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Au travers de I'Arréte du
Gouvernement wallon du 8 juin
2023 octroyant une subvention
a I'asbl Valbiom dans le cadre
de la mesure 9 relative a
I'économie biosourcée de la
stratégie Circular Wallonia,

la Région wallonne confie a
Valbiom la mission de soutenir
le développement d'une filiere
extractible en Wallonie a fravers
la valorisation, par I'extraction,
des molécules d'interét
présentes dans les coproduits
issus de différents secteurs.

Ce rapport constitue la version courte
d'un rapport plus complet décrivant
les activités et résultats obtenus
durant le projet ExtraWal, dont la
subvention couvre la période du
1*juin 2023 au 31 ao(it 2025.

La version compléte du rapport peut
étre obtenue aupres de Valbiom.

Missions et roles
de Valbiom

Asbl fondée en 2002, Valbiom est
aujourd’hui reconnue comme le centre
de référence en économie biosourcée
dont la mission est de faire émerger,
promouvoir et pérenniser de nouvelles
activités économiques en Wallonie,
axeées sur la valorisation non-alimentaire
de la biomasse.

L'asbl peut compter sur une équipe
de 15 employés experts dans les
domaines de la bioingénierie, de la
communication et du management,
ainsi que sur un réseau de pres de
200 membres.

Valbiom remplit trois réles essentiels
pour le déploiement de I'économie
biosourcée en Wallonie: expert,
facilitateur et ambassadeur.

Ses axes stratégiques sont les suivants:

$) Insuffler et déployer
de nouvelles filieres.

$) Accompagner et concrétiser les
projets.

¢) Informer et sensibiliser.

Rédaction: William Donck, chef de projet Produits biosourcés, Valbiom



Ce rapport est structuré en 4 parties

Contexte Partiel
Résultats obtenus sur

les coproduits du chanvre Partie 2
Résultats obtenus sur la silphie.............. Partie 3

Résultats complémentaires et
identification des molécules

porteuses d'activités biologiques ............ Partie 4

Afin de rendre la lecture de ce rapport fluide et agréable, les
protocoles de laboratoire n'y sont pas décrits en défails.
Ceux-ci peuvent étre obtenus aupres de Valbiom, a la demande.



Ce rapport constitue le livrable principal du projet
ExtraWal, qui s'inscrit dans la continuite des projets
ExtraHempWal et ExtraForWal. Ces trois projets
ont les objectifs généraux a moyen et a long terme
suivants:

» Moyen ferme (2024-2026): développer I'activité
d'extraction, éventuellement via une unité-
pilote. Celle-ci serait adaptee a plusieurs types
de coproduits issus de diverses industries telles
que forestiere et agricole.

- Long terme (2026-2032): doter la Wallonie d'une
filiere de I'extraction végétale valorisant les
produits et sous-produits issus des ressources
biomasse wallonnes et de leur tfransformation,
contribuant au maintien de la valeur ajoutée et
de la competitivité des acteurs sur le ferritoire
wallon.

ExtraWal a pour objectif de valoriser des
coproduits a travers I'extraction de leurs molécules
d'intéréts. En effet, s'il s'avere que ces coproduits
sont riches en certains types de molécules avec
des propriétes exploitables, la valorisation de ces
coproduits en serait forfement augmentee.

Siles deux projets precedents se focalisaient
respectivement sur les sommités de chanvre et sur
les écorces d'arbres, ExtraWal vise a renforcer et a
valider les résultats précédemment obtenus et a
intégrer d'autres gisements d'intérét pour la filiere
extractible, enl'occurrence les feuilles de chanvre
et delasilphie.
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Dans la continuité d'ExtraForWal,
Valbiom coordonne aujourd’hui

un nouveau projet de plus grande
envergure: ExtraBark. Ce projet,

lancé en mars 2024 dans le cadre du
programme Interreg Grand Region,
s'éfend sur trois ans et vise a évaluer le
potentiel des écorces de 10 essences
d'arbres dans la Grande Région
(provinces de Liege et Luxembourg en
Wallonie, Luxembourg, Region Grand-
Esten France, et Saarland et Rheinland-
Pfalzen Allemagne).

L'objectif d'ExtraBark est d'étudier les
applications possibles pour la protection
des plantes et du bois, en exploitant les
proprietés naturelles de ces essences.

Sept partenaires belges,
luxembourgeois et frangais travaillent
conjoinfement pour elargir les
connaissances et multiplier les
applications possibles.

Les avancees d'ExtraBark peuvent

étre suivies regulierement surla page
LinkedIn du projet, offrant une visibilité
accrue aux resultats et encourageant les
synergies transfrontalieres.

Efant donné I'existence de ce projet
ExtraBark, ExtraWal se positionne plus
specifiquement dans la continuité de
ExtraHempWal.
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CONTEXTE

Cerapport se concentre sur 3 coproduits
provenant de filieres étudiées par Vallbiom:

« Sommités de chanvre (filiere chanvre textile)

« Feuilles de chanvre (filiere chanvre graine)

« Silphie

Depuis 2019, Valbiom mene des essais du champ

au produit fini afin de développer la filiere du
chanvre textile fibres longues en Wallonie.

Le chanvre textile fibres longues se récolte aux
environs de la période de floraison. Un des
coproduits de ce chanvre sont les sommites, qui
comprennent des fleurs et des feuilles.

Sommaire

|l est donc pertinent d'étudier la co-valorisation
des sommités du chanvre fibres longues afin de
valoriser la plante entiere au moment de la récolte.

Etant donné que le moment de récolte du
chanvre textile est encore relativement meéconnu,
cette étude analyse égalementle moment idéal
de coupe du chanvre textile fibres longues en
analysant la qualité des fibres avant floraison,

a floraison et apres floraison, via des coupes
fransversales des tiges.

Différents moments de récolte de sommites ont
efé analysés: avant floraison, enfleurs, et apres
floraison, en parallele de ces analyses de figes.

Figure 1: Covalorisation du chanvre textile fibres longues et des sommités (figure provenant de ExtraHempWal)
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Sommité du chanvre
riches en molécules
actives (terpénes,
cannabinoides,
flavonoides)

Feuilles pauvres en
cannabinoides et
autres molécules
actives

Longue tige
ligneuse, riche
en fibres

Potentiel de covalorisation du
chanvre textile fibres longues
et de sa sommité dans divers

secteurs applicatifs




CONTEXTE

En parallele de la filiere chanvre textile, filiere
principale etudiee par Valbiom, le chanvre est
egalement cultive pour la production de graines.
La récolte se fait plus fard dans la saison, ef les
machines agricoles actuelles permettent de
separer les graines des feuilles, qui representent
donc le coproduit principal de cette filiere. Ce
rapport compare les concentrations en molécules
d'intérét ainsi que les activités biologiques des
extraits de sommités de chanvre (filiere textile) et
des extraits de feuilles de chanvre (filiere graine).

Concernant lasilphie, Valbioma commencéa
s'interesser a cefte culture en 2020, en lien avec
ses multiples usages possibles et ses externalités
posifives inféressantes.

En 2021, des discussions avec plusieurs partenaires
(CIPF, Fourrage Mieux, Natagriwal, UCLouvain et
La Roche Madoux) débouchent surla creation

de L'Observatoire de la silphie. Ce projet, finance
jusqu'en 2025, a pour objectif de suivre etanalyser
le développement de la silphie en Wallonie.
L'accent est mis sur le conseil agronomique,
I'évolution de la production de biomasse et de
matiere seche a travers le temps, tantannuels que
pendant la saison culfurale. Différentes formations
et points d'atfentions sont également apportes
aux agriculteurs desireux d'implanter ce type de
culture pérenne. De la sensibilisation aupres des
pouvairs publics ef des cifoyens est également
effectuée. En outre, les différentes méthodes de
recolte et de mécanisation pour les opérations

au champ sont étudiées. Les principales
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valorisations considerees dans ce projef sont la
biométhanisation et le fourrage.

Dans le cadre d'ExtraWal, la silphie est étudiee
pour la capacité de ses molécules bioactives a étre
extraites avant d'utiliser les résidus d'extraction

en biométhanisation. L'objectif est donc d'ajouter
une boucle de valorisation a la silphie, et non

pas de la detourner de son fluxinitial. C'est
pourquoi I'impact de I'extraction sur le potentiel
méthanogene sera également éfudie dans le
cadre de cette étude.

Figure 2: Schéma de valorisation de la silphie
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Partie 2

Résultats obtenus
sur les coproduits
de chanvre



CHANVRE

Analyse des tiges: fibres
primaires et secondaires

La valorisation des coproduits du chanvre

textile passe par une bonne comprehension

du développement des fibres fouf au long de

la période de culture. L'objectif priorifaire de

la culture du chanvre textile est d'obtenir des
fibres de la meilleure qualité possible. Il est donc
important de comprendre comment ces fibres
evoluentau cours du temps afin de pouvoir ajuster
le curseur pour obtenirles meilleures fibres, tout
en obtenant le plus de molécules d'intérét dans les
sommites.

Ce fravail d'analyse et de comprehension du
développement des fibres a efé réalise en 2022,
2023 et 2024. Les résultats de 2022 sont présentés
dans le rapport ExtraHempWal.

D'apres la littérature et les centres de recherche
specialises, les criteres d'évaluation de la qualite
des fibres sont les suivants:

- Untaux de remplissage important des fibres
primaires (> 90 %) permet de garantir la qualite
des fibres longues.

- Une absence de développement de fibres
secondaires serait un signe positif pour s'assurer
de la qualité des fibres longues.

Ce postulat reste toutefois a confirmer parla
recherche.
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Comparaison des résultats
de 2023 et 2024

Laboratoires impliqués

« Centre Wallon de Recherches
Agronomiques (CRA-W)

Département connaissance et valorisation des
produits, Unifé qualité et authentification des
produits, Laboratoire de microscopie, A. Anselmo &P.
Veys (analyses 2023)

- Université de Technologie Tarbes, Occitanie
Pyrénées (analyses 2024)

Rappel concernant la terminologie utilisée

Dans le cadre de ce rapport, nous utilisons des tfermes
spécifiques qui décrivent le stade de développement
duchanvre.

Le point de référence, T2, correspond au stade de
pleine floraison. Ce point peut donc étre différent pour
chaque variété, certaines éfant précoces, d'autres plus
tardives. A partir de ce moment de pleine floraison, T-1
et T1 correspondent a respectivement 20 et 10 jours
avant floraison, et T3 et T4 a respectivement 10 et 20
jours apres floraison.

T-1 Tl T2 T3 T4

20JOURS  10JOURS PLEINE 10JOURS  20JOURS
AVANT AVANT  FLORAISON APRES APRES
FLORAISON  FLORAISON FLORAISON  FLORAISON



CHANVRE

Méthodologie

L'essai chanvre textile fibres longues de 2023 a
été mené sur une surface fotale de 7 hectares,
surune parcelle d'un seul fenant, en agriculture
biologique, a Awans.

Valbiom a semé 4 variétés différentes:
Bialoborzeskie, Santhica 27, Tygra et Uso 31, puis
arecolte les differents eéchantillons a divers
moments: 20 jours avant floraison (T-1), 10 jours
avant floraison (T1), a floraison (T2), 10 jours apres
floraison (T3) et 20 jours apres la floraison (T4).

En 2024, I'essai a été mené sur une surface totale de
8 hectares, sur une parcelle conduite en agriculture
conventionnelle située a Villers-le-Bouillet.

Les 4 mémes varietes qu'en 2023 ont éfe semees,
et des échantillons ont été collectés a 3 dates
(15/07/24,25/07/24, et 5/08/24) correspondant a
des stades de développement allantde T-1a T3
en fonction des variétes.

Une analyse de la variance a efé réalisee en utilisant
un modele linéaire mixte avec comme facteurs
fixes I'année, la variete ef la date de prélevement
et comme facteur aléatoire la repétition.

Sommaire

La collecte de donnees (repartition des
echantillons) n'étant pas similaires entre les annees,
I'analyse a dUi se faire par varietes et dates de
prelevements.

/(@ Les protocoles de préparation des échantillons ne sont pas détaillés dans
) ce rapport, mais peuvent étre obtenus sur demande aupres de Valbiom.

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025
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CHANVRE

Résultats

Tableau 1.

Données de remplissage en fibres primaires et secondaires pour les différentes variétés
et dates de prélévement en 2023 et 2024.

Remplissage Remplissage
fibres primaires fibres secondaires
Datede , ,
Variété prélevement Stade en% Ecart-type en% Ecart-type

2023 Bialobrzeskie  18-07-23 T-1 69,9 08 0 0
Uso 3l Tl 70,0 35 0 0
Tygra Tl 66,6 23 0 0
Bialobrzeskie 27-07-23 Tl 723 28 0 0
Uso3l T2 71,6 17 0 0
Tygra T2 733 44 0 0

Bialobrzeskie 03-08-23 T2 772 17 24 33

Uso3l 13 76,7 28 58 59
San27 T1 79,0 31 0 0

Tygra T3 75,8 58 84 6,6

Bialobrzeskie ~ 18-08-23 T3 80,2 3,6 6,5 9.2

Uso3l T4 79,6 2,6 57 8,0
2024  Bialobrzeskie 15-07-24 T-1 62,0 73 0 0
Bialobrzeskie 25-07-24 T1 81,4 2,8 0 0
Uso3l T2 72,0 21 0 0
San27 T-1 68,3 42 0 0
Bialobrzeskie 05-08-24 T2 87,0 2,2 0 0
Uso3l T3 724 7.8 0 0
San27 Tl 84,5 7.6 0 0

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025 11



CHANVRE

‘ Effet del'année ‘

Afin d'observer cet effet, les dates du 18/07/23 &
15/07/24, 27/07/23 & 25/07/24 et du 03/08/23 &
05/08/23 ont été conservées car elles étaient les

plus proches pour pouvoir comparer 2023 et 2024.

Pour la variété Bialobrzeskie, a la fin du mois de
juillet et au debut du mois d'aoclt, on observe
un plus grand remplissage en fibres primaires
des cellules en 2024 (p-value<0.001). Aucun
effet significatif n'a éte observe sur les autres
varietés (Uso 31 et San27).

Concernant les fibres secondaires, celles-ci n‘ont
pas été observées en 2024, contfrairement a 2023
ou elles ont été observées a partir du début du
mois d'aodt.

Effet de la date

En 2023, pour les variétés Bialobrzeskie et Uso31,
on observe un effet de la date (p-value<0.01)
sur le remplissage en fibres primaires,
augmentant au cours du temps et passant de

70 a 80% de la mi-juillet a la mi-ao(it. Bien
qu'une augmentation en fibres secondaires soit
observée avec le femps pour ces deux varietes,
celle-ci n'est pas significative. Pour la varieté
Tygra, l'effet de la date de prélevement n'a

pas etfe significatif sur le pourcentage en fibres
primaires et secondaires

En 2024, pour la variéte Bialobrzeskie I'effet de
la date (p-value<0.001) a impacte le remplissage
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des cellules en fibres primaires en passant de 62
a 87% de la mi-juillet au début du mois d'aout.
La variete San27 est passe d'un remplissage

de 68 a 84% en 10 jours mais |'effef n'est pas
statistiquement significatif (i.e., ce qui peut
éfre explique par des écart-types relativement
importants). La varieté Uso 31 avait, elle, un
remplissage similaire entre ces deux dates.
L'augmentation en fibres primaires avec le
temps semble donc plus rapide en 2024 qu'en
2023, tandis qu'aucune fibre secondaire n'a été
observée en 2024.

Effetdela variété

Pour les differentes dates de prélevement,

en 2023 et 2024, aucune différence entre les
variétés n'a été observée sur le remplissage en
fibres primaires, ce qui peut étre expliqué par
des ecart-types importants.

