par fluide supercritique est indéniablement reconnue comme la
méthode la plus efficace. Cependant son installation et utilisation relévent d’'un codt financier
non négligeable. Cette technique n’était donc pas forcément accessible au premier abord par
des laboratoires. C’est dans cette optique que ce travail de thése s’est intéressé aux autres
méthodes d’extractions plus classiques et moins colteuses tels que des macérations,
I'utilisation d’ultrasons, de la pression ou encore des micro-ondes.
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I1.5. Synthéses chimiques métabolites d’intéréts

Une des demandes de Centre Lab est d’'une part de séparer et purifier les composés mais
également de tenter d’obtenir du CBN a partir des molécules présentes dans notre variété de
cannabis, c’est-a-dire a partir de THCA et THC.

De nombreuses réactions chimiques ont pu étre proposées et développer pour obtenir ces
composeés dont la synthése totale et 'hémisynthése.

[1.5.1.1. Synthéses totales des cannabinoides
- THC:

La toute premiére synthese de cannabinoides a été réalisée par Mechoulam et Gaoni
juste aprés la détermination de la molécule aprés extraction de la plante (Mechoulam et al.,
1967). Elle concernait I'obtention du d9-THC qui était nommé le d1-THC en raison des
anciennes numérotations (ou le C1 était le carbone relié au méthyle du cycle C).

La réaction du verbénol avec de l'olivétol dans le chlorure de méthyléne en présence de l'acide
p-toluenesulfonique (p-TSA) conduit a un mélange de trois composés qui ont été séparés par
chromatographie sur Flurosil. Le 4-trans-(2-olivetyl) pinéne a été obtenu avec 45% de
rendement. Il a ensuite été traité au diéthylétherate de trifluorure de bore (BF:Et.O) dans du
CH2Cl; et fournit le d8-THC (nommée en 1967 le d1(6)-THC) avec un rendement de 85%. Le
d8-THC a également été directement obtenu avec la réaction du verbénol et olivétol dans
BF3Et,O (sans p-TSA). Une étape avec HCI suivie par de NaH permet d’obtenir du d9-THC
avec un rendement de 55%.

HO ‘ OH - ‘ OH
BFSEtZO 2) NaH
. \Q/\/\/ L O Bhen_ O
HO OH o) o)

Figure 28 : Premiére synthese du d8-THC et d9-THC adaptée selon Mechoulam et al., 1967

Une réaction de synthése en une étape a été produite avec de l'olivetol et du citral avec
BF3;Et20. Le probléme de cette réaction est la formation simultanée de stéréo-isoméres du d9-
THC (Cis et trans) avec un faible rendement et difficile a séparer (Mechoulam, 1970).

N HO, OH
~o BF,Et,0 ‘
. — 10 I
OH 0o

O

Figure 29 : Premiére réaction de synthése one-pot du mélange racémique de d9-THC
adaptée d’aprés Mechoulam, 1970

Cette réaction a été améliorée en 1974 par Razdan en changeant le citral par du (+)-
p-mentha-2,8- dien-1-ol et en ajoutant MgSO4 a 0°C en plus du BFsEt,O pour obtenir le d9-
THC avec un rendement de 31 % (Razdan et al., 1974a).
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Figure 30 : Amélioration de la synthése one-pot du d9-THC adaptée de Razdan et al., 1974

En 2012, Cheng et Xie propose des synthéses totales éniantosélectives en une dizaine
d’étapes successives permettant d’obtenir soit le d8-THC (35% en 13 étapes) soit le d9-THC
(30% en 14 étapes). Les premiéres étapes départ seraient donc un couplage croisé de Suzuki
entre une R-iodoénone cyclique (4) et I'acide arylboronique (5). Il s’en suit des étapes
d’hydrogénation asymétrique catalysée par le ruthénium, d’'une dédoublement cinétique
dynamique (DKR) et d’'une cyclisation SNAr intramoléculaire (Chen et al., 2012).

regioselective addition
elimjination olefination
o_ 0O
‘ OMe
A s ‘\Can F CsHq4
A%- or AB-THC (S)-2
intramolecular g4dition Swern oxidation
SpAT cyclization U
Suzuki coupling o (o) asymmetric o. O
(6] and hydrogenatlon hydrogenatlon
4 CHj; OMe
+
OMe

OH
(HO).B CsH1 F CsHi
" - rac-2 (S.9)-3
5H11

Figure 31 : Schéma de rétrosynthése du d8-THC et d9-THC proposé par Chen et al., 2012

Le d8-THC est obtenu a partir de la réaction du composé 12 et d'acide p-toluenesulfonique
monohydraté chauffé dans du benzéne pendant 4h a reflux.

Pour le d9-THC, le composé 12 est disposé dans l'acide chlorhydrique et du chlorure de zinc
pendant 3 h. La phase organique est récupérée aprés un lavage eau/éther. Aprés
concentration, le résidu a été redissous dans le benzene et ajouté & une solution t-pentoxyde
de potassium pendant 15 min a 65°C.
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Figure 32 : Synthese énantiosélective de d8-THC et d9-THC
réalisée par Chen et al., 2012

L'utilisation de technologies de flux pour la synthése d'analogues du THC a suscité un
intérét récent en raison des avantages offerts en termes de contrdle, d'efficacité et d'évolutivite.
Bassetti et ses collaborateurs proposent une synthése spécifique a chaque isomére du d8-
THC et d9-THC en continue. La réaction est une cyclisation intramoléculaire du CBD catalysée
en milieu acide. lls ont optimisé I'obtention du d9-THC & 97% avec AlCl; dans CH:Cl, pendant
18 min a 37°C. Le d8-THC a quant a lui été obtenues avec un rendement de 98% en utilisant
du Trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle (TMSOTf) dans CH.Cl. pendant 2 min a 25°C
(Bassetti et al., 2023).

Normalement cette réaction entraine la formation d’'un mélange de produits a purifier.
Le contrdle exact du nombre de mole des réactifs en continue avec les séparations adaptées
permettent donc d’augmenter les rendements. Les influences de différents acides de Lewis et
de Brgnsted ont été étudiées sur la vitesse de réaction et la sélectivité. Chacun admet sa
propre cinétique de réaction de conversion du CBD avec une production ou non de produits
indésirables.

3 37 °C, 18 min
25 °C, 2 min

CsHi . I CsHyy
CBD in CH,Cl, A’-THC ASTHC

AICl; (0.2 6q) In CHZCl, () 97?;;;?"’ 98 4”"95;;‘3'“
TMSOTY (1.2 eq) in CH,Cl,

Figure 33 : Synthése en continue de de d8-THC et d9-THC & partir par CBD selon Bassetti et al., 2023

Cette étude montre que le contrdle exact du temps de réaction est nécessaire afin de
maintenir le contrdle d’'une sélectivité orientée soit vers le d9-THC soit vers le d8-THC.

De nombreuses méthodes ont été développées pour la synthése totale des
tétrahydrocannabinols (d8-THC/d9THC) et encore plus pour ses analogues. Cependant, la
synthése du THC reste néanmoins trés contraignante (contréle de la racémisation) et couteuse
par rapport a son extraction directe de la plante.
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- CBD:

La synthése de CBD a trés souvent été concomitante aux synthéses du THC. La
premiére synthése est apporté par Petrzilka en 1967 Le N,N-Diméthylformamide-
dinéopentylacétal permet la formation directe du (-)-cannabidiol a partir du (+)-trans- ou du (+)-
cis-menthadiene et de l'olivétol dans du CH.Cl, pendant une durée de 63h a température
ambiante. Un mélange racémique est obtenu contenant 25% de CBD, 29% de son isomere
noté cis-CBD et 35% d’olivétol n'ayant pas réagi (Petrzilka et al., 1967).
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Figure 34 : Premiere synthése one-pot du CBD adaptée Petrzilka et al., 1967

En 1974, Razdan synthétise du CBD alors que son objectif était d’'obtenir du THC. Il a
utilisé des conditions d’acides plus « douces » que pour la réaction de formation de THC au
BFsEt.O ou p-TSA. Ainsi 0.3% de BFsEt,O ont été utilisé avec du CH2Cl. pour former du CBD
(17 a4 28% de rendements) (Razdan et al., 1974b).

OH
HO OH
BF.Et,0 ‘
+ A O +
OH HO O
HO OH

Figure 35 : Synthése one-pot améliorée du CBD adaptée selon Razdan et al., 1974

En 1985, Baek et Mechoulam proposent une modification de la réaction de Petrzilka et
de Razdan afin d’augmenter les rendements. Un catalyseur, de I'oxyde d’aluminium (Al>Os3)
est ajouté au BF3;Et,0 et CH>Cl,. Ce mélange est porté a ébullition avant d’ajouter le Mentha-
2,8-dien-I-ol et I'olivétol (Baek et al., 1985).
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Une méthode de synthése alternative avec le 3,9-dibromocamphre et d’un
organocuprate lithié a été réalisée. Le CBD est obtenu avec un rendement de 35%
(Vaillancourt and Albizati, 1992).
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Figure 36 : Synthése alternative en trois étapes du CBD d’aprés Vaillancourt et Albizati, 1992

Les synthéses de CBD sont effectuées par l'approche Diels-Alder, des additions
anioniques ou cuprates de l'olivétol aux terpénes et de la condensation catalysée par un acide
de l'olivétol et d'un terpéne, qui est normalement suivie d'une cyclisation in situ. Cependant
ces réactions entrainent soit la formation de mélanges racémiques ou bien induisent la
cyclisation en dérivés du THC.

La synthése en continue dans des meilleures conditions avec I'olivétol dans le CH.Cl, ou avec
le BFsEt,O dans CHCl, a permis d’obtenir du CBD pur a un rendement de 55% (Chiurchiu et
al., 2021).

Reservoir B

Figure 37 : Réaction de synthése en continue (avec la=olivetol et 3b= acetyl isoperitenol)
par Chiurchiu et al., 2021
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- CBN

Nous nous sommes intéressés a I'accés a ce composé car I'un des objectifs de ce projet de

thése était d’obtenir du CBN a partir du matériel végétal en notre possession.

Des réactions de synthéses totales du CBN ont également été proposées comme la synthese
celle a partir d'un intermédiaire de lactone avec l'utilisation du souffre qu’ils utiliseront des

années plus tard pour I'hémi synthése (Adams et al., 1940).

Br
\©;CODH

OH O 10
Mi Raney, Hz MaQEt, CulOAc)
MalH ag. EtOH
H R 75, . H R TA%
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B |
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Figure 38 : Synthése totale du CBN (R= n-pentyl) selon Adams et al., 1940

Néanmoins, cet exemple est 'un parmi tant d’autres et il existe de nombreuses réactions de

synthése.
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[1.5.1.2. Réactions d’hémisynthése du CBN

De nombreuses réactions pour former cette molécule sont étudiées et proposées au fil
des années. Ces réactions se sont inspirées des améliorations de la premiere réaction de
synthese du CBN (Adams et al., 1940). Celle-ci a été réalisée en deux étapes, la premiére en
milieu alcalin avec du sulfate de cuivre, la deuxiéme avec ['utilisation de souffre a haute
température (250°C).

0] OH
NaCl 0 OH O
+ CuSOq4 Soufre CHsMgl
Br + —_— ‘ — O —_—
HO Y
07 “OH 0 SN

0

Figure 39 : Réaction de synthése améliorée du CBN adaptée d’aprés Adams et al., 1940

En 1968, une déshydrogénation sélective du d9-THC a été effectuée par utilisation du
chloranil avec du benzeéne porté a ébullition et fournit le CBN. Aucune réaction n’a été est
produite avec le d8-THC (Mechoulam et al., 1968).

OH OH
Chloranil
(0 O

Figure 40 : Réaction d’hémisynthése du CBN a partir de d9-THC adaptée selon Mechoulam et al., 1968

@)

En 2007, la formation de l'acide cannabinolique (CBNA) a partir du lacide
tétrahydrocannabinolique (THCA) a été effectuée par I'utilisation de dioxyde de sélénium et de
trimethylsilyl polyphosphate (PPSE) dans du chloroforme. Une décarboxylation permet
d’obtenir le CBN a partir du CBNA (Bastola et al., 2007; Imamoto et al., 1981).

OH OH
COOH Seor COOH
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Figure 41 : Réaction d’hémisyntheése du CBNA a partir de d9-THCA adaptée de Bastola et al., 2007
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Les réactions les plus récentes et simplifiées utilisent du CBD ou du d9-THC comme
molécule de départ en présence d’un halogéne. La réaction suivante est présentée avec de

I'l, dans un solvant aromatique mais peut également se réaliser avec Br, ou Cl, (Pollastro et
al., 2018).

Figure 42 : Réactions d’hémisyntheése avec halogene du CBN a partir de d9-THC d’aprés
Pollastro et al., 2018

Des études de décarboxylation du THCA en THC par simple chauffage a haute
températures ont été réalisées a l'aide d’une étuve ou d’un four aux environ de 100 a 160°C.
Les températures optimales sont 150 et 160°C avec une meilleure cinétigue (Moreno et al.,
2020). Néanmoins, méme si ce n’est pas précisé clairement dans la littérature, nous pouvons
nous attendre a la formation de multiples composés de dégradations (autres que le CBN) en
cas de températures excessives.
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I1.6. Systéme endocannabinoide (Récepteur CB1/CB2)

[1.6.1. Fonctionnement du systeme

Ce systeme modulateur régule de nombreuses fonctions physiologiques présent dans
le corps humain et chez tous les vertébrés. Il repose sur linteraction entre plusieurs
constituants : des récepteurs cannabinoides (hommés CBl1 et CB2), des molécules
spécifiques produis par le corps (endocannabinoides) et des enzymes (Lu and Mackie, 2016).

Les récepteur CB1 sont majoritairement présent au sein du systeme nerveux central et
donc dans le cerveau (cortex, amygdale, hippocampe, ganglions de la base et cervelet).
L’activation ou linhibition des récepteurs CB1 ont donc un impact sur la perception de la
douleur, l'appétit, la cognition, la motivation, I'humeur, la mémoire et le fonctionnement
neuromoteur. Les molécules agonistes de ces récepteurs seront celles entrainant donc les
effets psychotropes.

Les récepteurs CB2 sont généralement situés sur les organes périphériques et régulent
le systéeme immunitaire. lls sont retrouvés essentiellement au niveau du colon, de la moelle
osseuse, des ganglions et de la rate. Leurs stimulations entrainent des effets anti-
inflammatoires et analgésiques, ce qui en fait des cibles d'intéréts pour lindustrie
pharmaceutique (Greco et al., 2014). Les agonistes de ces récepteurs sont les molécules non-
psychoactives, a l'inverse de ceux du CB1.

Les effets d’activations de ces récepteurs sont multiples au sein des synapses. lIs
entrainent des activations de protéines G, des inhibitions de messagers intracellulaire
(Adénosine monophosphate cycliqgue = AMPc) et des inhibitions de neurotransmissions des
neurones GABAergiques (excitateurs) glutamatergique (inhibiteurs), glycinergique,
cholinergique, noradrénergiqgue ou sérotoninergique (Powles et al., 2005; Szabo and
Schlicker, 2005). Certaines études suggérent également que l'activation des récepteurs CB1
pourrait induire a la formation de dimeres, d'oligoméres intra- et transcellulaires en fonction du
tissu, expliquant les variations de résultats pharmacologique suivant les tissus étudiés (Wager-
Miller et al., 2002).

11.6.2. Endocannabinoides et cannabinoides

Il est important de distinguer les différents types de cannabinoides. En effet, trois sortes
peuvent étre évoquées: les phytocannabinoides, les cannabinoides de synthése et les
endocannabinoides.

0

0 H _ __ OH

—— 1~ OH o{

o o _ _ OH
Anandamide 2-AG

Figure 43 : Structures des endocannabinoides

Les endocannabinoides (ligands endogénes) sont produit au sein de notre organisme
afin de réaliser leurs roles de messagers du cerveau jusqu’au organes périphériques. Deux
molécules majoritaires sont chargées de cette transmission de message: la N-
arachidonoylethanolamine (AEA) ou anandamide, découverte en en 1992 et le 2-
arachidonoylglycerol (2-AG), découverte en 1995 (Devane et al., 1992; Mechoulam et al.,
1995).
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L'anandamide se lie sur les deux types de récepteurs mais préférentiellement a CB1
et présente une activité similaire a celle du THC (Bayewitch et al., 1995). La molécule est
principalement dégradée par I'enzyme FAAH (Fatty Acid Amide Hydrolase), qui la convertit en
éthanolamine et en acide arachidonique. Ainsi, les inhibiteurs de cette enzyme contrélant
l'activité de CB1 font I'objet de recherches pour une utilisation thérapeutique (Hwang et al.,
2010).

Le 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) est un ester formé a partir de I'acide arachidonique
et de glycérol. Il est présent a de fortes concentration au sein du systéme nerveux central
induisant des effets neuromodulateurs (Sugiura et al., 1999). Le 2-AG est synthétisé a partir
du diacylglycérol (DAG) contenant de l'acide arachidonique. Il peut étre hydrolysé par la FAAH
ou bien par des hydrolases. Des études in vitro récentes ont suggéré gue le 2-AG est capable
de stimuler une activation de la protéine G plus importante que I'anandamide (Savinainen et
al., 2001).

Les structures moléculaires des phytocannabinoides et cannabinoides de synthéses
admettent des affinités pour les récepteurs CB1 et CB2 et donc des effets potentiels sur notre
organisme en interagissant sur le systeme endocannabinoide (Felder et al., 1993).

11.6.3. Effets de la consommation de cannabis

Par rapport a l'utilisation de THC, ses applications thérapeutiques et les études
cliniques se multiplient depuis la connaissance et la compréhension du systéme
endocannabinoide et des effets neurologiques (Maroon and Bost, 2018).

Ce dernier apparait dans de multiples traitement potentiels contre des troubles gastro-
intestinaux, de la douleur et des infections, des psychoses, de I'anxiété ou de la dépression,
de l'anorexie, ainsi que dans le traitement de I'asthme (bronchiectasie), des tumeurs et de
l'arthrite (Smiarowska et al., 2022). Il posséde également des propriétés antimicrobiennes et
antiémétiques (de Meijer et al., 2003). Ces traitements sont appuyés par des études cliniques
avec le d9-THC (Barrales-Cureiio et al., 2020).

Concernant l'utilisation du CBD, de nombreuses options de traitements ont également
été étudiées. Parmi ceux-ci les effets suivant ont été démontrés : un effet antiépileptique avec
une réduction de moitié des convulsions (Devinsky et al., 2017), des propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires et anti-apoptotiques (Hughes and Herron, 2019; luvone et al., 2004). Des
effets protecteurs du CBD ont également été démontrés dans les études sur la maladie de
Parkinson (Gomes et al.,, 2013) et en association avec d’autres psychoactifs pour la
schizophrénie (Hallak et al., 2010). Enfin les principaux effets du CBD avec la fixation sur les
récepteurs CB2 sont des utilisations en tant qu’anxiolytiques (Shannon et al., 2019) ou pour
réduire les troubles comportementaux du sommeil (Chagas et al., 2014).
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II.7. Législations et expérimentation du cannabis médical

[1.7.1. Deux AMM : Epidiolex et sativex

Concernant l'utilisation de THC et CBD en tant que principes actifs au sein de I'Europe,
le nombre de formes pharmaceutiques approuvées avec ces substances est trés faible. Il
existe beaucoup plusieurs formulations enregistrées en tant que compléments alimentaires.
Ces formulations pharmaceutiques sont autorisées par la FDA (Food and Drug Agency) et
'EMA (European Medicine Agency). Les deux médicaments actuellement sur le marché sont
I'épidyolex et le sativex.
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Figure 44 : Epidyolex, traitement par voie orale de CBD

L’épidyolex est une solution buvable approuvée depuis 2018 (“EPIDYOLEX 100 mg/ml
sol buv,”). Elle permet de fournir 100 mg de CBD par dose de 1mL. Ce médicament est indiqué
dans le traitement adjuvant des crises d’épilepsies sous syndrome de Lennox-Gastaut (SLG),
syndrome de Dravet (SD) ou associées a une sclérose tubéreuse de Bourneville (STB) chez
les patients de 2 ans et plus. Pour les SLG et SD, I'épidyolex est prescrit en association avec
du clobazam, un composé appartenant aux 1-5 benzodiazépines qui posséde des propriétés
semblables a celles des autres composés de sa classe (hypnotique, anticonvulsivante,
myorelaxante, anxiolytique, sédative et amnésiante).
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Figure 45 : Sativex, traitement par voie buccale de d9-THC et CBD

Le sativex, quant a lui, est un spray buccal qui possede une AMM depuis 2015
(“SATIVEX, solution pour pulvérisation buccale, Flacon 10 ml,” 2014). Il fournit une dose de
27mg/mL de delta9-THC et 25mg/mL de CBD. Il est prescrit dans le traitement d’appoint utile
pour le soulagement des symptdmes de spasticité et pour le soulagement de la douleur
neuropathique chez les adultes atteints de sclérose en plagues. Il est également utilisé pour
un traitement analgésique d’appoint chez des adultes atteints de cancer avancé et présentant
des douleurs modérées ou graves pendant le traitement opioide.
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11.7.2. Expérimentation du cannabis thérapeutique en France

Une expérimentation est définie comme un test en conditions réelles de la mise en
place d’une nouvelle politique publique. Cette étude posséde deux objectifs précis : tester sur
3 ans la pertinence et la faisabilité de la mise a disposition du cannabis médical ; et acquérir
des données scientifiques pour évaluer l'intérét dans des situations cliniques trés précises.

L’ensemble de I'expérimentation du cannabis médical est sous le controle de TANSM.
Sa mise en place a été provoquée par des données prouvant l'intérét thérapeutique du
cannabis dans le traitement de symptémes de plusieurs pathologies, tout en sachant que son
usage médical est admis dans de nombreux pays en Europe et dans le monde.

L’expérimentation de I'usage du cannabis médical a été autorisée par 'assemblée
nationale en 2019 (article 43 de la loi n°2019-1446 du 24 décembre 2019 et article 57 de la loi
n°2022-1616 du 23 décembre 2022). Officiellement, le premier patient a été inclus le 26 mars
2021. Le suivi est réalisé avec un comité scientifique temporaire créé en juin 2021. Il est
composé de 16 membres dont des patients, professionnels de santé, médecins généralistes,
spécialistes des indications thérapeutiques, pharmaciens et représentants des centres
régionaux de pharmacovigilance. Ce comité a pour objectif de surveiller le déroulement du
processus et de rendre des avis sur 'ensembles des données obtenues concernant l'utilisation
par le patient et la gestion du transport et de stockages des médicaments entre les différentes
structures.

Cing indications thérapeutiques ont été retenues pour I'étude du cannabis
thérapeutique sur 3000 patients jusqu’a la fin de I'expérimentation prévue pour décembre 2024
apres une prolongation. Les indications sont les suivantes :

¢ Douleurs neuropathiques réfractaires aux thérapies accessibles ;

e Certaines formes d’épilepsie sévéres et pharmaco-résistantes ;

e Certains symptdmes rebelles en oncologie liés au cancer ou a ses traitements ;
e Situations palliatives ;

e Spasticité douloureuse de la sclérose en plaques ou des autres pathologies du
systéme nerveux central.

La voie d’administration par fumée a été exclue en considérant les risques potentiels pour la
santé des patients. Il a donc été fourni aux patients deux traitements : des huiles a administrer
par voie orale ou des inflorescences a vaporiser pour des inhalations.

Chaque patient a une ordonnance sécurisée et un suivi mensuel. Il est référencé sur un
registre électronique national de suivi (ReCann). Les médicaments contenant plus de 0,3 %
de THC sont considérés comme stupéfiants. Les autres sont soumis au régime des
médicaments de la liste | des substances vénéneuses (décret n°2023-202 du 25 mars 2023).

Enfin, les médicaments sont disponibles selon différents ratios (proportions) THC/CBD : THC
dominant (des fleurs THC > 8 %; des huiles THC > 5 mg/ml), ratio équilibré en THC et CBD
(des fleurs THC/CBD > 5 % ; des huiles THC/CBD > 5 mg/ml) et CBD dominant (des fleurs
THC <5 % CBD > 5 % et des huiles THC < 1 mg/ml, CBD > 5 mg/ml). La dose maximale
journaliére prescrite par le médecin est de 120 mg de CBD et/ou 40 mg de THC.

Chaque fournisseur doit étre en partenariat avec un laboratoire pharmaceutique. Dans le cadre
de cette thése, LITTLE GREEN PHARMA (LGP) était en association avec INTSELCHIMOS.
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Partie Ill. Matériels et méthodes expérimentales

[1l.1. Matériel végétal

Les cones de houblon séchés (Humulus lupulus L.) ont été achetés aux Laboratoires IPHYM
(Jonage, France). lls ont été conservés dans un endroit sombre et sec a température
ambiante.

Deux lots mis sous vide de fleurs séchées de cannabis sativa L. ont été fournis par Little Green
Pharma Ltd (LGP, West Perth, Australie). Le premier lot R&D F-2110-031 est dit THC
dominant (14.6% THC) et le second lot F-2201-043 R&D est CBD dominant (<0.3% THC).
L’ensemble des fleurs est stocké a I'obscurité au congélateur a -20 °C.

l1l.2. Equipements

Les extractions (la fleur de cannabis ou les cénes de houblon) ont été réalisées avec les
équipements suivants : plateau d’agitation Orbital Shaker SSL1 Stuart (Fisherscientific, lllkirch,
France), bain a ultrasons Bioblock Scientific 88156 XUB 10 (Grant instruments,Cambridge,
Great Britain), sonde a ultrasons Vibra-cell 75186 (Sonics and Materials,Newtown, CT, USA),
micro-onde de réaction de synthése Monowave 300 (Anton Paar, Les Ulys, France), extracteur
assisté sous pression Dionex ASE 150 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

L’extraction a basse température (plan d’expérience) a nécessité un montage comprenant un
bioréacteur double enveloppe 100mL (Grosseron, Couéron, France) et une pale d’agitation
controlé par un agitateur a pales RW16 basic (IKA-Werke, Staufen, Allemagne). Le milieu a
atteint des températures négatives grace a un thermofluide siloil M60 115/200.05 d’un bain
réfrigérant ministat 230 Pilot one (HUBER, Mommenheim, France).

Les extraits obtenus ont été concentrés a I'aide d’'un évaporateur rotatif (Buchi R-100, Villebon-
sur-yvette, France) et d’un speeddry RVC 2-33 CD Plus (Christ, Osterode, Germany).

Les absorbances des extraits ont été analysées par un spectrophotométre UviLine 94000
(VWR, Fontenay-sous-Bois, France).

Le systeme de chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse était composé
d’'une GC-2010Plus et d'un GCMS-QP2010SE (Shimadzu, Marne la vallée, France). Les
molécules volatiles ont été adsorbées sur une fibre de carbone SPME Fiber assembly 75um
Car/PDMS (SUPELCO ; Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) avant d’étre
désorbées dans I'appareil et séparées dans la colonne GC Zebron ZB-5ms ; 30 m x 0.25 mm
x 0.25 um (Phenomenex, Le Pecq, France).

La quantification et I'analyse par LC-MS/MS ont été effectuées a la plateforme Biscem de
Limoges a I'aide d’une chaine de chromatographie liquide Nexera X2 (Shimadzu Corporation,
Noisiel, France) couplé a un spectrométre de masse en quadruple temps de vol (QTOF)
TripleTOF®5600+ (Sciex, Concord, Canada). Les extraits de houblons ont été séparés sur
une colonne Atlantis T3 ; 5um, 2.1x150 mm (Waters, Guyancourt, France) et les extraits de
cannabis par une colonne NUCLEODUR C18 Isis ; 5um, 3x250 mm (Macherey Nagel, Heerdt,
France).

La préparation des comprimés sublinguaux a été réalisée a I'aide d’'un mélangeur Turbula T2C
(WAB S.AR.L., Sausheim, France) et d’'une machine de compression (FROGERAIS, Yvry-
sur-Seine, France). Les analyses pharmacotechniques ont nécessité un durometre
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Schleuniger-2E (FROGERAIS, Yvry-sur-Seine, France), un appareil de désagrégation ZT3 et
un appareil de friabilité Apparatebau (ERWEKA, Gif-sur-Yvette, France).

I11.3. Réactifs et solvants

Les solvants : acétone, acétonitrile, acétate d’éthyle, eau, éthanol absolu, cyclohexane, n-
Hexane, toluene et méthanol utilisés pour les analyses ou les extractions étaient de qualité
HPLC. L’eau est purifiée sur site par un distillateur Autostill Freshman4 (Jencons Scientific,
Lutterworth, Royaume-Uni). Les autres solvants de grade HPLC ont été fournis par Carlo Erba
Reagents (Val de Reuil, France) et VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, France).

Les multiples réactifs de ce projet ont été stockés selon leurs recommandations a température
ambiante, au réfrigérateur (4°C) ou congélateur (-20°C) en attendant d’étre employés.

Les réactifs utilisés tels que de Folin-Ciocalteu, NaOH (5N), Na,S,0; (0.1N), Na.COs3
(solide,98%), NaNO; (solide,98%) et AICI; (solide,99%) proviennent de Carlo Erba Reagents
(Val de Reuil, France) et de Thermoscientific (lllkirch, France).

L’iode cristallisé a été fourni par la Coop. Pharmaceutique Francaise (Melun, France) et le
NacCl (solide) de Cooper (Ponthierry, France).

Les excipients utilisés tel que PROSOLV® Easytab SP, primellose, aspartame et silice
colloidale ont été fournis JRS Pharma (Saint Germain en Laye, France) et Cooper (Ponthierry,
France).

Les standards utilisés acide galliqgue, de quercétine, de DPPH et Trolox sous formes solides
proviennent de Thermoscientific (lllkirch, France) et Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA).

La lupulone (solide) a été fournie par TRC Canada (North York, Canada), le xanthohumol et
isoxanthohumol (solides) par TargetMol (Massachusetts, USA).

Les cannabinoides en solution a 1mg/mL dans du méthanol (CBGA, THCA, d8-THC, d9-THC,
CBDA, CBD et CBN) proviennent de LGC-Dr Ehrenstorfer (Molsheim, France).

Les terpenes B-Myrcéne, (S)-(-)-Limonéne et B-Pinéne (297%) ont été stabilisés sous forme

liquide par Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Le CBD (solide, origine végétale, > 99.5%) a été
fourni par Fagron (Thiais, France).
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I11.4. Méthodes d’extractions

Toutes les manipulations ont été effectuées en triplicat avec un rapport solide/liquide
de 1/10 dans EtOH 96% pour le houblon et de 1/15 dans EtOH absolu pour le cannabis.
Préciser cas EtOH a 96% ou 100%.

Les cones de houblon ont été broyés a l'aide d'un microtron MB550 (Kinematica AG,
Luzern, Suisse) pour obtenir des particules d'une taille de 1 a 2 mm.

Les fleurs de cannabis n’ont subi aucun prétraitement de broyage avant extraction.
Apres filtration et concentration du solvant sous pression réduite (40 °C), les extraits obtenus
ont été conservés a -20 °C jusqu'a utilisation ultérieure.

Pour les extractions hydrométhanolique ou aqueuse, le Speed Dry a été utilisé a 40 °C
et 1500 rpm afin d’éliminer les traces d'eau.

Les extraits concentrés et stockés au congélateur peuvent étre entreposés a cette
température pendant un maximum de 5 ans. A température ambiante, les échantillons sous
forme de résine ne peuvent étre conservés pendant une courte période (<4 semaines) a
température ambiante. Les températures positives entrainent une dégradation des
cannabinoides et une augmentation de la concentration en CBN (Stolker et al., 2004).

111.4.1. Méthodes d’extractions

I11.4.1.1. Macération sous agitation (SE)

Elle a servi de témoin pour comparer 'ensemble des rendements massiques obtenus
avec les autres techniques.

Les protocoles de macération ont été inspirés des travaux précédents avec quelques
modifications (Baranauskaite et al., 2022; Hillig and Mahlberg, 2004).

Des essais préliminaires ont été réalisés sur les cbnes de houblons pour étudier une
plage de temps d’extraction. Deux grammes de poudre ont été agités (v= 150 rpm) dans 20
mL EtOH 96% pendant une durée de 30 min, 1 h, 2 h, 3 h ou 4 h. L’extrait obtenu a été filtré
sur Blchner avant d’étre concentré et stocké. Le protocole définitif s’avére étre celui d'une
durée de 2 h.

Pour la macération a froid en bioréacteur, la suspension de 15 g de fleurs dans 225 mL d’EtOH
absolu a été agité pendant 2 h (v = 150 rpm) a une température fixe comprise entre 30 a -30
°C avant d’étre filtrée et concentrée.

I11.4.1.2. Extraction assistée par ultrasons (UAE) et couplage avec macération
(UAE+SE)

Le principe repose sur l'utilisation d’ondes ultrasons alternant entre hautes et basses
fréquences a la surface de la matrice végétale en solution entrainant la formation de bulle de
cavitation. Ces dernieres vont fragiliser les parois et membranes cellulaire en implosant. Cette
technique permet d’accélérer les extractions tout en augmentant les rendements. Un bain a
ultrasons ainsi qu’'une la sonde a ultrasons ont été utilisés. Il est a noter que dans les deux
cas, une hausse de température du milieu est observée. Il y a donc possibilité de dégradation
des molécules fragiles si la de température n’est pas controlée.

De multiples études sur les extractions a I'aide d’ultrasons ont permis d’inspirer les
travaux réalisés (Venturelli et al., 2019).
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Des essais préliminaires ont été réalisés sur le houblon afin de déterminer le temps
d’extraction. Dans un erlenmeyer, 2 g de poudre dans 20mL d’éthanol 96% ont été disposés
dans un bain a ultrasons pendant 10, 20, 30, 40, 50 ou 60 min a température ambiante.

Aprés avoir déterminé la zone d’intérét entre 10 et 20 min, cette expérience a été reproduite
en utilisant soit la sonde ou soit le bain a ultrasons pendant une durée de 5, 10 et 15 min. La
sonde a été paramétrée comme suit : 12W, 100% amplitude, 0 seconde On/Off.

Pour la combinaison de techniques utilisant les ultrasons suivis d’'une macération sous
agitation (UAE+SE), les mélanges ont été maintenus 15 min a 25 °C soit dans le bain a
ultrasons (UAE-B) ou en contact avec la sonde a ultrasons (UAE-P). Aprés ce traitement, le
mélange a été agité pendant 2 h sur le plateau a 150 rpm.

[11.4.1.3. Macérations successives et triphasiques

Le but de la macération successive est de tenter d’épuiser entierement la matrice
végétale en composés extractibles par I'utilisation successive de solvant a polarité croissante
(du moins polaire au plus polaire) afin d’obtenir le plus large éventail de molécules extraites
possibles.

Quatre macérations successives d’'une heure sous agitation ont été réalisées avec 2 g de
matériel végétal dans I’hexane, puis a ACOEt, puis EtOH, puis H,O/EtOH 70/30. Le marc a été
récupéré a chaque étape et réutilisé dans la macération avec le solvant suivant. Les quatres
extraits ont été concentrées sous vide ensemble pour obtenir un extrait « full spectrum ».

La macération triphasique est une solution « one pot » a la macération successive. Elle
entraine I'épuisement du solide en composés extractibles plus rapidement en mélangeant
plusieurs solvants d’extractions de différentes polarités et non miscibles entre eux. Cette non-
miscibilité offre la possibilité ou non de séparer les phases d’intérét par décantation. Le nombre

de solvants ainsi que le ratio de chacun sont a déterminer suivant le pull de
« molécules souhaitées » lors de I'extraction.

Le mélange de solvants suivant : C¢Hi2/ ACOEt/ ACN / H,O (2/3/3/2) a été ajouté a 2 g de
matériel végétal dans une proportion définie (1/10 ou 1/15). La suspension a été agité pendant
2 h a 25 °C et filtré sur Biichner. Le filtrat a été placé dans une ampoule a décanter. Le marc
résultant a été rincé avec CgHiz et H2O. Trois phases se sont formées : une phase organique
supérieure (hexane), une phase intermédiaire (ACOEt et ACN) et une phase aqueuse
inférieure (eau). Les trois phases ont été récupérées et concentrées sous vide ensemble pour
obtenir un extrait « full spectrum ».

I11.4.2. Extraction par Soxlhet

Le principe est basé sur une extraction continue par percolation des vapeurs de solvant
qui retombent sur la matrice végétale placée dans une cartouche en cellulose, elle-méme
insérée dans la chambre d'extraction d'un appareil Soxhlet. Un ballon avec un solvant
organique est connecté en dessous de cette chambre.

Concernant les méthodes d’extraction par Soxhlet, les protocoles des travaux réalisés
ont été modifiés par rapport aux études sur cette technique (Pandohee et al., 2015).
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Le protocole d’extraction qui a été utilisé est le suivant :15 g de fleurs de cannabis sont ajoutés
dans la cartouche et 250 mL EtOH absolu dans le ballon. Le solvant est porté a ébullition sur
une durée de 4 h aprés le premier cycle de vidange de 'extracteur.

[11.4.3. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Les méthodes conventionnelles de chauffage (par plague ou étuve) transférent
I'énergie thermique depuis une source de chaleur (résistance) jusqu’au mélange de solvant et
matériel végétal. Le chauffage provient de I'extérieur et va vers lintérieur de maniére
hétérogéne. A linverse, le chauffage diélectrique crée par les ondes micro-ondes est un
chauffage interne au coeur de la solution et de maniére homogéne (« in-core heating »).
L’énergie électrique envoyé forme un champ micro-ondes qui est convertie en énergie
cinétique grace a la présence de molécules dipolaires et d’ions chargés. Et leurs oscillations
permettent de générer I'énergie thermique utilisée pour l'extraction. Ainsi les propriétés
diélectriques des solvants (notées tan d) utilisées sont un paramétre primordial et les solvants
plutét polaires tels que I'éthanol ou I'eau seront ainsi favorisés.

Le protocole réalisé a été inspiré des travaux de Venteurelli en 2019 avec quelques
modifications de températures.

L’extraction a été réalisée dans un réacteur de synthése a micro-ondes Monowave 300
en 5 ou 15 min. Une cellule en verre de 30 ml a été remplie avec 1 g de houblon broyé ou de
cannabis dans EtOH. La puissance de I'appareil est réglée a 150 W, I'agitation a 600 rpm, a
une température comprise de 50 a 150 °C et la valeur I'étape de refroidissement de 30 °C.

[11.4.4. Extraction liquide sous pression (PLE)

Elle repose sur le fait d’accélérer les procédés d’extractions traditionnelles en utilisant
des solvants a hautes températures et hautes pressions.

Les expériences réalisées ont été inspirées de précédentes recherches (Wianowska,
2014) et d'essais préliminaires réalisés en laboratoire. L'extracteur ASE® 150 Dionex
(Accelerated Solvant Extractor) a été utilisé a une température allant de 25 a 200°C et a une
pression fixe de 100 bars.

Les bouteilles ont été remplies de solvant d'extraction (éthanol ou mélange
éthanol/eau)). Pour l'extraction, 2 g matériel végétal ont été chargés dans une cellule
d'extraction en acier inoxydable de 10 ml, comblés avec du sable de Fontainebleau. La cellule
a ensuite été placée dans I'ASE 150 et la poudre a été extraite avec EtOH ou EtOH/ H.O
(70/30 ou 30/70) en utilisant les paramétres suivants : température (de 25 a 150 °C), trois
cycles statiques de 5 min, volume de ringcage de 75% et temps de purge de 60 s.

Le filtrat ainsi obtenu est concentré sous pression réduite a I'aide de I'évaporateur rotatif et
fournit ainsi I'extrait brut.
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l1I.5. Rendement massique

Le rendement massique est le premier résultat accessible aprés la réalisation d’'une
extraction. Il permet de connaitre le pourcentage d’extrait brut obtenu par rapport a la masse
du matériel végétal initialement utilisée pour I'extraction. La formule qui a été utilisée pour
déterminer le rendement massique est la suivante :

Rendement massique (%) = 100 X

Tableau 4 : Rendements massiques obtenus aprés les 11 extractions réalisées sur les cones de

Tableau 5 : Rendements massiques obtenus aprés les 24 extractions réalisées sur les fleurs de

masse extrait brut finale (mg)

masse initiale fleurs (mg)

houblons broyés

Rendements

massique (%)
SE 8.7+0.3
UAE-B +SE 10.1+2.1
UAE-P +SE 149+1.1
Triphasic SE 149+ 0.7
PLE 25 8.9+0.2
PLE 75 204+04
PLE 125 28.0+0.4
PLE 75 (30% H-0O) 31.7+1.2
PLE 75 (70% H.0) 27.1+5.2
MAE 75 (5) 12.6 £ 0.9
MAE 75 (15) 13.0+1.2

cannabis (lot « THC dominant » )
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Rendements Rendements

massique (%) massique (%)
PLE 25 23.3+19 SEO 21.9+24
PLE 50 25.7+£1.3 SE -10 21.8+2.3
PLE 75 25.1+3.8 SE 25 222+1.1
PLE 100 285+1.9 SE 50 249+1.0
PLE 125 284+1.0 SE 25 H.O 9.8+0.3
MAE 50 (5) 21.8+1.7 SE 50 H.O 144+ 3.0
MAE 75 (5) 22.3+27 Soxhlet 248+ 1.3
MAE 100 (5) 22.2+23 Successiv SE 34.0+1.2
MAE 125 (5) 21.6+0.9 Triphasic SE 21.3+3.0
MAE 50 (15) 21.5+2.8 UAE-B +SE 20.8 +0.5
MAE 75 (15) 246 £4.6 UAE-P +SE 22.8+0.3
MAE 100 (15) 222+1.9
MAE 125 (15) 22929
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[11.6. Séparations et purifications

[11.6.1. Préparations révélateurs et phases d’élutions

Il est important de noter que toutes les fractions récupérées ont été regroupées selon
les CCM de suivi dans cyclohexane/acétate d’éthyle 90/10 ou 70/30 a 'ANS, avant d’étre
évaporées a sec a I'évaporateur rotatif et/ou SpeedDry. Elles ont ensuite été stockées a -20
°C au congélateur a I'abri de la lumiére. Concernant les réveélateurs, deux ont étudiés pendant
ces travaux : le FBBS et ’ANS.

Le FBBS semble spécifigue aux cannabinoides. La molécule de FBBS se complexe
par son groupement diazo sur le cycle aromatique des cannabinoides, ainsi il rend ces derniers
détectables par colorimétrie par une couleur rougeatre (Dos Santos et al., 2016; Franca et al.,
2020).

H3CO OCH3
CI- CIA

Figure 46 : Molécule de FBBS (Fast Blue B Salt)

Plusieurs solutions d’essai sont ainsi préparées a 5 mg/mL : FBBS H.O distillée ; FBBS EtOH
absolu ; FBBS HCI/ EtOH (2 :10) et FBBS NaOH 0.1M.

L’ANS est quant a lui un révélateur universel fréquemment utilisé. Son principe repose
sur I'ajout d’'un chromophore par complexation sur les molécules aromatiques et les rend
identifiables par coloration. La solution d’ANS se prépare dans une bouteille avec 895 mL de
MeOH et 5 mL H,SO4 concentré. On rajoute ensuite avec précaution 100 mL d’acide acétique
glacial. Une fois 'ANS vaporisé sur la plaque CCM, il est nécessaire de placer cette derniere
5 min a I'étuve pour la révélation.

Les tests d’élutions ont été réalisés sur différentes phases mobiles afin de mieux comprendre
le profil des extraits sur plaqgue CCM ainsi que leurs mobilités sur silice. Les phases mobiles
CsH1o/ ACOETL testées sont a 98/2 ; 95/5 ; 90/10 ; 70/30 et 50/50.

