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TITRE en français : Eco-purification de produits naturels par CPC : changement d’échelle et solvants 
alternatifs 
 

RESUME en français : 
L’objectif de cette thèse est de mettre en place des outils permettant l’éco-purification de produits 
naturels par chromatographie de partage centrifuge (CPC), une technique préparative permettant la 
séparation de composés grâce à un système solvant constitué de deux liquides non miscibles.  
Ce manuscrit expose dans un premier temps une brève présentation des différentes techniques 
préparatives fréquemment utilisées pour la purification de produits naturels, puis détaille la technique 
de chromatographie de partage centrifuge. Le concept de chimie verte est alors introduit avant d’exposer 
la manière dont il sera pris en compte par la suite. Ainsi, un développement de méthode CPC à petite 
échelle, dans le but de limiter la consommation de solvants et la production de déchets, tout en limitant 
la consommation d’énergie, est illustré par la purification du carnosol issu du romarin. Par la suite, une 
nouvelle méthodologie de changement d’échelle en CPC est introduite, afin de pouvoir augmenter de 
manière efficace la productivité d’une méthode de purification, sans avoir à la redévelopper à grande 
échelle. L’utilisation de cette méthodologie peut notamment permettre à un utilisateur CPC de réduire 
considérablement sa consommation de solvants et d’énergie, tout comme sa génération de déchets 
chimiques. Cette méthodologie de changement d’échelle est appliquée dans le cadre de la purification 
du carnosol développée en amont. Enfin, la dernière partie de ces travaux est consacrée à la substitution 
de solvants d’origine pétrolière, par des solvants plus respectueux de l’environnement, principalement 
d’origine agro-sourcée.  
 

TITRE en anglais : Natural products eco-purification by CPC : scale-up and alternative solvents 
 

RESUME en anglais : 
The main objective of this thesis is to propose some clues for natural products eco-purification by 
centrifugal partition chromatography (CPC), a preparative separation technique that uses a biphasic 
solvent system. 
First, the manuscript describes the differents preparative techniques commonly used for natural products 
purification. Then, the centrifugal partition chromatography technique is detailed. The green chemistry 
concept is subsequently introduced and discussed in regard to its application in purification process. A 
method development is realized on a small scale CPC, illustrating the reduction of solvent consumption 
and waste production, through the carnosol purification from rosemary. Later, a new scale-up 
methodology for CPC is introduced to efficiently transfer the method on larger instrument and increase 
production. This new methodology will allow for a CPC user to reduce solvent and energy consumption 
and chemical wastes discharges. This scale-up methodology is then applied to carnosol purification from 
a rosemary solid extract. Finally, the last part of this manuscript is devoted to petroleum solvents 
substitution by more environmentally friendly solvents like bio-sourced solvents. 
 

DISCIPLINE : Chimie Analytique 
 

MOTS-CLES : Chromatographie de partage centrifuge, purification, chimie verte, changement 
d’échelle, produits naturels, solvants alternatifs, carnosol. 
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Glossaire 
 

Arizona M : système biphasique constitué d’heptane, acétate d’éthyle, méthanol, eau en proportions 
5/6/5/6 (v/v) 

Arizona vert P = système biphasique constitué de limonène, acétate d’éthyle, éthanol, eau en proportions 
6/5/6/5 (v/v) 

CCC = Chromatographie à Contre-Courant 

CPC = Chromatographie de Partage Centrifuge 

∆V = espace disponible entre deux pics chromatographiques 

∆V/t = espace disponible entre deux pics chromatographiques rapporté à la durée de l’opération 

FSU = facteur de changement d’échelle 

HPLC = Chromatographie Liquide Haute Performance 

Kd = coefficient de partage 

Sf = taux de phase stationnaire 

tG = temps de gradient 

tpalier = temps de palier 

Vc = volume colonne 

VM = volume mort ou volume de phase mobile 

VR = volume de rétention 

VS = volume de phase stationnaire 
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Introduction générale 
 

 
Il existe un très grand nombre de méthodes séparatives aujourd’hui utilisées dans le but de réaliser la 
purification de produits naturels. L’une d’entre elles, la chromatographie à contre-courant (CCC), 
possède de nombreux avantages poussant parfois l’utilisateur à l’envisager en complément ou en 
alternative aux techniques de chromatographie sur phase solide.  

