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1 This invention rel at es to a process for the production of substances of
vegetable.origin by "in vitro" culture. Numerous substances of vegetable
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addi ti verscﬂptiOFhe substances in question are generally produced by
extraction fromcollected or cultivated plants. However, this nethod has
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pr od- ucpreduity bien ddfipiect of the present invention is to conbi ne .the
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cul t ure. "imyte’hi s end, the process according to the invention is
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advant agen Qflird biafitage1¥& el SYavdirSprbibitjor tal pHRSHBS PRodlidien 84! REEsRAGE at GoddGrganes
pr oducedvégétaix, 8@ tesé pétiodeibalcofl’ HIGkLIGNDbLquatis) Btée normdlé 66 Pretuclchvamnsimy parafes t he
I nventi oplaites. t hat it enabl es the producti on phase of the substances by
veget abl e 1 autre Cavgrdage ¢sb dbecpoBvalrt Ginsbepdlr fao f'organe [végétan ges™ caractdristitmes Iqasiitatiies
nor mal depéeifiques oef qlii est garemeént de dsicles Enitumpg gellalzites . indifdentides elddesnsubgen®$ t he
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L,J De -cette maniére, les organes végétaux non seulement ne se nécrosent pas et survivent pendant
plusieurs mois, mais continuent d’accumuler dans leurs tissus, ls milisu de culture et 'huile d'hypoxie des
40 substances telles que des huiles essentislles, de nature identique ou proche de celles produites par les
méthodes traditionnelles d'extraction & partir de plantes.
Ce procédé a trait au maintien en survie d'organes végétaux, et non 3 la croissance stiou 3 la
prolifération des tissus, méme si cela peut se produire dans certains cas, de fagon réduite.
Parmi les critéres utilisables pour apprécier la survie de I'organe végétal, nous refiendrons:
45 - comme critéres d'aspect:
. Pévolution de la pigmentation de I'implant
. Fapparition de chlorose ou de brunissement {(oxydation).
- comme critéres morphologiques:
. I'épanouissement floral:
50 . Tapparition de cals et/ou de racines
‘ L'appréciation de ces critres est faite de différentes maniéres:
- de manigre visuslle
- & l'aide de tests biochimiques, (test de coloration...), qui permettent de juger de la viabilité de
I'organe
55 Les organes végétaux mis en culture peuvent étre de tout type et cultivés par partie ou en entier. Il psut
s'agir, par exemple, de fragments de racines, de feuilles ou de tiges, ou encore de boutons floraux ou de
-fleurs épanouies.
Ces plantes ou organes peuvent étre de toute origine:
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vegetabl e organ to retain its specific qualitative charac- teristics, which '
Is rarely the case with undifferentiated 20 cell cultures where
secondary’ subst ances may be produgpdy 3dgedass way, the vegetable organs not
only do not become cankered and survive for several nonths, they also
continue to accunulate in their tissues, the culture nedium and the hypoxia
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veget abl e or gﬂhi""ﬁ?ﬁd RSt et puiterp cellulaiash Daedfeo Fasp i Popdsé ate) BRIMESiTe tupe; dojple
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atiQp of temoluvellenert pautgiest eifbtted dernomiidct dootinug o demi-cantnueved by ext ensi on of
t he bi @synt Redd mémmmanidrediast passible dp madiier o6 milipe pal @iohitrdedégyiateurs ga eieissance etiou or
formed fr eanaissl d'éiérpants suscpptibjes datiaverserla Produqiien desgmétaiglites recherchésclaiow dBrPEﬁ‘FP'des
for conpl &us) ndependence fromtradi- tional culture. The pl ant S or

veget abl e oﬂ-@é‘ﬁ?“r?ﬁf” QB rREFFPICa U dni¥su rusyal densde domaigg r%%gn Hugshdg fissps,d
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cul tureg, rredlLulg],d,;g,& ﬁ Q,F%é gé;z{s %:Z,?e ’g,"f‘é aéesa% a(ggé;osr Saétpg'lvm tcplent:hﬁgs nutrients
necessary forgph La.tuay 5\Hraoadue.l FhypdAi3, Béspaldird & A8 paRNASEb, thdnbiSromitekyge R xteRBUH ivere
may ‘be in sembrga,ﬁq)égéugwomrﬁ;mue@u&egel ose) or in the formof an optionally

u1 rec uvrb I'organe v E

or sodi um h)’%g& d%bc% lear%

stirred |i quisdn péuvésid defsoivdny vi€ b vis dbLsubdtancdareshegidegbl e or gans. 35 In the
| atter case, sowbtiserich dg toxigys viEEY Bs JosdRYAREStvédéGUX. NET -
: 35 Comme il est préférable de renouveler périodiquement I'huile, celle-ci pouvant se saturer par I'sxtrac-

