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Résumé : L'hydrolat de sureau (Sambucus nigra L.), dérivé de la distillation domestique a la vapeur, est prometteur

en tant qu'ingrédient multifonctionnel pour les soins de la peau et les applications cosmétiques. Cette étude examine
la composition chimique et les activités biologiques de I'hydrolat de sureau obtenu par distillation a la vapeur. Malgré
l'intérét croissant pour I'hydrolat de sureau, il y a eu un manque d’ études complétes élucidant sa composition
chimique et ses constituants bioactifs potentiels. Pour combler cette lacune, nous avons effectué une analyse détaillée
de la composition, de I'activité antioxydante et de I'antigénotoxicité de I'nydrolat de sureau. Une évaluation génotoxique
et des tests antioxydants (ABTS, DPPH) ont été réalisés pour évaluer ses propriétés biologiques. Nous avons obtenu
un hydrolat de sureau avec un transfert notable de composés aromatiques grace au processus de distillation a la
vapeur, soulignant son efficacité et sa durabilité . La caractérisation chimique a identifié des composés essentiels,
notamment le phénylacétaldéhyde, le 2-acétyl-pyrrole et un composant majeur non identifié, contribuant collectivement
aux propriétés aromatiques et biologiques de I'hydrolat . L'évaluation génotoxique utilisant le test Comet a démontré
les effets protecteurs de I'hydrolat contre les dommages a I'ADN induits par le peroxyde d'hydrogene et la
streptonigrine.

La protection optimale de 'ADN a été observée a 10 % (p/v), attribuée a I'activité antioxydante des composés
identifiés. L'hydrolat a présenté un potentiel antioxydant significatif, démontrant des réponses dépendantes
de la concentration et corrélant des concentrations plus élevées avec une activité antioxydante accrue. Ces
résultats soulignent les multiples facettes de I'hydrolat de sureau, le positionnant comme un ingrédient

naturel prometteur pour les soins de la peau. Cette étude soutient I'hydrolat de sureau en tant que ressource
précieuse pour le développement de produits naturels et durables.

Mots clés : hydrolat de sureau ; distillation a la vapeur; des antioxydants; produits de beauté; caractérisation chimique

1. Introduction

En raison de la sensibilisation accrue a I'environnement, les ingrédients naturels utilisés dans les
produits cosmétiques suscitent un intérét croissant. Pour faire des ingrédients naturels une source
passionnante et économiquement durable de composés bioactifs, la sélection et I'optimisation de
technologies d’extraction appropriées et respectueuses de I'environnement qui permettent la récupération
et la durabilité des analyses cibles sont indispensables.

Le sureau (Sambucus nigra L.) est largement reconnu pour ses applications historiques
et contemporaines dans la médecine traditionnelle, les arts culinaires et les aliments

fonctionnels en raison de sa riche teneur phytochimique [1]. Parmi la diversité des produits dérivés de
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Sureau, les hydrolats suscitent de plus en plus d’attention en raison de leurs bienfaits potentiels pour

la santé et de leurs propriétés multifonctionnelles [2]. Les hydrolats, également appelés hydrolats,

eaux florales ou distillats, sont les coproduits aqueux obtenus lors de I'extraction des huiles essentielles [3].
Ces coproduits ont été appréciés pour leurs profils aromatiques et pour posséder un spectre de composés bioactifs distincts de

ceux trouvés dans les huiles essentielles correspondantes [4]. L'hydrolat de sureau, en particulier, est prometteur en tant que

ressource précieuse pour diverses applications, notamment les cosmétiques et I'aromathérapie [5,6].

Malgré l'intérét croissant pour I'hydrolat de sureau, il reste peu d’ études
approfondies élucidant sa composition chimique et ses constituants bioactifs potentiels.
De telles investigations sont essentielles pour bien comprendre les avantages et les applications potentiels de I'hydrolat. Des
études suggeérent que le sureau posséde des propriétés antioxydantes et antigénotoxiques significatives, mais des enquétes
détaillées sont nécessaires pour comprendre pleinement ses avantages potentiels et ses applications [7,8]. Pour combler cette
lacune, notre étude procéde a une analyse approfondie du profil chimique et des activités biologiques de I'hydrolat de sureau

obtenu par distillation a la vapeur.

Nous utilisons une gamme de méthodologies, notamment la chromatographie en phase
gazeuse et la spectrométrie de masse (GC-MS) pour la caractérisation chimique, les tests
d'antioxydants (ABTS, DPPH) et les évaluations génotoxiques utilisant le test Comet pour évaluer
ses propriétés biologiques. En élucidant le pouvoir antioxydant et I'antigénotoxicité de I'hydrolat de
sureau, nous visons a fournir des informations précieuses sur ses applications potentielles, en
particulier dans I' industrie cosmétique. Nos résultats contribuent au contexte plus large de la
recherche et du développement de produits naturels , mettant en avant I'hydrolat de sureau comme
un ingrédient prometteur, durable et multifonctionnel pour les formulations de soins de la peau.
Cette exploration compléte vise a mettre en lumiére la bioressource polyvalente qu’offre I'hydrolat
de sureau, en soulignant son importance en tant qu’atout durable et précieux pour le développement futur de

2. Matériels et méthodes

2.1. Cellules

Des échantillons de sang périphérique ont été prélevés sur une femme volontaire de 35 ans en bonne santé.
Elle était non-fumeur, ne consommait pas d’alcool, n’avait aucun probléme de santé et n’avait pris aucun médicament depuis six
mois avant I'étude. Cette recherche a été menée avec l'approbation du comité d'éthique de I'Université de Tras-os-Montes et Alto
Douro (Doc4-CE-UTAD-2023) et conformément a la Déclaration d'Helsinki.

2.2. Produits chimiques

La streptonigrine (CAS 3930-19-6) a été achetée auprés de Santa Cruz Biotechnology Inc. de
Santa Cruz, Texas, Etats-Unis. La Fpg (formamido-pyrinidine [fapy] -ADN glycosylase) a été
achetée aupres de New England BioLabs (Ipswich, MA, USA). L'acétate d'éthyle ACS (Reag. Ph.
Eur./USP) et le NaCl ont été achetés aupres de Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, France). L'eau
distillée a été achetée chez MedicalShop (Ponte de Lima, Portugal).
L'appareil de distillation a été acheté aupres d'Agrosprof (Braga, Portugal). Le n-hexane GC-MS (SupraSolv), le phénylacétaldéhyde

et tous les autres produits chimiques ont été achetés auprés de Merck (Darmstadt, Allemagne).

2.3. Solution de lyse La

solution de lyse a été préparée en combinant 2,5 M de NaCl, 0,1 M d'EDTA disodique et 0,01 M de base Tris et en ajustant
le pH a 10. Initialement, le mélange, a I'exclusion du Triton X-100, a été dissous dans de I'eau distillée juste en dessous. le
volume final, avec des quantités précises de chaque composé. Le pH a ensuite été ajusté a 10 en utilisant une solution de NaOH

10 M pendant 1 h a 4 -C. Enfin, 1% de Triton X-100 a été ajouté a la solution de lyse avant utilisation.

2.4. Solution saline tamponnée au phosphate (PBS)

Une solution PBS a été préparée en dissolvant des quantités exactes de 2 mM de KH2PO4, 10 mM de
Na2HPO4, 2,7 mM de KCI et 137 mM de NaCl dans de I'eau distillée, juste en dessous de la valeur finale requise.
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volume. Le pH a ensuite été ajusté a 7,4 en utilisant une solution de HCI 1 M. Enfin, I'eau restante a été ajoutée
pour obtenir le volume final souhaité de la solution PBS.

2.5. Tampon de réaction enzymatique

pour Fpg Le tampon de réaction enzymatique, comprenant 0,04 M de HEPES, 0,10 M de KCI, 0,0005
M d'EDTA et 0,2 mg/mL de BSA, a été formulé dans H20. Le pH de la solution tampon a été ajusté a 8,0
en ajoutant soigneusement une solution de KOH 6 M.

