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RESUME

Les plantes aquatiques de la famille des Lemnaceae notamment Lemna minor, représentent une biomasse
renouvelable prometteuse en raison de leur croissance rapide et de leur richesse en composés bioactifs,
en particulier les polyphénols tels que les flavonoides. Dans un contexte de développement durable,
I'objectif de ce travail était de développer, optimiser et comparer différents procédés d’extraction
écologiques, de fractionnement et de purification de composés d’intérét. Deux approches vertes ont été
explorées : I'extraction par CO, supercritique (SFE) et I'extraction par eau subcritique (SWE). Ces
techniques sont reconnues pour leur capacité a moduler la sélectivité d’extraction tout en limitant
I'utilisation de solvants organiques. Elles ont été comparées a des méthodes conventionnelles notamment
la macération et I'extraction Soxhlet, afin d’evaluer leurs performances respectives. Dans une seconde
étape, I'extraction par eau subcritique a été optimisée a I'aide d’'une approche expérimentale basée sur le
plan d’expérience (DOE), permettant de mettre en évidence I'influence de la température, de la pression
et du ratio entre la masse solide et le solvant sur la composition chimique des extraits. Cette approche a
permis d’identifier les conditions optimales favorisant I’extraction sélective des composés d’intérét. Les
résultats ont notamment mis en évidence lI'importance du ration solide/solvant et I'effet de la
température sur 'efficacité d’extraction. Par ailleurs, I'extraction des caroténoides par CO; supercritique
a révélé une meilleure diversité et intensité des composés détectés par la chromatographie liquide
couplée a un analyseur temps de vol (LC-TOF-MS) par rapport aux extraits obtenus par la méthode
classique. L’ utilisation de la chromatographie liquide a ultra-haute performance couplée a la spectrométrie
de masse (UHPLC-MS) a permis d’améliorer la résolution chromatographique et la sensibilité analytique,
facilitant ainsi la caractérisation des biomolécules présentes dans I’extrait. Ces techniques offrent une
identification fiable des composés grace a leur haute résolution et leur précision de masse. Dans
I’ensemble, les résultats obtenus démontrent I'intérét de combiner des procedes d’extraction écologiques
avec des techniques analytiques de haute résolution pour la valorisation des biomasses aquatiques. Cette
approche ouvre la voie a des applications potentielles dans les domaines pharmaceutiques, nutraceutique,
et de cosmétique. Elle répond également aux enjeux actuels liés au développement durable et a
I'innovation dans les procédés d’extraction.

Mots clés :

Plantes aquatiques, polyphénols, flavonoides, caroténoides, eau subcritique, CO, supercritique, UHPLC-
MS, plan d’expérience, procédés verts.
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ABSTRACT

Agquatic plants of the Lemnaceae family, notably Lemna minor, represent a promising renewable biomass
due to their rapid growth and their richness in bioactive compounds, particularly polyphenols such as
flavonoids. In a context of sustainable development, the objective of this work was to develop, optimize,
and compare different eco-friendly extraction, fractionation, and purification processes for compounds of
interest. Two green approaches were explored: supercritical CO, extraction (SFE) and subcritical water
extraction (SWE). These techniques are recognized for their ability to modulate extraction selectivity while
reducing the use of organic solvents. They were compared with conventional methods, notably
maceration and Soxhlet extraction, in order to evaluate their respective performance. In a second step,
subcritical water extraction was optimized using a design of experiments (DOE) approach, to evaluate the
influence of temperature, pressure, and the solid-to-solvent ratio on the chemical composition of the
extracts. This strategy allowed the identification of optimal conditions favoring the selective extraction of
compounds of interest. The results notably highlighted the importance of the solid-to-solvent ratio and
the effect of temperature on extraction efficiency. Furthermore, the extraction of carotenoids by
supercritical CO; revealed a greater diversity and higher signal intensity of compounds detected by liquid
chromatography coupled with time-of-flight mass spectrometry (LC-TOF-MS), compared to extracts
obtained by the conventional method. The use of ultra-high-performance liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (UHPLC-MS) improved chromatographic resolution and analytical sensitivity, thus
facilitating the characterization of biomolecules present in the extracts. These analytical techniques
provide a reliable identification of compounds due to their high resolution and mass accuracy. Overall, the
results obtained demonstrate the relevance of combining eco-friendly extraction processes with high-
resolution analytical techniques for the valorization of aquatic biomass. This approach opens the way to
potential applications in the pharmaceutical, nutraceutical, and cosmetic fields. It also addresses current
challenges related to sustainable development and innovation in extraction processes.

Keywords:

Aguatic plants, polyphenols, flavonoids, carotenoids, subcritical water, supercritical CO,, UHPLC-MS,
design of experiments, green processes.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d’années, les plantes jouent un réle principal dans la vie sur terre en étant utilisées par
I’étre humain pour se soigner, souvent sans en maitriser I'origine moléculaire (Petrovska, 2012). Avec
I'introduction de la chimie moderne et le développement des techniques analytiques avancées, il est
devenu possible d’isoler, d’identifier et de caractériser les métabolites secondaires. Ces progrés ont permis
de reconnaitre ces composés comme les principales molécules bioactives responsables des effets
bénéfiques observés sur la santé (Dias et al., 2012). Ces substances naturelles sont cruciales afin de
protéger les plantes contre les agressions environnementales et biotiques, et présentent un intérét

pharmacologique important pour la santé humaine (Elshafie et al., 2023; Reshi et al., 2023).

Parmi les végétaux étudiés, les plantes aquatiques représentent une biomasse renouvelable trés
prometteuse, mais leur exploitation reste encore limitée dans les études actuelles. Ces plantes se
distinguent par une croissance extrémement rapide, avec une doublure de la biomasse toutes les 2 a 3
jours sous des conditions optimales, ce qui démontre leur potentiel de productivité élevé (Xu et al., 2023).
De plus, ces plantes montent une grande adaptabilité, se développant également dans les milieux riches
en azote et en phosphore tels que les stations d’épuration urbaines (Seferli et al., 2025), ce qui les rend
utiles a la fois pour la dépollution naturelle et comme engrais dans le domaine agricole (Baldi et al., 2025;
Zhou et al., 2023). Leur culture ne nécessite pas de terres arables spécifiques, ce qui n’interfére pas avec
les pratiques agricoles traditionnelles. Cela est considéré comme un atout majeur dans une perspective

de durabilité et de bioéconomie circulaire (Yao et al., 2017).

Ces plantes produisent naturellement des métabolites secondaires comme les polyphénols, et les
caroténoides qui leur permettent de résister aux stress oxydatifs (Maoka, 2020; Panche et al., 2016). Ces
substances possédent également des propriétés pharmacologiques intéressantes. Plusieurs études ont
montré qu’elles ont des effets antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens et méme anticancéreux,
ce qui ouvre la voie a des perspectives importantes pour leur intégration dans des produits de santé
naturels, des compléments alimentaires ou des produits cosmétiques (Panche et al., 2016). Malgré leur
richesse métabolique, ces biomasses restent peu exploitées a I'échelle industrielle, principalement en
raison des limitations techniques liées a leur extraction. Les méthodes classiques souffrent d’'un manque
de sélectivité et de plus, elles utilisent des solvants toxiques, et ont une efficacité parfois faible dans le cas

de matrices végétales complexes (Azmir et al., 2013). Par ailleurs, certains solvants organiques posent des



problemes de sécurité, de colit et de compatibilité réglementaire pour des applications alimentaires ou
pharmaceutiques. De ce fait, des méthodes durables et respectueuses de |’environnement ont été
développées, incluant I'extraction a I'eau subcritique (SWE) et I'extraction au dioxyde de carbone
supercritique (SFE). Ces techniques peuvent étre utilisées de maniéere durable et efficace pour extraire une
large gamme de composés, a la fois polaires et apolaires, en fonction des parametres choisis (Herrero et
al., 2006). Ces méthodes permettent de préserver la structure des métabolites sensibles a la chaleur tout
en diminuant I'impact du procédé sur I'environnement. La caractérisation de ces extraits repose sur la
capacité a analyser et a séparer les mélanges complexes de matrices végétales. La chromatographie liquide
a haute performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS), est devenue un outil de
référence dans ce domaine qui permet la séparation, et I'identification des métabolites présents méme a
trés faible concentration. Cette approche analytique constitue un outil essentiel pour assurer la fiabilité et

la reproductibilité des analyses de composés bioactifs (Kumar, 2017).

Dans le contexte de durabilité et de valorisation des ressources naturelles, les plantes aquatiques se
distinguent aujourd’hui comme une source particulierement prometteuse (Ujong et al., 2025). Leur
richesse en biomolécules d’intérét, associée a l'utilisation de procédés d’extraction écologiques et de
technologies d’analyses avancées, ouvre la voie au développement de nouvelles approches durables

intégrées a la bioéconomie verte.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITERATURE

1.1 Les plantes aquatiques : une ressource renouvelable d’intérét
1.1.1 Les plantes aquatiques dans I'environnement

Les macrophytes aquatiques représentent une composante écologique majeure des écosystemes d’eau
douce, et ne se limitent pas a un seul r6le dans I’écosystéme (J. Liu et al., 2025). Elles participent fortement
aux processus du cycle des nutriments, a la purification naturelle de I'eau et aussi a la création d’habitats
pour de nombreuses espéces. Plusieurs travaux ont mis en évidence leur capacité a éliminer efficacement
divers polluants organiques et inorganiques, ce qui renforce la performance des systémes de traitement
des eaux usées basés sur les zones humides. Ces plantes sont réparties en quatre catégories différentes :
émergentes (Typha spp), submergées (Elodea canadensis), a feuilles flottantes (Nymphaea spp) et
flottantes (Lemna sp). Elles favorisent la capture des particules en suspension et contribuent a la
stabilisation des sédiments, ce qui réduit la turbidité et améliore la clarté de I'eau. Elles sont aussi
impliquées dans I'activité microbienne au sein du systéme de traitement, ce qui renforce leur efficacité
globale. Leur capacité a absorber et transformer une large gamme de polluants en fait des candidates
idéales pour la phytoremédiation des milieux aquatiques. Elles ont montré une efficacité remarquable
dans I’élimination de nutriments tels que I'azote et le phosphore présents dans les eaux usées. Elles
éliminent aussi les métaux lourds grace a des mécanismes de phytoextraction et de phytotransformation.
Par exemple, Lemna minor (matiére premiére utilisée dans ce projet), Eichhornia crassipes et pistia
stratiotes ont démontré qu'elles ont une grande capacité a éliminer le chrome, le cuivre, le nickel, le

plombe et le fer présent dans I'eau (Maranho & Gomes, 2024).

Grace a une gestion adéquate des parametres de culture, Lemna minor peut produire entre 10 et 30
tonnes de matiére seche par hectare dans une année, avec une composition nutritionnelle riche en
protéines, en lipides et en éléments minéraux, ce qui en fait une biomasse prometteuse tant pour la
valorisation agricole qu’industrielle (Leng et al., 1995). Cette croissance est influencée par divers facteurs
tels que la température, la photopériode, I'intensité lumineuse, la biodisponibilité des nutriments et le pH
(Pasos-Panqueva et al., 2024). Les macrophytes jouent un réle fondamental dans les écosystémes
aquatiques a I’échelle mondiale, ou elles contribuent a préserver la biodiversité, a maintenir I'équilibre

écologique et a soutenir le bien-étre humain. Elles assurent des services écosystémiques majeurs,



notamment la purification de I'eau, la séquestration du carbone, la création d’habitats pour une large
diversité d’organismes aquatiques, ainsi que la régulation des inondations grace a la stabilisation des
sédiments par leurs systemes racinaires. Ces fonctions sont essentielles a la santé environnementale et au
développement humain durable (J. Liu et al., 2025). Leur usage dans les systemes de traitement
écologiques a fait ses preuves dans le traitement des eaux usées municipales, et ce procédé présente
I'avantage supplémentaire de générer une biomasse valorisable dans divers domaines (Kotoula et al.,

2020).

1.1.2 Intérét biotechnologique et valorisation industrielle

L'intérét pour les plates aquatiques ne se limite pas a leur fonction environnementale. Leur potentiel
biotechnologique est trés vaste. Ces plantes possédent une composition biochimique riche en protéines,
acides gras polyinsaturés, antioxydants naturels et métabolites secondaires bioactifs, notamment
flavonoides et acides phénoliques, ainsi que diverses vitamines et minéraux. Ces composés trouvent de
nombreuses applications industrielles dans I'alimentation humaine, animale et piscicole, ainsi que dans

les domaines des nutraceutiques, des cosmétiques et pharmaceutiques (Yadav et al., 2024).

Dans le secteur alimentaire, certaines espéces comme Wolffia globosa sont déja commercialisées comme
superaliments en Asie pour leur forte teneur en protéines (jusqu’a 26,76 g/ 100 g de matiére séche), fibres
alimentaires, glucides et composés phytochimiques (Boonarsa et al., 2024). D’autres, comme Spirodela
polyrhiza, ont été étudiées aussi pour leur richesse en protéines végétales, avec un profil en acides aminés
essentiels prometteurs pour 'alimentation animale, qui suggéere un potentiel nutritionnel comparable a
celui de source classique comme le soja (J. Sharma et al., 2019). Leurs extraits sont riches en flavonoides,
caroténoides, anthocyanines et acides phénoliques, aux effets antioxydants, antimicrobiens et anti-
inflammatoires (Appenroth et al., 2017; Baek et al., 2021). Ces propriétés sont aujourd’hui exploitées dans

le développement de produits cosmétiques ou de compléments alimentaires (Tipnee et al., 2017).

Sur le plan industriel, la biomasse des macrophytes peut étre valorisée pour produire des biocarburants,
biogaz, bioéthanol, (Jelani et al., 2023; Schutz et al., 2025; Su et al., 2014). Leurs atouts technico-
économiques incluent une culture sans sol dans des milieux aqueux, nécessitent peu de nutriments,
offrent un cycle de croissance tres court, se récoltent facilement, et démontrent une forte adaptabilité a
divers environnements, tout en limitant I'usage de produits synthétiques et sans prendre d’espaces

agricoles (Hochman & Palatnik, 2022; Y. Song et al., 2025).



1.1.3 Les métabolites secondaires végétaux
1.1.3.1 Définition et roles biologiques

Les plantes produisent une vaste diversité de composés organiques essentiels a leur croissance, leur
développement et leur survie. Ces composés se répartissent en deux grandes catégories : les métabolites
primaires et les métabolites secondaires. Les métabolites primaires tels que les glucides, les lipides et les
acides aminés jouent un rdle essentiel dans la croissance et la reproduction, car ils participent directement
aux processus essentiels des cellules (Jan et al., 2021). Les métabolites secondaires sont des composés
organiques impliqués dans les mécanismes de défense et de résistance des plantes face aux stress
biotiques et abiotiques (Elshafie et al., 2023; Jan et al., 2021). lls agissent comme des substances qui
repoussent les herbivores en formant une barriere chimique limitant la pénétration des pathogenes. llIs
sont des antioxydants protecteurs qui réduisent les effets du stress oxydatif. Leur accumulation est
influencée par les conditions environnementales, notamment la lumiére, la température, la disponibilité
en eau, la fertilité et la salinité du sol. Chez la majorité des espéces végétales, la variation d’un seul de ces
parameétres peut modifier significativement la teneur en métabolites secondaires, méme lorsque les

autres parametres restent constants (Jan et al., 2021).

Certaines molécules, telles que les alcaloides, les saponines ou les composés phénoliques possédent des
propriétés antimicrobiennes ou insecticides qui aident la plante a limiter les dommages causés par les
attaques biologiques (Elshafie et al., 2023). D’autres molécules telles que les composés organiques volatils
(COV) permettent aux plantes de communiquer avec les organismes de leur environnement, en ajustant
leur croissance, leur défense et leur adaptation. Les COV produits par les plantes proviennent de
différentes familles chimiques, notamment les terpénoides volatils, les benzénoides, les
phénylpropanoides et les dérivés d’acides gras, ainsi qu’a des classes plus minoritaires comme les nitriles
ou les oximes (Bouwmeester et al., 2019). lIs existent, de nombreux métabolites secondaires végétaux qui
offrent aux plantes une protection contre les stress abiotiques tels que I'intensité lumineuse, la salinité, la
sécheresse ou I'humidité (Ramakrishna & Ravishankar, 2011). Parmi eux, les flavonoides par exemple,
absorbent les radiations ultraviolettes, et réduisent les dommages oxydatifs aux tissus végétaux (Ferreyra

et al., 2021). Cela aide les plantes a mieux résister aux variations de leur environnement.

L’étude des métabolites secondaires végétaux constitue un domaine de recherche dynamique, porté par
les avancées des approches analytiques modernes. La métabolomique, en particulier, permet une

exploration globale et détaillée de la diversité chimique des plantes, permettant d’identifier des profils



métaboliques spécifiques associés a des fonctions physiologiques, et a différentes conditions
environnementales (Al-Khayri et al., 2023). Cette discipline offre ainsi de nouvelles perspectives pour
I'identification, la caractérisation et la valorisation des métabolites secondaires végétaux, dans I'objectif

de durabilité et de santé publique.

1.1.3.2 Classes principales des métabolites secondaires végétaux

Les polyphénols constituent I'une des classes de métabolites secondaires les plus étudiées en raison de
leur grande diversité structurale et de leurs nombreuses activités biologiques (Rudrapal et al., 2024). Ils
regroupent plusieurs sous-classes, dont les flavonoides, caractérisés par une structure de type C6-C3-C6,
constituée de deux cycles aromatiques (anneaux A et B) reliés par une chaine a trois carbones formant un
hétérocycle central (anneau C), et cela représente la sous-classe la plus abondante (Rudrapal et al., 2024).
Leur biosynthése repose principalement sur les voies du shikimate et des phénylpropanoides, qui meénent
a une grande variété de molécules, telles que les flavonols, flavones, les flavanones et les isoflavones (S.
Chen et al., 2023). Ils existent aussi d’autres composés non flavonoidiques, comme les acides phénoliques
et les stilbénes, qui dérivent également de ces mémes voies. Ces substances participent a la défense des
plantes et font I'objet d’un intérét croissant en raison de leurs effets potentiels bénéfiques sur la santé

humaine (Crozier et al., 2009; A. Sharma et al., 2019).

Les anthocyanines sont des flavonoides hydrosolubles largement présents dans les fruits et légumes tels
que les raisins, les pommes, les prunes, les baies ou le chou. Aprés leur consommation, ces composés
seront absorbés au niveau intestinal, et la quantité réellement absorbée dépend de la structure de
I'aglycone et du type de sucre auquel il est lié, ce qui influence directement leur biodisponibilité (Mattioli
et al., 2020). Leur couleur et leur stabilité varient selon le pH; elles sont rouges en milieu acide et

deviennent bleues lorsque le pH augmente (H. E. Khoo et al., 2017).

Les caroténoides sont des pigments naturels de couleur rouge, orange et jaune. lls jouent un réle
fondamental dans la captation de la lumiére, la protection contre les dommages photo-oxydatifs, ainsi que
dans la stabilisation des structures photosynthétiques. Ils sont répartis en deux grandes classes : les
caroténes (comme le B caroténe, précurseur de la vitamine A), et les xanthophylles (telle que la
zéaxanthine et la lutéine) (Maoka, 2020). Ces pigments interviennent dans la photoprotection et la
photosynthese en dissipant I'exces d’énergie lumineuse, et la protection contre les pathogenes (Demmig-

Adams et al., 2025; Maoka, 2020). Leur accumulation dans les tissus végétaux est influencée par des



facteurs génétiques, physiologiques et environnementaux. Chez I’humain, les caroténoides sont essentiels
a la santé visuelle, a 'immunité, et a la prévention de maladies chroniques dégénératives de la rétine,

cardiovasculaires et certains cancers (Crupi et al., 2023; L. Zhang et al., 2012).