tion des substances recherchées, un milieu d*hypoxie liquide est plus aisé & manipuler qu'un milieu solide,
o cependant utilisable.
u L'huile peut étre renouvelée de fagon continue ou semi-continue.
Parmi les huiles utilisables, citons les huiles d'origine organique ou végétale, les huiles de synthése, ainsi
40 que toute autre huile susceptible de jouer le rdle d'agent conservateur.
L'huile préférée selon [invention est une huile de paraffine.
L'huile peut préalablement avoir éié dégazée et stérilisée. Le dégazage peut s'effectuer par mise sous vide
de I'huile, les gaz qui y sont contenus s'échappant et pouvant 8tre éventusellement remplacés par de I'azote.
- Afin d'éviter une dégradation de chlorophylle qui pourrait nuire & la survie de I'organe végétal, un
45 éclairement faible, de l'ordre de 0-400 lux peut &tre utilisé lors de la mise en osuvre du procédé selon
Finvention. La température de culture peut &tre comprise entre 18°C et 35°C. Elle est de préférence
d'environ 25°C.
Le présent procédé de production de substances d'origine végétale peut &tre réalisé en discontinu, en
semi-continu ou en continu.
50 L'invention est illustrée plus en détail dans les exemples suivants.
Les exemples A, B et C illustrent plus particuliérement le maintien en survie et ses critéres d'appréciation.
Les exemples sont précédés du tableau ci-aprés qui donne la composition des milieux de culture utilisés.
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4 sion of the decontam nated organs in the nutrient mediumfollowed by

covering wth a filmof oil

to avoid any changes in the surface.

cul ture medi um ey be renewed soEPedsotgag Bargan is 5

W th the el epents necessary for its sur- vival
conpounds (antagonistic and/or desired) therefrom Renewal
medi um may be continuous or seni - coniTetlRRIds.

may be nodified by 10

Simlarly,
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al ways supplied
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it Qay aq*tN"h§'°a t rappi ng/|[ext r 889 ng agejnt for the desirpd || pOp'hI lic
substanced O The ChCJI ce of the oilfis ded dent on{certain critenia,
such as: _Ca(;lz, *fzﬁ ability to cé%%e hypoixi a, i to transfer ext erjnal
oxygewm of ?tle extlernal xygen tjp the \fg et abl e prgan its
culture - m 30 - it [ ssol vijng pom%ﬁoon t he desired subst arces,

- its ,é&ce of toxidgity wi respect to e vegetaple organs. Sirce it
is prefefr o renew t heg oil perlodlc [ 1y, because it tan beg sat yr at ed
by extrattny.AlpRfHloe 35 desired subsftances, a |iquid}hypoxijgs medi uhis
easi ef t n a solid medijum although a splid medium may be
used. Thé¢ NiF'Pé¥mePShe rengwed continuous|y or semi-contihu- ously. Suitlabl e

oi I s includes,ekdos of organic or vegetab) e origin,
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pti ¢ ol lgosand 4

ot her oil} cwapad.@ of actijng 5 o0@s a pyeservat 0,92s. The preferred oill
accor?g‘ ng GuSOL, 380 nvention is a Easaffin oil. Tweesoil may be degassed |and
steri [l z¢deBlefabt@ use. Degassi ng nmay pe carried out by placing®the dil
under vag¢Ueh9s.FHD gases present 2Ldher ei nf escapi Bg8and optyi onal | §7.bei ng
repl aced | Nz rBTAOgen. 10 8790 avo] d the &b6@radati pn of cHdrophyll,
whi ch colilNPSQeiteQel y afflect suPR¥val of the vdBRtable ¢rgan, 1®W IigHting
of theg oid‘é?‘z'@f"zq}- 400 |ux] may be-used i h the applicatiop of theé®Proceds
accordin t Bventl ohn. The ngﬁ ture terrperag'gﬁe may{be in tH range
from 1sc] Oyt
4, s h s
. HsBO;3 6,2 30 1,0
35 - | Vitamines
Panthoténate de calcium - - 1
Méso-inositol 100 100 100
St Acide nicotinique 10,5 1 1
0 Pyridonxine (vit.Bs) 05 1 1
Thiamine (vit. B1) 0,1 10 1
Biotine - - 0.1
45 Exemple A

Des fragments de tiges de fenouil sont décontaminés par immersion pendant quelques minutes dans
une solution d'hypochlorite de calcium, puis rincés abondamment & I'eau distiliée stérile. Ces fragments
sont implantés sur un milieu de Gamborg solidifié par addition d'agar agar.