2.6. Solution d'électrophorese

La solution d'électrophorése a été préparée en combinant 0,3 M de NaOH et 1 mM
EDTA dans un flacon, puis ajout d'eau distillée jusqu'a ce que le pH soit inférieur a 13.

2.7. Préparation

enzymatique Disponible dans le commerce, I'enzyme spécifique a la lésion pour le test Comet,
Fpg, provenait de bactéries et stockée a -80 -C en aliquotes aprés la production initiale par plasmide .
Le Fpg décongelé a été dilué conformément aux directives du fournisseur avec un tampon Fpg et
maintenu sur de la glace jusqu'a ce qu'il soit ajouté aux gels pendant les expériences, garantissant
ainsi la fonctionnalité appropriée de I'enzyme.

2.8. Récolte et préparation du sureau

En aodt 2022, des baies de sureau ont été achetées chez INOVTERRA (Vila Pouca de Salzedes,
Portugal). Les baies de sureau séchées ont été conservées dans un récipient en verre hermétiquement
fermé jusqu'a une analyse plus approfondie [9]. Les baies de sureau ont été réduites en poudre a l'aide d'un
moulin a café pour chaque expérience.

2.9. Distillation a la vapeur de sureau

Le rapport approprié matiére végétale/eau pour la distillation a la vapeur peut varier en fonction de
facteurs tels que le type et la quantité de matiere végétale utilisée et le résultat souhaité de I'extraction.
Cependant, une recommandation standard dans la littérature consiste a utiliser un rapport de 1:3 (1 partie
de matiere végétale pour 3 parties d'eau) pour extraire les huiles essentielles des matiéres végétales
(Tableau 1). Il convient de noter que le rapport optimal pour la distillation a la vapeur peut également varier
en fonction de I'appareil de distillation utilisé. Dans nos expériences, un alambic en cuivre a été utilisé. La
procédure est décrite dans le tableau 1 [10].

Tableau 1. Formulation et procédure de distillation a la vapeur de sureau.

Ingrédient 9
Eau distillée 4050
Sureau 1350
Procédure

1. Des baies de sureau séchées ont été placées dans I'appareil de distillation avec I'eau distillée.

2. L'appareil a ensuite été connecté a un condenseur refroidi a I'eau et chauffé a I'aide d'un manteau
chauffant.

3. Une fois que I'eau dans le ballon a atteint le point d'ébullition, la vapeur générée a traversé le
baies de sureau, extrayant les composants de I'huile essentielle.

4. La vapeur se condense ensuite sur les parois du condenseur et s'écoule dans un récipient collecteur.
pendant 1h.

5. Le liquide collecté était un mélange d’huile essentielle et d’eau, séparé a I'aide d’un entonnoir.

6. L'hydrolat a été conservé dans un récipient hermétique et résistant a la lumiére et exposé a un
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2.10. Calcul du rapport herbes séchées/hydrolat

Dans notre étude, le rapport herbe séchée/hydrolat a été calculé comme le rapport du poids de
I'nerbe séchée (sureau) au volume d'hydrolat obtenu, exprimé en pourcentage :

Poids de l'ingrédient (g) x 100
Rapport herbes séchées/hydrolat (%) =
Volume d'hydrolat (mL)

Cette mesure indique quantitativement la quantité de composants volatils des baies de sureau qui sera
transférée avec succés dans I'hydrolat.

2.11. Préparation d'extraits d'hydrolat

L'extraction de I'hydrolat a été réalisée dans des récipients en verre et en triple en utilisant de
I'nexane et de I'acétate d'éthyle comme solvants organiques. Le rapport hydrolat/hexane était de 9:1 (v/
v), avec 9 ml d'hydrolat et 1 ml de solvant organique, et le rapport hydrolat/ acétate d'éthyle était de 8:2
(v/v), avec 8 mL d’hydrolat et 2 mL de solvant organique. Les mélanges ont été agités pendant une nuit
a température ambiante. Ensuite, 0,5 ml de la fraction supérieure ( solvant organique) a été préleve
pour I'analyse GC-MS (section 2.12). Aprés I'analyse, les écarts types relatifs ont été calculés et les
résultats ont été moyennés.

2.12. Profil des substances volatiles déterminé par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS)

Les échantillons d'hydrolats non traités et les extraits d'hydrolats ont été analysés a l'aide d'un
systéme Shimadzu GC-MS (GCMS-QP2010 Ultra, S&o Paulo, Brésil) équipé d'un détecteur MS et
d'une colonne capillaire Rxi-5Sil MS (Restek, Pennsylvanie, Etats-Unis ; 30 m x 0,25 mm, épaisseur du
film 0,25 um). Les températures de l'injecteur et de la source d'ions ont été réglées respectivement a
250 -C et 200 -C. La température de la colonne a été programmée pour augmenter de 40 -C a 220 -C
a une vitesse de 3 -C/min, en maintenant les températures initiale et finale pendant 15 min chacune.
De I'hélium (99,99 %) a été utilisé comme gaz porteur a un débit de 1 mL/min. Des échantillons d'hydrolat
de 0,5 pL et 1,0 pL et des échantillons d'extrait de 1,0 yL ont été injectés a l'aide d'un échantillonneur
automatique en mode divisé, avec des rapports de division de 1:5 et 1:10 pour les échantillons d'hydrolat
et de 1:5 pour les échantillons d'extrait. La détection MS a été réalisée en mode d'ionisation électronique
avec une énergie d'ionisation de 70 eV et la température de la ligne de transfert MS a été réglée a 250 -C.
La plage masse/charge (m/z) allait de 40 a 400, avec une fréquence de balayage de 5 Hz.

L'identification des composés était basée sur la comparaison de leurs spectres de masse et des
indices de rétention avec ceux des composés synthétiques des bibliothéques spectrales du National
Institute of Standards and Technology (NIST11) et des saveurs et parfums des composés naturels et
synthétiques (FFNSC2). Le pic de phénylacétaldéhyde a été confirmé a I'aide d'un étalon de référence.
Les indices de rétention linéaire ont été déterminés par rapport a une série homologue de n-alcanes
(C6-C24). Les concentrations relatives des composants ont été calculées a partir des pics GC sans
facteurs de correction.

2.13. Traitement a I'hydrolat de sureau

Pour le test Comet, quatre concentrations de sureau ont été choisies en fonction des résultats
précédents : 1 %, 5 %, 10 % et 15 % (p/v) [8). Deux traitements ont été préparés : un avec H202 et un
autre avec streptonigrin (SN). Deux expériences indépendantes, espacées de 10 jours, ont été réalisées
pour chaque condition.

Pour appliquer le traitement H202 , 50 yL de H202 ont été mélangés dans 0,5 L de PBS.
L'expérience impliquait la mise en place de dix pots Coplin : le premier contenait uniquement du PBS,
le deuxieme au cinquiéme contenait différentes concentrations de sureau combinées avec du PBS, le
sixiéme contenait la solution traitée au H202 et les quatre autres contenaient diverses concentrations
de sureau combinées avec le PBS. Traitement H202 . Deux diapositives ont été préparées pour
chaque condition. Une lame de chaque ensemble a suivi le protocole standard, tandis que la seconde
a subi une incubation enzymatique avant de continuer. La figure 1 donne un apergu schématique de
ces étapes, illustrant les étapes séquentielles de la procédure.
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2.14. Evaluation génotoxique

Les effets génotoxiques et antigénotoxiques du sureau ont été évalués in vivo a l'aide de
le test Comet sur les cellules mononucléées du sang périphérique humain (PBMC).

