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@ Procédé de préparation d'extraits polyphénoliques de type
fiavane-3-ol purifiés « pycnogénols » & partir de diverses ma-
tires premiéres végétales, caractérisé en ce quil comprend
les étapes consistant 3 épuiser la matiére végétale brute tout
d'abord par l'eau, & filtrer le mélange, & centrifuger le filtrat
aprés séjour au froid, & épuiser le surnageant par l'acétate
d'éthyle, & séparer la phase organique contenant I'extrait, &
distiller cette phase sous pression réduite pour récupérer
I'acétate d'éthyle. a reprendre par I'eau le résidu aqueux et &
lyophiliser la solution aqueuse obtenue, ce qui fournit I'extrait
recherché sous forme d'une poudre entiérement soluble dans
I'egu.

Utilisation de l'extrait obtenu comme substance active, 3
effet capteur sur les radicaux libres, dans des produits phar-
maceutiques, diététiques et cosmétiques.
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L'invention cocncerme un procédé de - préparation
d'extraits peolyphénoliques de type flavane-3-ol et les
extraits obtenus qui trouvent desi applications en
pharmacie, en diététique et en cosmetologie.

Le terme “pycnogénol" (¢tymologiquement gqui
engendre des ?rcduits condensés) a été attribué en 1979
a urne famille de polyphénols végétaux jusqu*alers
englobés dans le groupe disparate des flavoneides{
(cf. J. Masguelier et al dans Internat. J.
it.Nutr.Res., 197%, 48, 307-311).

Le systéme cyclique fondamental des pycnogenols est

<4

.

celui du 2-phénylchromanne (I)

(D

sur lequel sont géenéralement plusieurs groupements
hydroxy en particulier en position 2 et 4.

C'est le plus souvent par 1'intermediaire d'une
consensation avec élimination d'H=0 entre le groupement
hydroxy en C-4 d'une molécule et 1'ateme d‘hydrogéne en
C-8& d'une autre molécule que se forment facilement les
ocligomeres et les polyméres supérieurs, un exemple de
dimere (le procyanidol) ayant }a formule suivante II

OH
* OH
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Les pycnogéencls forment un enserble hcmogeéene et
autonome dont le caractére chimique essentiel est une
propensicn a la condensation. Leur intérét ticlogigue
reside principalement dans ‘leur intense pouveir capteur
envers les radicaux libres oxygénes (J. Masqueiier.
Bull. O.I.V. 188, 680-650, B554-578) gqui leur ouvre de
nombreuses appiications en pharmacie, en diététique et
en cosmetclogie. '

Bien que largement répartis dans le regne vegétal,
les pycnogenols ne s'y trouvent pas a des ccncentrations
elevees et sont entourés de divers polypkénols gqui re
presentent  pas d'intérét sur le plan biclegigue
recherché et sont en outre instables voire méme toxiques
et qu'il faut deonc éliminer de l'extrait de pycnogencls.
De ce fait, les teckniques d'extraction antérieures
mettent en oceuvre divers mélanges de sclvanis et
nécessitent dec opérations complexes de fractisnnemsnt
et de purificaticn, avec des rendements nédiosres et a
des coits de production importants.

En effet, les plantes a pyYCnogenols . SCnt
genéralement des plantes a tanins, ern raison d'une voie
biogénetique commune. Or, ces tanins constituent une
fraction a élixirer, en raison de leur peu d'intéret
pharmacclogique, ‘de leur instabilite et des
incompatibilites biolcogigues gqu'ils provoguent a cause
de leur masse moléculaire élevee (fixation irreversible
aux protéines sanguines par exemple).

Dans 1'industrie, l'élimination des tanins met en
jeu le relargage par les électrolytes. C'est ainsi que
de nombreux procédés d4'épuisement d'un matériel vegétal
comportent une phase de précipitation des tanins
condensés indésirables & l'aide du chlorure de sodium &
saturation. Cela entraine le rejet d'énormes volumes de
solutions salines, dont on ne peut se detarrasser Sans
polluer gravexent l'environnement. Tout procedé

permettant d'éliminer ces tanins sans le reccurs a ce
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salage constitue donc un progrés primordial sous l'angle
industriel. En  outre, l'absence de sel  permet
éventuellement de récuperer le tanin ccmme sous-produit.