Tableau 6 : Récapitulatif des Rf des standards d9-THC, d8-THC et CBN

CeH12/ ACOEL 98/2 95/5 90/10 70/30
Rf CBN 0.21 0.32 0.49 0.76

Rf d8-THC 0.27 0.41 0.6 0.85
Rf d9-THC 0.24 0.37 0.56 0.83

Les étapes de séparation ont été effectué en phase normale par Flash (colonne) ou MPLC
avec I'utilisation de solvant tels que CsH14 et ACOEt. Plusieurs étapes de séparations (>3 ou
4) sont nécessaires afin d’obtenir des cannabinoides purs a partir des extraits (Madaka et al.,
2021).
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[11.6.2. Séparations du THCA et d9-THC sur résines brute de cannabis

La résine brute de cannabis a été séparée avec les techniques de colonnes LH-20
Sephadex, en phase normale et de CCM préparatives.

Le principe de purification sur LH-20 repose sur I'exclusion stérique des molécules qui
traversent la phase stationnaire. En fonction de leurs tailles, elles sont plus ou moins ralenties
lors de leurs passages et sont donc éluées plus ou moins rapidement dans le MeOH. Les plus
grosses molécules ne sont pas ralenties par les interstices de différentes tailles des billes de
silices contrairement a celles de plus petites tailles qui sont élués en dernier.

La chromatographie sur colonne en phase normale utilise une phase stationnaire
polaire et une phase mobile ou éluant moins polaire (ex CsHiz/ AcOEt ou C/A). L’extrait a
séparer est dissous dans un minimum de solvant et appliqué sur le dessus de la colonne
remplie de silice. Le solvant, ajouté au-dessus de la colonne, descend par gravité (LC) ou sous
pression (MPLC), entrainant les composés le long de la colonne. Les composés polaires
interagissent fortement avec la silice et se déplacent lentement, tandis que les composés
moins polaires ont moins d’affinités pour la phase stationnaire et sont élués plus rapidement.

Le principe de la séparation par chromatographie sur plaque préparative repose sur le
méme que celui des CCM utilisés. Elle ne peut étre utilisée qu'avec un maximum de 30 a 50
g d’extrait ou fraction par plaque. Un dép6t sur plusieurs plaques reste possible lorsque I'extrait
comporte une masse de plusieurs centaines de mg.

L’extrait de cannabis issu de la macération a froid (SE 0°C) (1.004 g) a été fractionné sur gel
de Sephadex (20 g) et élué avec le MeOH (100%). Dix fractions ont été obtenues.

Tableau 7 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors de la séparation VP1

Fractions VP1 | Masses obtenues (mg)
3.6
30.9
61.3
154.8
509.2
127.8
154
7.7
7.9
3.4

=

O O|INO| ORI WIN

[N
o

Les fractions VP1-5 et 6 ont été rassemblées (637 mg) et purifiés sur colonne de silice (60 g)
avec un gradient C/A de 98/2 & 50/50. Dix fractions ont été obtenues.
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Tableau 8 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors de la séparation VP2

Fractions VP2 | Masses obtenues (mg)
17.9
27.2
273.1
254
120.2
29.8
314
54.6
31.2
22.7

=

O O|N[O|UO|AWIDN
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o

La fraction VP2-2 (27.2 mg) a été purifiée sur plaque CCM préparative avec un gradient C/A
de 90/10. Sept fractions ont été obtenues.

Tableau 9 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors de la séparation VP3

Fractions VP3 | Masses obtenues (mg)
a 0.9
b 0.5
c 0.8
d 16.2
e 1.5
f 1.0
g 2.7

La fraction VP2-3 (273.1mg) a été purifiée sur colonne de silice (40g) avec un gradient C/A de
95/5 a 50/50. Quatre fractions ont été obtenues.

Tableau 10 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors de la séparation VP4

Fractions VP4 | Masses obtenues (mg)
1 11.1
2 6.6
3 76.4
4 177.6

Les fractions VP4-1, 2 et 3 ont été rassemblées (94.1 mg) et purifiés sur LH-20 (20g) avec le
MeOH comme éluant. Trois fractions ont été obtenus.

Tableau 11 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors de la séparation VP5

Fractions VP5 | Masses obtenues (mg)
1 12.9
2 72.3
3 4.8
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[11.6.3. Séparations du CBN et d8-THC sur résines décarboxylée de cannabis

Les résines décarboxylées de cannabis ont été séparées avec les techniques de Flash
chromatography (MPLC) et de CCM préparatives.

La chromatographie flash repose sur le principe de séparation par polarité et le partage
d’affinité des molécules entre la phase mobile et la phase stationnaire. Il est identique a la
technique de séparation en colonne de silice ouverte néanmoins la notion de débit avec une
pompe en amont de la colonne est ajoutée (chromatographie liquide moyenne pression).

Une colonne de 25 g de SiOH préremplie (Chromabond Flash RS 25 sphére 15 um,
Macherey-Nagel) a été utilisée avec un débit de 20 ml/min de mélange d’éluant C/A (98/2).
Elle a été équilibrée pendant 6.6 min avant de réaliser une purification en 63 min avec un suivi
UV (220-400 nm) sur les deux résines décarboxylées.

Tableau 12 : Gradient utilisé pour la séparation des résines décarboxylée en MPLC

Temps (min) AcOEt Cyclohexane
(%) (%)
0 2 98
10 2 98
1 5 95
10 5 95
1 10 90
5 10 90
1 20 80
10 20 80
1 30 70
5 30 70
1 50 50
6 50 50
1 70 30
5 70 30
1 100 0
5 100 0

- Résine décarboxylée par 'iode (DIF)

La résine décarboxylée (150 mg) a été fractionné par MPLC (25 g) avec un gradient C/A de
98/2 a 0/100. Quatre fractions ont été obtenues.

Tableau 13 : Masse (en mg) des fractions obtenues a la suite de la séparation DIF

Fractions DIF | Masses obtenues (mg)
1 7.2
2 60.2
3 8.4
4 26.6

Les fractions DIF-1 et 2 (67.4 mg) ont été rassemblées et purifiées sur plagues CCM
préparatives avec une double élution par un gradient C/A de 98/2. Cinq fractions ont été
obtenues.
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Tableau 14 : Masse (en mg) des fractions obtenues a la suite de la séparation DIF-112

Masses obtenues
(mg)
2.1
3.6
38.5
8.0
2.5

Fractions DIF-I1,

Do |

- Résine décarboxylée par chauffage a I'étuve

La résine décarboxylée (160 mg) a été fractionné par MPLC (25 g) avec un gradient C/A de
98/2 a 0/100. Cinq fractions ont été obtenues.

Tableau 15 : Masse (en mg) des fractions obtenues a la suite de la séparation D3

Fractions D3 Masses obtenues (mg)
1 24.1
2 15.1
1 17.1
2 3.0
3 46.0

La fraction D3-1 (24.1 mg) a été purifiée sur plague CCM préparative avec une double élution
par un gradient C/A de 98/2. Quatre fractions ont été obtenues.

Tableau 16 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors de la séparation de D3-1

Fractions D3-1 | Masses obtenues (mg)
A 1.2
B 1.0
C 3.1
D 13.0

La fraction D3-1-D (13.0 mg) a été purifiée sur plague CCM préparative avec une double
élution par un gradient C/A de 98/2. Cing fractions ont été obtenues.

Tableau 17 : Masse (en mg) des fractions obtenues lors la séparation de D3-1-D

Fractlogs D3-1- | Masses obtenues (mg)
a 1.0
b 0.7
c 5.0
d 1.7
e 2.5
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111.6.4. Analyses RMN 1D (*H / 13C) et 2D (*H-'H COSY, HSQC, HMBC)

Les spectres RMN 1D et 2D ont été enregistrés sur des instruments Bruker 400 MHz
Avance DPX (sondes Dual & BBi) et Bruker 500 MHz Avance Il HD (refroidissement du boitier
de I'échantillon, sonde BBFO). Les déplacements chimiques (8) ont été rapportés en ppm en
aval de I'étalon interne TMS. Le solvant de solubilisation des échantillons avec une masse
comprise entre 5 et 10 mg était le chloroforme deutérié (CDCls). L’ensemble des données de
RMN ont été traitées par le logiciel MestReNova chemistry software solution (version 15.0.0-
34764) proposée par MestreLab Research S.L.

A noter que la fréquence émise réelle de I'appareil était de 500.1525 MHz. C’est cette
derniere qui a été utilisée pour les calculs de constantes de couplage J. L’analyse HSQC
permet mettre en évidence le couplage direct (*J) entre un proton H et un carbone. L’analyse
HMBC a permis de déterminer les corrélations a longue distance (2J, 3J, et 4J) entre un proton
et carbones. Ainsi, la structure de la molécule a pu étre élucidée et comparée aux études déja
réalisées sur les cannabinoides.

[11.7. Suivi de la cinétiqgue de décarboxylation

Plusieurs températures comprises entre 100 et 160°C ont été testées afin de réaliser
une décarboxylation sur la résine obtenue apres les extractions sur les fleurs de cannabis
(Moreno et al., 2020)

Environ 100 mg de résines concentrées (issues d’une extraction en bioréacteur a 0°C) a été
disposée dans une coupelle en verre et placée dans I'étuve pendant 3 h a 100, 120, 140, 150
et 160 °C. Un prélévement de contrble a été effectué at = 0, 15, 30, 60, 90, 120 et 180 min
afin de suivre 'avancement de la réaction.

Une quantification par HPLC a permis d’établir pour chaque échantillon les
concentrations précises en cannabinoides par rapport a un temps t lors de I'étape de
décarboxylation. Un modele simplifieé de cinétique a été appliqué selon la formule de la
constante de cinétique suivante : kt = - In ([C]/[C]y)

Ou [C], est la concentration a l'origine, [C]:la concentration a l'instant t du prélévement. La
constante k peut étre observée graphiquement en exprimant le logarithme népérien de
concentrations en fonction du temps de réaction.
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Tableau 18 : Résultats de teneurs en cannabinoides des résines aprés décarboxylation et en fonction
des différentes températures appliquées.

Teneur (en pg/mg d'extrait)
Températures Temps
p(oc) (mir‘]’) [THC] | [THCA] | [CBN] | [CBGA]
0 63.583 910.473 0.926 40.149
15 158.281 772.785 3.554 20.763
30 219.956 | 487.614 3.346 15.150
100 °C 60 330.502 | 463.802 5.225 9.998
90 400.060 | 333.457 4.808 3.904
120 284.939 | 392.809 5.528 2.790
180 248.380 324.179 6.442 1.672
0 63.583 910.473 0.926 40.149
15 401.670 192.144 14.308 17.863
30 301.128 119.249 18.873 10.924
120 °C 60 268.135 119.859 20.894 3.944
90 207.305 | 148.070 36.785 3.369
120 203.761 178.859 47.079 3.202
180 237.303 | 207.281 65.791 3.069
0 63.583 910.473 0.926 40.149
15 793.136 | 205.104 16.933 1.385
30 717.756 198.655 26.767 0.914
140 °C 60 307.464 195.271 54.659 0.800
90 302.261 | 205.633 67.820 0.984
120 315.943 210.614 75.860 0.733
180 243.440 | 199.114 95.003 0.893
0 63.583 910.473 0.926 40.149
15 528.125 217.716 11.039 0.919
30 585.049 | 213.880 20.848 0.834
150 °C 60 375.988 214.686 31.392 0.829
90 381.671 213.001 54.710 0.773
120 230.468 207.759 102.491 0.878
180 204.148 198.623 162.344 0.902
0 63.583 910.473 0.926 40.149
15 457.758 62.128 31.508 0.000
30 402.969 60.469 46.837 0.000
160 °C 60 180.924 56.301 154.779 0.000
90 114.550 55.744 182.078 0.000
120 109.391 62.845 246.309 0.000
180 21.789 74.431 285.709 0.000
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[11.7.1. Dégradation thermique du THCA en CBN

Aprés détermination de la température optimale de décarboxylation d’aprés
I'expérience précédente, une masse de 160 mg de résine concentrée a été placée dans une
coupelle a I'étuve pour une durée de 3 h a 160 °C. La résine décarboxylée a été ensuite
récupérée et stockée au congélateur.

[11.7.2. Hémi-synthése CBN a partir de THC

Elle a été effectuée selon le protocole précédemment décrit (Pollastro et al., 2018) et
guelgues modifications ont été apportées. Aprés décarboxylation de 200 mg de résines
concentrées 30 minutes a 160 °C a I'étuve, un montage a reflux a été réalisé a 100°C avec
cette derniere dans 50 mL de toluéne et 460 mg de |, solide (3 €g en moles). Le suivi de la
réaction a été fait par CCM. Trois extractions liquide-liquide ont été ensuite réalisées
successivement. La premiére était dans un solvant non polaire aliphatique (50 mL de CgHi2)
permettant d’éliminer la majorité de l'iode (par affinité supérieure au toluéne). La phase
organique a été traitée avec 100 mL d’une solution aqueuse de Na;S;03 a 5% (2 moles pour
neutraliser 1 mole de I,). La phase aqueuse contenant Nal a été ensuite éliminée. La phase
organique a été lavée une derniére fois avec une solution de NaCl saturée. Les traces d’eau
ont été éliminées a 'aide de Na>SO,4 anhydre.

Les résines décarboxylées ont été analysées en LC-UV selon la méme méthode que celle
utilisée pour la quantification des cannabinoides décrites plus loin dans cette étude.

[11.8. Analyses par spectrophotométrie, chromatographies et traitements informatiques
111.8.1. Dosages colorimétriques

[11.8.1.1. Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux (TPC et TFC)

Le principe de ce dosage spectrophométrique est basé sur la réduction du réactif de
Folin-Ciocalteu par les groupements des phénols et I'apparition d’'une coloration avec une
absorption maximale a I'environ de 750nm. Celle-ci est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits. Un équivalent en polyphénols par gramme de matiére
séche est déterminé a l'aide de la gamme étalon d’'un polyphénol spécifique tel que I'acide
gallique.

Le TPC a été déterminé selon les méthodes décrites précédemment par Tiago et
Waterhouse avec quelques modifications (Tiago et al., 2022; Waterhouse, 2002).

Une solution mére d'acide gallique dans le méthanol a été préparée a 5 g/L. La gamme étalon
a été obtenue en utilisant la solution de stockage de 0.05 a 2.5 g/L dans MeOH. L'extrait brut
concentré a été préalablement dilué avec un rapport masse/volume de 1/12,5 dans MeOH. A
20 pL de la solution standard ou de I'extrait a été ajouté 1.58 mL de H.O distillée puis 100 pL
de réactif de Folin-Ciocalteu. La solution résultante a été agitée et laissée pendant 7 minutes
a 25 °C. Aprés addition de 300 pL d’une solution de Na,CO3 a 250 g/L, la solution a été incubée
a 40 °C pendant 30 min. L'absorbance a été mesurée a 750 nm (Azso).
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La droite de la gamme obtenue de l'acide gallique a été réalisée et exprimée par :
[Cx] =0.9775 x A + 0.0521 avec R = 0.9990 pour l'analyse du houblon,
[Cx] =1.1052 x A + 0.0480 avec R =0.9989 pour l'analyse du Cannabis.
(Cx pour la concentration et A pour I'absorbance de I'extrait).

Le TPC a été exprimé en équivalent d'acide gallique par g de masse séche (mg GAE/g DM).

Pour quantifier les flavonoides totaux, le principe de la méthode colorimétrique repose
sur le complexe formé par la quercétine (ou les autres flavonoides) en présence des ions
aluminium en conditions acides. Ce dernier absorbe a des valeurs maximales de I'ordre de
510 nm. Les valeurs obtenues ont été exprimées en équivalent de mg de quercétine par masse
de matiére seche.

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode décrite par Navarro avec
guelques modifications (Navarro et al., 2015). La gamme d'étalons de 0.025 a 5 g/L a été
préparée a l'aide de la solution mére de quercétine dans le MeOH préparée a 2 g/L.

L'extrait brut a d'abord été dilué a un rapport masse/volume de 1/12.5 dans le méthanol. Il a
ensuite été dilué a nouveau a 1/20 ou 1/30 dans du méthanol pour obtenir la partie linéaire de
la gamme établie.

A 125 uL de la gamme diluée ou de l'extrait, a été ajouté 37.5 pL d'une solution de NaNO; a
5%, puis 75 pL d'une solution d'AlCl; & 10%, puis 250 pL de NaOH 1M et enfin 1.25 mL d'eau
distillée. La solution résultante a été conservée pendant 30 min a 25 °C avant la mesure de
l'absorbance a 510 nm (Asio).

La droite de la gamme obtenue de quercétine a été réalisée et exprimée par I'équation:
[Cx] =2.0978 x A + 0.076 avec R =0.9997 pour l'analyse du houblon,
[Cx] =2.6253% A - 0.0019 avec R =0.9991 pour I'analyse du Cannabis.
(Cx pour la concentration et A pour I'absorbance de I'extrait).
Le résultat du TFC a été exprimé en équivalent quercétine par g de masse séche (mg
QueE/g DM).
111.8.1.2. Teneurs en chlorophylles et caroténoides totaux (TCC et TCCa)

Le principe de ce dosage repose sur I'extraction totale des pigments photosynthétiques
(chlorophylles a, b et caroténoides) de la matiére végétale et la mesure de I'absorption a 662
et 644 nm pour déterminer la concentration en chlorophylles et 440 nm pour les caroténoides.

Ces teneurs ont été déterminés selon la méthode décrite par des études précédentes
(Telichowska and Kobus-Cisowska, 2020). Brievement, 100 mg d'extrait ont été dissous dans
600 pL d'acétone a 85% et la solution a été laissée 15 h dans l'obscurité & température
ambiante.

Le surnageant a été prélevé et complété & 2 mL de volume final avec de l'acétone a 85%.
L'absorbance a été enregistrée a 440, 644 et 662 nm (Asao, Asasa €t Ass2) respectivement.

Les concentrations de chlorophylle A ([Ca]), B ([Cb]) et de caroténoides (en mg/L) ont été
déterminées a l'aide des équations suivantes et les résultats ont été exprimés en mg
chlorophylles ou caroténoides /g matiére seche (mg/g DM).
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[Ca] = 9.784 x Ags2 — 0.99 X Agas
[Ch] = 21.426 X Asas — 4.65 X Agsa
[TCC] = [Ca] + [CDb]
[TCCa] = 4.695 x A0 — 0.369 ([Ca] + [Chb])
Avec [Ca] et [Cb] pour les concentrations de chlorophylle a et b ; [TCC] pour la teneur totale
en chlorophylle ; [TCCa] pour la teneur totale en caroténoides et A pour I'absorbance.
[11.8.1.3. Antioxydants (DPPH)

Concernant le principe, La présence d’un antioxydant induit la réaction de réduction du
radical DPPHe violet et donc la formation de DPPH-H (neutre) de couleur jaunatre. Donc plus
la concentration d’antioxydant sera conséquente, plus la coloration jaune sera élevée (DPPH-
H) et moins le radical DPPHe violet sera présent en solution. (Addo et al., 2021; Do et al.,
2024)

Q O,N OH Q O,N o°
N—N'—\i >——No2 + © — N—NHAQ—N% + @
[ J

DPPH Phénol Diphénylpicrylhydrazine Phénoxy

Figure 47 : Réaction du DPPH avec un phénol

La gamme étalon a été obtenue en utilisant du Trolox a 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1, 1.5,
2 et 2.5 mM dans MeOH. Puis 50 L d’un extrait (dilué au préalable au 1/150 dans MeOH) ou
d’échantillon de gamme de Trolox a été ajouté a 1450 uL de solution de DPPH (0.1mM dans
MeOH). Le mélange a été agité 30 s dans le bain a ultrasons avant d’étre disposé 30 min a 25
°C a l'obscurité. L’'absorbance a été mesurée a 517 nm.

La droite de la gamme obtenue de Trolox a été réalisée et exprimée par [Cx] = 0.0157x A -
3.1113 avec R =0.9984 ; Cx pour la concentration et A pour I'absorbance de I'extrait.

La solution témoin de référence (notée Blanc DPPH) contient seulement du DPPH a 0.1mM
dans du méthanol.

Le calcul de pourcentage d’inhibition DPPH a I'aide de la formule suivante a été appliqué pour
chaque extrait :

Absorbance blanc DPPH — Absorbance échantillon
Absorbance Blanc DPPH

% inhibition =

Le résultat est exprimé en mg équivalent Trolox/g de masse seche (mg TE/g DM). A noter que
le DPPH est instable sur plusieurs heures et la solution doit donc étre préparé juste avant
analyse.

L’ensemble des teneurs obtenus pour les dosages colorimétriques sont représentés dans les
tableaux ci-dessous pour les extraits issus de houblon et de cannabis.
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Tableau 19 : Récapitulatif des teneurs en TPC, TFC, TCC et TCCa pour Humulus lupulus L.

TPC TFC TCC TCCa

(mg GaE /g DM) | (mg QueE/g DM) | (mg /g DM) (mg /g DM)
SE 245+19 10.7+1.9 6.5+£0.4 05+£0.1
UAE-B +SE 50.6 £5.5 18.2+1.8 7.3+£13 24+£0.6
UAE-P +SE 36.7+6.9 13.2+3.4 52+20 22+0.6
Triphasic SE 33.1+3.1 9.7+0.6 58+0.9 04+£0.1
PLE 25 26.5+22 11.9+0.9 59+0.1 14+0.1
PLE 75 55.0+£1.1 195+2.0 11.2+0.9 231207
PLE 125 75.5+7.8 249+21 135+1.2 0.8+£0.6
PLE 75 (30% H.0) 50.7+14 16.5+0.7 58+05 1.8+0.1
PLE 75 (70% H.0O) 33.8+7.0 8.8+25 21+04 1.0+0.3
MAE 75 (5) 46.2+ 7.6 155+1.2 10.3+£0.6 291205
MAE 75 (15) 38.9+£6.0 16.1+0.9 80+1.1 1.7+£0.1

Tableau 20 : Récapitulatif des dosages colorimétriques sur les extraits de cannabis en triplicat
(TCPC/TFC/TCC/TCCa/DPPH)

TPC TFC DPPH
(mg GaE /g (mg QueE/g (mgT/cgjcl:)M) (m;—C/:gCSM) (mg TroloxE/g
DM) DM) DM)
SE 25 H20 2.93+0.28 0.00 + 0.00 0.79+0.27 6.18 + 0.63 0.64 +0.08
SE 25 45.29 + 2.60 12.89 + 1.89 115.27 £ 20.17 54.36 + 5.46 6.02 +0.17
UAE-B+SE 42.59 + 4.00 12.07 +2.19 72.58 + 5.37 45,97 +5.79 5.44 +0.23
UAE-P+SE 47.89 + 2.47 14.80 +1.49 122.39 + 19.73 59.29 + 5.98 6.40 £ 0.2
Successiv SE | 64.35 + 10.96 24.34+9.11 392.11 + 14.66 12.97 + 4.45 9.95+1.84
Triphasic SE | 44.27 + 6.08 9.28 + 2.26 153.23 + 19.78 36.31 +10.21 5.76 + 0.81
Soxhlet 4097 +1.11 9.84+4.19 456.99 + 111.27 | 117.66+15.90 | 8.54+0.21
SE 50 48.75 + 5.94 13.27 + 4.60 410.99 + 57.38 118.16 + 8.86 7.43+0.17
SE 50 H20 5.31+1.67 0.00 + 0.00 18.21 +8.31 11.94 + 1.58 2.17 +0.57
MAE 50 (5) 41.54 + 5.06 11.04 + 1.45 106.18 + 25.60 43.25 + 8.03 6.54 + 0.25
MAE 75 (5) 40.77 + 2.86 8.61 +2.57 148.73 + 31.08 4215 + 4.48 6.87 + 0.88
MAE 100 (5) 40.95 + 7.33 8.34+1.30 214.26 + 83.82 4315+ 11.84 6.99 £ 0.36
MAE 125 (5) 35.54 + 0.38 6.34+1.78 259.88 + 73.69 54.60 + 18.11 7.80 + 0.36
MAE 50 (15) | 40.10 + 6.47 11.74 + 3.46 151.19 + 16.70 40.06 + 10.23 7.36 +1.01
MAE 75 (15) 39.51 + 8.27 10.51 + 0.89 223.12 + 40.64 63.62 + 8.30 7.90 + 2.42
MAE 100 (15) | 38.19 + 3.00 9.23+1.32 268.53 £ 9.42 67.61 + 14.58 8.23 + 0.40
MAE 125 (15) | 36.41 +2.84 4.01+1.28 441.88+85.12 | 103.31+14.63 | 10.19 +0.62
PLE 25 108.20 + 7.39 13.07 + 3.93 144.25 + 40.14 43.99 + 15.62 7.96 + 0.65
PLE 50 87.99 + 6.76 10.25+ 1.74 295.52 + 19.68 69.97 + 7.78 9.17 + 0.80
PLE 75 52.17 + 8.98 9.85 + 2.07 433.59 + 87.14 74.85 + 21.15 9.14 + 0.37
PLE 100 51.17 + 6.97 9.15 + 0.82 429.75 + 62.46 51.44+11.36 | 10.19+0.64
PLE 125 50.20 + 5.01 592 + 1.62 451.58 + 12.56 62.69+25.12 | 11.10+0.43
SE 0 42.13 + 8.40 15.05 + 1.63 145.72 + 33.79 44.10 + 10.40 7.09+0.73
SE -10 42.78 +5.18 14.33 +1.60 159.95 + 56.26 46.19 +17.06 7.05 +0.49
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111.8.2. Analyses HS-SPME-GC-MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)
est une méthode sensible, sélective et précise pour l'analyse des composés organiques
volatils et semi-volatils d’échantillons.-Pour ce travail, la micro-extraction en phase solide de
I'espace de téte (HS-SPME) a été couplé a la chromatographie en phase gazeuse et a la
spectrométrie de masse (GC-MS) pour I'analyse des terpénes et terpénoides.

Dans un flacon fermé hermétiguement, une masse connue de fleurs a été placée et
chauffée pour libérer les terpénes volatils. Puis, une fibre recouverte d'un matériau absorbant
(approprié aux molécules souhaitant étre adsorbée) a été insérée pendant un temps donné.
La fibre a ensuite été insérée dans I'entrée du systéme GC-MS (au niveau de l'injecteur) et les
molécules sont désorbées et injectées dans la colonne GC. Les spectres de masse obtenus
ont été comparés aux banques de données interne du logiciel.

Le protocole suivant a été établi a partir de la méthode décrite par Song avec quelgues
adaptations puisqu‘une fibre différente (ZB) a été utilisée (Song et al., 2022). Dans un flacon
serti 3 g de fleurs a été placé et laissé 10 min a 60 °C a I'étuve avant d’insérer la fibre au
contact des fleurs pendant 30 min. L’appareil de GC-MS a été paramétré comme suit : une
température de colonne a 40 °C, de source d’ionisation a 230 °C, d’interface a 250 °C et
d’injection a 260°C ; un mode d’injection split en ratio de 20 ; I'hélium comme gaz vecteur avec
une pression de 49.5 kPa ; le débit total a 24 mL/min, de colonne a 1 mL/min et de purge a
3.0 mL/min ; une vélocité linéaire de 36.1 cm/sec et un temps total de programme de 73.33
min.

Le programme de température pour I'analyse de la chromatographie gazeuse était le suivant :
5 min a 40 °C, puis une premiére montée a 100 °C (rate = 3.00), puis une seconde montée
entre 100 et 230 °C (rate = 3.00) et enfin un temps statique a 230 °C pendant 5 min.

L’aire relative pour un pic donné (et donc une molécule) a été transformée en pourcentage
d’aire par rapport a l'aire totale de I'ensemble des pics (résultats qualitatifs) en utilisant la
formule qui suit :

Aire de la molécule

% molécule = - x 100
Somme aires totales
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[1.8.3. HRLC-MS/MS

Le principe de fonctionnement de la LC-MS/MS est brievement rappelé. C’est une
technique qui consiste en I'élution des différents métabolites de I'extrait injecté (principe de la
chromatographie liquide) suivi d’'une ionisation et d’une fragmentation des ions produits
(principe de la spectrométrie de masse en tandem).

Cette étape de spectrométrie de masse et sous divisée en trois parties distinctes dans notre
cas : le passage des différentes molécules dans une source d’ionisation douce (Electrospray),
puis dans un analyseur de masse (Q-TOF) et enfin dans un détecteur qui transformera les
signaux en données de spectres de masse. L'ESI (Electrospray Source lonization) permet de
créer des ions a partir de fines gouttelettes d’échantillons chargés. Le Q-TOF (Quadrupole
Time Of Flight) permet de trier dans un premier temps les ions en fonction de leurs m/z (rapport
masse/charge) permettant d’obtenir le spectre MS?. Ces ions sont ensuite dirigés vers une
cellule de collision entrainant la production d’ions fragmentés (« ions fils ») qui seront a
nouveaux analysés, permettant d’obtenir les spectres de masse MS?. Le spectre MS? traduit
donc de connaitre la charge m/z de la molécule ionisée la plus présente a l'instant « t » de sa
mesure et le spectre MS? représente les fragments d’ions produits de celle-ci.

Liquid Chromatography

3 Mass Analyzer (qTOF) 3 2
- s
Ms51 M52
‘With mass
m B T [ ;Z [ D
~ Source “% = = Detector |—— D
a1 a3 H

Solvent B (ESI) H (Precursor ion) (co\lisizn cell) (Product ion)
{‘j Data

Analysis

Sample
injection

Figure 48 : Schéma du principe de la LC-MS/MS

[11.8.3.1. Conditions opératoires

Les analyses en chromatographie liquide/spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) ont été réalisées a l'aide d'un systeme Nexera X2 équipé d'un passeur d'échantillons
SIL-40C X3, d'un four a colonne CTO-40S maintenu a 40°C et d'un détecteur PDA SPD-M40
couvrant toute la gamme d'acquisition (190-800 nm). La séparation des extraits de houblon a
été effectuée avec une colonne Atlantis T3 (5um, 2.1x150 mm, Waters) a un débit de 200
pL/min avec une phase mobile composée de 0,1% d'acide formique dans l'eau (A) et de 0,1%
d'acide formigue dans l'acétonitrile (B). La séparation des molécules des extraits de houblon
a été effectuée avec une colonne Atlantis T3 a un débit de 200 uL/min avec une phase mobile
composée de 0,1% d'acide formique dans l'eau (A) et de 0,1% d'acide formique dans
l'acétonitrile (B). La séparation des cannabinoides a été effectuée quant a elle avec une
colonne NUCLEODUR Isis a un débit de 200 pL/min dans une phase mobile composée de
0,1% d'acide formique et 2 mmol/L formiate d’ammonium dans l'eau (A) et de 0,1% d'acide
formique dans du méthanol avec 10% de la phase A (B). Ce systéeme était interfacé avec un
spectrométre de masse quadripolaire a temps de vol (QTOF) (TripleTOF® 5600+, Sciex,
Concord, Canada), équipé d'une source d'ions DuoSprayTM. Les parametres de source
suivants ont été utilisés pour toutes les analyses : température a 200 °C ; potentiel de
déclustering (DP) a -150 V (houblon) et +10V (cannabis) ; gaz de rideau (CUR) a 40 unités ;
gaz de source d'ions (GS1, GS2) a 10 unités respectivement. Les parameétres spécifiques
(parametres de la source, gradient) pour les différentes méthodes sont détaillés dans les
paragraphes correspondants.

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 101
Licence CC BY-NC-ND 3.0



111.8.3.2. Quantification

Pour I'analyse d’extraits de houblons, les droites d’étalonnage ont été créées a l'aide
des trois standards commerciaux : lupulone (Lp, 1 & 20 ug/mL), xanthohumol (XN, 0.5 a 10
pMg/mL) et isoxanthohumol (IX, 0.05 a 1 upg/mL). Les extraits bruts concentrés ont été
resolubilisés dans du méthanol jusqu'a une concentration finale de 1 mg/mL, vortexés et
soniqués. Le programme d'élution était le suivant : 40 % B & 95 % en 15 minutes pour un cycle
de 25 minutes. Le volume d'injection des échantillons était de 10 pL. L'ionisation par
électrospray a été réalisée en mode négatif. L'énergie de collision (CE) et le potentiel de
déclustering (DP) ont été optimisés pour les 3 standards (XN, IX et Lp) en utilisant des
solutions commerciales. Le DP et le CE de I'étalon le plus proche ont été utilisés pour les 5
autres composés. Le spectrometre de masse a été utilisé de maniére a effectuer un balayage
de 250 ms (TOF-MS) de m/z 200 & 600 et des expériences MS/MS ont été réalisées sur les 8
précurseurs en utilisant un temps d'accumulation de 100 ms par composé pour un temps de
cycle total de 1.1 s.

Tableau 21 : Paramétres MS/MS des précurseurs spécifiques du houblon pour la quantification

Composé Précurseur | Potentiel de déclustering En_e_rgie de
m/z (DP) collision (CE)

Cohumulone 347.1812 -150 V 30V
Xanthohumol 353.1340 -150 vV -30V
Isoxanthohumol 353.1341 -150 V -30V
Humulone 361.1961 -150 vV 30V
Colupulone 399.2446 -150 V -30V
Lupulone 413.2594 -150 V -30V
Hydroxytricyclocolupone | 415.2380 -150 V 30V
Hydroxytricyclolupone 429.2542 -150 V -30V

Tableau 22 : Quantification des composés caractéristiques du houblon dans les différents extraits
obtenus : isoxanthohumol (IX), xanthohumol (XN), cohumulone (CoHu), humulone (Hu), colupulone
(CoLp), lupulone (Lp), Hydroxytricyclocolupone (HtCoLp) et Hydroxytricyclolupone (HcLp)

XN IX CoHu Hu Colp Lp HcColp HcLp

(mgsg | (mgig | (78.P | (9P (DOLP | (mgg |(mgLpecig| (mglp

DM) DM) o) o) M) DM) DM) eq/g DM)
SE 0.200 0.015 0.060 0.145 0.000 0.000 0.065 0.035
UAE-B +SE 0.520 0.040 0.790 3.130 0.570 0.520 0.100 0.060
UAE-P +SE | 1.960 0.130 6.550 18.000 2.190 2.180 0.610 0.610
Triphasic SE | 1.145 0.055 5.999 5.374 7.684 10.768 0.195 0.130
ASE 25 0.980 0.050 5.604 4.964 0.145 0.140 0.125 0.160
ASE 75 0.745 0.035 2.430 7.790 1.125 1.130 0.215 0.195
ASE 125 0.805 0.040 4.275 9.830 6.015 8.435 0.370 0.260
(3'?)OSA)EH725())) 0.595 0.030 2.360 6.409 5.174 7.519 0.155 0.075
(7%08/[)E|_|725O) 0.420 0.045 2.745 8.069 1.385 1.310 0.090 0.030
MAE 75 (5) 1.220 0.070 5.898 16.663 7.637 11.026 0.640 0.470
MAE 75 (15) | 1.220 0.110 3.819 14.526 8.168 11.347 0.630 0.460
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Pour I'analyse d’extraits de cannabis, les droites d’étalonnage ont été créées a l'aide
des sept standards commerciaux (CBN, CBD, CBDA, THCA, d9-THC, d8-THC et CBGA) avec
des dilutions comprises entre 0.05 et 10 pg/mL. Les extraits bruts ont été resolubilisés et
préparés a deux concentrations differentes dans une solution 50/50 (eau/méthanol). La
premiére a été faite concentration a Img/mL pour détecter les composés minoritaires de notre
variété de cannabis (CBN, CBD et CBDA) ; une autre concentration de 10 pg/mL pour détecter
les plus des molécules les plus présentes (THC et THCA). Le programme d'élution était le
suivant : 80 % B a 95 % en 15 minutes pour un cycle de 20 minutes. Le volume d'injection des
échantillons était de 5 yL. L'ionisation par électrospray a été réalisée en mode positif. L'énergie
de collision (CE) et le potentiel de déclustering (DP) ont été optimisés en utilisant les
standards. Le spectrométre de masse a été utilisé de maniére a effectuer un balayage de 250
ms (TOF-MS) de m/z 50 & 1500 et des expériences MS/MS ont été réalisées sur les 7
précurseurs en utilisant un temps d'accumulation de 100 ms par composé pour un temps de
cycle total de 1.1 s.

Tableau 23 : Paramétres MS/MS des précurseurs spécifiques du cannabis pour la quantification

Composé Précurseur ] Potentjel de Er!e_rgie de
m/z déclustering (DP) collision (CE)

CBN 311.2006 10V 30V
CBD 315.2319 10V 30V
d9-THC 315.2319 10V 30V
d8-THC 315.2319 10V 30V
CBDA 359.2217 10V 30V
THCA 359.2217 10V 30V
CBGA 361.2374 10V 30V

Tableau 24 : Quantification des composés caractéristiques du cannabis dans les différents extraits

obtenus

CBD CBDA CBGA CBN d8-THC d9-THC THCA
(Hg/mg) (ng/mg) (Hg/mg) (ng/mg) (Hg/mg) (Hg/mg) (ng/mg)
ASE 25 0.19 1.55 40.09 1.90 0.00 164.18 683.77
ASE 50 0.17 1.41 34.62 1.89 0.00 148.37 628.90
ASE 75 0.20 1.50 37.88 1.98 0.00 158.53 629.40
ASE 100 0.25 1.21 24.00 3.36 0.00 189.57 472.46
ASE 125 0.51 0.98 23.99 5.34 0.00 376.78 318.58
MAE 50-5 0.15 1.52 34.63 2.26 0.00 126.20 668.01
MAE 75-5 0.17 1.33 27.20 2.26 0.00 124.53 579.13
MAE 100-5 0.24 1.26 29.61 3.15 0.00 23041 590.98
MAE 125-5 0.39 0.99 18.63 5.70 0.00 322.79 344.48
MAE 50-15 0.13 1.64 36.16 2.10 0.00 112.02 739.97
MAE 75-15 0.18 1.38 20.31 3.77 0.00 153.67 636.64
MAE 100-15 0.36 1.35 24.49 5.90 0.00 284.12 537.35
MAE 125-15 0.71 0.83 17.76 9.09 0.00 518.96 203.93
SE 0 EtOH 0.11 1.46 12.78 3.49 0.00 79.08 614.10
SE -10 EtOH 0.14 1.41 21.39 2.52 0.00 93.91 582.68
SE 25 EtOH 0.11 1.51 29.11 1.70 0.00 75.69 599.64
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SE 50 EtOH 0.11 1.41 24.86 2.02 0.00 82.07 584.41
SE 25 H20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.38
SE 50 H20 0.00 0.12 0.68 0.31 0.00 4.29 42.69
Soxhlet 0.63 1.17 27.23 6.72 0.00 443.21 398.04
Successiv SE 0.03 0.71 12.12 0.81 0.00 27.11 293.97
Triphasic SE 0.09 1.58 33.34 1.16 0.00 75.42 671.67
USB+SE 0.10 1.77 40.32 1.39 0.00 76.92 888.72
USS+SE 0.15 1.73 35.90 2.20 0.00 128.82 805.00

111.8.3.3. Déréplication par HR-LC/MS-MS

Pour créer les réseaux moléculaires des extraits de houblon, le programme d'élution a
été modifié comme suit : 5 % B a 95 % en 35 min pour un cycle de 45 min. Le volume d'injection
était de 5 yL. L'ionisation par électrospray a été réalisée dans les deux modes d'ionisation
avec les réglages suivants : potentiel de déclustering (DP) a -50 V et énergie de collision (CE)
a -30 +/- 15 V pour le mode négatif et potentiel de déclustering (DP) a 50 V et énergie de
collision (CE) a 30 +/- 15 V pour le mode positif. En bref, l'acquisition a été réalisée en mode
DDA (Data-Dependent Acquisition), dans lequel le TripleTOF 5600+ commute continuellement
entre un scan de 250 ms acquis en mode TOF-MS (de 50 a 1500 m/z) et jusqu'a 20 scans
dépendants de 100 ms (de 10 a 2000 m/z) obtenus en mode scan de l'ion produit.

Pour l'analyse des extraits de cannabis et la construction de leurs réseaux
moléculaires, le programme d'élution a été modifié€ comme suit : 80 % B a 100 % en 33 min
pour un cycle de 45 min. Le volume d'injection était de 5 L. L'ionisation par électrospray a été
réalisée en mode positif uniquement avec les réglages suivants : potentiel de déclustering
(DP) a 10 V et énergie de collision (CE) a 30 +/- 15 V. En bref, I'acquisition a été réalisée en
mode DDA (Data-Dependent Acquisition), dans lequel le TripleTOF 5600+ commute
continuellement entre un scan de 250 ms acquis en mode TOF-MS (de m/z 50 a 1500) et
jusqu'a 20 scans dépendants de 100 ms (de m/z 10 a 2000) obtenus en mode scan de l'ion
produit.

111.8.4. Réseaux moléculaires

Les méthodes de métabolomiques consistent aux traitements des données LC-MS/MS
par des outils de bio-informatiques. Les données obtenues (spectre MS1 et MS2) permettent
ainsi 'annotation de molécules maijoritaires et minoritaires présentes au sein de nos extraits
(Breaud et al., 2023; Intelmann et al., 2009; Zhou et al., 2021). Ces annotations se font a
travers la formation de réseaux moléculaires avec de nombreux outils et de larges banques
de données et qui sont complémentaires aux résultats de spectrométrie de masse. Le terme
utilisé sera « Feature-based molecular networking”. L’utilisation de ces logiciels s’est
largement développée et impose au cours de ces dernieres décennies. La majorité sont
connectés a la plateforme GNPS (Global Natural Product Social Molecular Networking). A la
suite de ca, le réseau créé peut-étre développé sur des outils de visualisation tels que
Cytoscape ou Metgem. En paralleles des résultats obtenus par GNPS, d’autres logiciels
permettent de I'analyse via comparaison In silico (ou De novo) et possédent de nombreux
outils de prédictions de structures et de fragmentations comme Sirius (Duhrkop et al., 2019).
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Chacune des étapes admet son importance et un r6le crucial dans la construction des réseaux.

Aprés une conversion par MSconverter des données brutes de LC-MS/MS, elles
peuvent étre utilisées dans le logiciel MZmine 2 ou 3 (Schmid et al., 2023). L’analyse et le tri
des spectres de masse MS1 et MS2 permettent d’obtenir deux formats différents de fichiers
informatiques : le format « .mgf » étant le scan MS2 spécifique pour un pic donné et le fichier
« .CSV » qui correspond a toutes les métadonnées du pic (temps de rétention, formule, aire
sous le pic etc.). Ces deux formats sont obtenus a la suite de plusieurs étapes au sein du
logiciel qui sont déterminantes telles que: la détection des pics, la construction du
chromatogramme, la déconvolution, le regroupement des isotopes, I'alignement et 'ajuste-
ment des blancs et trous potentiels. Des réglages de paramétres différents pour les diverses
étapes peuvent influer fortement et changer totalement les fichiers obtenus (.mgf et .csv), et
donc, amener & donner des annotations différentes. Les choix de paramétres sont donc
cruciaux.

A la suite du traitement sous MZmine, et pour construire ces réseaux, les données sont
donc exportées sur la plateforme en ligne d’acceés libre de GNPS (Global Natural Products
Social molecular networking) pour réaliser I'étape de déréplication et le regroupement sous
forme de cluster (Nothias et al., 2019). Les réseaux obtenus (feature-based molecular
networking = FBMN) regroupent ou dispersent les ions détectés en fonctions de leurs similarité
spectrale (entre spectres MS2). Les réseaux sont par définition un ensemble de nceuds reliés
entre eux ou non par des liens et pouvant étre regroupés pour former un cluster. Chaque nceud
est représentatif d'une molécule ionisée. Si ce noceud est relié par un lien a un autre nceud,
alors ils possédent une ou plusieurs fragmentations identiques. Plus cette liaison est épaisse
en taille et courte en distance, et plus le nombres de fragmentations similaires sont identiques.
Cela signifie que les annotations proposées seront proches et que ces deux ions possédent
des structures moléculaires communes. Si I'on prend I'exemple de cannabinoides, en théorie,
le THC et le THCA qui ne différent que par une fonction acide carboxyliqgue devraient étre
représentés par des nceuds proches au sein du réseau. lls devraient également étre reliés a
travers une liaison plus conséquente qu’'une liaison avec d’autres cannabinoides. A l'inverse,
moins il y aura de similarité entre les fragmentations et plus la liaison sera faible voire
inexistante suivant les cas, et les deux nceuds seront totalement éloignés ou dans des clusters
différents. Un score de similarité est obtenu a la suite de comparaison des spectre MS2 aux
multiples banques de données a disposition, et plus ce dernier sera élevé et plus la
ressemblance et donc I'annotation de la structure sera fiable. Ces banques de données sont
issues de données expérimentales partagées par 'ensembles des utilisateurs de la plateforme
qui le souhaite.