2.14.1. Test de cometes dans les PBMC humaines utilisant H202

L'expérimentation a suivi la méthodologie décrite dans [11]. Toutes les solutions et
des lames pré-enduites contenant 1% d'agarose a point de fusion normal ont été préparées a l'avance.
Les échantillons de sang ont été obtenus par piqire au doigt et 25 pyL de chaque échantillon ont été mélangés
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avec 0,8 % d’agarose a bas point de fusion dans du PBS. Par la suite, deux gouttes de 70 uL de ce
mélange ont été placées sur des lames pré-enduites, chacune recouverte d’'une lamelle pour disperser
uniformément la solution. Ce processus a été répété pour chaque concentration examinée. Les lames
ont ensuite été réfrigérées a 4 °C pendant 5 minutes pour permettre a I'agarose de se solidifier avant
de retirer les lamelles. Ensuite, les lames ont été soumises a divers traitements dans des bocaux
Coplin a 37 -C pendant 1 h. Aprés traitement, les lames ont été placées dans une solution de lyse
froide et fraiche. Les lames ont été disposées sans espaces dans la chambre d'électrophorése et
immergées dans un tampon froid de dénaturation et d'électrophorése pendant 20 min. L'électrophorése
a été réalisée dans I'obscurité a 4 -C avec un courant de 300 mA et une tension de 25 V (équivalent

a 0,8 V/cm) pendant 20 min. Aprés électrophorése, les lames ont été lavées séquentiellement dans

du PBS (10 min a 4 -C) et de I'eau distillée (10 min a 4 -C) avant d'étre séchées a l'air. Chaque gel a
été coloré avec 40 uL de DAPI (4’ ,6-diamidino-2-phénylindole) (1 ug/mL dans dH20) et recouvert
d'une lamelle pour examen au microscope a fluorescence (Leica DMLS, Massachusetts, USA) a 400
°C. x grossissement. Cinquante cellules par gel ont été observées et l'intensité de la queue de chaque
cellule a été notée de 0 (pas de queue) a 4 (presque tout I'ADN dans la queue) [12]. Le score final,
exprimé en unités arbitraires allant de 0 a 400, a été calculé a I'aide de la formule de l'indicateur de
dommages génétiques (GDI).

Idicateur de dommages génétiques
(GDI) = [(% classe nucléoide 0) x 0)] + [(% classe nucléoide 1) x
1)] +[(% classe nucléoide 2) x 2)] + [(% classe nucléoide 3) x 3)]
+[(% classe nucléoide 4) x 4)]

De plus, une autre lame pour chaque condition a subi une incubation enzymatique. Apres lavage avec le
tampon B a 4 °C, I'enzyme Fpg diluée (50 pL) a été appliquée sur chaque gel et incubée dans une boite plus humide
a 37 -C pendant 30 min. L'électrophorése et les étapes suivantes ont été réalisées conformément au protocole.
L'utilisation de gel d'agarose pour incorporer les cellules dans le test Comet sert a immobiliser les cellules et a
sauvegarder leur intégrité structurelle au cours des étapes de test ultérieures. Cette méthodologie est couramment
utilisée lors de I'analyse de cellules adhérentes ou en croissance monocouche, facilitant leur manipulation et leur
manipulation [13]. Le gel d'agarose fournit une matrice de soutien qui encapsule les cellules, empéchant ainsi leur
délogement ou leur perturbation lors des étapes ultérieures du test telles que la lyse cellulaire et I'électrophorese.
L'intégration des cellules dans I'agarose garantit leur répartition uniforme sur les lames de microscope, permettant
une analyse uniforme [14].

De plus, la nature poreuse de I'agarose facilite la diffusion de la solution de lyse et d’autres réactifs tout en
maintenant l'intégrité cellulaire. Cela élimine efficacement les protéines cellulaires et les contaminants pendant la
lyse, améliorant ainsi la visualisation et I'analyse des dommages a I'ADN [ 13,15]. En revanche, les cellules en
suspension nécessitent I'incorporation d’agarose pour I'analyse du test Comet. Les cellules en suspension se
disperseraient pendant I'électrophorése, ce qui entraverait une évaluation précise des niveaux de dommages a
I'ADN. L'intégration de ces cellules dans l'agarose les immobilise, garantissant une analyse cohérente et fiable des
dommages a I'ADN dans les étapes suivantes du test Comet [16,17].

2.14.2. Test des cométes dans les PBMC humaines utilisant SN

Le protocole est resté cohérent avec les procédures précédentes, mais le traitement a varié.
Dans cette expérience, quatre concentrations de sureau ont été dissoutes dans un mélange de SN et de PBS. Une
gouttelette de 50 uL de cette solution a été placée sur le gel d’agarose et I'échantillon de sang, puis recouverte d’'une
lamelle. Par la suite, les lames ont été incubées a 37 -C pendant 1 h avant d'étre immergées dans une solution de
lyse et en suivant le protocole établi.

2.15. Dosage du peroxyde d'hydrogene (H202)

La capacité de I'hydrolat a favoriser la dismutation de H202 a été évaluée en utilisant une
modification de la méthode décrite précédemment [18]. Cette méthode est basée sur la conversion
de l'acide homovanillique (HVA) en son dimére fluorescent en présence de H202 et de peroxydase
de raifort (HRP). Quatre concentrations différentes ont été utilisées pour évaluer la possible dismutation.
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capacité de concentration de I'hydrolat de sureau (1%, 5% et 15% p/v). L'hydrolat de sureau a été
incubé dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7,4) en présence de 20 mM de H202, 0,1 mM de
HVA et 6,4 mg/mL de HRP. Au bout de 5 minutes, la réaction a été arrétée avec 0,5 ml de tampon
glycine froid (pH 12,0). La fluorescence de la solution a été mesurée a 312 nm pour l'excitation et
a 420 nm pour les longueurs d'onde d'émission avec un spectrofluorimétre Varian Eclipse. La
génération de peroxyde a été calculée a I'aide d'une courbe standard de H202, et les niveaux de
H202 ont été exprimés en nmol de dismutation de H202 /min.

2.16. Activité antioxydante
2.16.1. Activité de piégeage des radicaux ABTS

Le test de suppression des radicaux ABTS a été évalué selon une méthode décrite
précédemment [19], avec quelques modifications. Le test de décoloration des cations radicaux
ABTS a évalué Il'activité de capture des radicaux libres de I'hydrolat de sureau. Pour initier la
formation du radical cationique ABTS<+, 7 mM d'ABTS ont été mélangés avec 2,5 mM de
persulfate de potassium (1:1 p/p) dans de I'eau et laissés incuber dans I'obscurité a température
ambiante pendant 12 a 16 h avant utilisation. La solution ABTSe<+ résultante a été diluée avec
du méthanol jusqu'a atteindre une absorbance de 0,700 a 734 nm. Aprés avoir ajouté quatre
concentrations différentes de I'hydrolat (1 %, 5 % et 15 %, p/v) a la solution ABTS<+ diluée,
I'absorbance a été mesurée 30 minutes aprés un mélange minutieux. Chaque test comprenait
un blanc de solvant approprié et toutes les mesures ont été effectuées en triple. Le pourcentage
d'inhibition de I'absorbance a 734 nm a été calculé a 'aide de la formule :

(AB - AA)
Effet récupérateur ABTS#+ (%) = x 100 2 jyg

ou AB représente I'absorbance du radical ABTS mélangé au méthanol. AA
représente l'absorbance du radical ABTS mélangé a I'hydrolat ou au standard de sureau.

La capacité antioxydante équivalente du Trolox (TEAC) a été calculée en préparant une courbe Trolox standard
d'une solution standard de Trolox.

2.16.2. Test de suppression des radicaux DPPH

La capacité d’élimination des radicaux libres DPPH des échantillons provenant de I'hydrolat
de sureau a été évaluée selon une méthode décrite précédemment [20], avec de légers
ajustements, en utilisant le radical DPPH stable, qui présente un pic d’absorption a 515 nm. Une
solution du radical DPPH a été préparée en dissolvant 2,4 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol.
A 3,995 ml de DPPH méthanolique, une solution d'essai (1 %, 5 % et 15 % p/v) a été ajoutée. Le mélange
a été vigoureusement agité et laissé a température ambiante dans I'obscurité pendant 30 minutes. L'
absorbance du mélange réactionnel a ensuite été mesurée a 515 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre.
De plus, I'absorbance du radical DPPH sans hydrolat (c'est-a-dire le blanc) a été mesurée.
Toutes les expériences ont été menées en triple. La capacité a piéger le radical DPPH a été
déterminée a l'aide de I'équation suivante :

(AB - AA)
DPPH récupéré (%) = . X100

UNB
ou AB représente I'absorbance du blanc a t = 0 min, et AA représente I'absorbance de I'hydrolat
a t = 30 min. La capacité antioxydante équivalente du Trolox (TEAC) a été calculée en préparant
une courbe Trolox standard d'une solution standard de Trolox.