Les plantes aquatiques, bien que longtemps négligées, se révelent aujourd’hui comme des sources
exceptionnelles de ces trois grandes familles de métabolites secondaires. Plusieurs études ont identifié
dans les especes de Lemna, Wolffia, Landoltia, et Spirodela une richesse en flavonoides, anthocyanines et
caroténoides et d’autres composés phénoliques, confirmant le potentiel bioactif élevé de ces espéces
aquatiques (L. Zhang et al., 2023). Cette richesse fait de ces plantes des candidates prometteuses pour la
recherche en phytochimie, la formulation de produits nutraceutiques et I'exploitation industrielle durable

(Baek et al., 2021).

1.2  Les polyphénols
1.2.1 Structure, activité thérapeutique et intérét analytique

Les polyphénols forment une vaste classe de métabolites secondaires végétaux caractérisés par la
présence d’au moins un noyau aromatique qui porte un ou plusieurs groupes hydroxyles. Leur structure
de base repose sur un squelette phénylpropanoide, issu de la voie du shikimate, et leur grande diversité
résulte d’un enchainement complexe de réactions enzymatiques telles que les hydroxylations,
méthylations, et déglycosylations, modulées par I'espece végétale et par des facteurs environnementaux
tels que la lumiére, le stress ou la disponibilité en nutriments (Zagoskina et al., 2023). Cette diversité de
structures donne aux polyphénols de multiples fonctions, ce qui explique leur importance dans les

domaines de la santé, de I'alimentation, et de la cosmétique (Khan et al., 2019).

Selon leur poids moléculaire et leur degré de polymérisation, les polyphénols se répartissent en composés
de bas poids moléculaire (entre 500 et 4000 Da) comme les acides phénoliques (Bolat et al., 2024), et en
composés polymériques de masse plus élevée (allant de 500 Da a 20 kDa) (Fabbrini et al., 2022). Les
premiers, tels que I'acide chlorogénique et I'acide férulique, sont reconnus pour leur forte capacité de
piégeage des radicaux libres, ce qui leur confére un réle antioxydant important. Les seconds, comme les
proanthocyanidines, se distinguent aussi par leur activité antioxydante élevée démontrée in vitro, ainsi
que par leurs effets anticancéreux. Cette capacité antioxydante, constituent I'un des fondements
principaux de leur intérét thérapeutique (Fabbrini et al., 2022). Au-dela de leur réle antioxydant direct, les

polyphénols exercent également des effets biologiques profonds sur la modulation de I'inflammation,



I"'apoptose, I'angiogenése et la signalisation cellulaire. Plusieurs flavonoides peuvent inhiber I'expression
de cytokines pro-inflammatoires (TNF-q, IL-6) et bloquer I'activation de facteurs de transcription comme
NF- kB et AP-1, jouant ainsi un role protecteur dans les maladies inflammatoires chroniques. Par exemple,
la quercétine réduit significativement I'inflammation intestinale chez des modeles murins (Al-Khayri et al.,

2022).

Ces composés présentent également un potentiel anticancéreux important. lls peuvent induire I'apoptose
des cellules tumorales, bloquer les cycles cellulaires, et limiter la prolifération tumorale. Ces effets sont
observés dans divers types de cancers, incluant celui du c6lon, et de la prostate (Kopustinskiene et al.,
2020). Leur intérét s’étend aussi au domaine neuroprotecteur : des composés comme la myricétine et la
quercétine ont démontré une capacité a réduire le stress oxydatif et I'inflammation neuronale (Oyama et
al., 1994). Il existe deux processus clés associés aux maladies neurodégénératives telles qu’Alzheimer et
Parkinson : le stress oxydatif et I'inflammation neuronale. Le stress oxydatif provoque des dommages aux
neurones a cause d’'un excés de radicaux libres, tandis que l'inflammation neuronale résulte d’une
activation excessive de cellules immunitaires du cerveau. Ces mécanismes contribuent a la mort
progressive des neurones et a la perte de capacités mentales (Butterfield & Halliwell, 2019; Hirsch & Hunot,

2009).

L’étude des polyphénols pose plusieurs défis en raison de leur grande variabilité structurelle, de leur faible
stabilité, et de leur co-présence dans des matrices complexes. L'identification de ces composés repose
principalement sur la chromatographie liquide a haute performance (HPLC), couplée a des détecteurs
UV/Vis ou a la spectrométrie de masse (MS), qui permet a la fois la séparation, la caractérisation
structurale et la quantification précise des analytes (Dai & Mumper, 2010). Un autre aspect important de
I'analyse des polyphénols concerne la préparation des échantillons. Des techniques comme I’extraction
assistée par ultrasons, les micro-ondes ou encore, I'extraction par fluide supercritique, et I'eau subcritique,
ont démontré leur efficacité pour préserver I'intégrité des molécules cibles tout en minimisant 'usage de
solvants toxiques (Chemat et al., 2020; J. Zhang et al., 2020). L’intégration de ces méthodes d’extraction
écologiques avec des outils analytiques de haute précision s’inscrit dans une perspective de recherche
durable, conforme aux principes de la chimie verte (Yildirm et al., 2024). Enfin, la quantification des
polyphénols a partir d’extraits végétaux requiert souvent une approche combinée entre méthodes

spectrophotométriques (comme le test Folin-Ciocalteu) qui sont utiles pour une estimation globale du



contenu phénolique total, et des méthodes chromatographiques qui permettent une identification précise

des composés individuels (lgnat et al., 2011).

1.2.2 Les flavonoides ciblés dans ce projet

Dans le cadre de ce projet, quatre polyphénols de la sous-classe des flavonoides ont été sélectionnés pour
leur présence abondante dans la plante aquatique (Lemna minor) et leurs propriétés biologiques
prometteuses : l'orientine, la lutéoline-7-O-glycoside, la vitexine et I'apigénine-7-O-glucoside. Ces
composés appartiennent a la classe des flavones glycosylées, connues pour leur activité anti-
inflammatoires, antitumorale et antioxydante élevée, leur stabilité chimique en milieu aqueux, ce qui en
fait des cibles intéressantes tant pour I'analyse que pour des applications industrielles potentielles (Y.
Zhang et al.,, 2024). L'orientine (lutéoline-8-C-glucoside) se caractérise par sa capacité a réduire la
peroxydation lipidique et a réguler les enzymes antioxydantes intracellulaires telles que la superoxyde
dismutase, la catalase et glutathion peroxydase (Thangaraj et al., 2018; Tian et al.,, 2018). Elle offre
également une protection aux neurones en réduisant le stress oxydatif et en limitant plusieurs réactions
nocives observées dans les modeles de neurodégénérescence, notamment I'excés des especes réactives
de 'oxygene (ROS), les perturbations mitochondriales, I’excitotoxicité et I'inflammation, qui contribuent
dans leur ensemble a la mort neuronale (Tian et al., 2018). La vitexine, le 8-C-glucoside de I'apigénine, est
un flavonoide présent en grande quantité dans de nombreuses plantes médicinales. Elle a été étudiée
pour ses effets cardioprotecteurs, anticancéreux et anti-inflammatoires. Elle agit notamment en inhibant
la formation de radicaux libres et diminue I'expression de NF- kB, en lien avec les maladies inflammatoires
(Babaei et al., 2020; T. Liu et al., 2017). La vitexine a également démontré une activité inhibitrice contre
plusieurs enzymes métaboliques humaines telles que I'a-glucosidase, ce qui la rend pertinente dans les
contextes de gestion du diabete de type 2 (Choo et al., 2012). La lutéoline-7-O-glycoside, quant a elle, est
un flavonoide O-glycosylé dont la glycosylation en position 7 confére une bonne solubilité dans I'eau tout
en maintenant une bonne activité biologique. Elle est reconnue aussi pour son activité anti-inflammatoire
par inhibition de la COX-2 (Hu & Kitts, 2004), ainsi que pour ses effets antiprolifératifs sur des cellules
endothéliales cultivées in vitro, ce qui en fait un composé prometteur pour des applications
thérapeutiques (De Stefano et al., 2021). L’apigénine-7-0O-glucoside (AP7Glu) est un flavonoide naturel qui
présente une stabilité accrue et une solubilité supérieure a celle de I'apigénine. Bien que ces deux
composés partagent des propriétés anti-inflammatoires comparables, AP7Glu se distingue par la diversité
de ses effets biologiques. Elle est utilisée dans le traitement de certaines affections inflammatoires, telles

que les infections des voies respiratoires supérieures. Par ailleurs, I'AP7Glu montre un potentiel



antifongique fort et exerce une cytotoxicité importante sur la lignée cellulaire HCT116 a des

concentrations plus faibles que I'apigénine (Smiljkovic et al., 2017).

La détection simultanée de ces flavonoides dans les extraits végétaux nécessite des méthodes
chromatographiques de haute résolution, telles que le couplage de la chromatographie liquide en phase
inverse (RP-HPLC) a la spectrométrie de masse en mode d’ionisation électrospray (ESI) négatif et/ou positif.
L’étude approfondie de ces flavonoides permettra non seulement de mieux comprendre leur répartition
dans la biomasse végétale ciblée, mais aussi d’identifier les conditions optimales d’extraction et de

purification dans un contexte d’extraction verte.

Tableau 1.1 : Structures, formules chimiques et poids moléculaires des flavonoides d’intérét.

. Formule
Composés Structure chimique Masse exacte (g/mol)
Orientine C21H20011 448,1006
Luteolln§-7-0- C21H20011 448, 1006
glucoside
Apigenine-7-0- C21H20010 432,1056
glucoside
Vitexine C21H2001o 432, 1056
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1.3 Les anthocyanines et caroténoides dans les plantes aquatiques
1.3.1 Role des anthocyanines : pigments hydrosolubles

Les anthocyanines sont des flavonoides hydrosolubles responsables des couleurs rouges, violettes et
bleues dans les tissus végétaux. Elles sont synthétisées via la voie des phénylpropanoides et sont
majoritairement localisées dans la vacuole des cellules végétales (Buhrman et al., 2022). Chez les plantes
aquatiques, ces pigments sont impliqués dans la protection contre les stress lumineux, en particulier les
rayonnements UV, souvent plus intenses a la surface des eaux peu profondes. En agissant comme filtres
photoprotecteurs (Botes et al., 2025; Buhrman et al., 2022), ils réduisent les dommages oxydatifs causés
aux chloroplastes sous une lumiere intense et maintiennent l'intégrité des membranes, ainsi réduisant la
progression de la sénescence cellulaire (Y. Liu et al., 2018; Zhao et al.,, 2022). La synthese des
anthocyanines est fortement influencée par l'intensité lumineuse, la température, et les hormones
exogenes. La disponibilité en nutriments influence fortement I'expression des genes biosynthétiques des
anthocyanines (An et al., 2020). Dans les milieux aquatiques, plusieurs études ont montré que les espéces
telles que Lemna gibba, Azolla filiculoides accumulent davantage d’anthocyanines lorsqu'elles sont
exposées a des stress oxydants, témoignant de leur réle de réponse adaptative (Costarelli et al., 2021;
Ledo et al.,, 2014). Au-dela de leur fonction physiologique, les anthocyanines possédent une activité
antioxydante puissante, leur conférant un intérét croissant dans les domaines de la santé et
agroalimentaire (Mattioli et al., 2020). Leur stabilité, leur biodisponibilité et leurs effets protecteurs contre
diverses maladies humaines (maladies cardiovasculaires, maladies chroniques, troubles
neurodégénératifs) sont actuellement au coeur de nombreux projets de valorisation (Eker et al., 2020; R.

Ullah et al., 2019).

1.3.2 Les caroténoides : pigments lipophiles

Les caroténoides forment une autre classe majeure de pigments cette fois-ci liposolubles, présents dans
les plantes végétales, ou ils remplissent des fonctions majeures dans la photosynthese. Ils agissent en tant
que photoprotecteurs en dissipant énergie d’excitation excessive nocive via le mécanisme d’extinction non
photochimique, et participent a la neutralisation des radicaux de I'oxygene singulet généré en exceés sous
stress lumineux (Ramel et al., 2012; Ruban, 2016). Dans les plantes aquatiques, les caroténoides tels que
la zéaxanthine, le béta-carotene ou la violaxanthine sont essentiels a I'adaptation aux environnements
aquatiques, ou l'intensité lumineuse varie fortement. lls contribuent a I'efficacité de la capture de la

lumiére tout en minimisant les dommages oxydatifs (Sun et al., 2022). Ces plantes ajustent la
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concentration des caroténoides en fonction des conditions comme la turbidité de I’eau ou la température,
ce qui renforce leur résistance aux changements environnementaux (Molner et al., 2024). Sur le plan
pratique, les caroténoides issus de biomasses aquatiques représentent une alternative durable aux
sources traditionnelles. Leur potentiel est activement étudié dans les industries alimentaires comme
colorants naturels (lycopéne, astaxanthine), dans les compléments nutritionnels (antioxydants,
provitamines A) et dans les cosmétiques (protecteurs solaires, produits anti-age) (Meléndez-Martinez et
al., 2022). Ces pigments combinent des fonctions biologiques importantes et un intérét croissant pour la
valorisation industrielle. Leur exploration et leur valorisation s’inscrivent fortement dans une dynamique

de développement durable intégrée et la bioéconomie verte (Z. Chen et al., 2023).

1.4  Techniques d’extractions
1.4.1 Limites des méthodes d’extraction conventionnelles

L’extraction des composés bioactifs a partir des plantes repose sur des méthodes classiques telles que la
macération et la Soxhlet. Ces techniques, bien que largement utilisées pour leur simplicité et leur faible
colit d’équipement, présentent plusieurs limitations majeures dans le cadre d’une recherche moderne
basée sur la durabilité et I'efficacité analytique. La premiére contrainte réside dans I'utilisation de solvants
organiques volatils tels que le méthanol, I'acétone, le chloroforme ou I’"hexane, qui sont toxiques pour
I'utilisateur et I'environnement. De plus, la majorité de ces procédés nécessitent des temps d’extraction
longs, ce qui entraine une consommation énergétique élevée et un rendement limité pour certains
composés présents a faible concentration (Azmir et al., 2013). En effet, chaque solvant organique possede
une polarité propre qui détermine I’extraction préférentielle de certaines classes de composés, plutét que
d’autres. Cette spécificité empéche souvent la récupération simultanée de composés polaires (comme les
glycosides ou les acides phénoliques) et apolaires (tels que les aglycones, les caroténoides ou certains

lipides), ce qui réduit la diversité des composés présents dans I'extrait final (J.-E. Lee et al., 2024).

La macération est 'une des techniques d’extraction conventionnelles les plus simples. Elle consiste a
immerger une matiere végétale broyée en poudre dans un solvant approprié, généralement a
température ambiante ou légérement chauffée, pendant une durée prolongée afin de permettre la
diffusion des composés vers le liquide d’extraction. Utilisée depuis longtemps en phytothérapie et en
chimie des produits naturels, la macération est avantageuse pour ['extraction de composés
thermosensibles, du fait qu’elle ne nécessite pas de chauffage intense (Azmir et al., 2013). Toutefois, elle

présente des limites importantes : elle repose sur I'utilisation de solvants organiques non écologiques, les
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temps d’extraction sont généralement tres longs (souvent plusieurs heures), elle conduit souvent a une
extraction partielle des composés et a une faible reproductibilité de la teneur en extraits obtenus, ce qui
complique la normalisation. Parmi les parametres qui influencent le rendement d’extraction on retrouve
la taille de particule de la matiére végétale (plus elle est fine, meilleure est la pénétration du solvant), le

rapport solvant/matrice, la température, et le temps de contact relatif (Naviglio et al., 2023).

L'extraction au Soxhlet est souvent présentée comme une technique de référence pour I'extraction
exhaustive. Bien gu’elle permette une extraction compléte des composés lipophiles, elle exige des
qguantités importantes de solvant, de longues durées de chauffage et une température constante pouvant
altérer certains composés thermolabiles (Belwal et al., 2018). De plus, elle ne répond pas aux exigences
actuelles en matiere de procédés verts et de sécurité environnementale, qui visent a limiter |'utilisation
de solvants toxiques (Chemat et al., 2012). Ces méthodes d'extraction sont associées a des impacts
environnementaux importants, car elles utilisent des solvants organiques volatils qui sont souvent
inflammables, toxiques et responsables d’émissions contribuant a I'effet de serre (Chemat et al., 2012).
Par ailleurs, les déchets générés par ces procédés peuvent contenir des résidus toxiques, qui doivent étre
traités conformément a des protocoles coliteux et complexes afin de respecter les normes

environnementales qui s’appliquent aujourd'hui dans diverses industries (A. Lee et al., 2022).

Face a ces limites, le développement de méthodes alternatives plus écologiques, plus rapides et plus
sélectives s’'impose comme une priorité. L'intégration de procédés innovants, respectueux de
I’environnement et compatibles avec I'analyse instrumentale, représente une avancée significative vers
une valorisation durable des ressources végétales. Ces enjeux sont d’autant plus importants lorsque les
matrices végétales étudiées, comme les plantes aquatiques, présentent des profils phytochimiques
complexes et des teneurs élevées en molécules d’intérét. Pour cette raison, dans notre projet, nous avons
choisi deux techniques plus écologiques : I'extraction a I'eau subcritique et I'extraction au CO,

supercritique qui offrent une alternative plus performante aux méthodes conventionnelles.

1.4.2 L’extraction a I’eau subcritique : principe et avantages

L’extraction a I'eau subcritique (Subcritical Water Extraction, SWE) est une technique verte et innovante

qui exploite les propriétés physico-chimiques uniques de I’'eau lorsqu’elle est portée a des températures

comprises entre 100 °C et 374 °C et une pression entre 1 et 22 MPa pour la maintenir a I'état liquide (Figure

1.1.a). A ces conditions, les caractéristiques de I’eau se modifient profondément : sa constante diélectrique
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diminue (Figure 1.1.b), ce qui accroit sa capacité a solubiliser des composés organiques peu polaires, tout
en conservant sa compatibilité avec les composés polaires (J. Zhang et al., 2020). Ce comportement donne
a I'eau subcritique un large spectre d'applications pour I'extraction sélective de composés végétaux, tels
que les flavonoides, les acides phénoliques, les anthocyanes et les huiles essentielles (J. Zhang et al., 2020).

De plus, la viscosité et la tension superficielle de I’'eau diminuent avec I'augmentation de la température,

ce qui améliore la diffusion des solvants dans la matrice végétale et accélére le transfert de masse (Cheng

et al., 2021).
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Figure 1.1 (A) Etat physique de I'eau en fonction de la température et de la pression; (B) Variation de la
constante diélectrique de I'eau en fonction de la température, a (20 MPa) comparée aux valeurs mesurées
pour plusieurs solvants organiques courants dans des conditions ambiantes (25 °C; 0,1 MPa) (J. Zhang et

al., 2020).

Cette méthode permet d’éviter |'utilisation de solvants organiques toxiques, ce qui constitue un atout
majeur pour les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques qui cherchent a répondre a des
normes environnementales et sanitaires de plus en plus strictes. Son efficacité a été démontrée pour
I'extraction de polyphénols a partir de matrices végétales diverses, notamment les sous-produits
alimentaires, les algues et champignons en générant des extraits concentrés en composés bioactifs tout
en réduisant la consommation énergétique. En outre, cette technique permet d’ajuster la sélectivité de
I’extraction selon la température : les composés trés polaires sont extraits a basse température, tandis

gue ceux moins polaires sont extraits a plus haute température (Cheng et al., 2021).

Cette technique d’extraction génére peu ou pas de résidus organiques et limite les émissions de composés
volatils dans I'environnement, ce qui la rend parfaitement alignée avec les principes de la chimie verte et

du développement durable (Usman et al.,, 2023). Elle s’intégre également dans les démarches de
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valorisation circulaire des biomasses végétales, notamment dans le cadre de la bioéconomie verte
(Ferreira et al., 2023). Cependant, elle comporte certaines limitations comme la dégradation des composés
thermolabiles a température élevée. Il est donc essentiel d’optimiser les parameétres opératoires
(température, pression, temps d’extraction, ratio) afin d’assurer un bon compromis entre rendement,

sélectivité et stabilité des composés extraits (Bordoloi & Goosen, 2020).