L'effet variétal a egalement été observe aux
différents stades de développement, afin de
coller a la physiologie de la plante. En 2023,

au femps de floraison T1, 'effet variétal est
significatif (p-value<0.001) avec un faux de
remplissage en fibres primaires plus faible pour
Tygra et plus éleve pour San27, Bialobrzeskie et
Uso 31 efant infermédiaires. Aucune différence
n'est observée en T2 et T3. En 2024, un effet
significatif est observe au temps de floraison
12 (p-value <0.001) avec un remplissage plus
important pour Bialobrzeskie qu'Uso 31.

12



CHANVRE

Conclusions
sur les fibres primaires
et secondaires

En 2023, un pourcentage plus faible en fibres
primaires a éte observe pour la variéte Bialo,
tandis qu'en 2024 aucune fibre secondaire
n'éfait présente dans aucune des varietés.

En 2023, la vitesse de remplissage des fibres
primaires dans le temps était moins rapide qu'en
2024. Celles-ci ont augmente de 10% en un
mois, tandis qu'en 2024 celles-ci ont augmente
de plus de 20% en 10 jours.

Finalement, il est actuellement compliqué de
tirer une conclusion sur l'effet variétal. Une
legere tendance, a confirmer, serait que San27
ef Bialobrzeskie aient un remplissage en fibres
plus éleve que Tygra et Uso 31.

Les résultats obotenus par cette analyse de

fibres par microscopie possedent des écart-
types relativement importants qui peuvent
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éfre expliqués par un nombre d'échantillons
relativement restreint. En effet, cette méthode
est plutdt onéreuse et il n'a pas ete possible
d'analyser un grand nombre d'échantillons.

En outre, cetfte analyse peut étre influencée

par le positionnement de la coupe dans la
hauteur de la tige, qui doit &fre similaire entre les
prelevements.

En 2023, les variétés ont seulement atteint une
hauteur de 79 a 90cm fandis qu'en 2024, les
hauteurs étaient de 87 a 137cm.

Il est possible que la morphologie de la plante,
différente entre 2023 et 2024, ait influencé

le contenu en fibres des coupes, qui efaient
pourtant positionnées aux mémes hauteurs.

13



CHANVRE

Extractions et teneurs en
molécules d'intéréts

Laboratoire impliqué

Celabor, Centre de services scientifiques et
techniques en Agro-alimentaire, Emballage,
Environnement et Textile, Etienne Maron

Essais 2023

En 2023, 7 variétés de chanvre ont faif partie de
I'essai, reparties sur 4 parcelles différentes.

« Felina et Ferimon a Louvain-la-Neuve
« Uso 31, Bialoborzeskie, Tygra et Santica 27 a Awans

« Feling, Ferimon, Futura 75, Bialobrzeskie, Tygra,
Santhica 27 et Uso 31 a Chievres
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Méthodologie

Tous les échantillons de sommités ou de feuilles
ont été sechés par Vallbiom dans une étuve a 40°C
pendant 48 heures, parfois plus si cela saverait
nécessaire, avant de les fournirau Celabor.

Chaque échantillon est tout d'abord broye surun
broyeur de laboratoire Retsch SM-300 equipe
d'une grille avec des maillesa 1 mm. Ensuite
I'extraction hydroalcoolique (éthanol 70%) se

faif selon un ratio solide/liquide de 1 pour 15.
'extraction dure 30 minutes, le solvant est ensuite
evapore et 'eau lyophilisee afin d'olotenir un
extrait sec. Ces conditions furent déterminees
lors de la campagne d'essais 2022 (voir rapport
ExtraHempWal).

Les cannabinoides sont ensuite doses par UPLC-
DAD-MS, les polyphénols totaux sont détermings
par laméthode de Folin-Ciocalteu, et la lutéoline-
7-O-Glucuronide par UPLC-DAD-MS.

14
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Figure 3. Teneurs en cannabinoides dans les 7 variétés de chanvre testées en 2023

Résultats
Dosage des cannabinoides par UPLC-DAD-MS

Teneurs en cannabinoides dans les 7 variétés testées

CBD CBDA THC .THCA CBG .CBGA

0 0,5 10 15 20 2,5 30 3,5 4,0 4,5

Futura75 23MOVA4T1BOSE

Santhica 27 23AWV8T1BOSE

Tygra 23AWV6T1BOSE

Biatobrzeskie 23AWV2T1BOSE

|
Uso3l 23AWVS5T1BOSE

Ferimon 23LNVIT1BOSE

Felina 23LNV3T1BOSE

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025 15



CHANVRE

Le graphique de la Figure 3 compare les
feneurs en cannabinoides des différentes
variétés étudiées.

Les échantillons presentant les teneurs les
plus elevees ont éte selectionnes pour
réaliser ce graphique. Il apparait clairement
que la variété Uso 31 est lamoins riche en
CBD puisque le dosage est plus de 3 fois
moins important que dans foutes les autres
varietes.

Santhica 27 confirme ses spécificités avec
une teneur en CBG trés importante et des
concentrafions fres basses dans fous les
autres marqueurs suivis.

Les autres varietes presentent des feneurs
globales entre 3,5 et 4 % et des profils
similaires. La Bialobrzeskie, pourtant variete
a orientation textile, présente des teneurs
comparables aux varietes a orientation CBD.

Les teneurs en THC restent sous les seuils

Iégaux et ce sont les varietes Bialobrzeskie et
Tygra qui presentent les faux les plus leves ef
doivent donc étre suivis avec plus d'attention.
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Résultats des dosages de polyphénols par la méthode Folin
(spectrophotométrie)

Dosage des polyphénols

par la méthode Folin

ID Celabor

ECH-202308019
ECH-202308018
ECH-202308006
ECH-202307992
ECH-202307987
ECH-202308002
ECH-202308005
ECH-202307995
ECH-202308001
ECH-202307988
ECH-202307993
ECH-202307997
ECH-202307989
ECH-202308003
ECH-202307998
ECH-202308007
ECH-202307990
ECH-202307994
ECH-202308010
ECH-202307999
ECH-202307991
ECH-202307996

ID Valbiom

23MOVAT2BOSE
23MOVAT1BOSE
23AWV6T2BOSE
23LNVIT-1BOSE
23LNV3T-1BOSE
23AWV2T1BOSE
23AWV6T1BOSE
23LNVIT3BOSE
23AWV2T-1BOSE
23LNV3TI1BOSE
23LNVIT1BOSE
23AWVS5T1BOSE
23LNV3T2BOSE
23AWV2T2BOSE
23AWVS5T2BOSE
23AWV6T3BOSE
23LNV3T3BOSE
23LNV1T2BOSE
23AWVS8TIBOSE
23AWVS5T3BOSE
23LNV3TGDCSG
23LNVITGDCSG

Variété

Futura75
Futura75
Tygra
Ferimon
Felina
Biatobrzeskie
Tygra
Ferimon
Biatobrzeskie
Felina
Ferimon
Uso3l

Felina
Biatobrzeskie
Uso3l

Tygra

Felina
Ferimon
Santhica 27
Uso3l

Felina

Ferimon

Folin
(9 EAG/kg MS)

28.26
2126
24.76
2431
2378
23.69
2325
2261
21.86
21.62
20.60
2054
20.25
19.84
19.59
1953
18.86
18.49
1631
15.62
738
6.39
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CHANVRE

D'un point de vue varietal, les différences entfre
les chanvres ayant les meilleurs et les moins bons
résultats au test Folin sont limitées.

Toutefois, une tendance se degage: Futura75
presente systématiquement les meilleurs resulfats,
indiguant une richesse élevée en polyphénols.

Alinverse, Santhica 27 obtient 'un des plus faibles
scores, suggerant un potentiel moindre en
polyphénols. Les deux analyses effectuées surles
feuilles de chanvre Felina et Ferimon sont bien
inferieures (deux dernieres lignes du tableau 2).

Sommaire

Cette différence est aftribuee a une recolfe fardive
(octobre), période ou les réserves en polyphénols
semblent avoir diminué. Cette diminution souligne
lintérét d'étudier I'evolution de la valeur Folin au

fil du femps, sur des prelevements d'une méme
variété cultiveée au méme endroit.

Les résulfats pour Felina ef Ferimon sont presentes
dans la figure 4. Ce graphique confirme bien

une fendance a la diminution de la quantite de
polyphénols dans le chanvre avec le temps.

Figure 4. Evolution des teneurs polyphénols fotaux au cours du temps pour Felina & Ferimon.

Contenu en polyphénols totaux (g EAG/kg) en fonction du moment du prélévement

25
FELINA
20
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La figure 5 reprend les feneurs en polyphénols
Folin de plusieurs coproduits, dont le chanvre. Pour
plusieurs de ces matieres, la possibilite d'une voie
de valorisafion a deja éfe etudiee et a debouché sur
des résultats intéressants. Le potentiel polyphénol
dans le chanvre semble donc étre intéressant.

Figure 5. Comparaison de résultats Folin entre chanvres et
d'autres matieres

Comparaison des teneurs en polyphénols (g EAG/kg)
dans le chanvre et d'autres coproduits
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Dosage d'un polyphénol majoritaire par
méthode UPLC-MS

Il estintéressant de pousser l'analyse plus loinen
quantifiant le polyphénol specifique du chanvre
identifié lors de I'éfude préceédente: la lutéoline-7-
O-Glucuronide (L7G).

Figure 6. Comparaison des teneurs en L7G dans les variétés
testées.

Teneur en Lutéoline-7-O-Glucuronide (%)

0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

121
Biatobrzeskie
Tygra

=
S|

Fut75
172

Santhica 27

0,88
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Les résultats des dosages Folin et L7G ne suivent
pas necessairement laméme tendance. En
effet, le test Folin est une méthode globale de
dosage spectrophotometrique, plus specifique
aux polyphénals polaires tels que les acides
phénoliques et les flavonoides glycosyles.

En revanche, le dosage par chromatographie est
specifique aux molécules choisies, ne prenant
en compte que les marqueurs suivis. Cependant,
efantdonné que la lutéoline-7-O-glucuronide
estle polyphénol majeur dans le chanvre, une
corrélation existe entre les deux resultafs.

La figure 6 présente les résultats les plus eleves
pour chague variété de chanvre analysee. Les
faibles teneurs en polyphénols de Santhica 27 sont
confirmeées, fandis que Futura 75 affiche de bons
resultats, similaires a ceux des varietes Tygra et
Bialobrzeskie.

La diminution des teneurs au cours du temps est
moins margueée jusqu'a la mi-aodt, suggerant que
certfains polyphénols, comme ceux mesures, sont
plus stables que d'autres acides phenoliques, qui
se degradent probablement plus rapidement.

Outrel'analyse de la L7G, des dosages
exploratoires onf révéle la présence de vitexine et

d'orientine dans les extraits de chanvre, avec des
teneurs d'environ 0,15 % pourl'orientine et 0,05 %

{ @)}
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ala demande aupres de Valbiom.

Sommaire

pourla vitexine. Sila valorisation des polyphénols
se confirme, il serait pertinent d'explorer plus en
détail les autres composes phénoliques presents
dansle chanvre.

Afin de pouvoir réaliser des tests d'activite
biologique, des extraits doivent étre produits a
I'echelle pilote. Les six extraits produits ont éte
realises sur les matieres premieres (voir tableau 3).
Les extraits de Felina et Ferimon sont donc des
extraits de feuilles de chanvre graine, tandis que
les autres sont des extraits de sommités de chanvre
fextile.

Les condlitions d'extraction avaient éfé
déterminees en 2022. Un meélange éthanol/eau
(70:30) a ete utilise avec un rapport de bain 1 pour
15 surune masse de chanvre seche comprise
entre 600 et 1500 grammes en fonction de la
disponibilite de la matiere. L'extraction a éfé
réalisee a température ambiante durant 30
minutes. Les résultats de ces extractions sont
resumes dans le fableau suivant.

Ces six extraifs ont ete testés pour leurs propriétés
antifongiques a 'automne 2024 par le laboratoire
de Phytopathologie Integree et Urbaine de
I'Universite de Liege. Ces résultats sont presentes
a la section «Activites biologiques», page 24.
Lextrait de la variéte Bialobrzeskie a dU éfre détruit
en raison de sa concentration trop élevee en THC.

Les détails des résultats d'extraction peuvent étre consulté
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Tableau 3. Profil des 6 extraits 2023

Sommaire

Variété CBD tfotaux (%) ouCBG  Polyphénols totaux Lutéoline-7-O-
fotaux pourSanthica27 (mgEAG/9g) Glucoronide
Santhica 27 992 86 3,85
Uso3l 212 109 422
Ferimon 19,07 74 138
Felina 11,32 74 211
Tygra 8,19 116 3,81
Essais 2024 Méthodologie

En 2024, les essais Vallbiom ont concernée 4
varietes de chanvre, Tygra, Uso 31, Santhica 27
ef Bialobrzeskie, sur une seule et méme parcelle
située a Villers-le-Bouillet.

Trois journees de recolte d'échantillons furent
organisees. Le 15/07, le 25/07 et le 05/08.

Le 15 juillet et le 5 aolt, seules des sommites
de la varieté Bialobrzeskie furent recoltes. Le
25 juillet, des échantillons des 4 varietes furent
preleves.

Une fois séches, les échantillons ont éte envoyes

au Celabor, en charge des caractérisations
chimiques et des extractions.

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025

Les méthodes de dosages ainsi que
d'extractions sont similaires a celles ufiliseées dans
la campagne d'essai 2023 (voir ci-dessus).

En ce qui concerne les terpenes (composes
non-dosés en 2023), I'analyse est réalisée par
injection en GC/MS en quantifiant a partir d'une
courbe de standard externe préparée dans le
méme solvant que I'échantillon.
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Figure 7. Comparaison des teneurs en cannabinoides (%) dans les différentes variétés analysées en 2024.

Résultats

Dosage des cannabinoides par UPLC-DAD-MS

CBD CBDA THC [ THCA cec [ csea
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TygraT2 09 il
Santhica T-1 10 _

Uso31T2 g3 07 ||

BialoT2 0,1 16 Il

Bialo T1 09 10 I

BialoT-1 01 18 L]

La variéte Uso 31 présente les teneurs les moins
importantes en cannabinoides, aux alentours

de 1%. Ces résultats sont trés proches de ceux
enregistrés en 2023, lesquels se situaient entre 0,5
et 1,2 %. Notons que les concentrations en THC
ne depassent pas 0,03%, loin de la teneur légale
autorisée a 0,3%.

La Santhica 27 possede elle aussi des teneurs
relativement similaires (bien que legerement
inférieures) a celles observees en 2023. Un avantage
de cetfte variete est qu'elle ne contient que des
fraces de THC, 'empéchant de dépasser les
teneurs legales dans des extraits pour lesquels les
concentrations en cannabinoides sont enrichies.
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Les teneurs les plus €levees en cannabinoides
sont observees pour la variete Tygra avec une
concentration en CBD total de I'ordre de 3%,
proche mais légérement inférieure aux résultats
2023. Le THC est cependant problématique pour
cette variete avec une concentration proche de la
teneur légale autoriseée, ce quirend complique la
production d'un extrait de cette variete d'un point
devuelégal.

La Bialobrzeskie a été dosee sur trois echantillons,
récoltés a trois moments différents afin de contréler
I'evolution des teneurs en cannabinoides selon la
periode de recolte et donc de maturation des fleurs.
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Globalement, nous n'observons pas de différences
significafives, hormis une legeére diminution de la
teneuren CBD dans le froisieme point d'analyse.
Parrapport a 2023, les concentrations semblent éfre
légerement plus faibles.