éclairement faible (200 lux).
On observe I'évolution de la pigmentation des tiges de fenouil placdes sous hypoxie, en comparaison avec
des tiges semblables, placées sur ie m&me milisu nutritif, mais sans ajout d'huile, pendant une durée de 18
semaines.

Au bout de 6 semaines, toutes les tiges sous hypoxie sont encore vertes, sans traces de chlorose, alors
que les tiges témoins montrent toutes un début de chlorose. L'oxydation ou chlorose totale a atteint 30%
des tiges témoins au bout de 8 semaines, alors que les tiges sous hypoxie ne sont que 10% & présenter un
début de chlorose, et 20% au bout de 12 semaines.

- 86

lIs' sont ensuite placés sous hypoxie par addition d'huile de paraffine stérilisée, puus laissés & 25°C, sous
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15 and is preferably of the order of [err]. The process according to the
I nvention for the pro- duction of substances of a vegetable origin may be
carried out discontinuously, seni-gpotdspggaBfy or continuously. The
invention is.illustrated in nore detail in.the 20 fol |l ow ng Exanpl es.
Exanples A, B and Crelate nore par- ticularly to sustenance and to the
criteria Jstdbemginesi 03 dastigestéingns sont oyridesivtalembi Sonire d0% ew daddidesspug liygoxie, le

f ol | owi ng reséetant esPreyes hows t he conposition of the cul ture medi um used. 25
6 Tabl e | :APEsHBEeNINasN109% de digppetdmeingsastionygigs £°r59'§c7m% plars gy goulement§0d4 des
Hel | er 5 tiges sous hypoxie le sont, les 50% restant présentarﬁde n élppégq efarese. nedi um medi um
ng/ | 6 Notonﬁg’(ip gu'au bou segjpinpsy d @'y a plus de tiges témoins totalomen yaigs. alors que les Harso

20000 10 SOUSAWBPIe 4,300t apoerp 8 30% qu bout de 16 saggiges. 8000 8000 with
gel ose) o .eLenments 15 [err] 1650 -
- [err] w - 134 - [err]

440 10 DeL%Qutons floraux dezénéte%gd’ s]ont cueillis & trois stades différents de dé_yé%o%graent. 250
250 .Kd Stade I: corolle de 1-1,5 cm de longueur - pétales verts™ - [err]
190Q_ - stade0  corolle de 2 ci®€ GELut de blanchissement des pétales 170 -

- [err] Stade ll:  corolle de 3 cm - pétales blancs 600 [err]

125 25 sk @scBMANRIRLeB inlpRhtés sur un milieu de Gamborg gélosé.
0. 05 [ efsr ]Ces boutons sont ensuite placés sous hypoxi®pd? 2fdut d'huile de farafli® On wajduflpas d'huile sur les

0. 025 boutor(3.t€hadins. On 1284} le tout sBiis dclairement faible (200 lux) et 3 25°C.

1.0 [err] L'évolution de l'oxydation de ces bodtohsSloraux dans le Bmp8 est notée abitraBerhent sélorENBA
37.3 écheli@de B 7, explicitddZi-aprser r | 22.3

10. Q. degré 0:] erabjpence de taches d'oxydation 0.03
35 k3o degré 1:  début d'oxydation aux extrémitég dgspétales, sur 10%)dep pétales maxirgung) | [err]

0. 25 degy 25  début d[ogd,a jon aux extrémités des pétales, sur plus de 1036 ges pétales 2.0

1.0 [err] degré 3:  oxydation de la moitié de la gurface des pétales suy1Qje des pétales magimurp,

Vit amins CaPEQ'?fh peﬂ’ff‘!ﬂi??é:f?d? @oitié de la surface des pétales sur plus de 10% des pétales 1
MeSO-i nosi t g?gr 5. ' oxydation de la mii%de la surface des f@aes sur plus deﬁ?ff qgs BStF'P%i ¢ acid
egré 6 nte

10.5 P oxycaton ibofige 0 BIPY @ ne (vit. [err]) 0.5
1 fe |7 .oxycta\t}on comg eterdf yilaf ur.
. . ] 2 te? qtie I'deut Sitibstytiants 2 I'huile de parafﬁl%' r;"apporte ;ﬁs ije Jdgniuftion notable dL
Biotin Toxydation. :
L'emploi d'huile dégazée ne permet pas non plus de noter une différence significative par rapport 2
30 I'huile non dégazée. Par contre, la différence entre les boutons placés sous hypoxie et les boutons témoins
ost nette.
Les tableaux suivants montrent I'évolution du degré d'oxydation dans ls temps:
Pour les boutons de stade I '
% Temps (jours) 21 57| 10 13 17 18 | 24 28
Témoin o[O0}] 1 1 5 5 6 7 7
o Huile ojojol 111 ] 1] 2]2]3
Huiledégazée | 0 { O | O | 1 1 1 2 2 3