2.17. Analyse statistique

L'analyse des données a été réalisée a I'aide du logiciel IBM SPSS Statistics, version 20 (Chicago,
IL, USA). L'évaluation statistique comprenait une analyse de variance (ANOVA), suivie de tests post hoc
avec la méthode de Tukey. La signification statistique a été déterminée a des valeurs de p inférieures a
0,05.
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3. Résultats
3.1. Distillation a la vapeur de sureau

Dans cette étude, 3 330 ml d’hydrolat ont été obtenus. Le rapport herbe séchée/hydrolat était
déterminé a 40,54 %. Cette mesure fournit des informations précieuses sur I'efficacité du
processus de distillation a la vapeur, indiquant le degré d'enrichissement d'un hydrolat en matiéres volatiles
composés. Plus la masse de I'hnerbe séchée est élevée, plus la teneur en substances volatiles est élevée.
composés dans 'hydrolat.

Le pH de I'nydrolat obtenu a été mesuré a l'aide d'un pH-métre (MP511, Benchtop,
Apera Instruments, Columbus, OH, USA), et la valeur du pH s'est avérée étre de 3,35.

3.2. Caractérisation chimique

L'analyse directe de I'hydrolat, c'est-a-dire I'analyse de I'hydrolat non traité, a révélé le
présence de trois composeés, le phénylacétaldéhyde, le 2-acétyl-pyrrole et un inconnu
composé (tableau 2), représentant 26,7 %, 13,7 % et 59,7 % de la composition totale
en fonction de leurs intensités de pointe relatives, respectivement. Le phénylacétaldéhyde était alors
quantifié a I'aide d’une courbe d’étalonnage standard. En utilisant un volume d'injection de 1 uL, une
concentration de 0,063 + 0,083 mg/mL a été déterminée pour la division 1:5 et une concentration
de 0,068 + 0,047 mg/mL pour la répartition 1:10. En utilisant un volume d’injection inférieur (0,5 uL), il est préférable
la répétabilité a été atteinte, en particulier dans la division 1:5 ; la concentration de phénylacétaldéhyde
était de 0,096 + 0,049 mg/mL.

Tableau 2. Caractérisation chimique.

Echantillons non traités Zone %
26,7% Phénylacétaldéhyde
13,7% 2-acétyl-pyrrole
59,7% MS : 43 (100) 44 (72) 144 (60)

Quantification du phénylacétaldéhyde

0,5 pL, divisé 1:5 0,096 + 0,049 mg/ml
0,5 pL, divisé 1:10 0,160 + 0,074 mg/ml
1 L, divisé 1:5 0,063 + 0,083 mg/ml
1 pL, divisé 1:10 0,068 + 0,047 mg/ml
Extraits d'hexane Zone %
3,1% n-hexanal
4,5% Furfural
82,6% Phénylacétaldéhyde
2,2% (E)-béta-damascénone

Quantification du phénylacétaldéhyde

1 pL, divisé 1:5 0,025 + 0,001 mg/ml
Extraits d'acétate d'éthyle Quantification du phénylacétaldéhyde
1 L, divisé 1:5 0,069 + 0,003 mg/ml

Dans les extraits hydrolats a I'acétate d'éthyle, seul le phénylacétaldéhyde a été détecté dans
une concentration moyenne de 0,069 + 0,003 mg/mL, ce qui correspond a la concentration
de 0,009 mg/mL dans I'hydrolat. Quatre composés ont été détectés dans les extraits a I'hexane,
n-hexanal, furfural, phénylacétaldéhyde et (E)-béta-damascénone, représentant 3,1%,
4,5 %, 82,6 % et 2,2 % de la composition totale selon leur intensité maximale relative, respectivement .
Les quatre composeés ont déja été signalés comme constituants volatils des baies de sureau [21]. La
concentration moyenne de phénylacétaldéhyde était de 0,025 + 0,001 mg/mL,
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2,2% (E)-béta-damascénone

Quantification du phénylacétaldéhyde
1 uL, fractionné 1:5 0,025 + 0,001 mg/mL 9 sur 21
Extraits-d'acétated'éthyle——— Quantification-du-phénylacétaldéhyde——————
1 uL, fractionné 1:5 0,069 + 0,003 mg/mL
ce qui correspond a une concentration de 0,003 mg/mL dans I'hydrolat. La répétabilité
&Q%ﬁ@@&%g[@@p&@f_&ﬂ%@&%g'éthyle étaient bonnes.

des célABResstigzdenkhivalyation des dommages a I'ADN dans les PBMC a été réalisée a I'aide de la méthode 3.3. Test
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Figure 3. Evaluation de I'indicateur de dommages génétiques (GDI) dans les PBMC humaines. Les valeurs moyennes de
Figure 3. Evaluation de l'indicateur de dommages %en_ethue;s (GDI) dans les PBMC humaines. Les valeurs moyennes
es dommages a 'ADN, u%ntlflees en_ unités arbitraires a I'aide du test Comet in vivo , ont ete_determlqees dan?
les dommages a I'ADN, quahtifies en unités arbitraires a I'aide du test in vivo Comet, ont ete déterminés a la fois dans Jes
groupes non contestés et dans ceux soumis a une provocation par H202 . La désignation « C » correspond au controle
les groupes non contestés et ceux contestés par H202. La désignation « C » correspond au %'oupe témoin traité
exclusivement avec du PBS. Les désignations 'C1', 'C5', 'C10’ et 'C15' correspondent au PB
groupe traite exclusivement avec du PBS. Les designations « C1 », « C5 », « C10 » et « C15 » correspondent au
traitement PBS et a la concentration respective en hydrolat de sureau (1.: 1 %, 5 - 5;/0, 10:10 % et 15: 15 %).
tral(t:ement et JP concentration respective d'hydrolat de' sureau (t1 Eg) 5:5 %, 10710 % et 15:15 %2,
« C+ » signifie le groupe soumis uniquement au traitement H202 . Les groupes testés se distinguent par =
« G+ » signifie le groupe soumis uniquement au traitement H202 . Les groupes testés se distinguent par des abréviations
désignant l'in re?;en consututlf,((Fb : hxdr_ola,t E Sﬁreau& eﬁ le ) ) ,
des abréviations designant I'ingrédient constitutif (EbH : hydrolat de sureau) et la concentration respective de I'hydrolat
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Dans la catégorie 'Basal Damage + Oxidative Damage', le groupe 'EbH1' expose le
moye RSB JARIRA0HIE < RBIBYIBLRRNINEFBNIRME IR RSB surlaarQuPesnhold 1 » présente les dommages
Dommage0noyans #0'ADNGaS pluprisdbiesieatdilegraipaitiaide dthdeyabdel UDeaLE hesrgronpésisemoins (« C »,
UesggenypseksikéCxcligMemenCavecd2 02 X ««O315) 9) essanirdiemadinopenhe significaidvameagbplés' ABMEEncore
IHgR [ tIafdarnaremR AR, ingisyarices el asnAiQLaUR M MIRRRCSS daigyia sy FrabRRERgeent plus