Far ailleurs, en raison méme de leur nature, les
pycncgencls existent chez les plantes sous divers degres
de condensation @ monomreres, dimeres, cligomeres.
polyméres, que l'on trouve le plus souvent céte a céte
dans la matiére premiére veégéetale. Etant donné gque les
effets pharmacologiques ne sont pas uniformement
repartis entre ces différentes formes de condensation.
il importe gque le procede d'extraction privilégie les
fractions possedarnt au maximum la propriéte recherchée.
Par exemple, s'agissant des effets antiradicalaires, il
faut obtenir en priocrité les oligomeres (degre -de
condensation égal a 2, 3 et 4>, puisque 1'expérience
démontre que leur pouvoir capteur est nettement plus
eleve que celui des autres fractions. Une action
antivirale conduira, en revanche, a sélectionner les
polymeres.

11 est donc utile de pouvoir préparer a partir d'une
matiére premiére végetale un extrait riche en
pvcnogénols et suffisamment purifié pour servir de
matiére premiére pour la confection de medicaments, de
produits diététiques et de cosmetiques.

La solubilité des pycnogénols dans 1l'eau est
remarquable. Sauf pour les hauts polyméres, qui ont peu

‘intérét au point de vue pharmacologique, l'eau s'avére
dcne le solvant extractif de choix, ses principaux
avantages étant :

- 1'extraction d'un large éventail de pycnogeénols

- 1l'exclusion des hauts polyméres

- son coGt faible par rappert & celui des solvants

organigues.

La présente invention fournit un tel procédé, qui
comprend les étapes consistant a épuiser la matiére
vegetale brute tout d'abord par l'eau, & filtrer le
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melange, & centrifuger le filtrat apres séjour auv froid,
a epuiser le -surnageant par ltacetate d'ethyie, &
separer l1a phase organique contenant l'extrail, a
distiller <cette phase sous pression reduite pour
recupérer l'acétate d'éthyle, a reprendre par l'eau le
residu aqueux et & lyophiliser la sclution aqueuse
obtenue, ce gui fournit 1l'extrait recherché, sous forme
d'une poudre entierement soluble dans 1l'eau.
De fagcon plus détaillee, le procédée comperte les
éta?es suivantes :
1. Epuisement de la matlere premiére végétale par l'eau
2. Extracticn de la solution aqueﬁse ainsi ottenue,
directement par un solvant organique rnon misciktle a
{'eau mais envers lequel les pycnogencls manifestent
un coefficient de partage le plus éleve poseible.
L'aceétate d'éthyle remplit cette condition. En
ocu+tre, il s'avére sélectif vis-a-vis des pycnogenols

peu condenseés ! contrairement a Ce

£

ue l'on pensait
gerneralement, 11 ©ne dissout pas les tanins. La
saturatiorn par le chlorure de sodium de la sclution
aqueuse, qui semblait étre ie pféalable essentiel a
]'elimination des tarnins, peut donc étre supprimee
dans ce nouveau procede, ce qui constitue une
ipnovation aux conséguences pratiéues importantes
sur le plan industriel.

3. Ltacetate d'éthyle, sépare de la phase aqueuse, est
évaporé sous pression réduite, Jjusqu'a 1'obtention
d'un résidu aqueux privée de tout reste de solvant
organilgue. Cette solution est Llyophilisée et le
produit obtenu constitue 1'extrait destiné aux
usages diététiques et cosmetologiques.

Le titre en pycnogénols de l'extrait obtenu est
déterminé par spectrophotometrie.

Pour ocbtenir un produit davantage purifie, par
exenmple pour usage phafmaceutique, 1'extrait lyophilise

peut subir une purification complémentaire consistant a
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le dissoudre dams de l'acétate d'éthyle et 2a le
precipiter de cette sclution par un solvant organique
chloré tel gque 1le dichlorométhane. On peut renouveler
une seccnde fois cette 5peratibn.

Les differentes étapes peuvent étre mises en oeuvre
de la fagon suivante.

La premiére opération (extraction par l'eaud peut
revetir de multiples modalités - ou interviennent
principalement quatre parametres : volumes, temperature,
duree, pH. )

- le rapport V/P <(volume d‘'eau/poids de matiere
brute) peut varier dans une large fourchette, selon gue
la matiére vegetale est seéche ou fraiche, compacte ou
divisee, mouillable ou hydrofuge. Il est bien évident
que l'extraction de feuilles vertes exigera moins d'eau
qu'une écorce seéche. Chaque type de matiére brute
constitue un cas d'espece.