La chromatographie à contre-courant est une technique préparative permettant de séparer des solutés 
grâce à un système biphasique composé de deux liquides non miscibles. La phase stationnaire liquide 
est retenue dans la colonne par force centrifuge tandis que la phase mobile est poussée à travers à l’aide 
d’une pompe. On distingue deux types d’appareillages : les appareils hydrodynamiques et les appareils 
hydrostatiques ou chromatographie de partage centrifuge (CPC). 

Malgré le fait que la matière première est le fruit de ce nous offre la nature, la purification de produits 
naturels est une branche de la chimie dont les innombrables applications ne prennent pas toujours en 
compte certains aspects écologiques et économiques fondamentaux. En effet, que cela soit par CPC ou 
toute autre technique de séparation préparative, la purification de produits naturels est le plus souvent 
utilisatrice de solvants pétroliers plutôt que de solvants d’origine naturelle, tout comme elle est 
consommatrice de grandes quantités de solvants et productrice de déchets. De plus, l’optimisation des 
conditions permettant d’augmenter la productivité ainsi que la maîtrise du changement d’échelle entre 
deux colonnes ne sont pas toujours prises en compte. Ce sont donc autant de facteurs impactant 
l’empreinte écologique des processus de purification.  

L’objectif de cette thèse est donc de mettre en place des outils permettant de réaliser l’éco-purification 
de produits naturels par CPC. Le terme éco- est ici utilisé comme préfixe pour écologie, mais aussi 
économie. Pour cela, plusieurs aspects seront mis en avant dans le but de respecter au mieux les principes 
de la chimie verte, allant de la substitution des solvants pétroliers par des solvants verts, à la mise en 
place d’une méthodologie fiable de transfert d’échelle, tout en privilégiant l’utilisation de méthodes 
optimisées afin de limiter la consommation en temps et en énergie. 

Nous avons choisi d’illustrer notre démarche par la purification du romarin (Rosmarinus officinalis) par 
CPC, une plante aromatique provenant de la région méditerranéenne et reconnue pour ses propriétés 
médicinales et gustatives. Ce végétal, très riche en composés actifs, renferme une molécule, le carnosol, 
comportant des propriétés très intéressantes dans la recherche et la mise en place de nouveaux principes 
actifs d’origine végétale. 

Le chapitre 1 de ce mémoire constituera une brève présentation des différents concepts et outils qui 
seront évoqués par la suite.  

Le chapitre 2 portera ensuite sur le développement d’une méthode de purification du carnosol provenant 
d’un extrait de romarin par CPC. Ce chapitre permettra ainsi de présenter la démarche à adopter dans le 
but de réaliser un développement de méthode cohérent en CPC. Les solvants qui seront utilisés sont des 
solvants couramment employés dans cette technique, afin de privilégier un comportement connu et une 
détection aisée. Dans le but de pouvoir réaliser l’analyse des fractions, d’en déterminer leur pureté et de 
quantifier la quantité de carnosol purifiée, une méthode HPLC sera également mise en place. 
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Le chapitre 3 portera quant à lui sur la mise en place d’une nouvelle méthodologie de transfert d’échelle 
en CPC (système hydrostatique), entre un rotor analytique et un rotor de plus grand volume. En effet, 
alors que les mécanismes de changement d’échelle sont relativement bien compris sur appareils 
hydrodynamiques, ces derniers s’avèrent beaucoup plus compliqués à appliquer sur appareils 
hydrostatiques. La méthodologie mise en place sera directement basée sur le comportement des solutés 
au sein des rotors en fonction du système solvant et des conditions opératoires utilisées. L’utilisateur 
pourra également adapter son changement d’échelle en fonction de son objectif de production. La preuve 
de concept, principalement présentée sous la forme d’une publication, sera dans un premier temps 
réalisée sur la séparation de trois solutés tests pouvant être issus de produits naturels. La seconde partie 
du chapitre portera sur la validation de la méthodologie sur un cas concret et complexe en réalisant un 
changement d’échelle sur la méthode de purification du romarin mise en place en amont. Pour chaque 
changement d’échelle, les productivités et consommations de solvants seront calculées afin de mettre en 
avant les avantages de la montée en échelle raisonnée d’une méthode en CPC. 