L'évolution du rapport entre les formes neutres et
acides esten revanche éfonnante avec un rapport
50-50 entre les deux formes pourle CBD a T1 tres
différent des observations réaliséesa T-1 et T2.
Ceftte difference est difficilement explicable mais
elle est peut-étre due a une variation climatique
specifique presente au moment de larecolte a T1.
Cerapport CBD/CBDA d'environ 50-50 n'éfait pas
observe en 2023,

Dosage des polyphénols
par la méthode Folin

Tableau 4.
Résultats des dosages de polyphénols par la méthode Folin
(spectrophotométrie)

IDCelabor 1D Valbiom S
ECH-202405087 Bialobrzeskie T-1 2232
ECH-202405088 Bialobrzeskie T1 2116
ECH-202405089  Uso31T2 2032
ECH-202405090 Santhica T-1 2047
ECH-202405091  TygraT2 22.58
ECH-202405092 Bialobrzeskie T2 24.85
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A nouveau, des teneurs en polyphénols fotaux
sont presentes dans le méme ordre de grandeur
que ce qui a éte observe précedemment, avec
des dosages legerement plus élevés pourles
varietes Bialobrzeskie et Tygra.

Enrevanche, lacomparaison des teneurs a
différents moments de récolte montre une
augmentation au cours du temps, confrairement
ace quia ete observe en 2023. Ce parametre est
peut-étre toutefois lie a des conditions climatiques
ponctuelles comme une augmentation des
températures ou de I'humidite plus qu'a un
vieillissement de la plante au cours des semaines.
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Figure 8. Comparaison des teneurs en polyphénols (%) dans les différentes variétés analysées.

Dosage des polyphénols par méthode UPLC-MS

Lutéoline-7-Glucuronide Apigenine-7-Glucuronide

0 05 10 15
TygraT2 0,66 o4 [
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Bialo T2 149
BialoT1 057 036 [
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Le polyphénol majoritaire pour chacune des
varietés reste la lutéoline-7-glucoronide. Aucune
variation significafive n'est observee en fonction des
varietes, a l'exception de la Bialobrzeskie a T2, ou les
teneurs y sont plus que doublées pour la luteoline-
7-glucuronide, par exemple. Ce resultat confirme la
tendance degagee par la mesure Folin.

Cela suggére que lamaturation des plantes pourrait
favoriser I'accumulation de certains polyphénols

ou indiquer que les conditions climatiques au
moment de la récolte influent sur les quantités en
polyphénols présents dans les plantes.

{ @)}
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mais peuvent étre obtenus aupres de Valbiom.

. Orientine

20 25

I cBea

Vitexine Cynaroside

o

Ces résultats semblent cohérents par rapport a ceux
de2023.

Notons toutefois qu'aucune frace de ferpenes n'a

pu éfre dosee dans les extraifs. Cela semble logique
au vu des éfapes post-extraction. L'évaporation de
I'ethanol puis surtout la lyophilisation de I'eau restante
enfraine I'évaporation des composes volatils qui ne
sontdonc plus détectes.

Lextrait Tygra, dépassant la limite legale entermes de
THC, ad( étre détruit au laboratoire.

Les résultats de ces extractions ne seront pas détaillés dans ce rapport
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Sommaire

Le fableau suivant reprend les teneurs en différents composes des 3 extraits qui ont efe
testes pour leur propriétés antimicrobiennes ef insecticides a l'automne 2024.

Tableau 5. Profil des 3 extraits produits a I'échelle semi-pilote en 2024

Variété CBD totaux (%) ouCBG  Polyphénols totaux Lutéoline-7-O-
totaux pourSanthica27 | (mgEAG/qg) Glucoronide

Bialobrzeskie 416 59 2,44

Santhica 27 6,26 95 197

Uso3l 2,39 80 2,76

Activités biologiques

Laboratoires impliqués

» Laboratoire de Phytopathologie Intégrée et
Urbaine I'Université de Liege (essais sur les
extraits 2023 et 2024)

» Profilia (extraits 2024)

Une fois que les extraifs ont éfe produits, il convient
d'évaluer leur potentiel. Etant donné les resultats
obtenus dans le projet ExtraHempWal, ce projet
s'est concentre avant fout sur le potentiel en termes
d'activités antifongiques.
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Dans un premier femps, les resultats des essais
réalises par la Haute Ecole Provinciale de Hainaut-
Condorcet en septembre 2023 sur des extraits de
chanvre del'éteé 2022 seront presentes.

Pour la premiere fois, ces extraits, qui avaient
demontre leur potentiel suite aux tests in vitro, ont
ete teste sur plante entiere (phytotrons).

Ensuite, place aux résultats des extraits de chanvre
2023. Ceux-ci ont éte testés par le laboratoire de
Phytopathologie Intégreée et Urbaine I'Université de
Liege selon une approche progressive allant du test
in vifro aux essais en conditions controlees.

D'autres tests d'activites biologiques onf été réalises

surles extraits 2024, et les résulfats sont présentés
dans la partie 4 de ce rapport.
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La start-up francaise Profilia a été en charge

de réaliser ces essais, avec une methodologie
innovante. Une premiere methode predictive est
appliquee afin d'estimer le potentiel des fonctions

antimicrobiennes, antioxydantes et insecticides.

Ensuite, surbase de ces predictions, les meilleurs
extraits sont testés en condifions in vitro.

Tableau 6. Résumé de I'ensemble des tests d'activités biologiques réalisés.

Extraits

2022 V/B26 (Bialobrzeskie)
VB32 (Uso 31)

2023 23LNV3TGDCSG (Felina)
23LNVITGDCSG (Ferimon)
23AWVSTIBOSE (Uso 31)
23AWV6T2BOSE (Tygra)
23AWV8T2BOSE (Santhica)

5fractions purifiées
de 23AWV5T2BOSE

2024 Bialobrzeskie T1
Bialolorzeskie T1

Uso31T2
Uso31T2

Santhica T-1
Santhica T-1
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Essais

Phytotrons
Phytotrons

In vitro = phytotrons
In vitro = phytotrons
In vitro = phytotrons
In vitro = phytotrons
In vitro = phytotrons

Bioshift
Invitro
Bioshift +in vivo + fractionnement

In vitro

Bioshift +in vivo + fractionnement

In vitro

Bioshiff+in vivo + fractionnement

Laboratoire

Condorcet

Condorcet

Universite Liege (Gembloux AgroBiolech

Université Liege (Gembloux AgroBioTech

( )
( )
Université Liege (Gembloux AgroBiolech)
Universite Liege (Gembloux AgroBioTech)

( )

Universite Liege (Gembloux AgroBiolech

Profilia

Université Liege (Gembloux AgroBiolech)

Profilia

Université Liege (Gembloux AgroBiolech)
Profilia

Université Liege (Gembloux AgroBioTech)

Profilia

Sommaire

Pour finir, un fractionnement des extraits est réalisé
afin de tenter d'identifier les fractions actives. Ces

extraits onf également ete utilises par ULiege pour
quelques tests in vitro.
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Sommaire

Efficacité des extraits de chanvre Figure®.

2023 sur I'inhibition du pouvoir Méthodologie de I'entonnoir appliquée pour les
pathogéne de P. infesfans . tests sur les extraits 2023

approche en entonnoir

Etant donné les résultats obtenus dans la section
précedente, l'objectif de ces essais, menés par

le laboratoire de Phytopathologie Integree et
Urbaine de I'Université de Liege, est d'infégrer un
premier essai de formulation dans les extraits afin
d'étudier limpact de cette étape supplémentaire sur
l'efficacité des extraits surles plants de fomates.

La methode choisie se base sur une approche

en enfonnair, pour evaluer l'efficacite des extraits
vegetaux en fanf que solutions naturelles pourla
protection des cultures (Figure 9). Cette methode,
structuree en plusieurs éfapes successives, permet
de criblerles extraits les plus prometteurs fout en
limitant les risques et en optimisant les ressources.

Sélection d'un extrait
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Essaiin vitro

Essaiin vivo
en conditions
controlées

Essai en champs
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Méthodologie de I'entonnoir

Etape 1:testsin vitro

Les fests in vitro sont réalisés dans des conditions
strictement contrélees en laboratoire. Cette phase
permet d'évaluer rapidement une large gamme
d'extraits pour leur activité biologique contre des
cibles specifiques, telles que des pathogéenes, des
ravageurs ou des mecanismes physiologiques.
L'environnement simplifié exclut les inferactions
environnementales et permet de sélectionner les
extraits les plus prometteurs.

Etape 2: évaluation de la phytotoxicité

Les extraits refenus sont soumis a des fests de
phytotoxicite afin de vérifier leurinnocuité pourles
plantes cibles. Ces tests, €également réalises dans
des conditions contrélées, permettent d'éliminer les
composes susceptibles de causer des dommages
ou de perturber la croissance des cultures.

Etape 3: tests in vivo sur feuilles détachées

Les extraits sont appliqués sur des feuilles
détachées pour simuler leur efficacite dans des
conditions proches de la réalité. Ce systeme
infermediaire permet d'observer les interactions
entre les extraits et les tissus vegetaux fout en
restant dans un cadre expérimental maitrise.
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Etape 4: tests en conditions controlées

Lefficacité des extraits les plus prometteurs est
validee lors d'essais en chambre de culture,
des environnements semi-contrélés qui
reproduisent les conditions naturelles. Ces
essais permettent d'évaluer leur efficacite sur
des plantfes entieres, dans des conditions ou les
facteurs environnementaux fels que la lumiere,
la température et 'humidité jouent un réle
crucial. Les résultats obtenus fournissent une
base solide pour des validations futures en plein
champ.

Etape 5: optimisation de la formulation

Avant les essais en plein champ, il est nécessaire
d'optimiser les formulations des extraits pour
maximiser leur stabilite et leur efficacite face a
des condiifions naturelles souvent impreévisibles,
comme les variations climatiques ou les
inferactions avec les micro-organismes du sol.

Cette approche progressive et methodique
garantit une sélection rigoureuse des extraifs
les plus efficaces tout en limifant les risques
economiques et environnementaux. La
methode en entonnoir suit ainsi une démarche
scientifique et responsable, soutenant le
développement de biopesticides naturels a la
fois efficaces et srs.
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Matériels et méthodes

Extraits de chanvre

Six extraits de chanvre de 2023, frois de 2024, Les extraits de chanvre sont mis en solution
et le solvant Sovinol (S500 75% - A800 25 %, dans de l'eau distillée sterile par agitation en
Minagro) ont été fournis par Valbiom pour les condlifions steriles pendant 1 a 3 heures en
différents tests. fonction de la solubilité de I'extrait.

Le tableau ci-dessous expose les abreviations Pour certains tests, un solvant a éte ajoute.

utilisées. A ces abréviations, des suffixes ont été
utilises pour indiquer la concentration festée.,

Tableau7. Tableau synthétique des abréviations utilisées pour le rapport.

Extraits 2023 Extraits 2024 Suffixes (Concentrations)  Autresabbr.
U=Uso3l U=Uso3l 1=259/ SOL=Solvant Sovinol
S=Santhica S=Santhica 2=5q/I T- =Témoin/blanco
T=Tygra B =Bialobrzeskie 3=759/I

FL=Felina 4=109/I

FR=Ferimon 5=25¢/I

UP=Uso purifié
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Agent pathogene

L'agent pathogene Phytophthora infestans
souche 22-015 (accession du CRA-W) est cultive
sur des boites de Petri confenant du milieu

RA (Rye Agar). La souche est réactivee par
repiquage a partir de la collection, puis incubée
a 18°C dans l'obscurité pendant 7 jours.

Un deuxieme repiquage est effectue, suivi
d'une incubation de 7 a 14 jours, selon l'objectif.
Une incubation de 14 jours est necessaire pour
la production de sporanges, qui sont ensuite
recoltés dans de I'eau distillée stérile avec
0,025% de Tween 80.

La concentration en sporanges est évaluee et
ajustée par comptage sur héemocytometre,

La plante héte

Pour les tests de phytotoxicité ou impliquant
une plante héte pour P. infestans, des plants
de tfomate de la varieté Money Maker ont été
utilises.

Les graines ont eéfé semees en barquettes, puis
repiquées individuellement dans des pots de
10cm apres 12 jours. La culture s'est deroulée
sous serre chauffee a 30°C.
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Résultats et discussion

Les resultats des fests font 'objet d'une étude
stafistique. L'analyse de la variance (ANOVA) a
efé utilisee pour etudier I'effet des traitements
sur la variable quantitative, en fonction de la
variable qualitative (fraitement).

Si 'ANOVA réevele une différence significative
entre les fraifements, un test de comparaison
des moyennes de Tukey est effectue pour
identifier les fraitements qui different
significativement des autres.
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Etape 1: test in vitro de diffusion sur disques

Ce test vise a évaluer l'efficacite des extraits de
chanvre pour inhiber ou ralentir la croissance
d'un pathogene fongique via la méthode de
diffusion sur disques. Des disques impregnes de
I'extrait sont places sur un milieu de culture solide,
permettant la diffusion des molécules actives. Si
le pathogene est sensible, une zone d'inhibition,
sans croissance, se forme autour du disque.

La faille de cette zone reflete I'efficacité de
la substance active et permet de comparer
différentes concentrations ou formulations.

L'effet de cing extraits de chanvre de 2023 et
d'un solvant a 0,5% sur le développement
mycelien de P. infestans a éte évalue in vitro.
Trois concentrafions du biocontréle (2,5 - 5 et
7,5g/1) ont eéte testees.

Figure 10.

Schéma expérimental de
répartition des modalités
dans un test de diffusion
sur disques.
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Des pastilles de filtre Whatman stériles sont
placées aux quatre coins de chaque boite de
Pétri.

Cing microlitres de produit sont appliques sur
trois pastilles, et de I'eau distillée sterile sur la
quafrieme, servant de contrdle. Un écusson
de P, infestans (4 mm) est placé au centre de
chaque boite. Les boites sont incubées a 23°C
pendant 5 a 7 jours, avec frois repétitions par
concenfration

Apres incubation, le rayon de croissance
mycelien est mesure dans les quatre directions
correspondant aux pastilles. Le taux d'inhibition
(Ti) de la croissance mycelienne est calculé avec
I'équation suivante: Ti = (RB = RPBC) / RB, ou RB
est le rayon mycélien vers le témoin, et RPBC
vers le produit de biocontréle. Chaque boite
fournit trois taux d'inhibition relatifs au témain.

Produit de
biocontréle (PBC)

Agent pathogene

Blanc (B)

30



Sommaire

CHANVRE

Parmi les extraits et concentrations testes, sept Les extraits Ferimon possedent les
traitements (T2, FR2, S2, S3, UP1, U2, FR1) ont concentrations les plus élevees au CBD, due
reduit de maniere significative la croissance de a des % de récupération meilleurs. A l'inverse,
P. infestans, avec des taux d'inhibition variant de  I'extrait Uso2, qui performe egalement

9.5% a 12,6 % (figure 11). relativement bien, possede la concentration la
plus faible en CBD. Difficile a ce stade d'établir
Il est a noter que les concentrations les plus une correlation entre ces deux parametres.

elevees ne sonf pas toujours les plus efficaces.

Figure11.

Taux d'inhibition moyen de P. infestans en fonction du traitement testé par la méthode de diffusion sur disques.
Les fraitements partageant une méme lettre ne présentent pas de différences significatives entre eux.

Les barres d'erreur indiquent I'écart-type de lamoyenne

Test par diffusion
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Taux d'inhibition (%)

Traitements
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Ces résultats, bien que montrant un certain
potentiel des extraits de chanvre, ne semblent
pas aussi prometteurs que ceux obtenus dans
ExtraHempWal. Pour rappel, les 4 extraits avaient
alors montre une inhibition proche de 100% a la
concentrafion de 5g/L.