On note que les témoins sont complétement oxydés au bout de 24 jours, alors que la survie des
boutons sous hypoxie se prolonge au-deld de 6 semaines.
Pour les boutons de stade Ii: '

+
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Temps(ours) | 2| 51 7| 0] 13} 17| 18| 24| 28
Témoin olol2)l2}|s} 77|77
Huile ololof 1 1 1 1 2 | 2
Huiledégazée | 0 | 0 | O 1 1 1 11 2 2

50

Les témoins sont oxydés aprés 17 jours, les boutons sous hypoxie n'étant que faiblement oxydés aprés
4 semaines.
Pour les boutons de stade 1l
665
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Exanpl e A Fragments of fennel stens are decontam nated by inmmersion for a
fewmnutes in a solution of calci um hypo- chlorite and thorough rinsing in
sterile distilled water. 5 Thepo 350 a@4BRt S are then inplanted in a
Ganborg medi um sol i di fed by addition of agar agar. They are then placed
under hypoxia by addition of sterilized paraffin oil and |left standing at
[err] in low ligh T M5 g [evdt Tl T 9 tion of the
fennel stens plac “gﬁ% [&'Hﬁ( 2 E\ pnwEth@r mg; W %\‘? hﬂi mlar stens
placed in the sanp TéMe® | ent |n®di Bip 7 qut? j t?hqut? thé déegd 6i|, is observed

over a period of [&vulReeks. Af?groe eks,| & 1| Bhq 3t¢nt Yinflef hypoxia are
still%green withopfvigfFoeted & tHi drlod 4 whdr 4ad fhé Eolpiir|son 15

stens all show incipient chlorosis. 30%of the conparison stens are

af f ect ed bnes aémalat sottnoxpaéstantiabt deh @ussalers alié B bButt glieéakons @aile @Myt &% Of
t he st erensamébdosqity |28 joud, avlrd Wéirentotalempnterdéc hl or osi s after the sane period
and opnly 20% after 12 weeks. At 16 weeks, 90% of the conparison stens are
20 . “cdEngheie €l y oxidized against 40%for the stems under hy- poxia, the
rest .still remaining green. After 18 weeks, 100% of the conparison stens
are conpl eRitrentsoorpaIPy KgéiamcInt 4% dgen MG S implantdscsus b fhilfew, Al Brmibpyedlasé, Ruise
conpl et & so%?i‘%ﬂy.?@ﬂf’ S%‘ﬁéﬂerfékﬁi'P Kinkly dsormealing Wi 1igses 4137 ° P iy c@mmqs‘hta@!edm°25
sis. fi ) Rprmiy ‘?"Pg’ A splanips roreatiayer; (b, fes A Parfum, il et desy %‘1
green wREEstices gy ?\sepr%‘iuétﬁ’éesﬁﬁa\é'?s‘aﬁ%?fja%] ellp.d'ort phappaspPeiq-a e Eh

after 18Y ! s of t uberose are coll ected
at three z\“l‘ résswtearégcﬁrg oR ?ssa's sont ?On'Efs SIG lag'ﬁ?" c"Qesg stage |: coroll a

1- 5.5 cm | ong —gLeen npf.'-\l s-stage IL Jmnl I a2 cml Qng. - beg| nni ng
of whietening of tHe pet spdcas sjt &genesi | :  Survie possikid ¢nchygoxiem | bng - white

petals  They[qrq s GHmGA €0 BReLied D amafsbrﬂame@ Ganbor g_Wepli um t r eat ed

w th gel ose. The m&%n@q\i,dﬁdﬁe Ia&ﬁ suH @A sefl ymm a by addltl pn  of
paraffin oil HNe auucu Ho—fhe—eorpatr+So—buds- +he—whple is |eft

under I ow Ii gh{ s S';gg?? ?g;;%{[‘ ‘ﬁ':g H’Ig:e% &YBANSEi on of the okidation of
t hese®f | ower blids Sanee PR b1 | 1'% s SHASUPANeE arbitrarily| on a scale
of 0to 7 in it (Ferulagjabanuee of oxaaﬂasl Fno-pasmmesébﬁamlondecals pegi nni ng of

oxi dation at tlhhe gnd3ingkbbilche pet al s failenit | 1H48 seh@enf t he petal p 2=
begi nni ng of oxTdatTon at the ends of the petals on nore than 10% of the

petal g 3 -Q&ﬁ‘ h&iﬁ‘&ditqg tﬂfa dd Hehte! dYE'Ghilnb @rﬁ;ﬁanfér %3suﬂffe énh?fl%et &k oseiBloPondhrt au