Cytoscape est un logiciel complémentaire permettant de créer une visualisation sous
forme de réseaux de I'ensemble des traitements de données réalisés par MZmine et GNPS.
D’ailleurs, GNPS propose un preview online (Ono et al., 2014) sur sa plateforme au format
Cytoscape avant de pourvoir I'exporter pour le traiter dans celui-ci. Ce logiciel, tout comme
Metgem (Olivon et al., 2017a).(Olivon et al., 2018), ont le méme objectif mais avec des
fonctionnalités différentes : 'un est plus orienté dans du réarrangement graphique (Cytoscape)
et 'autre propose ds réseaux et une fenétre T-SNE, proposant un tri des noeuds par familles
potentielles (Metgem). Cytoscape permet donc la création visuelle de ces réseaux mais
également de changer I'ensemble des caractéristiques visuelles de celui-ci (Shannon et al.,
2003). Les couleurs, les formes, les tailles, les positions, les Iégendes pour chaque nceud et
liaisons peuvent étre modifiées. En plus de cela, les données d’intensité des ions MS1 produits
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entre différents extraits (fichier .csv) peuvent étre importées sur le méme réseau afin de les
comparer entre eux.

SIRIUS est un autre logiciel qui est également utilisé pour la déréplication aprés un
traitement MZmine et proposant des annotations de formules dites de novo ou in silico
(Duhrkop et al., 2019). Contrairement & GNPS ou les banques de données proviennent de
données expérimentales partagées et améliorées par les utilisateurs, SIRIUS est entrainé par
des algorithmes de prédictions de fragmentations et de probabilités par rapport a toutes les
molécules existantes référencées. Ce logiciel est constitué de plusieurs outils que I'on peut
choisir ou non d’utiliser. Parmi ces outils, on retrouve l'outil propre a SIRIUS du méme nom
(Duhrkop et al., 2021), mais également CANOPUS (Djoumbou Feunang et al., 2016; Kim et
al., 2021), CSl:FingerID (Duhrkop et al., 2015; Hoffmann et al., 2021) et ZODIAC (Ludwig et
al., 2019). Chacun d’entre eux apporte des informations utiles aux annotations des structures
des ions analysés.

L’outil primaire Sirius permet une identification de la formule moléculaire la plus
probable en fonction des atomes (C, N, H, O, P, S, B, F, I, Cl, Si, Se), les produits d’ionisations
potentiels ([M+H]*, [M+Na]*, [M+K]"), l'instrument (Q-TOF, Orbitrap, FT-ICR) et les banques
de données de références que I'on choisit de lui imposer. Le second outil, ZODIAC, est
complémentaire au premier et améliore la formule proposée. ZODIAC réalise une annotation
de novo en comparant la formule annotée aux banques de données issus d’échantillons
biologiques. Cet outil se sert de I'arbre de fragmentation créé pour les formules proposeées et
réajuste leurs rangs et donc leurs probabilités de correspondance a 'ion analysé (Btcker and
Duhrkop, 2016). Chaque formule proposée posséde son arbre de fragmentation théorique et
les outils SIRIUS+ZODIAC permettent d’établir un ZODIACscore et SIRIUSscore. Plus ces
scores sont élevés et plus les formules proposées deviennent fiables pour I'annotation.

Apres avoir prédit une formule chimique et son arbre de fragmentation spécifique, I'outil
de CSI:FingerIlD permet de proposer une empreinte moléculaire liée a ces derniers. Chaque
structure moléculaire possede une empreinte spécifique répertoriée dans les banques de
données (telle que PubChem) a laquelle sera comparée I'empreinte d’un ion analysé de notre
extrait. Une valeur générale de score de confidence (ou COSMIC score) est calculée. Elle est
comprise entre 0 et 1, la valeur maximale (=1) serait pour 'empreinte, une formule et un arbre
de fragmentation de la molécule proposée totalement identique a celle étudiée. En paralléle
de ce score, une autre valeur est utilisée : la similarité de Tanimoto exprimé entre 0 et 100%.
Celle-ci est uniguement représentative de la similarité entre I'empreinte de novo et l'ion
observé.

EPIMETHEUS consiste a la proposition de sous-structures spécifiques de la structure
annoncée par CSI:FingerID. Il affilie un code couleur et un pourcentage de probabilité (entre
0 et 100%) a chacune des sous-structure théoriques par rapport aux données de masse de
notre ion. Si 'ensemble des sous-structures sont présentes (> 90%), la structure peut étre
annotée. Et si certaines sont manquantes, les sous-structures a fortes probabilités présentes
permettent de se rapprocher de la classe chimique de la molécule. Par exemple, une longue
chaine aliphatique avec une fonction acide comme sous-structure validée permet d’envisager
la forte probabilité de la présence d’'un acide gras, sans pour autant envisager la structure
exacte.

Le dernier outil, CANOPUS, permet quant a lui de prédire la classe du composé
analysé a partir de I'empreinte moléculaire issus de CSl:FingerlD et EPIMETHEUS. Les
structures proposées sont affiliées des pourcentages de classes chimiques les plus générales
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(Composés organiques) jusqu’aux plus précises (ex: cannabinoides). La probabilité
d’annotation est proportionnelle au pourcentage (entre 0 et 100%). Aucune banque de
données n’est utilisée et les propositions se font uniquement par rapport aux squelettes et
atomes spécifiqgues présents. C'est pour cela que CANOPUS n’identifie pas la voie de
biosynthese du composé.

[11.8.4.1. Paramétres Mzmine 2.5 et Metgem (Humulus lupulus L.)

Les fichiers (spectre MS2) obtenus lors des acquisitions LC-MS/MS ont d'abord été
convertis en ".mzML" sur un logiciel MSconverter (ProteoWizard 3.0.19124 64-bit) avant d'étre
traités sur le logiciel MZmine2 (version 2.53 windows).

La détection des pics en mode négatif a été réalisée avec l'algorithme "mass detection"
avec un niveau de bruit & 1E3 pour MS1 et a 1E10 pour MS2 en mode centroide. Ensuite, des
chromatogrammes ont été construits pour tous les ions détectés avec l'algorithme "ADAP
chromatogram builder" avec un scan de taille de groupe minimum de 5, un seuil d'intensité de
groupe de 500, une intensité minimum la plus élevée de 1E3 et une tolérance m/z de 0,005
ou 20 ppm. Une déconvolution des pics a été appliquée pour générer des chromatogrammes
avec l'algorithme "Baseline cut off" avec les paramétres suivants : hauteur de pic minimale de
2E3, durée de pic comprise entre 0,01 et 2, niveau de base de 1E3, centre médian de m/z,
plage de m/z de 0,02 Da pour MS2 et plage de RT de 0,5 min pour MS2. L'élimination des
isotopes a été effectuée avec le groupeur de pics isotopiques avec les parameétres suivants :
tolérance m/z de 0,005 et 10 ppm, tolérance RT de 0,2 min, charge maximale de 2.
L'alignement a ensuite été effectué avec "RANSAC alignment" avec une tolérance m/z de
0,005 et 100 ppm, une tolérance RT de 0,2 min, une tolérance RT aprés correction de 0,1,
RANSAC lteration de 0, 50% pour le nombre minimum de points et 0,2 comme valeur de seulil.
Enfin, une derniére étape de filtre a été réalisée en utilisant les "feature lis raw filters" avec ces
deux sélections : "Keep only peaks with MS2 scan" et "Reset the peak number ID". Aprés
plusieurs étapes dans ce logiciel, les fichiers avec les données traitées étaient préts a étre
exportés au format ".mgf" (Mascot Generic Format) et au format ".CSV" (Comma-separated
values) et dans le logiciel de réseaux moléculaires MetGem(Olivon et al., 2017b; Schmid et
al., 2021). Les paramétres suivants ont été appliqués pour MetGem : pour le calcul du cosinus,
les données MS1 n'ont pas été cochées, le nombre minimum de pics appariés a été fixé a 4,
la visualisation du réseau a permis d'obtenir un cosinus minimal de 0,60, la visualisation du t-
SNE a utilisé un cosinus supérieur a 0,6. Afin d'annoter les molécules, tous nos résultats ont
été comparés avec toutes les bases de données connectées a GNPS a l'aide du logiciel
Metgem (par exemple, la bibliotheque GNPS, la bibliotheque FDA, la bibliotheque
Phytochemical, etc.)

111.8.4.2. Parametres Mzmine 3, GNPS, Cytoscape et Sirius (Cannabis sativa L.)

Les cinq fichiers des extraits (spectre MS2) obtenus lors des acquisitions LC-MS/MS
ont d'abord été convertis en fichiers de type ".mzML" sur MSconverter (ProteoWizard
3.0.19124 64-bit) avant d'étre traités sur le logiciel MZmine3 (version 3.9.0 windows).

La détection des pics en mode négatifs a été réalisée en appliquant I'algorithme « mass
detection » en mode centroid avec un niveau de bruit de fond a 1e03 pour les spectres MS1
et 1e0 pour les spectres MS2. Les chromatogrammes ont ensuite été construits avec tous les
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ions détectés en utilisant I'algorithme “ADAP chromatogram builder” (Myers et al., 2017) avec
le nombre de scan minimum de 5, le minimum d’intensité en scan a 1e03, la hauteur minimale
absolu a 3e03 et une tolérance de 0.005 m/z et 15.00 ppm. L’étape de déconvolution des pics
est appliquée en générant des chromatogrammes avec 'algorithme « local minimal resolver »
et les parameétres suivants : un appariement des scans MS1 a MS2 avec une tolérance des
précurseurs a 0.005 m/z ou 5.0 ppm, une hauteur relative minimale de 25% et une intensité
minimale de 1%. Ainsi que : un seuil de chromatogramme a 80%, la gamme de recherche
minimal a 0.05, une hauteur minimal absolue a 5e03, un ratio minimal entre le sommet et le
bord du pic a 1.9 sur une durée de pic entre 0 et 2 min et un nombre de scans minimum de 3.
Les isotopes sont ensuite regroupés avec le filtre « 13C isotop » et les paramétres suivants :
une tolérance m/z de 0.005 to 15.0 ppm, un temps absolu de 0.05 min et un maximum de
charge de 1. L’étape d’alignement est réalisée avec « Join aligner » selon : une tolérance m/z
de 0.005 m/z to 15.0 ppm, un poids de m/z a 75, une tolérance du temps de rétention de
0.10min et un poids de Rt de 25 et une mobilité de 1. Une étape de remplissage de pics
mangquants/trous est réalisés avec « peak finder » sous les réglages suivants : une tolérance
d’intensité de 20%, de 0.005 m/z et de 15 ppm ; une tolérance de temps de rétention de 0.05
min avec un minimum de 3 scans. Enfin, une derniére étape de suppression des ions produits
par le blanc avec « feature list blank substraction » ou I'on a importé les fichiers MzML du
blanc de méthanol pour les soustraire aux chromatogrammes construits. Aprés I'ensemble de
ces différentes étapes, les fichiers avec les données traitées sont exportés au format ".mgf"
(Mascot Generic Format) et au format ".CSV" (Comma-separated values) et dans GNPS, suivi
de cytoscape et Sirius.

Les résultats obtenus aprés MZMine3 ont été exportés vers GNPS pour l'analyse
FBMN. Les données ont été filtrées en supprimant tous les ions fragments MS/MS situés a +/-
17 Da du m/z du précurseur. Les spectres MS/MS ont été filtrés par fenétre en choisissant
uniquement les 6 premiers ions fragments dans la fenétre de +/- 50 Da sur I'ensemble du
spectre. La tolérance de masse de I'ion précurseur est fixée a 0,02 Da, tout comme la tolérance
des ions du spectre MS2. Le réseau moléculaire a ensuite été créé, avec un filtre du score de
cosinus supérieur a 0,65 et plus de 6 pics correspondants. Enfin, la taille maximale d'une
famille moléculaire a été fixée a 100. Les spectres appartenant a ce réseau sont ensuite
recherchés dans les banque de données “speclibs” de GNPS (Horai et al., 2010; Wang et al.,
2016). Les spectres de la bibliothéque sont filtrés avec les mémes paramétres que ceux
utilisés pour la création du réseau. Toutes les correspondances potentielles doivent admettre
un score de cosinus supérieur a 0,7 et au moins 6 pics identiques. L'outil DEREPLICATOR a
été utilisé pour annoter les spectres MS2 (Mohimani et al., 2018). Les réseaux moléculaires
enfin créés seront visualisés a l'aide du logiciel Cytoscape et les données de spectrométrie de
masse sont déposées selon le choix de l'utilisateur dans un dépét public (tel que MassIVE ou
MetaboLights).

La liste suivante contient I'ensemble des banques de données utilisées. Leurs
descriptions peuvent étre retrouvées sur la documentation mise a disposition par la plateforme
de GNPS.
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Tableau 25 : Banques de données utilisées pour I'annotation par GNPS

GNPS-SAM-SIK-
KANG-LEGACY-
LIBRARY

CASMI

GNPS-SCIEX-LIBRARY

MONA

GNPS-EMBL-MCF

XANTHONES-DB

TUEBINGEN-NATURAL-
PRODUCT-
COLLECTION

GNPS-PRESTWICK
PHYTOCHEM

LDB_POSITIVE

BIRMINGHAM-UHPLC-MS-NEG

GNPS-NIH-NATURAL
PRODUCTS LIBRARY

GNPS-NIH-CLINICAL
COLLECTION 1

LDB_NEGATIVE

HMDB

BIRMINGHAM-UHPLC-

DEREPLICATOR_

ACTIVE

MS-POS IDENTIFIED LIBRARY
PNNL-LIPIDS- GNPS-NIST14- DRUGS-OF-ABUSE-
NEGATIVE PNNL-LIPIDS-POSITIVE MATCHES LIBRARY
SUMNER GNPS-LIBRARY GNPS'C(I\)A'T;ECT'ONS' MMV_NEGATIVE
BILELIB19 HCE-CELL-LYSATE-LIPIDS MASSBANKEU PNNL-LIPIDS
GNPS-NIH-
CLINICAL GNPS'SEL'F‘,i%fHEM'FDA' GNPS-COLLECTIONS PEEE‘X*?\/EES'
COLLECTION 2
GNPS-COLLECTIONS- GNPS-
MIADB PESTICIDES-POSITIVE GNPS-MSMLS FAULKNERLEGACY
GNPS-NIH-
,\BA'iARVK'IED'bESYI'TLlCE NATURALPRODUCTSLIBRARY GNPS;SD'EAEI';EAE%HEM' LEAFBOT
— ROUND2_ NEGATIVE
ECG-ACYL-
AMIDES-C4-C24- ECG'ACY'['IEELERF;S'CA"CZ"" PSU-MSMLS BMDMS-NP
LIBRARY
GNPS-D2-AMINO-LIPID-
IQAMDB L IBRARY GNPS-IOBA-NHC GNPS-NIH
GNPS-NIH-NATURAL
NEO-MSMS UM-NPDC MASSBANK PRODUCTSLIBRARY_
ROUND 2_POSITIVE
SMALL MOLECULE
RESPECT PHARMACOLOGICALLY

Le fichier traité par GNPS a été exportée au format «.cys » au sein de la version du
logiciel Cytoscape (version 3.10.2 windows). En plus de ce fichier, le tableau des intensités
des ions détectés dans chacun des 5 extraits y a été importés (format «.quantif.resolved.csv»).
Les réseaux créés ont été personnalisés par changement de couleurs des noeuds d’ions qui
ont pu étre annotés. La visualisation obtenue a été exportée au format vectorisé (.SVG). Deux
visuels finaux ont pu étre réalisés : I'un avec des formes géométriques colorées pour distinguer
les molécules annotées en fonction de leurs classes et I'autre avec les molécules annotées en
fonction de leurs charges m/z.

Le fichier « .mgf» de Mzmine a été importé dans SIRIUS (version 4 windows).
L’ensemble des outils présents dans logiciel sont utilisés pour I'analyses (SIRIUS, ZODIAC,
CSl:FingerID et CANOPUS). Pour l'identification de la formule moléculaire par SIRIUS, les
parametres suivants sont utilisés : Instrument Q-TOF, un filtre des isotopes, un nombre de
candidats proposés par ion entre 1 et 10, une précision a 10ppm, une comparaison a
'ensembles des bases de données connectées a SIRIUS, les trois ionisations possibles
([IM+H]*, [M+K]*, [M+Na]*) et C, H, N et O comme éléments chimiques choisis. L’amélioration
des résultats a I'aide de ZODIAC a été réalisée a I'aide des options suivantes : le nombre
candidats a m/z 300 est de 10 et les candidats a m/z 800 de 50 avec une approche en deux
étapes, un filtre du seuil de bordure a 0.95 et du nombre minamal de connections a 10,
'échantillonnage de Gibbs avec 20 000 iterations, 2000 Burn-in et séparés par 10 runs.

109

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Concernant la prédiction d’empreintes avec CSI : FingerlID, les adduits suivants sont admis :
[M+H]*, [M+H,O+H]", [M-HO+H]*, [M+K]* et [M+Na]". Et on choisit d’utiliser les banques de
données de cette liste : CheBl, COCONUT, Bio database, GNPS, HMDB, HSDB, Norman,
PUBCHEM, Natural Products. Enfin, l'utilisation complémentaire de CANOPUS est choisie et
elle ne nécessite aucun paramétre spécifique a déterminer.

111.9. Optimisations et études statistiques

Les plans d'expériences et les analyses statistiques offrent des outils puissants pour
concevoir des expériences de maniére efficace et d’extraire des informations significatives a
partir des données expérimentales. Cela permet ainsi d'obtenir des conclusions robustes et
généralisables, renforcant ainsi la crédibilité et la validité des résultats obtenus. Les premiers
travaux sur les plans d’expérience remontent au début du XX°™ siécle avec des statisticiens
pionniers tels que Ronald A. Fisher, Georges E.P. Box et biens d’autres. Ronald Fisher s’est
essentiellement intéressé aux principes fondamentaux des plans d’expérience dans un
ouvrage intitulé « The design of experiments » de 1935. Ces méthodes ont évolué pour
développer plusieurs formes de plans d’expérience jusqu’au début du XXI°™® siécle.

Le Definitive Screening Design (DSD) est une forme spécifique de plan développée
pour permettre une étude rapide et efficace d'un grand nombre de facteurs tout en réduisant
le nombre total d'essais nécessaires. Contrairement a d’autres, tels que les plans factoriels
complets, qui nécessitent souvent un grand nombre d'essais pour étudier plusieurs facteurs a
plusieurs niveaux, le DSD est optimisé pour minimiser le nombre d'essais tout en détectant un
maximum d’effets significatifs des facteurs (Xiao et al., 2012). Il est donc totalement adapté
lorsque les ressources étudiées, le temps ou le budget s’avérent limités. Il se positionne donc
comme un outil trés intéressant pour la recherche, le développement et I'optimisation en
milieux scientifiques et industriels (Nguyen and Stylianou, 2013; Phoa and Lin, 2015).

Dans notre travail, la méthode du DSD a été choisie pour des extractions sous agitation
en bioréacteur, avec et sans prétraitement ultrasons. Le but étant d’explorer la zone a basse
température afin de limiter I'extraction de molécules tels que la chlorophylle tout en maximisant
I'obtention des cannabinoides. L'intérét du plan d’expérience est concretement de réaliser une
optimisation de cette extraction a des fins de scale-up a I'échelle pilote et industrielle. De
multiples logiciels informatiques existent (ex : Matlab etc.) mais nous choisissons de réaliser
'entiéreté de nos analyses statistiques a 'aide de Microsoft Excel.

L’ensemble des termes concernant le domaine des plans d’expériences sont définis par la
norme 1SO 3534-3:2013 : « Plus spécifiquement, elle définit les termes utilisés dans le
domaine des plans d'expériences pour lesquels la variable de réponse est unidimensionnelle
et continue et pour lesquels I'espérance mathématique de la variable de réponse est linéaire
dans les parametres. Les termes relatifs & I'analyse statistique sont fondés sur I'hypothése que
le terme d'erreur suit une loi normale avec une variance constante. »

Il est dont important de bien définir et comprendre chaque terme qui sera utilisé dans la partie
statistique :

- L’expérience est une étude intentionnelle d’'un systéme par I'ajustement sélectif de
conditions maitrisables et I'affectation de ressources.

- Une réponse est une variable représentant le résultat d’'une expérience (Ex :
Rendements massiques, concentrations, teneurs, etc.).
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- Un facteur est une propriété étudiée comme cause potentielle de variation (EX :
Température, vitesse agitation, temps d’extraction etc.).

- Le niveau est une mise en ceuvre, valeur ou affectation d’un facteur (Ex : pour le
nombre de variations de la température avec -30°C, 0°C et +30°C soit n=3).

- Le traitement est une mise en ceuvre spécifique de chaque facteur utilisé sur une
unité expérimentale particuliére (Ex : ligne d’'un tableau de I'expérience a mettre en
ceuvre, c'est-a-dire I'essai T01 a 0°C, 250rpm, sans ultrasons et pendant 60
minutes).

- Un plan d’expérience est I'affectation de traitements expérimentaux a chaque unité
expérimentale.

- Une expérience planifiée doit fournir la méthode la plus efficace et la plus
économique permettant, a partir de cette expérience, d’obtenir des conclusions
valides et pertinentes.

- Un modele est représentation formalisée des résultats d’'une expérience. C’est une
représentation simplifi€ée du systéme réel dans laquelle seules les caractéristiques
clés ou fondamentales sont prises en compte. C’est un polyndme, une somme
d’une constante avec des mondémes de degré 1, de degré 2 et de degré rectangle
dépendant du nombre de facteurs étudiés. Il y a 4 facteurs étudiés dans notre cas
(température, vitesse, ultrasons, temps d’extraction) donc le polynéme complet est
la somme d’une constante plus de quatre monémes de degré 1 (X1, X2, X3, Xa), plus
de quatre de degré 2 (X12, X22, X32, X42) et plus de quatre de degré rectangle (X1Xz,
X1X3, X1Xa, X2X3, X2X4, X3X4).

- Lavariable de prédiction est une variable susceptible de contribuer a I'explication
du résultat d’'une expérience Parmi les indicateurs de qualité, la qualité descriptive
est exprimée par le coefficient de détermination R2 (entre 0 et 1) et la qualité
prédictive est exprimée par le coefficient Q2. Si cette derniére est négative, elle ne
permet pas de prédire les résultats pour une réponse donnée.

- Le tracé des effets principaux est un tracé donnant la réponse moyenne aux
différents niveaux de chaque facteur.

- Leffet principal est I'effet de facteur applicable dans le contexte de modeles
linéaires par rapport a I'espérance mathématique. C’est-a-dire que I'effet principal
est le résumé le plus drastique interprétable des variations observées.

111.9.1. Désirabilité

La désirabilité est une fonction de description qui permet de mesurer en pourcentage
la proximité des valeurs (spécifiques des facteurs) par rapport a une cible déterminée pour un
ensemble de réponses donné. Elle peut étre calculée suivant notre choix de maximiser le
résultat (par exemple les rendements) ou bien minimiser le résultat (par exemple, la
chlorophylle ou les écarts types) (Amdoun et al., 2018; Li et al., 2007).

La démonstration de ces formules d'optimisation a été bien développée dans la
littérature, et elles ont été utilisées dans tous les domaines. Dans ce travail, le tableau de
données a été créé et le minimum et le maximum pour chaque réponse définie ont été
déterminés en utilisant toutes leurs valeurs de TPC, TFC, TCC, rendements et quantifications.
Deux possibilités s’offraient a ce projet : maximiser une réponse ou la minimiser. Les formules
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ont été exprimées en utilisant I'angle tangent 8 issu du graphique de la désirabilité en fonction
de l'objectif & atteindre.

Maximiser Minimiser
pet o
- -
.g di| O di
3 £
. — p & o b¢
0 0 .
yi y yi y
L T T U
L U—
di (%) = yTlTL di (%) = U_yT‘

Figure 49 : Courbes explicatives des formules de maximisation ou minimisation de désirabilité di

Les différents termes utilisés ont été définis comme suit : T la valeur ciblée souhaitée
(Target), L la valeur la plus basse non souhaitée (Lower) ou U la valeur la plus haute non
souhaitée (Upper) Les formules de désirabilité sont exprimées a I'aide de celle de la tangente
'angle 6.

La désirabilité globale dg a ensuite été calculée par le produit des désirabilités (d,) de
chaque réponse entre elles pour un facteur donné. Les désirabilités ont été pondérées avec
les objectifs souhaités, c'est-a-dire qu'elles ont été affectées d'un coefficient si certaines
réponses étaient plus importantes que d'autres. La pondération est notée Wn. Si toutes les
réponses ont le méme poids, alors Wn prend la valeur 1. Ce concept peut donc étre utilisé
pour générer par fusion un indice de satisfaction "global".

dg (%) = (d,"") x (d2"*) X ... X (dn"™)

Une fonction de distribution (utilisant les probabilités) a été produite avec la désirabilité globale
pour tous les facteurs afin que ces valeurs classées puissent étre comparées dans un seul
graphigue efficace.

dg rang— 1

dgrang max — 1

Probabilité (%) =

Les valeurs sont comprises entre 0 et 100 %. Le dg ayant le rang le plus bas (1 dans notre
cas) a été positionné a 0% et le dg ayant le rang le plus élevé (11 ou 24 dans notre cas) sera
positionné a 100%.

Les paramétres de désirabilité ont été appliqués pour corréler les réponses obtenues telles
que le rendement, les teneurs en composés selon 'extraction et les facteurs expérimentaux
(température, temps, agitation, solvant). Ce choix a permis de déterminer I'efficacité du plan
d’expérience réalisé sur les 11 traitements du houblon et 24 traitements du cannabis.
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Tableau 26 : Résumé des conditions imposées lors de I'approche statistique et de I'expression de
leurs valeurs de désirabilité pondérées (dnWn) pour les traitements du houblon

Ecart-
Ecart- Ecart- Ecart- Rendeme ‘
e
TPC type TFC type TCC type nt P CoHu IX XN Hu ColLp Lp
. rendeme
TPC TFC TCC massique ‘
n
Objectif Max Min Max Min Min Min Max Min Max Min Max Max Max Max
L (rgg/&?w 24.498 8.770 8.700 0.118 0400 | 0294 | 0000 | 0.000
v (Z“L?/(%A]')DM) 7.819 3368 | 13475 | 2.049 1.783 0.130
T (mg/g DM)
ou (%) 75.526 1.063 24.928 0.642 2.081 0.142 31.700 0.007 12.001 0.030 2.290 19.661 15.367 21.540
Importance Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Haute Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Note 2 1 2 1 2 1 3 1 2 2 2 2 2 2
Poids 6.9% 6.9% 6.9% 6.9% 6.9% 6.9% 10.3% 6.9% 6.9% 6.9% 6.9% 6.9% 6.9% 6.9%
Désirabilité
pondérée dy¥v2 ds1Vst dya"Vy2 dsV's2 dya"v3 dsa"'s3 dya"Vv4 dsaVs4 dys"Ys dye"VYe dy? VY7 dys"'v8 dyo™Y9 | dyy"V¥0
SE 0.0% 99.1% 86.4% 95.9% 96.7% 99.2% 0.0% 99.5% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
UAE-B +SE 95.5% 92.8% 96.3% 96.4% 95.8% 93.8% 87.3% 99.9% 100.0% 89.5% 100.0% 95.8% 100.0% 100.0%
UAE-P +SE 90.6% 87.0% 91.5% 0.0% 97.8% 0.0% 61.2% 99.7% 99.5% 92.0% 98.7% 95.3% 76.0% 74.1%
Triphasic SE 88.4% 97.5% 81.9% 100.0% 97.3% 96.8% 93.2% 93.9% 93.9% 96.5% 96.3% 98.4% 87.6% 85.6%
ASE 25 80.0% 98.8% 89.4% 99.3% 97.3% 100.0% 98.2% 97.8% 97.7% 95.3% 97.0% 100.0% 98.3% 98.3%
ASE 75 96.5% 100.0% 97.2% 95.2% 89.6% 96.8% 100.0% 99.9% 93.7% 97.6% 94.2% 97.0% 97.3% 97.6%
ASE 125 100.0% 0.0% 100.0% 94.9% 0.0% 94.9% 97.7% 100.0% 94.7% 93.9% 90.4% 98.6% 88.9% 86.5%
ASE 75 (30% 9 9 0 0 0 0 0 % | 95.1% | 96.5% | 94.4% | 98.9% | 95.3% | 95.5%
H20) 95.5% 99.7% 95.0% 100.0% 97.3% 98.5% 83.2% 97.4% 1% .5% 4% .9% .3% 5%
ASEHZE(’ng% 88.9% | 86.5% | 0.0% | 92.3% | 100.0% | 99.1% | 84.1% | 0.0% | 92.3% | 89.5% | 94.4% | 97.9% | 95.7% | 95.7%
MAE 75 (5) 94.3% 78.1% 94.2% 98.5% 91.6% 97.9% 87.3% 99.1% 82.0% 99.3% 82.7% 87.6% 79.7% 77.4%
MAE 75 (15) 91.7% 91.2% 94.7% 99.3% 95.0% 95.5% 75.0% 97.1% 95.9% 0.0% 98.7% 99.4% 87.4% 85.4%

Tableau 27 : Désirabilité globale (dg) de chaque extraction du houblon et leur classement, ainsi que
les probabilités associées a ces classements

Extrait dg (%) | Rang | Probabilité (%)
SE 0.0 1 0
UAE-B +SE 64.5 8 70
UAE-P +SE 0.0 1 0
Triphasic SE 58.3 7 60
ASE 25 65.5 9 80
ASE 75 77.4 11 100
ASE 125 0.0 1 0
ASE 75 (30% H»0) 70.3 10 a0
ASE 75 (70% H20) 0.0 1 0
MAE 75 (5) 53.0 6 50
MAE 75 (15) 51.9 5 40
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Tableau 28 : Résumé des conditions imposées lors de l'approche statistique et de I'expression de
leurs valeurs de désirabilité pondérées (dnWhn) pour les traitements cannabis

me | Emee | m Sl e | | oy | e [Pendemert| Eomone
DPPH
Objectif Maximiser Minimiser | Maximiser | Minimiser | Minimiser | Minimiser | Maximiser | Minimiser | Maximiser | Minimiser
L (mg/g DM) ou
9.11
T (mg’(%/ot)"\") ol 108.20 0.28 2434 0.00 0.79 027 11.10 0.00 33.95 027
Importance Fort Faible Moyen Faible Fort Faible Faible Faible Fort Faible
Note 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1
Poids 18% 6% 12% 6% 18% 6% 6% 6% 18% 6%
lele ds1W81 dY2Wy2 dswaZ dngYS dngSS dY4WY4 d SAW84 dYSWY5 dYGWYG
SE 25 H,0 0.00% 100.00% 0.00% | 100.00% | 100.00% | 100.00% | 0.00% | 99.80% | 0.00% 100.00%
SE 50 H,0 51.22% 99.18% 0.00% | 100.00% | 99.32% | 99.56% | 89.32% | 100.00% | 74.83% 94.30%
SE-10 84.25% 96.46% 93.96% | 98.87% | 92.71% | 95.95% | 97.16% | 98.69% | 88.42% 96.32%
SEO 84.00% 91.94% 94.50% | 98.84% | 93.48% | 97.91% | 97.20% | 97.92% | 88.50% 96.09%
SE 25 85.16% 98.57% 92.80% | 98.64% | 95.03% | 98.84% | 96.17% | 99.58% | 88.94% 98.72%
SE 50 86.35% 95.65% 93.12% | 95.96% | 66.71% | 95.84% | 97.49% | 99.58% | 92.09% 98.95%
UAE-B +SE 84.17% 97.51% 92.08% 98.40% 97.02% 99.72% 95.53% 99.41% 87.10% 99.62%
UAE-P +SE 86.06% 98.66% 94.32% 98.95% 94.68% 98.87% 96.56% 99.50% 89.66% 99.95%
Successiv SE 90.93% 0.00% 100.00% 0.00% 70.88% 99.19% 99.32% 91.94% 100.00% 98.57%
Triphasic SE 84.79% 95.50% 89.28% 98.34% 93.07% 98.87% 95.88% 97.62% 87.79% 94.35%
Soxhlet 83.56% 99.52% 89.90% 96.44% 0.00% 0.00% 98.37% 99.46% 91.91% 98.41%
MAE 50 (5) 83.78% 96.57% 91.12% 98.99% 95.47% 98.49% 96.69% 99.37% 88.42% 97.71%
MAE 75 (5) 83.48% 98.39% 88.50% 98.07% 93.32% 98.11% 97.00% 97.39% 89.10% 95.24%
MAE 100 (5) 83.55% 93.85% 88.16% 99.10% 89.46% 92.11% 97.11% 99.06% 88.98% 96.47%
MAE 125 (5) 81.32% 99.95% 85.37% 98.73% 86.24% 93.83% 97.79% 99.07% 88.09% 99.11%
MAE 50 (15) 83.22% 95.04% 91.78% 97.23% 93.18% 99.06% 97.43% 96.86% 87.96% 95.13%
MAE 75 (15) 82.98% 92.22% 90.60% 99.40% 88.88% 97.38% 97.88% 0.00% 91.70% 0.00%
MAE 100 (15) 82.44% 98.29% 89.22% 99.09% 85.56% 99.50% 98.13% 98.93% 88.88% 97.36%
MAE 125 (15) 81.70% 98.40% 80.88% 99.12% 54.81% 91.85% 99.46% 98.27% 89.80% 94.84%
ASE 25 100.00% 93.75% 92.94% 96.73% 93.55% 97.42% 97.93% 98.19% 90.22% 97.34%
ASE 50 96.31% 94.66% 90.33% 98.76% 83.25% 98.88% 98.81% 97.65% 92.90% 98.37%
ASE 75 87.45% 90.58% 89.91% 98.49% 59.21% 91.41% 98.79% 99.03% 92.25% 90.97%
ASE 100 87.14% 94.38% 89.13% 99.45% 60.82% 95.28% 99.46% 98.20% 95.60% 97.34%
ASE 125 86.82% 96.61% 84.68% 98.86% 45.73% 99.31% 100.00% 98.85% 95.54% 98.99%
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les probabilités associées a ces classements

dg (%) Rang Probabilité (%)
SE 25 H,0 0.00% 1 0.00%
SE 50 H,0 0.00% 1 0.00%
SE -10 54.80% 18 73.90%
SEO 53.40% 17 69.60%
SE 25 60.70% 22 91.30%
SE 50 41.70% 10 39.10%
UAE-B +SE 59.30% 21 87.00%
UAE-P +SE 63.90% 23 95.70%
Successiv SE 0.00% 1 0.00%
Triphasic SE 50.70% 13 52.20%
Soxhlet 0.00% 1 0.00%
MAE 50 (5) 57.00% 19 78.30%
MAE 75 (5) 52.30% 16 65.20%
MAE 100 (5) 46.60% 11 43.50%
MAE 125 (5) 46.90% 12 47.80%
MAE 50 (15) 51.50% 15 60.90%
MAE 75 (15) 0.00% 1 0.00%
MAE 100 (15) 51.20% 14 56.50%
MAE 125 (15) 27.00% 6 21.70%
ASE 25 64.90% 24 100.00%
ASE 50 59.00% 20 82.60%
ASE 75 31.20% 8 30.40%
ASE 100 38.40% 9 34.80%
ASE 125 29.80% 7 26.10%
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[11.9.2. Méthode TOPSIS

Cette méthode consiste a réduire au minimum la distance entre la solution idéale et le
traitement (parmi tous ceux réalisés) tout en augmentant sa distance par rapport a la solution
la plus défavorable (Hwang and Yoon, 1981; Liu, 2009). En pratique, cette méthode permet
de réaliser un classement préliminaire de 'ensemble des traitements réalisés et donc de savoir
lequel aurait une tendance supérieure et idéale par rapport aux autres. Pour appliquer cette
méthode, plusieurs étapes doivent étre réalisée : Construire une matrice, la normaliser, définir
la meilleure et pire solution (V* et V"), déterminer les distances de nos traitements par rapports
a ces solutions (S* et S) et enfin calculer leurs proximités (scores). Pour mieux visualiser, un
schéma explicatif peut-étre agencé de la maniere suivante. Dans ce dernier seulement 4
traitements de TO1 a TO04 sont présentés, mais la logique est identique pour les neuf
traitements que nous avons réalisés. C’est-a-dire qu'il faut étre le plus prés de V* et le plus
loin de V-.

L o AVAu
Solution idéale positive \
« la meilleure »

Solution idéale négative
« la pire » K V-

Figure 50 : Schéma méthode TOPSIS

D’un point de vue pratique, une fois que I'ensemble des valeurs des traitements (de
TO1 a T09) a comparer a été réalisé et disposé en tableau, il a été nécessaire de normaliser
ces données. Ceci est obligatoire si I'on souhaite comparer les réponses entre elles du fait de
leurs unités de mesures expérimentales différentes. Un traitement normalisé est noté T;; etla
somme des valeurs normées pour les traitements de TO1 a T09 d’une réponse doit étre égale
al.
Pour ce faire, la formule suivante a été utilisée pour un traitement T; d’'une réponse donnée :

valeur Ti

T, =
' V((valeur T01)? + (valeur T02)? + --- + valeur (Ti)?)
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Une importance a été appliquée aux différentes réponses avec une note équivalente :
trés faible (=1), faible (=3), moyenne (=5), forte (=7) et trés forte (=9). En fonction de la note
attribuée, le poids (w;) de chaque réponse a été calculé et appliqué pour obtenir la valeur
pondérée (Ti‘}”) avec les formules suivantes :

%) note;

W; ) = ———————

' Yk  note;
TV = T Xw;

ij

Pour chaque réponse donnée, un objectif a été définit qu’il soit de maximiser cette

derniére ou soit de la minimiser. La meilleure valeur parmi toutes celles pondérées des neuf

traitements a été notée V* et la valeur qui sera la moins intéressante V- (la « pire »). Par

exemple, si 'objectif est de maximiser le rendement massique, V* est la valeur maximale et V-
la valeur minimale. Et inversement dans le cas ou minimiser était le souhait.

L’étape suivante était de déterminer la distance (S) de chacun des valeurs de
traitements précédemment pondérées par rapport a la solution idéale (V*) et a la pire solution
(V). Une distance S* a été obtenue par rapport a I'idéal et une distance S par rapport a I'autre.
Notre traitement devait étre soit le plus prés possible de S* et le plus loin possible de S'.

S{IJ— = \/Z?=1(V+ - Ti‘;/i)z Sl; = \/Zif=1(v_ - Tl"}Vi ’

Enfin, la derniére étape a été de calculer le score, c’est-a-dire le coefficient spécifique
a la proximité de chaque traitement par rapport a la solution idéale V* et la solution défavorable
V. Ce coefficient a permis d’établir le rang du traitement par rapport a tous ceux réalisés. Ainsi
chaque coefficient noté S;/a été calculé suivant I'équation suivante :

« _ _Sij ,
i = = o7 avec 0 =S/ =<1

Ce score devait évidemment étre le plus élevé possible et donc le plus proche de 1. Si S{; =0,
cela signifie que le traitement était trés proche de I'idéal, donc S = 1. Si §;; = 0, cela signifie
que le traitement était éloigné de I'idéal, trés proche de la solution défavorable, donc S; = 0.

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 117
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Les résultats obtenus pour les différents traitements du cannabis sont exprimés ci-dessous.

Tableau 30 : Paramétres et résultats du I'analyse des traitements par la méthode TOPSIS pour les
extraits de cannabis

Définition Rendement
des T assigUe TPC TFC TCC DPPH [THCA] [THC] [CBN] [CBD]
pondérations q
Importances | Trés forte | Tres faible | Tres faible Moyenne Faible Tres forte Tres forte Trés forte Faible
Notes 9 1 1 5 3 9 9 9 3
Poids 18.4% 2.0% 2.0% 10.2% 6.1% 18.4% 18.4% 18.4% 6.1%
Valeurs Rrﬁgggim:’:t TPC(mg | TFC(mg | TCC(mg/g | DPPH (mg | [THCA] [THC] [CBN] [CBD]
pondérées (%)q GAE/g DM) | QuE/g DM) DM) TE/g MS) (ug/mg) (ng/mg) (ug/mg) (ug/mg)
TO1 0.0608 0.0069 0.0032 0.0144 0.0197 0.0751 0.0540 0.0582 0.0152
T02 0.0526 0.0056 0.0032 0.0214 0.0169 0.0681 0.0631 0.0666 0.0190
TO3 0.0583 0.0053 0.0078 0.0099 0.0188 0.0634 0.0540 0.0548 0.0190
TO4 0.0631 0.0082 0.0100 0.0583 0.0225 0.0579 0.0700 0.0657 0.0228
TO5 0.0589 0.0061 0.0076 0.0124 0.0196 0.0668 0.0574 0.0464 0.0190
TO6 0.0621 0.0071 0.0087 0.0554 0.0211 0.0511 0.0689 0.0759 0.0228
TO7 0.0614 0.0066 0.0071 0.0257 0.0194 0.0555 0.0631 0.0615 0.0228
TO8 0.0636 0.0077 0.0057 0.0347 0.0216 0.0544 0.0597 0.0666 0.0190
TO9 0.0690 0.0071 0.0044 0.0340 0.0234 0.0544 0.0586 0.0497 0.0228
Définition Rn‘:gg;mfgt TPC(mg | TFC(mg | TCC(mg/g | DPPH (mg | [THCA] [THC] [CBN] [CBD]
des objectifs (%)q GAE/g DM) | QuE/g DM) DM) TE/g MS) (ug/mg) (ug/mg) (ug/mg) (ug/mg)
Objectif Maximiser | Maximiser | Maximiser Minimiser Maximiser | Maximiser | Maximiser | Maximiser | Maximiser
V_PLUS 0.0690 0.0082 0.0100 0.0099 0.0234 0.0751 0.0700 0.0759 0.0228
V_MOINS 0.0526 0.0053 0.0032 0.0583 0.0169 0.0511 0.0540 0.0464 0.0152
Calculer des
distances St S-
TO1l 0.0279 0.0521
T02 0.0264 0.0464
TO3 0.0317 0.0514
TO4 0.0527 0.0306
TO5 0.0353 0.0495
TO6 0.0520 0.0361
TO7 0.0311 0.0394
TO8 0.0360 0.0344
T09 0.0431 0.0317
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[11.9.3. Plan d’expérience (DSD) et effets principaux

La premiére étape de réalisation d’'un DSD était la création d’'une matrice. Afin de créer
cette matrice et d’obtenir les traitements, il a fallu définir le nombre de facteurs, le nombre de
niveaux, le pas et le centre de ces niveaux et les réponses a étudier.

Tableau 31 : Facteurs et niveaux définis pour le plan d'expérience

F1 Température
F2 Vitesse
Définition agitation
des F3 Temps
facteurs Ultrasons
= Temp_s
extraction
. Vitesse Temps Temps
Réglages Temrierature agitation | Ultrasons | extraction
(°C) - -
(rpm) (min) (min)
CENTRE 0 150 15 90
PAS 30 100 15 30

Apreés que les facteurs ont été définis, la matrice présentée dans la publication de Jones a été
utilisé afin de réaliser un DSD de 4 facteurs a 3 niveaux (Jones and Nachtsheim, 2011).