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ces
différences:

1. La fraicheur des extraits (hypothese difficile
a valider car il faudrait pour cela que des
mémes extraits soient festes avec quelques
mois d'écarts, ce qui n'a pas éte possible).

2. La vigueur du pathogene utilisé (hypothese
egalement difficile a valider a ce stade du
projet).

3. La composition chimique des extraits.

4. La méthode utilisee pour les tests
antifongiques.

Pour valider I'hypothese n°3, il faudrait pouvoir
comparer deux fests antifongiques realises

avec la méme methode mais des extraits de
composition différentes. Or les extraits 2022
(Condorcet) et 2023 (ULiege), ont ete testes avec
des méthodes différentes. En effet, I'Université
de Liege a utilisé des tests de type «diffusion sur
disques», tandis que le Condorcet a ufilisé des
tests de type «poisoning agar» (methode de
dilution). Dans ce dernier cas, I'extrait est gjoute
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a la fotalité du milieu, puis autoclave a 121°C.

La méthode par dilution sert notamment a
déterminer la concentration minimale inhibitrice.
En revanche, dans la méthode «diffusion sur
disques», des gouttes sont deposees sur le
milieu, et la concentration diminue a mesure
que l'on s'éloigne des gouttes, permettant ainsi
d'évaluer l'effet antifongique.

Essais complémentaires a I'étape 1

Pour comprendre I'impact de la methode
utilisée et de la composition des extraits, de
nouveaux essais in vitro ont été réalisés, cette
fois-ci avec les extraits de chanvre 2024, et selon
les deux méthodes precédemment utilisees. Les
variétes de chanvre testees en 2024 sont Uso 31,
Santhica 27 et Bialobrzeskie. Trois concentrations
du produit de biocontréle (2,5 - 5 et 7,5 g/l) ont
efe testees.

Concernant la méthode par diffusion sur
disques, chaque concentration des extraits

de chanvre est festee en frois repétitions (3
pastilles/boite), avec trois boites de Pétri par
concentratfion. Un écusson rond de 4 mm de
diametre de P, infestans est placeé au centre de
chaque boite, qui sont ensuite inculbbées entre
5 et 7jours a 23°C dans l'obscurité. Chaque
concentratfion des extraifs de chanvre est testee
avec trois boites de Petri par concentration.
Pour les deux méthodes, une modalité témoin
(T-) composee de trois boites non fraitées a ete
realisee.
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Figure12.

Photographie exemplative du testin vitro

pardilution.

Figure13.

Sommaire

Comparaison des résultats 2022 et 2024 obtenus

Efficacité obtenue en 2022

aveclaméthode de dilution (hypothése 3)

- Santhica 27: 98,7% d'inhibition a 5g/L
» Uso 31:100% d'inhibition a 5g/L
« Bialobrzeskie: 100 % d'inhibition a 5g/L

Efficacité obtenue en 2024

- Santhica 27: <50% d'inhibitiona 7,5 g/L
« Uso 31: <40% d'inhibitiona 7,5 g/L
« Bialobrzeskie: <60% d'inhibition a 7,5g/L

Taux d'inhibition moyen de P. infestans en fonction du traitement testé par la méthode par dilution.
Les fraitements partageant une méme lettre ne présentent pas de différences significatives enfre eux.
Les barres d'erreurindiquent I'écart-type de lamoyenne.

70 %
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S
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Les résultats sont tres différents, bien que la méthode utilisee soit identique.

Bien que cela ne soif pas significatif éfant donne le nombre d'échantillons tres restreint,
les extraits 2022 sont plus riches en cannabinoides (voir fableau 8), ce qui pourrait laisser
suggerer que cette famille de molecules joue un réle dans l'activité antifongique.
Cependant, cette observation n'est plus valide lorsqu'on compare des extraits de varietes
différentes d'une méme année.

Tableau 8.
Comparaison de la composition des extraits 2022 et 2024

2022 2024
CBD totaux (%) ouCBG | Polyphénols tofaux CBD totaux (%) ouCBG | Polyphénols tofaux
fofaux pour Santhica27 = (mg EAG/g) fofaux pour Santhica27 = (mg EAG/g)
Bialobrzeskie 12,86 63,94 416 59
Santhica 27 913 58,56 6,26 95
Uso3l 4,5 72,26 2,39 80
Activité antifongique forfe Activité antifongique modérée
Comparaison des Efficacité obtenue en2023 Efficacité obtenue en 2024
;%S;J'agtzoz-" et | - Santhica 27: - Santhica 27:
opienusavecia <10%d'inhibifion 7,5 g/L <5%d'inhibiion 47,5 g/L
méthode de diffusion ’ =9 ’ e
surdisques +Uso31: - Uso 31:
(hypothese 3). >10% d'inhibiiona7,5g/L 15% d'inhibiiona7,5g/L
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Les frois extraits de 2024 aux trois concentrations testées n‘ont pas eu d'effet significafif
sur le developpement mycelien de P. infestans dans le test de diffusion sur disques.

Figure 14.

Taux d'inhibition moyen de P. infestans en fonction du traitement testé par la méthode de diffusion sur disques.
Les fraitements partageant une méme letire ne présentent pas de différences significatives entre eux. Les barres
d'erreurindiquent I'écart-type de lamoyenne.

Test par diffusion
359
25%
Ta

S 150 a a a
<
2 . a Ia a [a
2 Ja
e
% 5% Bl B2 B3 Sl 2 3 T- Ul U2 U3
3
8 1 [a

Traitements

Nous observons donc que l'extrait de Santhica Cependant, il estimportant de relativiser ces
27 de 2023 est legerement meilleur que celui résulfats d'inhibition olbtenus par diffusion, en
de 2024, tandis que l'extrait d'Uso 31 de 2023 est  raison des tres faibles efficacités mesurees, tant
legerement moins bon que celui de 2024. avec les extraits de 2023 qu'avec ceux de 2024.
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Tableau 9.
Comparaison de la composition des extraits 2023 et 2024.

Sommaire

2023 2024
CBD tofaux (%) ouCBG  Polyphénols fotaux CBD tofaux (%) ouCBG  Polyphénols fotaux
totaux pour Santhica2/ = (mg EAG/9) totaux pour Santhica2/ = (mg EAG/9)
Bialobrzeskie* 1634 161 4,16 59
Santhica 27 992 86 6,26 95
Uso3l 2,12 109 2,39 80
Activité antifongique forfe Activité antifongique modérée

*Extrait détruit car valeuren THC trop élevée

L'hypothese selon laquelle les cannabinoides
jouent un réle dans l'activite antifongique
semble confirmée, étant donné que les
extraifs les plus efficaces confiennent plus de
cannabinoides (Santhica 27 de 2023 et Uso 31
de 2024), bien que dans le cas de I'Uso 31, la
difféerence soit minime. Cette hypothese devra
étre validée ultérieurement par une nouvelle
serie de fests.

Comparaison des résultats 2024 obtenus avec
les deux méthodes (hypothese 4)

Pour évaluer l'impact de la méthode, nous
pouvons observer les resultats obtenus sur les
extraits 2024 et sur lesquels les deux méthodes
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ont éte appliquées (figures 13 et 14).

Les reésultats ne montrent pas d'effet significafif
des frois extraits 2024 sur le développement
mycelien dans le test de «diffusion sur disques »,
aux trois concentrations testées (figure 14).

Alinverse, le test par dilution montre que
fous les traitements onf significativement
reduit le développement myceélien de l'agent
pathogene (figure 13).

Les extraits a 7,5 g/L présentent un faux d'inhibition
significafivement plus élevé par rapport aux
concentrations de 2,5 g/L et 5 g/L, sans pour
autant afteindre les taux d'inhibition obtenus

dans ExtraHempWal (pour une concentration
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equivalente). En effet, les fraitements B3 et S3
offrent les meilleurs taux d'inhibition, afteignant
respectivement 56 % et 48 %.

Cependant, il a été observe que le
développement mycelien n'est pas
completement inhibe, mais plutdt ralenti, méme
aux concentrations les plus elevees.

Cette observation explique egalement 'absence
de différences observees dans le test par
diffusion, ou la taille des zones d'inhibition est
proportionnelle a l'efficacité et a la concentration
de la substance active.

En conséquence, de nouveaux tests in vitro
ont ete effectues, avec des concentrations

en extraits plus elevees afin de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (Ti = 100 %).

Tentative d'atteindre la concentration
minimale d'inhibition

Une derniére série de tests a donc été effectuée
avec des concentrations encore plus élevees.

En effet, les essais precedents, réalises avec
des concentrations plus faibles, ont montre des
résulfats encourageants, mais n‘'ont pas permis
d'obtenir une inhibition complete.
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Ces nouveaux tests visent a identifier la
concentration minimale d'inhibition (CMI),
c'est-a-dire la plus faible concentration capable
de bloquer totalement la croissance de I'agent
ciblé. Cefte démarche permet d'optimiser
I'efficacite des extraits et de mieux définir leur
potentiel d'application.

Deux nouvelles concentrations (10 et 25 g/l) de
I'extrait Bialobrzeskie (B) ont donc été testees
selon les méthodes diffusion sur disques et
dilution en gélose, avec une methodologie
identique a celle décrite au point precedent.

De maniére assez inattendue, on constate

un effet positif sur la croissance mycelienne

des fraitements B4 et B5 (faux d'inhibition
negatif, figure 15) dans le test par diffusion sur
disques. Le taux d'inhibition de B4 (-7,7%) est
significativement inférieur au T- (-2,0%). B4 et B5
(-4,3%) ne sont pas differents entre eux.

Ces résultats sont contradictoires avec le test par
dilution qui montre un taux d'inhibition de 68,0%
et de 86,4 %, respectivement pour B4 et B5.
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Figure 15.

Taux d'inhibition moyen de P. infestans en fonction du traitement testé par la méthode de diffusion sur disques (a gauche)
et parlameéthode de dilution (a droite). Les traitements partageant une méme lettre ne présentent pas de différences
significatives entre eux. Les barres d'erreur indiquent I'écart-type de la moyenne.

Bien que 'on n'afteigne pas un Figure 16.

Ti de 100% avec le traitement B5 Photographie du test in vitro par dilution.
(25 g/l de l'extrait Bialobrzeskie),

on peut émettre I'hypothese

que la CMI a éfé atteinte car le

rayon mycelien mesure pourrait

éfre le rayonnement myceélien

residuel de I'écusson cenfral de P

infestans (figure 16).
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Etape 2: évaluation de la phytotoxicité

L'évaluation de la phytotoxicite a eté realisee
sur les six extraits 2023, a la suite de la premiere
etape in vitro.

Tester la phytotoxicité d'un biocontrole est
essentiel avant de proceder aux tests d'efficacite
in vivo pour plusieurs raisons:

1. Sécurité pour les plantes: les tests de
phytotoxicité permettent d'évaluer si le
biocontrdle cause des dommages aux plantes,
tels que des brdlures, un retard de croissance
ou la mort des plantes. Il est crucial de garantir
que le produit est sans danger pour les
planfes hotes avant de tester son efficacite
contre les ravageurs ou les maladies.

2. Optimisation de la formulation: ces tests
aident a déterminer les concentrations stres
du biocontréle. Si un produit présente des
signes de phytotoxicite, la formulation peut
éfre ajustée pour trouver un equilibre entre
efficacite et securite.

3. Efficacité réelle: un produit phytotoxique
peut fausser les résultafs des tests d'efficacite
en affaiblissant les plantes, les rendant plus
vulnérables aux pathogenes ou ravageurs.
Assurer l'absence de phytotoxicite garantit des
resultats plus fiables.

Sommaire

L'objectif est donc de verifier I'innocuite des
extraits sur les plants de fomate.

En fonction de l'infensite et de I'incidence des
symptomes observes, la phyfotoxicite a efe
qualifiée selon frois categories: negative (-),
négligeable (), ou positive (+).

En cas de phytotoxicité, des symptdmes
specifigues sont apparus a partir de 13 jours
apres traitement (figure 17).

L'évaluation a éte réalisée lorsque les symptomes
se sont stabilises, soit 21 jours apres fraitement.

Les Iésions observees se traduisaient par des
taches de nécrose brune sur le limbe foliaire,
dont la taille etfait égale ou inférieure a celle de la
goutte de produit appliquée.

Initialement, la lésion éfait souvent limitée a
la face adaxiale du limbe, mais elle s'étendait
généralement a la face abaxiale.

Lorsqu'un extrait phytotoxique touchait une
nervure, celle-ci montrait des signes de necrose,
pouvant aller jusqu'a la perforation dans les cas
graves.

Le protocole précis de cette manipulation ne sera pas décrit
dans ce rapport, mais peut étre obtenu aupres de Valbiom.

{ @)/
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Figure17.
Photographies des lésions spécifiques provoquées par des extraits de chanvre phytotoxiques.

Un gradient de phytotoxicite a eté observe Pour la suite des tests, seuls les extraits presentant
dans la majorité des cas avec 'augmentation une phyfotoxicite négative ou négligeable ont
de la concentration. Cependant, I'extrait U (Uso ete selectionnés pour I'étape suivante: FL1, FR1,
31) s'est révele phytotoxique quelle que soit FR2, 81, T1, UP1, UP2, et UP3. Bien que classe

la concentration, fandis que l'extrait UP (Uso comme positif (+), I'extrait S2 a également éte
purifi€) s'est toujours montre non phytotoxique  inclus. Le solvant (SOL), quant a lui, n'a monfré
(fableau 10). aucune phytotoxicité a la concentration utilisee.
Tableau 10

Phytotoxicité des extraits qualifiés selon trois catégories: négative (-), négligeable (1), ou positive.

Traitement FL1 FL2 FL3 FR1 FR2 FR3 S1 S2 S3 SOL T1 T2 T3 Ul U2 U3 UP1l UP2 UP3
Phytotoxicit¢ * + + - * + - + + - - + + + + + - - -
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Etape 3: tests in vivo sur feuilles détachées

Ce fest permet d'évaluer rapidement et a moindre
codt l'efficacité du produit sur la plante hote, tout
en minimisant les variables environnementales qui
peuvent influencer les résultats in situ.

Les faces abaxiales des folioles ont été traitées
separement par pulverisation de 200 ul des
différents traitements.

De I'eau distillée a éte pulverisée pour le temoin
(T-). Ensuite, les folioles ont ete inoculées par 10

ul de suspension sporanges de P. infestans a une
concentrafion de 1x105 sporanges/ml. Les boites
humides ont alors éte refermees et mise a incubees
pendant 6 jours a 18°C dans le noir.

Sommaire

Figure 18.

Photographie du test sur feuilles détachées
avantinoculation du pathogéne

It Le protocole précis de cette manipulation ne sera pas décrit
) dans ce rapport, mais peut étre obtenu aupres de Valbiom.

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025
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Les symptémes ont été notés  Figure19

de deux manieres distinctes:  Niveauxd'infection de P. infestans exprimés par la surface des Iésions (axe vertical
gauche - histogramme) et I'indice de sévérité (axe vertical droit - courbe) selon le

- L'indice de severite (Is) traitement appliqué dans un test sur feuilles détachées. Les traitements partageant
o une méme lettre ne présentent pas de différences significatives entre eux. Les
- La surface des lésions barres d'erreurindiquent I'écart-type de lamoyenne.