1.4.3 L’extraction au CO; supercritique : applications et spécificités

L’extraction au dioxyde de carbone supercritique (CO,-SC) est devenue une référence ces derniéres années
comme une technique innovante dans l'isolement des composés naturels de haute valeur, notamment
dans les matrices végétales naturelles. Elle repose sur les propriétés uniques du CO; lorsque celui-ci est
porté a une température et une pression supérieure a son pont critique (31,1 °C et 7,38 MPa). Dans cet
état supercritique, le CO, combine des caractéristiques intermédiaires entre un gaz et un liquide : il
possede une faible viscosité, une densité élevée et une diffusivité qui lui confére une forte capacité de

dissolution (Uwineza & Waskiewicz, 2020).

co2
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Figure 1.2 Diagramme de phase du CO..

L'intérét principal du CO,-SC réside dans sa capacité a extraire sélectivement des composés non polaires,
tels que les huiles essentielles, les lipides, les caroténoides, ou certaines molécules phénoliques faiblement
polaires, tout en préservant leur intégrité structurale grace a I'optimisation des conditions opératoires.
Contrairement aux solvants organiques volatils et toxiques utilisés dans les techniques conventionnelles,
le CO; est non toxique, inerte, non inflammable et facilement éliminable par simple décompression, ce qui

permet d’obtenir des extraits sans traces de solvants ou de composés nocifs (Usman et al., 2023).
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La polyvalence du CO,-SC est un autre atout stratégique. En ajustant la pression et la température, on
peut modifier la densité du CO, et donc adapter sa capacité de dissolution pour cibler des composés
spécifiques (Khaw et al., 2017). Par ailleurs, I'ajout de co-solvants (souvent de I’éthanol) permet d’élargir
le spectre des composés extraits, notamment ceux plus polaires comme certains flavonoides ou acides
phénoliques (Uwineza & Waskiewicz, 2020). Cette technique a déja été exploitée avec succes dans divers
secteurs industriels. Dans I'agroalimentaire, elle permet |'extraction de pigments naturels ou d’arémes
sans modifications organoleptique. En pharmacie, et dans le domaine cosmétique, elle favorise I'obtention
d'extraits concentrés en composés actifs, utilisée notamment dans la production d’ingrédients
alimentaires naturels, des aliments nutraceutiques et de produits pharmaceutiques (Uwineza &
Waskiewicz, 2020). Malgré ces avantages, cette technique présente des défis tels que le co(t élevé de
I'investissement initial (équipement haute pression, dispositifs de sécurité), et la complexité du
paramétrage liée au choix des conditions thermodynamiques, au temps d’extraction, et au prétraitement
de la matiére premiére. Cependant, les nouvelles technologies, notamment dans le développement des
appareils, 'automatisation et I'intégration de capteurs intelligents, ont permis d’améliorer la stabilité des

résultats et une réduction progressive des co(ts d’extraction (Khaw et al., 2017).

1.5 Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)

L'analyse des métabolites secondaires présents dans les plantes aquatiques, en particulier les composés
phénoliques, nécessite des outils analytiques sensibles et sélectifs. Parmi ces outils, le couplage de la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a la spectrométrie de masse (MS) s'impose comme
une méthode de référence pour la séparation, l'identification et la quantification de composés bioactifs

dans des matrices végétales complexes (Kumar, 2017).

1.5.1 Principe de la LC et séparation des composés

La chromatographie repose sur un principe fondamental : la séparation des constituants d’'un mélange on
fonction de leur affinité pour une phase mobile et une phase stationnaire (support liquide ou solide). En
fonction de la nature de la phase mobile on distingue trois grandes catégories de chromatographie : la
chromatographie liquide, la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie par fluide
supercritique (Coskun, 2016; Rouessac & Rouessac, 2004). Etant donnée la structure des molécules ciblées
dans ce projet, la chromatographie liquide a haute performance a été choisie pour leurs analyses et

séparation.
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Un tel systéme est constitué de plusieurs modules assurant des fonctions complémentaires (figure 1.3).
Le systeme de pompage permet d’envoyer la phase mobile a travers le circuit chromatographique tout en
maintenant un débit constant et précis. Il offre généralement la possibilité d’utiliser différents solvants
selon la polarité des composés a séparer, avec un gradient constant et reproductible. L'injecteur, souvent
intégré a un auto-échantillonneur automatique, injecte dans la colonne des volumes bien définis
d’échantillon. La colonne représente le coeur du systeme de séparation : la nature de sa phase stationnaire
détermine le mécanisme de rétention et la sélectivité des analytes. Le détecteur permet de visualiser les
composés a leur sortie de la colonne et de générer un signal proportionnel a leur concentration. Enfin, le
systeme de traitement des données contréle I’'ensemble des composantes du systéme chromatographique
et enregistre les signaux issus du ou des détecteur(s) et permet I'analyse qualitative et quantitative des

résultats (Sonti, 2023).
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Figure 1.3 Représentation schématique d’un systéme de chromatographique liquide a haute performance

(HPLC) (Sonti, 2023).

La chromatographie en phase inverse (RP-HPLC) constitue la méthode de séparation la plus utilisée de nos
jours. La capacité de cette approche a séparer des molécules de polarité variées en fait une approche de
choix pour I'identification des métabolites secondaires des extraits végétaux (Qiao et al., 2011). Dans ce
systeme, la phase stationnaire est hydrophobe (généralement des chaines C18 greffées sur silice), tandis
que la phase mobile est polaire (souvent un mélange d’eau acidifiée et de méthanol ou acétonitrile)
(Vaudreuil et al., 2020). Les composés sont séparés en fonction de leur hydrophobicité : les plus polaires
éluent rapidement, tandis que les composés hydrophobes interagissent plus longtemps avec la phase

stationnaire, ce qui engendre un retard dans leur élution (Dong, 2006). Ce mécanisme permet une
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excellente séparation des flavonoides, acides phénoliques et anthocyanines, particulierement lorsque le
gradient de solvant est bien contr6lé, ce qui améliore la qualité de la séparation. Dans le cadre de cette
étude, les séparations seront effectuées sur des colonnes C18 en phase inverse. Malgré leurs greffons
communs, les colonnes C18 ont des sélectivités différentes qui reposent sur la présence ou I'absence de «
end-capping », sur la nature chimique du « end-capping », la densité de greffage et le nombre de sites
d’attachement des greffons a la silice. Cette diversité structurelle, alliée a leur robustesse et a leur
excellente reproductibilité, explique la domination des colonnes C18 utilisées de nos jours dans plus de

70% des applications HPLC (Dong, 2006).

Dans cette étude, les parametres chromatographiques (nature du solvant, débit, choix de la colonne) sont
optimisés pour donner une résolution adéquate des composés ciblés et réduire voire éliminer les
interférences. Ce type de chromatographie est non seulement adapté a la grande diversité chimique des

extraits végétaux, mais elle est aussi compatible avec le couplage a la spectrométrie de masse.

1.5.2 Spectrométrie de masse : identification et quantification des analytes

La spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique puissante qui permet d’identifier et de
guantifier les composés présents dans un échantillon sur la base de leur masse moléculaire et de leurs
profils de fragmentation. Dans le contexte des extraits végétaux complexes, elle offre une résolution et
une sensibilité essentielle pour caractériser des métabolites secondaires parfois présents en trés faibles

guantités (Kumar, 2017).

Un spectrometre de masse est constitué de plusieurs modules essentiels : un systeme d’introduction de
I'échantillon, une source d’ionisation transformant les molécules en ions, un analyseur chargé de séparer
les espéces selon leur rapport masse/charge (m/z), un détecteur convertissant le flux d’ions en signaux
électriques proportionnels a leur abondance, et enfin un systéme informatique qui permet le contréle des

différents modules et aussi le traitement des données (Gross, 2017) (figure 1.4).
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Figure 1.4 Schéma d’un spectrometre de masse (Gross, 2017).

Plusieurs types de sources d’ionisation sont disponibles en spectrométrie de masse, telles que I'ionisation
électronique (El), I'ionisation chimique (Cl), l'ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI), la
photo-ionisation a pression atmosphérique (APPI), le MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
et I'électrospray (ESI) (Mase et al., 2025). Parmi elles, I'ESI occupe une place importante dans I'analyse des
extraits végétaux, car elle est facilement utilisable en couplage avec la séparation par chromatographie
liquide. Elle est une source dite «douce» qui réduit fortement la fragmentation, couramment utilisée pour
produire des ions en phase gazeuse a partir de composés thermiquement labiles (Banerjee & Mazumdar,
2012). Cette caractéristique est essentielle pour préserver I'intégrité structurale des polyphénols et

faciliter leur identification lors d’analyses par LC-MS (Chiriac et al., 2021).

Le fonctionnement de I'ESI repose sur I'application d’une haute tension a un capillaire en acier inoxydable
par lequel traverse la solution contenant I'analyte. Ceci entraine la formation au bout du capillaire d’un
cone de Taylor et I’émission de fines gouttelettes chargées. L’évaporation progressive du solvant, souvent
facilitée par un gaz de séchage tel que I'azote, cause une augmentation de la densité de charge en surface
et une diminution de la taille des gouttelettes jusqu'a atteindre la limite de Rayleigh. A ce stade, une
explosion coulombienne se produit, qui génere des ions libres en phase gazeuse, et qui sont ensuite
introduits dans I'analyseur de masse ou ils seront séparés selon leur rapport m/z (Banerjee & Mazumdar,

2012).
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Figure 1.5 Schéma illustre le principe de I'ionisation par électrospray (ESI) (Banerjee & Mazumdar, 2012).

Un aspect fondamental de I'ESI est sa capacité a fonctionner en mode positif ou négatif selon les propriétés
chimiques des analytes. Dans le cas des polyphénols, les groupes hydroxyles et carboxyles s’adaptent bien
au mode négatif [M-H] -, ce qui facilite leur détection et leur identification. Le mode positif permet
d’analyser des composés qui ont une bonne affinité pour les protons, qui peuvent former des adduits ou
qui portent déja des charges positives. Dans cette étude, le mode positif a été utilisé lors de I'analyse des

caroténoides.

L’analyseur de masse représente le coeur du spectrométre de masse puisqu’il permet de séparer les ions
produits en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Plusieurs types d’analyseurs ont été développés
au fil du temps, chacun présentant des avantages et des limites qui influencent le choix de I'instrument
selon I'application visée. Parmi les plus utilisés, on retrouve les quadripoéles, les trappes ioniques, les temps
de vol (ToF), les analyseurs de type Orbitrap ou encore la résonance cyclotronique ionique a transformer
de Fourier (FT-ICR) (Gross, 2017). Ces systémes se différencient par leur résolution, leur exactitude de
masse et leur sensibilité. La résolution correspond a la capacité de distinguer deux ions dont les masses
exactes sont tres proches et est d’autant plus élevée que les pics sont étroits, tandis que I'exactitude de
masse refléte la concordance entre la valeur mesurée et la masse théorique. La sensibilité, pour sa part,
définit la capacité de détecter des analytes présents en faible abondance (Karpievitch et al., 2010). Parmi
ces dispositifs, les analyseurs de type temps de vol (ToF) occupent une place importante. Leur principe

repose sur I'accélération simultanée des ions qui ont la méme énergie cinétique, puis sur la mesure du
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temps nécessaire pour parcourir un tube de vol jusqu'au détecteur (Gross, 2017). Les ions de faible masse
se déplacent plus rapidement que ceux de masse plus élevée, ce qui permet de les séparer selon leur
temps d’arrivée. Afin d’augmenter encore la sélectivité et la performance analytique, des instruments
hybrides combinant différents types d’analyseurs comme le cas du QTOF, qui associe deux quadripéles a
un analyseur de type ToF. Le premier quadripéle (Q1) agit comme un filtre permettant de sélectionner les
ions précurseurs selon leur m/z et de les transmettre vers la cellule de collision (g2). Dans cette cellule, les
ions sont fragmentés par dissociation induite par collision (CID), générant des ions produits. Ces derniers
sont ensuite analysés par le ToF, qui fournit une mesure rapide et précise de leur masse (Allen &
McWhinney, 2019). Ce couplage permet de bénéficier a la fois de la sélectivité du quadripdle pour la

sélection des précurseurs et de la haute résolution et rapidité du ToF pour 'analyse des fragments.
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Figure 1.6 Schéma du Q-TOF Synapt G2S de Waters (Waters Corporation, 2016).

Dans le contexte de ce projet, |'utilisation des spectrométres de type TOF et Q-TOF représente un choix
pertinent, car il combine la fiabilité, la rapidité et I'exactitude des mesures. Ces types d’instruments
permettent non seulement d’obtenir des spectres MS riches en informations structurales, mais également
de travailler avec une sensibilité suffisante pour détecter des composés en faible abondance dans des

matrices complexes. Ces caractéristiques font un outil de choix pour I'’étude de métabolites secondaires
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tels que les polyphénols, dont I'analyse exige a la fois une grande exactitude de masse et une sensibilité

élevée.

1.6  Objectifs du projet de recherche

L’objectif de ce projet est de développer et d’optimiser des stratégies d’extraction et d’analyse pour la
valorisation des composés bioactifs, en particulier les flavonoides et caroténoides présents dans une
biomasse aquatique de la famille des Araceae (Lemna minor). Pour ce faire, des méthodes d’extraction
écologiques, telles que I'extraction a I'eau subcritique et au dioxyde de carbone supercritique, seront
mises en ceuvre afin d’obtenir des extraits riches en composés bioactifs. L’approche analytique repose sur
le développement des méthodes de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)
permettant a la fois I'identification et la séparation des molécules ciblées. Ce projet vise également a
adapter la séparation des polyphénols a I'échelle préparatoire pour la purification de quatre composés
d’intérét. Un autre volet porte sur le développement d’'une méthode LC-MS adaptée a I'analyse des
caroténoides, a la suite de leur extraction par CO; supercritique. Les mesures de masse exacte sont
utilisées pour une premiére tentative d’identification des composés majoritaires identifiés dans ces

extraits.

A travers cette démarche intégrée, le projet vise a contribuer a la valorisation durable des biomasses

aquatiques, en combinant efficacité analytique et le respect des principes de la chimie verte.
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CHAPITRE 2
DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE DE SEPARATION LC-MS POUR LES QUATRE FLAVONOIDES
CIBLEES ET ADAPTATION A L’ECHELLE PREPARATOIRE POUR BUT DE PURIFICATION

2.1  Sélection des molécules ciblées

Le choix des molécules d’intérét pour ce projet repose sur une analyse préalable des composés
phénoliques majoritairement présents dans les extraits de Lemna minor. Parmi les flavonoides identifiés,
qguatre molécules ont été ciblées : I'orientine, la vitexine, la lutéoline-7-O-glucoside et I'apigénine-7-O-
glucoside. Ces composés ont été choisis, car leur présence est fréquente dans les lentilles d’eau (Lemna
minor), comme dans la matiére premiére étudiée, et ils ont des propriétés biologiques intéressantes. lls
présentent une structure flavonique commune, avec des différences concernant les groupements
hydroxyles et les types de glycosylation. lls sont tres appropriés pour une séparation par chromatographie
liguide haute performance en mode phase inverse couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) (Pagliuso

et al., 2020).

L'orientine et la vitexine sont des flavones C-glycosylées, tandis que la lutéoline-7-O-glucoside et
I'apigénine-7-0O-glucoside sont des flavones O-glycosylées. Cette distinction est importante, car elle
influence directement leur stabilité thermique et leur résistance a I’hydrolyse, ainsi que leur
comportement chromatographique. Les C-glycosides, comme I'orientine et la vitexine, sont plus résistants
aux conditions acides, alcalines et enzymatiques, ce qui peut les rendre plus stables lors de I'extraction et
de I'analyse. Les O-glycosides, en revanche, sont facilement hydrolysables au cours de la digestion, ce qui
libére des aglycones facilement absorbés au niveau intestinal (Xie et al., 2022). Cette variabilité de
structure justifie I'intérét de développer une méthode d’analyse sensible et spécifique pour les séparer
efficacement. La présence de ces quatre flavonoides dans les plantes aquatiques a été rapportée dans
plusieurs études phytochimiques, confirmant leur abondance relative dans les extraits. Leur identification
repose sur des données chromatographiques et spectrométriques, notamment leur temps de rétention et
leurs valeurs m/z caractéristiques en mode ESI. Leur présence dans les extraits est confirmée par
comparaison avec ces mémes valeurs obtenues pour des étalons commerciaux (Pagliuso et al., 2020).
Cette étape constitue un prérequis essentiel pour le développement d’une méthode LC-MS adaptée a des

matrices complexes.
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2.2 Préparations des échantillons

Le développement de la méthode LC-MS a été réalisé en utilisant un mélange standard contenant les
quatre flavonoides ciblés : I'orientine, la vitexine, la lutéoline-7-O-glucoside et I'apigénine-7-0O-glucoside.
Ces composés ont été acquis sous forme d’étalons analytiques certifiés, avec une pureté supérieure a 98%,
et conservés a -20 °C afin de limiter leur dégradation. Ceci est particulierement important pour les
flavonoides glycosylés qui sont sensibles aux solvants polaires et a I'exposition a la lumiere. Des solutions
meéres de ces standards ont été préparées dans du DMSO a des concentrations de 5 mg/ml pour I'orientine
et la lutéoline-7-O-glucoside, de 4 mg/ml pour la vitexine, et de 3 mg/ml pour I'apigénine-7-O-glucoside.

Chagque composé a été dilué a 10 pg/ml avec du méthanol de qualité LC-MS avant les analyses.

En ce qui concerne les échantillons réels, leur extraction a été réalisée a partir de 1,2 g de biomasse séchée
et broyée, mélangée a 120 ml d’éthanol 70% dans I'eau avec agitation a température ambiante pendant

20 min. Apreés centrifugation, le surnageant a été analysé par LC-MS.

2.3 Optimisation de la méthode analytique LC-MS

Les essais analytiques ont été menés par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse.
La nature apolaire des flavonoides ciblés nous a conduit vers une chromatographie sur phase inverse, trés
appropriée pour leur rétention et séparation. Une colonne Xselect CSH C18 (5 um; 4,6 x 100 mm) de
Waters, maintenue a 40 °C a été employée. La phase mobile A était constitué d’eau et la phase mobile B
de méthanol, tous deux acidifiées avec 0,1% d’acide formique. Le débit a été fixé a 1 ml/min. Le premier
gradient appliqué allait de 10 a 95% de méthanol sur 38 minutes pour une durée d’analyse totale de 50
min (Figure 2.1). Le systeme était équipé d’un détecteur a barrettes de photodiodes (DA) enregistrant le
signal UV entre 210 et 400 nm. Ce détecteur était suivi en série, d'un spectrometre de masse de type
SYNAPT G2-Si (Waters), basé sur une configuration hybride quadrip6le-temps de vol (Q-TOF). L’analyse
par spectrométrie de masse a été effectuée avec une ionisation électrospray (ESI), en mode positif et
négatif. Les parametres opératoires ont été fixés comme suit : une tension de capillaire de 3,0 kV, une
température de source de 150 °C, une tension du cone d’échantillonnage de 40V, et un offset de source
de 50 V. Le débit de gaz de cone a été maintenu a 50 L/h, tandis que la pression du gaz de nébulisation
était de 6 bars. La température de désolvatation a été réglée a 600 °C, avec un débit de gaz de
désolvatation de 1200 L/h. Les données ont été acquises en mode balayage sur une plage de m/z de 60 a

1500 Da.
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Figure 2.1 Chromatogramme UV (210-400 nm, en haut) et chromatogramme ionique total (TIC, en bas) de
I’essai initial sur le mélange standard des quatre flavonoides, avec un gradient de 10 a 95% de méthanol

sur 38 min.