DEFINITIVE SCREENING IN THE PRESENCE OF SECOND-ORDER EFFECTS

m= 4 m=S5 m= 6 m= 7 m=8
1 0=~ 1 O4é~-- 1 O4==-- 1 Ot=d=d- 1 O=++-+++
2 0-4+ 2 0=-=++ 2 0-4+4+ 2 O0=4=%-+ 2 Ot=-tp==-
3 -0-+ 3 +40--+ 3 +0-4+- 3 <044+~ 3 ~0-+4+4-
4 +0+- 4 -0++- 4 -0+--+ 4 +0-+--+ 4 +0+----+
5 =--0- 5 4-0+- S ==04-- 5 4-04+4+4+ 5 =-044--4
6 ++0+ 6 -+0-+ 6 ++0-++ 6 =40-=~=- 6 +40--++-
7 -++0 7 +-+0+ 7T =++0+- 7 +==04-- T +=+0++-~-
8 +--0 8 ~+-0- 8 +--0-+ B ~++0-++ 8 ~+-0--++
9 0000 9 ++++0 9 +=+-0-~ 9 ~=++0-- 9 —=t=0-4-
10 =-~-=-0 10 -+-+0+ 10 ++--0++ 10 ++-+0+-+
11 00000 11 +44+-0 11 ~+=++0+ 11 #===+0++
12 ~=-==40 12 4-4--0- 12 ~444-0-~
13 000000 13 44+44+-0 13 ~44+=++0+
14 ~=-== +0 14 4--4--0-
15 0000000 15 +4444-40
15 sl +-0

17 00000000

Figure 51 : Matrices de plan d’expérience a 3 niveaux de 4 a 8 facteurs

Le tableau suivant a été obtenue apres application de la matrice présenté ci-dessus en sachant
que + =1 et que - = -1. Les niveaux -1, 0 et +1 ont été définis et remplacés par leurs valeurs
respectives pour chaque facteur.
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Tableau 32 : Matrice de 4 facteurs a 3 niveaux traduit avec nos parameétres a étudier

Température Vif[es_se Temps Temp_s
°C) agitation UItra_sons extraction
(rpm) (min) (min)
TO1 0 250 0 60
T02 0 50 30 120
TO3 -30 150 0 120
TO4 30 150 30 60
TO5 -30 50 15 60
TO6 30 250 15 120
TO7 -30 250 30 90
TO8 30 50 0 90
T09 0 150 15 90

Pour chaque réponse obtenue a I'issue des traitements, un enchainement de fonctions
(fonction de répartition, moyenne des résultats et le tracé des effets principaux) a été effectué.

Tout d’abord, pour rappel, la fonction de répartition permet de réorganiser simplement
nos jeux de données afin d’en faciliter la lecture. Elle permet de faire apparaitre visuellement
le meilleur résultat pour une réponse donnée, la pire condition expérimentale ainsi que les
écarts (graphiguement visibles) entre certains résultats. L'ensemble de données des
traitements pour toutes les réponses ont été compilées dans un tableau avant d’étre triées et
classées aprés leur avoir affiliées un rang. La probabilité a été calculé par rapport au rang
maximal de la maniére suivante :

Probabilité (%) = ——o—

Rang max — 1

Le graphique de la fonction de répartition pour une réponse donnée a été tracé et exprimé par
la probabilité en fonction de la réponse obtenue pour chaque traitement.

e 7] Fonction de répartition

100% .
90% |
80% |
70% |
60% |
50% |
40% |
30% |
20% |
0% 1 o T03
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® T08
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® T07

Probabilité

® T01

® T0S
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Rendement massique (%)
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Figure 52 : Fonction de répartition du rendement massigue en fonction de la
probabilité des 9 traitements (TO1 a T0O9) du DSD sur les extraits de cannabis
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Pour chacune des réponses 9 étudiées (rendements, teneurs etc.), les calculs de
moyenne pour les trois niveaux (par exemple : -30, 0 et 30 °C) de chacun des quatre facteurs
que nous étudions (température, vitesse, ultrasons et temps d’extraction) ont été réalisés.

pesrrwsanta v | Fonction de répartition —— ~|
100% - .
90% i
80% i
70%
Y 60% :
E 50% T i . * Température : -30
& a0% | o | e Température : 0
[ ! ! Température : 30
30% + !

20% + b

10% - CI

0% +———es 4

18.00 20.00 22.00 24.00 26.00
Rendement massique (%)

Figure 53 : Fonction de répartition du rendement massique en fonction de la probabilité des 9
traitements (TO1 & T09) du DSD avec les moyennes des trois niveaux de température sur les
extraits de cannabis

Sur le graphique ci-dessus, le trait vertical coloré correspond a la moyenne des résultats
propre a cette couleur d’'un méme niveau.

La derniére étape est le tracé des effets principaux a I'aide des moyennes décrites
précédemment. Mais avant il est important de définir I'intérét de ces tracés sur notre étude.

Un total de quatre facteurs (vitesse, temps, ultrasons, température) notés « k » et de trois
niveaux (-1, 0 et +1) notés « n » ont été déterminés. Le nombre total de traitements a réaliser
aurait dd étre : Nyrq; = k™ = 3* = 81 combinaisons. Le DSD nous a permis d’en étudier donc
seulement 9 au lieu de 81. De plus, le nombre total d’effets potentiels et principaux liés aux
nombres de combinaisons spécifiques a notre projet ont également été calculés par :

Nefrets = Niotar X (Neorar — 1) = 6480 ef fets potentiels

k k
Neffets principaux = z n; (ni -1 = z n; (ni -1) =12 ef fets principaux

i=1 i=1
Les effets principaux ont permis d’obtenir ainsi le résumé le plus drastique des effets potentiels
tout en éliminant les covariances, donnant les réponses moyennes aux différents niveaux de

chaque facteur.

Afin d’obtenir ces effets principaux, la fonction de répartition précédemment décrites ainsi que
les moyennes des résultats pour un méme facteur ont été utilisées. La différence entre les
moyennes des résultats expérimentaux obtenus représente les effets principaux. Les points
obtenus (spécifiques a une réponse donnée) sont ensuite reportés sur un graphique pour
'ensemble des quatre facteurs étudiés (température, temps, ultrasons, agitation).

Chacune des réponses a été étudié de facon identique (9 réponses en tout). L’'ensemble des
tracés des effets principaux de toutes les réponses ont été discutés dans la partie dédiée aux
résultats.
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[11.10. Formulation galénique

L’un des objectifs fixés par I'entreprise a été d’évaluer la possibilité d’administrer le THC ou le
CBN par voie buccale, sous forme de comprimés sublinguaux dosés a 5 mg.

Le travail de formulation s’est appuyé sur une publication présentant le développement
de comprimés orodispersibles & base de CBD par compression directe en utilisant le
PROSOLV® Easytab SP comme excipient de compression directe. (Vlad et al., 2021).

111.10.1. Préparation du mélange pour la compression

Le principe actif et I'excipient ont été tamisés puis pesés pour que les 200 g de mélange
final contiennent 5% de CBD (10 g de CBD et 190 g de PROSOLV®). Aprés pesée, le mélange
a été réalisé dans un flacon, avec un mélangeur Turbula (Figure 54) pendant 10 minutes. Le
mélange obtenu a été versé dans la trémie de la machine de compression alternative Frogerais
OA (Figure 55) montée avec des poingons de forme concave de 6 mm. Une fois la force
ajustée et le volume de la matrice réglé pour que la masse des comprimés soit égale a 100mg,
la dureté et 'aspect d’'un comprimé ont été contrélés (une force de rupture suffisante, c’est-a-
dire supérieure a 10 daN, et une cassure diamétrale sans formation de strates). Aprés
ajustement de ces réglages, la machine de compression a été démarrée en mode automatique
pour produire une série d’environ 100 comprimés afin de réaliser les tests de désagrégation,

Figure 54 : Mélangeur Turbula
avec le flacon contenant la
formulation de CBD+
PROSOLV®

Figure 55 : Machine de
compression FROGERAIS

d’uniformité de masse, de résistance a la rupture et de friabilité.
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111.10.2. Tests pharmacotechniques

L’ensemble des méthodes utilisées dans ce travail sont décrites dans la pharmacopée
européenne version 11.4.

111.10.2.1. Uniformité de masse

L’'uniformité de masse est un contrble de pharmacotechnie réalisé sur un lot de
comprimés afin de s’assurer de la régularité de masse des comprimés. Ce contrble est défini
par la monographie 2.9.5 Uniformité de masse des préparations unidoses de la Pharmacopée
Européenne.

Un prélevement de 20 comprimés a été réalisé. Ces comprimés ont été dépoussiérés
a l'aide d’un pinceau et pesés séparément sur la balance de précision Kern 770. La masse
moyenne (notée Mmoyenne) €t I'écart-type (o) de la masse individuelle des comprimés ont été
calculés. L’écart-limite (El) était donné par la Pharmacopée Européenne d’aprés la forme
pharmaceutique réalisée et sa masse moyenne (Tableau 33).

Tableau 33 : Masse des formes pharmaceutique selon la monographie 2.9.5

Forme pharmaceutique Masse moyenne Ecart Il en pourcentage 3 K
Comprimés non enrobés et comprimés pelliculés AU maximum 80 mg oQ 10
Plus de 80 mg et meins de 250 mg 75
250 mg ou plus 5
Poudres pour 4 injection ou pour perfusion B8 * Plus de 40 mg 10
Suppositoires et ovules Sans distinction de masse 5
Autres formes pharmaceutiques, sauf si la monographie de Moins de 300 mg 10
|z forme sharm_aceunque considérée spéc fie d'autres I|m|te§, 300 mg ou plus 7.5
notamment mais non exclusivement les capsules, les granulés
(non enrobés), les poudres, les poudres pour collyres et

les BE poudres pour solutions pour lavage
ophtalmigue

Lorsgue '3 Masse moyenne 85t au maomum de 40 mg. on efectue 'essal dunformité de tensur des préparations unidoses [2.9.8) au lisu de Pessai duniformizé de masse.

Les résultats ont été ensuite exprimés dans deux essais différents : I'essai pharmacopée et
'essai statistique. Dans I'essai pharmacopée, les intervalles (Mmoyenne = El) €t (Mmoyenne £ 2EI)
ont été déterminés. Pour que le résultat soit conforme, au maximum 2 valeurs de masses
peuvent étre en dehors du premier intervalle mais aucune valeur en dehors du second
intervalle. Dans I'essai statistique, l'intervalle théorique est déterminé a l'aide de la masse
théorique (100mg) et l'écart limite de la pharmacopée (Misoique = El). Puis lintervalle
expérimental (Mmoyenne = tSm) est calculé avec t=2.093 (coefficient de Student) et Sy, = \%

(n= 20 = nombre de comprimés contrélés). L’intervalle expérimental doit étre totalement
intégré dans l'intervalle théorique pour que le lot de comprimés soit jugé conforme.

L’essai pharmacopée permet de vérifier la régularité de masse du lot de comprimés alors que
I'essai statistique permet de vérifier que la masse des comprimés est réguliére mais également
gu’elle est proche de la masse théorique.
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[11.10.2.2. Résistance a la rupture

Cet essai est décrit dans la monographie 2.9.8 Résistance a la rupture des comprimeés. |
permet de mesurer la résistance des comprimés a une force appliquée diamétralement. Cet
essai permet d’étudier d’une part la force moyenne nécessaire pour rompre les comprimés et
d’autre part les types de fissures, cassures provoquées sur les comprimés. La meilleure
situation s’avére étre une cassure diamétrale rectiligne formant deux morceaux avant qu'ils
soient écrasés. Si des stratifications sont observées ou que les fissures sont incomplétes, des
corrections doivent étre appliquées (force, masse, excipient etc.).

10 comprimés ont été dépoussiérés avant d’étre disposés un par un dans le durométre
(Schleuniger 2, Figure 56). La valeur de force exprimée en déca Newtons (daN) a été relevée
lorsque le comprimé a complétement été écrase.

<
|

PeNS Y—

Figure 56 : Durometre Schleuniger-2E
111.10.2.3. Friabilité

Ce contréle, défini dans la monographie 2.9.7 Friabilité des comprimés non enrobés,
permet d’évaluer la résistance des comprimés soumis a des chocs répétitifs.

La masse unitaire étant inférieure a 650mg, un échantillon de comprimés a été prélevé
correspondant a une masse la plus proche possible de 6,5 g. La masse exacte initiale (notée
mi) est obtenue aprés dépoussiérage au pinceau. Les comprimés ont ensuite été disposés
dans le tambour de I'appareil (Figure 57) et soumis a 25tours par minute, pendant 4 minutes
(afin de subir environ 100 chutes). Les comprimés ont été récupérés et dépoussiérés avant
d’étre a nouveau pesés ensemble pour obtenir la masse finale (notée mf). Les résultats ont
été interprétés grace au calcul de la perte de masse notée PM qui est exprimée en
pourcentage (%).

mi — mf
PM (0/0) = Tx 100

Si PM < 1,0% alors I'essai est conforme. Si certains comprimés récupérés sont fissurés, félés,
éclatés ou casseés, la friabilité est non conforme. Un ajustement de la formule ou bien de la
force de compression est a réaliser pour améliorer la tenue mécanique des comprimés.

Figure 57 : Appareil de friabilitt APPARATEBAU Erweka
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[11.10.2.4. Désagrégation

La procédure a suivre pour mesurer le temps de désagrégation est décrite dans la
Pharmacopée Européenne a la monographie 2.9.1 Désagrégation des comprimés et des
capsules. Elle permet d’évaluer le temps nécessaire pour que la forme pharmaceutique se
délite dans un milieu liquide.
L’essai de désagrégation a été réalisé en une fois sur 6 comprimés répartis chacun dans un
tube grillagé du panier de I'appareil (Figure 58). L’eau a préalablement été chauffée a 37 + 2
°C avant de démarrer un cycle de 15 min au maximum. L’'essai a été arrété aprés que
I'ensemble des 6 comprimés soit délité.
L’essai était conforme si les comprimés se délitaient en moins de 3 min. Ce temps de 3 min a
été choisi afin de garantir une libération rapide du principe actif puisque I'objectif est de
soulager rapidement le patient. Cette limite a été définie arbitrairement dans la mesure ou il
N’y a pas de spécification a la Pharmacopée pour les comprimés sublinguaux.

Dans le cas ou un comprimé n’était pas délité dans le délai, le test devait étre réitéré avec 12
comprimés. Pour que I'essai soit conforme, 16 comprimés sur 'ensemble des deux essais (18
comprimés au total) devaient s’étre désagrégés dans le temps imparti. Si le résultat était non
conforme, la formule et/ou les conditions de compression devaient étre retravaillés.

Figure 58 : Appareil de désagrégation Erweka ZT3
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Partie IV. Résultats et discussions

IV.1. Humulus lupulus L.

IV.1.1. Etude préliminaire des différentes extractions

Une étude préliminaire des rendements massiques d’extraction de I'ensemble des
manipulations a été réalisée afin de définir des « meilleures » conditions pour chacune
expérience.

A noter que les deux premieres expériences (extractions par macération de 0.5 h a 4h et
bains a ultrasons de 10 a 60 min uniguement) ont été réalisés sur un lot ancien de cénes de
houblons présent au laboratoire. Ceci explique le |éger décalage des valeurs de masses
extraites et de rendements obtenus pour une méme expérience en raison de dégradations
potentielles de molécules. Méme si les valeurs sont Iégérement différentes, ces manipulations
ont donné un ordre de grandeur et ont permis de déterminer des paramétres de références
qui ont ensuite été reproduits sur le lot frais exclusif a ce travail.

- Macération classique sous agitation (SE) :

Le temps de contact entre le solvant et le matériel végétal a été le paramétre principal
affectant les rendements.

250.0 293.6

202.7

187.0
200.0 164.0 182.9
150.0
100.0
50.0
0.0
0.5 1 2 3 4

temps (h)

moyenne des masses extraites
(mg)

Figure 59 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction du temps de macération a
I'éthanol

Le rendement massique varie entre 8.2 et 11.1 % entre 0,5 h et 4 h. En fonction de ce résultat,
une durée de 2 h a été choisie comme référence car il représente un compromis entre
rendement massique convenable et le colt énergétique.

La formation de produits secondaires ou I'extraction de composés non désirables peuvent étre
également suspectés lorsque le temps d’extraction est prolongé.
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- Macération avec un bain a ultrasons (UAE-B) :

Le type de source d’ultrasons employée et son intensité sont des paramétres en plus qui
peuvent faire varier les rendements.

Une macération dans un bain a ultrason (UAE-B) sous agitation a température ambiante
pendant 2h en triplicat a été réalisée et a conduit a un rendement de 8.7 £ 0.3 % (moyenne de
masses extraites de 173.6 £ 6.1 m).

Une réduction de la fourchette du temps d’extraction entre 40 et 60 min a permis d’obtenir des
résultats comparables a 2h, prouvant I'intérét de l'utilisation des ultrasons sur cette plante.
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194.3
© 2000 188.2 __ 194.1
g 152.2 161.4 I 1
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S & 1000 I
e
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£ 0.0
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Figure 60 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction du temps d'ultrasons a
I'éthanol

Cependant, les ultrasons produits par le bain ont induit une hausse de température non
négligeable (5 a 15 °C) aprés 20 a 30 min. Cette hausse pourrait expliquer des masses
extraites plus conséquentes aprés ces durées. Le temps maximal de prétraitement de 15 min
a été fixé afin de ne pas engendrer de modifications de la température et d’induire des
dégradations de métabolites.

Une comparaison des extractions avec un bain et une sonde a ultrasons dans les
mémes conditions et un temps de 5 et 15 min a été effectuée.

140.0 120.4

107.0 114.2

120.0
100.0
80.0 _— 75.9 74.4
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40.0
20.0
0.0

UAE Sonde  UAE Sonde  UAE Sonde UAE bains UAE bains UAE bains
ETOH 5min  ETOH 10min ETOH 15min ETOH 5min ETOH 10min ETOH 15min

masse obtenue (mg)

Figure 61 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction du temps d'ultrasons par bain
ou sonde & I'éthanol
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Les résultats ont montré qu’avec la sonde (UAE-P), les rendements sont quasiment le double
pour un méme temps donné. En effet, & 15 min : UAE ban= 7.4 + 0.2 % et UAE sonee= 12.0 £ 0.8
%. Néanmoins, malgré la différence de résultats, le bain a ultrasons n’est pas a exclure pour
le cété pratique d’utilisation et moins colteux que la sonde.

- Combinaison bain ou sonde a ultrasons et macération conventionnelle (UAE + SE)

Le couplage de ces deux méthodes extractives a été effectué dans les conditions jugées
intéressantes des essais précédents. Les résultats obtenus par ultrasons seuls (par bain ou
sonde) ont été comparés aux ceux obtenus en rajoutant une macération sous agitation de 2
h.
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15min mac ETOH 15min 2h mac ETOH
Figure 62 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction du temps comparant les
techniques d’ultrasons seuls a un couplage UAE+SE

La combinaison d’'un prétraitement aux ultrasons suivi d’'une macération sous agitation de 2 h
a amélioré de maniere positive les résultats. Une augmentation des masses extraites (+26.8
mg et +28.4 mg) et donc des rendements a été observée.

Ce prétraitement de courte durée aux ultrasons avant de réaliser une macération classique
pourra donc étre envisagé comme une technique intéressante.

- Macération successive (Successive SE)

L’épuisement maximal des métabolites accessibles de la matrice végétal a été effectué a
I'aide des solvants de différentes polarités.
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Figure 63 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction du solvant
d'extraction successif
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Ces extractions ont donné une information & la fois sur la quantité maximale pouvant étre
obtenue par macération (24.8 % extractibles de la masse de végétal initiale) mais également
sur la polarité de molécules pouvant étre extraites et leurs affinités présumées pour un solvant.
Plus de 65 % de la masse totale extraite a été récupérée lors de la 4™ macération avec le
mélange hydroéthanoliqgue (métabolites plutdt polaires comme les sucres).

L’'impact de I'utilisation de plusieurs solvants de polarités différentes est indéniable. En effet,
les premiers essais de macération classique (SE) d’'une durée maximale de 4 heures ne
permettaient que d’atteindre les 12 % de rendements. Cette extraction par solvants successifs
a quant a elle permis d’extraire les 24.8 % a temps d’expériences identiques.

- Macération triphasique (Triphasic SE)

Un premier essai en triplicats de 2 h a été réalisée avec une moyenne de masses
extraites de 298.4 + 13.7 mg et un rendement d’extraction massique de 14.9 + 0.7 %.

Le but de ces essais était de valider ou non I'hypothése de mettre tous les solvants de
I'extractions précédentes ensembles (« one-pot ») pour obtenir des rendements similaires. Le
protocole d’extraction triphasique a été réalisée trois fois d’affilées en réutilisant le marc a
chaque nouvelle extraction. Ceci permettait également de vérifier si la premiére extraction
triphasique épuisait la matrice végétale ou si plusieurs cycles étaient nécessaires.

Le rendement massique total obtenu aprés 3 extractions triphasique consécutives était de
17.58 % avec 15.12 % extrait apres la premiére extraction. Cela a représenté la majorité (86
%) de la masse totale extractible récupérée (des 17.58 %) aprés la premiére extraction. La
conclusion était qu’une seule extraction au ratio prédéfinis a permis de récupérer la majorité
des composés d’intérét.

- Extraction liquide sous pression (PLE)

Pour I'extraction sous pression et précisément avec I'appareil de PLE (nommé ASE), de
nombreux parameétres sont variables comme le solvant, la température. L’extraction a été
effectuée avec I'éthanol ou le mélange éthanol/eau (70/30 ou 30/70) dans les mémes
conditions. La température utilisée a quant a elle été le seul paramétre variable.
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Figure 64 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction de la température d'extraction
par PLE a I'éthanol (100% en vert, 70% en bleu clair et 30% en bleu foncé)
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Le rendement d’extraction maximal a été obtenu entre 125°C (28 * 0.4%) et 150°C (28.2 +
1.6%) avec 100% EtOH. Les rendements massiques ont été triplés entre I'essai a 25°C et celui
a125°C.

De plus, en comparant les ratios de différents solvants utilisés, le compromis EtOH/H,O 70/30

semble étre le plus optimal. Il a permis d’obtenir un rendement massique de 37.0+£1.8% soit
9% de plus que I'extrait EtOH, et 10.9% de plus que I'extrait a EtOH/H.O 30/70 & 125°C.

En effet, le fait d’augmenter le pourcentage d’eau a augmenté également la polarité du solvant
d’extraction et donc les métabolites extraits ayant une affinité pour ce solvant (tout comme
dans l'extraction successive et triphasique). Il serait donc intéressant de prévoir des
optimisations autour de ce ratio afin de voir s’il peut encore étre amélioré. L’'avantage de
l'utilisation de I'eau est de réaliser des économies de solvant et son inconvénient est de ralentir
I'étape d’évaporation de solvant et I'obtention de 'extrait brut. Il ne faudrait pas pour autant
accentuer la proportion de composés non désirables dans nos extraits.

Il a été remarqué que les rendements se font par paliers. C’est-a-dire que les résultats obtenus
ont pu étre regroupés afin de définir 3 valeurs seuils de température (25°, 75°C et 125°C) pour
les prochaines expériences.

Une zone médiane semblait intéressante entre 75 et 125°C pour les parameétres de cet
appareil. Néanmoins, des optimisations supplémentaires pourraient étre encore envisagées
afin de réduire cette température et donc diminuer le colt énergétique d’'une part et d’autre
part d’éviter les dégradations éventuelles des molécules induites par de fortes températures
(observées a 150°C et plus).

- Extraction assistée par Micro-ondes (MAE)

Elle a été effectuée a des températures comprises entre 50 et 150°C. Une comparaison de
chauffage par micro-onde a été ici étudié a 5 et a 15 min.

180.0
oo 1140 130.3 . ¢ 134.1137.5 133.9138.2 %1432

moyenne des masses
extraites (mg)

120.0 103.5
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0

50° 75° 100° 125° 150°

Figure 65 : Graphique de la moyenne des masses extraites en fonction de la température d'extraction
par micro-ondes a I'éthanol 5 min (bleu), 15 min (rouge)

Le rendement maximal massique est obtenu entre 75 et 100°C. Un brunissement
complet de la matrice végétal (cénes de houblons) et une odeur de brQlé a été noté pour
I'extraction & 150°C de 15 min. Ceci nous a alerté de possibles dégradations des molécules
présentes dans ces extraits.
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Ce temps et cette température ont déterminés la limite des conditions opératoire. Le temps de
15 minutes a permis d’avoir de légers rendements supérieurs a basse température comparé
aux extractions de 5 min (+1% a 50°C et +0.4% a 75°C), mais au-dela de 75°C, les rendements
massiques étaient similaires.

En effet, I'intérét du micro-ondes de laboratoire est de réaliser des extractions ou des réactions
chimiques avec des temps de manipulations trés faibles comparés aux méthodes
conventionnelles telle que la macération.

IV.1.2. Extractions et rendements massiques

Les conditions optimales obtenues lors de I'étude préliminaire ont été prises en compte
et reproduites sur un nouveau lot de cdnes de houblon, ainsi que pour la suite de ce projet
pour I'étude de rendements massiques, de dosages colorimétriques, de quantifications et
statistiques.

Les masses extraites obtenues sont transposées en rendement massique pour comparer
I'ensemble des résultats entre eux. Le méme ratio de solvant (1/10) a été utilisé dans ces cas
(tableau 4).
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Figure 66 : Graphique des rendements massiques obtenus pour les 11 extractions définies et
réalisées sur les cones de houblons

La macération conventionnelle (SE) a conduit au rendement le plus faible (8.7 %) et
sert de témoin pour toutes les extractions. L'éthanol a été la référence utilisée dans chaque
test selon I'éco-extraction et les solvants verts (Chemat et al., 2012).

L'utilisation d'un prétraitement ultrasonique avec un bain suivi d'une SE (UAE-B + SE)
a donné le méme résultat que SE et une amélioration (x 1.71) a été observée avec une sonde
(UAE-P +SE). Ces augmentations de rendement sont dues a la création de bulles de cavitation
qui implosent a la surface de la matrice végétale et la brisent. La puissance et de la fréquence
des impulsions sont plus élevés dans la sonde, ce qui explique les rendements plus élevés
gu'avec le bain.
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La sonde ultrasonique permet de contréler chaque paramétre tout en concentrant I'émission
des ondes en un point central au coeur du meélange solvant/végétal (Vinatoru, 2001; Wen et
al., 2018).

Une utilisation prolongée des ultrasons conduit a une élévation de la température, ce qui peut
étre préjudiciable pour le rendement d’extraction et conduire a la dégradation des molécules
thermolabiles (Vicente de Andrade Silva et al., 2023).

L'utilisation en une seule étape d'un mélange de solvants de différentes polarités (SE
triphasique) a permis d'obtenir un rendement de 14.9 %, avec la méme efficacité que UAE-P
+ SE.

Un méme rendement a été obtenu par PLE (ASE) qu'avec la macération éthanolique
(SE) a 25 °C, mais avec une réduction du temps expérimental de 2 h a 20 min. De 75 °C a
125 °C avec EtOH, les rendements ont été multipliés par 2.34 et 3.21 respectivement. Le
rendement obtenu a 150 °C, est similaire a celui a 125 °C.

L'augmentation du rendement en fonction de la température a également été rapportée pour
I'extraction du houblon a I'eau chaude sous pression (Gil-Ramirez et al., 2012). En outre, la
comparaison des trois différents ratios de solvants utilisés pour PLE a 75°C, a montré que
30% d'eau semblait Iégérement optimal, donnant une amélioration de 3.64 fois suivie de 3.11
fois plus pour 70 % d'eau (par rapport a la SE). Cette tendance a été décrite pour I'extraction
hydroalcoolique des variétés de houblon « Perle Hallerteau » avec les meilleurs rendements
a 40 % d'eau suivis de 20 % et les plus faibles a 60 % d'eau (Sanz et al., 2022).

L'ajout d'eau augmente la polarité du solvant d'extraction et donc l'accés aux molécules les
plus polaires de la matrice végétale.

Pour la MAE, des résultats comparables ont été obtenus a 75 °C a 5 min ou 15 min,
avec une augmentation d’un facteur 1.45 ou 1.49 respectivement par rapport a la SE.

L'utilisation de la PLE introduit la pression comme parametre d'extraction influencant
les constantes diélectriques des solvants et permettant de faciliter I'accés aux molécules
apolaires. Pour la MAE, les avantages proviennent du chauffage induit par l'agitation
moléculaire dans un champ magnétique et d'un paramétre secondaire qui est une pression
interne importante a l'intérieur de la cellule fermée hermétiqguement.

La teneur en eau plus élevée affecte la polarité du mélange et donc la force d'attraction des
molécules extraites. Cela permet également d'économiser du solvant

La valeur de 75°C a été choisie comme valeur seuil pour comparer toutes les différentes
extractions, avec un compromis sur le rendement, les molécules extraites non dégradées et
la consommation. L'étude de méthodes d'extraction alternatives telles que UAE, MAE, PLE
ainsi que les combinaisons UAE + MAE et les solvants verts a déja été décrite dans la
littérature(Carbone et al., 2020a; Gil-Ramirez et al., 2012; Sanz et al., 2022). lls ont prouvé
leur efficacité en termes de réduction du temps, de la quantité de solvant, de I'énergie ainsi
gue d'amélioration du rendement des extractions.
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IV.1.3. Analyses, quantifications et réseaux moléculaires

IV.1.3.1. Dosages colorimétriques

Les résultats expérimentaux des teneurs en polyphénols totaux (TPC), en flavonoides totaux
(TFC), en chlorophylles totales (TCC) et caroténoides totaux (TCCa) obtenus suivant les
différentes méthodes d'extraction sont présentés sous la forme de graphiques (tableau 19).
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Figure 67 : Graphique de la teneur en polyphénols (rouge) et flavonoides totaux (jaune) pour les 11
extractions réalisées sur les cdnes de houblons

Pour I'extraction SE de référence, des concentrations de 24.5 £+ 1.9 mg GAE /g MS
pour les polyphénols totaux et de 10.7 + 1.9 mg QUE /g MS pour les flavonoides totaux ont été
déterminées. Lorsque les valeurs de TPC sont placées cbte a cote avec celles de TFC, une
tendance générale similaire est observée. Ainsi, la teneur en polyphénols a été examinée en
détail et le cas particulier observé pour les flavonoides.

La valeur la plus faible en TPC est celle de I'extraction SE (24.5 £+ 1.9 mg GAE/g MS) et la
valeur la plus élevée est celle de la PLE a 125°C (75,5 mg GAE/g MS). Pour la TFC, la valeur
la plus faible est de 8.8 + 2.5 mg QUE/g MS pour la PLE a 75°C (70% H20) et la plus élevée
de 24.9 £ 2.1 mg QUE/g MS pour la PLE a 125°C.

La combinaison avec les ultrasons (UAE-P + SE) et (UAE-B + SE) a multiplié le TPC extraits
par un facteur de 1.5 & 2.06, respectivement. Quelle que soit le type d’ultrason utilisé entre le
bain et la sonde, le rendement reste supérieur a la SE.

L'utilisation de TUAE-B + SE a donné de meilleurs résultats. Ce qui peut s'expliquer par la
puissance et la fréquence excessives de la sonde.

L'extraction triphasique a fourni 1.35 fois plus de phénols que la SE. La polarité du solvant
affecte évidemment la concentration des molécules extraites dans une certaine mesure (plus
de molécules apolaires et polaires que celles obtenues avec I'éthanol seul). Un TPC similaire
a été obtenu pour la PLE25 par rapport a la SE (26.5 contre 24.5 mg GAE/g DM). Avec une
température plus élevée, I'augmentation du TPC extrait a atteint des facteurs de 2.24 et 3.08
fois plus pour la PLE a 75°C et 125°C.
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Les essais impliquant le mélange hydroéthanolique avec la PLE & 75°C ont conduit a
une réduction de la teneur avec 50.7 et 33.8 mg GAE/g DM obtenus respectivement a partir
de 30% H->0 et 70% H-0.

L'addition d'une trop grande quantité d'eau (70%) a réduit la TPC déterminée. L'utilisation de
'eau n'est donc pas adaptée pour maximiser le contenu phénolique. Par contre, avec un
pourcentage entre 0 et 30% d'eau, une zone de compromis pourrait étre intéressante. La
teneur de la PLE & 75°C (30% H-0) était approximativement égale a celle de la PLE 75°C (0%
H20). Cela permettrait d'économiser de I'éthanol et donc de réduire les colts d'achat de
solvant et de traitement des déchets.

Enfin, les MAES, ont conduit & une amélioration du TPC correspondant a un facteur de
1.9 et 1.59 a 5 min contre 15 min par rapport a la SE. A la méme température (75°C), les
micro-ondes ont permis d'extraire moins de polyphénols que la PLE. Il semblerait qu'un temps
d'irradiation des ondes supérieur a 5 min conduise a une dégradation possible des composés
thermolabiles. La comparaison des résultats obtenus par UAE et MAE n'a pas montré de
grande différence en TPC, contrairement a ce qui a été observé dans I'extraction du houblon
avec de I'éthanol (Carbone et al., 2020).

Dans ce travalil, il s’est avéré intéressant de déterminer la teneur en chlorophylles dans
le but de définir un traitement conduisant a la teneur la plus faible possible dans I'extrait. Ce
qui éviterait des étapes supplémentaires pour son élimination.

La chlorophylle est connue son instabilité aprés extraction. Méme en conservant les
extraits obtenus a I'état sec, a I'abri de la lumiére et a -20 °C, les valeurs présentées (tableau
19) sont susceptibles d’une part d'étre différentes et d’autre part d’évoluer par rapport a celles
de cbnes fraichement cueillis.
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Figure 68 : Graphique de la teneur en chlorophylles totales (vert) et caroténoides totaux (orange) pour
les 11 extractions réalisées sur les cénes de houblons

La valeur la plus faible en TCC est obtenue pour la PLE75 (70% H20) avec 2.1 + 0.4 mg/g
MS et la valeur la plus élevée de 13.5 + 1.2 mg/g MS pour PLE125. Par rapport au SE avec
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un TCC de 6.5 £ 0.4 mg/g de MS, des teneurs similaires ont été obtenues pour le SE
triphasique, 'UAE-B+SE et TUAE-P+SE. L'utilisation de la Triphasique ou de 'UAE, que ce
soit avec le bain ou avec la sonde, ne semble pas avoir d'impact significatif sur I'extraction de
la chlorophylle.

PLE a 25°C a produit un TCC similaire a celui de la SE qui a été multiplié par 1,72 et 2,08 a
75 et 125°C, respectivement. L'ajout d'un pourcentage croissant d'eau dans le solvant
d'extraction a eu un impact négatif sur I'extraction des chlorophylles totales puisque la teneur
a diminué a 2.1 £ 0.4 mg/g MS pour la PLE75 (70 % H0O).

Enfin, la MAE a conduit & une augmentation de 1.58 fois par rapport a la SE pour 5 min et 1.23
fois pour 15 min.

Pour les caroténoides totaux (TCCa), la valeur minimale extraite est de 0.4+ 0.1 mg /g
MS pour la Triphasique et le maximum est de 2.9 + 0.5 mg /g MS pour la MAE 75.

D'autre part, la valeur optimale en TCCa a été fournie par UAE-P+SE suivi par PLE 75°C et
UAE-B+SE avec une augmentation de la valeur de 4.4, 4.6 et 4.8 fois par rapport a la SE. Des
valeurs modérées ont été obtenues pour la PLE a différentes températures ou avec de l'eau
et la MAE 75 (15).

En ce qui concerne les caroténoides, pour une proportion d'eau a 30 %, les résultats de la
teneur semblent inchangés et diminuent pour 70 % d’eau.

IV.1.3.2. Quantification par HRLC-MS/MS

Trois différents extraits ont été analysés en LC-UV afin de préparer la quantification avec des
standards pour les métabolites d’intérét.
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Figure 69 : Chromatogramme HPLC-UV obtenu avec une injection de 10uL de 1mg/mL sur
trois extraits différents & 265nm. La phase d'élution était H2O/ACN +0.1% AF pour une
durée de 25 minutes. Les chromatogrammes suivants correspondent au SE (rose), au SE
triphasique (orange) et PLE 25 (bleu).

A la suite de I'obtention de ce chromatogramme, les extraits ont été analysés en LC-MS/MS
permettant d’obtenir les spectres MS* et MS? des métabolites spécifiques

Les molécules caractéristigues du houblon sont ainsi retrouvées dans nos trois extraits,
comme le xanthohumol a 26.54 min, l'isoxanthohumol a 19.48 min, la cohumulone a 32.02
min, 'humulone a 33.37 min, la colupulone a 36.08 min, la lupulone a 37.12 min,
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I'nydroxytricyclocolupone a 35.64 min et I'nydroxytricyclolupone a 36.64 min. Quelques-uns de
leurs spectres MS* et MS? sont présentés ci-dessous.

Trois fenétres sont représentées sur chaque figure avec au centre un zoom du pic au temps
de rétention sélectionné sur le chromatogramme, a gauche le spectre de masse MS! de ce pic
avec toutes les molécules ionisées a ce temps donné et a droite le spectre MS? de l'ion
majoritaire fragmenté.

Spectrum from 2021_10_14_ASE EtOH ..OF MS (50 - 1500) from 37.081 min XIC from 2021_10_14_ASE EtOH 25_1m...MS (50 - 1500): 413.26 +/- 0.05 Da Spectrum from 2021_10_14_ASE E{OH ...F MS"2 (10 - 2000) from 37.009 min
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Figure 72 : Spectres de masse MS1 et MS2 de la lupulone & 37.12 min

Spectrum from 2021_10_14_ASE EXOH ..OF MS (50 - 1500) from 26.536 min XIC from 2021_10_14_ASE EtOH 25_1m..MS (50 - 1500): 353.13 +- 0.05 Da Spectrum from 2021_10_14_ASE EXOH ..F MS2 (10 - 2000) from 26.541 min
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Figure 71 : Spectres de masse MS1 et MS2 du xanthohumol & 26.54 min

Spectrum from 2021_10_14_ASE EXOH .OF MS (50 - 1500) from 28 662 min XIC from 2021_10_12_ASE E{OH 25_Im._.MS (50 - 1500): 361.20 +- 0.05 Da Spectrum from 2021_10_14_ASE E{OH _F MS"2 (10 - 2000) from 29,628 min
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Figure 70 : Spectres de masse MS1 et MS2 de I'humulone a 29.64 min

Ainsi grace a ces trois premiéres acquisitions, I'étape de quantification des molécules
spécifiques du houblon a pu étre préparée car I'appareil a pu étre ainsi calibré sur celles-ci.
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La quantification a été réalisée sur onze extraits choisis de maniére a englober
'ensemble des résultats d’extraction. Afin de pouvoir obtenir les concentrations en molécules
d’intéréts dans tous ces extraits, des gammes étalons ont été réalisées a l'aide des trois
standards en notre possession : le xanthohumol, 'isoxanthohumol et la lupulone.

Onze extraits résultant des extractions décrites précédemment ont été sélectionnés
pour la quantification : 2 h de macération sous agitation 100% éthanol (SE), 2 h de macération
100 % éthanol avec 15 min de prétraitement bain ultrasons(UAE-B +SE ) ou sonde ultrasons
(UAE-P +SE), 2 h de macération triphasique (Triphasic SE), extraction liquide sous pression
a 25 °C 100 % éthanol (PLE 25), & 75 °C 100 % éthanol (PLE 75), a 125 °C 100 % éthanol
(PLE 125), a 75 °C 70 % éthanol / 30 % eau (PLE 75 (30% H-0)), a 75 °C 30 % éthanol / 70
% eau (PLE 75 (70% H20)), 5 min extraction micro-ondes a 75 °C 100 % éthanol (MAE 75 (5))
et 15 min extraction micro-ondes a 75 °C 100 % éthanol (MAE 75 (15)).

Huit molécules présentes dans le houblon ont été sélectionnées pour la quantification (tableau
22). Parmi elles, 'humulone (Hu) et la cohumulone (CoHu) qui appartiennent aux acides alpha,
la lupulone (Lp), la colupulone (CoLp) qui correspondent aux acides béta ainsi que
I'nydroxytricyclocolupone (HcColLp) et [I'hydroxytricyclolupone (HclLp) leurs produits de
transformation, et le xanthohumol (XN) et lisoxanthohumol (IX) qui sont des flavonoides
prénylés. La quantification de I'lX a également permis de suivre le processus d'isomérisation
du XN.
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Figure 73 : Comparaison graphique générale des six teneurs en métabolites dont les a-acides
avec I'numulone (vert) et la cohumulone (rouge) ; les B-acides avec la lupulone (bleu) et la
colupulone (jaune) et les prénylflavonoides avec le xanthohumol (violet) et l'isoxanthohumol (noir)
obtenus selon les extraits.

Les quatre meilleures conditions d'extractions parmi les 11 analysées ont ainsi été
mises en évidence par rapport au total de 'ensemble des molécules quantifiées obtenues. I
s'agit de la macération avec prétraitement aux ultrasons (UAE-P + SE), de la SE triphasique,
de la MAE & 75°C et de PLE a 125°. Les deux premiéres mentionnées sont des extractions
qui durent 2 heures alors que celles par MAE durent 5 a 15 min et celles par PLE 20 min.
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Ainsi, chaque parameétre a affecté differemment les rendements d'extraction des
molécules d'intérét. Chaque approche d'extraction favorise une classe spécifique de
COMpOSES.

Il a été remarqué pour les flavonoides prénylés que le contenu le plus élevé a été fourni par
UAE-P+SE suivi par MAE (15) et Triphasic SE. Le ratio est de 9.8, 6.1 et 5.73 fois plus par
rapport a SE pour XN et de 8.6, 7.33 et 3.6 fois pour I'lX, respectivement. Compte tenu de
'ensemble des différentes méthodes d'extraction utilisées, les quantités les plus faibles ont
été obtenues pour I'lX. L'utilisation de PLE ou MAE a eu peu d'influence sur sa teneur par
rapport aux températures utilisées de 75 et 125 °C.

La teneur la plus élevée en métabolites a été trouvée pour I'humulone (Hu) parmi tous
les composés, comme décrit pour les cultivars et les génotypes sauvages de houblon italien
(Prencipe et al., 2014). UAE-P+SE a été plus efficace pour extraire ce composé (18 mg/g DM)
avec un ratio de 124.14 fois plus que SE (0.145 mg/g DM), suivi par MAE (5) et MAE (15).

L'UAE-P+SE a fourni une teneur élevée en cohumulone (CoHu), 109.17 fois plus par rapport
a la SE, et une teneur comparable pour la SE triphasique et la MAE (5).

Dans le cas des B-acides (colupulone et lupulone), curieusement, la SE n'a pas permis
leur extraction et la teneur la plus faible a été fournie avec PLE 25. Dans les deux cas, les
MAE (5) et (15) se sont révélées les techniques les plus efficaces par rapport a SE avec des
facteurs de 81.05 et 78.76 fois pour la lupulone et de 56.33 et 52.67 fois pour la colupulone.
La PLE a 125°C s'est également révélée intéressante.

En ce qui concerne les deux produits issus de leur transformation, les teneurs sont
restées faibles ou modérées méme s'ils ont été extraits par SE. Des quantités comparables
ont été fournies par MAE et UAE-P+SEentre 0,610 et 0,640 mg/mg DM pour
I'nydroxytricyclocolu-pone (HcCoLp). Cette concentration a été influencée par la température,
comme le montre sa teneur accrue entre PLE 25 et PLE 125, tandis que I'ajout d'eau a entrainé
sa diminution. La méme tendance a été observée pour I'hydroxytricyclolupone (HcLp).

Ces résultats ont également montré que SE est la méthode d'extraction la moins efficace quel
gue soit le métabolite désiré.