Eﬂm’rﬁ%}ges a I'ADN, indiquant ses effets génotoxiques prononcés (Figure 4, Dommages basaux + Dommages oxydatifs).
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Dommages moyens a I'ADN les plus faibles parmi les groupes traités a I'hydrolat de sureau. Semblable
aux catégories précédentes, le groupe exclusivement exposé au H202 (« C+ ») a présenté des dommages
moyens a I'ADN nettement plus élevés, soulignant son impact génotoxique accru. En analysant les
données GDI avec Fpg (Figure 4, Oxidative Damage NET), il devient évident que le résultat optimal est
apparu avec le traitement a 1 %, présentant les dommages a I'ADN les plus mineurs parmi toutes lei® sur 21

concentrations testees.
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ingrédient (EbH : hydrolat de sureau) et la concentration respective en hydrolat de sureau (1:1%, ingrédient (EbH :
Ey:qof‘ﬁk,a,‘f’c?:s’r‘é‘%zujteféa: S B L S S N O &% PR Vel Bandard. « Dégats basaux + oxydatifs 5 : 5 %,
BR4AQ Yo fldnitdIde) ubGERAYTES R ER IREIRP BRGNS &ERY S PR RE PUBESSSHPSEY DE SR FRIL represente
sacdegaisislebanxry viilisant haat fisRegdisrnaydatifadiat -caBRAaREPxydatifs », 'astérisque unique représente
difmasesnigificaliveryrstegg. tCileseeniitnesin BwamB§esttademilemponirabigde 8xXpdtitd Wol'astérisque unique signifie
énstite ' téniob Svet P8 & 16 editEbidAOEDE deubRs attéfiskjue représente des différences significatives entre le
diffremcestenitie '« € e s dademppntosr EbHoalidast8risgpieSdniflee triple astérisque représente entre « C10 » et
ditersneer siondnriivesartena aitemant smeinaret ERPIgtislAlsMesLRRid de 15 % et avec des différences entre
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'I%g'tgﬁ's%a'é %ﬁtqueug;r‘leop'r%tsgfé ggtsredl' ('e1rse'necte'sC ;i'gnificatives entre « C1 » et « C+ » et entre « C10 » et et entre « C+ » et
oS lesstaiteaseditsd EbiHust8Nt (@oreerstaridard NET de dommages oxydatifs », le

un seul astérisque représente des différences significatives entre « C1 » et « C+ » et entre « C10 » et « C+ ».
Les bareas gffsteudi aifesidsteeuestadsisticitions d'hydrolat de sureau sur les dommages a I'ADN ont été

examinés dans des conditions basales et basales plus stress oxydatif (Tableau 3). Sous Par ailleurs, dans

conditlBriE IR RGLLBALEE BTG Motk AIURST & BRI SBM%'95,00 et un % 'ADN dans
IDomma gmqps a 'ADN I?%Rlus.f%blgs pﬁrmi les groupes trt’:lités a I'nydrolat d uredaeu[.aswgléﬁsble a

a queu es‘groupes es a r'hydrolat de streau presentaient une’augmentation
catégories précédentes, le groupe exclusivement exposé au H202 (« C+ ») présentait une augmentation notable
signifient des dommages a I'ADN, soulignant son impact génotoxique accru. Analyser le GDI
données avec Fpg (Figure 4, Oxidative Damage NET), il devient évident que le niveau optimal
Le résultat est apparu avec le traitement a 1 %, mettant en évidence les dommages a I'ADN les plus mineurs parmi
toutes les concentrations testées.
Les effets des différentes concentrations d'hydrolat de sureau sur les dommages a 'ADN
ont été examinés dans des conditions de stress basal et basal plus oxydatif (Tableau 3). Sous

conditions de dommages basaux, le groupe témoin (« C ») a montré un GDI de 15,00 et un % d'ADN
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dans la queue de 3,75. Les groupes traités a I'nydrolat de sureau ont présenté une augmentation de 'ADN
dommages avec des concentrations plus élevées. 'EbH 1' avait le GDI le plus bas de 14,75 et le % d'ADN dans
la queue de 3,69. Dans la condition combinée « Dégats basaux + Dommages oxydatifs », le contrdle
Le groupe a montré un GDI de 44,25 et un % d'ADN dans la queue de 11,06. L'hydrolat de sureau

les groupes de traitement ont également montré une augmentation des dommages a I'ADN avec des concentrations plus élevées. Le
Les dommages a I'ADN les plus faibles ont été observés dans 'EbH 1', avec un GDI de 25,75 et un % d'ADN dans la queue de
6.44. Ces résultats indiquent que I'hydrolat de sureau induit une augmentation dose-dépendante de
Dommages a I'ADN dans des conditions de stress basal et oxydatif, avec la concentration la plus élevée
(« EbH 15 ») causant les dégats les plus importants.

Tableau 3. Effets antigénotoxiques de I'nydrolat de sureau sur les dommages a I'ADN dans le sang périphérique humain

cellules mononucléées avec agression H202 .

Traitement GDI % d'ADN dans la queue

Dommages basaux

o] 15h00 3,75
C1 7h50 1,88
C5 9h50 2,38
C10 17h00 4.25
C15 13h50 3.38
C+ 137.41 34h35
EbH1 14h75 3,69
EbH 5 17h00 4.25
EbH 10 19h25 4,81
EbH 15 20h50 5.13
Dommages basaux et oxydatifs
o] 44.25 11.06
C1 15,00 3,75
C5 21,75 5.44
Cc10 23,75 5,94
C15 25,25 6.31
C+ 182,50 45.63
EbH1 25,75 6.44
EbH 5 30,50 7,67
EbH 10 31,50 7,88
EbH 15 37,50 9h38

3.4. Test des comeétes : défi SN

L'enquéte sur les dommages a I'ADN dans les PBMC a révélé des résultats distinctifs
dans les différents groupes de traitement. Dans la catégorie « Dommages basaux », ou les concentrations de
sureau ont été testées, le groupe a été traité avec une concentration de 1 % de sureau.
(« EbH1 ») présentait systématiquement les dommages moyens les plus faibles a I'ADN, ce qui suggére un potentiel
effet protecteur contre le stress génotoxique. A l'inverse, les groupes témoins (« C », « C1 », « C10 »,
et 'C15') présentaient différents niveaux de dommages a I'ADN (Figure 5). En analysant les données du GDI, il
devient évident que le résultat optimal est apparu avec le traitement a 1 %, mettant en évidence le
les dommages a I'ADN les plus mineurs parmi toutes les concentrations testées.

L'analyse approfondie des dommages a I'ADN dans les PBMC a l'aide de divers traitements a révélé des
résultats nuancés dans les différents groupes expérimentaux. Dans les « Dommages basaux
+ Catégorie « Dommages oxydatifs », le sous-groupe « EbH5 » présentait 'ADN le plus faible observé
dommages (Figure 6, Dommages basaux + Dommages oxydatifs). Suivant de prés, le 'EbH1"
Le sous-groupe a démontré des dommages a I’ADN relativement inférieurs. De méme, dans le sous-groupe
« Oxidative Damage NET », le sous-groupe « EbH10 » illustre le moins de dommages a I'ADN observés.
(Figure 6, Dommages oxydatifs NET). En prétant attention aux données GDI avec Fpg (Figure 6,
Dommages Oxydatifs NET), il devient évident que le résultat le plus favorable a été obtenu

avec le traitement a 10 %, comme en témoigne le niveau le plus bas enregistré de dommages a I'ADN.
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Des concentrations plus élevées ont entrainé une augmentation des dommages a I'ADN, avec « EbH 15 » montrant
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Les effets de différentes concentrations d’hydrolat de sureau sur les dommages a I’ADN
ont été étudiés sous le stress « Dégats basaux » et « Dégats basaux + Dommages oxydatifs »
conditions. Dans les conditions de dommages basaux, le groupe témoin (« C ») a présenté un GDI
de 15,00 et % d'ADN dans la queue de 3,75. Parmi les soins a I'hydrolat de sureau, le
Les dommages a I'ADN les plus faibles ont été observés a 'EbH 1', avec un GDI de 21,00 et un % d'ADN dans la queue

de 5,25. Des concentrations plus élevées ont entrainé une augmentation des dommages a I'ADN, avec « EbH 15 » montrant

le GDI le plus élevé de 58,75 et le % d'ADN dans la queue de 14,69 (tableau 4).

Tableau 4. Effets antigénotoxiques de I'hydrolat de sureau sur les dommages a I'ADN dans le sang périphérique humain

cellules mononucléées avec insulte SN.