Enfin, le dernier chapitre sera consacré à la substitution des solvants pétroliers par des solvants verts. 
Tout d’abord, l’étude des propriétés physico-chimiques de solvants d’origine pétrolière et analogues 
verts sera réalisée avant de les tester et de comparer leurs performances en CPC. Ainsi, le possible 
remplacement de l’heptane par du limonène, un solvant issu des déchets de l’industrie agro-alimentaire, 
du méthanol par de l’éthanol ou du méthyl ter-butyl éther par de l’acétate d’éthyle seront envisagés. 
Dans ce cadre, trois articles scientifiques seront présentés. La dernière partie de ce chapitre portera sur 
le remplacement des solvants pétroliers utilisés pour la purification du carnosol par des solvants verts, 
plus respectueux de l’humain et de l’environnement. 
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1. La purification des produits naturels 
 

 
Depuis les années 1990, l’intérêt pour la recherche de nouveaux composés bioactifs provenant de 
produits naturels a considérablement augmenté (1). Le succès des dérivés de produits d’origine végétale 
tels que le Taxol®, médicament anticancéreux fabriqué à partir de la molécule de paclitaxel, 
originellement extraite de l’écorce de Taxus Bretifolia (2) a notamment permis l’introduction de très 
nombreux programmes de recherche sur les produits naturels dans le monde (3). Depuis, beaucoup 
d’efforts ont été concentrés sur la recherche de nouvelles molécules d’intérêt en provenance de produits 
naturels d’origines très diverses, pour des applications principalement pharmaceutiques, cosmétiques ou 
agroalimentaires. Lorsque des propriétés intéressantes sont découvertes sur un extrait donné, il est alors 
essentiel de pouvoir avoir accès à des méthodes performantes, permettant d’isoler les molécules d’intérêt 
de manière rapide et sûre. Pour cette raison, il est nécessaire pour l’industrie et la recherche académique 
de posséder dans un premier temps des techniques d’extraction puis de séparation efficaces avant de 
pouvoir réaliser l’identification des composés ciblés par des techniques de pointe telles que la 
spectrométrie de masse (MS) ou la résonnance magnétique nucléaire (RMN). 

 

1.1. Extraction 
 

La toute première étape dans la purification d’un extrait naturel consiste à réaliser l’extraction des 
composés d’intérêt de leur matrice végétale initiale. Tout comme des procédés de filtration ou de 
précipitation, l’extraction peut être considérée comme une étape de pré-purification car elle permet 
d’enlever des composés indésirables mais surtout de sélectionner et concentrer des composés d’intérêt 
en choisissant des solvants appropriés (1). Idéalement, une extraction doit être exhaustive, doit respecter 
les composés d’intérêt, être rapide, simple, peu chère et si possible automatisable. Il existe un grand 
nombre de méthodes traditionnelles d’extraction dont les principales sont l’extraction par Soxhlet, la 
macération, la percolation, la turbo-extraction ou la sonication (1). Ces dernières s’avèrent cependant 
souvent longues, laborieuses, consommatrices de solvants, peu efficaces et accélèrent parfois la 
dégradation des composés d’intérêt. Depuis quelques années, d’autres techniques comportant beaucoup 
moins d’inconvénients économiques et écologiques ont été développées et sont de plus en plus utilisées 
telles que l’extraction par fluide supercritique, l’extraction assistée par micro-ondes ou l’extraction 
assistée par ultrasons (1, 4, 5). Devant leurs nombreux avantages en termes d’économie de solvant, de 
temps, et leur très bonne efficacité, ces nouvelles techniques ont pu être classées comme techniques 
d’éco-extraction par l’équipe de Farid Chemat (Université d’Avignon) (4, 5). 