Chaque paramétre (température, solvant, pression, temps) affecte I'extraction d'une molécule
plus qu'une autre. Les conditions opératoires doivent donc étre choisies en fonction des
molécules recherchées dans les extraits.
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IV.1.3.3. Déréplication et réseaux moléculaires (Mzmine 2.5 + Metgem)

Aprés traitement de 'ensemble des données de MS?! et MS? sur MZmine, les fichiers
des trois extractions (SE, Triphasic SE et PLE 25) ont été importés dans le logiciel de création
de réseaux moléculaires (MetGem). Les réseaux suivants ont été obtenus. Les ions et
fragmentations issues des résultats ont été comparées a toutes les banques de données
disponible dans Metgem. Elles regroupent différentes banques de données de GNPS (par
exemple : GNPS library, FDA library, Phytochemical libreray, NIH natural products library, etc.)
mais également celle de MS-DIAL (LipidBlast) et ISDB qui sont des banques de données In
silico.

Le choix du traitement des données en mode négatif de I'appareil devrait permettre de
de détecter plus de molécules (ionisées négativement [M-H]) en raison de la forte présence
de groupement hydroxyle (-OH) accessibles sur les molécules a analyser. Cependant, la
majorité des banques de données expérimentales partagées sont en mode positif, et
seulement quelques-unes en mode négatifs.
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Figure 74 : Réseaux moléculaires sur Metgem obtenues a partir de SE (vert), SE
triphasique (jaune) ou PLE25 (violet).

Les molécules reliées entre elles par groupes (ou clusters) sont des molécules qui possedent
des fragmentations similaires donc une structure et une formule brute similaires.

Le nombre total d'ions détectés apres analyse et comparaison des trois échantillons est de
327. En plus des acides alpha, béta et des flavonoides prénylés bien connus et décrits du
houblon, les réseaux moléculaires ont permis de détecter des molécules en plus faibles
guantités de ces groupes spécifiques, ou bien des sucres (tels que le glucose, sucrose ou le
saccharose), ou encore divers acides (acide azélaique, hulupinique et citrique).
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Figure 75 : agrandissements des clusters (A, B, C, D) des réseaux moléculaire de Metgem et quelques molécules
annotées, selon les bases de données a partir de SE (vert), SE triphasique (jaune) ou PLE25°C (rose).

Quatre groupes spécifiques (A, B, C, D) de ces réseaux moléculaires ont été examinés.
Dans le groupe A, trois ions spécifiques ont été détectés a m/z 463,0766, a m/z 447,0815 et a
m/z 533,0762. lls ont été annotés respectivement comme [M-H] " isoquercetine (a 11.085 min,
C21H190127, score : 90), [M-H] - astragaline (a 12.002 min, C21H190117, score : 88) et [M-H] -
luteoline-7-O-malonylhexoside (a 12.838 min, C24H210147, score : 90).

Dans le groupe B, trois ions spécifiques ont été détectés a m/z 347,1814, a m/z
361,1958 et a m/z 263,1283. lIs ont été annotés respectivement comme [M-H] - cohumulone
(2 32.021 min, CxH270s", score : 87), [M-H] “humulone (& 33.311 min, C21H290s", score : 92)
et [M-H] acide hulupinique (a 20.924 min, C1sH19047, score : 87). Les principales molécules a-
acides ont été trouvées dans le cluster B.

Dans le cluster C, quatre ions spécifiques ont été détectés a m/z 399.2451, a m/z
413.2601, a m/z 415.2389 ou 415.2387 et a m/z 429.2534. |Is ont été annotés respectivement
comme [M-H] - colupulone (a 36.064 min, C2sH3s047, score : 94), [M-H] - lupulone (a 37.036
min, CzsH3704, score : 85), [M-H] - hydroxytricyclocolupone (a 31.738 min, C2sH3s5057, score :
87), et [M-H] - hydroxytricyclolupone (& 36.661 min, CxsH370s’, score : 82). Les principales
molécules de B-acides se trouvent dans le cluster C.
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Dans le cluster D, quatre ions spécifiques ont été détectés a m/z 339.1196 ou
339.1195, a m/z 353.1345 ou 353.1346, a m/z 353.1451 et a m/z 407.1765 ou 407.1763. lls
ont été annotés respectivement comme [M-H] - 8-prenylnaringenine (a 24.190 min, CxoH190s5",
score : 68), [M-H] - xanthohumol (& 26.531 min, C2:H210s, score : 81), [M-H] ~isoxanthohumol
(& 19.497 min, CxH20s5, score : 71), et [M-H] - 6-8-diprenylnaringenine (a 30.510 min,
Ca2sH270s', score : 68).

Outre les acides alpha et béta et les flavonoides prénylés bien connus décrits pour le
houblon, les réseaux moléculaires peuvent également étre utilisés pour détecter de plus
petites quantités de ces groupes. D'autres composeés ont été annotés, tels que divers acides
(acides azélaique et citrigue), des sucres (glucose et saccharose) et des hétérosides
(junipediol A 8-glucoside). Parallélement a la comparaison avec les bases de données,
d'autres molécules peuvent étre annotées manuellement a l'aide de recherches antérieures
en spectrométrie de masse (Intelmann et al., 2009; Zhang et al., 2004).

Dans le cluster B, deux a-acides supplémentaires ont été trouvés : a m/z 375.2103
pour [M-H] - prehumulone (a 35.15 min, C2H3:0s5, ions fragments : 306.1444, 263.0905) et a
m/z 333.1669 pour [M-H] - posthumulone (& 34.39 min, Ci9H2505, ions fragments : 289.1839,
177.1322, 111.0484).

Dans le groupe C, deux acides b supplémentaires ont également été déduits : a m/z
427.2738 pour [M-H] - prelupulone (& 38.35 min, C,7H3904, fragments d'ions : 358.2107,
315.1577, 303.1571, 247.0961) et & m/z 385.2307 pour [M-H] - postlupulone (& 35.52 min,
C24H3304, ions fragments : 341.2459, 316.1658, 301.1423, 273.1328, 261.1118, 248.1036,
205.0495).

Le tableau regroupant 'ensemble des molécules annotées du houblon est présenté en annexe
3.
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IV.1.4. Etudes statistiques (Désirabilité)

Une optimisation avec une approche statistique a été appliquée a tous les résultats
obtenus précédemment. L'objectif étant d'identifier les conditions opératoires les plus efficaces
parmi toutes celles utilisées, sur la base des rendements massiques et des molécules
extraites.

Quatorze réponses ont été retenues et incluses dans la formule de désirabilité globale : les
teneurs totales en polyphénols, flavonoides et chlorophylle, les rendements massiques, leurs
écarts-types respectifs et les concentrations des molécules quantifiées (cohumulone,
humulone, colupulone, lupulone, xanthohumol et isoxanthohumol).

Ainsi, il était pertinent de minimiser les teneurs en chlorophylle et en isoxanthohumol.
La teneur en chlorophylle doit étre réduite dans le but de simplifier les étapes potentielles de
fractionnement et de purification des extraits (tableau 26). La concentration élevée en
isoxanthohumol est résultante de la dégradation ou de l'isomérisation significative de
xanthohumol par les différents processus d’extraction.

En dehors de ces deux paramétres, tous les autres doivent étre maximisés. Le choix a été
d'appliguer une importance et une notation a toutes les réponses, faible (= 1), moyenne (= 2)
et élevée (= 3). Par exemple, le rendement massique était la priorité absolue (r = 3), la teneur
et la concentration étaient une priorité intermédiaire (r = 2) et les écarts-types avaient moins
d'importance (r = 1).
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Figure 76 : Comparaison de désirabilité globale des expériences réalisées en fonction de leurs
probabilités.

Cette figure résume les valeurs multiples, montrant les meilleures conditions parmi
toutes celles qui ont été testées (tableau 27). Les trois meilleures solutions consistent
uniguement en des extractions réalisées par PLE & 75 et plus. La combinaison de la pression
(100 bars) et de la température donne 3 valeurs de désirabilité globale entre 65.5% et 77.4%
(PLE 25, PLE 75 (30% H20) et PLE 75). Se situant dans la zone des 70-80% de désirabilité
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globale (dg), ces résultats sont trés intéressants et seront utilisés comme base pour une
optimisation ultérieure.

La quatrieme place revient & 64.5% de dg pour UAE-B+SE. Cette technique est la plus
facilement transposable et exécutable au niveau industriel, avec un colt matériel inférieur a
celui aux extractions sous pressions ou par micro-ondes.

La cinquieme place revient a la macération triphasique avec 58.3 % de dg, dans laquelle quatre
solvants de polarités différentes sont utilisés pour tenter de maximiser l'extraction. Cette
technique reste relativement colteuse en termes de solvants et de traitement des déchets et
est exclue des techniques d'éco-extraction.

Les opérations expérimentales dont la désirabilité globale est de 0% ne sont pas dues
a des expériences inintéressantes ou non fonctionnelles, mais aux multiples conditions
choisies initialement et imposées au calcul de désirabilité.

En effet, si la valeur de désirabilité est nulle, le produit des valeurs exprimant la désirabilité
globale sera également nul (compte tenu de la pondération). C'est pourquoi des méthodes
telles que UAE-P+SE ou MAE 75 (5 et 15) ont obtenu des classements "médiocres" et donc
une valeur de dg égale zéro.

Cette approche descriptive nous permet de choisir les techniques les plus intéressantes en
termes de rendements d'extraction, de contenus et de molécules extraites. A premiére vue, la

MAE semble étre une technique "supérieure” a toutes les autres présentées dans ce travalil
en terme de vitesse d’extraction.

Cependant, lI'approche statistique utilisée permet de regrouper et de comparer de
multiples résultats qui n'étaient pas comparables au départ. Ainsi, I'extraction liquide sous
pression (PLE) est apparue comme la technique présentant la meilleure désirabilité globale,
suivie de I'extraction assistée par un bain a ultrasons (UAE-B) ou de l'extraction triphasique
(Triphasic SE).

La technique extractive qui sera optimisée est UAE-B + SE. En effet, elle s'est avérée
étre la plus facilement transposable a I'échelle pilote et industrielle a un colt minimal par
rapport a d'autres techniques telles que I'extraction sous pression. Elle pourra étre effectuée
avec par exemple dans bioréacteur a double enveloppe avec palette d'agitation.
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IV.2. Cannabis sativa L.

IV.2.1. Extractions et rendements massiques

L’ensemble des résultats de rendements de toutes les extractions réalisées sur le cannabis

est présenté sur graphique suivant. L’éthanol principalement ainsi que 'eau ont été utilisé
comme solvants.
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Figure 77 : Graphique récapitulatif des rendements d'extractions en fonction des différentes méthodes
d'extractions utilisées pour le cannabis

La référence, tout comme pour le houblon, est la macération classique sous agitation
de (SE) 2 h a I'éthanol a 25°C (22.2 £ 1.1%) (tableau 5).

Ensuite, le couplage UAE-B+SE ne semblait pas avoir d’'impact apparent en premier lieu sur
le rendement a 15 min (20.8 £ 0.5 %) et pour UAE-P+SE (22.8 £ 0.3 %).

Des essais a différentes températures ont également été réalisés par SE dans le but d’étudier
l'impact potentiel de celle-ci sur la SE. Le chauffage devrait entrainer I'extraction de plus de
composeés a cause d’une dégradation des parois végétales alors que la baisse de température
devrait entrainer I'effet inverse tout en faisant précipiter des composer comme les lipides. Des
résultats comparables ont été obtenus a 50°C (24.9 £+ 1.0%), 0°C (21.9 + 2.4%) et -10°C (21.8
+ 2.3%). En substituant EtOH par un solvant plus polaire (I'eau), une diminution drastique de
rendements a été observée a 25°C (9.8 + 0.3%) et 50°C (14.4 + 3.0%).

La macération successive (avec CeH12, ACOEL, EtOH, H>0) en 4h a permis d’épuiser
totalement la matrice végétale et d’obtenir un rendement élevé (34.0 + 1.2%). Cette expérience
permet de conclure que la macération avec un unique solvant ne suffit pas a extraire
'ensemble des composeés extractibles tout comme pour le houblon.

Le rendement massique obtenu avec la macération triphasique (21.3 + 3.0%) est équivalent a
la SE macération conventionnelle. L'effet attendu par rapport a la macération successive n’a
donc pas été atteint en termes de rendements massiques.



Un méme rendement a été obtenu pour PLE que SE a (25°C) avec une réduction de
temps. Ce dernier atteint un palier & 28.5% lorsque la température atteint 125°C.

La MAE permet d’accéder a 22.3 + 2.7% de molécules extractibles a 75°C pour une
durée de 5 min qui est comparable a SE éthanol a 25°C. Un palier de rendement maximal se
situe a 75°C que ce soit avec une expérience de 5 ou 15 min.

Il est important de noter que les résultats présentés a ce stade ne sont comparés
uniguement que sur des rendements massiques. Les compositions en molécules d’intéréts de
chaque extrait seront présentées dans la suite de ce rapport a travers les analyses par
dosages spectrophotométriques, les quantifications et déréplication.

IV.2.2. Analyses et caractérisations

IV.2.2.1. Dosages colorimétriques

Les résultats expérimentaux des teneurs en polyphénols totaux (TPC), en flavonoides totaux
(TFC), en chlorophylles totales (TCC) et caroténoides totaux (TCCa) obtenus suivant les
différentes méthodes d'extraction sont présentés sous forme de graphiques (tableau 20).
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Figure 78 : Graphique de la teneur en polyphénols (rouge) et flavonoides totaux (jaune) pour les 24 extractions
réalisées sur les fleurs de cannabis

Concernant les flavonoides, les résultats ont logiguement admis des valeurs plus
basses que ceux des polyphénols. La majorité des extraits ont été situés dans une zone de
10 & 12 mg QuE/g DM excepté pour I'extraction successive a 24.34 mg QuE/g DM. Ainsi seul
I'évolution du TPC a été traité dans le paragraphe suivant.
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D’allure générale, il a été remarqué que la majorité des extractions posséde un
équivalent entre 40 et 50 mg GAE/g DM. La TPC pour (SE 2h EtOH) est 45.29 + 2.60 mg
GAE/g DM. Des essais avec chauffage a 50 °C (48.75 = 5.94 mg GAE/g DM) ont permis
d’obtenir plus de TPC que les essais a température 0 °C (42.13 + 8.4 mg GAE/g DM) et -10
°C (42.78 £ 5.18 mg GAE/g DM).

Pour les macérations (SE) réalisées en substituant I'éthanol par I'eau, les TPC se sont
révelés les plus faibles parmi toutes les extractions réalisées (a 25 °C : 2.93 + 0.28 mg GAE/g
DM et 50°C : 5.31 + 1.27 mg GAE/g DM). Il a été observé dans ce cas-la qu’une température
de 50 °C a permis de doubler les TPC contenus dans ces extraits aqueux.

L’utilisation d’un prétraitement de 15 min aux ultrasons (UAE-B) ou (UAE-P) ne semble
pas influer sur la quantité de polyphénols (respectivement 42.59 + 4.00 et 47.89 + 2.47 mg
GAE/g DM). La légere supériorité du prétraitement par la sonde était d a sa puissance émise
supérieure au cceur du mélange solvant/végétal.

Pour le Soxhlet, ou la température de manipulation se situait a I'ébullition de I'éthanol
(> 80 °C), une dégradation des molécules extraites a été suspecté. En effet, cette technique a
extrait environ 20 % de TPC en moins que I'extraction SE a 50 °C (40.97 £ 1.10 contre 48.75
+ 5.94 mg GAE/g DM).

La macération successive a exposé des résultats supérieurs de 42% (64.35 + 10.96 mg GAE/g
DM) a la macération témoin. En effet, les solvants plus apolaires que I'éthanol comme I'acétate
d’éthyle ou le cyclohexane ont permis d’extraire et de solubiliser un pull (??7?) de polyphénols.

Les MAE n’ont pas influé sur les TPC par rapport a SE EtOH, hormis la réduction du temps
d’extraction. Cependant, en augmentant de 50 a 125 °C, une baisse du TPC obtenu a été
observé d’environ 5 a 6 mg /g DM.

Enfin, 'utilisation de la pression pour la PLE a 100 % d’éthanol était apparu comme le meilleur
technique pour maximiser I'extraction de polyphénols. La teneur a été multipliée par 2.4 pour
PLE25 (108.2 £ 7.39 mg GAE/g DM). De plus, 'augmentation de température a également
impacté de maniéere négative les résultats (50.2 + 5.02 mg GAE/g DM a 125 °C), comme dans
de le cas de MAE et Soxhlet.
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Figure 79 : Graphique de la teneur en chlorophylles totales (verte) et caroténoides totaux (orange) pour les 24
extractions réalisées sur les fleurs de cannabis

L’évolution de la TCC a été principalement décrite puisque la TCCa suivait une méme
tendance (tableau 20). Le minimum de TCCa a été obtenu pour SE H20 a 25°C (6.18 £ 0.63
mg/g DM) et le maximum pour SE 50° 2H EtOH (118.16 + 8.86 mg/g DM).

De maniére générale, une allure ascendante du graphique a été constaté lorsque la
température, le temps de contact, la pression ou le nombre de solvants de polarités différentes
ont augmenté. Tous ces parametres ont affecté positivement la quantité en chlorophylle et en
caroténoides totaux.

La TCC de SE est de 115.27 £ 20.17 mg/g DM. Elle a été de multiplié par 3.6 pour SE
50°C (410.99 + 57.38 mg/g DM), prouvant I'effet d’'une augmentation de la température. A
linverse, a 0 °C (145.723 + 33.79 mg/g DM) et -10 °C (159.95 + 56.26 mg/g DM), ou cette
réduction de température ne semblait pas avoir d'impact par rapport SE 25 °C.

Une valeur comparable a été obtenue par UAE-B +SE (122.39 + 19.73 mg/g DM) que par SE.
Par contre, une diminution de 30% a été constaté pour UAE-B+ SE (72.58 + 5.37 mg/g DM).

De faibles teneurs ont été obtenues par SE avec H>O (0.79 £ 0.27 mg/g DM) a 25 °C et (18.21
+ 8.31 mg/g DM) a 50 °C. Ceci a été expliqué par la faible affinité de la chlorophylle pour I'eau.
Toutefois, un facteur de 25 entre 25 et 50 °C a été constaté démontrant l'influence de
'augmentation de la température.

La meilleure TCC a été constaté pour le Soxhlet (80°C) avec 456.99 + 111.27 mg/g
DM. Cependant, elle est de 392.11 + 14.66 mg/g DM pour la Successiv SE. La chlorophylle
ayant plus d’affinités pour les différents solvants utilisés (cyclohexane, acétate d’éthyle) a été
extraite en plus grande quantité a 25 °C.

Les MAE ont permis d’extraire jusqu’a 2.1 fois plus a 125°C (259.88 + 73.69 mg/g DM) qu’a
25°C (106.18 = 25.60 mg/g DM) L’augmentation le temps 5 a 15 min a accrue
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considérablement la TCC avec un facteur 4 pour MAE de 15min a 125°C (441.88 + 85.12 mg/g
DM).

Les mémes conclusions d’expériences ont été constatées avec l'utilisation de PLE. Plus la
température a augmenté et plus la TCC a été élevé (de 144.25 + 40.14 mg/g DM pour 25 °C
a 451.58 + 12.56 mg/g DM pour 125 °C).

Ainsi, toute dégradation physique ou thermique a permis d’augmenter fortement les TCC
extraites. Si le souhait était de maximiser ces valeurs, il faudrait se diriger vers des
températures supérieures a 75 °C. Et a l'inverse, si le TCC devait étre minimiser, les étapes
d’extractions seraient contrdlées en minimisant I'apport de température et d’actions
mécaniques sur les fleurs a extraire.
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Figure 80 : Graphique du pouvoir antioxydant par test DPPH pour les 24 extractions réalisées sur les fleurs
de cannabis

Le test DPPH° a permis de mesurer le pouvoir antioxydant et antiradicalaire des
différents extraits réalisés sur les fleurs de cannabis. Une majorité de molécules présentes au
cceur des plantes admettent cette propriété, comme par exemple la chlorophylle.

Cette activité antioxydante a été exprimée en équivalent de trolox (TE) par gramme de masse
séche (tableau 20). La SE a 25 °C possédait une valeur de 6.02 + 0.17 mg TE/g DM. Une
augmentation de 25 % en antioxydants a été observée pour SE 50 °C (7.43 + 0.17 mg TE/g
DM). Pour les macérations aqueuses, les teneurs obtenues ont été les plus faibles (0.64 +
0.08 & 25°C et 2.17+ 0.57 mg TE/g DM & 50 °C).

L’utilisation de (UAE-B+ SE) ou (UAE-P+ SE) de 15 min n’a pas eu d’influence particuliére sur
la quantité d’antioxydants, avec une Iégére supériorité de la sonde par rapport au bain : 5.44
+0.23 et 6.40 + 0.2 mg TE/g DM.
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La macération successive a admis des résultats nettement supérieurs (9.95 + 1.84 mg TE/g
DM) a SE a 25 °C, soit plus de 65% de teneurs. L'utilisation de multiples solvants a multiplié
les différentes molécules extractibles et potentiellement le nhombre de molécules avec des
propriétés antioxydantes. Le temps de contact total de 4 heures a également favorisé les
échanges entre la matrice végétale et les solvants.

Les MAE ont permis d’obtenir des teneurs supérieures de SE a méme température, relevant
ainsi de 6.54 +0.25 mg TE/g DM pour MAE 5min & 50°C jusqu’a 10.19 + 0.62 mg TE/g DM
pour MAE 15min 125°C.

La PLE a été une fois de plus la technique la plus intéressante proposant une amélioration de
lactivité antioxydante de +32% a +85%. Plus la température a augmenté et plus la
concentration de TE était importante : de 7.96 + 0.65 mg TE/g DM pour 25 °C & 11.10 £ 0.43
mg TE/g DM pour 125 °C.

IV.2.2.2. Quantification HRLC-MS/MS

A lissue de la préparation du mix des sept standards et des solutions diluées, ces derniéres
ont été analysées par HRLC-MS.

Le programme de chromatographie liquide a duré environ 20 min. Les cannabinoides ont pu
étre retrouvés a l'aide du couplage a la spectrométrie de masse en plus de la détection UV.
Leurs temps de rétention étaient les suivants : CBD a 6.19 min, CBDA a 7.38 min, CBGA a
8.51 min, CBN a 8.65/8.73 min, D9-THC a 9.95 min, D8-THC a 10.51 min et THCA a 15.69
min. De plus, la spectrométrie de masse permet également d’avoir leurs fragmentations
majoritaires en mode positif : le CBN a m/z 311.2006 a formé un ion fils & m/z 223.1117 ; le
CBD, le A9-THC et le A8-THC a m/z 315.2319 ont formé un ion fils a m/z 193.1223 ; le CBDA
et le THCA am/z 359.2217 ont formé union fils a m/z 341.2111 etle CBGA a m/z 361.2373
a formé union fils a m/z 219.1019 (tableau 23).

Time, min

Figure 81 : Chromatogramme du mix de standards de cannabinoides en LC-MS

Contrairement & ce qui est décrit dans la littérature (Brighenti et al., 2017), une mise
au point a été effectué de maniére a séparer distinctement les pics du d9-THC et d8-THC. Ce
qui a permis leurs quantifications respectives sur des extractions avec des températures
élevées ou pour les étapes de décarboxylations.
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Figure 82 : Heatmap de quantification des cannabinoides obtenus pour chaque extrait

Le résultat de quantification des 7 cannabinoides sur la totalité des extraits est
représenté sous la forme d’'une heatmap (tableau 24). Cette représentation a permis d’avoir
une premiére observation générale.

La variété de fleurs de THC dominant étudiée semblait ne posséder que trois cannabinoides
majoritaires parmi ceux qui ont été étudiés : le THCA, le d9-THC et le CBGA. Le maximum de
THCA a été obtenu avec 15 min (USB+SE) et le maximum de d9-THC avec MAE 125° 15min.
De plus, les concentrations en CBD, CBDA, CBN ne représentent chacune moins de 1% des
cannabinoides dans les extraits (de 0.5 a 2 ug /mg de résines) et la concentration en d8-THC
n’a pu pas étre quantifier.

Afin de mieux comprendre I'évolution des concentrations en fonction des extraits, les
graphiques suivants ont été focalisés sur les molécules de THCA, THC et CBN.
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Figure 83 : Histogramme de la concentration en THCA dans les différents extraits
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La molécule de THCA est sensible a la chaleur et cela peut amorcer une réaction de
décarboxylation pour former du THC. Ainsi toute méthode extractive appliquant une
température élevée provoquerait une diminution de la quantité en THCA.

Les quantités les plus élevées en THCA ont été obtenus a des températures inférieures ou
égales a 50°C : entre 599.64 g/ mg pour SE25 et 683.77 ug/mg pour PLE25. Une diminution
de 53% a été observée pour la PLE125 (318.58 pug/mg) par rapport a PLE25.

Les ultrasons ont permis d’avoir accés a une quantité supérieure en THCA, une concentration
+ 30% entre USB+SE et PLE25. Ceci provenait du fait que les cannabinoides ne sont pas
présents uniquement dans les trichomes glandulaires mais également dans le reste des
parties de la fleur. Les ultrasons augmenteraient donc I'accés a ces derniers.
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Figure 84 : Histogramme de la concentration en D9-THC dans les différents extraits

En s’intéressant au d9-THC, I'évolution générale était antagoniste a celle du THCA.
C’est-a-dire que plus la température appliquée lors de I'extraction augmentait et plus la
concentration en THC augmentait également. Elle est due a la décarboxylation des formes

acides qui s’ajoute aux concentrations de THC qui était initialement présentes au sein de la
plante.

Ainsi, PLE 125, MAE125 (15) et le Soxhlet apparaissent comme les meilleures conditions
d’extractions pour obtenir directement un maximum de THC par rapport a SE 25°C qui n’a

permis d’obtenir que 75.69 pg/mg. Ceci est directement li€ a la réaction de décarboxylation de
THCA en THC.

La température n’a pas été le seul paramétre a impacter la concentration en THC. En
effet, la technique utilisée a été un facteur non négligeable sur I'accés a la totalité du THC
extractible. Les ultrasons, les micro-ondes, la pression ont permis d’augmenter cette

concentration de 63 % (+50 pg/mg), 60 % (+48 pg/mg) et 107 % (+85 pug/mg) respectivement
pour une méme température de 25°C.

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 154
Licence CC BY-NC-ND 3.0



10.00

9.09
9.00
8.00
7.00 6.72
5.90
6.00 5.34
5.00
4.00 a6 377 3.49
3.00 252
2.00 100 180 158 - 170 2% 220
0.81 t
0.00

0.00 u

D O © (_)‘o &

Q)

Concentration CBN
(ug/mg extrait)

RO IR ) 0 O <
AR N NI ,\,0’1/%0’1/’»\‘2'("")
Q&Q&Q& OO@ O NN R IO
QY Y v‘° vg, ((/\, O <<,(° ((/’\ NN o) {(/q, %o, 139 &‘o. ?{(, ?g,
W O O S E RGO

Figure 85 : Histogramme de la concentration en CBN dans les différents extraits

La quantification en CBN a été la derniére étudiée. C’est le produit de dégradation du
THC par contact avec I'oxygéne et la lumiere. Les résultats de quantités peuvent donc étre
anticipée avec des valeurs en CBN supérieures pour des extractions avec les conditions de
températures les plus élevées

Ainsi les extractions a hautes températures ont multiplié les concentrations de CBN par des
facteurs de 3.1 (PLE125), de 3.9 (Soxhlet) et de 5.3 (MAE 125-15) par rapport a SE25 avec
1.7 pg/mag.

Un temps de chauffage plus long en MAE (de 15 min a 100 °C) a permis d’obtenir la méme
concentration (environ 5.8 pg/mg) qu’une extraction de 5 min a 125 °C.

Méme si les valeurs de CBN restaient faibles comparées aux THC ou THCA, cette molécule
reste tout de méme un cannabinoide avec des propriétés psychoactives pouvant se fixer sur
les mémes récepteurs endocannabinoide. Des effets identiques peuvent étre obtenus a ceux
gue produit le THC, nécessitant néanmoins une plus forte dose de CBN (Karniol et al., 1975).
C’est pour cela que I'étude de sa concentration et sa production au cours des étapes
d’extraction est nécessaire.
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IV.2.2.3. Réseau moléculaire (Mzmine 3, GNPS, Cytoscape et Sirius)

L’ensemble des standards ont pu étre élués et séparés correctement afin de pouvoir
les identifier a l'aide de leurs standards et m/z respectifs. Cing extraits différents de cannabis
ont été analysés. Les chromatogrammes obtenus sont présentés ci-dessous.
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Figure 86 : Chromatogrammes LC-UV de l'analyses des standards et des cing extraits issus des fleurs
de cannabis : le mix de standards (bleu foncé), PLE5SO0 (violet), MAE50(5) (rouge), SE 50 EtOH
(jaune), Trisphasic SE (vert) et USS+SE (bleu clair)

Sur les chromatogrammes présentés, les standards ont été élués au temps de rétention
suivants : le CBD a 19.456 min, le CBDA a 22.546 min, le CBN a 24.499 min, le CBGA a
25.100 min, le d9-THC a 26.824 min, le d8-THC a 27.911 min et le THCA a 36.318 min.

Le chromatogramme UV a permis de déduire rapidement la présence de trois cannabinoides
majoritaires présent le CBGA, le d9-THC et le THCA en accord avec la variété de fleur
analysée « THC dominant » et avec les analyses de quantifications réalisées précédemment.

Les spectres MS?, MS? de I'ensembles des analyses ainsi que leurs intensités ont été traitées
dans la section Feature-Based Molecular Networks (FBNM) de GNPS. L’'ensemble des
résultats de comparaisons de ces ions aux banques de données sont recueillis d’aprés leurs
m/z respectifs en LC-QTOF mode positif.

Le nombre total d’ions détectés était de 254 ions apres le traitement par MZmine3 et I'analyse
sur GNPS.
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- Analyses des données avec GNPS et SIRIUS

La comparaison aux banques de données de GNPS a permis d’annoter
essentiellement des cannabinoides et des sesquiterpenes. Trois molécules ont été proposées
a m/z 221.1891, 205.1942 et 205.1943 correspondants a de l'alismol (R;= 15.8601 min,
CisH250%, MQScore = 0.74), du trans-Nerolidol (R;= 17.9817 min, C1sH»;O", MQScore = 0.74)
et de I'alpha-Bisabol (R;=19.9775 min, C1sH2;0*, MQScore = 0.87).

Lors de I'annotation des différentes molécules, un probléme spécifique aux cannabinoides a
été constaté.

Malgré tous les avantages que proposent les partages de banques de données, celles-
ci possédent plusieurs limites. La premiére est que ces données de spectres MS?2 sont fournis
par les utilisateurs et donc moins des extraits variés sont étudiées (mode positif et/ou négatif)
et moins d’informations pour les annotations sont disponibles. La seconde est que la
comparaison est réalisée sur les fragmentations des ions de la molécule. Or si des molécules
possedent la méme masse molaire (et une structure trés proche), I'ionisation pourrait entrainer
la formation de fragments a m/z identiques. Ce deuxieéme frein a été constaté dans notre cas,
entre le CBD etle THC, et aussi entre le CBDA et THCA qui possedent la méme masse molaire
et qui en mode positif s'ionisent et se fragmentent de maniére identique.

Aprés des recherches plus approfondies, trés peu d’analyses par LC-MS/MS et
déréplication sur des extraits bruts ont été publiées sur cette variété de plante, étant donné sa
catégorie de stupéfiant. Il semblerait qu’en mode négatif, les pics des ion fils produits (spectre
MS?) entre le CBD et le THC soient identiques mais d’intensité Iégerement différentes (Citti et
al., 2019). Leur identification en mode positif a été effectuée par comparaison de leurs temps
de rétention qui sont largement différents et dont nous avons linformation grace aux
standards.

Les données proposées de GNPS ont été ainsi corrigées manuellement en validant le THC a
la place du CBD (26.8 et 19.4 min) et THCA & celle du CBDA (36.3 et 22.5 min). Le THC ionisé
a été détecté en mode positif a m/z 315.2291, R=26.8667 et 26.7442 min et de formule
C21H310;2"; le THCA est quant a lui a m/z 359.2182 et 359.2185, R=35.8246 et 35.6325 min
et de formule C,,H3:04".

Les molécules correspondantes aux standards (CBN détecté a 24.499 min, CBGA a
25.100 min) ont bien été retrouvés sous GNPS. La validation par standards a ajouté un poids
supplémentaire aux annotations de ces composés. Les ions en mode positif pour ces
molécules étaient : am/z 311.1989 m/z, le CBN (Rt=24.4853 min, C21H270,*, MQScore = 0,76)
et a m/z 361.235, le CBGA (R;= 25.0399 min, Cx»H3304", MQScore = 0.85).

L’annotation de ces cannabinoides majoritaires a également été complétée par d'autres
cannabinoides et validée a I'aide d’autres travaux. (Leonard et al., 2021; Padilla-Gonzalez et
al., 2023). Les cannabinoides suivants ont ainsi pu étre proposés : THCV, THCA-C1, THCVA,
THCA-C4, CBT, CBTA, CBR, 6-7-epoxy-CBG, 6-7-epoxy-CBGA.

Le tableau des récapitulatif du traitement des données avec GNPS est présenté en annexe 4.

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 157
Licence CC BY-NC-ND 3.0



L’analyse effectuée sur GNPS a été complété par I'appui de SIRIUS et de ses autres
logiciels tels que CSI:FingerID et CANOPUS. Ceci a permis d’obtenir des annotations
complémentaires ou identiques a GNPS et qui sont dites De Novo (ou In silico) liées a des
prédictions de structures.

Deux exemples de cannabinoides (THC et CBN) annotés a laide de SIRIUS ont été
entiérement développé ci-dessous. L'annotations des autres molécules sous ce logiciel a été
effectué de la méme fagon.

Concernant I'ion détecté a 26.7442 min et m/z 315.2291, 'analyse a I'aide de SIRIUS a permis
de déduire une formule moléculaire suivante C21H300- ainsi que son type d’ionisation [M+H]*.
L’arbre de fragmentation suivant en mode positif est ainsi proposé et vérifié par le logiciel.
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Figure 87 : Arbre de fragmentation du d9-THC obtenu avec SIRIUS

L’analyse a été poursuivie avec CSl:fingerID. Les suggestions de fragmentations ont été
comparées au spectre MS? et leurs faisabilités ont été vérifiées par rapport aux banques de
données et molécules existantes. Pour cet ion, la molécule commerciale du THC (le marincap)
a été proposée avec un pourcentage de 94.61% d’indice de Tanimoto et un XlogP = 6.077.
Presque la totalité des fragments du spectre ont pu étre prédits et potentiellement expliqués
(en violet sur le spectre MS?) a I'aide de SIRIUS et CSl:fingerID ci-dessous.
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Figure 88 : Explications des fragmentations de la structure et sous-structures (a, b, c, d et ) du d9-
THC avec CSl:FingerlD

Concernant I'ion détecté a 24.4853 min et m/z 311.1989, son traitement a permis de déduire

une formule moléculaire suivante Ci9H250- ainsi qu’une ionisation [M+H]* a 'aide de SIRIUS.
L’'arbre de fragmentation suivant en mode positif a ainsi été proposé et vérifié par le logiciel.
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Figure 89 : Arbre de fragmentation du CBN obtenu avec SIRIUS

Pour cet ion, la structure du CBN a été proposée avec un pourcentage de 96.70% d’indice de
Tanimoto et un XlogP=6.100. Tout comme pour le THC annoté précédemment, la majorité des
fragmentations ont été expliqués a I'aide de ces analyses.
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Figure 90 : Explications des fragmentations de la structure et sous-structures (a, b, c, d, e et f) du CBN
avec CSl:FingerlD

L’ensemble des résultats de structures obtenues et de molécules annotées provenaient de
banques de données telles que : HMDB / PubChem / COCONUT / MeSH / Supernatural /
Norman / PUBMED / ZINC BIO.

Seulement les propositions de molécules possédant un pourcentage de similarité de Tanimoto
supérieur a 70%, un CSIFingerlDscore aux plus proches de zéro, ainsi que les SIRIUSscore
et ZODIACscore les plus élevés ont été retenues. Des vérifications manuelles des arbres de
fragmentations et des fragmentations potentielles spécifiques aux ions produits ont ensuite été
réalisées.
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Tableau 34 : Résultats des annotations de molécules aprés analyses par SIRIUS, ZODIAC et

CSI:FingerID
. . . - Similarité
Clgster miz (+) Confidence Zodiac SiriusScore CSl:FingerlD XlogP de Formule Adduits Nom (anglais)
id Score Score (arbre) Score Tani
animoto
2 144.1012 0.344 100.0% 17.13 -49.849 0.801 87.5% C;H13NO, [M+H]+ Ethyl L-prolinate
5 136.0611 0.499 9.1% 18.64 -5.960 -0.420 | 100.0% CsHsNs [M+H]+ adenine
7 138.054 0.291 74.8% 50.61 -15.919 0.500 | 96.6% C;H;NO, [M+H]+ Trigonelline
8 158.0806 0.308 99.9% 20.36 -24.144 -0.100 | 97.1% C7H1:NO3 [M+H]+ Ethyl pyroglutamate
5-amino-2-[[5-amino-2-(2,5-
43 399.212 0.142 2.5% 20.50 -92.655 -3.330 | 74.2% Ci1sHNsO4 | [M+K]+ | diaminopentanoylamino)pentanoyl]
amino]pentanoic acid
5-[3-hydroxy-5-ox0-2-(3-
60 363.2147 0.122 100.0% 65.41 -97.533 2,500 | 70.8% C1gH3205 [M+Na]+ oxooctyl)cyclopentyl] -3-
methylpentanoic acid
72 375.2147 0.086 100.0% 30.92 -47.658 2.600 | 82.7% C20H3205 [M+Na]+ prostaglandine D2
80 287.199 0.195 42.7% 41.14 -43.710 5.179 | 89.2% C19H2602 [M+H]+ THCV
105 | 317.2457 0.455 99.9% 28.58 -10.937 7.400 | 98.9% C21H320, [M+H]+ CBG
108 | 375.2139 0.091 100.0% 32.42 -40.092 2.600 | 87.4% C20H32,05 [M+Na]+ prostaglandine D2
[M+H20
132 | 333.2403 0.153 100.0% 58.59 -57.680 6.500 | 84.3% C21H3002 + H]+ CBD ?
134 311.1989 0.278 11.2% 70.77 -27.065 6.100 96.7% C21H260, [M+H]+ CBN
161 | 373.1988 0.074 100.0% 27.88 -68.637 2.000 | 76.3% C20H300s [M+Na]+ Prostaglandin D3
163 | 373.1998 0.073 100.0% 24.93 -77.780 3.067 | 70.4% C20H300s [M+Na]+ delta(17)-PGE1
188 | 315.2291 0.253 100.0% 134.50 -24.603 6.077 | 94.6% C21H3002 [M+H]+ d9-THC
203 | 315.2291 0.213 100.0% 121.64 -35.212 6.077 | 88.9% C21H3002 [M+H]+ d9-THC
[M+H20
208 | 347.2587 0.088 99.9% 32.68 -60.737 6.527 | 81.9% C22H320, + H]+ THCH
240 |467.3473| 0148 | 99.2% | 15.95 85254 | 8.400 | 71.2% | CooHaOs |[M+Naj+ | P-ydroxy-4b-methyl-5a-cholest-7-
ene-4a-carboxylate
257 | 355.1885 0.122 99.3% 57.29 -66.064 3.100 | 78.1% Ca0H2504 [M+Na]+ Prostaglandin A3
[M-H20 .
314 | 391.2815 0.108 12.8% 8.19 -64.266 3.600 | 70.6% C24H400s + H+ Cholalin

En plus de ces prédictions de structures de molécules, I'analyse de CANOPUS a complété
ces derniéres, permettant d’établir les classes des formules moléculaires déduites par SIRIUS

et confirmer leurs annotations.
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Tableau 35 : Résultats des classes proposées pour les formules annotées par CANOPUS

Cluster Formule

. - m/z (+) #Voies Probabilité #Classes Probabilité
id chimique

Acides aminés 0 . . 0
2 C7H1sNO2 |144.1012 Peptides 79.2% Dipeptides 25.1%
5 CsHsNs | 136.0611 Alcaloides 95.0% Purine 60.3%
7 C7H7NO. | 138.054 Alcaloides 99.9% Pyridine 91.0%
8 | CiHuNOs | 158.0806 | ACIdES @MINES | g4 200 | Acides aminés | 20.6%

Peptides

Acides aminés 0 . . 0

43 | CisHa2NeOa4 | 399.212 Peptides 99.7% Tripeptides 99.0%

60 C19H320s |363.2147 | Acides gras 48.8% | Prostaglandines | 54.8%
72 C20H320s |375.2147 | Acides gras 58.0% | Prostaglandines | 50.4%
80 C19H2602 | 287.199 | Terpénoides 91.9% Cannabinoides 97.9%
105 C21H3202 |317.2457 | Polycétides 93.6% Cannabinoides 76.9%
108 C20H320s5 |375.2139| Acides gras 87.8% | Prostaglandines | 74.0%
132 C21H3002 |333.2403| Polycétides 90.5% Catéchols 79.3%
134 C21H2602 |311.1989 | Terpénoides 98.1% Cannabinoides 99.3%
161 C20H300s |373.1988| Acides gras 96.5% | Prostaglandines | 91.6%
163 C20H300s5 |373.1998 | Acides gras 80.8% | Prostaglandines | 84.7%
188 C21H3002 |315.2291 | Terpénoides 99.1% Cannabinoides 99.9%
203 C21H3002 |315.2291| Terpénoides 98.9% Cannabinoides 99.8%

208 C22H3202 | 347.2587 | Terpénoides 98.0% Cannabinoides 99.8%
Trlterpe_nmdes 35.9%
acyclique
257 C20H2804 |355.1885| Acides gras 89.9% | Prostaglandines | 95.2%
Ester d’acide

314 C24H400s |391.2815| Acides gras 96.9% gras 23.9%

240 C20H4803 | 467.3473 | Terpénoides 91.9%

Ainsi, Sirius permet d’obtenir une proposition d’annotations de 19 structures et formules
moléculaires pour ces ions analysés en mode positif. Sept acides gras, deux alcaloides, trois
acides aminés/peptides sont trouvés et le reste est identifié en tant que terpénoides et plus
précisément en cannabinoides et un triterpénoides acyclique.

A l'aide des m/z et des temps de rétention, ces résultats sont ensuite entrecroisés avec
ceux de GNPS afin de récupérer leurs fragments spécifiqgues du spectre MS2.

Les ions appartenant aux alcaloides a m/z 136.0611 et 138.054 sont annotés comme
étant 'adenine (R=1.0936min, CsHgsN5"), la trigonelline (R=17.9817 min, C;HsNO*).
Les ions des acides aminées et peptides sont I'ethyl L-prolinate (m/z 144.1012, & 0.9331 min,
C7H14NO2"), I'ethyl pyroglutamate (m/z 158.0806, a 1.3988min, C;H1,NOs*) et le 5-amino-2-
[[5-amino-2-(2,5-diaminopentanoylamino)pentanoyllamino]pentanoic acid (m/z 399.212, a
12.0006 min, C13H23N305+Na+).

L’ion a m/z 347.2587 est annoté comme un cannabinoide, le THCH (ou THC-C6) a
26.9386 min et de formule Cz2H3302*+H,0.

Des ions spécifiques aux cannabinoides déja prédits a I'aide de GNPS sont retrouvés

sous SIRIUS comme le CBN a m/z 311.1989, le A9-THC a m/z 315.2291, le THCV a m/z
287.199 et le CBG a m/z 317.2457.