L'injection individuelle des étalons a permis d’attribuer les pics chromatographiques et le temps de
rétention a chacune des quatre molécules ciblées. Ceci a été nécessaire, car les composés partagent deux
par deux la méme formule moléculaire comme illustrée dans le tableau 1.1. Ces conditions ont conduit a
une séparation compléte des composés. Néanmoins, cette approche s’est révélée trop longue pour une
application analytique courante, ce qui a mené a plusieurs ajustements visant a réduire le temps d’analyse
tout en conservant une bonne séparation. Afin d’optimiser la méthode, plusieurs gradients d’élution ont
été testés sur le mélange standard ainsi que sur I'extrait brut de Lemna minor. Le sommaire des gradients

étudiés est présenté a la figure 2.2.
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Figure 2.2 Gradients d’élution utilisés pour I'optimisation de la séparation chromatographique.
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Les gradients 1 a 3 ont été effectués sur le mélange d’étalons. Les gradients 4 a 6 ont été appliqués a
I’extrait brut de Lemna minor. Parmi I'’ensemble des conditions testées, un gradient plus court et moins
étendu en phase organique a permis d’obtenir une séparation nette et rapide des quatre flavonoides dans
I’extrait brut (figure 2.3). Ce gradient final, allant de 25 a 35% de méthanol sur 16 minutes pour un temps

total de 30 min, a été retenu comme condition optimale.
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Figure 2.3 Chromatogramme UV (haut) et TIC (bas) d’un extrait brut analysé avec un gradient de 25 a 35%

de méthanol sur 16 min, temps total 30 min.

La complexité de I'extrait ne semble pas avoir influencé la qualité de la séparation. Les quatre flavonoides
d’intérét ont été facilement détectés aux temps de rétention attendus, sans interférence significatives. La
qualité de la séparation observée est comparable a celle obtenue avec le mélange standard, indiquant que
la méthode développée est suffisamment sélective et adaptée a I'analyse d’échantillons réels. Les
performances de la méthode développée ont été comparées a celles rapportées dans la littérature.
Plusieurs études utilisant des approches LC-MS similaires pour I'analyse des flavonoides dans des matrices
végétales rapportent des temps d’analyse généralement plus longs, souvent supérieurs a 30 minutes, avec
des gradients plus étendus (Pagliuso et al., 2020). Dans ce travail, I'optimisation du gradient a permis de
réduire significativement le temps d’analyse tout en conservant une séparation efficace des composés
ciblés. Cette amélioration constitue un avantage important en termes de rapidité et d’efficacité analytique,

particulierement pour la purification a grande échelle.

2.4  Adaptation a I'échelle préparatoire

Apres I'optimisation réussie des conditions chromatographiques en mode analytique, une adaptation a
I’échelle préparatoire a été réalisée dans le but d’isoler les quatre flavonoides ciblés a partir des extraits

de Lemna minor. L'objectif de cette étape était d’obtenir des composés purifiés. Le transfert a été effectué
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sur un systéme LC-UV-MS préparatif de Waters équipé d’une colonne XSelect CSH Prep C18 OBD™ (5 um,
19 x 150 mm). Les détecteurs étaient de type UV, suivi par un analyseur de masse de type simple
guadripolle. Les phases mobiles étaient les mémes que celles utilisées a I’échelle analytique. Le choix de
cette colonne s’est fondé sur sa compatibilité avec la méthode analytique précédemment développée, ce
qui garantit une conservation de la résolution et une répétabilité des séparations. Le débit a été augmenté
a 24 ml/min et le volume d’injection a été de 800 pL afin de correspondre a cette nouvelle échelle. Le
gradient optimisé en mode analytique, allant de 25 a 35% de méthanol sur 16 minutes, a été ajusté de 30
a 35% pour son application a I’échelle préparatoire, pour un temps d’analyse total de 30 minutes par
injection (Tableau 2.1). Ce gradient a été sélectionné en raison de sa capacité a séparer efficacement les

quatre flavonoides dans des conditions de débit plus élevées, sans chevauchements chromatographiques.

Tableau 2.1 Parametres chromatographiques utilisés pour I'analyse ciblée.

Méthode de séparation Méthode préparatoire
Mode d’ionisation ESI positif et négatif ESI négatif
XSelect CSH C18 XSelect CSH Prep C18 OBD™ (5 um,
Colonne
(5 um, 4,6 x 100 mm) 19 x 150 mm)
T 5 I
empérature de la 40 °C Température ambiante
colonne
Volume d’injection 2 ul 800 ul
Débit de l? phase 1ml/min 24 ml/min
mobile
. A : Eau+0,1% acide formique A : Eau+0,1% acide formique
Phases mobiles

B : Méthanol 0,1% acide formique B : Méthanol 0,1% acide formique

100

8

Gradient d’élution

2.5 Collection des fractions : Collecte préparative et pureté des fractions isolées

Al'échelle préparatoire, les composés ont été collectés en quatre fractions principales (FR1 a FR4) (Figure
2.7). La collection des fractions a été déclenchée par la présence des m/z ciblés des quatre molécules

d’intérét. Un exemple représentatif du fonctionnement du systéme de purification automatique est
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présenté a la Figure 2.4. Plusieurs tubes de collection ont été obtenus pour chaque fraction et regroupés

comme illustré.
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Figure 2.4 Fractionnement préparatif des quatre flavonoides cibles a partir de I'extrait réel, selon leur

temps de rétention et leur rapport m/z spécifique.

Vingt injections successives ont été effectuées pour collecter une quantité suffisante de matériel dans
chacune des fractions, pour permettre de déterminer leur pureté et leur rendement. Pour ce faire, les
fractions FR1 a FR4 ont été évaporées sur un rotavap et pesées afin de mesurer la masse collectée de
I'orientine (FR1), I'apigénine-7-O-glucoside (FR2), la lutéoline-7-O-glucoside (FR3), et la vitexine (FR4). Une

image de ces fractions séchées est présentée a la Figure 2.5.

Figure 2.5 Aspect visuel des quatre fractions apres la purification.

La pureté de chacune de ces fractions a été évaluée par LC-UV-MS et les résultats sont regroupés dans le
Tableau 2.1. La pureté a été estimée a partir des aires relatives des pics obtenus a partir du signal UV, en

tenant compte de I’'ensemble des composés présents dans chaque fraction et non uniquement des quatre
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molécules ciblées. Les chromatogrammes UV de chacune des fractions sont présentés a la figure 2.6 et

présentent des profils majoritairement purs, avec des pics dominants correspondant aux molécules ciblées.
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Figure 2.6 Chromatogrammes UV (210-400 nm) des fractions purifiées FR1 a FR4 obtenus par LC-UV-MS.

Tableau 2.2 Pourcentage de pureté et masse collectée pour chaque fraction purifiée des quatre

flavonoides extraits de Lemna minor.

Nom de composé FR1 FR2 FR3 FR4
Orientine 100 0,00 0,00 0,00
Apigenin7-O- glycoside 0,82 99,18 0,00 0.00
Luteoline7-0- glycoside 0.00 2,50 97.50 0,00
Vitexine 0.00 0.00 0.00 95.55

Poids collecté (mg) 4.20 18.61 7.85 6.41
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2.6 Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus démontrent qu’une stratégie de séparation reposant sur des gradients courts et
étroits peut étre adaptée a la purification ciblée de flavonoides en matrice végétale. Le succes du transfert
analytique vers un systéme préparatif a haut débit confirme la robustesse et la reproductibilité de la
méthode. La complexité de I'extrait n’a pas empéché la récupération des composés majeurs. Cette
méthode de séparation a ainsi constitué une étape clé dans le développement d’une procédure robuste
pour la purification et I'analyse quantitative des molécules ciblées. Elle représente un bon point de départ
pour une purification a grande échelle qui serait applicable dans le cadre de I'isolement de composés

bioactifs pour des applications en nutraceutique, en cosmétique ou pour des essais biologiques in vitro.

Malgré les résultats obtenus, certaines limites doivent étre considérées. La séparation repose sur une
optimisation spécifique a la matrice étudiée, ce qui peut limiter I'applicabilité de la méthode a d’autres
extraits végétaux plus complexes. De plus, bien que les fractions obtenues présentent une pureté élevée,
la présence de composés mineurs dans certaines fractions, indique que la séparation n’est pas totalement
sélective. Enfin le passage a I'échelle préparatoire impliqgue une augmentation du volume injecté et du

débit, ce qui peut affecter la résolution chromatographique et introduire une variabilité supplémentaire.
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CHAPITRE 3
OPTIMISATION DE L’EXTRACTION DES POLYPHENOLS ET ANTHOCYANINES PAR EAU
SUBCRITIQUE SELON UNE APPROCHE DOE

3.1 Introduction

L’extraction des polyphénols et des anthocyanines a partir de matrices végétales repose sur le choix de
conditions opératoires capables d’optimiser a la fois le rendement et la préservation de l'intégrité
chimiques des composés ciblés. Dans ce travail, 'approche expérimentale a été orientée vers I'utilisation
de I'eau subcritique comme technique verte et durable, appliquée sur Lemna minor. L'objectif principal a
été de mettre en ceuvre un plan d’expérience (Design of Experiments, DOE) afin d’identifier les conditions

optimales permettant de maximiser I'extraction de ces composés.

L'étude a également intégré des méthodes d’extractions complémentaires, permettant de situer les
performances de I'’eau subcritique dans un contexte comparatif plus large. Des extractions supercritiques
au dioxyde de carbone (SFE) ont été conduites dans des conditions adaptées a |’extraction de polyphénols,
afin de comparer les profils d’extraits obtenus, avec ceux issus de I'eau subcritique. De plus, deux
méthodes conventionnelles, a savoir I'extraction au Soxhlet a I’hexane et la macération a I’éthanol, ont
été mises en ceuvre comme référence. Ces approches traditionnelles, bien que moins durables,
permettent d’obtenir des points de comparaison utiles pour interpréter les performances des techniques
innovantes. Cette approche intégrée, associant méthodes d’extraction vertes, techniques
conventionnelles et analyses multi-instrumentales, permet de dresser une vue d’ensemble, de I'efficacité
de I’eau subcritique pour extractions de polyphénols a partir d’'une biomasse aquatique, et d’ouvrir la voie

a des perspectives d’optimisation a I’échelle industrielle.

3.2 Plan d’expérience
3.2.1 Application du DOE a 'optimisation du procédé

Lors de processus de valorisation des composés bioactifs, il est fréquent de réaliser un grand nombre
d’essais afin d’optimiser I'extraction des composés d’intérét, notamment en vue d’obtenir un rendement
d’extraction maximal. Toutefois, ces tests reposent souvent sur une approche basée sur |'expérience dite
« essais-erreurs », qui implique la répétition de nombreuses manipulations, ce qui entraine une

consommation importante de ressources, de temps, ainsi qu’un co(t de développement plus élevé pour
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surmonter ces limites. La méthodologie du DOE s'impose comme une alternative stratégique efficace. Elle
permet de planifier précisément les facteurs et leurs interactions, tout en réduisant le nombre total
d’essais requis. Cette approche vise a déterminer les conditions opératoires optimales a I'aide d’outils
statistiques adaptés. En ce sens, le DOE consiste a définir d’'une fagon structurée, les expériences
pertinentes a réaliser afin de mettre en évidence les facteurs ayant un effet significatif sur le procédé
étudié, et a ajuster les paramétres expérimentaux pour obtenir de meilleurs résultats. (Leyva-Jiménez et

al., 2022).

3.2.2  Principes du DOE

Afin de bien comprendre les avantages liés a I'utilisation des plans d’expériences et interpréter
adéquatement les résultats obtenus, il est essentiel de maitriser les principaux types de plans ainsi que les
parameétres statistiques utilisés pour leur évaluation. Un plan expérimental repose fondamentalement sur
trois composantes clés : la variable réponse, les facteurs et leurs niveaux. La variable réponse, également
appelée variable dépendante, représente le parametre mesuré a l'issue des différentes conditions
expérimentales appliquées par les facteurs étudiés (Durakovic, 2017). L’objectif est de maximiser,
minimiser ou atteindre une valeur cible de cette réponse en fonction des besoins du procédé (Anderson-
Cook et al., 2016). Les facteurs, ou variables indépendantes représentent les paramétres contrélés par le
chercheur afin d’en évaluer l'influence sur la réponse (Collins et al., 2009), le choix du nombre et de la
nature des facteurs dépendent généralement du type d’étude menée (criblage, caractérisation ou
optimisation), du procédé visé ainsi que des ressources disponibles (Jankovic et al., 2021). Chaque facteur
est défini par un ensemble de niveaux, correspondant aux valeurs testées. Ces niveaux sont souvent codés
selon une échelle normalisée allant de —1 (niveau bas), a +1 (niveau haut), avec 0 représentant un niveau

intermédiaire (centre de domaine) (Szpisjak-Gulyas et al., 2023).

En combinant les différents niveaux des facteurs selon un plan expérimental bien défini, il est possible de
réaliser un ensemble d’expériences visant a évaluer I'efficacité de la technique étudiée. Chaque point
expérimental correspond a une combinaison spécifique de niveaux de facteurs. Cette approche permet
d’identifier les paramétres les plus influents et d’optimiser efficacement les conditions du procédé étudié
(Leyva-liménez et al., 2022). Pour garantir I'efficacité de cette approche expérimentale, il est essentiel de
définir avec précision les variables de réponse, les facteurs ainsi que les niveaux a prendre en compte. En
effet, le nombre total d’expériences a réaliser dépend directement du nombre de facteurs choisis et du

nombre de niveaux attribués a chacun d’eux (Jankovic et al., 2021).
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3.2.3 Application de DOE dans ce projet

Dans le cadre de cette étude, I'optimisation des conditions d’extraction par eau subcritique a été réalisée
en suivant I'approche DOE ce qui permet d’évaluer simultanément I'influence de plusieurs facteurs
opératoires et d’identifier leurs interactions, afin de déterminer les conditions les plus favorables a
I’extraction des polyphénols, cela constitue un avantage majeur par rapport aux approches classiques
basées sur la variation d’un seul facteur a la fois. Le DOE a été appliqué uniquement aux extractions
effectuées sur la biomasse seche. Ce choix repose sur la nécessité de travailler avec un matériau dont la
teneur en eau est constante, ce qui permet de limiter la variabilité expérimentale et de mieux comparer
les effets des parametres étudiés. Les variables retenues pour I'optimisation comprenaient la température,
le temps d’extraction, la pression et le ratio qui est la quantité de biomasse par volume d’eau (solide/
solvant), tandis que les réponses mesurées correspondaient aux rendements bruts et au taux de

polyphénols déterminés par spectrophotométrie UV-Vis.

Ce procédé a permis d’établir un plan expérimental structuré couvrant un domaine de variation
représentatif, avec une interprétation fiable des effets principaux. Les conditions optimales identifiées par
cette approche ont ensuite été sélectionnées pour un suivi par LC-MS, dans le but d’analyser I'évolution

des composés extraits au cours du temps.

3.3 Meéthodologie
3.3.1 Biomasse végétale

La biomasse utilisée dans cette étude provient de plantes aquatiques (Lemna minor), présente un taux
d’humidité de 5% et a été cultivée en bassins intérieurs dans des conditions contrdlées (température, pH,
lumiere) afin d’assurer une croissance optimale et une qualité homogene de la matiere premiere. La
culture a été réalisée dans un milieu aquatique a composition physico-chimique maitrisée, avec un suivi
régulier des parametres de I'eau et une récolte effectuée au moment optimal pour maximiser la teneur
en composés bioactifs d’intérét. Cette biomasse correspond a la matiére séche obtenue par lyophilisation.
Pour chaque expérience subcritique, environ 4 g de matiére ont été pesés avec précision et introduits dans

un réacteur d’une capacité de 100 ml.
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3.3.2 Etapes du procédé SWE

Le schéma d’un systéme d’extraction a I'’eau subcritique est présenté a la Figure 3.1 (Usman et al., 2023).
On y retrouve un réservoir d’eau, une pompe et un systeme de chauffage qui augmente la température
de I'eau jusqu'a atteindre les conditions subcritiques. Cette eau entre dans la chambre d’extraction qui
contient la matiére premiére. A cette étape, I'eau subcritique circule dans la matrice et permet de libérer
et dissoudre les composés d’intérét. Enfin, I'extrait est récupéré dans un flacon comme derniére étape du

procédé.

Vanne

Pompe Chauffage é@: 1
M-» 3 NI

Réservoir Fiole de
d'eau collecte
Chambre
d’extraction

Figure 3.1 Schéma du procédé d’extraction par I'eau subcritique.

3.3.3 Stratégie de plan d’expérience pour I'extraction par I’eau surcritique (SWE)

Un plan factoriel 23 a été congu afin d’évaluer 'influence de la température, de la pression et du débit du
solvant sur le rendement en polyphénols. Chaque facteur a été étudié a deux niveaux, correspondant a
une valeur basse et une valeur haute : la température a été fixée a 110 et 150 °C, la pression a 80 et 160 bar,
et le débit de 'eau a 3,3 et 6,7 ml/min. Afin d’évaluer la reproductibilité des résultats, un point central
correspondant a des conditions intermédiaires (température 130 °C, pression 120 bar, débit 5 mL/min) a
aussi été intégré et effectué en triplicata. Ainsi, le plan expérimental a comporté huit essais correspondant
aux combinaisons extrémes des facteurs et trois essais réalisés au centre du domaine, soit un total de onze

expériences. Les conditions opératoires appliquées pour chaque essai sont présentées dans le Tableau 3.1.
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Tableau 3.1 Conditions opératoires du plan d’expériences subcritique : masse de matiere premiere,

température, pression, ratio et débit appliqués pour chaque essai, incluant un point central en triplicata.

Parameétres
Essai Masse MP Température Pression Ratio (solide/ Temps Débit
(g) (°C) (bar) solvant) (h) (ml/min)

1 4 130 120 1/75 1 5

2 4 130 120 1/75 1 5

3 4 130 120 1/75 1 5

4 4 110 80 1/50 1 3,3
5 4 110 80 1/100 1 6,7
6 4 110 160 1/50 1 3,3
7 4 110 160 1/100 1 6,7
8 4 150 80 1/50 1 3,3
9 4 150 80 1/100 1 6,7
10 4 150 160 1/50 1 3,3
11 4 150 160 1/100 1 6,7

Les cellules en bleu correspondent aux points centraux de DOE en triplicata

Le procédé de I'extraction par eau subcritique (SWE) a été conduit dans un systéme fermé permettant de
maintenir I’eau sous forme liquide a des températures supérieures a 100 °C grace a I'application d’une
pression controlée. A I'issue de chaque extraction, I'ensemble de I'extrait a été collecté en une seule
portion, a température ambiante. Puis les extraits ont été lyophilisés, ce qui a permis d’obtenir des
poudres seches stables, préservant les composés sensibles a la chaleur. Les poudres obtenues ont été
pesées afin de déterminer les rendements d’extraction puis conservées a I'abri de la lumiéere et de
I’humidité jusqu'aux analyses.