Statistiquement, trois
modalités reduisent 14 70 %
significativement la surface

e N 12 60 %
des lesions (batonnets) par T 0o &
rapport au témoin négatif < 10 .
(T-), a savoir: S1, FL1, et FR2. S g 40% 2

3 g
En ce qui concerne l'indice 9 -
de sévérité (courbe), deux € 4 °=
modaliteés supplémentaires 2 10%
se démarquent egalement: i m N . 0%
. " 0 C C C AB AB AB AB AB AB AB 0
T1 et FR1. Ces cing modalites
o ST FLI FR2 T UP1 T1 SOL FR1 UP2 S2 UP3
ont donc éte selectionnees
pour I'étape suivante sur des
plantes entieres.
Les resultats obtenus pour la surface des lésions  Ainsi, les traitements T1 et FR1 semblent
et l'indice de séverité peuvent reveler des limiter la prolifération externe du pathogene
tendances divergentes (figure 19). sans toutefois affecter significativement son
processus de pénétration et d'infection des
En effet, I'indice de sévérité reflete le fissus internes.

développement externe de I'agent pathogene
sur la surface de la foliole, tandis que la mesure
de la surface des lesions met en évidence

son développement interne, révelé grace au
procede de dépigmentation utilise.
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Etape 4: tests en conditions controlées

Cing extraifs ont été sélectionnés pour cette
efape en conditions confrélees. Ce type
d'essai permet de mesurer I'impact du produit
sur la maladie fout en prenant en compte

les interactions complexes entre la plante,
I'environnement et le produit. Il fournit des
informations précieuses sur son efficacité
globale ef sa persistance. Ces données sont
essentielles pour valider I'ufilisation du produit
en conditions agricoles.

Apres le repiquage, les plants ont éte places
dans des boites en plastique fransparent de

170 L et cultivés dans une chambre de culture

a 20 °C, avec une photopériode de 18 h de
lumiere. Au stade 3 vraies feuilles étalees, les
planfs ont etfe fraites soit de maniére préventive,
24 h avant l'inoculation du pathogéne (-24 h),
soit de maniére curative, 72 h apres (+72 h). Les
traifements ont éte realises par pulverisation des
extraits S1, FL1, FR1, FR2 et T1, solubilisés dans de
I'eau distillée (test 1) ou dans 0,5 % de solvant
(Sovinol S500) (fest 2). Des témoins (T-) ont éte
mis en place avec de l'eau disfillée (fest 1) ou

de l'eau contenant 0,5 % de solvant (fest 2), ainsi
qu'une reférence cuivrée (Cu: CUPREX GARDEN
d'Edialux, 50 % oxychlorure de cuivre) preparee
selon les recommandations du falbricant.

L'agent pathogene a éte pulverise a une
concentration de 1 x 10* sporanges/ml pour le
test 1, et de 2 x 10* sporanges/ml pour le test
2. Apres inoculation, les boites d'incubation ont
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Figure 20
Photographie du test sur plantes entieres

efé fermees pendant 24 h pour maintenir une
humidite relative de 100 %. Chaque modalite
(extrait x concentration x moment d'application)
a éfé testée dans une boife confenant 6 planfs
de fomate pour le test 1 et 9 plants pour le
test2. Lindice de séverité de la maladie, comme
défini dans le test sur feuilles détachées, a été
calculé par plante 10 jours apres l'inoculafion
du pathogene. En complément, l'indice de
protection (Ip) est également calculée selon la
formule suivante:

Avec Is représentant
I'indice de sévérité du
témoin non traité (IsT-) et
du traitement (IsTr).
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Le premier test, dans lequel les extraits ont éte Ce niveau de profection est particulierement
mis en solution uniquement dans de l'eau, a remarquable compte fenu de ['utilisation
montré une réduction significative de la sévérité  d'un agent de bioconfréle non formulé. En
de la maladie pour les traitements préventifs revanche, en fraitement curafif (+72h), aucun

(-24h) FRL, FR2, S1 et FL1 (Figure 21). Ces extraits des traitements, y compris la réference cuivree
ont stafistiqguement aussi bien contrélé la maladie  (Cu), n'a permis de reduire les symptoémes de la
gue la reférence cuivrée (protection de 96 %). maladie.

Figure 21

Indice de sévérité de P. infestans (axe vertical gauche, histogramme) et pourcentage de protection correspondant (axe
vertical droit, courbe) en fonction des traitements appliqués de maniéere préventive (-24 h) ou curative (+72 h) dans le
fest 1 sur plantes entiéres. Les traitements partageant une méme lettre ne présentent pas de différences significatives
entre eux. Les résultats des traitements préventifs et curatifs ont été analysés séparément. Les barres d'erreur indiquent
I'écart-type de lamoyenne.

Test 1 sans solvant
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Pour le second test, les extraits ont été mis
en solution avec 0,5 % de solvant (figure 22).

Lors d'un traifement preventif (-24h), les
modalites S1, FL1 ont significativement reduit
la séverite de la maladie de 35% et 46%,
respectivement.

Bien que non significatif, le traitement FR2
montre lui aussi une reduction de 35%.

En comparaison, la reférence cuivrée (Cu)
appliqué en préventif reduit les symptoémes
de 96%.

Figure 22

Sommaire

Par rapport au premier test sans solvant, un profil

de protection similaire est observé pour les

traitements préventifs, bien que les niveaux de

protection soient globalement plus faibles.

En revanche, I'ajout de solvant semble avoir
renforcé I'efficacité des traitements T1, FR1
et S1 appliqués en curatif. Ces extraifs ont

significativement reduit les symptdmes de 58 %, 64
% et 59 %, respectivement, tandis que la référence
cuivree n'a eu aucun effet sur la maladie (-8 % de
protection). Il est a noter que FR1 est également la
modalite ayant montre le plus fort taux d'inhibition

de P infestans lors des tests in vitro.

Indice de sévérité de P. infestans (axe vertical gauche, histogramme) et pourcentage de protection correspondant

(axe vertical droit, courbe) en fonction des fraitements appliqués de maniére préventive (-24 h) ou curative (+72 h) dans

le test 2 (solvant) sur plantes entiéres. Les traitements parfageant une méme lettre ne présentent pas de différences
significatives entre eux. Les résultats des traitements préventifs et curatifs ont été analysés séparément. Les barres

d'erreur indiquent I'écart-type de lamoyenne.
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Essais complémentaires:
test de biostimulation

L'objectif de tester l'efficacité d'un produit de
biostimulation sur planfe enfiere est d'évaluer
son impact sur la croissance, le développement
et I'activite physiologique des plantes en
environnement representatif. Lactivite
biostimulante des extraits de chanvre non
phytotoxiques de 2023 (FL1, FR1, FR2, S1, S2, T1,
UP1, UP2, UP3) a été évaluee sur des plants de

Conclusions

1. Testin vitro de diffusion sur disques

Parmi les extraits (2023) et concentrations testes,
sept fraitements ont reduit significativement

la croissance de P infestans, avec des taux
d'inhibition entre 9,5 % et 12,6 %. Cependant, ces
resulfats doivent étre interprétes avec prudence
en raison des faibles faux d'inhibition observes.

Ftonnement, les trois extraits de 2024

n'ont montre aucun effet significatif sur le
développement mycélien dans le test de
diffusion sur disques. En revanche, dans le
test par dilution, tous les traitements ont reduit
significafivement le développement mycelien,
les extraits a 7,5 g/L ayant les meilleurs résultats
(56 % et 48 % de réduction pour B3 et S3).
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tomate repiques ef cultives en serre.

Le test n'a révélé aucun effet de biostimulation,
ni des traitements ni du solvant, quel que soit
le parametre mesuré. Cependant, les résultats
monfrent que les extraits n‘ont eu aucun effet
néfaste sur les plantes, ni sur leur croissance,

ni sur leur activité photosynthétique. Ainsi, aux
concentrations testées, ces extraits pourraient
étre ufilisés contre les agents phytopathogenes
de la fomate sans effet secondaire significatif.

Toutefois, le mycelium n'a pas été totalement
inhibé, mais seulement ralenti, méme aux
concentrafions les plus élevees.

Les essais realises avec les extraits de 2024
confirment que la méthode de diffusion sur
disque est moins adaptée pour mettre en
evidence la capacite d'inhibition des extraits.
Cette limitation pourrait s'expliquer par une
concentrafion beaucoup plus faible des extraits
dans la meéthode de diffusion, compareée a celle
obtenue par dilution dans I'agar. Par ailleurs, la
phytotoxicité des extraits de 2024 n'a pas eté
testée. Il est probable que certains extraits soient
phytotoxiques, ces résultats in vitro doivent donc
étfre inferpretés avec precaution.

Concernant la concentration minimale

d'inhibition (CMI), celle-ci est probablement
afteinte avec une concentration de 25 g/L.
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2. Test de phytotoxicité

Des symptodmes specifiques de phytotoxicite
sont apparus 13 jours apres traifement,
principalement sous forme de Iésions
necrotiques sur la face adaxiale des feuilles.

La phytotoxicité étfait souvent liee a la
concenfrafion, bien que certfains extraits comme
I'extrait U aient montreé une toxicité systematique.
Les extraits non phytotoxiques ou a faible toxicite
(FL1, FR1, FR2, S1, T1, UPL, UP2, UP3) ont éte
retenus pour les tests ultérieurs.

3. Test d'efficacité surfeuilles détachées

Les fraitements ont montre des effets divergents.
Certains ont limité la proliférafion externe du
pathogene sans affecter son développement
interne. Les extraits S1, FL1, et FR2 ont réduit
significafivement la surface des lésions, tandis
que T1 et FR1 ont limite la prolifération externe
sans affecter 'infection interne.

4. Tests d'efficacité sur plantes entieres

Les fests ont montré que les extraits solubilisés
dans de I'eau offrent une protection

préventive efficace contre la maladie, avec

des performances comparables a la référence
cuivrée (96 % de profection) pour les modalités
FR1, FR2, S1 et FL1. Cependant, aucun traitement,
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y compris la référence cuivree, n'a éte efficace
en curatif. L'ajout de 0,5 % de solvant a permis
de maintenir un profil de protection preventive
similaire, bien que les niveaux de protection
soient globalement plus faibles.

En revanche, cet ajout a considérablement
amélioreé I'efficacité des traitements curatifs,
notamment pour T1, FR1 et S1, avec des
réductions significatives des symptémes allant
jusqu'a 64 %, alors que la référence cuivrée
n'a montré aucun effet. Le traitement FR1 s'est
particulierement distingué par son efficacité
curative et son fort faux d'inhibition de
P.infestans lors des tests in vitro.

Ces résultats indiquent que I'ajout de solvant
optimise l'efficacité des extraits en curatif, fout en
maintenant une protection préventive notable.

5. Testde biostimulation

Aucun effet de biostimulation n'a été observe,

ni pour les fraitements ni pour le solvant, sur

la hauteur, le nombre de feuilles, la biomasse

ou la fluorescence chlorophyllienne. Toutefois,
aucune altération de la croissance ou de l'activite
photosynthétique n'a éte constatée, indiquant
que ces extraifs n‘'ont pas d'effets secondaires
significatifs.
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CHANVRE

Conclusion de cette partie

Les feuilles de chanvre semblent présenter un potentiel, le FR1 étant
I'un des meilleurs extraits. Cependant, aucune corrélation directe n'a
été observeée entre la concentration de I'extrait et son efficacité contre
P. infestans. Les résultats montrent également une grande variabilité en
fonction des méthodes et des extraits utilisés. Bien qu'une activité anti-
mildiou semble étre présente, des investigations supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre son efficacité. Il est également
crucial de comprendre le mécanisme d'action ainsi que les molécules
responsables de cette activité, comme expliqué dans la partie 4.
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SILPHIE

Laboratoires impliqués

« Celabor

Cenfre de services scienfifiques et fechniques en
Agro-alimentaire, Emballage, Environnement et
Textile, Job Tchoumtchoua (partie analytique)

« Laboratoire de Phytopathologie
Intégrée et Urbaine
Université de Liege (activite biologique)

« Innolab
Bernard Willems (pouvoir méthanogene)

Extractions et teneurs
en molécules d'intéréts

Cette etude sur la silphie s'est déclineée
en plusieurs étapes:

1. Optimisation des conditions d'extraction de la
silphie fraiche a I'echelle du laboratoire

2. Sélection des meilleures conditions et
production des extraits a l'echelle pilote au
départ de lasilphie ensilee

3. Comparaison du faux de saponines des trois
types de silphie

4. Application du CO; supercritique
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Optimisation des conditions
d'extraction a I'échelle laboratoire

La silphie fraiche, recoltée par Valbiom, a éte
stfockée a -20°C. Un broyage prealable de la
matiere a éte effectué a 2 mm en présence
d'azote, afin de faciliter le processus d'extraction
en raison de son faux d’humidite éleve.

Cette matiere est ensuite utilisée pour le
développement et l'optimisation des methodes
d'extraction a I'échelle du laborafoire.

A cet effet, des tests de macération ont été
réalisés avec trois solvants différents: I'hexane,
I'acetate d'ethyle et 'éthanol a 70%. De plus,
diverses durees de maceration (1, 2, 4 heures) et
températures (25°C, 40°C) ont éfé évaluees.

Pour chaque condition d'extraction, le
rendement est défermine, et les triterpenoides
ainsi que les polyphenols quanfifiés afin de
selectionner les conditions d'extraction les plus
efficaces.
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Tableau 1l
Résumé des résultats de la phase d'optimisation

Macération a
I'acétate d'éthyle
(polarité intermédiaire)

Macération
hydroalcoolique
(solvant polaire)

Rendements d'extraction  +- 4% <1%
(g extrait/100 g matiere
fraiche)
Triterpénoides (2h a 25°C: 200-300)
(mg/100g extrait sec) 1ha40°C:100-130
Polyphénols  1ha 40°C: +- 400 1h a 40°C: +- 400
(mg/100g extrait sec)

Profil des polyphénols  Acide chlorogénique
Isoquercetine kampferol-3-

rutinoside

Acide coumarique
Kaempferol-3-glucoside
Isoquercetine Hyperoside
Kaempferol-3-rutinosid

Sélection des meilleures conditions
et production des extraits a I'échelle pilote

Apres la phase
d'optimisation des
méthodes d'extraction,
une montéee en echelle
a etfe effectuée afin de
produire des extraits en
quantite suffisante pour
la phase d'étude des
activités biologiques.

Les conditions de production a grande
echelle etfaient les suivantes:

- Solvants: acétafe d'éthyle & éthanol 70%
« Tempeérature: 40°C

« Durée: 1h

«Volume: 1L a 5L

« Broyage: 4 mm
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Observations

Majorité de composés
polaires dans la matiere
Macération hexane:/

Meilleure extraction avec
acétate d' éthyle

Résultats similaires

Extraction sélective de
polyphénols selon leur
polarité

Les extractions a grande
échelle sont effectuées
sur les 3 matieres
analysees:

« Silphie fraiche
« Silphie ensilee
« Silphie ensilée sechee
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SILPHIE

Rendements La méthode développée ici serait donc
effectivement industrialisable.
L'un des défis majeurs lors de la montee en

echelle d'une methode d'extraction est de La figure 23 montre que les rendements
maintenir le méme rendement que celui d'extraction a l'acetate d'ethyle sont similaires
obtenu a I'echelle du laboratoire. (+-4%) pour les trois types de silphie.

La figure 23 montre que les rendements Pour 'extraction a I'ethanol 70%, la silphie
massiques obtenus a l'échelle du laboratoire fraiche a preésente un meilleur rendement
onf bien éte afteints apres extraction a grande d'extraction (>24%) en comparaison avec les
echelle, aussi bien pour I'extraction a I'acétate deux autres types de silphie, qui ont montre
d'éthyle que pour l'extraction a I'éthanol 70% des rendements similaires.

(en considérant le % de matiere seche).