- La temperature de l'eau peut, elle aussi, faire
i'ochjet de multiples ajustements, depuis 1la simple
maceration a froid (+4°C), a 1la température du
laboratoire, ou a des températures variant de +20° a
106°C.

L'eau & l'ébullition (décoction) et la vapeur d'ead
scus pression (percolation) sont également utilisables.

Le choix de la temperature idoine résulte d'essais
preliminaires assortis du dosagé global des pycnogénols
extraits.

- La durée de l'extraction par l'éau influe, dans
chaque cas, sur le rendement, et doit étre ajustée selon
les résultats du dosage. Plus la température est élevee,
plus le traitement est court, mais les pycnogénols ne
supportent pas un long séjour -4 température élevée : une
extraction & +80° est, a cet é&gard, moins agressive
qu'une décoction a 1l'ébullition.

- Le PpE : 1le contenu. cellulaire vegetal est en

general situé a des pH inférieurs & 7. Par ailleurs, les
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cvincgencis supportent mal un sejour en milied zlcali

n
s dci- 2znc veiller & ce que le pH des l'eau scit IpH 6

Jtre. 1. peut etre utile dtajcuter =& l'eau  une
nce reductrice, telle que le suliite acice de

a
eodium, & raiscn de 0,S5g par litre par exemp.

o

, Dour
e er 1texyaaticn des pycnogerncls en COUrs
d‘extracticn. De mems, il faut priver i'eau de traces c=
fer p©u de cuivre gui activent 1l'autc-cxydation des
POLYPAENnoIE. Lteau dietillée o©ou désionisee est &
cCnEelller.

cur ia seccnde operation (épuisement a lfacelate
i'ethyle de la sclution aqueuse precedemment cbtenuey,

cdiverses modalites dfexecution peuvent aussi

- Technigue d&= l'epuisement @ I'acetate d*ethvie
~'est pas miscitle & l'eau, mais a SOn SCRTacyt, il s'en
sa-ure. L'épuisement, gJui est effsctue a la Temperaliure

par simple agitation ces deux liguides et
decantation, sait spontanee, solt acceleree par
centrifugation;

par epuisement continu dans un extracteur du type
HAGEN, ou par la technique & contre-courant.

- Le rapport Vi/Vz, (volume de Ia soluticn
aqueusesvolume dfacétate d'éthyle), varie selon le mode
d'epuisement, la richesse du végetal en pycnogénols, les
impératifs industriels de rendement.

- La distillation de 1'acétate d'éthyle a 1'issue de
l'epuisement met en ceuvre toute technique permettant
d'eliminer entiérement le solvant sans lui faire subir
une temperature trop é€levée. On y parvient en créant un
vide partiel, de telle sorte que le solvant distille
sans depasser la température de +50°C.; un atomiseur
permettant de respecter cette norme peul fort bien étre

employe.
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Des exemples de matiéres végetales pouvant é&tre
traitees par le procedé suivant 1l'invention sont les
cuivants sans que cette liste soit limitative :
pepins de raisins; sommités  fleuries  d'aubépine;
bractees de tilleul; écorce de pin des Landes; feuilles
de noisetier; feuilles de ginkgo biloba; écorce de
quinguina; racine de rhubarbe etc

Pour apprécier 1le rendement de 1‘extraction, en
suivre les variations selon les modifications apportées
et titrer l'extrait obtenu en pycnogénols, on a adopte
une techniéﬁe spectrophotometrique de dosage. En efiet,
les pycnogenols présentent, en lumiére ultra-vilette, un
spectre d'absorption dont 1le maximum est veisin de
280 nm, et le minimum voisin de 256 nm.

On compare le résultat obtenu avec celui gque donne
le produit de référence, soit 1'extrait séchée a 100°C
jusqu'a poids constant.

Le coefficient d'extinction & 280 nm d'une soluticn

dans .'alcool & 95° de 4mg de produit sec pour 100ml est

1p100 _ y40.
lcm
Tous les extraits obtenus selon le procédé sont

identifiables par la réaction de BATE-SMITH. A 10ml

de E

d'une solution aqueuse de l'extrait & 1%, on ajoute 2Zml
d'acide chlorhydrique pur ef 1l'on chauffe le mélange au
bain-marie bouillant <(100°C>. Une intense coloration
rouge se forme en quelques minutes. Elle est due & une
transformation des pycnogenols en dérivés des chlorures
d'oxonium correspondant. A ce titre, la réaction est
specifique et permet donc la caractéristique des
produits obtenus.