nost  10%d |sP§% t Btr alntSﬁ&bgﬁftanBéri%e dubRars UimoRCe area of the petals
on nore than 10% of the petals 5 = OX|dat|on of half the surface area of

t he pet axsmge1nore than 50% of the petals 20 6 = significant oxidation
of the fTower (80%
35 Des feuilles de menthe, décontaminées puis implantées sur un mllleu de Gamborg, sont placées sous
hypoxie sous une couche d'huile de paraffine, & 25°C.
. On suit la production de composés aromatiques au cours de la survie, pendant une période de 5 semaines.
\_s Les feuilles de menthe sont séparées en 3 lots et soumises & des conditions expérimentales différentes:
Lot A: éclairement fort (2000 lux)
40 Lot B: éclairement faible (200 lux)
Lot C:  éclairement fort (2000 lux) et ajout de précurseur des terpénes.
On suit plus spécialement la présence dans I'huile d'un composé . caraciéristique de l'essence: la
carvone.
. L'huile est renouvelée réguliérement pendant une période de 35 jours, dans les 3 lots, et I'on effectue une
45 analyse quantitative par densitométrie sur chromatographie couche mince, afin de déierminer la quantité de
carvone contenue dans Phuile récoltée. Les résultats sont confirmés par une analyse par chromatographie
en phase gazeuse.
Le tableau ci-dessous donne la quantité de carvone accumulée dans I'huile, pour les 3 lots, et sur une
période de 5 semaines.
50 La quantité de carvone est donnée en microgramme par gramme de matiére fraiche de feuille implantée.

Temps (jours) 1 2 3 4 | 7 14 21 28 35

Lot A 20 | 60 | 10 | 240 10 | 170 | 120 | 240 | 110
- 85 . Lot B 110 | 60 | 10 20 20 20 20 | 140 | 110
: Lot C 620 | 60 | 80 10 | 170 | 170 | 260 | 340 | 170




7 = conplete oxidation of the flower. It should be noted that the addition -
of antioxidants to the paraffin oil does not bring about any significant
reduction’in oxidation. 25 EF 0359844 Bf degassed oil does not produce
any signifi- _cant difference in relation to non-degassed oil. By con-

trast, there is a clear difference between the buds placed under hypoxia
and the co Ay ersrauenunchic deTimeduttioh [de paryage Fm tdbutdegiingtiaue.ruivieunb baisserde pfodudtion,
degr ee 30 Puis d'gfe reprise Ayecon neuyesy riq girecyrepiptiony 2 2§ jawss. 9 For the buds at stage

l: Tinme Le tableau ci-degsous montre leygain de| garvone) accumulée pendagt la péripde de 85 (oglgy(gl) ugfg
Conpar i soH° matiére frafghe). () 1 1 5 5 6 7 7 Gl

0 0 50 1 1 1 2 2 3 10 Degassed oil 0 0 0

1 1 1 2 2 3 15 | Ity ca bemseen th\at tlhe conpari son
buds are conpl etely ofrdi gt 0 24 —days—wihre nc 5 s—{under hypoxi a
survive for nore than |gks F t e blils gt g}:\ge 5?0 Ti me

2 5 7 10 13 4 (days par n 0O O

2 . 2" 5 7 7 3‘*‘12 1 il P S
1 1 2 2 Degap$eentemw ||n|_t|al en car@one dg la feuillg implangée 1 1 2 2
30 }ﬁe conpari son budp lagayompecclimuiéd darfst'byile pahdaim PSiowker e- as |t he buds under

hypoxi a are only. sl i gptil naxfitleze darednb eés tiésusedsideels For t he buds at stage

I11: 35sTine Iv: galﬂen caﬁrone su73510ur§-@ + III13 17 18 24 28 (days)
40 Oorrparl son 7 a I
0 0 1 % R&% 3o &

nnées t bne ¢ d Ia s one au cours t6t qu
3 hole .955 cion i..ii} ! § e B ugo%v%c P rsis d Glants
dayg/mherg&,%’ Q e kept ore Bel
conpl et2l y OXI d| ze Exanpl e C Vari ous veget abI e or gans vvere