Figure 23
Rendement massique des extraits produits a grande échelle

Extraction a grande échelle

Rendement massique considérant le pourcentage
de matiere seche de chaque silphie
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SILPHIE

Triterpénoides

Pour la silphie fraiche, la concentration d'acide Cela pourrait étre attribué a un probleme

ursolique a atteint le niveau observe a I'echelle analyfique, car les extraits de silphie fraiche

du laboratoire (scalabilite de la methode), mais a grande échelle (VSB-29 et VSB-30), non

I'acide oléanolique est resté a une concentration  prevus au depart et produits quelques jours

50% plus basse (126 vs 67 mg/100g) par rapport  avant 'envoi des échantillons, n‘'ont pas permis

a l'essai au laboratoire. de reproduire les dosages analyfiques des
triterpenes (Figure 24).

Figure 24
Concentration en triterpénoides des extraits produits a grande échelle

Extraction a grande échelle (Acétate d'éthyle)
Triterpenoides
180
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140
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4
2

Silphie fraiche Silphie ensillée Silphie séchée

o o o

o

Concentration (mg de triterpenoides/100g d'extrait sec)

[T Acide oléanolique I Acide ursolique
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SILPHIE

Polyphénols

Les faux de polyphéenols sont plus bas dans Il convient néanmoins de noter que les dosages
les extraits de silphie fraiche produits a grande effectués sur les extraifs produits a grande
echelle, en comparaison avec ceux obtenus a echelle semblent beaucoup plus fiables (grandes
I'échelle du laboratoire, aussi bien pour lacefate  quantités d'extraits disponibles), avec de faibles
d'éthyle (231 vs 395 mg/100g) que pour ecarts types (figure 25), confrairement a ce qui
I'éthanol 70% (150 vs 416 mg/100g). avaif ete observe a I'échelle du laboratoire .
Figure 25

Concentration en polyphénols des extraits produits a grande échelle

Extraction a grande échelle Polyphénols
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Rapport ExtraWal | Valbiom 2025 54



Sommaire

SILPHIE

Profil des polyphénols

En ce qui concerne la silphie fraiche, le profil lisoquercitrine et le kaempférol-3-glucoside, qui
moléculaire des extraits produits a I'echelle pilote  ne sont pas présentes dans les extraits des deux
semble similaire a celui des extraits produifs a autres silphies (fraiche et ensilee).

I'échelle du laboratoire.

De plus, I'acide coumarique est refrouve en plus
En revanche, le séchage semble avoir éfé petite quantite par rapport aux faux observes
défavorable pour certaines molécules, telles que  dans les extraits de silphie fraiche.

Figure 26
Profil des polyphénols quantifiés dans les extraits produits a grande échelle.

Extraction a grande échelle - Profil des polyphénols quantifiés
250

200

100

50

Concentration
(mg de polyphénols/100g d'extrait sec)

o | mll] I R _|I.J . a1
Silphie fraiche Silphie ensillée Silphie séchée Silphie fraiche Silphie ensillée Silphie séchée
| (VBS - 30) (VBS - 21) (VBS - 27) | | (VBS - 29) (VBS-19) (VBS - 25) |
Acétate d'éthyle Ethanole
. Acide Férulique Kaempférol Quercétine . Isoquercitrine Acide chlorogenique Kaempférol-3-Glucoside
. Acide néochlorogénique . Acide cryptochlorogénique Rutine . Acide c ique . pférol-3-rutinosids Hyp
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SILPHIE

Tableau12
Résumé des informations principales de ces extractions a I'échelle pilote.

Macération hydroalcoolique Macération a I'acétate d'éthyle Observations
(solvant polaire) (polarité intermédiaire)
Silphie fraiche  Silphie ensilée  Silphie séchée  Silphie fraiche  Silphie ensilée  Silphie séchée
(VBS-29) (VBS-19) (VBS-25) (VBS-30) (VBS-21) (VBS-27)
Rendements dextraction Méthode industrialisable
I - )50 -150/ =179 0 0, 0, N . . .
(g ex1raﬁ/lOOg MP séche’e) +-25% +-15% +17% <5% <5% <5% S||ph|e fraiche meilleur
rendement pour hydroalc.
Triterpénoides (mg/100g
extraif sec) Ac. Oléanolique  / / / 60-130 110-150 100-120 Méthode industrialisable
/ac. ursolique
Polyphénols _ . ) . ) Taux plus bas mais plus fiable
(mg/100g extrait sec) L2 _ =100 =2 =00 2 qua l'échelle labo
Acide Ac. Ac. Acide Ac. Ac. Kaempferol-3-glucoside,
chlorogénique  protocatéchique  protocatéchique  crypfochlorog.  protocatéchique  protocatéchique  Isoquercetine et ac. coumarique
Profil des polyphénols Kaempferol Kaempferol Rutine Kaempferol disparus au séchage
Quercétine Quercétine Kaempfero\—S— Quercétine VBS-19 est lextrait e plus pauvre
glucoside

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025 56



SILPHIE

Comparaison du taux

de triterpénoides et de
saponines des trois types
de silphie

Comme le revele le tableau ci-joint, les
triterpénoides extraits a l'aide de |'acetate
d'éthyle sont clairement déetectables et
quantifiables dans les matieres premieres,
a l'exception de I'acide ursolique, qui

est présent dans la silphie fraiche a des
concentrations non quantifiables.

Les deux triterpénoides identifiés sont
presents en concentrations plus élevees dans
la silphie sechee et en quantités plus faibles
dans la silphie fraiche (voir tableau 13).

Il convient toutefois de souligner que
ces friterpenoides sont présents a des
concentrations tres faibles, de I'ordre du
milligramme pour 100 g de silphie.

Ces concentrations different de celles de

la figure 24 qui présentent la concentration
dans l'extrait, tandis que les valeurs du tableau
correspondent a la concentration dans la
matiere premiere.
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Tableau 13

Taux de triterpénoides déterminés dans les 3 types de
silphie (en tenant compte du taux de matiére séche).

mg/100g Silphie Silphie Silphie
de MPséche fraiche ensilée séchée

Acide
oléanolique o L L

Acide

ursolique LQ 89 14.5

Les saponines sont des héterosides de
triterpenes. Il s'agit d'un sucre polaire accroche
a un ferpene apolaire pour former des
saponines. Le seéchage ou I'ensilage sont des
processus qui peuvent influencer la conversion
d'une forme a l'autre.

Une méthode spectrophotomeétrique a éte
mise au point pour quantifier les saponines
totales présentes dans les matieres premieres.
La présence de saponines a été confirmee,
mais a des faux tres faibles (environ 0,6 %)
tant pour la silphie fraiche que pour la silphie
ensilée.

En revanche, le taux de saponines dans la
silphie sechee, relativement plus éleve (environ
2 %), doit étre interpreété en tenant compte du
taux d'humidite.
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En prenant en compte le taux de matiere
seche, la figure 27 illustre que les trois types
de silphie présentent chacun environ 2 %
de saponines, la silphie fraiche affichant une
concentration relativement plus élevee.

On voit donc que la forme saponine
predomine sur la forme «libre» de
triterpénoides.

Une hypothese serait donc que le
sechage et I'ensilage genérent une perte
de saponine, peut-étre au profit des
triterpenoides.

Néanmoins la perte de saponine lors du
sechage/ensilage n'est pas compenseée par
la formation de triterpénoides (ordres de
grandeur différents).
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Figure 27

Taux de saponines déterminés dans les 3 types de silphie (calcul
tenant compte du faux de matiére séche).

Concentration (g de sopanines/100g de MP séchée)

Sommaire

Comparaison de 3 types de silphie

Taux de saponines considérant le pourcentage
de matiére séche de chaque silphie

Silphie Silphie Silphie
fraiche ensillée séchée
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Conclusions sur
la partie analytique

Plusieurs methodes d'extraction des
metabolites de la silphie onf été evaluees.
La méthode de macération a 40 °C a donné
les meilleurs résultats, en utilisant de I'acétate
d'éthyle pour extraire les metabolites moins
polaires et de I'éthanol a 70 % pour les
metabolites polaires. Les acides ursolique
et oléanolique ont pu étre extraits ef
analyses dans les extraits a I'acétate d'éthyle
grace a une methode UPLC. Les saponines
ont également eté deferminées par
spectrophotométrie.

Les trois types de silphie contenaient

chacun environ 2 % de saponines, bien que
des différences plus marquées aient ete
observees dans le profil des polyphénols des
extraifs, fant pour ceux obtenus a l'acétate
d'éthyle qu'a I'ethanol a 70 %.

Les extraits de silphie fraiche se distinguaient
par la présence dominante de molécules
telles que l'isoquercétine, le kaempferol-
3-glucoside, l'acide chlorogénique, I'acide
cryptochlorogénique, la rutine et 'acide
coumarigue.
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En revanche, la silphie séchée et la silphie
ensilée séchée étfaient principalement
constituees de kaempférol, quercétine et
acide protocatechique. Ces molécules,
reconnues pour leurs propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires,
suggeérent une possible valorisation de ces
extraits. || serait également pertinent de
développer une methode d'identification
specifique des saponines afin de mieux
détecter les variations de profil qui pourraient
étre induites par I'ensilage et/ou le séchage.

Impact de l'extraction sur
le pouvoir methanogene
de la silphie

L'objectif principal de cette efude sur la silphie
est d'ajouter une boucle de valorisation de
la silphie, et non pas de la detourner de son
utilite premiere qui reste la biométhanisation
(voir figure 2). Par conséquent, le pouvoir
methanogene de la silphie (ou plutdt,

des résidus d'extraction) se doit de rester
performant, méme apres extraction. C'est
pourquoi, trois résidus d'extraction, ainsi que
trois échantillons de silphie, ont éte envoyes
au laboratoire Innolab, afin de mesurer leur
pouvoir méthanogene.
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Méthodologie

Les tests sont effectués selon la methode
VDI n® 4630 "Vergarung organischer Stoffe,
Substrafcharakterisering, Probennahme,
Stoffdatenerhebung, Garversuche.”

Une quantité precise de produit est ajoutee
aux boues anaérobies. La quantité de substrat
ajoutée est calculée sur la base des taux de
matiere seche et de matiere organique.

Un contrdle negatif est également configure
pour quantifier la production de biogaz de

Tableau 14
Potentiel méthanogéne des différents échantillons.

Extrait Extrait
silphie silphie
ensilée ensilée

Solvant utilisé  Ethanol 70% Hexane
pour I'extraction

Productivité en méthane  348,7 340,4
(Nm?/tonne MO)
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l'inoculum. Le résultat de la production de
biogaz du substrat est corrige au regard de la
production de biogaz du contrble negatif.

Les résultats varient entre 321,5 et 348,7 Nm?/
tonne MO. Les résidus d'extractions ne semblent
donc pas posséder un potentiel méthanogéne
inferieur aux échantillons de silphie.

Ceci confirme donc la possibilite de realiser une

extraction sur la silphie, sans en compromettre le
potentiel méthanogene.

Extrait Silphie Silphie Silphie

silphie ensilée fraiche fraiche
ensilée broyéeet broyée et
congelée  congelée
Acétate
d'éthyle
321,5 325 3477 326,8
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Activites biologiques

Méthodologie

Aprés avoir identifie certaines molécules
preésentes dans les extraits de silphie, nous avons
teste les proprietes antifongiques d'un de ces
extraifs, en le mettant en présence de plusieurs
pathogenes fongiques.

Les six agenfs pathogenes fongiques utilises
dans cette etude proviennent des collections
du laboratoire de Phytopathologie Intégree et
Urbaine de I'Universiteé de Liege:

« Phytophthora infestans

- Sclerofinia sclerotiorum

- Alternaria dauci

« Penicillium expansum

« Botrytis cinerea

« Fusarium oxysporum

Les différentes souches pathogenes ont ete
réactivees par un premier repiquage sur des
boites de Pétri. Apres une incubation de sept
jours a 23°C, les cultures onf éfé repiquees une

seconde fois et incubées pendant sept jours
supplémentaires avant leur utilisation pour
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les tests. Le milieu de culture RA (Rye Agar) a
ete utilise pour P. infestans, tandis que le PDA
(Potato Dextrose Agar) a servi pour les autres
champignons, aussi bien pour la réactivation
que pour les tests.

Parmi les six extraits suivants, I'extrait VBS-19 a
efé sélectionné pour ce test, car present en plus
grande quantite.

« VBS-19 (ensilée, éthanol)

- VBS-21 (ensilee, acetate d'éthyle)

- VBS-25 (ensilée sechée, éthanol)

- VBS-27 (ensilée sechée, acétate d'éthyle)
« VBS-29 (fraiche, éthanol)

- VBS-30 (fraiche, acétate d'éthyle)

L'extrait de silphie VBS-19 a eté dissout dans de
I'eau distillee stérile par agitation pendant trois
heures, dans des conditions steriles.

En raison de la sédimentation des matieres
insolubles observee dans les premieres minutes
apres le repos de la solution, I'extrait a éte filtre
a travers un filtre de 0,4 um. Trois concentrations
ont éte preparees pour les tests: 1 g/l, 25 g/

et 50 g/I, et les abréviations S1, S2 et S3 ont éte
respectivement utilisees pour designer ces
solufions dans le present rapport.
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Ce test avait pour objectif d'évaluer l'efficacite
d'extraits de silphie a inhiber ou ralentir la
croissance d'un pathogene fongique a l'aide de
la methode diffusion sur disques.

Des disques impregnes de |'extrait ou de la
substance testée sont placés sur un milieu

de culture solide, ou les molécules actives se
diffusent, formant un gradient de concentration
décroissant a mesure qu'elles s'éloignent des
disques (voir figure 10).

Sil'agent pathogéne est sensible, une zone
circulaire sans croissance, appelée zone
d'inhibition, se forme autour de chaque disque.

La faille de ces zones est proportionnelle

a l'efficacité et a la concentration de la
substance active, permettant ainsi d'évaluer
Iactivité antifongique ou anfimicrobienne et
de comparer différentes concentrations ou
formulations.

Résultats

Comme indiqué dans le tableau 15, I'extrait

de silphie VBS-19 n'a révélé aucune inhibition
significative du developpement myceélien des
six champignons pathogénes etudies, quel que
soit le niveau de concentration teste.
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De plus, les traitements S1 et S3 ont induit une
legere augmentation, mais significative, du
développement mycelien (effet Ti negatif) de S.
sclerofiorum par rapport au femoin.

Cela suggere que l'extrait pourrait, a certaines
concentrations, fournir une source de nutriments
additionnelle pour ce champignon par rapport
au milieu PDA seul. Ceci semble plausible

dans la mesure ou les extraits éthanoliques
contiennent probablement les sucres comme
source de nufriment.

En ce qui concerne P. expansum, la
pulvérulence de ses spores a enfraine le
développement de colonies secondaires
indésirables.

Par consequent, les mesures n‘'onf pu étre
effectuées que pour une boite fémoin et deux
boites traitees avec I'extrait S3.

Néanmoains, il apparaif de maniere non
quantitative qu'aucune des concentrations de
silphie testées ne génere de halo d'inhibition
autour des pastilles (figure 28).
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Tableau 15

Taux d'inhibition moyen de P. infestans, S. sclerotiorum, A.
dauci, P. expansum, B. cinerea et F. oxysporum en fonction
de la concentration ensilphie testée (S1, S2, S3) par la
méthode de diffusion sur disques.

T-: modalité sans extrait, Gr.Stat: groupement statistique et NA: non
applicable.

Pour le groupement statistique, les modalités partageant une méme
lettre ne présentent pas de différences significatives entre eux.