3.3.4 Extraction au CO; supercritique (SEF)

Le procédé d’extraction au CO, supercritique repose sur une circulation controlée du fluide a travers
Lemna minor, afin de solubiliser et récupérer les composés d'intérét. Comme I'indique la figure 3.2, le CO,
stocké dans un cylindre est acheminé vers une pompe a haute pression, souvent précédée d’un systeme
de refroidissement permettant de maintenir le gaz a I'état liquide. Le fluide comprimé est ensuite dirigé
vers un échangeur thermique, ou la température est ajustée afin d’atteindre les conditions supercritiques.
Le CO, supercritique est ensuite envoyé dans le réacteur de 'unité qui contient la biomasse. Dans un
premier temps, il pénétre dans la matrice végétale (phase statique), puis circule a travers I'échantillon
pour solubiliser les composés dissous (phase dynamique). Lorsque nécessaire, un co-solvant peut étre

ajouté a 'aide d'une pompe spécifique pour faciliter I'extraction de molécules plus difficiles a solubiliser
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(Chemat et al., 2020). Dans notre cas, nous avons ajouté de I’éthanol pour augmenter la polarité du CO,
supercritique afin d’augmenter le rendement d’extraction des polyphénols. Ceci a aussi aidé a récupérer
I'extrait qui avait tendance a rester collé dans les lignes. A la fin pour récupérer I'extrait, on baisse la

pression au fur et a mesure, puis on récupeére |I’extrait dans un récipient bien propre (Chemat et al., 2020).
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Figure 3.2 Schéma du procédé d’extraction au CO; supercritique.

Un total de 20,1 g de matiére séche a été introduit dans le réacteur de I'unité (SFE) d’'une capacité de
230 ml. Les conditions opératoires appliquées étaient une température de 60 °C et une pression de 95 bar.
Le CO; supercritique a été injecté a un débit constant de 4 g/min, tandis que I'éthanol a été utilisé comme
co-solvant a un débit de 6 ml/min. La phase de remplissage de CO; a duré 20 minutes, suivie d’une
extraction en continu d’une durée totale de 7h. Des fractions d’extraites ont été collectées chaque heure,
de 1h a 7h, ce qui permet d’évaluer I'évolution du rendement au cours de temps. Les rendements cumulés
ont montré une augmentation progressive jusqu' a atteindre environ 25,99 % aprés 7 heures d’extraction,
correspondant a une masse totale d’extrait de 5,22 g. Ce rendement est calculé comme le rapport entre
la masse d’extrait récupérée et la masse initiale de biomasse introduite dans le réacteur tel que présenté

en annexe B (tableau B.1).

Les mémes conditions d’extraction ont été appliquées pour les échantillons APL8 et APL9. Ainsi,
I'extraction de |"échantillon APL8 a été réalisée en mode continu, c'est-a-dire avec une circulation

permanente du CO; supercritique dans la cuve d’extraction tout au long du procédé. En revanche,
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I’échantillon APL9 a été extrait en mode intermittent (on/off), caractérisé par une alternance de phases
d’injection de CO; (on) et de phases d’arrét (off). Cette alternance favorise la désorption de certains
composés de la matrice et leur transfert lors de la reprise du flux. Dans les deux cas, la durée d’extraction
a été fixée a 6 heures. Les extraits obtenus ont ensuite été récupérés puis concentrés sous pression réduite
a I'aide d’un évaporateur rotatif, afin d’éliminer I'éthanol. Les rendements sont de 14,42% pour APL8 et

13,56% pour APL9 (annexe B).

3.3.5 Etude de la cinétique de I'extraction a I'eau subcritique (SWE) sur les extraits optimaux

Afin d’étudier la cinétique de I'extraction par eau subcritique (SWE), les trois essais identifiés comme
optimaux a partir du plan d’expériences (DOE) ont été reproduits et analysés par LC-MS. La récupération
des extraits a été effectuée sous forme de fractions successives de 40 ml, collectées toutes les 6 a 8 min
pendant une durée totale d’'une heure. Chaque fraction a été ensuite filtrée a travers une membrane PTFE

0,2 um, puis analysées directement, sans étapes de concentration ni de lyophilisation.

3.3.6 Méthodes conventionnelles de comparaison (macération et Soxhlet)

A titre comparatif, deux méthodes d’extraction conventionnelles ont été mises en ceuvre afin d’évaluer
les performances des procédés innovants (SFE et SWE) par rapport a des approches plus conventionnelles.
La premiére série a consisté en trois expériences de macération réalisées sur la biomasse séchée et broyée.
Ce type d’extraction a été conduit a température ambiante dans un mélange eau/ éthanol (50:50, v/v)
pendant 24 heures, sous agitation douce, ce qui a permis d’obtenir un rendement de 17,13%. Une
deuxiéme macération a été réalisée avec un mélange eau/éthanol (30:70; v/v) pour une durée de 24h, a
conduit a un rendement de 28,08%, tandis qu'une troisieme expérience a été effectuée dans un mélange
éthanol/eau/acide acétique (70 : 29,5 : 0,5; v/v/v), mais sur une durée réduite de 4 heures avec un
rendement de 31,44%. L’ajout d’acide acétique dans ce dernier mélange de solvants avait pour objectif de
favoriser I'extraction et la détection des anthocyanes, connus pour étre instables en conditions neutres et
mieux préservés en milieu légérement acide. A I'issue de chaque macération, les extraits ont été filtrés,
puis évaporeés sous vide. lls sont présentés sous la forme d’une poudre, qui a ensuite été conservée a |’abri
de la lumiere et de I'humidité jusqu’aux analyses. En paralléle, une extraction a I'hexane a été réalisée
dans un appareil Soxhlet classique, sur une durée de 4 heures. Cette méthode est reconnue pour son
efficacité dans I'extraction exhaustive des composés lipophiles. Le solvant a ensuite été éliminé a 'aide
d’un évaporateur rotatif, permettant d’obtenir un extrait représentatif de la fraction hydrophobe de la

biomasse avec un rendement de 7%. L’ensemble de ces méthodes conventionnelles a fourni des extraits
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de référence permettant d’établir une base de comparaison directe avec les procédés a haute

performance super et sub-critiques (SFE et SWE).

3.4  Analyses des extraits
3.4.1 HPLC-DAD (flavonoide d’intérét)

La quantification ciblée des flavonoides d’intérét orientine, vitexine, lutéoline-7-O-glucoside et apigénine-
7-0-glucoside a été réalisée par chromatographie liquide a haute performance équipé d’un détecteur a
barrette de diodes (DAD), tous deux de la série 1260 Infinity de Agilent Technologies. Cette méthode a
permis a la fois la séparation et I'identification spectrale des composés, sur la base de leurs temps de

rétention et de leurs absorptions UV caractéristiques a 350 nm.

Les analyses ont été effectuées sur un systéme HPLC équipé d'une colonne Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x
100 mm, 3,5 um) de Agilent Technologies, maintenue a température ambiante. La phase mobile A était
composée d’eau/méthanol (94,9 : 5,0, v/v) acidifiée a 0,1% d’acide formique, tandis que la phase mobile
B était composée d'éthanol contenant 0,1% d’acide formique. Le gradient d’élution a commencé a 25% B,
puis a augmenté progressivement jusqu’a 100% B en 35 minutes, ce qui permet une séparation optimale
des quatre flavonoides. Le débit a été fixé a 0,4 ml/min, et le volume d’injection a 5 pl. La détection a été
réalisée par UV a 350 nm. L'identification des composés a été effectuée par comparaison des temps de
rétention et des spectres UV avec ceux des standards analytiques de référence. La quantification est
déterminée a partir d’'une courbe d’étalonnage externe établie a partir de solutions standards préparées
a différentes concentrations, couvrant la plage linéaire de la réponse du détecteur. Cette méthode a
permis de déterminer la teneur en flavonoides ciblés dans les différents extraits, et d’évaluer I'influence

des conditions d’extraction sur la récupération sélective de ces métabolites.

3.4.2 LC-MS (profil des composés)

Le profilage des composés dans les extraits a été réalisé par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS), en utilisant un spectrométre de masse TOF 6224
couplé a un systeme HPLC 1260 (les deux d’Agilent Technologies). La séparation chromatographique a été
effectuée sur une colonne XSelect CSH™ C18 (3,5 um, 2,1 x 100 mm), de Waters. Le systéeme de phase
mobile comprenait (A) de I'eau contenant 0,1% acide formique et (B) du méthanol contenant 0,1% acide

formique. Le volume d’injection était fixé a 1 uL et la détection UV réalisée aux longueurs d’onde de 210,
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254 et 280 nm. L'acquisition spectrométrique a été effectuée en mode ESI positif et négatif, avec un

balayage de m/z 100 jusqu'a 1200.

Avant injection, les extraits secs ont été dissous dans 10 ml d’'un mélange méthanol/eau (30:70, v/v), puis
filtrés a travers une membrane PTFE de 0,2 um. L’identification des composés se repose sur une approche
ciblée, fondée sur l'interprétation des temps de rétention, des masse exactes et des profils
chromatographiques obtenus par LC-MS, en s’appuyant sur les données antérieurement acquises a partir

des standards des quatre molécules d’intérét.

3.4.3 Dosage des polyphénols totaux (UV-Vis, Folin-Ciocalteu)

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Cette
méthode repose sur un mécanisme de transfert d’électrons dans lequel le réactif de Folin-Ciocalteu agit
comme un agent oxydant, tandis que les composés phénoliques jouent le réle de donneurs d’électrons.
Ce réactif est généralement considéré comme un meélange d’acides phosphomolybdique et
phosphotungstique. En milieu alcalin, les composés phénoliques réduisent les ions molybdéne (VI) en
molybdéne (V), conduisant a la formation d’un complexe bleu dont I'intensité est proportionnelle a la
capacité réductrice des composés présents. L'absorbance de ce complexe est mesurée par
spectrophotométries UV-Vis, généralement dans une plage de 740 a 765 nm. Toutefois cette méthode
présente certaines limitations, notamment une faible spécificité, le réactif pouvant également réagir avec
d’autre composés réducteurs, ce qui peut entrainer une surestimation de la teneur en polyphénols totaux
(Majewska & Druzynska, 2025). Pour chaque analyse, 0,5 ml de la solution d’extrait ont été prélevés et
introduits dans une fiole jaugée de 50 ml. Un volume de 30 ml d’eau déionisée a été ajouté, suivi de 2,5
ml de réactif de Folin-Ciocalteu préalablement dilué, puis de 7,5 ml de solution de carbonate de sodium
(0,7 M). Le volume a ensuite été complété a 50 ml avec de I'eau déionisée. Les solutions ont été
homogénéisées par inversion puis incubées pendant 2 h a température ambiante et a I'abri de la lumiere
afin de permettre le développement complet de la coloration. L'absorbance a été mesurée a 765 nm a
I'aide d’un spectrophotomeétre UV-Visible (UV-1700, Shimadzu), en utilisant un control blanc préparée

dans les mémes conditions sans extrait.

La quantification a été réalisée en comparant les valeurs d'absorbance a une courbe d’étalonnage établie

avec l'acide gallique comme standard de référence. Les résultats ont été exprimés en mg équivalents acide
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gallique (GAE) par gramme d’extrait sec (mg GAE/g), ce qui permet de comparer directement les teneurs

en polyphénols totaux entre les différents procédés d’extraction.

3.4.4 Dosage des anthocyanes (UV-Vis, pH différentiel)

La teneur en anthocyanes totaux a été déterminée par la méthode du pH différentiel couplée a la
spectrophotométrie UV-Visible. Ce procédé repose sur la réversibilité structurale des anthocyanes : ils
apparaissent colorés et stables en milieu fortement acide (pH 1), tandis qu’ils deviennent quasi incolores
a pH plus modéré (pH 4,5). La différence d’absorbance mesurée entre ces deux conditions permet ainsi

d’évaluer directement la concentration totale en anthocyanes.

Dans ce cadre, les extraits secs obtenus ont d’abord été dissous dans de I’eau distillée a I'aide d’ultrasons
afin d’assurer une solubilisation compléte, puis centrifugés pour éliminer les particules en suspension. Le
surnageant a été utilisé pour les analyses spectrophotométriques. Pour chaque échantillon, deux solutions
paralléles ont été préparées : I'une dans un tampon KCI/HCl a pH 1 et I'autre dans un tampon acétate de
sodium/HCl a pH 4,5. Les spectres d’absorbance ont été enregistrés a 510 nm, correspondant au maximum
d’absorption des anthocyanes, et a 700 nm utilisé comme valeur de correction afin de compenser les

perturbations possibles liées a la turbidité de I’échantillon.

La valeur d’absorbance corrigée a ensuite été calculée comme suit :

A = (As10 — A700) PH1— (As10 — A700) PHas

La valeur trouvée sera introduite dans I’équation de la loi de Beer-Lambert pour convertir 'absorbance en
concentration. Les calculs ont été réalisés en considérant la cyanidine-3-glucoside comme molécule de
référence, en utilisant sa masse molaire (449,2 g/mol) et son coefficient d’extinction molaire
(26 900 L'mol™-cm™). Les résultats ont finalement été exprimés g/100 g d’extrait, ce qui permet de
comparer la teneur en anthocyanes des différents échantillons obtenus par les diverses méthodes

d’extraction.
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3.5 Résultats et discussions

3.5.1 Optimisation des conditions d'extraction par SWE

Le tableau 3.2 regroupe les résultats obtenus lors des différents essais du plan d’expérience (DOE) appliqué
a I'extraction par eau subcritique. Pour chaque essai, la masse de matiere premiere (MP) introduite, les
conditions opératoires (température, pression et débit moyen), ainsi que les rendements bruts et la teneur
en polyphénols totaux (déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu en spectrophotométrie UV-Vis) ont
été consignés. Les résultats montrent une forte influence des parametres opératoires sur I'efficacité
d’extraction, tant en termes de rendement global que de rendement en polyphénols. Les rendements des
extraits bruts varient entre 18,55% et 36,99%, ce qui confirme la sensibilité du procédé aux conditions de
température et de pression. Concernant la teneur en polyphénols totaux, les valeurs oscillent entre 13,11
et 23,89 mg GAE/g d’extrait sec, avec une nette amélioration observée pour certaines conditions
optimisées. Dans ce contexte, I’évolution du rendement brut et de la teneur en polyphénols suit la méme
tendance, ce qui confirme qu’un rendement élevé s’"accompagne d’une augmentation de la concentration
en composés bioactifs. Ceci met en évidence la cohérence entre le rendement brut et la teneur en
polyphénols totaux, et souligne I'intérét du plan d’expérience pour identifier les conditions opératoires les
plus performantes. En résumé, le plan d’expérience (tableau 3.1) a permis d’identifier des conditions
optimales d’extraction subcritique (essais 7,9 et 11), offrant une combinaison intéressante entre le
rendement global et le rendement en polyphénols. Ces conditions seront retenues pour la suite des

analyses afin d’évaluer plus en détail la composition chimique des extraits.

Tableau 3.2 Rendement brut et teneur en polyphénols totaux des extraits obtenus par extraction

subcritique selon les conditions expérimentales.

Paramétres

Essai| Masse MP pesée | T moyenne Pression Débit moyen | Rendement | Polyphénols (mg

(8) (°C) moyenne (bar) (ml/min) brut (%) GAE/g d’extrait)
1 4,01 128,6 £ (0,5) 114,5 £ (1,6) 5,1%(5,0) 23,0 15,1
2 4,04 129,2 +(0,4) 121,7 £ (2,5) 5,0 (7,4) 29,9 17,3
3 4,05 128,9+(0,3) 118,6 £ (2,0) 4,9 +(4,0) 20,6 14,2
4 4,03 109,5+(0,1) 77,7 £ (4,2) 3,5+ (12,7) 20,1 15,2
5 4,05 108,3 £ (1,0) 79,1+ (2,5) 6,8 +(4,8) 18,6 13,1
6 4,05 109,6 + (0,1) 158,8 £ (2,0) 3,3%(3,8) 27,3 17,0
7 4,04 109,2 £ (0,2) 163,4 £ (2,0) 6,7 +(2,1) 32,6 23,9
8 4,04 148,9 £ (0,7) 80,6 £ (4,3) 3,3%(3,6) 31,5 17,9
9 4,06 148,0 £ (0,7) 79,4 £ (5,3) 6,8  (8,5) 34,7 23,3
10 4,03 149,1+(0,5)| 161,41 (5,0) 3,0t (4,9) 22,9 14,5
11 4,03 147,2 + (1,2) 160,5 £ (2,0) 6,7t (3,8) 37,0 22,6
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Parmi I'ensemble des essais, trois conditions apparaissent particulierement intéressantes les essais 7, 9 et
11 (en gras dans le tableau 3.2). Ces essais combinent a la fois des rendements d’extraction élevés (32,6,
34,7 et 37%) et des teneurs importantes en polyphénols (22,6, 23,3 et 23,9 mg GAE/g d’extrait). Ces
résultats indiquent que I'augmentation de la température (=150 °C) avec des débits élevés (=6,7 ml/min)

favorise la solubilisation et I’extraction des polyphénols, tout en maximisant le rendement brut.

Alinverse, certaines conditions (essais 4 et 5), caractérisées par des pressions plus faibles (=80bar) et des
températures modérées (=110 °C), se traduisent par des rendements réduits (=18-20%) et des teneurs en
polyphénols plus faibles (=13-15 mg GAE/g d’extrait). Cela confirme que la combinaison de haute
température et ratio élevé est nécessaire pour exploiter au mieux le pouvoir solvant de I'eau subcritique.
Ces résultats sont cohérents avec la littérature, ou I'augmentation de la température en conditions
subcritique améliore la solubilité des polyphénols en réduisant la polarité de I'eau et en facilitant leur

diffusion hors de la matrices végétale (Cheng et al., 2021).

3.5.2 Quantification ciblée des flavonoides d’intérét par HPLC et analyse statistique

Les extraits obtenus dans le cadre du plan d’expérience ont été analysés par HPLC afin de quantifier les
quatre flavonoides ciblés : I'orientine, la vitexine, la lutéoline-7-O-glucoside et I'apigénine-7-0O-glucoside.
La quantification repose sur |'établissement de courbes de calibration externes pour chaque composé,
permettant de relier la réponse (aire des pics) a la concentration par le biais des équations de régression.
Les courbes de calibration (fournies en Annexe B) présentent une bonne linéarité sur les domaines de
concentration étudiés. Les résultats de ses calculs sont présentés dans le tableau 3.3. Les teneurs totales
en flavonoides varient de maniére notable selon les conditions opératoires, avec des valeurs comprises
entre 6,28 mg d’extrait/g MP et 17,87 mg d’extrait /g MP. Les essais 7, 9 et 11 se distinguent
particulierement en affichant des teneurs plus élevées, confirmant leur intérét déja mis en évidence lors

de I'analyse globale des polyphénols totaux.

L’essai 2 semble donner de tres bons résultats aussi. Ce point fait cependant partie des triplicata réalisés
pour le centre de domaine. La moyenne des triplicatas donne 10,2 mg extrait/ g MP de flavonoides totaux,

ce qui reste plus bas que I'essai 11.
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Tableau 3.3 Teneur en flavonoides dans les extraits subcritiques selon les conditions expérimentales.

.| Orientin (mg | Vitexin (mg Luteo!ln-7—0- Aplgehln—7—0- Totale 4 flavonoides (mg
Essai extrait/g MP) | extrait/g MP) glucoside (mg | glucoside (meg extrait /g MP)
extrait /g MP) | extrait /g MP)
1 3,5 1,4 3,9 0,9 9,7
2 4,4 2,0 4,7 1,1 12,2
3 3,4 1,3 3,4 0,7 8,8
4 3,0 1,1 3,0 0,6 7,7
5 3,6 1,2 3,7 0,7 9,3
6 4,1 1,5 4,0 0,9 10,5
7 6,7 2,4 7,3 1,5 17,9
8 3,4 1,2 3,5 0,8 8,8
9 4,5 1,8 5,0 1,1 12,3
10 2,6 0,9 2,3 0,5 6,3
11 4,2 1,4 4,1 0,8 10,6

Le traitement statistique des résultats a été réalisé a I'aide du logiciel Minitab (version 19). L’objectif de
cette étape était d’analyser I'influence relative des parametres étudiés dans le plan d’expérience, a savoir
latempérature, la pression et le ratio, sur le total des quatre molécules d’intérét. Pour ce faire, les données
issues des différents essais ont été introduites dans le logiciel afin de générer des représentations
graphiques des effets principaux (figure 3.3). Ces graphiques permettent de comparer visuellement la

réponse moyenne obtenue a chaque niveau d’un facteur et de déterminer ainsi son importance relative.