Un tableau récapitulatif de 'ensemble des annotations de SIRIUS est présenté en
annexe 5.
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- Limites de GNPS et SIRIUS

La majorité des acides gras sont annotés comme des prostaglandines
(PG). Ces molécules sont normalement produites dans nos cellules a la suite de réactions
entre des cyclo-oxygénases et des acides gras essentiels (ex : acide arachidonique). Les
prédictions sur plusieurs PG se situent entre 70 et 85 % de similarité de Tanimoto. L’ion a
355.1885 m/z est pris comme exemple. |l posséde un pourcentage a 78.1% pour une structure
moléculaire CxH2s04 et d’ionisation [M+Na]* qui serait admis pour la PG A3. Sirius nous
affiche un message d’avertissement concernant les structures proposées : “DG(9 :0_8:2) El
gordo classified this compound as diradylglycerol (the exact chain locations or stereochemistry
and the double bond locations can be determined by MS/MS)”.
Nous nous interressons donc précisement aux prédictions comparées aux pics des ions du
spectre MS2 a l'aide de CSl:FingerID et de EPIMETHEUS . On constate qu'une partie de la
structure de la molécule est explicable a plus de 90% (en vert) mais une autre partie reste
inexpliquée (en rouge), ne nous permettant pas de validant 'annotation de la PGAZ2.

Figure 91 : Représentations de la PGA2 et des sous-structures valides (vert) et invalides (rouge) par CSl:FingerlD

On sait peut donc supposer sans craintes la présence de longues chaines aliphatiques avec
la présence de fonctions acides et ainsi que d’instaurations qui sont représentatives d’acides
gras. Cependant, on ne pourra pas annotés spécifiquement ces molécules.

Tout comme pour GNPS, Sirius a également des propositions incertaines de structures
pour les ions des cannabinoides en raison de leurs masses molaires et de leurs fragmentations
identiques, et sans compter le manque de données de LC-MS/MS sur les structures
minoritaires. Pour cet exemple d’ion a 333.2403 m/z et 23.8919min, la structure serait celle du
CBD de formule C21Hz102" + H20 (a 85% de similarité). Cependant lorsque I'on se penche sur
son spectre MS2 et I'explication des fragments, on remarque de nombreux pics inexpliqués.

Ralatve

Figure 92 : Spectre MS2 de l'ion a m/z 333.2403 (vert) comparé a celui de la molécule proposée de CBD (noir)
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En ne regardant que le spectre MS2 traité pour la proposition de formule brute, on remarque
deux types de signaux : les verts représentent les ions communs et expliqués et les noirs
représentent les pics des ions fils manquants. On peut, dés a présent, s’interroger sur la
formule avancée par SIRIUS. Les prédictions de CSl:FingerID complétent cette remise en
question du CBD a ce m/z précis. Tout comme pour les prostaglandines, une partie de la
structure est présente de maniére certaine et une autre manquante.

OH
N 0

HO

OH

| HO

Figure 93 : Représentation de la structure du CBD et des sous-structures valides (vert) et invalides
(rouge) par CSI:FingerlID (a gauche) avec la molécule du 6,7 Epoxy-CBG (a droite)

Le cycle A portant les deux fonctions alcool avec la chaine alcane en C5 et une partie du cycle
C sont assurés (en vert). Néanmoins, la présence le cycle C complet est jugé absent dans les
fragments détectés ainsi que la double liaison terminale spécifique au CBD (en rouge). Ceci
nous améne a la conclusion que ce spectre correspond a un cannabinoides avec un unique
cycle (A) et une chaine en C5, et valide 'annotation du 6,7 Epoxy-CBG avec une formule de
C21H3303". Ceci est attesté en croisant ces prédictions et son spectre MS2 avec I'analyse
GNPS, le mix des standards et les précédentes analyses en LC-MS/MS sur les extraits
cannabinoides par Citti et al., 2019.

- Visualisation cytoscape :

Le réseau obtenu sur GNPS a l'aide des données .mgf et .quant est exporté sous Cytoscape.
Ceci nous permet de visualiser 'ensemble de nos données sous forme d’une figure reliant plus
ou moins entre elles 'ensembles des molécules de nos extraits. Deux types de visuels sont
proposés : le premier en triant les molécules annotées du réseau par classe et le second en
faisant apparaitre leurs m/z et leurs proportions respectives détectés dans chaque extrait.
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Figure 94 : Réseaux moléculaires des classes de molécules
constituant les extraits de cannabis analysées.

Sur ce premier réseau moléculaire, plusieurs classe caractéristiques peuvent étre
différenciées aprés avoir annotées les molécules parmi les suviantes : des cannabinoides (en
rouge), des sequiterpenes (en jaune), des alcaloides (en rose), des acides aminés et peptides
(en vert) et des acides gras (en bleu). Seuls les acides gras comme expliqué précedemment
n’ont pas pu étre annotés entiérement.

Hormis le CBN, le THCH et le CBR qui sont isolés, tous les cannabinoides sont regroupés
dans le méme cluster de la partie supérieur du réseau. Ceci permet de prouver que les
parametres utilisés lors du traitements des données sur MZmine et GNPS sont plutét corrects.
Les sesquiterpénes (comprenant I'alismol, I'alpha-bisabol et le trans-nerolidol) sont dans un
cluster plus petit de 11 ions. Le reste des molécules annotées se trouvent dans la partie
inférieure du réseau, celle ou les ions sont isolés et non connectés entre eux.

Les molécules sont ensuite assignées sur ce réseau.
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Figure 95 : Affiliations des structures de I'ensemble des molécules annotées par GNPS et
SIRIUS (partie 1)
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Figure 96 : Affiliations des structures de I'ensemble des molécules annotées par GNPS et SIRIUS
(partie 2)

A la suite de ce réseau présent par classes de molécules, on s’intéresse a la répartition
de chacun des 5 extraits dans ce réseau. Les remarques que I'on va faire ne sont que
qualitatives (en proportions relatives) et seront complétées par la quantification précises a
I'aide des standards pour connaitre la concentration exacte des molécules d’intéréts.
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Figure 97 : Réseaux moléculaires obtenus aprés GNPS et SIRIUS

On rappelle brievement les colorations spécifiques aux extraits : PLE50 en vert, MAE50
(5) en violet, SE50 EtOH en orange, Triphasic SE en jaune et UAE-P+SE en bleu.
Des cannabinoides minoritaires semblent spécifiques et présents dans un certain type
d’extraction.
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Le CBTA (m/z 349.2354) est annotée uniqguement dans SE triphasic. Hors cette
technique d’extraction est une macération utilisant un mélange de 4 solvants différents :
Cyclohexane, AcOEt, EtOH et Eau. Cela permet de conclure que cette molécule ne pourrait
étre extraite qu’avec I'utilisation de solvant plus apolaires que I'éthanol.

Le THCH (m/z 347.2587) est retrouvé exclusivement par PLE et micro-ondes.
L'utilisation de différents solvants, ou bien d’agitation et d'ultrasons ne semblent donc pas
favoriser son obtention, a l'inverse de l'utilisation d’'un pression élevée (100 bars) et d’un
chauffage par agitation moléculaire.

Aprés des molécules comme le CBR, le 6,7-Epoxy-CBG et le 6,7-Epoxy-CBGA
semblent étre obtenus qu’avec les micro-ondes, la macération classique et la macération
couplée a I'utilisation des ultrasons.

Par rapport au THCA, est présent en tres grandes quantités quelques soit la méthode
extractive utilisée. Il est méme identifié dans 5 noeuds différents : trois sous la forme [M+H]*" a
m/z 341.2090, 341.2087, 341.2089 et 2 sous forme [M+H,O+H]* & m/z 359.2185 et 359.2182.

Les sesquiterpénes semblent étre en proportion équivalentes quelques soit les
extractions. Les alcaloides seraient favorisés par une extraction triphasique. Et en ce qui
concerne les proportions des acides aminées, peptides et acides gras, elles seraient
dépendantes de I'extraction réalisée.

IV.2.2.4. Analyses HS-SPME-GC-MS

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS) a permis d’étudier les molécules volatiles présentes au sein de la fleur de cannabis, que
ce soit de la fleur a THC dominant ou bien a CBD dominant. Ces molécules qui ont été
vaporisées a haute température appartenaient aux terpénes. L’identification des molécules a
été faite par comparaison des spectres de masses obtenus par rapport a la banque de
données du logiciel.

e L e B e R Ty paspmliget B I R e e e e LA
oo 50 100 150 200 250 300 ason 0.0 450 s0.0 550 en.o as.0

Figure 98 : Chromatogramme GC de l'analyse de fleurs THC dominant

Chaque pic était représentatif d’'une molécule avec un spectre de masse spécifique. Apres
comparaison a la banque de données, elles ont été déterminées et regroupées dans le tableau
qui suit.
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Plus d’une trentaine de molécules volatiles ont ainsi été retrouvées au sein de la fleur de THC
dominante. Les cing molécules majoritaires étaient le béta-myrcene, le D-limonene, le
caryophylléne, 'humuléne et le selina-3,7(11)-diene.

Méme si ces molécules sont majoritaires, de nombreuses autres ont été détectées et
identifiées. Des monoterpénes tres volatils ont été élués en début de chromatographie comme
l'alpha-pinéne jusqu’a des chaines d’acides gras ou de triglycérides vaporisés en fin de cycle,
aux environs des 60 min.

Tableau 36 : Molécules identifiées par spectrométrie de masse couplée a la GC pour la fleur THC

dominant
Rt . Rt i
(min) Nom (anglais) (min) Nom (anglais)
11.629 Ethyl dimethylacrylate 38.582 Humulene
11.927 1S-a-Pinene 39.410 y-Amorphene
Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-4a,8-
12.795 Camphene 39.792 dimethyl-2-(1-methylethenyl)-
13.543 Benzaldehyde 40.013 7-Isopropenyl-1-methyl-4-
methylenedecahydroazulene
14.363 B-Pinene 40.175 Eremophilene
15.333 B-Myrcene 40.319 a -Selinene
17.432 D-Limonene 40.888 B -Bisabolene
21.375 Linalool 41.310 a -Gurjunene
22.305 Fenchol 41.531 (-)-Aristolene
1H-Cyclopropala]naphthalene,
22.626 trans-2-Pinanol 41.907 la.alpha.,2,3,3a,4,5,6,7b.alpha.-octahydro-
1,1,3a.alpha.,7-tetramethyl-
. Naphthalene, decahydro-4a-methyl-1-
26.310 Terpineol 42.089 methylene-7-(1-methylethylidene)-, trans-
28.097 Isothiocyanocyclohexane 42.314 Selina-3,7(11)-diene
28.831 Dimethyl carbitol 44.015 3,5,11-Eudesmatriene
34.678 Ylangene 45,553 2-(4a,8-Dimethyl-2,3,4,5,6,7-hexahydro-1H-
naphthalen-2-yl)propan-2-ol
Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,7- .
35.829 | octahydro-1,4a-dimethyl-7-(1- 46.853 2'(4a'8'[:]';"itméf’;'?)'6£a:nezaglydro'lH'
methylethenyl)-, (1S,4aR,7R)- b yuprop
37.037 Caryophyllene 59.991 Heptadecanal
37.611 Trans-a-Bergamotene 62.166 Cyclotetracosane
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La seconde analyse GC-MS a permis d’obtenir le chromatogramme spécifique au lot de fleurs
CBD dominant ainsi qu’a ces molécules analysées par spectrométrie de masse.
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Figure 99 : Chromatogramme GC de I'analyse de fleurs CBD dominant

Tableau 37 : Molécules identifiées par spectrométrie de masse couplée a la GC pour la fleur CBD

dominant
(n?itn) Nom (anglais) (r:)itn) Nom (anglais)
8.983 1-Hexanol 23.543 4-trans,6-cis-Allocimene
12.091 1S-a-Pinene 25.982 p-Cymen-8-ol
14.501 (-)-B-Pinene 26.342 Butanoic acid, hexyl ester
15.467 B-Myrcene 35.656 Hexanoic acid, hexyl ester
16.178 a-Thujene 35.824 Butanoic acid, octyl ester
16.279 Cyclopentengiﬁ;;](;?ropenyl—5,5— 37.062 Caryophyllene
16.775 (+)-4-Carene 37.674 Trans-a-Bergamotene
17.220 B-Cymene 38.610 Humulene
17.505 D-Limonene 39.865 B-Chamigrene
17.975 1R-a-Pinene 40.233 Eremophilene
18.586 B -Ocimene 40.828 a-Farnesene
19.090 y-Terpinene 40.959 B-Bisabolene
20.658 Isoterpinolene 41.610 B-Sesquiphellandrene
20.870 p-Cymenene 42.319 trans-a -Bisabolene
21.468 Linalool 45.630 2‘“iﬁ:ﬁ;‘gﬁfﬂg};i'?;‘y’f)’;ﬁ;fr;gﬁ.xz"“.'ﬁﬁd“"
22.020 1,3,8-p-Menthatriene 46.924 2'(4aiﬁf]'$‘ittr;‘3g;§r’f_”2‘f'y5l)'S;ggéhn‘f’fglydro'
22.375 Fenchol 47.309 Bulnesol
22.556 Cosmene 48.125 a-Bisabolol
23.135 p-Mentha-1,5,8-triene
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Tout comme pour la fleur de THC, les molécules présentes majoritairement au sein de cette
fleur de CDB dominant ont été retrouvés tout comme dans le lot THC. Parmi elles
étaient présentes : le béta-myrcene, le D-limonéne, le caryophylléne et 'humuléne comme
molécules majoritaires mais également le béta-ociméne et I'isoterpinoléne qui n’étaient pas
présent dans la fleur de THC.

Les deux lots de fleurs (THC et CBD dominants) ont ainsi été comparés de maniére qualitative
(pourcentage d’aire relative) par rapport a leurs profils obtenus en chromatographie gazeuse.
Les molécules majoritaires et communes aux deux types de fleurs ont été regroupées dans le
tableau et graphique suivants.

B -Bisabolene ™oy 197 m CBD dom
Eremophilene s 939, B THC dom

Humulene I G 53

a-Bergamotene [l 0543

Caryophyllene LSS s 16 35
Fenchol | 413

Linalool [P 09'2‘172

Limonene I s 19,92
24.62
B -Myrcene | e
B -Pinene -1'1%9
a-Pinene 5%
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Pourcentage relatif (%)

Figure 100 : Comparaisons des molécules principales détectées dans les échantillons de fleurs
THC (bleu) et CBD (rouge) en GC-MS

Le lot de fleurs de THC analysées possédait ainsi naturellement plus de limonéne (+10.8 %),
caryophylléne (+9.8 %) et humuléne (+3.73 %) que la fleur de CBD. A l'inverse, le lot de fleurs
de CBD posseédait plus de béta-myrcéne (+3.56 %) que la variété de THC.

lls sont essentiellement retrouvés dans les huiles essentielles et leurs propriétés sont diverses
et variées et. Ainsi des propriétés antioxydantes, sédatives, antiinflammatoires,
anticancéreuses ou méme myorelaxantes ont été attribués au myrcéne (Surendran et al.,
2021), au caryophylléne (Francomano et al., 2019), a 'humuléne (Jang et al., 2020) et au
limonéne (Anandakumar et al., 2021).
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IV.2.3. Séparations et Purifications

IV.2.3.1. Révélateurs et phases d’élutions

Le choix du systeme éluant a été une étape déterminante pour assurer le suivi par
CCM de 'ensembles des expériences et analyses realisées sur les extraits de cannabis.

Figure 101 : Plagues CCM de tests de révélateurs FBBS (a gauche) et de phase mobile de C/A
95/5 a 50/50 (a droite)

Le test des révélateurs a montré que la solution de FBBS la plus efficace est celle
préparée dans NaOH 0,1M qui toutefois est peu soluble. Ce qui rend la lecture de la plaque
CCM difficile. La meilleure solution est celle préparée dans H-O distillée in situ avant utilisation
et qui ne peut étre stockée sur plusieurs jours puisqu’elle se dégrade.

Par rapport au FBBS, la révélation a 'ANS est tout aussi efficace pour I'observation avec une
solution stockable beaucoup plus stable dans le temps.

En ce qui concerne les différentes phases mobiles, une migration optimale a été
observée par le systéme éluant C/A 90/10.

Des CCM récapitulatives par révelateur FBBS et ANS avec tous les standards de
cannabinoides que nous possédons et I'extrait de macération a 0°C ont été réalisées.

Figure 102 : Plagues CCM de comparaison de révélateur FBBS (a gauche) et ANS
(a droite) de phase mobile de C/A 90/10
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Ces CCM ont permis de comprendre I'élution et la coloration des cannabinoides
caractéristiques que nous pourrons potentiellement retrouver dans I'extrait. Les formes acides
(THCA, CBDA, CBGA) plus polaires ont trés peu migrées et entrainées la formation d'une
tache plus ou moins étalée suivant les concentrations. Le d9-THC et le CBD ont un méme Rf,
ce qui risque de poser des problémes lors des séparations sur des variétés riches a la fois en
THC et en CBD.

Les fleurs étudiées au cours de ce projet de these étaient des variétés « THC
dominante » ne possédant pas de CBD ni de CBDA. Ceci a fortement facilité les interprétations
et suivis par CCM. L’'isomeére de position, le d8-THC a migré Iégérement plus haut que le d9-
THC. Enfin le CBN, molécule de dégradation du THC présente un Rf inférieur au THC avec
une coloration plus claire a 'ANS.

IV.2.3.2. Schéma de purification

Les résultats de I'ensemble des fractions obtenues a la suite des cinq séparations réalisées
(VP1, VP2, VP3, VP4 et VP5) ont été présentées ci-dessous dans un diagramme récapitulatif
des résultats. Les molécules déterminées par RMN sur certaines fractions sont coloriées sur
ce schéma et ont entierement expliquées dans la partie dédiée aux analyses par RMN.

SE 0°

1004 mg | 1150 sephadex (MeOH)
[ | | | | | | | | ]

VP1 (1| 121 (3| |4]| 5] |6| [Z] |I8] |9] | 10

m(mg) 36 309 61,3 1548 5092 1278, 154 77 79 3,4

Silice 80 (98/2 — 0/100 C/A)

VP2
— |1 (2] |3| |4l |5] |6 7] |8] |9 10
179 272 2731 254 1202 29,8 314 546 312 22,7
VP3 COM Prep {70130 CI}V Silice 60 (95/5 — 50/50 C/A)

Identification RMN :

bllclidllellfllel ™M M M

THCA

09 05 08 162 15 10 27

112 13] |4] vP4

11,1 6,6 76,4 17786
J

THC

LH20 sephadex (MeOH)
— 1

11 (2] |3 VRS

12,9 72,3 4,8

Figure 103 : Schéma récapitulatifs de I'ensemble des cing étapes de séparation sur I'extrait SEO°C EtOH
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Le fractionnement de I'extrait brut (1 g) a été effectué par exclusion stérique sur colonne
LH20 élué par le MeOH (VP1). Dix fractions ont été obtenues (tableau 7).

Figure 104 : Plaque CCM des fractions de VP1 éluées avec C/A 90/10

Les fractions 7 & 10 présentaient un profil chromatographique simple, ne semblant contenir
qu’un seul composé maijoritaire. Elles ont été analysées en RMN *H et le THCA a été identifiée
dans les fractions 7 et 8.

Les fractions 5 et 6 ont quant & elle représentées 63 % de I'extrait total récupéré. Du
fait de leur profil CCM similaire, elles ont été regroupées et purifiées par colonne ouverte de
gel Silice 60 (VP2). Dix sous fractions (VP2-1 a 10) ont été obtenues (tableau 8).

Figure 105 : Plague CCM des fractions de VP2 éluées avec C/A 70/30

D’apres le profil CCM, VP2-1 correspond a une unique tache au niveau front du solvant, ce
qui suppose la présence d’une seule molécule majoritaire dans celle-ci. Apres analyses RMN,
il s’agissait bien du d9-THC. Les fractions 4, 6 et 7 ont également été analysées en RMN, il
s’agit ici du THCA avec la fraction 4 a 90-95 % de pureté. Les fractions VP2-3 a VP2-10 sont
trés riches en THCA. De plus, la forme neutre (THC) et acide (THCA) n’ont pas pu étre séparés
totalement, ils ont été co-élués dans la fraction VP2-3.
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La fraction VP2-2 semblait posséder uniquement deux composés majoritaires d’aprés la CCM
avec une masse de fraction faible a 27.2mg (supposition du d9-THC et THCA). Elle a été
purifiée par CCM préparative (VP3) fournissant ainsi 7 sous fractions de VP3-2a a VP3-2g
(tableau 9).

Figure 106 : Plague CCM des fractions de VP3 éluées avec C/A 90/10

La fraction d correspondait au A 9 -THC et la fraction g correspondait & la forme acide du THC
(aprés analyses RMN). Cette technique de séparation par CCM préparative semble adéquate
pour le traitement de faibles quantités d’extraits.

Une séparation supplémentaire (VP4) par Gel Silice 60 en phase normale a été réalisée sur
la fraction VP2-3 de 273 mg.

Figure 107 : Plague CCM des fractions de VP4 éluées avec C/A 70/30

Toutes les sous fractions obtenues (tableau 10) semblaient contenir a minima deux taches
majoritaires, le d9 -THC, le THCA et méme quelques traces de CBN. Seule la fraction 4
contient un produit presque pur.

Cette fraction VP4-4 apparait sous la forme d’un solide amorphe |égérement jaunatre apres
évaporation et concentration. Elle a été caractérisée par RMN dans la suite du rapport. Elle a
également été définie comme la forme la plus pur de THCA obtenue parmi toutes les
séparations réalisées jusqu’a présent dans ce travail.
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Figure 108 : Photographie du tube VP4-4 contenant le THCA
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Les trois fractions restantes de VP4 de profils similaires ont été regroupées et traitées avec la
séparation VP5 en colonne LH20 Sephadex. La longueur de la colonne a été augmenté
(multipliée par 2) afin d’influer les élutions des composés. A lissue de la séparation, trois
fractions (VP5-1, 2 et 3) ont été obtenues (tableau 11). Cette séparation n’a pas fonctionné et
n’a permis d’isoler que potentiellement 4.8 mg de THCA (VP4-3) sur un extrait de 94.1mg.
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Figure 109 : Plague CCM des fractions de VP5 éluées avec C/A 70/30
Plusieurs conclusions sur le comportement de la résine de cannabis au sien des étapes de
séparations.

Le FBBS et 'ANS réalise un marquage et donc un visuel identique des cannabinoides
(uniquement une différence de coloration) en systeme d’élution C/A (de 98/2 a 50/50).

L’utilisation de I'exclusion stérique avec la LH20 permet un fractionnement grossier primaire
de I'extrait brut, et quelques mg THC /THCA peuvent étre récupérés directement. L’utilisation
de la phase inverse (RP18) devrait étre utilisée en priorité, en amont sur un extrait brut car elle
permettrait de séparer les cannabinoides du reste des autres molécules dans le cas
d’extractions avec des contraintes physiques sur la matrice végétale élevées (a haute
températures, applications d’ultrasons etc.).

Les formes acides et neutres de chaque cannabinoide sont trés difficiles a séparer en phase
normale (colonne de silice ouverte) si leurs concentrations sont importantes, entrainant une
co-élution de ces derniers dans les fractions. Si I'objectif est d’obtenir uniquement du THC ou
une autre forme neutre de cannabinoides, une étape de décarboxylation sera nécessaire (que
ce soit sur les fleurs ou les extraits obtenus).

La plague CCM Préparative permet une séparation simple en pratique et directe des formes
neutres/acides avec le systéme de phase mobile suivant C/A (70/30). L’inconvénient de cette
technique c’est qu’elle ne peut étre réalisée que sur de faibles quantités de fractions (quelques
dizaines de mg).

Enfin, les pertes estimées apres sorties de colonnes ou de plaques au sein des fractions sont
trés faibles : de 'ordre de 1 a 5% environ.
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IV.2.3.3. Déterminations structurales par RMN

Les molécules de cannabinoides ainsi que leurs déplacements chimiques sont
largement étudiées et ceci depuis le début du 21°™ siecle (Choi et al., 2004) .

L’ensemble des spectres utilisés pour la détermination structurale sont disponibles en
annexes.

2l es molécules de THCA, d9-THC, d8-THC et CBN ont été numérotées en tant que
dibenzopyrane. Leurs noms complets IUPAC sont: l'acide (6aR,10aR) -1- hydroxy-6,6,9-
trimethyl-3-pentyl6a,7,8,10atetrahydro-6Hdibenzo[b,d]pyran-2- carboxylique pour le THCA ; le
(6aR,10aR)-6,6,9- trimethyl-3-pentyl6a,7,8,10atetrahydro-6Hdibenzo[b,d]pyran-1-ol pour le
THC et le 6,6,9-trimethyl-3- pentyl-6Hdibenzo[b,d]pyran-1- ol pour le CBN.

- Structure de l'acide tétrahydrocannabinolique (THCA)

A la suite de I'analyses des spectres *H, *C, HSQC et HMBC, la numérotation suivante a été
proposeé avec l'identification de la molécule d’acide tétrahydrocannabinolique (THCA).

Le produit a été isolé sous forme de solide amorphe. Une formule brute Cx:H3004 a été
déduite a partir de I'ion pseudo-moléculaire & m/z 359.2217 [M+H]" observé sur son spectre
de masse a haute résolution.

Figure 110 : Structure numérotée de la molécule de THCA

Le spectre RMN *H (500.1525 MHz) n’a permis de comptabiliser que 29 des 30 hydrogénes
de la molécule. Il est caractérisé par la présence des singulets a 12.19 ppm, 6.37 et 6.23
intégrant chacun un proton, d’'un quadruplet a 3.21 ppm et des plusieurs signaux dans la région
des aliphatiques entre 2.92 et 0.88 ppm.

Le spectre RMN 3C a quant met en évidence la totalité des 22 carbones de la molécule. Le
spectre HSQC a permis de déduire I'existence de 8 carbones quaternaires qui résonnent a
176.1, 164.9, 159.9, 147.1, 134.1, 110.1, 102.5, 79.5 ppm.

Chacun des protons a pu étre assigné a son carbone respectif grace aux corrélations H et C
a longue distance observées sur le spectre HMBC.

Les protons du groupement méthyle a 1.66 ppm porté par le carbone a 23.5 ppm corréle avec
les carbones a4 134.1 (C9), 123.8 (C10), 31.4 (C8) et 25.2 (C7) ppm tandis que le proton & 1.09
correle avec les carbones a 19.7 (C13), 45.8 (C6a) et 79.1 (C6) ppm. Les corrélations du
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proton a 3.21 ppm avec Cé6a, C7, C9, C10 et C10b permettent de construire le premier cycle
portant la double liaison éthylénique.

Le proton & 12.19 ppm trés déblindé corréle avec les carbones a 164.9 (C1), 110.1 (C10b),
102.5 (C2) et 159.9 (C5). Les corrélations du proton a 6.23 ppm en particulier avec les
carbones a 176.1 (2-COOH), 36.7 (C1") permettent de relier C6 et C5 formant le noyau B avec
le noyau aromatique.

Les corrélations du proton H-2" a 1.55 ppm avec C3, C1", C3", C4" et celles de H-5" avec C3",
C4" relient la chaine pentyl au noyau aromatigue conduisant a la structure de l'acide
tétrahydrocannabinolique.

Tableau 38 : Déplacements chimiques permettant la détermination structurale du THCA

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) HMBC
1 164.9
2 102.5
3 147.1
4 6.23 (1H, s) 112.8 C2;2-COOH ; C5; C10b; C1"
5 159.9
6 79.1
6a 1.69 (1H, m) 45.8 C6;C7;Cl0a;C12; C13
7 1.89 (1H, m) et 1.41 (1H, s) 25.2 C6; C6a; C8;C9; Cl0a; C12
8 2.15 (2H, m) 31.4 C6a; C7;C9; C10
9 134.1
10 6.37 (1H, g, 1.5) 123.8 C6a;C8;C9;Cl0a; Cl0b
10a 3.21 (1H, dq, 11.0 et 1.9) 33.7 C6a; C7;C9; C10; C10b
10b 110.1
11 1.66 (3H, m) 23.5 C7;C8;C9; C10
12 1.42 (3H, s) 27.6 C6; C6a; C13
13 1.09 (3H, s) 19.7 C6; C6a; C12
1” 2.92 (1H, m) et 2.76 (1H, m) 36.7 C2;C3;C4;C2"
2" 1.55 (2H, m) 31.5 c3;c1";c3"; ca"
3” 1.32 (2H, m) 33.2 c4"
4" 1.32 (2H, m) 22.7 c3"
5” 0.88 (3H,t, 7.1) 14.2 c3", c4"
1-OH 12.19 (1H, s) C1;C2;C5;C10b
2-COOH 176.1
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- Structure du delta9-tétrahydrocannabinol (d9-THC)

Avec l'identification de la molécule de delta9-tétrahydrocannabinol (d9-THC) de formule brute
C21H300, déduite a partir de lion pseudo-moléculaire a m/z 315.2319 [M+H]* par
spectrométrie de masse.

Trente atomes d’hydrogéne ont été retrouvés avec le spectre RMN du proton et 21 atomes de
carbone avec le spectre RMN *3C.

Figure 111 : Structure numérotée de la molécule de d9-THC

La majorité des déplacements chimiques des protons étaient trés similaires entre le THCA et
le THC. Une comparaison de leur spectre *H montre la disparition du proton a 12.19 ppm et
I'apparition d’un singulet a 4.74 ppm et d’'un doublet a 6.11 ppm. Le spectre **C montre
'absence du carbonyl a8 176.1 ppm, des carbones a 164.9, 159.9 et 'apparition des carbones
a5 107.8, 154.4 et 155.1 ppm.

La principale différence a été retrouvée en C2, ou le THC posséde un proton a la place de la
fonction acide carboxylique du THCA. Ce proton résonne a 6.11 ppm en raison de sa proximité
de la fonction hydroxyle en C1 sur le méme cycle aromatique. D’ailleurs, le proton cet
hydroxyle (1-OH) a également été retrouvé et il résonne a 4.74 ppm. Et les protons du C1”
étaient moins déblindés (& 2.41 ppm) en I'absence du -COOH (contre 2.92 ppm pour le méme
proton du THCA). Ces attributions ont été confirmés par les corrélations observées sur le
spectre HMBC.
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Tableau 39 : Déplacements chimiques permettant la détermination structurale du d9-THC

Position 6H (J en Hz) 6C (ppm) HMBC
1 155.0
2 6.11 (1H, d, 1.6) 107.8 C3;C4;C5;C1"
3 143.0
4 6.24 (1H, d, 1.5) 110.3 Ci;cC2;c1"
5 154.4
6 77.4
6a 1.69 (1H, m) 46.0 C6;C7;C8;C9;Cl0a; C13
7 1.89 (1H, m) et 1.39 (1H, m) 25.2 C6a;C9;C10;C11
8 2.14 (2H, m) 314 C6a;C7;C9; C10
9 134.6
10 6.27 (1H, q, 1.6) 123.9 Cba; C8;C9
10a 3.18 (1H, dm, 10.9) 33.8 C6a; C7;C9; C10; C10b
10b 109.5
11 1.66 (3H, m) 23.5 Cb6a;C7;C8;C9;C10
12 1.39 (3H, s) 27.8 C6; C6a;Cl0a; C13
13 1.07 (3H, s) 19.4 C6;C6a; Cl12
1” 2.41 (2H, td, 8.18 et 3) 35.6 c3;C2"
2" 1.55 (2H, m) 30.8 C3;C3"
3" 1.28 (2H, m) 31.5 ca"
4" 1.28 (2H, m) 22.7 c3"
5" 0.87 (3H, t, 7.0) 14.2 Cc3"; c4"
1-OH 4.74 (1H, s) Cl;C4;C5;C10b
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- Structure du delta 8 — tétrahydrocannabinol (d8-THC)

La fraction DIF-112-d correspond a d8-THC de formule brute CxH30O: et identifiée par
spectrométrie de masse a m/z 315.2319.

Trente atomes d’hydrogéne ont été retrouvés avec le spectre RMN du proton et 21 atomes de
carbone avec le spectre RMN 3C tout comme pour son isomere de position, le d9-THC.

Figure 112 : Structure numérotée de la molécule de d8-THC

L’ensemble des déplacements des protons du cycle portant cette unique double liaison ont
évolué par rapport a son isomere (d9-THC), tout comme leurs équivalences. Le d9-THC
admettait un proton du C10a a 3.18 ppm, un proton du C10 & 6.27 ppm et deux protons du C8
a 2.14ppm. L’'analyse de cette molécule a présenté un proton du C10a a 2.70 ppm, deux
protons du C10 & 3.17 et 1.82 ppm et un proton du C8 a 5.41 ppm. La position de ces protons
a bien été vérifiée par HSQC et leurs corrélations 2J et J exprimées par lHMBC dans le
tableau dédié. De plus, les déplacements chimiques des carbones de la double liaison C=C
devraient étre aux environs de 110 a 140 ppm contre 20 et 40 ppm pour des carbones
cycligues reliés par une simple liaison. Pour le d9-THC, les carbones C9 et C10 résonnent a
123.9 et 134.6 ppm. Pour le d8-THC, les carbones C8 et C9 résonnent a 134.9 et 119.5 ppm.
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Tableau 40 : Déplacements chimiques permettant la détermination structurale du d8-THC

Position 6H (J en Hz) 6C (ppm) HMBC

1 154.8

2 6.08 (1H, d, 1.5) 107.8 C1;C10b;C1"

3 142.9

4 6.25 (1H, d, 1.5) 110.4 C2;C5;C10b; C1"

5 155.1

6 77.5

6a 1.78 (m) 45.1 C6;C7;C8;C9;C12;C13

7 2.12 (1H, m) + 1.79 (m) 28.2 C6a; C8;C9; C10a

8 5.41 (1H, broadd, 4.4) 119.5 C6a;C7;C10

9 134.9

10 3.17 (1H, dd, 16.5 et 4.5) + 1.82 (m) 36.2 C6a;C8;C9
10a 2.70 (1H, td, 10.9 et 4.8) 31.8 C5; C6a; C7; C10; C10b
10b 110.7

11 1.68 (3H, s) 23.8 C8;C9; C10

12 1.35(3H, s) 27.8 C5;C6a; C6; C13
13 1.08 (3H, s) 18.7 C5;C6a; C6; C12

1” 2.42 (2H,td, 7.6 et 4.1) 35.6 C2;C3;C2"

2" 1.54 (2H, q, 7.3) 30.8 C3;C3"; ca"
3" 1.29 (2H, m) 31.7 c4"

4” 1.29 (2H, m) 22.8 c3"

5" 0.86 (3H, t, 7.0) 14.2 Cc2";Cc3"; ca"
1-OH 4.66 (1H, s) C10b;C4;C5

D’aprés la littérature (Choi et al., 2004), un signal sous la forme d’'un multiplet a 1.80 ppm a
éteé retrouvé équivalent a 3H. Grace a I'analyse a 500 MHz et des grossissements de 'analyse
HSQC, trois protons distincts portés par trois carbones différents ont pu étre observés : un a
1.78 ppm sur le C6a, un a 1.79 ppm sur le C7 et un a 1.82 ppm sur le C10.

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0

183



DIF-d.3.ser —

DIF-d dans CDCI3 - Spectre RMN 1H-13C HSQC_—— ~— F27
Service de RMN - BISCEm - Universite de-timoge: ) Log

o
N
1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
18 188 187 186 18 1.84 183 1.8 181 180 179 178 177 176 175 174 173 172 171
2 (ppm)

Figure 113 : Agrandissement du spectre RMN HSQC du d8-THC

Il en est de méme pour la différenciation d’un signal non différencié des carbones C1 et C5 a
155 ppm. Le signal 154.8ppm a pu étre attribué au C1 et celui & 155.1ppm au C5 a l'aide de
I'HMBC. Le proton a 6.08 ppm (C2) montre une corrélation 2J avec un carbone a 154.8 ppm,
donc le C1. Le carbone 5 a quant a lui été affilié a 155.1 ppm par déduction puisqu’il est en 2J
du proton du C4 & 6.25 ppm.
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Figure 114 : Agrandissement du spectre RMN HMBC du d8-THC

Quelques impuretés sont observées sur les spectres de proton et carbone réalisés, ce
qui se traduit par la présence de signaux de faibles intensités par rapport aux signaux la
molécule étudiée.
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- Structure du cannabinol (CBN)

Aprés I'analyses des spectres H, 3C, HSQC et HMBC, cette molécule a été identifiée
comme étant le cannabinol (CBN) dans la fraction DIF-112-c. Une formule brute C1H2602 a
été déduite a partir de I'ion pseudo-moléculaire a m/z 311.2006 [M+H]* observé sur son spectre
de masse a haute résolution.

Figure 115 : Structure numérotée de la molécule de CBN

Vingt-six atomes d’hydrogéne ont été retrouvés avec le spectre RMN H et 21 atomes de
carbone avec le spectre RMN *3C.

Cette molécule posséde deux cycles aromatiques qui ont pu étre retrouvés a travers les
déplacements chimiques obtenus. En RMN 2C, les carbones numérotés de 6a a 10a et de 1
a 10b se situent entre 110 et 140 ppm. Ces déplacements sont spécifiques a des doubles
liaisons entre carbones. Le proton du 1-OH a été retrouvé plus déblindé a 5.35 ppm que
précédemment au sein du d9-THC et d8-THC (respectivement 4.74 et 4.66 ppm) en raison de
sa proximité avec deux cycles aromatiques conjugués.

Tableau 41 : Déplacements chimiques permettant la détermination structurale du d8-THC

Position 6H (J en Hz) 6C (ppm) HMBC
1 154.8
2 6.26 (1H, d, 1.5) 110.1 Cl;C4;C5;C1"
3 144.7
4 6.43 (1H, d, 1.5) 110.9 C2;C5;C1"
5 153.3
6 77.5
6a 137.0
7 7.13 (1H, d, 7.8) 122.7 C6a; C6;C8
8 7.06 (1H, dd, 1.0 et 7.8) 127.8 C9; C11
9 137.1
10 8.17 (1H, s) 126.6 C9; C10a; C10a; C11
10a 108.9
10b 127.7
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11 2.38 (3H, s) 21.7 C6a;C7;C9;C10

12 1.61 (6H, m) 27.3 C6a; C6;C7; C13

13 1.61 (6H, m) 27.3 C6a; C6;C7;C12

1” 2.48 (2H,t,7.9) 35.8 C2;C3;C2";C3"

2" 1.59 (2H, m) 30.6 Cc3"; c4"; C5"

3” 1.31 (2H, m) 31.7 ca"

4” 1.31 (2H, m) 22.7 c3"

5" 0.88 (3H, t, 7.0) 14.2 c2";c3"; ca"
1-OH 5.35(1H, s) C5; C10a; C10b

Cependant, un signal sous la forme d’'un multiplet a 1.60 ppm a été retrouvé équivalent
a 8H et resté indifférencié dans la littérature. A 'aide de I'appareil de 500 MHz et de 'HSQC,
deux différents signaux ont pu étre distingués : un pic a 1.59 ppm équivalent aux deux protons
du C2” et un autre a 1.61 ppm de 6 protons pour les 3 protons équivalents du C12 et C13.

DIF-c.3.ser
DIF-c dans CDCI3 - Spectre RMN 1H-13C HSQC

F25.5
Service de RMN - BISCEm - Universite de Limoges

F26.0
r26.5
F27.0
F27.5
r28.0
r28.5

F29.0

f1 (ppm)

F29.5

r30.0
r30.5

r31.0

F31.5

r32.0

F32.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.640 1.635 1.630 1.625 1.620 1.615 1.610 1.605 1.600 1.595 1.590 1.585 1.580 1.575 1.570 1.565 1.560 1.555 1.550 1.545 1.540 1.535
f2 (ppm)

Figure 116 : Agrandissement du spectre RMN HSQC du CBN

Méme si la molécule analysée CBN semble plus pur que le d8-THC, quelques impuretés
(traces) ont été noté au sein des différents spectres RMN étudiés.
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Aprés avoir déterminer la structure spécifique a chacun de ces cannabinoides, leurs
spectres protons ont été comparés et superposés. Chacun des signaux a été identifié. Ces
molécules ne différent que par la présence d’un groupement acide ou de perte d’hydrogéne,
et des zones particuliéres sont ainsi observées. Ceci permettra de reconnaitre plus rapidement
les cannabinoides purifiés issus d’autres séparations et analysés par RMN sans avoir a
réaliser des analyses plus poussées telles que 'HSQC, 'HMBC ou la COSY.
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Le THCA posséde une fonction acide carboxylique sur le C2 a proximité du OH en C1.

Figure 117 : Superposition des spectres RMN 1H des molécules de THCA, d9-THC, d8-THC et CBN identifiées

Cela se traduit par un signal déblindé a 12.19 ppm correspondant a une liaison H
intramoléculaire entre la fonction alcool et le carbonyle de I'acide. Le signal du proton en C1”
est également plus déblindé (décalé vers la gauche) en raison de sa proximité avec le cycle
aromatique et la liaison acide.

Le d9-THC posséde un pic pour la présence d’un proton a 6.11 ppm sur le C2 en comparaison
au THCA qui admet une fonction acide carboxylique a cette position.

Le d8-THC admet un signal du H en C10 a 3.17 ppm alors que c’est celui du C10a a cette
méme position pour le d9-THC. Et le H du C8 est également a 5.4ppm contre 2.2ppm dans le
THC. On rappelle que le d8 et le d9-THC ne sont que des isoméres de position. En effet, la
double liaison se situe entre le C8 et le C9 pour le d8-THC et entre le C9 et C10 pour le d9-
THC.
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Le CBN quant a lui possede un deuxiéme cycle aromatique conjugué, ce qui réduit le nombre
de signaux par rapport aux autres. Ainsi les signaux du H en C4 et en C2 sont plus élevées
avec cette conjugaison (6.43 et 6.26 contre 6.25 et 6.08 ppm pour le d8-THC) ainsi que ceux
des protons du C7, C8 et C10 (= 7ppm).

Le pic du solvant pour le spectre du CBN semble plus faible (a 7.24 ppm). Son intensité n’'a
pas changé et seule la concentration analysée de CBN est plus importante que les trois autres
cannabinoides. Ceci traduit un spectre *H a une échelle différente en intensité de signaux.

Cette comparaison permet ainsi de connaitre l'origine des impuretés présentes dans nos
échantillons analysés de d8-THC et CBN. Il est important de noter une difficulté a I'obtention
des composeés purs et d’autres méthodes que la LC, la MPLC ou que les plaques préparatives
seraient & envisager (chromatographie semi-préparative ou CPC). Les impuretés dans le
spectre *H du D8-THC sont issues de la présence de traces de CBN car le pic du proton du
méthyle en C9 et du H en C8 et C7 caractéristiques du CBN sont retrouvés respectivement a
2.38, 7.06 et 7.13 ppm.

Méme si le CBN semble plus propre, de légéres traces de d8-THC sont retrouvés dans son
spectre H. Cette conclusion provient de I'observation des traces des signaux des protons du
C7 etdu C12 (a 2.12 et 1.35 ppm) présent uniquement dans le spectre du d8-THC.
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IV.2.4. Décarboxylations et réactions d’aromatisation oxydative

IV.2.4.1. Cinétique de décarboxylation

Des essais préliminaires ont été réalisés afin de déterminer la température de
décarboxylation des expériences. Les travaux de Moreno ont proposé des températures
adéquates aux environs de 140 et 160°C (Moreno et al., 2020).

Cette étude a été réalisée sur un temps de 0 a 120 min et des températures comprises entre
80 et 160°C. Les réactions ont été programmées pour aller au-dela de 120 min et plus
précisément jusqu’a 180 min de chauffage.

La réaction de décarboxylation induit par ce chauffage est présentée dans la figure 118 ci-
dessous.