On décrit ci-aprés, a titre illustratif et nullement
limitatif, deux exemples de mise en oeuvre du procédé de

1'invention.
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Exenmrle 1.

200g de pépins entiers de raisin (Vitis vinifera:
sont soumis pendant 2h & une infusion dans 21 d'eau
distillee contenant 0,5g/1 de sulfite acide de sodium,
chauffee a 80°C sous agitation constante. Le mélange est
filtre a chaud. Le filtrat (1600m15 séjourne ensuite une
nuit & + 4°C, puis on le centrifuge. Un culot de
matieres insolubles est abandonné. Le surnageant falit
1'objet d'une mesure d'abscrpticn & 280nm. On l'épuise
alecrs par l'acétate d'éthyle (600ml) dans un extracteur
liguide-liguide & contre-courant, jusqu'a ce gue
1'absorption de la phase aqueuse nesufée a 280nm scit
réduite au 1/10= de sa valeur initiale.

L'acétate dféthyle - (500ml)> est distille sous
pressicn réduite a une temperature inferieure a S0°C. Ii
abandonne urn résidu agqueux que l'on améne a 90ml par
addition d'eau. La 1lyophilisaticon de cette derniere
solution fournit un produit sec qui constitue 1l'extrait
destiné aux emplois diététiques et cosmeétologiques.

Rendement : 9,55g par kg de pépins secs. A titre de’
comparaisorn, l'extraction de ces pépins selon une
technique converntionnelle incluant un relargage par le
chlorure de sodium ne livre que 4,78g d'extrait.

Exemple Z.

200g d'écorce de pin des Landes (Pinus maritimad
grossierement concassée subissent un traitement
identique & celui de 1'exemple '1. Le rendement en
extrait pour usagé diéetétique et cosmétologique est de
6,07g par kg. Les techniques anciennes avec relargage au
chlorure de sodium appliquées & 'la méme matiére premiere
ont un rendement de 3,0g ﬁar kg. En vuz d'un usage
pharmaceutique, l'extrait lyophilise (5g) est mis en
soluticn dans 1'acétate d'éthyle (100ml)>. On ajoute &
cette solution 200ml de dichlorométhane. Un volumineux

précipite de pycnogenols se forme aussitdt. On 1le
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recueille par filtration sur verre fritte. "Le filtrat,
qui entraine les impuretes, est distillé pour recuperer
les solvants.

es extraits obtenus selon le procede de 1'inventic:
sont des produits pulverulents, entierement solubles
dans 1'eau. Leur richesse en pycnogénols les destine en
particulier aux emplois reposant sur un effet capteur
envers les radicaux libres oxygéenés (cf. J. MASQUELIER,
Cengres de la Societe de Nutrition et de Dietetique de
langue Irangaise, Bordeaux, 26 et 27 septembre 1936 et
GCEIDA,S et al., Med. Sci. Res., 1987, 15, 831-832 qui
montrent . que l'eifet antiradicalaire des pycnogenols
éurpasse de 1loin celui de tous les capteurs naturele
dejz connusd.

L'usage cosmetclogique (cremes, gels, solutions,
laits corporels, aérosols, sels de bain,r capsules ...)J
et 1'usage diététigues a titre de complénment alimentaire
(en nature scus forme de poudres, solutions, tablettes,
gelules, granules ... ou incorpores & des produite de
regime deja existanis) constituent donc les emploiz
majeurs des extraits obtenus selon le procéde. '

La préparation de médicaments est é'galement
possitle, en particulier pour' des indications
dermatoclogiques.

Le test au dithranol (J. MASQUELIER, inédit) montre
en effet que les pycneogénols, trés actifs in vitro sur
les réactions radicalaires, manifestent le méme pouvoir
dans 1'organisme humain. Il consiste 2 déposer sur la
peau, en deux endroits distincts de la face interne de
1tavant-bras, 10 microlitres d'une solution de dithranol
a 2% dans le chioroforme, sur une aire circulaire de
15gm de diametre. On laisse évaparer le solvant. Sur
1'une des deux surfaces, on dépose 10 microlitres d'une
soiution alcoolique & 1% de l'extrait a tester. Apres
24h, la surface témoin est le siége d'une forte reaction

infiammatocire due a la production de radicaux libres
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oxygenes (HINNEN, M.J. et coll., The Lancet, nov. i7,
1984, ¢ 1.29-1130>. La surface traitse par les

pycnogenzls mentre une réaction tres fortement atténuee,
ou meme une absence 4d'inflammaticn, ce qui prouve bien
que 1'extrait selon 1le procéde exerce son pouvair
capteur :n vivo sur 1l'organisme de 1'homne. Un tel
resultac h'a jamais pu étre démcnire bbjectivement aves:
les prccéuits preéceonisés jusgu'a présent, pour lesguels
seuls des tests in vitroc fondent les propriétes
antiradicalaires.