Graphique des effets principaux pour Y
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Figure 3.3 Graphique des effets principaux pour la teneur totale en flavonoides selon les facteurs

opératoires (Température A, Pression B, Ratio C).

43



L’analyse statistique montre que le ratio solide/solvant (facteur C) exerce une influence importante par
rapport a la température et a la pression. Une augmentation du ratio conduit a une amélioration
significative de I'extraction, en favorisant la solubilisation et le transfert de matiere. En comparaison, la
température et la pression présentent des effets moins importants : la température influence de maniere
non linéaire, comme le montre la variation de la réponse entre les niveaux -1, 0 et 1 tandis que la pression

joue surtout un réle secondaire, en maintenant I’eau a I'état liquide sous conditions subcritiques.

En résumé, cette analyse confirme que l'optimisation de I'extraction des flavonoides ciblés dépend
principalement du ratio solide/solvant, tandis que la température et la pression jouent un réle
complémentaire. Ces résultats confirment que les conditions des essais 7, 9 et 11 représentent les

meilleures conditions pour obtenir des extraits riches et bonne quantité en composés phénoliques.

3.5.3 Analyse LC-MS des extraits obtenus par SFE

Apres I'analyse des extraits obtenus par extraction a I’eau subcritique (SWE), I’étude a été étendue aux
extraits issus de I’extraction au CO; supercritique (SFE) afin de comparer les performances de ces deux
approches d’extraction verte. En effet, la SWE est particulierement efficace pour I'extraction de composés
polaires, en raison de 'augmentation de la température qui modifie les propriétés de I'eau. A I'inverse,
I’extraction avec le CO; supercritique est mieux adaptée a I'extraction de composés moins polaires ou
lipophiles, grace a la faible polarité de CO; supercritique et a sa sélectivité modulable par les conditions

opératoires.

3.5.3.1 Evolution de I'intensité des molécules ciblées en fonction du temps d’extraction

L’évolution des aires de pics a été suivi en fonction du temps d’extraction relative de ces composés au
cours du procédé comme présentée a la Figure 3.4. Les aires ont été obtenues a partir des
chromatogrammes LC-MS pour chaque temps d’extraction, en considérant les ions spécifiques de chaque

molécule.
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Figure 3.4 Graphique de détermination des profils des quatre molécules d’intérét dans différents extraits

de SFE.

Dans I'’ensemble, dans les deux modes d’ionisation, les intensités augmentent graduellement entre 1 h et
5 h d’extraction, ce quiindique que I'efficacité du procédé s’améliore avec le temps. Pendant cette période,
le CO, supercritique, en présence du co-solvant I’éthanol, pénétre graduellement la matrice végétale et
dissout de plus en plus facilement les composés d’intérét. Aprés cing heures, les intensités des pics
arrétent d’augmenter. On observe méme, a 6 heures, une petite baisse d’intensité qui peut venir d’'une
dégradation de certaines molécules sensibles a la chaleur ou a une exposition prolongée aux conditions
supercritiques. Elle peut aussi étre liée a une saturation du solvant, qui extrait moins efficacement les
composés restants. Cela signifie qu’augmenter le temps d’extraction au-dela de cing heures ne géneére pas
de meilleurs résultats et peut méme réduire la stabilité des flavonoides. En résumé, les résultats indiquent
que cing heures représentent une durée d’extraction optimale, suffisante pour obtenir une bonne
quantité de composés sans risquer leur dégradation. Ce temps permet donc d’obtenir un bon équilibre

entre rendement et stabilité des molécules étudiées.

La figure 3.5 montre les spectres de masse des 4 molécules d’intérét dans I’échantillon de 5 heures en

deux modes d’ionisation.
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Figure 3.5 Spectres de masse correspondant aux quatre molécules d’intérét dans I’échantillon 5 heures en

mode négatif (gauche) et positif (droite).

Ces spectres de masse confirment la présence claire des quatre molécules d’intérét, et ce, dans les deux
modes d’ionisation. Les masses exactes mesurées pour les ions caractéristiques sont en accord avec les
masses théoriques attendues en mode négatif : m/z 431,0984 et 447,0933; ainsi gu’en mode positif : m/z

433,1130 et 449,1079, confirmants ainsi I'identification des composés ciblés

3.5.3.2 Comparaison des méthodes d’extraction de 6 h en deux modes

Les échantillons APL8 et APL9 ont été extraits pendant 6 heures, mais dans des conditions différentes. Le
mode d’extraction continu a été appliqué pour I’échantillon APL8, tandis que le mode on/off a été utilisé

pour I"échantillon APL9. L'influence de ces conditions sur I'extraction est illustrée sur la figure 3.6.
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Figure 3.6 Comparaison des modes d’extraction continu (APL8) et a intermittence (APL9) pour les quatre

molécules d'intérét au bout de 6 heures, obtenus en mode négatif et positif.

La lutéoline-7-O-glucoside et I'apigénine-7-O-glucoside semble étre légérement mieux extraites en mode
continu, tandis que les deux autres molécules ne présentent pas de différence marquée entre les deux

modes.

3.5.3.3 Interprétation générale

Dans I'ensemble, les résultats LC-MS des extraits supercritiques mettent en évidence plusieurs tendances
majeures. Le temps d’extraction optimal se situe autour de 5 heures, correspondant au maximum des
intensités des signaux observés. En revanche, un allongement de la durée d’extraction a 6 heures
n’apporte pas d’amélioration significative et entraine méme une diminution des intensités, probablement
liée a la dégradation de certains analytes sensibles. Par ailleurs, les modes d’ionisation positif et négatif
conduisent a des tendances similaires, ce qui renforce la fiabilité des observations. Leur complémentarité
demeure essentielle, car elle permet une confirmation plus robuste des identités moléculaires. Les
conditions opératoires, qu’elles soient continues ou en mode on/off, influencent trés peu la sélectivité de
I'extraction. Les résultats de la cinétique s’accordent avec la littérature sur I'extraction au CO,

supercritique, qui souligne I'importance de trouver un compromis entre la durée d’extraction et la stabilité
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chimique des composés bioactifs (Yildirrm et al.,, 2024). lls confirment aussi que I'optimisation des
parametres expérimentaux est indispensable pour équilibrer rendement brut et préservation des

composés bioactifs.

A titre de comparaison, les procédés d’extraction par eau subcritique (SWE) et par CO, supercritique (SFE)
ont permis d’obtenir des rendements élevés dans cette étude. La SWE a conduit, dans les conditions
optimales, a un rendement de 36,99 % (dont 17,87 mg/g de matiére premiére en flavonoides, tandis que
la SFE, réalisée en présence d’un co-solvant, a permis d’atteindre un rendement global d’extraction de

25,99 %. Ceci confirme I'efficacité de ces procédés verts en termes de récupération des composés d’'intérét.

3.5.4 Cinétique de SWE

La Figure 3.7 montre I'analyse de la cinétique d’extraction par eau subcritique effectuée avec les
conditions de I'essai 9 du tableau 3.2. Les chromatogrammes des pics de base (BPC) ont été tracés a partir
des fractions allant de t1, moment ou I'extraction devient stable sous les conditions réelles, jusqu'a t8, la
derniére fraction avant la fin du procédé. La premiére fraction (t1) présente les signaux les plus forts, ce
qui indique que les composés les plus solubles sont extraits dés le début, tel qu’illustré dans la figure 3.8.
Les fractions t2 et t3 gardent encore des intensités élevées, montrant que I'extraction reste efficace
pendant cette période. Ensuite, a partir de t4, les pics commencent a diminuer graduellement jusqu’a t8,

signe que la matrice devient plus pauvre en composés a extraire.

En général, on voit que la plupart des molécules d’intérét sont récupérées dans les premiéres fractions, ce
qui laisse penser qu’un temps d’extraction plus court pourrait étre suffisant pour récupérer I'essentiel de
composés. Les analyses LC-MS des extraits obtenus dans les conditions 7 et 11 montrent le méme
comportement. Leur chromatogrammes BPC respectifs sont présentés dans |'annexe A, d’autant que les

tableaux des composés présents dans chaque essai.
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Figure 3.7 Chromatogrammes de base (BPC) des huit fractions obtenues en mode négatif pour I'essai

optimisé 9.

Pour compléter I'analyse de I'essai 9, les principaux composés présents dans les chromatogrammes
combinés (fractions t1 a t8) ont été classifiés a partir des données LC-MS acquises en mode négatif. Bien
que le mode positif ait montré des intensités de signal globalement plus élevées, le mode négatif a été
privilégié pour l'identification en raison de sa meilleure sélectivité vis-a-vis des composés phénoliques et
du fait que le rapport signal sur bruit est plus élevé. Le tableau 3.4 présente les molécules les plus
abondantes détectées, dont l'identification a été réalisée a partir des données fournies par le logiciel
MassHunter (Agilent), tel que la masse exacte mesurée. Celle-ci conduit a une formule moléculaire
suggérée. La différence entre le m/z théorique calculée pour cette formule et le m/z expérimental refléte
la confiance dans I’attribution de la composition élémentaire. Ces paramétres ont permis de proposer des

identifications plausibles des composés détectés.
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Tableau 3.4 Identification des molécules les plus abondantes de I'essai 9 en mode négatif.

Tr diff Formule Niveau "
, m/z (exp) | m/z (calc) ionique Potentiel identification . Intensite
(min) (ppm) . d’ident.
suggérée
2,97 | 339,0306 | 339,0299 2,07 C21H707 Composé non identifié 4 1,53E+05
3,14 | 191,0133 | 191,0197 -2,88 CsH7,07 Acide citrique 2a 1,12E+06
3,25 | 365,0659 | 365,0667 -2,12 Cx0H1307 Composé phénolique 3 1,04E+05
3,29 587,082 | 587,0831 -1,89 C30H19013 Composé non identifié 4 4,09E+04
3,27 | 647,1743 | 6471770 | -419 | CaHsi0y | COMPOSE POlyPhénolique | o 3,51E+04
oxygéné
4,73 | 554,0606 | 554,0585 3,86 Ca0H1004 Composé non identifié 4 1,18E+05
6,96 | 565,1768 | 565,1774 -1,07 Ca3H33016 Glycoside oxygéné 3 6,05E+04
10,88 | 353,0891 | 353,0878 3,66 Ci6H1709 Acide phénolique 3 4,76E+05
15,25 | 447,0931 | 447,0933 -0,41 C21H19011 Orientine 1 1,42E+06
15,38 | 609,1458 | 609,1461 -0,51 Cy7H29016 Flavonoide glycosylé 3 5,58E+04
15,62 | 593,1509 | 593,1512 -0,49 Cy7H29015 Flavonoide glycosylé 3 2,66E+04
15,94 | 431,0983 | 431,0984 -0,16 C21H19010 Apigénine-7-O-glucoside 1 1,08E+06
16,23 | 505,0989 | 505,0988 0,27 Ca3H21013 Composé phénolique 3 1,05E+05
16,55 | 447,0936 | 447,0933 0,70 C21H19011 Lutéoline-7-O-glucoside 1 1,04E+06
16,85 | 487,3045 | 487,3065 | 412 | CuHuO, | COMPOSE POlvphenolique | 5 ) 6,66E+04
oxygéné
17,56 | 431,0982 | 431,0984 -0,39 C21H19010 Vitexine 1 6,77E+05
22,28 | 489,2702 | 489,2705 -0,65 C24H41010 Composé non identifié 4 2,51E+05
23,40 | 293,1765 | 293,1758 2,27 Ci17H2504 Composé non identifié 4 4,64E+05

Les identifications proposées ont ensuite été classées selon les niveaux de confiance proposés par
Schymanski (Schymanski et al., 2014), qui définit différents niveaux de confiance en fonction des données
analytique disponibles. Le niveau 1 corresponds a une identification confirmée par comparaison directe
avec un standard pur analysé dans les mémes conditions chromatographiques et spectrométriques (sans
fragmentation MS/MS). Dans ce travail, ce niveau a été attribué uniguement aux composés pour lesquels
un étalon de référence était disponible, comme l'orientine, apigénine-7-O-glucoside, lutéoline-7-O-
glucoside et la vitexine. Le niveau 2 corresponds a une identification probable de la structure. Le niveau
2a est basé sur la comparaison du spectre obtenu avec des spectres de référence provenant de bases de
données ou de la littérature, lorsque la correspondance est claire. Le niveau 2b repose sur des indices
caractéristiques, comme des fragments MS/MS spécifiques ou un comportement d’ionisation particulier,
lorsqu’aucun spectre de référence n’est disponible. Le niveau 3 correspond a une identification au niveau

de la classe chimique. Il est attribué lorsque la masse exacte mesurée, combinée aux informations
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disponibles, permet de proposer une structure possible et d’associer le composé a une famille chimique
probable, telle que les composés phénoliques et les composés aromatiques oxydés, sans confirmation
formelle de la structure exacte. Le niveau 4 correspond a une identification limitée a la seule formule
moléculaire, lorsque les données ne permettent pas d’attribuer d’'une maniere fiable une classe précise.
Ce niveau a été retenu pour les composés dont la structure restait incertaine pour proposer une famille
chimique. Cette approche permet d’obtenir une vue d’ensemble des composés majoritaires présents dans
I’extrait, tout en tenant compte du degré de confiance associé a leur identification. Enfin le niveau 5
correspond a une identification limitée a une masse exacte, sans information suffisante pour attribuer une

formule moléculaire ou une structure. Il s’agit donc d’'un composé non identifié.

3.5.5 Méthodes conventionnelles de référence pour la comparaison : (macération et Soxhlet)

Afin de disposer d'un point de référence, des extractions conventionnelles ont été réalisées et comparées
aux procédés innovants (SFE et SWE). Trois conditions de macération ont été mises en ceuvre et une
extraction Soxhlet a I’hexane. Leur performance en termes de polyphénols totaux et de anthocyanes sont

regroupés dans le tableau 3.5.

Tableau 3.5 Résultats d’analyse des polyphénols totaux et des anthocyanes dans les extraits obtenus par

macération hydroalcoolique selon différentes conditions de solvant.

Polyphénols Anthocyanes
, . Rendement

Type d’extraction Solvant brut (%) totaux (mg (g/100¢g
GAE/g extrait) d’extrait)

Macération Eau/éthanol 50:50 28,65 17,13 0,0000

Macération Eau/éthanol 30:70 28,08 21,02 0,0096

Eau/éthanol/acide
Macération acétique 31,44 28,78 0,1022
29,5:70:0,5
Soxhlet Hexane 2,54 n.d n.d

La premiére expérience de macération réalisée avec un mélange EtOH/eau a 50:50 (v/v) a conduit a un
rendement d’extraction élevé de 28,65% pour une teneur en polyphénols totaux de 17,13 mg GAE/g
d’extrait. Ces résultats confirment que la polarité du solvant exerce une influence significative : une
proportion équilibrée d’eau et d’éthanol permet d’extraire une quantité importante de polyphénols.

Toutefois, cette méthode n’a permis d’extraire aucune quantité détectable d'anthocyanes (0%), ce qui met
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en évidence la probabilité de la faible stabilité de ces pigments en conditions neutres et la nécessité d’un

environnement acide pour étre préservés.

La deuxiéme expérience, réalisée avec un mélange EtOH/eau 70:30 (v/v), a donné un rendement
comparable de 28,08%, légerement inférieur a celui du premier essai, mais avec une teneur en
polyphénols totaux plus élevée (21,02 mg GAE/g d’extrait). Cette différence illustre que I'augmentation de
la proportion d’éthanol dans le solvant favorise la solubilisation des composés phénoliques. Néanmoins,
la teneur en anthocyanes reste tres faible (0,0096%), ce qui confirme que, méme avec une polarité plus

adaptée, I'absence d’acidification ne permet pas de stabiliser efficacement ces pigments sensibles.

La troisiéme expérience a été réalisée dans un mélange EtOH/eau/acide acétique (70:29,5:0,5, v/v/v)
pendant 4 heures. Elle a permis d'obtenir un rendement légerement plus élevé de 31,44%, associé a une
teneur en polyphénols totaux de 28,78 mg GAE/g d’extrait. Cette condition s’est révélée la plus favorable
parmi les trois macérations. La présence d’acide acétique a non seulement amélioré I'efficacité globale de
I’extraction, mais également permis la stabilisation et la récupération des anthocyanes, avec une valeur
mesurée de 0,102%. Cette observation est confirmée par 'aspect visuel des extraits : la solution acidifiée

présente une couleur rouge caractéristique, alors que les autres extraits conservent une teinte verte.

Enfin, I'extraction Soxhlet a I’'hexane (4h) a été réalisée en paralléle, non pas dans le but d’étudier les
polyphénols ou les anthocyanes, mais afin de disposer d’un extrait de référence représentatif de la fraction
lipophile de la biomasse. Cette méthode, reconnue pour son efficacité exhaustive vis-a-vis des composés
hydrophobes, s’avére particulierement pertinente pour I'analyse comparative et sera utilisée comme
point de référence dans les analyses analytiques ainsi que dans I'étude des caroténoides présentée dans

le chapitre suivant (chapitre 4).

Dans I'ensemble, les résultats obtenus avec les méthodes conventionnelles (tableau 3.5) montrent que la
macération hydroalcoolique reste une approche efficace en termes de rendement global. La macération
dans le mélange de solvant (Eau/éthanol/acide acétique 29,5:70:0,5) donne un rendement en Polyphénols
totaux de 28,78 mg GAE/g extrait versus 23,89 mg GAE/g extrait obtenue par |'extraction a I'eau
subcritique. Cependant, la macération présente certaines limites, notamment des temps d’extraction
longs, une sélectivité réduite et une dépendance forte a la composition du solvant. Par comparaison, les
procédés SWE, sont caractérisés par un temps plus court (1 h) et 'absence de solvants organiques. Les

approches conventionnelles sont donc utiles comme référence, mais elles confirment l'intérét des
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procédés verts pour obtenir rapidement des extraits a la fois riches, sélectifs et respectueux de

I’environnement.

3.6 Conclusion

Dans ce chapitre, I'extraction des composés phénoliques a partir de Lemna minor a été abordée selon une
stratégie intégrée combinant procédés verts (SWE et SFE), méthodes conventionnelles (macération et
Soxhlet) suivie d’analyses instrumentales avancées. L’utilisation d’un plan d’expérience a permis
d’optimiser les conditions de I’extraction par eau subcritique, en évaluant I'effet de la température, de la
pression, du ratio (solide/solvant) sur les rendements bruts, la teneur en polyphénols et la récupération
ciblée de quatre flavonoides d’intérét. Les résultats obtenus montrent que I'eau subcritique permet
d’atteindre des rendements d'extraction plus élevés que ceux obtenus avec les autres méthodes testées,
compris entre environ 18 et 37%, avec des teneurs en polyphénols pouvant dépasser 23 mg GAE/g
d’extrait dans les conditions optimales. Le plan factoriel a montré que le ratio solide/solvant est le facteur
principal d’optimisation du procédé. La température et la pression, bien que moins déterminantes,
contribuent a définir des conditions opératoires permettant d’assurer une extraction efficace et
reproductible. Les essais 7, 9 et 11 se sont distingués comme les conditions les plus performantes, ce qui
a justifié leur sélection pour I'étude cinétique et le profilage LC-MS. Ces analyses ont montré que la
majorité des composés d’intérét est extraite dans les premiéres fractions, suggérant qu’un temps
d’extraction plus court pourrait suffire a concentrer I'essentiel des polyphénols, tout en limitant la

consommation énergétique.