Traitement GDI % d'ADN dans la queue

Dommages basaux

Cc 15h00 3,75
C1 7h50 1,88
C5 9h50 2,38
C10 17h00 4.25
C15 13h50 3.38
C+ 137.41 34h35

EbH1 21h00 5.25

EbH 5 31.75 7,94

EbH 10 54h00 13h50

EbH 15 58,75 14.69
Dommages basaux et oxydatifs

Cc 44,25 11.06
C1 15,00 3,75
C5 21,75 5.44
C10 23,75 5,94
C15 25,25 6.31
C+ 182,50 45.63

EbH1 62,50 15.63
EbH 5 59,50 14.88
EbH 10 72,50 18.13
EbH 15 87,00 21h75

Dans la condition combinée « Dommages basaux + Dommages oxydatifs », le groupe témoin
a montré un GDI de 44,25 et un % d'ADN dans la queue de 11,06. Les dommages a I'ADN les plus faibles parmi
les traitements a I'hydrolat de sureau ont de nouveau été observés a 'EbH 1', avec un GDI de 62,50
et % d'ADN dans la queue de 15,63. Semblable a I'état basal, des concentrations plus élevées ont conduit a
de plus grands dommages a I'ADN, avec 'EbH 15" affichant le GDI le plus élevé de 87,00 et le % d'ADN dans
la queue de 21,75.

Ces résultats indiquent que, méme si le traitement a I'hydrolat de sureau au niveau le plus bas
la concentration (« EbH 1 ») présente le moins de dommages a I'ADN parmi les concentrations testées,
cela entraine toujours des dommages a I'ADN plus élevés que le groupe témoin sous conditions basales et oxydatives
conditions de stress.

3.5. Activité de récupération du peroxyde d’hydrogéne

Nous avons évalué la capacité de I'hydrolat de sureau a dismuter le H202 pour comprendre
si l'effet protecteur observé en termes de génotoxicité résultait du fait que
I'nydrolat de sureau a un effet direct sur le H202. Cependant, nous avons constaté que I'hydrolat
n'a pas favorisé la dismutation du H202. Cependant, ce résultat nous permet d’exclure une
possible interaction directe de I'hydrolat avec H202, le convertissant en des formes moins nocives.
Par conséquent, I'effet observé de I'hydrolat pourrait neutraliser les radicaux libres formés par le
action du H202 dans les cellules ou par l'activation des systéemes de réparation de I'ADN présents dans les cellules,
aidant a corriger les dommages causés par le H202 avant qu’ils ne deviennent permanents.

Par conséquent, I'effet protecteur observé de I'hydrolat de H202 peut étre attribué a la
combinaison de ces mécanismes, ce qui réduit les dommages a 'ADN causés par le peroxyde d’hydrogéne.
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4. Discussion

4.1. Distillation a la vapeur de sureau

Basés sur le rapport herbe séchée/hydrolat calculé, les résultats mettent en évidence une efficacité
transfert de composés aromatiques et volatils issus du sureau, démontrant la maitrise du procédé d'extraction
et, a terme, le potentiel d'applications thérapeutiques ou cosmétiques,
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L'impact des différentes concentrations d’hydrolat sur I'activité antioxydante a également été
étudié a I'aide du test DPPH. Les valeurs équivalentes de Trolox ont été déterminées a des
concentrations de 0 %, 1 %, 5 % et 15 % d'hydrolat. Comme prévu, I'hydrolat de sureau présente
une activité antioxydante car, au cours du processus d'extraction, certains composés antioxydants
(par exemple, le furfural, le phénylacétaldéhyde et la (E)-béta-damascénone) sont libérés de la baie
et dissous dans I'eau. Etonnamment, les résultats ont révélé une relation non linéaire entre la
concentration d’hydrolat et 'activité antioxydante. A une concentration de 1 % , la valeur équivalente
de Trolox a augmenté de maniére significative par rapport a la valeur de base, suggérant une
influence positive de I'nydrolat sur les propriétés antioxydantes. Cependant, a 5 %, une diminution
des valeurs équivalentes de Trolox a été observée, indiquant un effet complexe dépendant de la
concentration. Etonnamment, I'activité antioxydante la plus élevée a été observée & une concentration
d’hydrolat de 15 %, soulignant la présence d’'une concentration optimale pour une efficacité maximale.

4. Discussion 4.1.
Distillation a la vapeur de sureau

Basés sur le rapport herbe séchée/hydrolat calculé, les résultats mettent en évidence un
transfert efficace des composés aromatiques et volatils des baies de sureau, démontrant la
compeétence du processus d'extraction et, finalement, le potentiel d'applications thérapeutiques ou
cosmétiques, soulignant également I'importance de la vapeur. la distillation comme technique d’extraction dure
Cependant, il faut tenir compte du fait que les variations du rapport herbe séchée/hydrolat peuvent
provenir de facteurs tels que les caractéristiques du matériel végétal, les paramétres de distillation et la
manipulation pendant la collecte et la séparation, alors que ceux-ci peuvent affecter de maniere
significative I efficacité de la distillation. . Le niveau de pH observé affecte les applications potentielles
et souligne la nécessité d’'un contréle qualité précis. L'ajustement du pH pour des applications spécifiques
peut améliorer I'utilité de I'hydrolat de sureau dans diverses industries.

Cette étude explore le potentiel d'utilisation du sureau dans les cosmétiques naturels, en étudiant la
distillation a la vapeur comme méthode accessible pour obtenir de I'hydrolat de sureau. Les résultats contribuent a
comprendre les bienfaits du sureau pour la santé de la peau, en soulignant la durabilité de la distillation a la vapeur
pour I'extraction aromatique et thérapeutique. Par ailleurs, a notre connaissance, il s’agit de la premiére étude
portant sur la composition et les propriétés biologiques in vitro de I'hydrolat de sureau.

Cette étude contribue également a une meilleure compréhension de la caractérisation des
constituants volatils de I'hydrolat de sureau. Dans I'analyse des hydrolats, I'extraction liquide-liquide
est généralement utilisée pour extraire les composeés volatils dans un solvant organique en raison
des limites de la GC-MS en tant qu'outil d'analyse d'échantillons aqueux [22]. L'hexane est le plus
couramment utilisé comme solvant organique [23], bien qu'il ne soit pas un solvant d'extraction
optimal pour identifier la composition d'un hydrolat, car il s'agit d'un solvant hautement apolaire (logP
= 3,90). Par conséquent, nous avons également utilisé une extraction a I'acétate d’éthyle, qui est plus
polaire (logP = 0,73) que 'hexane mais ne se mélange toujours pas a I'eau. Considérant qu’'un
hydrolat est une solution aqueuse de composés volatils et que les composés volatils polaires sont
présents a des teneurs plus élevées que les composés moins polaires, nous nous attendions a
détecter davantage de composés dans I'extrait a I'acétate d’éthyle. Cependant, ce n’était pas le cas ;
nous n'avons pu détecter que du phénylacétaldéhyde dans I'extrait a I'acétate d'éthyle, tandis que la
(E)-béta-damascénone, le n-hexanal et le furfural ont également été détectés dans I'extrait a I'hexane, mais en

Généralement, le nombre total de composés détectés dans un hydrolat dépend de la méthode
choisie pour analyser I'hydrolat, avec moins de composés susceptibles d'étre détectés lorsque
I'nydrolat est appliqué directement sur le GC-MS, c'est-a-dire sans prétraitement ni préparation du
échantillon, que lorsqu'il est préalablement extrait avec une phase organique telle que I'hnexane ou
I'acétate d'éthyle. Compte tenu de cela, nous concluons que I'analyse directe GC-MS de I'hydrolat
non traité ainsi que I'analyse des extraits sont nécessaires pour obtenir les informations les plus
détaillées possibles sur la composition d’un hydrolat.

Le sureau est largement reconnu pour sa diversité de composés bioactifs, notamment
des antioxydants, des vitamines et des acides gras essentiels [5]. Les propriétés antioxydantes
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Les fruits du sureau présentent un intérét particulier, car ils ont le potentiel de lutter contre le stress
oxydatif et de prévenir le vieillissement prématuré. Cela concorde avec des études antérieures
suggérant la capacité du sureau a protéger la peau des dommages causés par les radicaux libres [8].
Ces résultats soulignent également les propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes du sureau,
qui contribuent a sa capacité a apaiser la peau irritée et a se défendre contre les infections potentielles.
Les propriétés antigénotoxiques rapportées dans le sureau présentent un intérét significatif, suggérant
un lien entre son utilisation et ses bienfaits anti-d4ge. Dans I'ensemble, les attributs multiformes du
sureau le positionnent comme un ingrédient naturel prometteur pour améliorer la santé de la peau et
répondre a divers problémes cutanés. Nous pensons que les résultats de notre étude élargissent les
possibilités d' application du sureau en démontrant les effets biologiques testés de I'hydrolat de
sureau, qui indiquent des propriétés cosmétiques ou thérapeutiques potentielles.