Modalités S1 S2 S3 T-
P.infestans Moyenne 30% -09% -15% 19%

Ecarttype  10.6% 91% 79% 5.0%

Cr.Stat. a a a a

S.sclerotiorum Moyenne -29% 0.0% -4.0% 0.8%
Ecarttype  41% 57% 58% 51%
Gr.Stat. a b a b

A.douci Moyenne -0.8% -26% 0.8% 12%
Ecarttype  4.85% 3.8% 24% 35,
Gr.Stat. a a a a

P.expansum Moyenne NA NA -04% 13%
Ecarttype NA NA  46% 4.4%
Gr.Stat. NA NA NA NA

B.cinerea Moyenne 02% 2.0% -34% 41%
Ecarttype 144% 79% 3.6% 91%
Gr.Stat. a a a a

F.oxysporum Moyenne 10% -04% 47% 52%
Ecarttype 10.2% 14.8% 8.0% 4.3%
Gr.Stat. a a a a
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Figure 28

Développement mycélien de A. dauci en présence de
I'extrait de silphie VBS-19.

A.dauci
T- S1 S2 S3

Conclusion

En conclusion, I'extrait de silphie VBS-19
n'indique aucun effet inhibiteur significatif sur
le développement des cing champignons
pathogenes festés.

En revanche, pour S. sclerotiorum, les résultats
suggerent que les extraits de silphie pourraient,
a certaines concentrations, agir comme une
source nutritive pour ce champignon.
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Laboratoires impliqués

Profilia

En parallele de ces essais menes au laboratoire
de Phytopathologie Intégree et Urbaine de
I'Université de Liege, d'autres essais onf eteé
meneés par la start-up Profilia. Les extraits festes
sont les frois extraits de chanvre 2024, cing
fractions d'un extrait purifié d'Uso 31 de 2023, et
les six extraits de silphie.

Ces essais ont été menés selon une
methodologie en trois sequences:

1. Bioshift (pour tous les extraits);

2. Test d'inhibition de croissance des
microorganismes sur base des resultats
du Bioshift (pour les extraifs présentant un
potentiel antimicrobien/insecticide);

3. Fractionnement (pour les 3 extraits de chanvre
et un extrait de silphie seulement).

Pour commencer, les extraifs fransmis par Vallbiom
ont été repris en DMSO (diméthylsulfoxide), en
tant que solvant standard de travail. Ces extraits
onf ensuite éte ajustes a des concentrations
massique de 100mg/mL (concentration utilisee
telle quelle pour le test d'inhibition de croissance
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des microorganismes), et dilués a 5mg/mL pour
realiser le test in vitro (Bioshift).

Bioshift

La technologie Bioshift de Profilia repose sur le
suivi des fempeératures de dénaturafion d'une
serie de protéines spéecifiques, par fluorescence,
afin de visualiser de potentielles interactions
entre ces proteines et les échantillons a tester.

La méthode met en ceuvre des protéines de

la famille des GST, sous forme de proteines
recombinantes produites en systeme
hétérologue au laboratoire. Le protocole est
realisé en microplaque 384 puits, en solufion
aqueuse famponnée pour évaluer le potentiel
anfioxydant, anfimicrobien et insecticide des
extraits. Il s'agit en quelque sorte d'une méthode
prédictive qui permet d'évaluer le potentiel de
certains extraits.

Dans un premier femps, le potentiel
antimicrobien et antioxydant des huit
échantillons de chanvre (VB-FLP-P1-P5 =
fractions purifieées du chanvre 2023, Uso,
Santhica et Bialobrzeskie = extraits 2024) ef six
echantillons de silphie (VBS) ont éte évalués.

Les échantillons, prepares a une concentration
de 5 mg/mL dans du DMSO, ont éte testes avec
les sets proteiques a raison de 400 pg dans un
milieu réactionnel aqueux final.
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Le comportement des protéines est observe

a travers un gradient de température
provoquant leur dénatfuration au fil du temps.

La température de dénaturafion de chaque
proteine est mesurée en presence des exiraits et
des témoains. Les reésultats sont ensuite analyses
statistiquement par une analyse en composante
principale (ACP) suivie d'une clusterisation
hiérarchique ascendante a l'aide de la fonction
FactoMineR du logiciel R.

La clusterisafion hiérarchique ascendante realisée
identifie six clusters bases sur l'inferaction entre
les echantillons et les proteines.

« Le cluster 1 regroupe les témoins solvant
DMSO et les témoins internes OR et H,
montrant une faible réactivité.

« Le cluster 5 contient les extraits VBS-21 et VB-
FLP-P1, avec une forte réactivite, indiquant un
fort potentiel antimicrobien.

« Les échantillons VB-FLP-P5, VB-FLP-P3 et VB-
FLP-P2, dans le cluster 4, montrent également une
forte réactivite, bien que leur composition semble
differente de celle des échantillons du cluster 5.

« Le cluster 2 regroupe les échantillons VBS-29,
VBS-19, VBS-25, VBS-27 et USO 31 T2, montrant
une réactivite modéree, plus faible que les
echantillons des clusters 4 et 5
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« Le cluster 3 regroupe les échanfillons
Santhica, Bialobrzeskie, VBS-30, VB-FLPP-Pol,
et présente une reactivité intermediaire, et
legerement plus elevee que les échantillons
du cluster 2, suggerant également un potentiel
antimicrobien.

Afin d'évaluer le potentiel insecticide, les mémes
echantillons analysés precedemment dans les
mémes conditions (400ug en milieu réactionnel
aqueux final) onf été confrontés a un autre set
proteique.

« Le groupe 1 comprend le temoin solvant
DMSQ et le témoin interne H, qui n‘'ont pas
montre de potentiel intéressant.

« Le cluster 2 regroupe les echantillons VBS-25,
VBS-19, VBS-29, VBS-27, VB-FLP-P1, VB-FLP-
P-Pol, USO 31 T2 et le témoin interne F, qui
inferagissent principalement avec le systeme
enzymatique fongique, suggerant une forte
acfivité anfibactérienne.

« Le cluster 3 inclut les échantillons VBS-21,
VBS-30, VB-FLP-P2, Bialobrzeskie, ainsi que les
temoins infernes EV et MF, qui montrent une
double fonctionnalité, a la fois antimicrobienne
et insecticide.

« Le cluster 4, avec les échantillons Santhica,
VB-FLP-P5 et le témoin interne OR, présente

66



ESSAIS COMPLEMENTAIRES

Sommaire

ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

egalement une double fonctionnalité plus
marquee.

« Enfin, le cluster 5 regroupe un seul echantillon,
VB-FLP-P3, qui montre un fort potentiel
insecticide.

Afin de validerles predictions in vitro, fant
antimicrobiennes qu'insecticides, des
experimentations in vivo ont éfé realisees sur
différents organismes modeles. Pour la partie
antimicrobienne, la capacité a inhiber la croissance
de Fusarium graminearum (Champignon
pathogene de grande culture causant la fusariose
du blé) a eté evaluée pour les extraifs de silphie, et
de Phanerochaete chrysosporium (champignon
dégradeur de bois) et Staphylococcus aureus
(bacterie pathogene pour I'Homme) pour les
extraits de silphie et de chanvre.
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Test d'inhibition de croissance des
microorganismes

Inhibition de croissance chez Fusarium
graminearum (extraits de silphie)

Dans le but de valider le potentiel antimicrobien
des extraits de silphie précedemment analyses, la
capacite de ces derniers a inhiber la croissance du
champignon pathogene Fusarium graminearum,
a ete évaluee.

Les extraits ont efé ajoutés a une concentration
finale de 1 mg/mL dans des conditions optimales
de croissance (milieu riche Potato Dextrose Broth
a 25°C), dans une suspension de 2000 spores. Les
courbes de croissance sont presentees aux pages
suivantes.

Les courbes de croissance et les données

du fableau montrent que le solvant de fravail
(DMSQ) n'affecte pas la germination des spores
ni la croissance de Fusarium graminearum.

L'extrait VBS-29 présente un comportement de
croissance biphasique: apres une phase de
croissance similaire aux contréles et une phase
de latence, les hyphes recommencent a croitre,
ce qui suggere une adaptation enzymatique du
champignon, permettant I'utilisation de I'extrait
comme source de carbone.
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Les extraits VBS-19 et VBS-25 enfrainent une Figure 29
faible a moyenne perte de biomasse, avec Inhibition de la croissance de F. graminearum en présence
des diminutions de germination des spores des extraits a une concentration de 1 mg/mL final dans des

respectivement de 8% et 25%. lls ralentissent condifions opfimales de croissance (PDA30°C).

egalement la croissance du champignon.

En revanche, les extraits VBS-30, VBS-27 et VBS-21
montrent des taux d'inhibition plus importants
de la germination des spores. Lextrait VBS-21

a l'effet le plus marquée, avec une perte de
biomasse de 53% et une vitesse de croissance
fortement réduite. VBS-27 suif avec une perte de
biomasse de 46% et une croissance egalement
freinee.

Enfin, l'extrait VBS-30, bien qu'il n'affecte pas la
vitesse de croissance, reduit significativement
la germination des spores (34%) et la croissance

des hyphes. Echantillons  %de Ecart Vitesse de
pertede type croissance
biomasse (umax)
DMSO 1 0,48 0,029366964
VBS 27 46 3,53 0,005094509
VBS 30 34 312 0,034854892
VBS 29 0 0 0,011429973
VBS 25 25 213 0,005787325
VBS 19 8 8,82 0,005450525
VBS21 53 6,51 0,00637695
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Inhibition de croissance chez Phanerochaete

chrysosporium (extraits de chanvre et silphie) ~ Figure30

Inhibition de germination de P. chrysosporium en

iy . présence des extraits de silphie (graphique du haut)
L.a cqpa\q’re .des extrats de ;hanvre efde et de chanvre (graphique du bas) a une concentration
silohie a inhiber la germination des spores de 1 mg/mL final dans des conditions optimales de
et la croissance des hyphes du champignon croissance (Malt 1% 25°C).

dégradeur de bois Phanerochaete
chrysosporium a également ete evaluee.

Les extraifs, a une concentration de 1 mg/mL,
ont éfé ajoutés dans un milieu riche (1% Malt) a
25°C, dans une suspension de 2000 spores.

Les courbes de germination et de croissance
des hyphes sont présentées en figure 30.

Concernant les extraits de silphie, I'extrait VBS-29 Timaa (win)}
n'a que peu ou pas d'impact sur la germination
et la croissance des spores de Phanerochaete
chrysosporium. Les extraits VBS-19 et VBS-

25 affectent de maniere plus marquée la
germination des spores, avec des pertes de
biomasse respectives de 56 % et 61 %.

DM3SO
US0O 3172
Enfin, les extraits les plus acfifs, avec les pertes

de biomasse les plus importantes, sont les
extraits VBS-30, VBS-27 et VBS-21.

Ces frois extraits presentent des pertes de
biomasse de 77%, 84 % et 88 %, et ont
egalement un fort impact sur les vitesses de
croissance.
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Les extraits de chanvre, en particulier
Bialobrzeskie et Santhica, présentent
respectivement des pourcentages de perte de
biomasse de 79 % et 81 %.

En plus de provoquer une forte inhibition de

la germination et de la croissance des hyphes
de Phanerochaete chrysosporium, ces extraits
impactent également de maniere significafive
les vitesses de croissance.

Quant a l'extrait USO 31 T2, bien qu'il affiche

un pourcentage de perte de biomasse plus
faible (44 %), il présente un potentiel interessant
en altérant également de maniere marquee la
vitesse de croissance du champignon.

Inhibition de croissance
chez Staphylococcus aureus
(extraits de chanvre et silphie)

La capacité des extraits a inhiber la bactérie
Gram positive Staphylococcus aureus a eté
evaluee. Les extraits ont éte testés a une
concentration finale de 0,5 mg/mL dans des
conditions optimales de croissance, soit dans
un milieu TSB (Trypfo-caséine-soja) a une
température de 30°C, avec une suspension
cellulaire en phase exponentielle de croissance,
sous agifation. Les courbes de croissance sont
presentees en figure 31.
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Figure 31

Sommaire

Inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus
des extraits de silphie (graphique du haut) et de chanvre
(graphique du bas) a une concentration de 0,5 mg/

mL final dans des conditions optimales de croissance
(Milieu TSB 37°C).
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Pour les differents extraits de silphie, les
observations réalisees lors des precedentes
experimentations semblent se répéter. Lextrait
VBS-29 a peu ou pas d'impact sur la croissance
de Staphylococcus aureus (seulement 2 %
d'inhibition).

Les extraits VBS-19 et VBS-25 affectent plus
notablement la croissance de la bactérie, avec des
pertes de biomasse respectives de 25 % et 30 %.

Les extraits les plus actifs, avec les pertes de
biomasse les plus élevees, sont les extraits VBS-
30, VBS-27 et VBS-21.

Ces extraits presentent des pertes de biomasse
de 47 %, 56 % et 60 %, avec un impact marque
sur les vitesses de croissance.

En ce qui concerne les extraits de chanvre,
notamment Bialobrzeskie et Santhica, ces
deux derniers presentent respectivement des
pourcentages de perte de biomasse de 63%
et 56%.
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Pour 'extrait USO 31 T2, ce dernier comporte un
pourcentage de perte de biomasse de 26 %.

Bien que comportant un pourcentage de perte
de biomasse non-negligeable, il apparalt que
cet extrait de chanvre présente le potentiel plus
faible.

Les 3 extraifs les plus efficaces, VBS-30, VBS-27 et
VBS-21, sont les 3 extraits réalisés avec |'acétate
d'éthyle comme solvant, confrairement aux 3
aufres extraits réalisés avec I'éthanol comme
solvant.

Cette hypothese permettrait d'expliquer la
faible activite de I'extrait VBS-19 dans les essais
réalises par I'Université de Liege dans la section
precedente.
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Evaluation des extraits a potentiel Figure32 o
insecticide surlarves de coléoptéres ~ Représentationschematique

du protocole du test larves
L'objectif de cette éfape est de confirmer les
resultats du fest Bioshift realise precedemment
pour les extraits Bialobrzeskie, Santhica, USO 31712,
VB-FLP-P2, VB-FLP-P3 ef VB-FLP-P2.

Pour ce faire, l'effet de 0,5 mg
de chaque extrait est évalue
sur des larves de coleopteres Figure 33
agees de 4 a 5 semaines,
placées dans des boftes de
Pétri confenant une base

Photographie a JO des boites contenant les larves en
présence des échantillons

nutritive. VBS-FLP-P2  VBS-FLP-P3  VBS-FLP-P5 US031T2 BIALO SANTHICA
Chaque test inclut 40 larves e s . T Y. .{
par boite, avec 3boites par BOITE 1 . . B , z
condiition. Des temoins sont e & - . - -
egalement inclus (agar, solvant, - . e
ethanol). BOITE 2 N % 4

Les échantillons sont déposés - - il o
en surface des boites et laisseés — ' X 28 .
a évaporer sous une hotte, ne : 6 o $-

conservant que les residus secs. ' " N, ..;
LIA .

En plus du témoin solvant

(EtOH) et du support

alimentaire (agar), frois femoins internes sont
utiliseés pour suivre d'éventuelles dérives du fest

ou comportements anormaux des larves (figure Les témoins internes montrent des résultats

51). Deux extraifs, Cir G (forte acfivite insecticide) et cohérents, permettant l'exploitation des données
Cir OR (activité moderée), sont évalues a ceteffet. 1 |as exiraits & pofentiel & confirmer.

L'impact du Thiametoxam, insecticide commercial,
sur la viabilité des larves est également mesure.
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Un fest statistique (fest de Student) est effectuée
pour comparer la survie des larves exposees
aux extraits Santhica, Bialobrzeskie, Uso 31 T2,
VB-FLP-P2, VB-FLP-P3 et VB-FLP-P5 par rapport
au temoin solvant (Ctr EfOH, figure 34). Les
différences significatives sont indiquees par des
efoiles (*, **, **"), selon les p-values (0,05, 0,01
et 0,001).