En parallele, I'extraction au CO; supercritique, réalisée en présence d’un co-solvant polaire (éthanol) a
permis de confirmer l'intérét d’'un procédé vert complémentaire, capable de générer des extraits riches
en flavonoides avec un temps optimal autour de cing heures. Au-dela, les molécules commencent a
devenir moins stables. Les macérations ont fourni des points de référence pertinents : elles présentent
des rendements globaux compétitifs et une bonne récupération des polyphénols, mais demandent des
temps I'extraction plus longs, et une utilisation de solvants organiques non respectueux a I’environnement.
L’ajout d’acide pour stabiliser les anthocyanes illustre bien a quel point le choix des conditions joue sur les
résultats finaux. L'extraction Soxhlet a donné le rendement brut le plus faible, a 2,54%. Elle n’est pas
souhaitable pour I'extraction des polyphénols mais plutét pour I'extraction des caroténoides, composés
tres hydrophobes, comme illustré au chapitre 4. L’'ensemble de ces résultats confirme que les procédés

SWE et SFE constituent des alternatives robustes et durables aux méthodes conventionnelles, capables de
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produire des extraits a la fois concentrés, sélectifs et compatibles avec une valorisation a plus grande
échelle. Ces résultats s’inscrivent dans I'objectif global du projet visant a développer des procédés
d’extraction efficaces et durables pour la valorisation de biomasse aquatiques. Ainsi, ce chapitre pose les

bases méthodologique et expérimentales nécessaires pour la suite de travail.

Malgré la pertinence des résultats obtenus, certaines limites restent a considérer. La méthode de dosage
des polyphénols totaux par Folin-Ciocaleu présente une faible spécificité et peut conduire a une
surestimation des teneurs en raison de la présence d’autres composés réducteurs. Par ailleurs,
I'identification des composés par LC-MS repose principalement sur les masses exactes, ce qui limite la
confirmation structurale en I'absence d’analyses MS/MS systématique. Afin de pallier ces limitations, des
analyses complémentaires par LC-MS/MS ainsi que lutilisation de standards supplémentaires
permettraient d’améliorer la fiabilité des identifications et de mieux caractériser les composés présents

dans les extraits.
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CHAPITRE 4
EXTRACTION DES CAROTENOIDES PAR CO, SUPERCRITIQUE

4.1 Introduction : Intérét des caroténoides des plantes aquatiques

Les caroténoides constituent une vaste famille de pigments lipophiles naturellement présents dans de
nombreuses plantes, algues et organismes photosynthétiques. Chez les plantes aquatiques, ces composés
jouent un role central dans le processus de photosyntheése, en complément de la chlorophylle. Ils
interviennent dans I'absorption de la lumiére dans les longueurs d’onde que la chlorophylle ne capte pas
efficacement, tout en assurant une protection contre les dommages oxydatifs générés par I'exposition a

une lumiére excessive (Sun et al., 2022).

Dans les écosystémes aquatiques, les conditions environnementales telles que I'intensité lumineuse et la
température influencent considérablement la composition et la concentration des caroténoides. Chez les
plantes flottantes comme Lemna minor, les caroténoides jouent un role adaptatif clé pour maintenir
I'efficacité de la photosynthése malgré les fluctuations de I'intensité lumineuse ou la présence d’agents
stressants. Parmi les caroténoides les plus courants, on trouve la lutéine, la zéaxanthine, le B-carotene,
I'astaxanthine, canthaxanthine et la fucoxanthine, chacun remplissant des fonctions photoprotectrices
spécifiques ou agissant comme précurseurs de composés bioactifs (Takdacs et al., 2025). D’un point de vue
écologique, les caroténoides influencent les réseaux trophiques aquatiques. En tant que précurseurs de la
vitamine A (provitamine A) et d’antioxydants essentiels, ils doivent étre obtenus par I'alimentation chez
les animaux aquatiques. Leur importance biologique est telle qu’en aquaculture, ils sont ajoutés
systématiquement aux régimes alimentaires afin de soutenir la croissance, la santé de poissons tels que le
saumon, la truite et la pagre rouge, ainsi que de crustacés comme la crevette et le homard (de Carvalho &
Caramujo, 2017). Enfin, I'intérét biotechnologique pour les caroténoides extraits de plantes aquatiques ne
cesse de croitre. Grace a leur profil métabolique riche et a leur production rapide en milieu contrélé, des
especes comme Lemna minor ou Spirodela polyrhiza sont désormais considérées comme des sources
renouvelables prometteuses pour la production de caroténoides a haute valeur ajoutée, destinés a des
applications pharmaceutiques et agroalimentaires (Takacs et al., 2025). Dans cette étude, la zéaxanthine
a été choisie comme molécule ciblée (figure 4.1) en raison de son importance physiologique et de sa

structure dihydroxylée représentative des xanthophylles.
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Figure 4.1 Structure chimique de la zéaxanthine (CsoHs603).

4.2  Choix du CO; supercritique comme solvant pour |'extraction des caroténoides

Les caroténoides étant des composés majoritairement lipophiles, leur solubilité dans le CO; supercritique
est naturellement favorable, en particulier pour les structures non oxygénées comme le B-caroténe.
Toutefois, pour les xanthophylles oxygénées comme la zéaxanthine ou la lutéine, plus polaires, I'ajout d’'un
co-solvant tel que I’éthanol devient essentiel pour améliorer I'efficacité d’extraction (de Andrade Lima et
al., 2019; Tirado & Calvo, 2019). Dans ce projet, la SFE a été envisagée comme une alternative verte aux
extractions classiques. Elle permet non seulement de limiter I'utilisation de solvants organiques toxiques,
mais aussi d’extraire les caroténoides a des températures basses, ce qui contribue a préserver leur
structure et leur activité biologique (Vifas-Ospino et al., 2023). L’ajustement précis de la pression, de la
température et du débit CO,/éthanol permet de moduler la sélectivité du procédé, en ciblant des familles
de caroténoides selon leur polarité. Ce type d’approche, déja validée dans de nombreux travaux appliqués
a des matrices algales et végétales (de Andrade Lima et al., 2019; Sun et al., 2022), confirme la pertinence

de la SFE pour une extraction ciblée des caroténoides.

4.3  Conditions expérimentales d’extraction SFE

L'optimisation de I'extraction des caroténoides de Lemna minor par CO; supercritique a été réalisée au
préalable dans le laboratoire CEPROCQ et sera utilisée sans modification dans ce projet. Briévement,
I'extraction a été réalisée a I'aide d’un systéme supercritique opérant au CO,, avec ajout de I'éthanol
comme co-solvant. La matiere premiere utilisée est constituée de Lemna minor séchées et finement
broyées, sans prétraitement chimique. Des aliquotes de 20 g de cette biomasse ont été introduites dans
le récipient d’extraction. Une pression de 2,5x107 (Pa) a été appliquée pendant une durée d’extraction de
3h. Le débit de CO; a été maintenu a 10 ml/min. Le co-solvant, I'éthanol, a été introduit a un débit de
0,5 ml/min dans le but d’améliorer la récupération de I'extrait. L’ajout d’éthanol a aussi permis de faciliter

la solubilisation et I’évacuation des composés lipophiles extraits.
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A la fin du procédé, I'éthanol a été évaporé pour récupérer |'extrait sec. La masse obtenue était de 0,59 g

ce qui correspond a un rendement d’extraction de 2,93% qui a été calculé selon la formule suivante :

masse de Uextrait X 100

Rendement (%) = —— .
(%) masse initiale de la biomasse

En paralléle, une extraction conventionnelle a été réalisée a titre comparatif a I'aide d’un systéme Soxhlet.
Cette méthode repose sur une extraction continue par reflux a température d’ébullition du solvant. Dans
ce cas, nous avons effectué I'extraction sur 7,28 g de biomasse seche a I'aide de I’hexane pendant 4 heures.
La masse d’extrait obtenue a été de 0,53 g, ce qui correspond a un rendement de 7,3%, soit plus de deux
fois, supérieur a celui obtenu par SFE. Toutefois, cette technique implique l'utilisation de solvants
organiques volatils et de températures élevées, ce qui peut détériorer la stabilité des composés sensibles
a la chaleur comme certains caroténoides. Ainsi, malgré un rendement plus faible, le SFE présente un

avantage en termes de sélectivité, de respect de I'intégrité structurale des analytes et d’éco-compatibilité.

4.4  Analyses des extraits par LC-MS

L'objectif principal de cette étape analytique était de détecter et d’identifier les caroténoides présents
dans les extraits de Lemna minor, en mettant particulierement I'accent sur la zéaxanthine. Pour ce faire,
une méthode couplant la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et la spectrométrie de
masse (LC-MS) a été mise en ceuvre. Cette approche permet a la fois la séparation chromatographique des

composés et leur identification grace a I'analyse de leur masse exacte.

4.4.1 Préparation des échantillons

Trois types d’échantillons ont été préparés : un standard pur de zéaxanthine et deux extraits obtenus
respectivement par extraction conventionnelle et par CO; supercritique. La zéaxanthine a été préservée a
-20 °C en tant que solution a 0,5 mg/ml dans I'éthanol. Cette solution a été diluée a 5 ug/ml pour les
analyses LC-MS. Quant aux extraits, environ 13 mg de I'extrait ont été pesés et dissous dans I’éthanol pour
une concentration finale de 0,5 mg/ml. Ces solutions ont été filtrées a 'aide de filtre en PTFE (0,2 um,
diametre 15 mm) avant I'analyse LC-MS. Cette étape est essentielle pour éviter toute obstruction de la

colonne et préserver I'intégrité de I'instrument.
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4.4.2 Conditions analytiques LC-MS

Les caroténoides étant des molécules hautement hydrophobes, leur séparation nécessite des conditions
chromatographiques adaptées a leur structure. Ce choix vise a améliorer I’élution des composés lipophiles
et a optimiser leur détection par LC-MS. Cette approche s’inspire des méthodes déja appliquées a I'analyse

des lipides, en raison de similarité de polarité entre ces classes de molécules (Isaac et al., 2021)

Les analyses ont été réalisées a I'aide d’un systeme HPLC 1260 couplé a un spectrometre de masse de type
TOF 62308, tous les deux de Agilent Technologies. La séparation des analytes a été effectuée sur une
colonne CSH C18 (Waters, 3,5 um, 2,1 x 100 mm), en utilisant un mélange eau/acétonitrile (60 :40) acidifié
avec 0,1% d’acide formique pour la phase mobile A et un mélange isopropanol/acétonitrile (90 :10),
également acidifie avec 0,1% d’acide formique pour la phase B. Le gradient d’élution appliqué est illustré
dans la figure 4.2. Ce gradient a été concgu pour assurer une bonne séparation des pigments hydrophobes,
en augmentant progressivement la proportion de solvant organique B jusqu’a 100% avant de revenir a la
condition initiale pour reconditionner la colonne. Le volume d’injection a été de 1 pl et le signal UV-VIS a
été enregistré simultanément a trois longueurs d’onde spécifiques : 254 nm, 280 nm, et 450 nm. Cette

derniére est particulierement adaptée pour le suivi des caroténoides.
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Figure 4.2 Profil du gradient d’élution utilisé pour la chromatographie.
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L'ionisation a été réalisée en mode ESI (Electrospray) en polarité positive. Le choix de ce mode est justifié
par la capacité des caroténoides a former des ions moléculaires [M]* ou des espéces protonées [M+H] *
stables, facilitant leur détection. Les spectres de masse ont été enregistrés entre m/z 100 et 2000,

permettant une détection des masses typiques des caroténoides ainsi que leurs dérivés oxydés.

4.4.3 Génération de formules élémentaires a partir des masses exactes

La détermination des formules moléculaires des composés présents dans les extraits de Lemna minor a
été effectuée a partir des masses exactes obtenues par spectrométrie de masse a haute résolution (TOF).
Cette approche repose sur la mesure trés précise de la masse ionique de chaque espéce détectée dans le
spectre, permettant d’en déduire sa composition élémentaire avec une marge d’erreur tres faible

(généralement inférieure a 5 ppm).

L’analyse des spectres MS a été réalisée a I’aide du logiciel MassHunter (Agilent Technologies), qui permet
de proposer automatiquement les formules élémentaires probables en fonction des masses mesurées, du
profil isotopique, et les critéres de cohérence chimique (valence, éléments présents, charge). Les éléments
pris en compte dans les calculs sont : le carbone (C), I'hydrogéne (H), et 'oxygéne (O), avec des intervalles
fixés respectivement entre C (30-70), H (30-100), et O (0-10), en cohérence avec la structure typique des
caroténoides. Lorsqu’aucune formule probable n’était obtenue avec ces paramétres, la recherche était
élargie en ajoutant I'azote N (0-4). Cette étape permettait de vérifier si certains composés détectés

peuvent contenir cet élément.

Il estimportant de préciser que les formules proposées par le logiciel restent des identifications supposées,
et une identification certaine nécessite I'injection d’étalons purs. Dans le cas de la zéaxanthine, utilisée
comme étalon, une trés bonne correspondance a été obtenue avec la formule moléculaire C4Hss0> (m/z
théorique 568,4275 et m/z expérimental 568,4265). Les autres composés détectés ont été assignés a des
structures compatibles avec la famille des xanthophylles et des caroténes, dont les formules présentent
un nombre élevé d’atomes de carbone et d’hydrogene, avec parfois un ou deux atomes d’oxygene
suggérant la présence de groupes fonctionnels hydroxyles ou époxydes. Cette analyse a permis de
confirmer la diversité chimique des pigments extraits par SFE, tout en excluant la présence de composés
majeures n’appartenant pas a la famille ciblée. La haute résolution du détecteur TOF a également permis
de séparer les isobares potentiels (molécules ayant la méme masse nominale mais des masses exactes et

de ce fait des formules différentes), ce qui est essentiel dans I'étude des extraits complexes issus de
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matrices végétales. Ainsi, la génération des formules élémentaires s’est avérée étre une étape
déterminante pour I'identification des composés. En complément, des analyses futures par LC-MS/MS et

une validation avec des standards commerciaux pourraient confirmer I'identité des composés détectés.

4.5 Résultats et discussions

Des essais préliminaires ont été réalisés afin d’optimiser les conditions chromatographiques, conduisant a
la sélection finale d’'une colonne C18 utilisée avec les conditions décrites dans la partie expérimentale.

Cette optimisation a permis d’obtenir des résultats reproductibles, qui sont présentés dans cette section.

Les chromatogrammes obtenus pour le standard de zéaxanthine dans les conditions expérimentales

décrites a la section 4.4.2 sont présentés dans la Figure 4.3.
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Figure 4.3 Chromatogrammes du standard zéaxanthine, du haut vers le bas : chromatogramme ionique
total (TIC) et chromatogramme extrait du m/z 568,42, et chromatogrammes UV-VIS a 450 nm, 280 nm,
254 nm.

Les résultats montrent que le pic de la molécule d’intérét, la zéaxanthine, apparait a un temps de rétention
d’environ 8,45 minutes (pic 1). Une autre espéce observée a 9,25 minutes (pic 2), présente aussi une bonne
absorption a 450 nm. Cette deuxiéme espéce partage le méme m/z avec la zéaxanthine ce qui signifie

gu’elle est un isomeére, possiblement la lutéine.
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Les spectres de masse des molécules zéaaxanthine (haut) et de son isomeére (bas) dans le standard, en

mode positif, sont présentes dans la figure 4.4.
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Figure 4.4 Spectres de masse de la zéaxanthine en haut, et celui de son isomére en bas, dans un standard

de zéaxanthine.

Les deux spectres de masse correspondant au temps de rétention de 8,45 et 9,25 minutes, sont tres
proches du m/z théorique de la zéaxanthine (568,4275) indiquant que la molécule d’'intérét a été ionisée

en [M]*, comme le confirme les études antérieures (Pacini et al., 2015).

Il est essentiel de noter que les intensités observées en UV ne refletent pas nécessairement celles
obtenues en spectrométrie de masse. Une molécule peut absorber fortement en UV, avec ionisation faible
en MS, et le contraire est vrai. Cette différence d’intensité entre les deux détecteurs explique pourquoi
certains pics bien visibles a 450 nm ne présentent pas la méme abondance dans le chromatogramme

ionique total.

La figure 4.5 présente les chromatogrammes enregistrés pour les résultats d’analyse de I'extrait obtenu

par CO; supercritique.
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Figure 4.5 Chromatogrammes de |'extrait SFE, présentant le TIC (haut) et le chromatogramme UV a 450 nm

(bas) mettant en évidence les caroténoides.

D’aprés le chromatogramme UV, plusieurs espéces ont été détectées a 450 nm. On y retrouve la
zéaxanthine éluant a 8,5 min, tout comme dans I'étalon, avec un spectre de masse qui confirme son
identité. Deux autres espéces (tr 10,479 min et 11,586 min) sont aussi trés abondantes, avec des intensités
semblables a la zéaxanthine. Afin d’obtenir une identification potentielle de ces espéces, le signal MS
correspondant a été analysé. En effet, les masses exactes des especes les plus importantes dans cet extrait

se retrouvent dans le tableau 4.1.
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Tableau 4.1 Identification des pics chromatographiques détectés par LC-MS en mode positif dans I'extrait

SFE.
TR m/z diff Eormule Potentielle l\f!veau s
. m/z (exp) ionique . d’ident. Intensité
(min) (calc) (ppm) . Identification
suggerée
7,20 | 593,2755 | 593,2758 | -0,59 | CssH37N4Os Pheophorbide A 2a 1,78E+06
8,00 | 621,3081 | 621,3058 | 3,69 | CscHasOs | Apocaroténoide oxydé 3 3,93E+06
8,29 | 813,5123 - - - Composé non identifié 5 1,12E+06
8,34 | 701,6195 | 701,6191 | 0,59 | CasHsiN204 | Composé non identifié 4 2,50E+06
8,37 | 681,6503 | 681,6504 | -0,13 | CaHssN20s | Composé non identifié 4 1,02E+06
8,64 | 551,4246 | 551,4247 | -0,26 | CaoHssO Caroténoide 3 6,20E+05
8,65 | 568,4266 | 568,4275 | -1,56 | CaoHs60 Zéaxanthine 1 7,34E+05
Apocaroténoide oxydé 3 1,50E+06
8,75 | 585,4717 | 585,4725 | -1,34 | (CyHeO, | (dérivé oxygéné d’un
caroténoide)
9,05 | 583,4345 | 583,4357 | -2,06 | CsHssOs | Apocaroténoide oxydé 3 4,45E+05
9,17 | 568,4279 | 568,4275 | 0,74 | CagHscO: Caroténoide 3 2,048+05
possiblement Lutéine
Caroténoide 3 2,93E+06
9,38 | 537,4494 | 537.4455 | 7,31 CaoHs7 (possiblement
isomere du B-
caroténe)
4N o 3 5,11E+06
9,58 | 613,4825 | 613,4827 | -0,25 | CsoHesOs Apocaroténoide
oxydé
4 4,14E+
9,63 | 531,4080 | 531,4071 | 1,73 | CsHssNO, | Composé non identifié 14E+06
4 4,66E+06
9,67 | 780,6368 | 780,6375 | -0,87 | Ca9HsaN,Os | Composé non identifié !
9,90 | 579,4591 | 579,4606 | -2,55 | CssHeoN3Os | Composé non identifié 4 1,50E+06
10,38 | 479,4423 | 479,4459 | -7,47 | CsHsOs | Composé non identifié 4 6,69E+05
10,67 | 885,5526 | 885.5525 | 0,16 | CssH73N4Os pheophytin B 2a 1,22E+06
10,97 | 869,5573 | 869,5575 | -0,29 | CssH73N4Os | Divinyl pheophytin A 2a 1,18E+05
11,13 | 871,5763 | 871,5732 | 3,56 | CssH75N4Os pheophytin A 2a 9,05E+06
Caroténoide 3 1,95E+05
11,73 | 536,4350 | 536,4377 | -4,96 CaoHss (possiblement isomére
du B-carotéene)

Conformément a la méthodologie d’identification décrite au chapitre 3 section 3.5.4, les composés

détectés par LC-MS dans les extraits SFE ont été classés selon les niveaux de confiance définis par
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Schymanski et al 2014. Cette classification a été utilisée pour interpréter les masses les plus intenses

observées dans les extraits SFE, présentées dans le tableau 4.1.