L'importance de la distillation a la vapeur dans I'extraction des huiles essentielles et des hydrolats a partir de
matieres végétales, enracinées dans la médecine traditionnelle et I'aromathérapie, minimise les déchets et soutient

les pratiques respectueuses de I'environnement. La production d’hydrolat de sureau correspond a la demande de
l'industrie pour des alternatives naturelles et durables.

La fabrication de produits cosmétiques par distillation a la vapeur permet une personnalisation adaptée
aux types et préférences de peau individuels, s'alignant ainsi sur la tendance des régimes de soins de la
peau personnalisés. Une observation notable s’est produite au cours de I'étude puisque la présence d’huile
essentielle a été visuellement pergue lors de la distillation a la vapeur, mais aucune n’a été collectée. Cela a
donné lieu a une enquéte sur les facteurs qui influencent cela, tels que les variabilités de la teneur en huile
essentielle, la volatilité et les composés alternatifs potentiels conférant des caractéristiques aromatiques. Des
erreurs ou des parameétres sous-optimaux dans le processus de distillation peuvent avoir contribué, soulignant
la nécessité d' une réévaluation méticuleuse pour mieux comprendre la dynamique de la distillation a la
vapeur et ses implications pour I'extraction de composés aromatiques précieux.

4.2. Evaluation génotoxique

Les effets protecteurs observés de I'hydrolat de sureau contre le stress génotoxique, tels que révélés
par le test Comet avec des défis H202 et SN, s'alignent sur les propriétés connues du sureau, en particulier
sa riche composition phytochimique (24).

L'augmentation des dommages a I'ADN observée dans le groupe « C+ » exposé uniquement
au H202 souligne I'impact génotoxique prononcé du peroxyde d'hydrogéne. En revanche, la relation
concentration-dépendante observée dans les groupes traités a I'hydrolat de sureau suggére une
interaction nuancée entre les concentrations d’hydrolat et la protection de I'ADN. Cela correspond
aux propriétés antioxydantes déterminées de I'hydrolat de sureau, car les antioxydants sont connus
pour éliminer les espéces réactives de I'oxygéne, réduisant ainsi les dommages induits par le stress
oxydatif sur les composants cellulaires, y compris I'ADN.

Le résultat optimal observé avec le traitement a 10 % d'hydrolat de sureau dans la condition SN et le
traitement a 1 % dans la condition H202 suggeére un effet protecteur potentiel spécifique a la concentration. Cette
découverte peut étre attribuée a I'équilibre optimal des composés bioactifs a cette concentration, car des
concentrations plus élevées présentaient des tendances a une augmentation des dommages a I'ADN. Les
concentrations de 1 % et 10 %, avec leurs dommages minimes a I'ADN et une réduction notable de la génotoxicité,
mettent en évidence le potentiel de I'hydrolat de sureau pour atténuer le stress oxydatif. En outre, I'hydrolat
améliore probablement les systemes de défense antioxydants cellulaires , notamment la régulation positive des
enzymes antioxydantes ou I'élimination directe des radicaux libres.

De plus, les divers résultats observés avec les différentes concentrations d'hydrolat et les défis soulignent la
complexité des effets de I'hydrolat de sureau sur les dommages a I'ADN. Les nuances des résultats peuvent étre
liées aux variations des concentrations de composés phytochimiques spécifiques dans I'hydrolat de sureau, chacun
contribuant différemment a sa capacité protectrice globale.

La présence de phénylacétaldéhyde, de 2-acétyl-pyrrole et de composés non identifiés dans I'hydrolat de
sureau suggere une bioactivité potentielle qui pourrait étre en corrélation avec les effets génotoxiques observés.
Phénylacétaldéhyde, prédominant (26,7 %) dans I'hydrolat tel que déterminé en utilisant I'échantillon non traité,
ainsi que dans l'acétate d'éthyle (100 % ; c'était le seul
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composé détecté) et des extraits d'hexane (82,6 %), est un composé parfumé connu qui a démontré

diverses activités biologiques, notamment des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes

[ 25-27]. Ces propriétés pourraient contribuer aux effets antigénotoxiques observés dans le test

Comet, car les antioxydants sont connus pour atténuer les dommages a I'ADN induits par le stress oxydatif.
Le composé non identifié, qui constitue une partie importante de I'hydrolat (59,7 % ; hydrolat non transformé),

justifie des recherches plus approfondies pour élucider sa structure et son activité biologique potentielle. L'évaluation

génotoxique, qui a montré une réduction des dommages a I'ADN, indique que I'effet combiné de ces composés peut

conférer des propriétés protectrices contre les agents génotoxiques.

De plus, le 2-acétyl-pyrrole, un autre composé identifié, a été étudié pour ses activités biologiques potentielles,
notamment ses propriétés antioxydantes [28,29]. Ce composé pourrait €galement jouer un role dans les effets
antigénotoxiques observés, méme si son mécanisme d'action exact dans ce contexte reste a explorer davantage. Le
n-Hexanal (3,3 %) et le furfural (4,5 %), détectés dans les extraits

d'hexane a des concentrations plus faibles , possédent également des activités biologiques connues,
notamment des propriétés antioxydantes [30,31].

Leur présence, bien que mineure, pourrait renforcer de maniére synergique I’ effet antigénotoxique global de I'hydrolat.

La (E)-béta-Damascénone, un composé présent dans les extraits d'hexane a 2,2 %, est un autre contributeur a
I'activité biologique de I'hydrolat. Ses propriétés antioxydantes renforcent en outre la capacité de I'hydrolat a protéger
contre les dommages a I'ADN [32].

De plus, le 2-acétyl-pyrrole (13,7 % ; hydrolat non transformé) contenu dans I'hydrolat de
sureau peut améliorer sa capacité a protéger contre les dommages a I'ADN. Les propriétés
antioxydantes du 2-acétyl-pyrrole pourraient atténuer les effets du stress oxydatif induit par des
agents génotoxiques comme le SN et le H202 [29]. Cet effet protecteur serait cohérent avec la
réduction observée des dommages a 'ADN dans le test Comet.

La caractérisation chimique de I'hydrolat de sureau identifie des composés essentiels
susceptibles de contribuer a son activité biologique. L'évaluation génotoxique soutient I'hypothése
selon laquelle ces composés, en particulier le phénylacétaldéhyde et éventuellement le composé
non identifié, ont un potentiel antigénotoxique. Des études supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre pleinement les mécanismes par lesquels ces composés exercent leurs effets protecteurs
contre les dommages a I'ADN.

Ces résultats soulignent le potentiel de I'hydrolat de sureau en tant que ressource précieuse pour
les applications nécessitant des propriétés antioxydantes et antigénotoxiques, comme dans les cosmétiques.
Des études supplémentaires sont nécessaires pour élucider pleinement les mécanismes par lesquels
ces composés exercent leurs effets protecteurs et identifier la structure et I'activité du composé non identifié.

4.3. Activité de récupération du peroxyde d’hydrogéne

L'absence d' activité détectable de piégeage de H202 dans I'hydrolat de sureau est due a I'absence
de composés chimiques capables de catalyser la dégradation du H202 en H20 et 02, ainsi qu'a
I'inactivation d'enzymes comme la catalase et d'autres peroxydases pendant la distillation a la vapeur.
processus, qui a des implications significatives pour la compréhension du réle protecteur potentiel de
I’hydrolat de sureau contre les dommages a 'ADN.

La catalase est une enzyme cruciale responsable de catalyser la dégradation du H202 en eau
et en oxygéne, empéchant ainsi I'accumulation de ces espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et
atténuant les dommages induits par le stress oxydatif (33).