‘ OH © OH O oH

O OH Décarboxylation ‘ Oxydation O

o — I e
THCA BN

A9-THC
Figure 118 : Réaction de formation du CBN a partir du THCA

Un suivi de 'avancement de la réaction a été réalisé par prélévement toutes les 30 min et
dépbt sur plaque CCM.
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Figure 119 : Suivi par CCM de réactions de décarboxylation et formations de CBN et THC a
100°C (a gauche) et 150°C (a droite) éluées dans C/A 70/30

Ce contrdle a permis de constater la disparition totale de la forme acide (THCA) aprés
un temps de réaction compris entre 60 et 90 min & 100°C. Pour une température de 150°C, le
temps de réaction a été réduit a 15 min. Pendant cette décarboxylation, le THC a été formé. Il
a aussi été observé une réaction d’oxydation du THC en CBN. Sur la plaque CCM, le
cannabinol est révélé en couleur rosé et avec un Rf plus faible que le THC. Plus la température
et le temps de chauffage ont été élevés et plus la tache observée et donc sa concentration
étaient intenses. D’autres composés minoritaires ont également été formés aprés 180 min de
réaction a 150°C (observation d’autres taches violacées et verdatres).
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Un changement de texture de la résine a été observé avant et aprés son passage a I'étuve.
La texture a l'origine résineuse/collante est devenue fluide et la coloration est passée de vert
foncé a marron ambré.

Figure 120 : Observation de résines avant (gauche) et aprés (droite) passage a I'étuve a 150°C

Apres ces premiéres observations, une quantification par LC-DAD pour les différentes
températures a été effectuée et les résultats obtenus ont été analysés. Des préléevements at
= 0, 15, 30, 60, 90, 120 et 180 min de décarboxylation pour chacune des températures
étudiées ont été réalisés. Le tableau de quantification (tableau 18) est présenté sous la forme
de graphique ou I'évolution de la concentration des quatre cannabinoides étudiés ont été
exprimés en fonction du temps pour chacune des températures. Les molécules de CBD, CBDA
et d8-THC n’ont pas pu étre quantifiées en raison de concentrations trop faibles pour étre
suivis (quelques soit les températures ou le temps de décarboxylation appliqués).
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Figure 121 : Graphiques des suivis de décarboxylation des résines exprimant la concentration en métabolites en
fonction du temps sur les différentes températures appliquées de 100 °C (rouge), 120 °C (vert), 140 °C (violet), 150 °C
(bleu) et 160 °C (noir).
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La concentration de CBGA est décroissante en fonction du temps en raison d’'une
décarboxylation en CBG avec la température. Le CBGA a été totalement transformé aprés 30
min pour des températures supérieures a 140°C. Beaucoup plus de temps a été nécessaire
pour obtenir ces résultats a 100 et 120°C.

La concentration en THCA a également été réduite rapidement jusqu’a certains seuils
suivants les températures. Plus la température est élevée et plus la décarboxylation en THC
est conséquente et rapide. Trois paliers différents ont été observés aprés 180 min de
décarboxylation : le premier a 324.1 yg THCA/mg d’extrait a 100°C, le deuxieme a 198.6 ug
THCA/mg d’extrait & 120, 140 et 150°C et un troisiéme inférieur a 75 yg THCA/mg d’extrait a
160°C.

Les courbes de concentrations en d9-THC se décomposent en deux parties
distinctes quelques soit les températures appliquées. Une partie croissante due a la formation
du THC par décarboxylation du THCA avec la température a été observée ainsi qu’une partie
décroissante due a 'oxydation du THC présent initialement et/ou formé en CBN.

L’augmentation de la température a impacté de maniére positive les pentes de ces deux
parties et le temps de transformation du THCA au CBN est également réduit. C’est pour ces
raisons qu’au temps de 15 min, 793 ug THCA/mg d’extrait & 140°C ont été retrouvés et
seulement 457 uyg THCA/mg d’extrait a 160°C.

Enfin, les concentrations en CBN ont évoluées proportionnellement a I'élévation de
température et de temps de chauffage. Une température de 100°C n’a affecté que trés
Iégerement cette concentration aprés 3 h (+ 5.5ug/mg). La température nécessaire a la
réaction d’oxydation du THC en CBN était donc supérieur a ce point. Au contraire, en
appliquant une température de 160°C, la formation a été plus conséquente sur une méme
durée (+274 mg).

Ces explications ont été vérifiées par le graphique suivant nous permettant d’observer la
constante de cinétique de cette réaction (k) a I'aide du modéle simplifié de Moreno et al., 2020.
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Figure 122 : Graphique de 'évolution de la constante de cinétique de la concentration en CBN au
cours de la décarboxylation en exprimant -In(Co/Ct) en fonction du temps

BN

Les trois paliers observés précédemment ont été retrouvé a travers cette
représentation graphique de la cinétique : le premier a 100°C, le second de 120 & 150°C et le
troisieme a 160°C. La température de 100 °C a admis la plus faible constante de formation du
CBN au cours du temps alors que la température de 160°C a obtenu la plus forte. La pente
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étudiée entre les différents points était la plus élevée entre 0 et 15 min, puis a été réduite
progressivement entre 15 et 30 min et a été stabilisée aprés 60 et 90 min.

La conclusion de cette expérience a donc été le choix d’'une température de décarboxylation
a 160°C pour la suite du travail afin de maximiser la concentration en CBN accessible sans
avoir le besoin de réaliser d’autres réactions ou manipulations.

IV.2.4.2. Réactions de décarboxylation oxydative (du THCA en CBN)

Pour obtenir du cannabinol, deux méthodes différentes ont été comparées :

la

décarboxylation oxydative sur une durée de 3 h a 160°C a I'étuve et 'hémi-synthése du THC
en CBN par l'utilisation de |, avec un prétraitement de 30 min a I'étuve a 160°C.
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Figure 123 : Schéma récapitulatif général des étapes de décarboxylations et séparations a partir d’'un
extrait de cannabis.

Pour la décarboxylation de la résine concentrée par chauffage a I'étuve pendant une
durée 3 h, des prélevements ont été réalisés afin de vérifier la formation de cannabinol et la

disparition totale de THCA ou THC.
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Figure 124 : CCM Suivi de la décarboxylation a 160 °C dans C/A 70/30

Le suivi de 'avancement de la réaction montre la transformation rapide de THCA et celle
progressive THC ainsi que I'apparition du CBN. Il a été observé la formation de plusieurs
autres composeés minoritaires. Une trainée s’étalant jusqu’au front de migration depuis le point
de dépbt a été constaté a t=180 min.

Une purification de 160 mg par chromatographie flash (MPLC) a ensuite été réalisée
et deux fractions D3-1 et 2 ont été obtenues. Cependant cette étape a été rallongée en
augmentant la polarité la phase mobile (avec MeOH) pour éluer la résine résiduelle dans la
colonne. Ainsi, 3 fractions supplémentaires notées D3-1"; 2’ et 3’ sont obtenues (tableau 15).
La CCM ci-dessous a permis de constater que la majorité du cannabinol est retrouvée dans la
premiére fraction de de 24.1 mg.
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Figure 125 : CCM récapitulative dans C/A 70/30 aprés obtention des fractions

D3-1 & D3-3’ par chromatographie flash

Les autres fractions contenaient des produits de dégradations qui pourront étre déterminés
dans les perspectives de cette étude.
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Une purification par CCM préparative (24.1 mg) nous a semblé plus efficace pour
séparer ces produits ayant des Rf proches. Une double élution a permis d’augmenter la
distance de migration et donc d’écarter des composés. Quatre fractions issues de la plaque
ont récupérées et déposées sur CCM (tableau 16).

Figure 126 : CCM des fractions issues de la séparation de D3-1 sur plaque préparative et
éluées dans C/A 70/30 (gauche) et photographies des fractions en solution (droite)

Le CBN a été coélué dans la fraction D3-1-D avec un autre cannabinoide de couleur bleu-vert
malgré I'utilisation de la plaque préparative et d’'une double élution. On peut supposer que ce
composé possede une structure proche du d8-THC ou d9-THC avec le Rf et une coloration
similaire.

La fraction D3-1-D de masse 13 mg a de nouveau été déposée sur une plague
préparative et le méme protocole a été appliqué. L’objectif a été d’obtenir un produit pur et
vérifier sa structure en RMN.

Figure 127 : CCM des fractions issues de la séparation de D3-1-D sur plaque préparative et éluées
dans 70/30 C/A (gauche) et photographies des fractions D3-1-D-c et D3-1-D-e en solution

Parmi les cing sous-fractions obtenues (tableau 17), seule la fraction « ¢ » avec une masse
de 5 mg contenait la tache spécifique du CBN.

En conclusion, pour une masse de résine concentrée de 160 mg, une faible quantité de
cannabinol (5 mg) a été obtenu.
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La deuxieme décarboxylation oxydative constituait en une réaction d’hémisynthése par
I, selon Pollastro. Le choix a été de se diriger vers une réaction avec un halogene afin de
tenter d’augmenter les rendements en cannabinol. (Pollastro et al., 2018)
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Figure 128 : Réaction d'hémisynthése du CBN a partir du THCA

Apres le prétraitement de 30 min a 160°C en étuve, la résine (215 mg) traitée a l'iode
dans du toluéne. Un suivi de la réaction sur plague CCM avec un prélévement toutes les 10
min a été réalisé.

Figure 129 : CCM du suivi de la réaction de décarboxylation oxydative avec 12 dans C/A 70/30

Au temps t0, a la sortie de 30 min a I'étuve, la totalité du THCA a été transformé en
THC et en CBN. La réaction a été réalisée pendant 110 minutes jusqu’a la disparition de la
tache de THC (brun-vert foncé sur cette plaque).

Quatre taches distinctes ont été observées : celle du CBN, celle du THC (d8 ou d9) mais
également deux autres taches de la méme coloration avec un Rf plus élevé. Elles pourraient
correspondre a des intermédiaires de la réaction de décarboxylation oxydative ou bien a des
composeés secondaires de dégradations non attendus. Le spot situé apres t= 110 min provenait
de la solution obtenue aprés les trois extractions liquide-liquide de lavages. Seulement deux
taches ont été conservées : celle du CBN et du THC. Les autres ont été éliminées lors des
lavages successifs.
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Une purification par MPLC sur 150 mg de mélange a été effectuée en une seule étape
avec une phase mobile de C/A (de 95/5 a 0/100). Quatre fractions ont été obtenues notées
DIF-1 a DIF-4 (tableau 13). La fraction DIF-3 (8.4 mg) étant pure a été analysée directement
en RMN. La structure du cannabinol a été ainsi validée.

-

Figure 130 : CCM des fractions issues de la séparation de DIF par
chromatographie flash et élué dans C/A 70/30

Les fractions DIF-1 et 2 ont été regroupées (67.4 mg) (notée DIF-12) puis purifiées par
CCM préparative (tableau 14). Le profil de migration a été présenté sur les photographies de
plaques ci-dessous. Le CBN est visible sous UV a 254 nm grace a la conjugaison entre ces
deux cycles aromatiques, contrairement au THC et THCA.

=
|

CBN

Figure 131 : Plaque préparative de DIF-12 aprés double élution 95/5 C/A et révélations sous UV a 254nm (gauche)
et a ’ANS (droite)
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Figure 132 : CCM des fractions issues de la séparation de DIF-12 sur plaque
préparative et éluées dans C/A 70/30 (gauche) et photographies des fractions en
solution (droite

Le CBN a été identifié dans la fraction DIF-112-c (38.5 mg) et sa structure confirmée par RMN.
La fraction DIF-l1>-d (8.0 mg) a été identifiée comme le d8-THC apres analyses RMN. La
fraction DIF-li2-e (2.5mg) est un mélange contenant du CBN, du d8-THC et d’autres
cannabinoides non déterminés.

Le rendement de 'hémisynthése par I, est de 43 % avec 46.9 mg de CBN obtenus contre une
masse théorique de 85.3 mg.

En conclusion de ce choix de décarboxylation (30 min prétraitement étuve + 110 min de
réaction avec diiode) a permis d’obtenir une masse finale de cannabinol d’'une pureté
supérieure a la technique utilisant seulement I'étuve (de 180 min). En effet, 46.5 mg ont été
récupéré par hémisynthése contre 5 mg par chauffage prolongé soit un rendement de
transformation de résine de 21.8% contre 3.1%.
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IV.2.5. Optimisation et études statistiques

IV.2.5.1. Désirabilité

Afin d’obtenir la désirabilité globale, il a été choisi une importance et une note a chacun
des parameétres suivant nos désirs. Une importance forte (note=3) a été appliqguée pour les
valeurs a maximiser de TPC et rendements massiques, ainsi que pour la valeur & minimiser
de TCC.

Une importance moyenne (note=2) a été choisie pour la TFC jugée secondaire par rapport aux
autres. Enfin, toutes les autres valeurs comme les écart-types ont été plus faiblement (note=1).
Ce choix était purement arbitraire et pourrait changer a tout moment, impactant évidemment
tous les résultats statistiques présentés.

Ces notes ont été traduites en un poids avant de réaliser le calcul de désirabilité pondérée
(tableau 28), de désirabilité globale et du classement par probabilité (tableau 29).
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Figure 133 : Comparaison des traitements expérimentaux d’aprés leurs désirabilités globales obtenus pour les
extraits de fleurs de THC

Les 24 extraits ont été ainsi classés sur le critére de la désirabilité globale et de leurs
probabilités. Les cinqg meilleures extractions ont été obtenus sur le critére des TPC, TFC, TCC,
pouvoir antioxydant et les rendements massiques.

La meilleure technique d’aprés ces critéres était ainsi PLE25 avec 64.9% de DG, suivi
par UAE-P+SE (15 min) a 63.9%, SE25 EtOH a 60.7%, 15 min UAE-B+SE a 59.3% et PLE50
a 59.0% de DG. L’effet de la pression (100bars) couplé a une température ambiante au sein
de l'appareil ASE Dionex semblait étre la meilleure solution.
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Les extractions qui ont admis 0% de désirabilité globale (SE25 H,O, SE50 HO,
Successive, Soxhlet et MAE75-15 min) n’ont pas été forcément inefficaces. Cela est di aux
paramétres qui ont été imposés (de maximiser ou minimiser) et avec leurs valeurs extrémes
(des minimums ou maximums), le calcul de leurs désirabilités a donné la valeur zéro et donc
le produit des désirabilités a également donné une valeur nulle.

L’'UAE-P+SE (15 min) présente une désirabilité globale équivalente a PLE & 25°C, cette
technique s’avére plus simple a transférer a I'échelle industrielle. Suivant les quantités a traiter
et la situation financiére de I'industrie, le choix s’orientera vers PLE (avec EtOH).

IV.2.5.2. Méthode TOPSIS

Tenant compte de ce résultat, un plan d’expérience a été proposé. L'UAE-P+SE a été
réalisé en réacteur double enveloppe, pour une durée comprise entre 60 et 120 min, un
traitement aux ultrasons entre 0 et 30 min, d’'une vitesse d’agitation entre 50 et 250 rpm
(agitation faible a forte) et d’'une température de milieu entre -30 et 30°C.

Tableau 42 : Matrice de 4 facteurs a 3 niveaux traduit avec nos parameétres a étudier

. Vitesse Temps Temps
Temperature (°C) agitation (rpm) | Ultrasons (min) extrag tion
(min)
TO1 0 250 0 60
T02 0 50 30 120
T03 -30 150 0 120
TO4 30 150 30 60
TO5 -30 50 15 60
TO6 30 250 15 120
TO7 -30 250 30 90
TO8 30 50 0 90
T09 0 150 15 90

La méthode TOPSIS de classement préliminaire a été utilisée avant de s’intéresser a
I'étude des effets principaux du DSD. L’ensemble des neuf extractions imposées par la matrice
du plan d’expérience (traitements TO1 a T09) a été réalisé et les données obtenues sont
présentées ci-dessous.

Celles-ci seront utilisées pour 'ensemble des analyses statistiques (méthode TOPSIS et
DSD).
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Tableau 43 : Résultats des neuf traitements expérimentaux réalisés en bioréacteur pour chacun des
réponses étudiées

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9
renens| ‘s | onSs” | “ouds’ | TEC00 | mpte | (oM | [ | (oo | o)
(%) DM) DM) DM)
TO1 22.44 51.47 3.13 54.75 6.38 630.75 47.56 0.69 0.04
T02 19.42 41.64 3.12 81.50 5.45 572.00 55.40 0.79 0.05
TO3 21.52 39.25 7.68 37.45 6.07 532.32 47.90 0.65 0.05
TO4 23.31 60.95 9.79 221.51 7.27 486.35 61.85 0.78 0.06
TO5 21.74 45.11 7.45 46.95 6.34 561.69 50.51 0.55 0.05
TO6 22.94 52.37 8.51 210.71 6.82 429.67 60.58 0.90 0.06
TO7 22.69 48.97 6.99 97.72 6.26 466.25 55.35 0.73 0.06
TO8 23.50 57.38 5.59 131.78 6.97 457.11 52.11 0.79 0.05
TO9 25.48 52.78 4.27 129.38 7.56 457.67 51.26 0.59 0.06

Il a été observé pour ces 9 traitements une variation des rendements massiques entre

19.4 et 25.5 %, des TPC entre 39.2 et 60.9 mg GAE/g DM, des TFC entre 3.1 et 9.8 mg QUE/g
DM, des TCC entre 37.5 et 221.5 mg/g DM, le test DPPH entre 5.5 et 7.6 mg TE/g DM.

De plus la quantification en cannabinoides a montré une présence majoritaire de forme
acide, THCA entre 42.9 et 63% (soit 429 a 630 mg/g MS) et une présence secondaire de THC
a hauteur de 4.7 2 6.1% (47 a 61 mg/g ms). Les autres cannabinoides sont présents en tres
faibles quantités ou a I'état de « traces ».

L’importance des réponses ont été de cinq niveaux différents (Trés faible, faible,
moyenne, forte et trés forte) avec leurs notes respectives (1, 3, 5, 7 et 9). Plus leurs
importances et donc leurs notes sont élevées et plus leurs poids ont un impact sur la valeur
de la réponse étudiée.

Les pondérations suivantes : le rendement massique d’extraction a le poids le plus important
(note = 9), suivi par les concentrations en THCA, THC et CBN (note = 7), puis la TCC (note =
5), puis la concentration en CBD et le pouvoir antioxydant (note = 3) et enfin le TPC et TFC
(note =1).

Cette pondération (coefficient) a été différencié des objectifs pour maximiser une valeur ou la
minimiser. Seul le TCC était & minimiser pour éviter de compliquer les étapes de purification.

Les valeurs S+, S- (a partir de V+, V-) et leurs scores respectifs ont été calculés avant
de déterminer les trois meilleurs scores obtenus parmi 'ensemble des traitements réalisés.
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Score
TO1 65.1%
TO2 63.8%
TO3 61.9%
TO4 36.7%
TO5 58.4%
TO6 40.9%
TO7 55.9%
TO8 48.8%
TO9 42.4%
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Figure 134 : Tableau et graphique des scores pour les données de traitements TO1 a TO9 pondérées

issus d’extractions de cannabis en bioréacteur

A l'aide de la méthode TOPSIS réalisée, les trois meilleurs traitements parmi les 9
étaient : TO1, TO2 et TO3 avec un score de 65.1, 63.8 et 61.9%, respectivement. TO1 a été
réalisé a 0°C, 60 min macération a 250 d’agitation ; T02 a 0°C, 30min US + 120min macération
a 50 d’agitation ; et enfin TO3 a -30°C, 120 min macération & 150 d’agitation.

En fonction de paramétres fixés, la température de 0°C s’avére un compromis pour extraire le

plus de composés d’intéréts tout en ayant un minimum de chlorophylles.

Le score le plus faible est obtenu pour T04 avec 37%. Avec 'augmentation de la température,
de l'agitation et du temps d’ultrasons et d’extraction, plus la TCC augmente dans I'extrait et
plus son score sera faible.

Dans le cas hypothétique ou aucune distinction particuliére entre les différentes
réponses aurait été appliqué (donc aucun poids), les scores obtenus seraient totalement

différents.

Score
TO1 54.2%
TO2 49.1%
TO3 67.1%
TO4 46.4%
TO5 66.4%
TO6 43.6%
TO7 60.3%
TO8 48.1%
TO9 43.7%

Figure 135 : Tableau et graphique des scores pour les données de traitements TO1 a TO9 non
pondérées issus d’extractions de cannabis en bioréacteur
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En appliquant la méme importance, les trois meilleurs traitements ont été T03, TO5 et
TO7 avec de score respectif de 67,1, 66.4 et 60.3%. Dans les 3 cas, I'extraction a été effectuée
a -30 °C. Cette température négative a un impact non négligeable sur les molécules extraites
et en particulier le THCA. Les rendements massiques de T03, 05 et 07 ont été influencé par
leurs faibles concentrations en cannabinoides. Ce qui explique la raison pour laquelle ces trois
traitements n’apparaissaient pas dans la premiére analyse TOPSIS avec pondérations.

Des échanges avec des ingénieurs spécialisés dans les extractions en industrie de
chez LGP (entreprise pharmaceutique australienne fournissant les fleurs) préconisaient
l'utilisation de -50 °C. A l'aide du bioréacteur double enveloppe et du réfrigérant disponible a
I'échelle du laboratoire, seule la température de -30 °C a pu étre atteinte.

La méthode TOPSIS permet de dégrossir les résultats obtenus sur les différents
traitements et une température proche de zéro ou négative soit le facteur le plus impactant
dans les réponses obtenues.

A la suite de toutes ces données obtenues et traitées, une synthése a pu étre réalisée.

Tableau 44 : Récapitulatif des objectifs, importances et des meilleurs et mauvais traitements pour
chacun des réponses du DSD sur I'extraction en bioréacteur (ND = Non déterminé)

. Meilleur Mauvais

Objectif | Importance traitement | traitement
Rendement massique (%) Max 5 TO9 T02
TPC (mg GAE/g DM) Max 1 TO4 TO3
TFC (mg QuE/g DM) Max 1 TO4 T02
TCC (mg /g DM) Min 3 TO3 TO4
Antioxydant (mg TE/ DM) Max 2 TO9 T02
[THCA] (ng/mg) Max 5 TO1 TO6
[THC] (ng/mg) Max 5 TO4 TO3
[CBN] (ng/mg) Max 5 TO6 TO5
[CBD] (ng/mg) Min 2 TO1 N.D.

Ce premier tableau a résumé les meilleurs et mauvais traitements aprés un simple
classement par fonction de répartitions. Il a permis de dégrossir les résultats et de constater
s’il y a déja des manipulations intéressants et identiques pour plusieurs réponses. T04 a été
placé en tant que meilleur traitement sur 3 des 9 réponses (TPC, TFC et [THC]). Néanmoins,
six autres réponses avec des traitements différents que T04 se sont aussi révélés comme
étant parmi les meilleurs solutions et donc comme des extractions efficaces. Ce qui démontre
qu’'un classement seul pas n’est suffisant, I'étude des effets principaux s’est avérée
nécessaire.
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IV.2.5.3. Plan d’expérience (DSD) et effets principaux

Les tracés d’effets principaux issus des neufs traitements ont été donc réalisés et

analysés pour chaque réponse.
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Figure 136 : Tracés des effets principaux du plan d’expérience exprimant les
rendements massiques en fonction des différents facteurs et niveaux

Ce tracé a permis de déduire le traitement opératoire optimal a 30 °C, 15 min UAE-P+
90 min SE et une agitation de 150 rpm pour la réponse de rendement massique.

La température a une influence positive sur le rendement massique. Les trois autres facteurs
(vitesse, temps et ultrasons) ont semblé avoir un optimum au niveau 0 de chacun des facteurs.
Autrement dit, un excés d’action mécanique et physique (agitation, ultrasons, temps de
contact) sur la matrice végétale induit une baisse du rendement (potentielle dégradation des

métabolites extraits).
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Figure 137 : Tracés des effets principaux du plan d’expérience exprimant TPC (a gauche) et TFC (a droite) en fonction des
différents facteurs et niveaux

Pour la TPC maximale, les conditions optimales déduites sont: 30 °C, 30 min UAE-P +
90 min macération a 150 rpm. La température et le temps d’extraction s’avérent étre les deux
facteurs les plus influents sur la TPC par rapport aux deux autres facteurs étudiés de ce DSD.
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Pour la TFC maximale, le traitement optimal est le suivant : 30 °C, 15 min UAE-P + 60
min SE pour une agitation de 150 rpm. Hormis le point de température a 0°C semblant étre
particulier, 'ensemble des différents niveaux des facteurs n’ont pas eu d’effets sur cette teneur.
Il a été estimé gu’une variation de 1 a 2 mg d’équivalents de quercétine n’est pas assez
conséquente.
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Figure 138 : Tracés des effets principaux du plan d’expérience
exprimant la TCC en fonction des différents facteurs

Pour la TCC, I'objectif étant de minimiser sa quantité, le traitement minimal a été le plus
intéressant avec comme parametres : -30 °C, 30 min UAE-P + 60 min SE pour une agitation
de 50 rpm. En dehors du temps d’extraction, chaque facteur étudié a un impact conséquent
sur l'obtention de la chlorophylle, que ce soit, la température, I'agitation ou ['utilisation
d’ultrasons. Une variation importante de la TCC est observée avec 'augmentation de la
température (+128 mg/g DM entre -30 et +30°C).
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Figure 139 : Tracés des effets principaux du plan d’expérience
exprimant le teneur antioxydant en fonction des différents facteurs
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Le traitement optimal déduit pour la teneur en antioxydant est 30 °C, 15 min UAE-P +
90 min SE a 150 rpm. Un effet légerement positif de la température a été constaté entre -30
et 30 °C. Néanmoins, la différence entre 'ensemble des moyennes de ces effets principaux
n’était que tres faible (inférieur a 1 mg TE/g DM). Tout comme les flavonoides totaux, cette
réponse n’a pas été la plus déterminante sur le choix du traitement final qui sera développé

par la suite.
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Figure 140 : Tracés des effets principaux du plan d’expérience exprimant les concentrations en THCA (en haut), en THC (en
bas a gauche) et en CBN (en bas a droite) en fonction des différents facteurs et niveaux

Le traitement optimal concernant la concentration en THCA est : 0 °C, 60 min SE a 50
rpm. La différence pour le facteur de la température entre O et -30 °C était observable d’'une
concentration de plus de 30 mg/g. Une température proche de zéro ou négative est donc
favorable a I'extraction d’'un maximum de cannabinoides sous forme acide. Ceci est valide si
chacun des autre parametres mécaniques (agitation, ultrasons ou de temps de contact avec
le solvant) sont minimisés minimalisés.

L’étude de la concentration en THC a permis d’obtenir des conditions optimales avec
30 °C, 30 min UAE-P + 120 min SE a 250 rpm. Il a été constaté une augmentation de sa
concentration avec celle des contraintes physiques (températures et temps d’ultrasons) dans
ce plan d’expérience. En comparaison a ces deux facteurs, la vitesse d’agitation et le temps
de contact avec le solvant ont peu d’influence sur la concentration en THC.
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Pour la concentration en CBN, le traitement optimal comme se situe a tous les niveaux
maximums des facteurs étudiés c’est a dire 30 °C, 30 min UAE-P + 120 min SE a 250 rpm.
Comme le CBN est la molécule de dégradation du THCA et THC, cette transformation
nécessite de I'énergie et des températures élevées (au-dela de 100°C). Ces conditions
« optimales » sont tout de méme a prendre avec un peu de recul car sur un extrait de résine
de 1000 mg, seulement 0.6 a 0.8 mg en CBN (a peine 0.1% de d’extraits) a été extrait.

La quantification de CBD se situe dans la limite de quantification de I'appareil n’as pas
permis d’analyser et d’interpréter les résultats d’effets principaux de maniére statistiquement
correcte. Ceci était di a la variété spécifique de la plante utilisée (riche en THC et trés faible
en CBD) lors de I'expérience.

Les conditions optimales obtenues a la suite des tracés d’effets principaux ont pu étre
compilés dans le tableau suivant.

Tableau 45 : Synthése des objectifs et traitements optimaux pour une réponse donnée d'apres les
tracés d'effets principaux

Obijectif | Température Vlf[este Ultrasons Temps

agitation extraction
Rendement massique (%) Max 30 150 15 90
TPC (mg GAE/g DM) Max 30 150 30 90
TFC (mg QuE/g DM) Max 30 150 15 60
TCC (mg /g DM) Min -30 50 0 60
Antioxydants (mg TE/ DM) Max 30 150 15 90
[THCA] (ng/mg) Max 0 50 0 60
[THC] (ug/mg) Max 30 250 30 120
[CBN] (pg/mg) Max 30 250 30 120

Seulement 9 des 81 traitements possibles ont été réalisés grace au DSD. Il a permis,
a l'aide des tracés, d’obtenir les valeurs optimales des quatre facteurs étudiés pour chaque
réponse. Ces paramétres optimaux peuvent correspondre a I'un des neufs traitements (de T01
a T09) par hasard ou bien a I'un des 72 autres non réalisés. Et dans ce cas-Ia, il faudra
reproduire les conditions optimisées afin de vérifier leurs valeurs et valider le plan
d’expérience.

Les formes acides des cannabinoides (THCA) devraient étre maximisées dans des conditions
a 0°C avec trés peu d’agitation, sans ultrasons et un temps minimal d’extraction (60 minutes).

Les formes neutres et de dégradation (THC et CBN) devraient étre favorisés par des
températures plus élevés, des dégradations mécaniques (agitation et temps d’ultrasons
élevés) en plus d’un temps de macération conséquent (120 minutes).

A Tissu de l'analyse de tous les tracés d’effets principaux, deux réponses ont été
choisies afin de vérifier le plan d’expérience. Deux nouveaux traitements ont ainsi été réalisés.
Le premier (noté TmaxtHc) @ été réalisé avec tous les parameétres au pas +1 (a 30°C, 30 min
UAE-P + 120 min SE & 250 rpm) et le second (noté Tmaxrd:) @avec la majorité des parameétres
au pas 0 (a 30°C, 15min UAE-P + 90 min SE a 150 d’'agitation). Le TmaxtHc @ permis d’obtenir
un maximum de THC (77.87 mg) par rapport au traitement TO4 du plan d’expérience avec la
plus haute concentration (61.85 mg). Quant au Tmaxrd:, C€ traitement a également fonctionné
et a obtenu un rendement massique plus élevé 25.95 % (contre 25.48 % avec T09). Les
prédictions dans la zone d’étude du plan d’expérience ont donc bien fonctionné.
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IV.2.6. Essais de formulations galéniques

Les essais de formulations ont tous suivi une méme logique de fabrication et de
contrble. Chaque contréle jugé non conforme peut permettre de connaitre les défauts de notre
formule & corriger.

Ainsi une étude compléte a été réalisée pour un essai de formulation (excipient seul), puis les
résultats et explications ont été simplifi€es pour I'autre essai présenté (placebo).

L’ensemble des formulations a été discuté a travers une synthése de tous les essais dans une
derniere partie.
IV.2.6.1. Excipient seul (PROSOLV® EASYtab)

Aprés tamisage de I'excipient PROSOLV®, il n'la pas été observé de formation
d’agglomérat dans le flacon et la compression a été effectuée, logiqguement,sans probléme du
fait des caractéristiques adaptées de cet excipient de compression directe.

Le PROSOLV®est en effet un excipient obtenu par co-procédé qui associe un diluant
(Cellulose microcristalline), un lubrifiant (fumarate de stéaryle de sodium), un désintégrant
(glycolate d'amidon sodique) et un agent d’écoulement (dioxyde de silicium colloidal).

- Formulation et essais

L'objectif fixé a été d’obtenir des comprimés d’'une masse de 100 mg de maniére
reproductible manuellement avant de démarrer la production en mode automatique. Les
résultats obtenus sont indiqués dans le tableau suivant.

Tableau 46 : Récapitulatif des essais de compression réalisés manuellement pour le réglage de la

machine
Force a la Réglage
: Masse Aspect Cps aprés | enfoncement
Essais rupture (kP .
Cps (mg) . rupture poingon
= daN) e
supérieur
1 88.9 6
2 97.7 6
3 98.2 6.5
4 99.2 7.2
5 98.6 8.2
6 99.1 8.5
7 98.3 19.6 fissuré et écrasé 9
7bis 97.6 19.4 fissuré et écrasé 9

Le premier essai est un réglage de masse de I'appareil (remplissage de I'espace entre
les deux poingons). Les essais suivants (2 a 7) ont été effectués en augmentant au fur et a
mesure la force appliquée afin d’augmenter la résistance du comprimé, ce qui réduit
implicitement sa taille et permet d’obtenir un aspect brillant (Figure 141).
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Figure 141 : Comprimés obtenus lors des essais de compression 1 a 7 pour le PROSOLV® seul

Apres 'obtention du comprimé 7, un test de résistance a la rupture a été réalisé au
durométre. Ce dernier a été validé par une valeur plutét haute (19.6 daN) sachant que
I'appareil posséde une échelle de 0 a 20 daN. De plus la fracture est unique et bien diamétrale.

Ceci a permis de valider les réglages de la compression et de lancer la production d'un lot de
100 comprimés pour réaliser les tests prescrits par la pharmacopée.

- Uniformité de masse

Vingt comprimés ont été prélevés et pesés pour le test d’'uniformité de masse imposé par la

pharmacopée.
Tableau 47 : Relevé des masses des 20 comprimés PROSOLV®
Comprimé Masse du Comprimé Masse du
n° comprimé (mg) n° comprimé (mg)
1 102.1 11 102.3
2 102.1 12 102.4
3 102.8 13 102.5
4 102.9 14 104.0
5 102.7 15 102.5
6 102.6 16 103.1
7 103.1 17 102.7
8 102.9 18 103.3
9 102.8 19 102.9
10 103.0 20 102.9
Moyenne 102.77
Ecart-type 0.44

D’aprés la pharmacopée européenne, I'écart limite devait étre de 7.5 % de la masse
moyenne pour un comprimé de masse entre 80 et 250 mg, soit de 7.7 mg pour une moyenne

de 102.77 mg.
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Les bornes ont été calculées a plus ou moins un écart limite et deux écart-limites par rapport
a la masse moyenne selon :

m moyenne_ EI < m moyenne < m moyenne+ EI SO|t 95.1 mg < m moyenne < 110.5 mg.
M moyenne — 2El < M moyenne < M moyenne + 2EI SOit 87.4 Mg < M moyenne < 118.2 mg.

En regardant 'ensemble des valeurs parmi les 20 obtenues, la plus faible valeur était 102.1mg
et la plus élevée 104.0 mg. Autrement dit toutes les masses de comprimés étaient comprises
dans le 1*" intervalle. Ainsi le lot de comprimés a été jugé conforme.

Apreés I'étude de masse selon la Pharmacopée, I'essai statistique a été réalisé a partir de la
masse théorique et de I'écart-limite théorique. La m neo était égale & 100 mg avec El mneo €gale
a 7.5%.

M theo — El mtheo < Miheo < M theot El mnso SOIt 92.5 Mg < M neo < 107.5 mg

L’intervalle expérimental de cet essai a été calculé a partir de la Mmoyenne, du coefficient de
o

Student (t=2.093) et de Sm = =

M moyenne— tSm = 102.56 mg et M moyenne + tSm = 102.98 mg
L’intervalle expérimental doit étre intégré dans l'intervalle théorique pour assurer la conformité
du lot.
M theo — El m théo < [m moyenne™— tSm ; M moyenne + tSm ]< M théo + El m théo
soit 92.5mg <[102.56 ; 102.98] < 107.5 mg.

Le lot de comprimés réalisé a donc été jugé conforme par rapport a I'essai statistique.

- Désagrégation
L’ensemble des comprimés s’est désagrégé de la méme fagon en 2 min. Cette valeur était

inférieure a la valeur arbitraire de 3 min de désagrégation fixée pour valider I'essai d’'un
comprimé sublingual.

Une faible proportion de particules, probablement de fines particules de cellulose, n’a pas été
dissoute dans I'eau a 37 °C (Figure 142)

Figure 142 : Etat de désagrégation des comprimés
PROSOLV® apres 2 min
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- Friabilité
Pour I'essai de friabilité, comme notre comprimé pesait moins de 650 mg, il a été nécessaire
de prendre un nombre de comprimés correspondant a une masse totale initiale d’environ 6.5

g. Aprés 4 min dans I'appareil de friabilité, la masse totale finale et la perte de masse ont été
calculées.

m; = 6.4645 g ms = 6.4644 g PM =0 %

La perte de masse était inférieure a 1%. Aucun éclat, aucune fissure ou cassures n’a été
observé. Le test s’est révélé conforme.

- Résistance a la rupture

Tableau 48 : Valeurs de résistance obtenues
en fonction des comprimés PROSOLV®

Force de rupture
(daN)

19.2
20
19.8
20
20
19.5
19.3

19.2 Figure 143 : Observation de la fracture
19.3 diamétrale sur un des comprimes
10 19 PROSOLV® dans le durométre

Moyenne : 19.53
Ecart-type : 0.39

Comprimé n°

H

((o} Nool BN N>l NO 2 | =N OV B\

Comme lors des essais préliminaires de compression manuelle, des valeurs entre 19
et 20 daN ont été obtenues a I'issue de la compression automatique avec une valeur moyenne
de 19.53 daN. Les fractures étaient nettes et diamétrales sur chaque comprimé. L'essai de
résistance est conforme.

Ces essais ont permis de comprendre le comportement du PROSOLV® en compression et
d’établir les réglages de la machine pour fabriquer des comprimés conformes aux objectifs
fixés.
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IV.2.6.2. Amélioration de la désagrégation, de la saveur et ajout de terpenes

CentreLab a souhaité ajouter dans la formule des terpénes (a I'état pur) tel que le
myrcéne que I'on retrouve également dans la composition chimique de la plante de Cannabis
sativa L. Ces terpénes ont pu étre détectés a I'aide des analyses réalisées par HS-SPME-GC-
MS.

Cette stratégie a été développée dans de nombreuses études qui évoquent un effet
d’entourage non négligeable, une synergie entre les terpénes et les cannabinoides qui
augmenterait la biodisponibilité de ces derniers lors de leur utilisation. (MacCallum and Russo,
2018; Russo, 2011).

De plus, le temps de désagrégation des essais précédents (2 min) a été jugé trop élevé pour
des comprimés sublinguaux, cette durée devait donc également étre réduite.

- Formulation et essais

Les essais sont réalisés avec les mémes réglages de la machine de compression que ceux
présentés dans la partie précédente.

Le mélange a été préparé dans les proportions suivantes : 97.44 % PROSOLV® + 0.50 %
primellose 0.06 %, aspartame et 2 % terpénes. Le primellose a le réle de désintégrant et
'aspartame d’édulcorant.

Un mélange de trois terpénes en ratio 1/1/1 sous leur forme liquide (myrcene, limonene et
pinéne), a été adsorbé sur de la silice colloidale (4g terpénes/1g silice) afin de les intégrer
dans le mélange (Figure 144). En raison de leur volatilité et des propriétés électrostatiques de
la silice, la masse réelle de terpénes incorporés était différente de la masse supposée. La
masse du mélange obtenu, a ajouter au mélange final de la formule, a donc été recalculée et
ajustée pour obtenir les 2% attendus.

_\... N i%- —

Figure 144 : Etat du mélange de terpénes + Aérosil 300
(silice colloidale) aprés adsorption

Aprés réglage du volume de la chambre de compression et de la force de compression,
guelgues comprimés ont été fabriqués manuellement avec une masse correcte (= 100 mg) et
une force de rupture de 8.2 a 8.6 daN. lls possedent toujours un aspect brillant et forment une
fracture nette diamétrale. Environ 90 comprimés ont ensuite été fabriqgués en automatique
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Figure 145 : Aspect des comprimés de PROSOLV®+ primellose +
aspartame+ terpenes aprés sortie de machine de compression

- Uniformité de masse

Vingt comprimés ont été utilisés et pesés pour le test d’'uniformité de masse.

Tableau 49 : Relevé des masses des 20 comprimés PROSOLV®+ Primellose + Aspartame+

Terpénes
Comprimé Masse du Comprimé Masse du
n° comprimé (mg) n° comprimé (mg)
1 101.8 11 101.1
2 102.1 12 101.7
3 101.3 13 101.5
4 101.2 14 102.1
5 101.5 15 102.0
6 102.3 16 101.8
7 101.3 17 101.9
8 101.9 18 101.5
9 101.5 19 101.2
10 101.2 20 100.7
Moyenne 101.58
Ecart-type 0.41

Les recommandations d’écart limites de la pharmacopée ont été appliquées :

m moyenne — EI < m exp < m moyenne + EI SOIt 939 < m exp < 1092 mg

Parmi les valeurs obtenues, la plus faible valeur était 100.7 mg et la plus haute 102.3 mg.
Toutes les masses de comprimés sont comprises dans le premier intervalle donc I'essai est
conforme.

Pour I'essai statistique, les intervalles sont les suivants :
M theo — El m théo < [m moyenne— tSm ; M moyenne + tSm ]< M theo + El m théo

Le lot de comprimés était donc conforme avec l'intervalle : 92.5 < [101.39 ; 101.77] < 107.5
mg.
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- Désagrégation

L’ensemble des comprimés s’est désagrégé en 13 secondes. L'essai de désagrégation a été
jugé conforme.

- Friabilité :
Aprés les 4 minutes de test dans I'appareil de friabilité, la perte de masse a été calculée.
m; = 6.5079 g m:= 6.5049 g PM=0.05 %

Aucun éclat, aucune fissure ou cassure n’a été observé et PM <1 % donc le test de friabilité
est conforme.

- Résistance a la rupture

Tableau 50 : Valeurs de résistance obtenues pour
les comprimés PROSOLV®+ primellose + aspartame+ terpénes

Valeur de
résistance (daN)

9.0
9.2
9.0
9.0
9.3
9.2
9.1

9.4 Figure 146 : Observation de la
9.3 fracture diamétrale sur un des
9.4 comprimés PROSOLV®+
Moyenne : 9.19 Primellose + Aspartame+
Ecart-type : 0.16 Terpénes dans le durométre

Comprimé n°

Blo|o|~|o|oa|s|w|rn]-

Une valeur moyenne de 9.19 daN a été obtenue. Méme si la résistance a diminué de
19.5 &4 9.2 daN, cette derniére restait toujours assez élevée et ceci a été validé par le test de
friabilité jugé conforme.
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IV.2.6.3. Récapitulatif de I'ensemble des essais de mise au point des comprimés
sublinguaux

Afin de mieux comparer I'ensemble des données, tous les essais de formulation a partir du
PROSOLYV ont été compilés dans le tableau suivant :

Tableau 51 : Comparaison de I'ensemble des comprimés sublinguaux réalisés

Moyenne Temps Force de compression
Moyenne des . . . L. Perte de . .
masses (mg) résistance désagrégation masse (%) (Réglage appareil, sans
rupture (daN) (s) unité)
Cps PROSOLV 102.77 £ 0.44 19.53 £ 0.39 120 0.01 9
CpsPROSOLV+ 101 114032 | 16.520.32 65 0.03 8.7
Primellose
Cps PROSOLV +
primellose + 104.66 £ 0.4 16.75+£0.37 58 0.06 8.7
aspartame
Cps PROSOLV +
primellose + | 153 334 043 | 12.0440.41 22 0.26 8.7
aspartame +
myrcene
Cps PROSOLYV +
primellose + 1141 cg 4041 | 9.19+0.16 13 0.05 8.3
aspartame +
terpéne mix
Cps CBD +
+ +
PROSOLY 100.48 £ 0.45 16.72 £ 0.34 120 0.04 9

Tous les lots de comprimés réalisés sont conformes

aux spécifications de la

pharmacopée européenne.

Les variations de masse et de résistance a la rupture étaient plutét faibles, ce qui a permis
d’admettre une certaine régularité des étapes de préparation et compression sur ces lots de
100 comprimés, ainsi que d’envisager de produire a plus grande échelle.

Dans ce cas précis particulier du mélange d’excipient étudié, il semblerait que la force
de compression ait un impact sur la résistance a la rupture et la désagrégation, sans pour
autant toucher a la friabilité du comprimé. En effet, il a été constaté que la diminution de
compression de 8.7 a 8.3 (entre le mélange avec le myrcéne et celui avec les terpénes) a
induit une diminution de la résistance a la rupture de 12 a 9.2 daN et d’'un temps de 22 a 13s
de désagrégation. Et ceci a été remarqué tout en ayant une uniformité de masse proche et
une friabilité inférieure & 0.3% dans les deux cas.