L’extraction permet donc de séparer des composés d’intérêt de leur matrice. Il est cependant très rare 
voire impossible d’isoler la molécule cible seulement avec une extraction. Ainsi, une étape de 
purification est requise afin de fractionner l’extrait de manière sélective et d’isoler le composé de 
manière plus ou moins pure. 
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1.2. Purification 
 

La purification consiste à réaliser la séparation des molécules d’un extrait afin de récupérer des 
molécules ou groupes de molécules d’intérêt et de supprimer une plus ou moins grande quantité 
d’impuretés indésirables. Il existe un très grand nombre de techniques séparatives pouvant être utilisées 
à l’échelle préparative dans le but de produire une grande quantité de solutés purifiés en provenance 
d’un extrait végétal. Les principales sont les méthodes de chromatographie liquide sur phase solide et 
les méthodes de chromatographie liquide-liquide (1, 3, 6, 7).  

Après avoir abordé la notion de chromatographie préparative, nous développerons les différentes 
techniques de chromatographie préparative liquide sur phase solide utilisées très couramment dans le 
cadre de la purification d’extrait naturels. A la suite de cela, nous introduirons et détaillerons alors la 
technique de chromatographie à contre-courant (CCC), méthode de séparation liquide-liquide mettant 
en jeu un système solvant biphasique. Nous verrons quels sont les avantages et les inconvénients à 
utiliser cette technique en remplacement ou en complément des méthodes classiques de séparation 
solide-liquide. 

 

1.2.1. La chromatographie préparative 
 

La chromatographie est une technique séparative originellement préparative, développée par le Russe 
Tswett au début des années 1900 dans le but de purifier des pigments provenant d’un extrait végétal (8-
11). A cette époque, toutes les applications de la chromatographie étaient préparatives. Les premières 
utilisations de la chromatographie en tant qu’outils analytique furent réalisées en 1931 à travers les  
travaux de Kuhn et Lederer, portant sur la séparation des isomères du carotène et de la xanthophylle (12, 
13). Ce n’est qu’à la fin des années 60 que la chromatographie liquide fut réellement utilisée à des fins 
analytiques, largement provoqué par le développement de la chromatographie liquide haute performance 
(HPLC) (8). Aujourd’hui, malgré l’omniprésence de la chromatographie analytique, la chromatographie 
préparative reste une technique bien reconnue dans l’industrie, et dont les applications sont de plus en 
plus nombreuses (10). 

Les objectifs de la chromatographie analytique et de la chromatographie préparative sont très différents. 
En effet, en chromatographie analytique, l’utilisateur recherche toujours la meilleure résolution (= 
mesure de la séparation de deux solutés), pour un temps d’analyse le plus court possible. Le but est de 
déterminer rapidement la composition d’un échantillon de manière précise et rapide. Lorsqu’elle est 
utilisée à finalité préparative, la chromatographie permet d’isoler une substance d’un mélange, avec un 
taux de récupération et une pureté les plus importants possibles et avec la meilleure productivité 
possible. Les paramètres les plus importants en chromatographie préparative sont donc :  

 la vitesse (durée de purification, productivité) ; 
 la résolution (pureté du composé à récupérer) ; 
 la charge (quantité purifiée, productivité).  