Deux signaux différents ont été détectés pour potentiellement pour B-caroténe. Le composé éluant a
9,38 min ionise par protonation et est détecté a un m/z de 537,4494. L’autre composé, éluant a 11,73 min
est détecté en tant que M+, a un m/z de 536,4350. La présence des doubles liens dans la structure du B-
caroténe (Figure 4.6) donne lieu a I'existence de plusieurs isomeéres géométriques (cis/trans) (H.-E. Khoo

et al., 2011). Des étalons seraient nécessaires pour identifier sans équivoque les isomeéres individuels.

beta carotene

Figure 4.6 Structure de B-caroténe.

La détection d’une diversité de Chlorophylles dans notre extrait n’est pas du tout une surprise car elles

font partie des métabolites secondaires connus dans les plantes aquatiques (Estlander et al., 2025).

La figure 4.7 présente les chromatogrammes LC-UV-MS de [I'extrait obtenu par [I'extraction

conventionnelle par I’hexane.

x102 +ESITIC Scan Frag=150,0V Extrait_Conv_26B_LC1.d
1

0.75
0,25

x102 DAD1 - A'Sig=450,4 Ref=off Extrait_Conv_26B LC1.d

1 8.505
i

0,75 I

5] | i

Il _ _ 11502

0,25 7.045 [\ 9m2 9.802 10485 11.005 o

Y 5 - - | S | VR &

45 5 55 6 65 7 75 & &5 6 05 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165
Response (%) vs. Acquisition Time (min)

Figure 4.7 Chromatogramme ionique totale (TIC) et chromatogramme UV a 450 nm de [|'extrait

conventionnel.
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Plusieurs espéces ont été détectées a 450 nm. Cependant, moins d’espéeces ont des abondances d’une
intensité semblable a celle de zéaxanthine. Comme pour I'extrait obtenu par CO, supercritique, les

potentielles identifications des composés les plus intenses ont été regroupée dans le tableau 4.2.

Tableau 4.2 Identification des pics chromatographiques détectés par LC-MS en mode positif dans I'extrait

conventionnel.

TR diff .For‘mule Potentielle Niveau s
(min) m/z (exp) | m/z (calc) (ppm) |on|q},|e, Identification d’ident. Intensite
suggérée
7,29 601,4229 | 601,4251 | -3,73 | C4oHs704 Caroténoide 3 2,18E+05
8,25 813,5128 | - - - Composé non identifié 5 2,35E+06
8,62 551,4240 | 551,4247 | -1,35 | CsoHssO Caroténoide 3 5,97E+05
8,65 568,4276 | 568,4275 | 0,21 Ca0Hs60:2 Zéaxanthine 1 8,25E+05
9,14 | 568,4274 | 568,4275 | -0,15 | CaoHssO: Caroténoide 3 | 2,27E+05
possiblement lutéine
9,58 613,4840 | 613,4827 | 2,2 C39He6505 Apocaroténoide oxydé 3 7,44E+06
10,61 | 885,5503 | 885.5525 | -2,44 | CssH73N4O6 Pheophytin B 2a 4,64E+05
10,83 | 573,4862 | 573,4877 | -2,68 | C37Hes04 Apocaroténoide oxydé 3 2,19E+05
11,19 | 871,5738 | 871,5732 | 0,69 CssH75N405 Pheophytin A 2a 6,24E+06

Dans I’échantillon obtenu par I'extraction a I’'hexane neuf composés majoritaires ont été détectés dont
seulement trois avec des intensités dans le E+06. Malgré un rendement massique plus deux fois plus élevé
pour I'extraction a I’'hexane, celle-ci semble avoir donné moins de caroténoides que |'extraction par CO;
supercritique. Ceci confirme la sélectivité accrue de la SFE et le fait qu’elle soit trés bien adaptée a

I’extraction des caroténoides.

4.6 Conclusions

Cette étude s’inscrit dans I'objectif de valorisation des composés bioactifs issus de biomasses aquatiques,
en évaluant I'efficacité de la SFE pour |'extraction sélective des caroténoides. L'analyse des caroténoides
dans les extraits de Lemna minor a permis d’identifier plusieurs composés d’intérét, notamment la
zéaxanthine un de ses isomeres (possiblement la lutéine), le B-caroténe et divers dérivés oxygénés.
L'utilisation de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de
masse a permis une caractérisation préliminaire des molécules présentes dans les extraits obtenus par
extraction supercritique au CO; et par extraction conventionnelle a I’hexane. Les résultats montrent que

I’extraction SFE réalisée a 250 bar pendant 3 heures avec un débit de CO, de 10 ml/min et I'ajout d’éthanol
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comme co-solvant, offre une meilleure récupération des caroténoides en termes de diversité et
d’abondance, avec des signaux plus intenses pour les composés cibles. L'ensemble de ces résultats met en
évidence la capacité de la SFE a combiner sélectivité, efficacité et réduction de I'utilisation de solvants
organiques pour l'extraction des caroténoides. Ceci en fait une approche durable et adaptée a
I’exploitation industrielle des ressources aquatiques pour la production de pigments bioactifs destinés aux
secteurs agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Il convient néanmoins de souligner certaines
limites de I'approche adoptée. L'identification des composés reposes principalement sur les masses
exactes, ce qui reste insuffisant pour une confirmation structurale compléte. L’absence de standards de
référence pour la majorité des composés limite le niveau de confiance des identifications. De plus, la co-
extraction de pigments tels que les chlorophylles peuvent interférer avec I'analyse des caroténoides. Dans
ce contexte, des analyses complémentaires par LC-MS/MS ainsi que [lutilisation de standards
commerciaux supplémentaires permettront de confirmer l'identité des composés et d’améliorer la

robustesse de l'identification.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'étude menée dans ce projet vise a mieux comprendre le potentiel de Lemna minor en tant que source
de composés bioactifs a fort potentiel de valorisation. Dés les premieres étapes, le travail réalisé a consisté
a construire une stratégie permettant non seulement d’extraire les molécules d’intérét, mais aussi
d’évaluer la performance des procédés d’extraction. Cette approche a permis de confirmer que cette
biomasse peut devenir une ressource intéressante en composés bioactifs lorsque des méthodes
écologiques d’extraction sont associées a des outils analytiques avancés et adaptés. L'objectif n’a donc
jamais été uniquement technique, il s’agissait aussi de penser a une maniére durable afin d’exploiter cette

plante tout en minimisant I'impact environnemental.

Un des premiers points importants dans cette étude (chapitre 2) a été le développement d’'une méthode
LC-MS capable d’identifier et de séparer quatre flavonoides ciblés dans des extraits complexes. Ce travail
a demandé plusieurs ajustements chromatographiques afin d’obtenir une séparation adéquate. L'un des
principaux résultats obtenus est la confirmation qu’une méthode établie a I'échelle analytique est
transférable vers un systéme préparatoire sans perdre la robustesse et la reproductibilité. Grace a cela, il
a été possible de purifier des quantités importantes des molécules ciblées, ce qui constitue un acquis
essentiel pour cette recherche. Ce résultat montre également que la biomasse étudiée contient des
composés suffisamment abondants ce qui rend pertinente une purification a plus grande échelle, et

renforce son potentiel de valorisation.

La seconde partie du travail (chapitre 3) a porté sur les procédés d’extraction. L'optimisation de
I’extraction par eau subcritique a montré que ce procédé posséde un potentiel notable pour extraire
efficacement les polyphénols tout en respectant les principes de la chimie verte. L'utilisation de plan
d’expériences décrit dans le paragraphe 3.2.1 a permis de mieux comprendre ce qui influence réellement
le rendement d’extraction. Le ratio solide/solvant s’est révélé étre le facteur le plus influent, confirmant
I'importance d’'une bonne interaction entre la biomasse et I'’eau subcritique. La température et la pression
ont un impact moins marqué. La température influence I'extraction de maniére non linéaire, elle peut
améliorer I'extraction quand elle est dans son niveau négatif, mais des valeurs trop élevées risquent de
dégrader certains composés sensibles. La pression intervient principalement pour maintenir I'eau a I'état
liqguide. Ce type d’analyse permet non seulement d’optimiser les parametres, mais aussi d’éviter des

conditions extrémes qui pourraient affecter la qualité des extraits.
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L'étude cinétique de l'extraction par eau subcritique a apporté une information complémentaire
importante. Les analyses LC-MS ont montré que la majorité des flavonoides est extraite souvent dans les
premieres fractions. Cette observation suggere que le temps d’extraction utilisé pourrait étre réduit sans
affecter la performance du procédé. Ce résultat représente une avancée importante pour une perspective
industrielle, ol la réduction du temps et de la consommation énergétique est cruciale. Le fait de pouvoir
concentrer I'essentiel des composés dans des temps courts rend I’extraction subcritique encore plus

intéressante sur le plan économique et environnemental.

L’extraction au CO; supercritique a permis d’explorer une autre fraction de la biomasse, a savoir sa fraction
lipophile en particulier les caroténoides (chapitre 4). L'intérét de CO, supercritique est donc multiple : il
permet d’extraire ces molécules sans solvants toxiques, sous des conditions adaptées, tout en préservant
leur stabilité. Les résultats ont clairement montré que cette technique produit des extraits plus variés et
plus abondants en caroténoides que |'extraction conventionnelle a I'hexane. L’ajout d’un co-solvant
comme |'éthanol a également permis de récupérer des composés moins solubles dans CO,, en améliorant
la portée de I'extraction. Ces deux techniques d’extraction, SWE et SFE, se complémentent bien. L'eau
subcritique extrait principalement les composés polaires, tandis que le CO, supercritique est
particulierement efficace pour les composés lipophiles. Cette complémentarité offre des perspectives
d’utilisation globale de la biomasse. Il devient alors possible d’imaginer une stratégie d’extraction qui
repose sur deux étapes : extraire les pigments lipophiles dans une premiére étape, puis les polyphénols
dans une seconde. Les résultats obtenus dans cette étude montrent qu’il serait pertinent, dans un
contexte de valorisation réelle, de commencer par extraire les caroténoides par CO;, supercritique, car ils
sont mieux récupérés dans ces conditions et leur stabilité est mieux préservée. Le résidu obtenu aprés la
SFE peut ensuite étre utilisé pour une extraction par eau subcritique, permettant de récupérer les
polyphénols encore présents dans la biomasse. Une telle stratégie maximiserait I’utilisation de la biomasse
végétale, limiterait la production de déchets, et permettrait de produire deux extraits riches en molécules
bioactives distinctes. Cela correspond parfaitement aux principes de la bioéconomie circulaire, qui repose

sur une exploitation intelligente et responsable des ressources naturelles.

Au-dela des résultats techniques, ce travail met en lumiére la richesse encore peu exploitée des biomasses
aquatiques Lemna minor, souvent considérées comme des plantes sans valeur, se révelent ici comme une
source de composés bioactifs prometteurs. Grace a I'association d’outils analytiques performants et de

procédées d’extraction écologiques, il devient possible d’envisager une approche de valorisation complete
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basée sur ces plantes. Les extraits obtenus, qu’ils soient riches en flavonoides ou en caroténoides,
présentent un intérét pour plusieurs secteurs industriels, notamment la cosmétique, nutrition, et la
pharmaceutique. Les perspectives ouvertes par cette étude sont nombreuses. Une optimisation plus
poussée des parameétres d’extraction permettrait probablement d’améliorer encore les rendements ou la
sélectivité des procédés. L'identification plus approfondie des composés par technique complémentaires,
comme la RMN ou la MS/MS, pourrait apporter des informations supplémentaires sur la diversité
chimique de la biomasse. Enfin, une perspective importante réside dans le passage a grande échelle et
I’évaluation des applications industrielles des extraits obtenus. Des études complémentaires portant sur
la bioactivité des extraits (activité antioxydante, anti-inflammatoires ou antimicrobienne) permettraient

de mieux valoriser leurs potentiels dans les domaines cosmétique, pharmaceutique et nutraceutique.

L’ensemble de ce travail montre qu'il est possible d’extraire, d’identifier et de valoriser efficacement les
composés bioactifs issus d’'une biomasse aquatique en s’appuyant sur des procédés verts et des méthodes
analytiques robustes. L’utilisation de procédés dits « verts » permet non seulement de limiter I'impact
environnemental des étapes d’extraction, mais également de préserver l'intégrité et I'activité des
molécules d’intérét, renforcant ainsi la pertinence de cette approche dans un contexte de développement
durable. Cette démarche offre une vision globale de la valorisation des plantes aquatiques, ou les avancées
technologiques sont mises au service d’'une exploitation responsable des ressources naturelles. Elle
s’inscrit dans une logique d’économie circulaire, ou la biomasse souvent sous-exploitée ou considérée
comme un déchet, peut étre transformée en source de composés a forte valeur ajoutée. Ainsi, la biomasse
étudiée n’apparait plus comme une simple plante aquatique, mais comme une ressource prometteuse aux
multiples potentialités d’application. Toutefois, ces perspectives nécessitent encore des investigations
complémentaires afin d’évaluer pleinement les usages, leur viabilité industrielle et leur impact a long

terme.
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ANNEXE A
CINETIQUE DE L'EXTRACTION SWE
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Figure A.1 Chromatogrammes de base (BPC) des huit fractions obtenues en mode négatif pour I'essai

optimisé 7.
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Figure A.2 Chromatogrammes de base (BPC) des huit fractions obtenues en mode négatif pour I'essai

optimisé 11.
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Tableau A.1 Identification des molécules les plus abondantes de I'essai 7 en mode négatif.

. Formule . . Intensité
Tr (min) | m/z (exp) | m/z (calc) diff ionique . Pot.e‘ntle.I leeau
(ppm) i identification d’ident.
suggérée
2,82 |259,0229 | 259,0248 | -7,35 C12H706 Xanthone 3 | 7A8E04
polyhydroxylée
2,77 615,0706 | 615,0722 -2,53 CssH1509 Composé non identifié 4 2,24E+04
Composé 6,03E+04
2,90 439,0441 | 439,0459 -4,18 CasH110g polyaromatique 3
oxydé
Composé 7,92E+04
2,95 339,0298 | 339,0299 -0,29 C21H70s polyaromatique 3
oxydé
8,26 549,0876 | 549,0886 -1,81 Ca4H21015 Composé phénolique 3 1,62E+04
10,64 |355,0683 | 3550671 | 3,45 CisH15010 Acide phénolique 3 | L29E04
conjugué
10,82 | 353,0877 | 353,0878 -0,3 Ci6H1709 Composé phénolique 3 4,43E+04
12,21 |337,0919 | 337,0929 -2,93 Ci6H170s Composé phénolique 3 1,78E+04
13,91 |527,0486 | 527,0467 3,54 Ca4H15014 Composé non identifié 4 2,60E+04
15,21 |447,0921 | 447,0933 -2,64 C21H19011 Orientine 1 7,63E+05
15,76 |519,1869 | 519,1872 -0,55 Ca6H31011 Terpénoides 3 2,97E+04
15,90 |431,0986 | 431,0984 | 0,53 Ca1H19010 Apigenine-7-0- 1| &°2EH05
glucoside
16,50 |447,0930 | 447,0933 | -0,64 Ca1H15010 Lutéoline-7-0- 1| %65E05
glucoside
17,54 |431,0986 | 431,0984 0,53 C21H19010 Vitexine 1 1,45E+05
18,76 | 713,4721 | 713,4693 3,95 C3sHgoO14 Composé non identifié 4 1,11E+05
21,12 |269,046 269,0455 1,68 Ci5H9Os Composé phénolique 3 1,10E+05
21,98 | 325,2023 | 325,202 0,77 CisH2905 Lipides 3 5,04E+04
24,78 | 291,1968 | 291,1966 0,79 CisH2703 Lipides 3 1,86E+05

72




Tableau A.2 Identification des molécules les plus abondantes de I'essai 11 en mode négatif

. Formule . .
Tr (min) | m/z (exp) | m/z (calc) (F?Fliti\) ionio’|u? id::tti‘:i:tal’zlon ZI’Ii\:jZanch. Intensité
suggérée
2,77 615,1116 | 615,1144 -4,57 C32H23013 | Composé non identifié 4 2,64E+04
3,24 365,0658 | 365,0667 -2,39 Ca0H1307 Composé phénolique 3 9,93E+04
4,56 633,0857 | 633,0886 -4,56 C31H21015 | Composé non identifié 4 4,27E+04
6,76 587,1248 | 587,1254 -0,97 C2H27017 | Composé non identifié 4 2,07E+04
7,31 571,1304 | 571,1305 -0,1 C24H27016 | Composé non identifié 4 2,25E+04
8,33 549,0883 | 549,0886 -0,53 C24H21015 Composé phénolique 3 3,85E+04
8,45 572,1153 | 572,1172 -3,24 Cy7H24014 | Composé phénolique 3 2,41E+04
0,07 |329,088 | 3200878 | 059 | Cukyo, | ACidephenolique 3 | 36E+04
glycosylé
10,86 |353,0886 | 353,0878 2,24 Ci16H1709 Composé phénolique 3 1,94E+05
12,99 |707,1816| 707,1829 -1,82 C32H35018 Composé phénolique 3 1,93E+04
14,24 |337,0927 | 337,0929 -0,57 Ci16H170s Composé phénolique 3 3,25E+04
14,58 |505,098 505,0988 -1,51 Ca3H21013 Composé phénolique 3 3,44E+04
15,23 [447,0937 | 447,0933 0,93 C21H19011 Orientine 1 1,08E+06
15,77 |519,1863 | 519,1872 -1,7 Co6H31011 Terpénoides 3 3,00E+04
1592 |431,0981 | 431,0084 | -063 | CuMwOy | ~PEENne’0- 1 |70
glucoside
16,52 |447,0033 | 447,0933 | 0 CarHi16011 Luteoline-7-0- p | &OLE05
glucoside
17,54 [431,0983 | 431,0984 -0,16 C21H19010 Vitexine 1 2,92E+05
20,07 |285,0402 | 285,0405 -0,91 CisHqO6 Composé phénolique 3 4,10E+05
21,15 |269,0453 | 269,0455 | -0,91 CisHsOs | Composé phénolique | 3 |2,31E+05
22,22 489,27 | 489,2705 -1,06 C24H41010 | Composé non identifié 4 1,16E+05
23,07 |491,2857 | 491,2862 -0,96 C24Ha3010 | Composé non identifié 4 4,89E+04
23,42 |209,0453 | 209,0455 | -1,18 CioHsOs | Composé phénolique | 3 |7,29E+04
24,29 |309,2068 | 309,2071 -1,07 C18H2904 Lipide 3 7,55E+04
24,58 |291,1968 | 291,2038 0,79 CigH2703 Lipide 3 1,54E+05
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ANNEXE B
DONNEES COMPLEMENTAIRES
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Figure B.1 Chromatogrammes TIC des fractions purifiées

Tableau B.1 Evolution du rendement d’extraction au cours du temps pour les échantillons de APL

Temps (heur) Masse extrait (g) Rendement (%)

APL 1h 1,11 5,52
APL 2h 2,60 12,94
APL 3h 0,57 2,86
APL 4h 0,24 1,2

APL 5h 0,14 0,71
APL 6h 0,12 0,61
APL 7h 0,43 2,14
Total 5,22 25,99
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Equation utilisée pour calculée la tenure en anthocyanine

p A \'
% —=—XMV X DF x —x 100
p €L m

%p/p= pourcentage massique des anthocyanes

A = absorbance

€ = absorptivité molaire de Cyd-3-glu (26900 | mol* cm?)
MW = Masse molaire de I'anthocyane (449,2 g mol?)

DF = Facteur de dilution

V = volume final (ml)

m = poids de I’échantillon (mg)

L = longueur de la cellule (cm)
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Figure B.2  Courbes de calibrations des quatre flavonoides ciblés.
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