decont am ERdngb 2 1 Nl an- ted in a Ganborg nediumtreated with gel ose, then
pl aced under—hypoxi a beneath a | ayer of paraffin oil and left at [err] in
low light (%e@gdsits)fenouil st ru@aBle AdoRcultivdds Inidte sbifun miliel AMGuinb6rg RKIBEEL S sdus)
per f une, phﬁlatds pzrbﬂ"ae and plants which
On suit la production de p-allylanisole, composé caractéristique de 'essence, au cours de la survie, pendant
une période de 2 mois.
Les tiges de fenouil sont séparées en 3 lots qui sont soumis & des conditions expérimentales
différentes:
Lot A: milieu de Gamborg de base
saccharose: 20 g I™*
éclairement: 200 lux
Lot B: milieu de Gamborg de base + régulateur de croissance
saccharose: 20 g 1™
éclairoment: 200 lux
lot C: 1710 milieu de Gamborg de base
_ saccharose: 10 g I
\ éclairement: 200 lux
L L'huile de paraffine est régulieérement renouvelée & 1, 3, 5 et 7 semaines, puis analysée quantitative-
ment ot qualitativement par chromatographie en phase gazeuse. On note la présence de p-allylanisole dans
huile ainsi que l'apparition de nombreux autres composés de nature aromatique.
Le tablsau suivant donne la quantité de p-allylanisole accumulée dans I'huile (en Lg/g de matigre
fraiche de feuille implantés), en fonction du temps:

30

35

40

45 Temps (jours)
I n m v
7 21 35 49
50 lotA 222 42 122 traces 333 386 35 88
Lot B 400 48 42 | traces 333 490 30 187
lotC 291 94 52 136 333 573 106 346

I: contenu initial en p-aliyanisole de la tige implantée
II: p-allylanisole accumulé dans l'huile

lil: teneur finale en p-allylanisole des tissus résiduels
{V: gain en p-allylanisole sur 7 semaines (Il + 1lI-f)
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do not produce an aroma, but do produce non-vol atile sub- stances of
phar antol ogi cal or cosnetic value (lI11). The results of these tests are

shown in-the foll ow ng Table: Or gans

Possi bl e sur- vival under hypox?'g%%%?’ﬁiB1 * Qcimum basilicum | eaves
10-12 weeks * Verbena triphylia | eaves 3-4 weeks 25 I *
Pel ar goni ldiprdaadtion tota g&01 attsindre le double de celle h@ﬁMﬁ&\t (Lot ¢8- 10 weeks * Pogostenon
pat choul i | eaves 8-10 weeks 30 . Ferlua gal banum
roots Revendidatidnd Wweeks appear ance of calluses 35 * G ngko bil oba-
| eaves 14-16 weeks Irrespective of the type of plant or organ inplanted,

survs val Pmcbeé dbiprpdudtian deSsupstenisasial'aigihe végéitle paactiture Tie vitayNéaPactéfisé en calgde: ey be
mai nt ai ned -f on ingdanteam@rgare ¥égétal somoumtrhiieu de culiraatpl e 1 M nt | eaves whi ch have
been decont-ani lsanainfentseusthivpaxiei papimmetsiog swsuae@ynltmi’fgﬂexedi um are pl aced under
hypoxi a beneath a | ayer of paraffin oil at Loerr The production 5 of

ar omat #c Efewp%)aﬁ%'ada\fenqh tiothb caigetérisg &n cp Igue Eon, T3ty #Retancey, d'prigineyégdtalrl of 5
week8. Thrrodytes de fargaracvegsial. dy myifieyely cpifyrestoy Ao khullp, oups and subjected to

di fferent experl nt al ndltlons up A stron 2000 | ux) 10
group Jﬁﬁ ﬁ'%do %@?%60 Etcfo?’rﬁ pig 6%'&1 ﬁ'g’)‘ 'E‘?H' ki ti on
of terpen'@"%‘?’ 12u9 °r“'§§'g'n°c? " the oil of a corrpound characteristic

ft , Th
or ,p§4res,§rs ek leonOia revenﬁ 19%1? I&g‘fzﬁtgﬁg gf’ geggﬁu A"C@,igé. :’M‘.A e(u,.%ﬁqéz.ge O%Anfa;é\ﬁgse _The
e

quantltatlve ana’]y5|s IS perfornme sitonmetry throug thi n- | ayer
chr omats0 OpB¢aay sdiéh 18 RlvEHdIELIRA 4f &%cﬂﬂéirb‘n'cb)du@lfhuﬂ‘eaerst/&:@@uunﬂroﬁf‘p&@iﬂnd n the oil
colfected. The results are confirmed by anal ysis by gas- 20 phase

chr caaBogPragEd§ selon la Tévendichtin 10vdrdt@riséTénde@ue BAigHNS végEtaBsstiida il iphriie @lineradidepn
whi ch hasd'eslféuilile; dttheifiaurf duad'w Houtbioflordthe t hr ee groups over a period of 5

weeks. The quantity of carvone is expressed in mcrograns per gramfresh
i npl anffedProeédé sefert le revandicatidp 1T caractérisé en ce que l'o@ane vé@tal est préalablgment décdntami? 1
28 35 (nfoarentimmantationg oup A 20 60 10 240 10 170 120 240 110

Goup B 110 60 10 20 20 20 20 140 110 Goup C 620 60

80 1@ Frogfdé spign Iy geyendicption 1.7cpraptérisé en ce que Ion ajoute des précurseurs etlou des
régulateurs de croissance au milieu de culture.

9. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'on mamt|ent I'organe sous hypoxie sous un
30 éclairement compris entre 0 et 400 lux.

10. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on mamuent I'organe sous hypoxie & une
température comprise entre 18 et 35°C.

35 Claims

1. A process for the production of substances of vegetable origin by "in vitro" culture, characterized in
that
~ - avegetable organ is implanted in a culture medium and
40 - is kept under hypoxia by immersion beneath a layer of oil.

2. A process as claimed in claim 1, characterized in that the substances of vegetable origin produced are
extracted from the vegetable organ, the cuiture medium and/or the oil.

45 3. A process as claimed in claim 1, characterized in that the culture medium and/or the oil are renewed
. continuously or semi-continuously.

4. A process as claimed in clalm 1 charactenzed in that the oil is an oil of organic origin, an oil of
vegetable origin or a synthesis oil and in-that it is sterilized and/or degassed.
50
8. A process as claimed in claim 4, characterized in that the oil is a paraffin oil.

6. A process as claimed in claim 1, characterized in that the vegetable organ is all or part of a root, leaf,
flower or flower bud. .
55 _
7. A process as claimed in claim 1, characterized in that the vegetable organ is decontaminated before
implantation.
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A peak is observed in the production of carvone at the begi nning of
kinetics, followed by a fall in production and 12 then by a resunption
with a new accunul ati on peak at g8 odss9844Bie fol |l owi ng Tabl e shows the
i'ncrease in the accunmu- |ation of carvone over the 35 day period (in

[err]/gfresh5 material). | |1 Fr - IV 10 G oup
BO@oduction totdlBgkut atteindre leGidEble de celle deiNBpigt .ot C)B 690 510
600 520 G oup C 690 1880 820 2010 15 I:
initial ReyeRAGAloRSHNtent in the inplanted leaf I1: carvone accunul ated in
the oil over 5 days 111 fi naI carvone ontent of the“resé@gu | tissues 20
IV:  fnctefosedégop %?fbd ig ta'Qp?rlcF""re jin vitrofy g 'f’ﬁggj’ﬂl"%gu learly
illustrate thep"r’l’B@ﬂ'ffP "? 9 t 'e’"' V. over a period of tine
rather than a°§|eh$? °§t§P‘Hsd7VP?"t?LPaH o Bé?qsé’ﬂefﬂ"@‘?o@t‘-fﬁo the total pr oduced

may r eacg' F ol B rele &ca%g L a%!térpsézﬁ %thué Ponte!}@altzlé ubstlzr{%é 4 ajlr?me W@é
| n

Exanp ders " VA 0 under
par af]kl n o (Sa@or rre | um treate 5 gel ose. The synthesis

of p-allyl p?eeé&oéefm 18 Méﬂd&mcbﬁédén@z,ﬁbﬁ”cbs&ub% Qhitidunge ea@RNbYoa! el sont

during the (ghbdvéiby & fagtit @8kindeSoul Ginl@nede.over a period of 2 months. The fennel
stens are divided into three groups which are subjected to different

exper isTeft ®locéddrsdioh la0Bendicdtion 1, caratiéié An ce R8E I'ildCest DAY Iileradiiging csganigms ene 20 ¢
[err] |i ghtiilegrodglfle égstaléowine hbile deagititséaninoallg estadiilisén etogddgatde. r egul at or

13 sucrose: 20 g [err] lighting: 200 lux Goup C. 1/10 basic Ganborg

medi um shic Posédé sdion 1§ révendidatidn 4, caractérisé en ce que Fhuilghest yng huilk@ pbrafineThe paraffin

oi Ixis regularly renewed after 1, 3, 5 and 7 weeks and then anal yzed

quant Pt af-i Pescgdézaalan lureniendicationt §, 9%5?0;@‘5"9%19'9%9“9 Fesgane ydoctalast togfou parije d'gnedacine,
presence ofd'upe feyllq, gunefleprs ey gun heutopfordi | and t he appear ance of nurrerous 10
ot her aromati ¢ conpounds are note he foll ow n antit

of o al |51 PEEEToh eI D SHEHIFPOEe R TOREeYEroR PR ARMTTN S L
i mpl ant ed I"%é‘fanﬂﬂf"é'?"i"a?) as a functlon of ti rre 15 Ti me

(daysf Pro%g'dé sggéo l§§ vengc gdénsé en ce que | n ajoule deg Sg&réa‘urs e%lgl?de
© Cri tu

122 tr aC ?ésgulateé nce au |eu de re.

9. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'on maintient 'organe sous hypoxie sous un
30 éclairement compris entre 0 et 400 lux.