L’optimisation de chacun de ces paramètres aura une influence sur les deux autres. Par exemple, 
l’augmentation du débit de phase mobile (vitesse) ou de la charge de l’échantillon aura pour 
conséquence une diminution de la résolution (14).  
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Lors de leur récupération en sortie de colonne, la mesure de la pureté et du taux de récupération des 
solutés permettent d’évaluer la qualité de la séparation réalisée. La pureté des solutés récupérés PR est 
une contrainte donnée par le cahier des charges de l’utilisateur. Elle est exprimée en pourcentage de 
soluté pur dans la masse totale d’échantillon récupéré. Le taux de récupération TR en % correspond 
quant à lui au rapport de la quantité de soluté récupéré Qs à la fin d’une opération de purification sur la 
quantité de soluté injecté Qinj : 

 
Équation 1 

Si aucune perte d’échantillon n’est engendrée par la colonne, un retour à la ligne de base entre les pics 
des solutés à séparer permet théoriquement d’obtenir un taux de récupération et une pureté de 100 %, 
tandis que des bandes chevauchantes auront pour conséquence la diminution de la pureté et/ou du taux 
de récupération (Figure 1). 

 

Figure 1 : Influence de la qualité de séparation sur la pureté et le taux de récupération des solutés. 

La notion de rendement est aussi très importante en chromatographie préparative car elle décrit la 
quantité produite en fonction du temps et permet de réaliser des comparaisons avec d’autres techniques 
ou conditions opératoires. On définit ainsi le rendement horaire Rh ou productivité comme la valeur 
correspondant au ratio de la quantité de soluté récupérée Qs par opération sur la durée d’une opération t : 

 
Équation 2 

Le rendement horaire d’une purification par chromatographie peut être optimisé en diminuant la durée 
d’une opération ou en augmentant la quantité injectée. Ces actions peuvent cependant avoir une 
conséquence sur la qualité de séparation des solutés entre eux, entrainant une diminution de leur pureté. 



Chapitre 1 : Concepts et outils | 8  
 

1.2.2. La chromatographie préparative liquide sur phase solide 
 

La chromatographie liquide sur phase solide est une technique qui repose sur un équilibre entre 
l’adsorption de solutés sur une phase stationnaire solide et leur élution à l’aide d’une phase mobile dans 
le but de les séparer. En chromatographie préparative, la phase stationnaire des colonnes 
chromatographiques est le plus souvent composée de particules de silice vierge, peu chères et 
compatibles avec un grand nombre de solvants de polarités très différentes. D’autres types de phases 
stationnaires telles que les particules de silice greffées sont de plus en plus utilisées aujourd’hui. Elles 
permettant entre autres une diminution du risque de décomposition de l’échantillon et d’adsorption 
irréversibles (14). La pureté et la nature des solvants utilisés en tant que phase mobile est un aspect très 
important en chromatographie préparative, ces solvants devant par la suite être éliminés des échantillons 
récupérés. Ils doivent donc être facilement évaporables et ne doivent pas comporter une quantité 
d’impuretés trop importantes car ces dernières peuvent par la suite se retrouver dans l’échantillon de 
manière concentrée. L’ajout d’additifs non volatiles dans la phase mobile peut également poser 
problème dans la récupération des composés purifiés. 

Il existe une très grande variété de méthodes de chromatographie préparative liquide sur phase solide. 
Le choix d’une méthode chromatographique ou d’une autre dépend principalement de la pureté de 
l’extrait ou de la fraction mais aussi de l’objectif final. Ainsi, tandis que les méthodes telles que la 
chromatographie flash ou la chromatographie liquide basse pression seront utilisées pour fractionner de 
grandes quantités d’échantillons de manière économique, la chromatographie liquide moyenne pression 
ou la chromatographie liquide haute performance (HPLC) semi-préparative et préparative seront 
utilisées dans le but d’avoir une meilleure résolution chromatographique et d’ainsi augmenter la pureté 
des composés à haute valeur ajoutée (7).  