L’objectif fixé de fabriquer des comprimés sublinguaux de 100 mg a partir de I'excipient
de compression directe (PROSOLV® Easytab) et de 5% de CBD a également été atteint.

Les essais sur I'excipient seul ont permis d’une part de vérifier les propriétés du PROSOLV®,
de valider la conformité des comprimés d’excipient seul, et d’autre part de préparer la zone de
réglage de la machine de compression pour fabriquer les comprimés avec le principe actif.
Ensuite, des évolutions nécessaires de la formule ont été réalisées au fur et a mesure de cette
étude.
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En effet, un temps de désagrégation un peu trop long, un aspect argileux/granuleux en bouche
et un goQt neutre sont des points a améliorer sur ce comprimé a base de PROSOLV®. Le
choix a été d’'ajouter un édulcorant (aspartame), un désintégrant (primellose) et un mélange
de terpénes adsorbés sur de la silice colloidale pour se rapprocher de la composition
terpénique d’'un extrait de cannabis. L’édulcorant avait pour but de dissimuler ou d’adoucir le
golt prononcé du myrcene et le désintégrant (en faible quantité) de baisser le temps de
désagrégation du comprimé.
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Conclusion générale et
perspectives






Conclusion

L’ensemble des travaux réalisés pour ce projet de thése a été axé sur la valorisation
des métabolites de plantes (Humulus lupulus L. et Cannabis sativa L.) a des fins
thérapeutiques. A l'origine, les recherches étaient prévues uniquement sur les fleurs de
cannabis sativa L. a travers une collaboration entre le laboratoire LABCIS (Université de
Limoges) et Centre Lab (Guéret). Ce projet était directement lié a I'expérimentation du
cannabis thérapeutique en France, sous le contréle de TANSM.

Les délais d’obtention des multiples autorisations réglementaires afin de faire parvenir les
fleurs depuis le partenaire australien (LGP) jusqu’en France (a Limoges) ont retardé les
recherches sur le cannabis. Ce temps d’attente a été mis a profit en utilisant une plante modéle
de la famille des Cannabacées afin de préparer les expériences. Ainsi, le projet de thése a
évolué en deux parties avec une étude de plante modéle (Humulus lupulus L.) puis des fleurs
de cannabis.

La premiere partie réalisée sur les cones de houblon a permis de développer et
d’optimiser les protocoles d’extraction , les dosages colorimétriques, la quantification des
métabolites et la déréplication.

L’ensemble des techniques extractives utilisées ont été réalisées avec un ensemble des
méthodes conventionnelles et alternatives pouvant étre appliquées au cannabis tout en ayant
des possibilités de passer a I'échelle pilote puis industrielle.

Les techniques étudiées ont été de la macération classique sous agitation (SE)
jusqu’aux extractions assistées sous pression (PLE) ou micro-ondes (MAE), en passant par
les ultrasons (UAE). Le solvant (éthanol) a été choisi de maniére a se diriger au maximum vers
les principes de I'éco extraction tout en proposant des rendements convenables. Des essais
de mélange hydroéthanolique ont également été réalisés. Les rendements d’extraction
dépendants de la technique utilisée étaient compris entre 8.7% (SE 25°C) et 31.7% (PLE 75°C
(30% H20)).

En utilisant I'optimisation des extractions a 'aide de la notion de désirabilité, les résultats ont
été comparés les uns par rapport aux autres, afin de déterminer les procédures les plus
prometteuses. La PLE a 75°C avec EtOH a démontré la désirabilité globale la plus élevée
(77.4%). D'un point de vue industriel, il serait recommandé de choisir UAE-B+SE (dy = 64.5%)
comme possibilité rapide de mise a I'échelle a des niveaux industriels.

Les études de teneur en polyphénols (TPC) ont permis de définir la PLE comme étant la
technique la plus efficace avec 75.5 mg GAE/g DM pour PLE125°C. La teneur totale en
flavonoides (TFC) a suivi des tendances similaires avec 24.9 mg QuE/g DM pour PLE125°C.
Concernant ces métabolites, 'augmentation de température, de pression ou [l'utilisation
d’ultrasons a un impact positif sur leurs teneurs. L’ajout d’un pourcentage d’eau a démontré
un effet négatif.

L'extraction des pigments photosynthétiques a été facilitée par les dégradations physiques des
parois végétales (tout comme les polyphénols et flavonoides) permettant d’obtenir 13,5 mg/g
MS en utilisant PLE & 125°C avec de I'éthanol.

La quantification a été réalisée a l'aide d'une méthode d'étalonnage externe avec des
composeés standards (0,05 & 1 mg/mL). L'humulone est le principal composant extrait par
toutes les méthodes d'extraction utilisées (a I'exception de la triphasique-SE). Des teneurs
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élevées en humulone, cohumulone et xanthohumol ont été obtenues avec I'UAE-P+SE, tandis
que la triphasique-SE et la MAE ont augmenté la teneur en lupulone. Les techniques
appropriées peuvent étre choisies en fonction des molécules souhaitées.

Les réseaux moléculaires traités et générés a I'aide de Mzmine et MetGem ont détecté
327 ions parents (et leurs ions fils spécifiques) avec l'annotation d'environ 20 molécules
spécifiques du houblon en mode négatif (par exemple, a- et B-acides).

Cette étude sur le houblon a mis en évidence la facilité avec laquelle ces procédés
d’extraction et d’analyse peuvent étre appliqués a d'autres especes végétales. Ainsi, dans une
seconde partie, les travaux se sont dirigés sur les fleurs de cannabis.

Quel que soit le type d’extraction réalisée (SE, MAE, UAE, PLE, Soxhlet), les rendements
massiques d’extraction sont compris entre 20 et 28%. Seule I'extraction successive utilisant
des solvants ne répondant pas aux critéres d’utiliser des solvants verts conduit a un rendement
de 34%.

Les mémes protocoles de dosages colorimétriques des cones de houblons ont été
appliqués aux fleurs de cannabis. Des conclusions différentes ont été obtenues concernant
les polyphénoils et les flavonoides. En effet la meilleure technique fournissant la TPC la plus
élevée est PLE25°C avec 108.2 mg GAE/g DM et la macération successive SE avec 24.3 mg
QUuE/g DM pour la TFC.

Sur le cannabis (variété THC dominant), l'augmentation de la température diminue les teneurs
extraites en polyphénols ou flavonoides (effet négatif). Par rapport a la TCC, 'augmentation
de température ou de pression affectent positivement les valeurs, avec la meilleure teneur a
457.0 mg/g DM pour le Soxhlet suivis de prés par PLE125°C & 451.6 mg/g DM.

Les analyses en GC-MS ont permis d’identifier les molécules volatiles comme les
terpénes. Ces derniers, tout comme les cannabinoides, sont dépendant de la variété de fleurs
mais également de I'environnement de la plante et de ses conditions de culture. Le myrcéne,
le caryophylléne, ’humuléne et le limonéne sont les quatre molécules volatiles majoritaires au
sein des deux lots de fleurs étudiées (THC et CBD dominants).

Les analyses de quantifications par LC-DAD ont démontré que les teneurs déterminées
(jusqu’a 40.3mg de CBGA, 76.9 mg de THC et 888.7 mg de THCA pour UAE-B +SE) sont
dépendantes de la variété de fleurs utilisée, des méthodes extractives et des traitements
thermiques (décarboxylation a I'étuve appliquée ou non lors de notre protocole). Les étapes
d’extraction et de purification peuvent étre orientées suivant le pull de molécules désirées. Les
résultats de quantifications ont tout de méme révélé une proportion de 80 a 95 % de
concentrations THCA +THC en termes de cannabinoides au sein des extraits.

Les résines brutes ont été soumises a des étapes de décarboxylation soit thermique
(par étuve) soit chimique (par utilisation d’iode). La premiére a permis d’obtenir 3.1% de CBN
et la seconde 21.8% par rapport a la résine initiale. Les suivis par CCM et analyses RMN ont
permis de prouver la décarboxylation oxydative du THCA en THC puis CBN. La formation de
cannabinoides secondaires tels que le d8-THC a également été observeée.

Les molécules isolées aprés séparations et purifications sur colonne de silice, MPLC
et CCM préparatives, ont été analysées par RMN H, *C, HSQC, HMBC). Les structures de
THCA, d9-THC, d8-THC et CBN ont ainsi pu étre déterminées. De plus, une superposition des
spectres protons a été réalisée. Elle a permis d’'une part de comparer et reconnaitre plus

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 220
Licence CC BY-NC-ND 3.0



rapidement un cannabinoide pur parmi ces quatre molécules mais également de déduire les
impuretés dans les spectres grace a leurs signaux caractéristiques.

Ce travail a permis d’appréhender et de maitriser les logiciels MZmine, MetGem,
GNPS, SIRIUS et Cytoscape qui sont des outils utilisés pour générer les réseaux moléculaires.
L’analyse comparative a été réalisée sur cing extraits différents : SE50 ; UAE-P+SE ; Triphasic
SE ; PLE50 et MAES0-5. Le nombre total d’ions détectés a été de 254 et plus d’une trentaine
de molécules ont pu étre annotées avec notamment des cannabinoides, des sesquiterpenes,
des acides aminés et peptides et des alcaloides.

Leurs temps de rétentions, leurs rapports m/z en mode positif, leurs formules chimiques et
leurs fragmentations ont été ainsi répertoriés. La présence d’acides gras a aussi été détectée
par I'analyse des données sous SIRIUS mais sans pouvoir proposer de structures spécifiques
a ces derniers. Les cannabinoides majoritaires et plutdt connus de la littérature sont retrouvés
tels que le THC, le THCA, le CBG ou le CBGA.

D’autres jugés minoritaires sont également annotés tels que le THCV, THCH ou le 6,7-Epoxy-
CBG et le 6,7-Epoxy-CBGA.

L’appui d’outils statistiques comme la méthode TOPSIS a permis de trier un jeu de
données et de définir un top 3 des meilleurs traitements réalisés. Un plan d’expérience et le
tracé des effets principaux des réponses ont également été réalisés afin de conclure sur un
ou des traitements optimaux tout en réalisant un minimum d’essais en laboratoire.

Parmi les quatre facteurs étudiés (la température, les ultrasons, la vitesse d’agitation de la
pale et le temps d’extraction), le facteur le plus impactant sur les résultats s’avere étre la
température.

Si le souhait est d’'augmenter le rendement massique et les TPC, les paramétres seraient
réglés sur les niveaux +1. Cette augmentation est limitée par une utilisation excessive
d’ultrasons, une extraction trop longue avec une vitesse d’agitation trop élevée. Suivant les
niveaux de facteurs utilisés pour I'extraction, 'obtention de formes acides ou de formes neutres
peut étre orientée.

Deux traitements « optimaux » pour maximiser la concentration en THC et le rendement
massique ont été déterminés a la suite du DSD. Ces traitements ont été réalisés et leurs
résultats optimaux, supérieurs aux traitements effectués au départ, ont permis de valider le
plan d’expérience.

Enfin, des comprimés sublinguaux de 6 mm de diamétre et dosés a 5 mg de CBD ont
été fabriqués. Le premier lot de comprimés a été réalisé avec un excipient de compression
directe déja optimisé (PROSOLV® Easytab). Les comprimés possédaient un temps de
désagrégation considéré comme trop long (= 2min) par rapport a I'objectif fixé. D’autre part il
a été décideé d’intégrer des terpénes et un édulcorant pour masquer leur amertume. La formule
a été modifiée progressivement pour répondre a tous ces critéres, tout en maintenant la
conformité des tests pharmacotechniques. La formule finale obtenue est la suivante : 97.44%
PROSOLYV ; 0.50 % primellose ; 0.06 % aspartame ; 2.00 % terpenes adsorbés sur de la silice
colloidale.
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En conclusion, la majorité des objectifs initiaux de la thése ont donc été atteints. De
nombreuses extractions ont permis d’obtenir des résines brutes analysées par dosages
colorimétriques et quantifiées par LC-MS/MS. Le profil des molécules volatiles de la plante a
été établi par GC-MS. Les phytocannabinoides majoritaires et minoritaires ont pu étre annotés
par réseaux moléculaires. Des séparations et purifications de résines brutes ou décarboxylées
ont conduit a I'obtention de THCA, d9-THC, d8-THC et CBN dont la structure a été vérifiée par
RMN 1D et 2D. Et une étude de formulation de comprimés sublinguaux permettant d’intégrer
du CBD (ou un autre cannabinoide) a été réalisée.
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Perspectives

De nombreuses possibilités sont apparues a la suite de I'ensemble des travaux
réalisés. Chacune des parties développées peut étre approfondie et quelques unes d’entre
elles sont développées ci-dessous.

La séparation des cannabinoides a été effectuée en plusieurs étapes et leur ordre pourrait étre
modifié afin d’étre plus efficace. Le schéma suivant serait a traiter si I'objectif est de travailler
sur la résine de cannabis sans traitement (décarboxylation) : un fractionnement en phase
inverse (C18) permettrait de séparer les cannabinoides des autres constituants, suivie d’'une
séparation en phase normale, enfin une troisieme étape par chromatographie liquide semi-
préparative ou bien CCM préparative.

L’étude de décarboxylation a été réalisée a 160°C avec comme objectif de transformer
totalement le THCA en THC et de forcer I'oxydation afin d’obtenir un maximum de CBN.
Néanmoins, il serait intéressant d’optimiser la réaction d’hémisynthése avec le diiode mais
avec un prétraitement & 140 °C au lieu de 160 °C, ce qui éviterait I'obtention des composés
indésirables par un chauffage excessif et un meilleur rendement pourrait étre obtenu. A
l'inverse, il serait intéressant de purifier et caractériser en RMN les molécules « indésirables »
formées a une température = 160°C.

Les analyses LC-MS/MS sur le cannabis n’ont été réalisées et traitées qu’en mode
positif. Le mode négatif permettrait de compléter la banque de données qui a été créée sur
cette fleur ainsi que les données issues de SIRIUS et GNPS. D’autres cannabinoides
pourraient étre identifiés en mode négatif ce qui aiderait a I'élucidation et I'annotation des
réseaux moléculaires.

Les analyses par GC-MS/MS devraient étre reprogrammées avec un étalon interne
différents des molécules déja déterminées afin de réaliser une analyse quantitative des lots
de fleurs « CBD dominant » et « THC dominant ».

Les comprimés sublinguaux devront étre analysés par HPLC-UV afin de vérifier leur
conformité par rapport a la dose en principe actif (CBD) exacte d’'un comprimé. Des méthodes
de pré-validation analytique ont déja été mises en place sur les résines et serviront avec
guelques modifications a ces études.

De plus, la formulation proposée pourrait encore évoluer sur plusieurs points. Sile PROSOLV®
est conservé comme excipient principal, il serait nécessaire de changer I'édulcorant afin de
retarder la perception du pouvoir sucrant et adoucir le goQt particulier du mélange de terpénes
qui est percu de maniére progressive. Le PROSOLV®, diluant principal, pourrait également
étre substitué par d’autres excipients destinés a la compression directe tels que le mannitol et
le lactose.

L’étape la plus importante serait le transfert de la technique couplant prétraitement
d’'ultrasons a une macération sous agitation a une échelle pilote et de réaliser un plan
d’expérience sur ce nouveau montage. Le choix des températures a appliquer sera fait en
fonction des molécules souhaitées, a savoir si I'on souhaite obtenir des extraits « full
spectrum » non dénaturés ou bien des extraits enrichis avec des cannabinoides précis (par
exemple du THC ou du CBN).
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Annexe 3. Composés annotés des extraits de houblons selon les banque de données de GNPS et MS-DIAL, leurs temps de rétention
(Rt), leurs ions moléculaires (m/z (-)), leurs courants d'ion total (TIC), leurs scores (Score) et les fragments d'ions des molécules.

R

m/z (-)

Formule

Ecart

Index (min) MI'ES?I\I/I-S chimique Nom mgsese TIC Score Fragments

211 | 2.182 | 179.061 | CeH120s Glucose 0.0616 | 2.20E+04 | 85 |113.0242, 95.0148, 89.0242, 71.0138, 59.0141, 43.0188

1548 | 13.050 | 187.102 | CoH1604 Acide azélaique 0.1028 | 1.10E+04 | 78 |169.0873, 125.0965, 123.0818, 97.0650, 69.0336, 57.0343, 41.0032

2677 |20.924 | 263.128 | CisH2004 Acide hulupinique 0.1465| 2.10E+04 | 87 |235.1407, 194.0568, 193.0508, 151.0035, 125.9957, 123.0080, 70.0069

2180 | 18.062 | 329.231 NA Acide gras (18:1+30) |0.2292 | 1.20E+04 | 57 |311.2208, 229.1448, 211.1325, 171.1018, 139.1113, 99.0799

3463 | 24.190 | 339.12 | C20H200s 8-prenylnaringenine | 0.1191 | 3.40E+04 | 68 |245.0798, 219.0641, 175.0748, 133.0644, 119.0492, 93.0349

192 | 2.114 | 341.109 | C12H22011 Sucrose 0.1057 | 2.40E+04 | 76 |179.0567,161.0387, 119.0345, 89.0244, 59.0139

4798 | 32.021 | 347.181 | C20H280s Cohumulone 0.1812 | 3.40E+05| 87 |329.1735, 278.1134, 263.0902, 235.0603, 207.0655, 193.0492

3778 |26.531 | 353.135 | C21H220s5 Xanthohumol 0.1343| 2.60E+05| 81 |338.1124, 295.0589, 233.0808, 218.0574, 133.0657, 119.0498, 98.0012

2410 | 19.497 | 353.145 | CatH220s Isoxanthohumol 0.1337 | 2.70E+04| 71 22208328 295.0608, 233.0806, 232.2548, 218.0569, 189.0893, 133.0657, 119.0499,
162 | 2.0605| 359.115 | Ci16H2409 Jugﬂigigildﬁ 8- 0.1153 | 1.10E+04 | 76 |313.1099, 179.0546, 161.0458, 159.0279, 119.0351, 89.0244, 71.0138, 59.0141
5166 | 33.311 | 361.196 | C21H300s Humulone 0.1957 | 5.50E+05| 92 |361.1977, 343.1879, 292.1288, 249.0758, 224.0679, 221.0803

5824 | 36.064 | 399.245 | Co25H3604 Colupulone 0.2457 | 4.10E+05| 94 |330.1801, 287.1256, 275.1267, 262.118, 219.0647, 194.0570

1342 | 11.658 | 403.116 NA Sweroside (M+FA-H) | 0.117 | 3.00E+04| 90 |357.1168, 195.0660, 194.4701, 151.0777

4537 | 30.510 | 407.176 | C2sH280s | 6-8-diprenylnaringenine | 0.1768 | 1.30E+04 | 68 |407.1804, 311.1635, 287.1264, 119.0499

6037 | 37.036 | 413.26 | C26H3zs0a4 Lupulone 0.2599 | 3.50E+05| 85 |344.1964, 301.1415, 289.1427, 233.0803

5738 |31.738 | 415.239 | CasH360s | Hydroxytricyclocolupone | 0.2387 | 2.00E+05| 85 |301.2144,276.1347, 275.1269, 261.1115, 233.0804, 208.0728

5969 | 36.661 | 429.254 | Ca26Hs3sOs | Hydroxytricyclolupone |0.2542|1.70E+05| 82 |427.8955, 315.2294, 290.1496, 289.1417, 275.1265, 247.0955, 222.0872, 166.0263
1406 | 12.002 | 447.082 | C21H20011 Astragaline 0.0822 | 6.70E+04 | 88 |285.0390, 284.0312, 255.0289, 227.0352

1254 | 11.085 | 463.077 | C21H20012 Isoquercetine 0.0768 | 8.50E+04 | 90 |301.0334, 300.0256, 271.0232, 255.0280, 151.0019

Valentin Pichon | Thése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0

249




Annexe 4. Récapitulatif de I'ensemble des molécules annotées des extraits de cannabis a partir de GNPS en fonction de leurs temps
de rétention, leurs m/z, leurs adduits, leurs formules et noms, leurs scores et leurs fragments produits

R miz (+)
Index (mitn) (ESI-  Adduits Formule Nom MQScore Fragments
MS/MS)
69.0689 ; 81.0685 ; 81.0711 ; 91.0545 ; 93.0689 ; 107.081 ; 107.086 ; 109.101 ; 123.043 ; 135.113 ; 135.117 ; 153.091
80 |18.7849| 287.199 | M+H |CioH2602 | THCV ND 165.09 : 179.105 ; 189.087 ; 189.094 ; 193.119 ; 203.104 : 203.108 ; 203.112 : 205.118 ; 205.122 : 205.126 ; 207.135 :
207.139 : 219.135 ; 231.127 : 231.133 ; 231.14 : 287.2 ; 287.205
109.101 ; 123.117 ; 151.035 ; 163.038 ; 177.049 ; 177.054 ;: 191.069 ; 191.075 ; 203.063 ; 203.068 ; 205.077 ; 205.082 ;
133 |24.1093|303.1576 | M+H | CieHz2204 | THCA-CL | ND | 55 a8 505092  217.078 + 217.084 : 229.071 + 229.083 + 229.092 : 243.099 : 243.107 : 285.146 : 285.167
71.0849 : 143.085 ; 157.101 ; 169.096 ; 180.092 ; 190.079 : 194.108 ; 195.115 : 199.109 ; 205.099 : 208.087 ; 209.096 :
134 |24.4853|311.1989| M+H | C21H2602 CBN 0.758 |209.131;213.089 ; 219.119 ; 222.102 : 223.11 ; 225.088 : 237.126 ; 241.121 : 265.195 ; 269.188 ; 275.177 ; 275.181 ;
278.164 ; 293.188 : 311.198
43.0539 ; 67.0531 ; 69.0689 ; 77.0372 ; 79.0532 ; 81.069 ; 91.0532 ; 93.0683 ; 107.084 ; 109.099 ; 111.042 ; 123.042 ;
203 |26.8667 315.2291| M+H | Ca1H3002 0.914 |123.115;135.115; 137.058 ; 151.075 ; 165.088 ; 177.124 : 181.12 ; 193.119 ; 207.135 ; 217.12 ; 221.151 ; 231.135 ;
THC 233.15 : 235.166 ; 245.147 ; 245.152 ; 247.166 ; 259.165 ; 273.182 ; 297.22 ; 315.227
41.0379 ; 43.0537 ; 67.0533 ; 69.0691 ; 77.0374 ; 79.0529 ; 91.0529 ; 93.0685 ; 107.084 ; 109.1 ; 123.042 ; 123.116 ;
188 |26.7442|315.2291| M+H | C21H3002 0.914 |123.119;135.115; 151.074 ; 165.089 ; 177.125 ; 181.12 : 193.12 ; 221.152 ; 231.137 ; 233.152 : 245.148 ; 245.152 :
247.167 : 259.167 ; 297.216 : 315.228
67.0535 : 69.0686 ; 79.053 ; 81.0687 ; 95.0481 ; 95.0831 ; 95.0872 ; 109.063 ; 123.043 ; 137.059 ; 193.102 ; 193.121 ;
105 |20.1295|317.2457| M+H | C21H3202 CBG 0.918 | 07 133 1 507.137 | 233.152
69.0687 : 93.0672 ; 93.0712 ; 98.9827 ; 109.099 ; 109.102 ; 123.115 ; 135.115 ; 137.059 ; 165.088 ; 165.092 ; 179.069 :
191.069 ; 191.09 ; 205.073 ; 205.081 ; 205.087 ; 205.092 : 205.102 ; 217.078 ; 217.082 ; 217.086 : 219.095 ; 219.099 :
217 1296486 331.1886 | M+H | CaoHz604 | THCVA ND 229.077 : 229.084 ; 231.101 : 233.098 ; 233.114 ; 233.133 ; 245.11 : 245.114 ; 245.125 ; 245.185 ; 245.191 ; 257.097 ;
257.116 : 257.129 ; 271.107 : 271.116 ; 271.13 : 271.142 ; 285.181 ; 312.197 ; 313.177 ; 313.204 : 331.181 ; 331.186
6,7- epox 95.0837 : 123.034 ; 123.037 ; 123.04 ; 123.045 ;: 123.117 ; 135.115 ; 137.059 ; 193.103 ; 193.121 ; 193.135 ; 231.133 ;
132 123.8919/33322403| M+H | Ca1H320s -CBpG d ND 231.138 ; 259.157 : 259.162 : 259.166 ; 259.171
" 67.0532 : 81.0691 ; 93.0687 ; 109.1 ; 123.115 ; 135.115 ; 149.058 ; 161.059 ; 175.075 ; 177.09 ; 189.088 : 201.087 ;
254 |35.6372|341.2087 | | ... | Co2Hs00s ND 201.093 : 207.1; 219.1; 233.115 ; 243.1 : 245.115 ; 247.131 ; 257.116 ; 259.131 ; 261.146 : 271.13 : 273.145 ; 273.149 ;
THCA (M- 285.146 : 299.158 ; 299.163 : 341.208
265 | 358036 | 3412089 | M- CaotacOs | H20) ND 67.0534 : 107.085 ; 109.1 ; 135.115 ; 201.085 ; 207.098 ; 207.102 ; 219.1 ; 219.104 ; 233.116 ; 233.12 ; 259.129 ; 259.141
H20+H : 261.147 ; 261.156 ; 273.145 ; 273.159 ; 285.129 ; 285.146 ; 285.151 ; 285.155 ; 299.158 ; 299.163 ; 341.208 ; 341.235
M- 81.0683 ; 93.0681 ; 109.101 ; 135.116 ; 177.09 ; 201.087 ; 207.102 ; 219.081 ; 219.1 ; 233.116 ; 233.124 ; 243.098 ;
275 |35.9823| 341.209 | | 0. | C22Hs00s ND 247.129 : 247.134 ; 257.118 : 259.125 ; 259.131 ; 261.139 : 261.146 ; 271.128 : 273.145 ; 273.149 : 273.154 ; 273.161 :
285.143 : 285.148 ; 299.155 : 299.16 ; 341.208
M- CBGA (M- 117.068 ; 135.039 ; 145.096 ; 149.059 ; 163.038 ; 177.056 ; 191.107 ; 201.087 ; 207.097 ; 219.099 ; 221.115 ; 233.117 ;
153 |25.0399|343.2246 | | )0,y | Ce2Ha204 Hzog 0.904 | 561.148 - 261.153 + 275.159 - 287.161 - 287.168 - 343.224
235 |33.1317 [345.2041| M+H | C21H3:04 | THCA-C4 ND 205.081 : 205.085 ; 247.131 ; 259.125 ; 259.129 ; 271.126 : 271.137 ; 285.141 ; 285.146 ; 327.193 : 327.218 ; 327.226
43.0164 ; 43.0182 ; 107.084 ; 125.095 ; 193.117 ; 193.123 ; 217.113 ; 217.118 ; 217.122 ; 231.129 ; 231.133 ; 231.137 ;
50 |13.1745/347.2199| M+H | CaiHzs04 CBT ND 243.172 ; 259.171 : 271.167 : 287.198 ; 287.202 ; 287.207 ; 311.192 ; 311.197 : 329.204 ; 329.209
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37 | 97786 |349.2354| M+H | CaH»0s | CBR ND  |193.119:193.123 : 231.136 : 273.183 : 313.195 : 313.21 : 313.215 : 331.223 : 349.235 : 349.24
55.0533 . 67.053 : 69.0686 ; 79.052 . 81.0684 . 107.084 : 109.1 : 123.042 . 123.115 . 135.115 : 149.057 : 161.057 .
163.036 - 175.073 : 177.089 : 179.107 : 185.094 - 189.086 : 189.089 : 191.104 : 193.12 : 207.099 : 215.067 : 229.083 :
267 135.8246359.2182| M+H | Cz2H3004 ND 1531135 233.115 - 233.134 - 243.008 - 247.131 - 257.115 - 259.131 - 259.165 - 261.146 - 273.145 : 273.218 : 281.15 -
THCA 285.145 : 313.207 : 323.198 : 340.133 - 341.207 . 341.984 : 359.218
55.0537 : 69.0688 : 69.0711 : 81,0693 : 93.0683 : 107.082 ; 107.085 ; 109.1 ; 123.115 ; 135.116 ; 149.057 ; 177.088 .
177.094 - 189.052 - 189.088 : 193.12 : 201.085 : 201.091 : 203.105 : 207.099 : 207.104 : 215.105 : 219.099 : 233.115 :
253 1356825/359.2185| M+H | Cz2Hs004 ND 1543009 : 243105 : 245.116 - 247.125 : 257.149 : 259.127 : 259.132 : 259.161 : 267.134 - 271.133 : 271.142 : 273.145 :
285.217: 299.161 ; 313.212 : 323.194 - 340.131 : 340.136 : 341.207
69.0684 : 69.0708 : 135.037 ; 149.021 . 163.031 ; 163.036 : 177.05  193.116 . 193.12 . 193.124 : 201.087 ; 207.093 -
154 [25.0399| 361.235 | M+H | CaH30: | CBGA | 0.850 |207.099:207.105:218.411 : 218.415 - 210.098 - 221.114 - 233.115 : 233.128 : 237.108 : 237.113 : 261.145 : 261.155 :
275.159 : 275.166 - 287.156 : 287.163 : 343.191 - 343.223
6,7- époxy 207.101 ; 219.087 ; 219.093 ; 219.099 ; 219.114 ; 259.125 ; 259.131 ; 277.134 ; 277.141 ; 277.148 ; 277.153 ; 341.203 ;
42 111.98851377.2302) M+H | Ca2Hs20s | ™ g ND | 341211+ 350.182  359.19 : 359.196 : 359.201 : 359.207 : 359.215 : 359.22 : 359.225 : 359.236
67 |16.1608|391.2092| M+H | CzH2005 | CBTA ND  |210.098 : 219.102 : 313.177 : 313.195 : 355.185 : 355.197 : 373.174 : 373.197 : 373.22
Pyrenocin 77.0369; 79.0537; 91.053; 103.051; 103.053; 105.069; 107.048; 120.054; 120.057; 131.047; 132.056. 133.064; 135.078.
19 | 2.8888 | 209.0799| M+H | CuiH1204 A 0683 | 139.074: 148.047: 148.051: 163.074: 163.091; 176.043; 181.085: 191.069; 209.074: 209.083
" Aol 41.0367: 55.0531; 55.0552; 67.0529: 69.0676: 69.0712; 77.0348; 77.0385: 79.0531: 81.0687; 91.0528; 93.0682; 93.0727.
63 | 15876 |203.1785 | ) | CistaO | W0 | 0.736 | 95.0844; 105.069; 105.08; 107.084; 109.L; 119.084; 121.1; 123.116; 131.083; 133.002; 133.1; 147.115; 161.131; 161.136;
175.146: 203.176. 203.182
41.0378: 55.0538; 67.0536, 69.0676; 69.0712; 77.0385; 79.0513; 79.0551; 81.0689; 83.084; 91.0538; 93.0685; 95.0846
62 |15.8601|221.1891| M+H | CisHzO | Alismol ND | 97.0619: 97.0646: 105.068: 107.085: 109.1: 119.077: 119.083: 121.095; 121.101: 123.115: 133.1: 133.107: 147.115:
161.127. 161.131. 203.176. 203.18; 221.187
trans- 55.0532: 67.0533; 69.0665: 69.07; 77.0386: 79.0514: 79.0539; 81.0687; 91.0534. 93.0686. 95.084; 107.084; 121.101.
74 |17.9817/205.1942| M+H | CisH2e0 | \orpigor | 0742 123.111; 123.114: 123.117; 135.116; 149.131
a- 55.0521; 55.0542; 55.0563; 67.0509: 67.0532; 67.0567; 69.0689; 77.0374; 79.0533; 81.069; 91.053; 91.0585; 93.0633;
104 119.9775/205.1943 | M+H | CisHacO | i1 | 0866 | 93 0687: 95.0827: 95.0871: 107.083: 107.089; 109.098: 109.101: 109.104: 121.093: 121.096; 121.103; 149.127: 149.13
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Annexe 5. Molécules annotées des extraits de cannabis par SIRIUS en fonction de leurs temps de rétention, leurs m/z, leurs adduits,
leurs formules et noms, leurs scores et leurs fragments produits

Cluster
Index

Rt
(min)

miz (+)
ESI-MS/MS

Adduits

Formule
chimique

Nom

Fragments

5

1.0936

136.0611

M+ H]+

CsHsNs

Adénine

65.0123; 67.0276,; 92.0214; 92.0241; 94.0381, 94.0422; 109.05; 119.034; 136.06

7

1.1716

138.054

M+ H]+

C7H7NO,

Trigonelline

39.0208; 41.0384; 51.0235; 52.0315; 53.0371; 53.0401; 65.0388; 66.034; 67.0495;
67.053; 67.0564; 77.0396; 78.0315; 78.034; 79.0386; 79.0411; 79.0461; 80.0508;
92.0486,; 93.0564; 94.0627; 94.0654,; 136.034; 136.037; 136.04; 138.054; 138.066

2

0.9331

144.1012

M+ H]+

C7H13NO,

Ethyl L-prolinate

43.055; 68.0484, 69.8524, 70.0647

8

1.3988

158.0806

[M + H]+

C7H11NO3

Ethyl pyroglutamate

41.0378; 41.0405; 56.0489; 84.0439; 84.051

80

18.7849

287.199

M+ Hp+

Ci17H280,

THCV

69.0689 ; 81.0685 ; 81.0711 ; 91.0545 ; 93.0689 ; 107.081 ; 107.086 ; 109.101 ;

123.043;135.113; 135.117 ; 153.091 ; 165.09 ; 179.105 ; 189.087 ; 189.094 ;

193.119 ; 203.104 ; 203.108 ; 203.112 ; 205.118 ; 205.122 ; 205.126 ; 207.135;
207.139 ; 219.135; 231.127 ; 231.133 ; 231.14 ; 287.2 ; 287.205

134

24.4853

311.1989

M + H]+

C19H280,

CBN

71.0849 ; 143.085; 157.101 ; 169.096 ; 180.092 ; 190.079 ; 194.108 ; 195.115;

199.109 ; 205.099 ; 208.087 ; 209.096 ; 209.131 ; 213.089 ; 219.119 ; 222.102 ;

223.11,; 225.088 ; 237.126 ; 241.121 ; 265.195 ; 269.188 ; 275.177 ; 275.181 ;
278.164 ; 293.188 ; 311.198

188

26.7442

315.2291

M+ Hp+

Ca21H300,

d9-THC

41.0379 ; 43.0537 ; 67.0533 ; 69.0691 ; 77.0374 ; 79.0529 ; 91.0529 ; 93.0685 ;
107.084 ; 109.1 ; 123.042 ; 123.116 ; 123.119; 135.115 ; 151.074 ; 165.089 ;
177.125;181.12;193.12 ; 221.152 ; 231.137 ; 233.152 ; 245.148 ; 245.152 ;

247.167 ; 259.167 ; 297.216 ; 315.228

203

26.8667

315.2291

M+ Hp+

Ca21H300,

d9-THC

43.0539 ; 67.0531 ; 69.0689 ; 77.0372 ; 79.0532 ; 81.069 ; 91.0532 ; 93.0683 ;
107.084 ; 109.099 ; 111.042 ; 123.042 ; 123.115; 135.115 ; 137.058 ; 151.075;
165.088 ;177.124 ; 181.12 ; 193.119 ; 207.135; 217.12 ; 221.151 ; 231.135;
233.15; 235.166 ; 245.147 ; 245.152 ; 247.166 ; 259.165 ; 273.182 ; 297.22
315.227

105

20.1295

317.2457

M+ Hp+

C21H3,0,

CBG

67.0535 ; 69.0686 ; 79.053 ; 81.0687 ; 95.0481 ; 95.0831 ; 95.0872 ; 109.063 ;
123.043;137.059; 193.102 ; 193.121 ; 207.133 ; 207.137 ; 233.152

132

23.8919

333.2403

M+ Hp+

C21H3,03

6,7-Epoxy-CBG

95.0837 ; 123.034 ; 123.037 ; 123.04 ; 123.045 ; 123.117 ; 135.115; 137.059 ;
193.103;193.121; 193.135; 231.133 ; 231.138 ; 259.157 ; 259.162 ; 259.166 ;
259.171

208

26.9386

347.2587

[M+H20 +
H]+

C22H3,0,

THCH

81.0692; 93.0648; 93.0689; 107.084; 109.101; 123.042; 123.117; 135.109; 135.113;

181.119; 181.123; 193.117,; 193.121; 193.137; 207.134,; 217.12; 221.148; 221.152,;

221.158; 231.131; 231.14; 233.146; 233.153; 235.166; 247.166; 259.166; 259.171,
259.178; 315.207; 315.228

257

35.6688

355.1885

[M + Na]+

Ca0H2804

Acides gras

235.109; 235.118; 239.102; 253.078; 253.083; 253.087; 253.12; 263.105; 267.095;
267.102; 279.098; 281.115; 291.172; 295.161; 295.168; 301.157; 309.181; 309.186;
319.157; 319.167, 337.146; 337.176
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105.064; 105.067; 123.078; 123.082; 147.073; 147.078; 165.089; 165.099; 193.119;
193.124; 215.105; 219.095; 219.102; 257.15; 259.164; 259.17; 269.14; 269.149;

60 15.5748 363.2147 [M + Na]+ Ci9H3,05 Acides gras 269.154; 285.141; 285.146; 285.155; 285.177; 285.182; 285.186; 287.162; 299.195;
299.202; 309.181; 327.186; 327.193; 327.198; 327.211,; 345.187; 345.195; 345.2;
345.205; 345.213; 345.218

161 25.2836 373.1988 [M + Na]+ Ca0H3005 Acides gras 313.157; 313.172; 313.18; 313.194; 355.164,; 355.175; 355.188; 355.204

163 25 3928 373.1998 [M + NaJ+ CyoH00s Acides gras 219.093; 219.098; 313.125; 313.16; 3%335517261 337.184; 355.167; 355.181; 355.186;
. 297.142; 297.147; 339.18; 339.185; 339.191; 339.196; 339.206; 357.176; 357.181;

108 20.9697 375.2139 [M + Na]+ C0H3205 Acides gras 357.2: 357.205: 357.213

72 17.5428 375.2147 [M + NaJ+ C20H3205 Acides gras 133.098; 297.143; 297.15; 339.191; 339.199; 339.217; 357.187; 357.201; 357.214

314 38.9275 391.2815 [M + Na]+ C22H4004 Acides gras 57.0695; 57.0716; 71.0836; 71.086; 149.022; 167.029; 167.033

5-amino-2-[[5-amino-2-(2,5-
43 12.0006 399.212 [M + Na]+ Ci13H2sNsOs | diaminopentanoylamino)pentanoyl] 363.186; 381.153; 381.17; 381.194; 381.2; 381.222
amino]pentanoic acid
240 35.4555 467.3473 [M + NaJ+ CroHazOs b-hydroxy-4b-methyl-5a-cholest- 287.161; 313.21; 313.215; 313.22; 325.21; 325.215; 343.222; 343.228; 343.235;

7-ene-4a-carboxylate

399.281, 449.35,; 467.327; 467.336; 467.348; 467.354, 467.361
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Annexe 6. RMN H (500 MHz, CDCL?3) et RMN *3C (125 MHz, CDCI®) du CBN
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Annexe 7. RMN H-13C HSQC (CDCls) et RMN *H-13C HMBC (CDCls) du CBN
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Annexe 8. RMN H (500 MHz, CDCL?3) et RMN *3C (125 MHz, CDCI®) du d8-THC
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Annexe 9. RMN H-13C HSQC (CDCls) et RMN H-3C HMBC (CDCls) du d8-THC
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Annexe 10. RMN H (500 MHz, CDCL?) et RMN *3C (125 MHz, CDCI®) du d9-THC
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Annexe 11. RMN H-2C HSQC (CDCls) et RMN H-1*C HMBC (CDCls) du d9-THC
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Annexe 12. RMN H (500 MHz, CDCL?3) et RMN *3C (125 MHz, CDCI®) du THCA
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Annexe 13. RMN H-3C HSQC (CDCls) et RMN H-1*C HMBC (CDCls) du THCA
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Méthodes extractives, analytiques et d’amélioration de la biodisponibilité des principes
actifs contenus dans le Cannabis sativa L.

Les plantes sont utilisées depuis des millénaires pour les traitements médicinaux. Cannabis
sativa L. est une plante tres controversée, classée comme stupéfiants dans la majorité des
pays. Les phytocannabinoides, métabolites secondaires sécrétés dans ses trichomes, ont la
capacité de se fixer sur les récepteurs CB1 et CB2 du systéeme endocannabinoide de ’homme.
Ce systéme participe a la régulation de multiples fonctions physiologiques de notre organisme,
tels que la régulation de la douleur, de l'appétit etc. Le tétrahydrocannabinol (THC) ou
cannabidiol (CBD) admettent donc des potentiels thérapeutiques en concentrations
contrblées. Ces travaux de thése s’inscrivent au sein de I'expérimentation du cannabis
thérapeutique sous I'égide de TANSM en France. Dans une premiére partie, une mise au point
a été réalisé sur une plante modéle, Humulus lupulus L. appartenant aux cannabacées. Dans
une seconde partie, une variété « THC dominant » de Cannabis sativa L. a été soumise a de
multiples méthodes extractives (SE, UAE, MAE, PLE) permettant I'étude des rendements
massiques (=25%). Des dosages colorimétriques ont établis les TPC, TFC, TCC, TCCa et le
pouvoir antioxydant des extraits. Les molécules volatiles ont été étudiées par HS-SPME-GC-
MS et les phytocannabinoides par quantifications et déréplications (GNPS et SIRIUS) en LC-
MS/MS. Les séparations et purifications ont permis d’obtenir le THCA, A9-THC, A8-THC et
CBN, dont la structure moléculaire a été vérifiee par RMN 1D et 2D. Des études statistiques
(Désirabilité globale, TOPSIS) et plan d’expérience (DSD) ont permis d’optimiser les méthodes
extractives en fonction des résultats précédents. Enfin, des essais de formulations conformes
a la Pharmacopée Européenne ont été réalisés proposant des comprimés sublinguaux de
CBD.

Mots-clés : Cannabis sativa L., Humulus lupulus L., Métabolites, Extractions végétales,
Quantifications, Purifications, Formulations, Statistiques, LC-MS/MS, Réseaux moléculaires

Extractive and analytical methods for improving the bioavailability of the active
ingredients contained in Cannabis sativa L.

Plants have been used for medicinal treatments for thousands of years. Cannabis sativa L. is
a controversial plant, classified as a narcotic in most countries. Phytocannabinoids, secondary
metabolites secreted in trichomes, have the ability to bind to CB1 and CB2 receptors in the
human endocannabinoid system. This system is involved in regulating many of our body's
physiological functions, such as pain and appetite. Tetrahydrocannabinol (THC) and
cannabidiol (CBD) therefore have therapeutic potential in controlled concentrations. This thesis
work is part of the experimentation with therapeutic cannabis under the aegis of the ANSM in
France. In the first part, all the experiments were carried out on a model plant, Humulus lupulus
L., belonging to the cannabaceae family. In the second part, a 'THC dominant' variety of
Cannabis sativa L. was subjected to multiple extractive methods (SE, UAE, MAE, PLE) to
study mass yields (=25%). Colorimetric assays established the TPC, TFC, TCC, TCCa and
antioxidant power of the extracts. Volatile molecules were studied by HS-SPME-GC-MS and
phytocannabinoids by quantifications and dereplications (GNPS and SIRIUS) in LC-MS/MS.
Separations and purifications yielded THCA, A9-THC, A8-THC and CBN, whose molecular
structure were verified by 1D and 2D NMR. Statistical studies (Global Desirability, TOPSIS)
and experimental design (DSD) were used to optimise the extractive methods on the basis of
the previous results. Lastly, formulation tests in compliance with the European Pharmacopoeia
were carried out on CBD sublingual tablets.

Keywords: Cannabis sativa L., Humulus lupulus L., Metabolites, Plant extractions,
Quantifications, Purifications, Formulations, Statistics, LC-MS/MS, Molecular networks