10. Procéddé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'on maintient I'organe sous hypoxie 2 une
température comprise entre 18 et 356°C.

35 Clalms

. 1. .A process for the production of substances of vegetable origin by "in vitro" culture, characterized in
o that '
- a vegetable organ is implanted in a culture medium and
40 - is kept under hypoxia by immersion beneath a layer of oil.

2. A process as claimed in claim 1, characterized in that the substances of vegetable origin produced are
extracted from the vegetable organ, the culture medium and/or the oil.

4 3. A process as claimed in claim 1, characterized in that the cuiture medium and/or the oil are renewed
continuously or semi-continuously.

4. A process as claimed in claim 1, characterized in that the oil is an oil of organic origin, an.oil of
vegetable origin or a synthesis oil and in that it is sterilized and/or degassed.
50
5. A process as claimed in claim 4, characterized in that the oil is a paraffin oil.

6. A process as claimed in claim 1, characterized in that the vegetable organ is all or part of a root, leaf,
flower or flower bud.
85 .
7. A process as claimed in claim 1, characterized in that the vegetable organ is decontaminated before

implantation.
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20 Goup B 400 48 42 traces 333 490 30 187 G oup C 291

94 52 136 333 573 106 346 25 1|: initial p-allyl

ani sol e content -of the inplanted Hregutdgsamtal lyl anisole accunulated in
the oil Ill: final p-allyl anisole content of the residual tissues IV:
increase in p-allyl anisole over 7 weeks (Il + 11l - 30 ) The

t ot al pr o8uch prosese gaclaimertin cleimi 1 chardgtetizedfin thit@racursorpiandior growh cagplat@ys are addedgo
CLAI M5 1. th??ﬂ“@f@é‘;@@'“'?or t he production of substances of vege- tabl e

origin by "in vitro" culture .characterized in that - veget abl e orcogan
i s inpl anfed® PACeSS ey flaimedsin (¢iain 1;ehasprtpriged in that the organ i kqpt "'lﬁ’ﬁﬂé’PwﬂWBl?X’l lightyof)

i mrer sibn betﬂé%&f?‘ a | ayer of oil. 2. A process as claimed in claiml,
char acterl veget abl e n_produced

ext ract ea '} ,ggge bt e g,g*"mo‘? Bty . B P ot B G B
oil. 3. oce s as c al rred in claiml, characterized in that the

cul turqo ”sz'eh%@% r the oil are renewed continuously or

sem~- cont | huous A process as clainmed in claim1, characterized in

that .15 4, t\t"éﬁaﬂ?én' zut Brzéigurigfvon PanSnElBSthrizeP @i IRvitr@RutY, badBich ¥&ERTzaE6R:, %' gin
or & synthesis gh priaABidhdsOrdaRdH o Kutifneili@ ihpldntdttwidnm4 or degassed. 5.

process as cl ai giéh Vefsohiten uitbrdine@dfiiatt UMer Hypekid dendittmwird. he 0i | is a par affl n
oil. 2Qs 6. A process as clained in claim1, characterized in that the

veget abl e 20r\gfahrérs nachl Adprughant dafurch gokedhzeich@df dasf di®wem pdlanzfidhew@rgah ualzeugte

A process asPfishzansuestanz auscdesi Kuitdrmediyna prakikierdemdl extrahioheitd. t he veget abl e or gan
I s decontam nated before inplantation. 25 8. A process as clained in
claig 1, éhaVesetren nagle dnspruch hedadysehegakieroeniohinetdaf des igitermedium aodiedat das ! sontinu-
added 28 t hderigh aderhglblontimisriighyprepert werdenyr ocess as cI aimed in claiml,

characterlzed in that the organ i s kept under 2,%| n | ow |ight of %%to
400 30 4 U¥grfahren nagh g PSBEugh & dadureh gokqnnzpichnet, @F‘%l?‘ar'ﬁ o Qroanischen; ‘E%"“Pﬁ o
the organ i sPTREighen, Hiskrkngs PRt ein Pyathesgolist kel g starlipioyt yngloder opigest Mrdy 1y 18 1 o

35C. 25 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das O Paraffindl ist.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 das pflanzliche Orgah eine Wurzel, ein Blatt,
eine Bliite oder eine Bllitenknospe oder ein Teil davon ist.

30 7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das pflanzliche Organ vor seiner iImplantie-
rung dekontaminiert wird. '

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzsichnet, daB dem Kulturmedium Vorldufer und/oder
Wachstumsregler beigegeben werden.

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Organ unter einer Beleuchtung von 0 bis
400 Lux unter Hypoxie gehalten wird.

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Organ bei siner Temperatur von 18 bis
40 35° C unter Hypoxie gehalten wird.
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