Les principales techniques de chromatographie liquide préparative sur phase solide utilisées dans le 
cadre de la purification d’extraits naturels sont (1, 7, 14-17) : 

- La chromatographie préparative planaire : Les méthodes de chromatographie préparative planaire sont 
des méthodes fréquemment utilisées du fait de leur facilité d’usage et de leur bas coût à l’achat et à 
l’utilisation. Cependant, leurs applications sont beaucoup plus restreintes que la plupart des méthodes 
chromatographiques sur colonne. L’un des avantages de la technique est le grand nombre de possibilités 
de méthodes de détections chimiques spécifiques à des classes de molécules. Le principe de la 
chromatographie planaire repose sur la migration d’un ou plusieurs solvants sur une plaque constituée 
d’un support inerte sur lequel est déposée une fine couche de phase stationnaire (200 à 250 μm), le plus 
souvent composée de gel de silice. Si quelques applications engagent des quantités purifiées de l’ordre 
du gramme, la plupart des applications de chromatographie planaire permettent plutôt de purifier des 
quantités de matériel végétal de l’ordre du milligramme. 

- La chromatographie éclair (flash-chromatography, 2 bar) : La méthode est composée d’une colonne 
de verre remplie d’une phase stationnaire solide appropriée. L’échantillon est introduit au sommet de la 
colonne et est élué à l’aide de solvants pressurisés à l’air comprimé (environ 1 bar au-dessus de la 
pression atmosphérique). En fonction de la taille de la colonne, une quantité d’échantillon comprise 
entre 0,01 et 10 g peut être purifiée en une quinzaine de minutes. 

- La chromatographie liquide basse pression (LPLC = Low-Pressure Liquid Chromatography, < 5 bar) : 
Tandis que la chromatographie éclair ne nécessite que très peu d’équipement, et est caractérisée par sa 
simplicité, les systèmes de chromatographie basse pression, légèrement plus complexes, incluent une 
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pompe. La colonne est souvent composée de verre, à l’intérieur de laquelle est maintenue la phase 
stationnaire à l’aide d’un fritté. La taille des particules de phase stationnaire est grande (40 à 60 μm), 
permettant de travailler à des débits élevés pour des pressions relativement faibles. Ce type de colonne 
permet la séparation de quantités proches du gramme avec des résolutions parfois voisines de l’HPLC. 
Dans certains cas, pour avoir de meilleures résolutions ou de meilleures charges, il est possible de 
coupler plusieurs colonnes en série. La facilité de réalisation de séparations à basse pression est la raison 
pour laquelle ces colonnes sont encore beaucoup utilisées. Cependant, les purifications réalisées sur des 
échantillons de plus de 5 g restent difficiles à effectuer, ce qui peut pousser l’utilisateur à utiliser d’autres 
techniques encore plus performantes. 

- La chromatographie liquide moyenne pression (MPLC = Medium-Pressure Liquid Chromatography, 
5-20 bar) : La technique de MPLC implique des colonnes plus longues qui comprennent des diamètres 
plus larges et requièrent des pressions plus importantes que la LPLC. Cette technique permet des débits 
relativement importants (25 à 150 mL/min). Couplé avec un système simple de pompage (air comprimé 
ou pompe à piston), la MPLC peut être complémentaire des systèmes de chromatographie éclair, en 
alliant une meilleure résolution et des temps de séparation plus courts. 

- La chromatographie liquide haute pression (HPLC = High-Pressure Liquid Chromatography, > 20 
bar) : Les systèmes HPLC utilisés dans la purification de produits naturels sont le plus souvent semi-
préparatifs (de 1 à 100 mg) ou préparatifs (plusieurs grammes). Cependant, si l’objectif est de purifier 
seulement quelques milligrammes d’échantillon, des colonnes analytiques peuvent également être 
utilisées. Au fil des années, l’HPLC préparative est devenue la méthode la plus commune pour la 
purification de produits naturels. Elle est robuste, polyvalente, rapide et peut être utilisée dans le cadre 
de purification de mélanges complexes. La principale différence entre l’HPLC et les autres techniques 
à plus basse pression est la taille des particules, beaucoup plus faible dans le cas de l’HPLC (entre 3 et 
10 μm). C’est pour cette raison que la pression engendrée au sein de la colonne est beaucoup plus 
importante. Cette petite taille de particules permet une meilleure cinétique d’échange et donc une 
meilleure résolution. Les diamètres de colonne sont généralement compris entre 10 et 100 mm. Si la 
séparation doit être effectuée sur des quantités de l’ordre du gramme, les systèmes peuvent comporter 
des colonnes de diamètre interne supérieur à 100 mm. 