L'étude statistique entre Ctr Agar ef Cir EtOH ne
monfre aucune différence, indiquant que le solvant
n'affecte pas la viabilité des larves. L'extrait Santhica
provoque une mortalité significative a partir de
J2. Pour Bialobrzeskie, la mortalité devient signi-
ficative a partir de J3, avec une p-value de 0,01.
L'extrait Uso 31 T2 montre également une mortali-
té significative a partir de J2 (p-value de 0,01).

Figure 34

Concernant les fractions VBS-FLP-P2, VBS-FLP-P3
et VBS-FLP-P5, elles presentent foutes une activite
insecticide, mais semblent moins efficaces que
les extraits non fractionnés de chanvre. La fraction
VBS-FLP-P3 cause une mortalite significative a
partir de J3. La fraction VBS-FLP-P5 enfraine une
mortalité significative des J2. Enfin, la fraction VBS-
FLP-P2 montre la plus grande activite, avec des
taux de mortalité significatifs des J2.

Pour rappel, les fractions VBS-FLP-P2, VBS-FLP-P3
et VBS-FLP-P5 sont particulierement riches,
respectivement, en CBDA, CBG, et CBD. Ces
extraifs provenant des fractions purifiées sont
potentiellement moins efficaces que les exiraits
bruts du fait de l'abbsence d'autres molécules, ce
qui laisse suggérer limportance de l'effet cockfall
des différentes familles de molécules.

Protocole suivi afin d'identifier les molécules porteuses de fonctions biologiques

- Lad & - =
a . at'| T
£l : o ! |
. | - L
I
L e
an
we

VBS-FLP-P3

SANTHICA BIALO Us031T12 VBS-FLP-P2
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W J024/10/2024
B J125/10/2024
1226/10/2024
1327/10/2024
1428/10/2024
Ctr SOLVANT

VBS-FLP-P5 TR E1OH

Ctr Agar
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Fractionnement des extraits chanvre et silphie par HPTLC
et bioguidage par la technologie Bioshift

Dans le but d'identifier les molécules responsables des activités antimicrobiennes
et insecticides des trois extraits de chanvre et d'un extrait de silphie (le plus
prometteur, VBS-21), les étapes suivantes ont éte realisées: (1) fractionnement des
quatre extraits par HPTLC, (2) désorption des molecules de la plaque de silice
pour les soumettre a la technologie Bioshift, et (3) apres identification des fractions
d'intérét, analyse par HPLC-MS/MS.

Figure 35
Protocole suivi afin d'identifier les molécules porteuses de fonctions biologiques

- | s DOBB®
| ;T SO000000
deaddeedd
LB B 1 20 B
Ll il 1117
LR L LT B d N
Désorption des
molécules de la BIOSHIFT
silice au méthanol Sélection des

fractions d'intérét

—¥

UHPLC MS/MS QTOF
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Fractionnement par HPTLC

Le fractionnement des extraits par HPTLC (High-  d'acide formique et d'acide acéfique dans les

Performance Thin Layer Chromatography) proportions 2/5/2/2/2.

estillustre en figure 54. 200 ug de chaque

echantillon, préalablement dissous dans du Apres séparation, les molécules presentes dans

méthanol pur a une concentration de 10 mg/ les extraits ont ete revelées par excitation a

mL, ont été deposes sur une plaque de silice 60 254nm et 366 nm, en plus d'une dérivation au

F254nm (Merck). p-anisaldehyde pour mettre en évidence divers
composes comme les stérols, flavonoides,

La phase mobile utilisee efait composee terpenes et autres composes phénoliques.

d'’hexane, d'acétate d'éthyle, de méthanol,

Figure 36
Fractionnement des extraits de chanvre et de I'extrait de silphie VBS-21

Dérivatisation anysaldéhide
UV 254nm UV 366nm UV 366nm
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Désorption des molécules
delaplaquedesilice

Les molécules présentes au sein de ces Pour I'extrait Santhica, les fractions 8 et 14 sont

différentes fractions onf éte désorbées a l'aide actives contre le champignon, tandis que

de 500uL de methanol sous agitation durant les fractions 5 et 6 affectent specifiquement

30minutes a température ambiante. linsecte. La fraction 16 interagit avec les deux
systemes.

La silice a ensuite éte eliminée par cenfrifugation

(10 minutes 13.400 rpm) puis le méthanol a ete Concernant l'extrait Uso 31 T2, les fractions

evapore afin de recupeérer les molecules issues 4, 14 ef 16 agissent sur les deux systemes

de ce fractionnement HPTLC sous une forme de  enzymatiques, fandis que la fraction 11 est plus

matiere seche. Une partie de ces fractionsa été  specifique au systeme insecte.

confrontée a notre technologie Bioshift dans le

but d'identifier les fractions réactives (graphique  Enfin, pour I'extrait VBS-21, 'analyse fongique

en figure 55). met en évidence une réactivité des fractions 4,
/et 8.

Les fractions issues de I'extrait Bialobrzeskie

montrent une forte réactivité des fractions 11, 14  Les fractions identifiées comme réactives ont

ef 16 pour le systeme fongique (courbe rouge) ensuite été analysées par HPLC-MS/MS a

et une activité intéressante contre l'insecte Iinstitut de chimie des substances naturelles

(courbe verte) pour les fractions 3, 5 et 12. (ICSN) de I'Universite Paris-Saclay.

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025 76



Sommaire

ESSAIS COMPLEMENTAIRES ’
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

Figure 37 VBS 21 Bialo

Fractionnement des
extraits de chanvre et de
I'extrait de silphie VBS-21
suivi de la désorption des
molécules sur plaque de
silice et suivi des fractions
réactivent par Bioshift.

Santhica USO31T2
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ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

Identification des fractions d'intérét
etanalyse par HPLC-MS/MS

Afin d'identifier les familles de molécules
responsables des activités antimicrobiennes
(extraits Bialobrzeskie, Santhica, Uso 31 T2 et
VBS-21) et insecticides (extraits Bialobrzeskie,
Santhica, Uso 31 T2), les données d'HPLC-MS/
MS ont efé integrées a un réseau moléculaire
de l'extractotheque de Profilia, regroupant
26.400 molecules.

Ce réseau permet l'identification des familles
moléculaires présentes dans les fractions HPTLC
en fonction de la similarité des spectres de
fragmentation. Les résultats sont résumés aux
pages suivantes

De maniere generale, les fractions contiennent
principalement des composés lipidiques (acides
gras, glycérides, sterols).

Pour I'extrait Bialobrzeskie, les molécules
anfimicrobiennes appartiennent aux familles des
acides coumariques, ferpenes, flavonoides et
alcaloides.

Les molécules insecticides incluent des

isoflavonoides, lignanes, flavonoides et
alcaloides phenoliques.

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025

Dans 'extrait USO 31 T2, les molécules
anfimicrobiennes sont principalement des
polypheénols glycosylés ou non, des alcaloides
tricycliques ou phénoliques, des lactones, des
flavonoides et des terpénes. Pour les composes
insecticides, des coumarines et des dérives
ribonucléosidiques sont également presents.

L'extrait Santhica presente des molécules
anfimicrobiennes telles que des monoterpenes
alcaloides, des terpenes glycosyles, des acides
carboxyliques et des flavanols.

Les molécules insecticides sont principalement
des lignanes, monoterpenes, triterpenes
glycosylés et alcaloides phénoliques ou non.

Enfin, pour I'extrait VBS-21 (silphie), I'activité
antimicrobienne semble étre due a

des molécules monophénoliques, des
isoflavonoides glycosylés, des monoterpenes
glycosylées, des isoflavones, des catéchines et
des alcaloides.
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ESSAIS COMPLEMENTAIRES ,
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

VBS 21 Fractions fongicides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions
identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits de silphie VBS-21

Isoflavonoide

Sommaire

) | £ Stérole Alcaloide
glycosylé e
...] : :
= | ;
e |
| t.] -
R Isoflavone catéchine
Lipide /acide gras
Monoterpene
T
Acide Aminé o T—‘f
(Tri et Dipeptide) | T :
; o Monophénole
Monoterpéne o
glycosylé -

h 5} RS

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025

/9



ESSAIS COMPLEMENTAIRES

ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

Bialo Fractions Fongicides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions
fongicides identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits Bialobrzeskie

Lipide /acide gras

Acide
coumarique

Diterpenes
glycosylés
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Stérole Alcaloide

Flavones

Hydroxy-coumarine

Terpénes
glycosylés
iridoides

Alcaloide
phénolique
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ESSAIS COMPLEMENTAIRES ’
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

Bialo Fractions Insecticides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions
insecticides identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits Bialobrzeskie

Lipide /acide gras Sterole Chalcones
flavonoides
i
Coumarine
Composés
phénoliques Lignanes
glycosylés
Alcaloides
phénoliques
Isoflavonoides
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Santhica Fractions Fongicides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions
fongicides identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits Santhica.

Lipide /acide gras Acide carboxylique Flavonol

Monoterpene
alcaloide

Terpenes glycosylés Flavonoides
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ESSAIS COMPLEMENTAIRES ,
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

Santhica Fractions Insecticides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions

insecticides identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits Santhica.

Lipide /acide gras

Lignanes

Alcaloide
phénolique
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I”I 7? : Triterpéne

Flavonol

Acide carboxylique
aromatique

Alcaloide

Monoterpene
glycosylé

glycosylé
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ESSAIS COMPLEMENTAIRES ’
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

USO31T2 Fractions Fongicides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions
fongicides identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits Uso 31.

Acide carboxylique

Lipide /acide gras aromatique Alcaloide tricyclique
Coumarines
Acide Aminés
TriPeptide
Composé
Terpene polyphénolique
glycosylé
iridoide
Dérivée de flavonoide
Flavonoide
Sesquiterpéne glycosylé
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ESSAIS COMPLEMENTAIRES ’
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

USO31T2 Fractions Insecticides

Récapitulafif des familles moléculaires majoritairement identifiées au sein des fractions
insecticides identifiées comme portant les fonctions biocides au sein des extraits Uso 31.

Acide carboxylique Polyphénol

Lipide /acide gras aromatique alhieoil
Coumarines
Composés
phénolique
hydrophobe
Dérivée Monoterpene
ribonucléoside glycosylé
Dérivée de flavonoide gr;:;r;(;:é

Alcaloide phénolique

Lactone
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ESSAIS COMPLEMENTAIRES ’
ET IDENTIFICATION DE MOLECULES ACTIVES

Conclusion Les extraits de chanvre Bialobrzeskie, Santhica
et Uso 31 T2 montrent une activité insecticide
moderée. Les taux de mortalité des larves de
coléoptere sont significativement différents

« Potentiel antimicrobien confirmé in vivo pour
les extraits de chanvre et de silphie VBS-30,

VBS-27 et VBS-21 du témoin a partir de J2 ou J3. De méme, les
Les analyses in vitro de prédiction de l'activité fractions VBS-FLPP2, VBS-FLP-P3 et VBS-FLP-P5
antimicrobienne via la technologie Bioshift presentent une acfivite insecficide fardive,
ont été confirmées in vivo. Les extraits de significativement différente de la condition
chanvre Bialobrzeskie et Santhica montrent contréle a partir de J2.
un fort potentiel anfimicrobien, avec des faux « Identification des familles moléculaires
d |nh|b!T|on de croissance eleves confre Ie portant les activités biocides
champignon pathogéne Fusarium graminearum,
le champignon lignivore Phanerochaete Le fractionnement suivi d'une analyse
chrysosporium, ainsi que la bactérie gram + déftaillée des fractions porteuses des fonctions
Staphylococcus aureus. Lextrait Uso 31 T2, bien biocides a etfe realise pour les extraifs de
que moins actif, présenfe egalement une activité  chanvre Bialobrzeskie, Santhica et Uso 31 T2,
antimicrobienne inféressante contre ces frois ainsi que pour l'extrait VBS-21 de silphie.
microorganismes. Les familles moleculaires responsables de

. - I'activité anfimicrobienne dans les extraits de
Concernantles extraifs de silphie, VBS-30, VBS- -h 3y re incluent dees ferpenes (monoterpenes,
27 et VBS-21 affichent des ’(rjaux diinhibition de sesquiterpénes), des flavonoides (isoflavonoides,
croissance superieurs a 30% contre les frois flavanols, flavones), des composés phénoliques
microorganismes testes. Ces fests confirment (polyphénols, monophénols), des lactones
donc que l'extrait VBS-19, utilise dans les et des alcaloides. Pour I'activité insecticide,
essais du Laboratoire de Phytopafhologie de des lignanes, des alcaloides phénoliques et
'ULiege ne semble pas posseder de fonction glycosylés, des dérivés ribonucléosidiques et
anfimicrobienne imporfante. des chalcones sont également impliqués.

« Potentiel insecticide confirmé in vivo pour les
extraits de chanvre et fractions purifiees VBS- glycosylés ou non modifis, des flavonoides
FLP-P2, VBS-FLP-P3, ef VBS-FLP-P5 (isoflavonoides glycosylés, isoflavones,

Les prédictions d'activité insecticide basées sur catechines) et des alcaloides comme principales

Bioshift ont également été confirmées in vivo. molecules anfimicrobiennes.

L'extrait VBS-21 presente des monoterpenes

Rapport ExtraWal | Valbiom 2025 86



CONCLUSION GENERALE

Le projet ExtraWal a permis de comparer les
compositions chimiques et les propriétes
biologiques d'extraits de chanvre et de silphie.
Les résultats obbtenus a travers l'analyse des
extraits, leur activite biologique, et leur efficacite
contre des pathogenes fongiques ont offert un
apercu precieux de leur potentiel en tant que
ressources naturelles pour la lutte contre les
maladies des plantes.

Les analyses portant sur le chanvre ont révélé
un fort potentiel antimicrobien et insecticide.
En particulier, les extraits des variétes Ferimon,
Felina, Tygra et Santhica ont démontre une
efficacité contre le pathogene Phytophtora
infestans, fant en utilisation preventive qu'en
curative. Les variétés Bialobrzeskie, Santhica et
Uso 31, qui ont montre des taux d'inhibition
significatifs contre d'autres microorganismes,
incluant Fusarium graminearum, Phanerochaete
chrysosporium et Staphylococcus aureus.

Ces extraifs onf également revelé une activite
insecticide modeérée, avec des taux de mortalité
des larves de coleopteres significativement
différents du témoin.

Les composes responsables de ces effets
incluent des terpenes, flavonoides et alcaloides,
ce qui suggere une large gamme d'applications
possibles dans la gestion des maladies et des
nuisibles.

Sommaire

Les analyses sur la silphie ont permis de mettre
en évidence ses propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes, bien que des reésultats plus
nuances aient emerge. Certfains extraits de
silphie (notamment VBS-30, VBS-27 et VBS-21)
presentent une activité antimicrobienne contre
des pathogenes fongiques, bien que ces effets
restent moderes. Cependant, I'extrait VBS-19,
utilise dans les essais in vitro, n'a pas montre
d'efficacité significative contre les pathogenes
fongiques, ce qui suggere que fous les extraits
de silphie ne possedent pas la méme activite.

Le solvant d'extraction semble jouer un réle
important dans l'efficacité des extraits.

En conclusion, ExtraWal a mis en évidence que
tant le chanvre que la silphie possedent des
propriétés intéressantes pour des applications
biocides, avec des activités antimicrobiennes
et insecticides prometteuses. Cependant, leur
efficacité varie en fonction des extraits, des
concenfrations et des pathogenes ciblés.

Des recherches complémentaires sont
necessaires pour optimiser les methodes
d'extraction et de formulation, ainsi que pour
evaluer le potentiel de ces plantes dans des
conditions réelles de culture et de lutte contre
les maladies et nuisibles.
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