Les radicaux libres sont incrimines en tant Qque
facteurs pathogenigues du vieillissement, de ila

senescen-e et de nombreuses affections medicales et

chirurgicaies. On sait également (NORDMANK, R., et
~oll., GBull. Acad. K:tie. Med., 1985, 169, 1201-120%)
qu'ils scat impligqueés dane les effets toxiques

hepatigues et nerveux de 1l'alcoolisme. Les extraits
titres en pycncgenols seleon  le  procéeds permetisent
d'envisager une prevention de ces effets, en raisern de
leur pouvoir capteur éleve vis-a-vis des radicaux libres

oxXygenes.
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REVENDICATIOYNS

1. Procedé de preparation d'extraits polyphéncliques
de type flavane-3-ol purifiés (“pycnogénols") a partir
de diverses matiéres premieéres végétales, caractérise en
ce qu'il comprend les étapes consistant a épuiser la
matiére végétale brute tout d'abord par l'eau, a filtrer
le melange, a centrifuger le filtrat aprés sejour au
froid¢, a épuiser le surnageant par'l'aéétate d'éthyle, &
separer la phase organique contenant l'extrait, a
distiller cette phase sous ‘pression reéduite pour
recuperer 1l'acétate d'éthyle, & reprendre par l'eau le
residu agueux et & lyophiliser 1la solution aqueuse
obtenue, ce qui fournit l'extrait recherché sous ferne
d'une poudre entiérement soluble dans l'eau.

2. Proceédé suivant la revendication 1, caractérise
en ce que 1l'on effectue l'épuisement par l'eau a une
temperature comprise entre 4°C et 100°C et avec une eau
distillée ou désionisée dont le pH est inférieur ou eégal
4 6, en ce que 1l'con effectue 1'épuisement par l'acetate
d'éthyle a la temperature ambiante, et en ce que l1'on
distille la phase organique, pour récupérer 1'acétate
d'éthyle, sous un vide tel que la température de

distillation ne depasse pas 50°C.
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2. Prcoccede suivant la revendication 1 cu 2,

caractérise en ce gque l'eau utilisee pour l'epuisement

[§]

par l'eau est additionnee d'une substance reductrice.

4. Procede suivant la revendication 3, caracleriss
en ce que la substance réductrice est le sulfite de
sodium.

5. Procede suivant 1'une quelcongue des
revendications 1 a 4, caractérisé en ce que la matiere
premiere vegetale est choisie parmi les matieéres
vegetales suivantes : pepins de raisins; sommités
fleuries d‘aubepihe; bractées de tilleul; écorce de pin
des Landes; feuilles de noisetier; feuilles de ginkgc
biloba; ecorce de quinquina; racine de rhubarbe.

6. Procede suivant 1ltune guelconcue des
revendications 1 & 5, caractérisé en ce que'ia matiere
premiere vegetale est constituee par des périns entiers
de raisins, en ce que l'épuisement par l'eau est une
infuzion effectuée a 80°C scus agitation constante e
suivie d'une filtratiom a chaud, i'eau employ=e stant de
1'eau distillée ou désionisee, ayant un pH inIérieur &
6, et additionnee de 0,5g/1 de sulfite acide de sodium,
en ce gque l'épuisement par 1'acetate d'éthyle est
effectue dans un extracteur & contre-courant a la
temperature amtiante, et en ce gue la distillation sous
pression reduite des phases organiques surnageantes
reunies est effectuée & une température inférieure a
50°C. '

7. Extrait polyphénociique de type flavane-3-ol
purifié obtenu par le procédé suivant l'une quelconque
des revendicaticns 1 & 6.

8. Application de 1l'extrait suivant la revendication
7 comme constituant de produits cosmétiques, de produits

dietetigues et de médicaments.
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