Le processus de distillation a la vapeur, impliquant des températures élevées, pourrait avoir entrainé la
dénaturation ou l'inactivation des peroxydases présentes dans les baies de sureau. Cette inactivation pourrait
expliquer le manque d'activité catalase observé lors du test ultérieur, ou I' hydrolat de sureau a été testé pour sa
capacité a dismuter H202 [34].

A la lumiére de ces résultats, 'absence d’activité catalase dans I'hydrolat de sureau suggére que
d’autres mécanismes antioxydants pourraient contribuer a ses effets protecteurs potentiels contre les
dommages a I’ADN. La réduction observée des dommages a I'ADN en fonction de la concentration , en
particulier dans des conditions de stress oxydatif, implique que I'hydrolat de sureau peut héberger des
composés bioactifs capables d'éliminer les radicaux libres et d'atténuer
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effets génotoxiques. Ces effets protecteurs sur I’ADN peuvent étre attribués a la présence d’autres
antioxydants, tels que les polyphénols ou les flavonoides, qui pourraient jouer un role dans la lutte contre les
dommages oxydatifs.

Les implications de I'hydrolat de sureau en tant qu'agent protecteur contre les dommages a I'ADN,
méme sans enzymes antioxydantes, mettent en évidence la nature complexe et multiforme de ses
composants bioactifs . Des recherches plus approfondies sur les composés antioxydants spécifiques
présents dans I'hydrolat de sureau, leurs mécanismes d'action et leurs effets synergiques potentiels
contribueront a une compréhension plus compléte du réle du sureau dans I'atténuation du stress oxydatif et
la préservation de l'intégrité de 'ADN. Ces découvertes ont des implications prometteuses pour le
développement de produits naturels dotés de propriétés protectrices de ’ADN, adaptés aux applications de
soins de la peau et a d’autres industries.

4.4. Activité antioxydante

Les résultats obtenus avec les deux méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante (ABTS
et DPPH) suggérent fortement que I'hydrolat de sureau posséde un potentiel antioxydant

considérable , des concentrations plus élevées étant corrélées a une activité antioxydante plus significative [:
Ces données soulignent le role prometteur de I'hydrolat de sureau en tant que source d'antioxydants

naturels, ce qui pourrait avoir des implications pour diverses industries a la recherche de composés naturels
riches en antioxydants pour le développement de produits et les applications en matiére de santé.

Ces résultats mettent en lumiére la relation nuancée entre la composition qualitative et quantitative
de I'hydrolat et I'activité antioxydante, fournissant ainsi des informations précieuses pour une exploration
plus approfondie des mécanismes sous-jacents et des applications potentielles dans les cosmétiques,
les aliments fonctionnels ou les produits pharmaceutiques. Il convient de noter que les propriétés
antioxydantes des composés présents dans I'hydrolat peuvent expliquer I'effet protecteur observé dans
les dommages a I'ADN induits par H202 et SN. Cependant, il ne peut étre exclu que certains de ces
composés puissent stimuler les systémes de réparation de I’ADN présents dans la cellule.

4.5. Limites

Bien que cette étude fournisse des informations précieuses sur les avantages potentiels de I'hydrolat
de sureau pour les soins de la peau et d’autres applications, plusieurs limites méritent d’étre prises en compte.
Premiérement, la taille de I'échantillon de I'étude, qui reposait sur les données obtenues auprés d'un seul
volontaire en bonne santé , peut limiter la généralisabilité des résultats a une population plus large. De plus,
I'utilisation de baies de sureau provenant d’'un endroit spécifique et a un moment précis peut introduire une
variabilité due aux différences géographiques et aux variations saisonniéres de la composition végétale.
Les variables confusionnelles telles que le régime alimentaire, les facteurs liés au mode de vie et les expositions
environnementales n'ont pas été contrélées, ce qui pourrait influencer les résultats observés. Remédier a ces
limites grace a des échantillons plus grands, a des modéles expérimentaux contrélés et a la prise en compte des

facteurs de confusion potentiels pourrait améliorer la validité et la généralisabilité des recherches futures dans ce
domaine.

5. Conclusions

Cette étude met en lumiére le potentiel du sureau en tant qu’ingrédient naturel dans les
produits de soin et de beauté. L’exploration de la distillation a la vapeur du sureau met en évidence
ses divers bienfaits pour la santé de la peau et souligne I'accessibilité et la durabilité de I'utilisation
de cette méthode. Alors que la demande de cosmétiques naturels et de pratiques durables continue
d'augmenter, ces résultats contribuent au nombre croissant de recherches qui soutiennent
I'intégration des ressources de la nature dans les régimes de soins de la peau contemporains. En
reliant tradition et science moderne, le sureau illustre la synergie harmonieuse entre la nature et le
bien-étre personnel . Cette étude met en évidence les multiples facettes de I'hydrolat de sureau, le
positionnant comme un ingrédient naturel prometteur pour améliorer la santé de la peau et répondre
a divers problemes cutanés. La présence de composés bioactifs tels que le phénylacétaldéhyde et
le 2- acétyl-pyrrole, ainsi que I'activité potentielle de ce composé non identifié, soulignent le potentiel
de I'nydrolat dans les cosmétiques et d'autres applications nécessitant des propriétés antioxydantes
et antigénotoxiques. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour élucider pleinement les mécani:
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par lequel ces composés exercent leurs effets protecteurs et d'identifier les substances non identifiées
la structure et l'activité du composé. Ces résultats contribuent au nombre croissant de
connaissances sur les bienfaits du sureau, soutenant son utilisation en tant qu'ingrédient naturel et durable précieux

ressource de développement de produits.

Contributions des auteurs : SG, FP, KS, NKG et IG : Conceptualisation, rédaction — révision et

édition; SG, KS, NKG et FP : Investigation, ressources, méthodologie, validation, conservation des données
et visualisation ; SG : Rédaction de la version originale ; administration de projet et analyse formelle ; PF et
IG : Supervision ; IG : Financement. Tous les auteurs ont lu et accepté la version publiée de

le manuscrit.

Financement : Ce travail a été soutenu par le projet UIDB/00772/2020 (https://doi.org/10.54499
/UIDB/00772/2020), financé par la Fondation portugaise pour la science et la technologie (FCT).

Déclaration de I'Institutional Review Board : Cette étude a été menée conformément a la Déclaration
d'Helsinki et approuvé par le comité d'examen institutionnel de I'université de Tras-os-Montes et
Haut Douro (Doc4-CE-UTAD-2023, 27 janvier 2023).

Déclaration de consentement éclairé : un consentement éclairé a été obtenu de tous les sujets impliqués dans
I'étude.

Déclaration de disponibilité des données : Les données appuyant les résultats et les conclusions sont disponibles sur
demande de l'auteur correspondant.

Remerciements : Les auteurs remercient Dinis Diogo et Guy Gongalves pour avoir fourni les ingrédients
analysés dans cette recherche et aidant a la distillation a la vapeur. Les auteurs remercient Tiago Ferreira pour

aider a I'analyse statistique.

Conflits d'intéréts : Les auteurs déclarent que la recherche a été menée sans aucune
ou des relations financieres qui pourraient étre interprétées comme des conflits d’intéréts potentiels.

Abréviations

Abréviation Durée compléte
ABTS 2,2' -azino-bis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
C Groupe témoin traité avec du PBS

Groupes témoins traités avec du PBS et de I'hydrolat de sureau respectif

C1, C5,C10, C15
concentrations (1 %, 5 %, 10 %, 15 %)

C+ Groupe soumis uniquement au traitement SN
DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
EbH Hydrolat de sureau
FPG formamido-pyrinidine[fapy]-ADN glycosylase
GDI Indicateur de dommages génétiques
PRH Peroxydase de raifort
HTA Acide homovanillique
H202 Peroxyde d'hydrogéne
PBMC Cellules mononucléées du sang périphérique
PBS Solution saline tamponnée au phosphate
SN Streptonigrine
TEAC Capacité antioxydante équivalente au Trolox
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