- La chromatographie par fluide supercritique (SFC = Supercritical-Fluid Chromtaography) : La 
chromatographie SFC est une technique dont la phase mobile n’est plus un liquide mais un fluide 
supercritique, c'est-à-dire un gaz comprimé au-delà de sa température critique et haute pression. La 
technique de SFC préparative comporte de très nombreux avantages comme la rapidité d’exécution des 
purifications de par la faible viscosité de la phase mobile, une très bonne efficacité chromatographique 
ou une séparation aisée des produits finaux de leurs solvants. En SFC, la vitesse linéaire de la phase 
mobile et la durée de vie des colonnes sont plus importantes. Le fluide supercritique le plus souvent 
utilisé en SFC est le CO2 supercritique, chimiquement inerte. Le CO2 est non-inflammable, non toxique, 
sans odeur, peu cher même à très haute pureté et ne pose pas ou très peu de problèmes d’élimination de 
solvants. En SFC préparative, la limite de solubilité est le plus souvent imposée par la solubilité de 
l’échantillon dans le fluide supercritique et non pas par la capacité de la colonne. Cette technique peut 
aisément permettre la purification de composés d’une quantité de l’ordre du gramme. 
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1.2.3. La chromatographie à contre-courant 
 

La chromatographie à contre-courant est une technique préparative liquide-liquide permettant de séparer 
des solutés grâce à un système biphasique composé de deux liquides non miscibles. La phase stationnaire 
liquide est retenue dans la colonne par force centrifuge tandis que la phase mobile est poussée à travers 
à l’aide d’une pompe.   

La chromatographie à contre-courant est une technique très utilisée dans le cadre de la purification 
d’extraits naturels, de par ses nombreux avantages tels que la très grande diversité de phase stationnaires 
et mobiles utilisables, la capacité de charge importante (de l’ordre du kg pour les plus grosses machines), 
la récupération possible et aisée de l’échantillon en cas d’absorption irréversible et la possibilité 
d’injection d’échantillons à matrice dense ou visqueuse (18). 

 

1.2.3.1. Historique et dénominations  
 

L’ancêtre de la chromatographie à contre-courant a été inventé dans les années 1940 par le Dr. Lyman 
C. Craig, qui développa la distribution à contre-courant (ou CCD pour CounterCurrent Distribution) 
appelée aussi « machine de Craig » (18-20). Ces appareils ont été conçus pour réaliser la séparation de 
solutés comportant différents coefficients de partage à l’aide d’un mélange biphasique de solvants. Ils 
sont composés d’une série de tubes de verre (Figure 2) conçus de manière à ce que la phase légère puisse 
être transférée d’une unité à la suivante, tandis que la phase lourde est toujours maintenue dans le même 
tube par force de gravitation (Figure 3). Au cours des années 1950, les appareils de CCD furent très 
largement utilisés dans le but de réaliser la purification de matériels d’origine naturelle (19). 

 

  
Figure 2 : À gauche : étudiant utilisant une machine de Craig, 1951 (Copyright 2012, Iowa State University 

Library). À droite : schéma d’une unité individuelle de la machine de Craig (21). 
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Figure 3 : Principe d’utilisation d’une unité de la machine de Craig, schéma modifié d’après (22). 

 
Ce n’est qu’en 1966 au Japon, que Y. Ito proposa une nouvelle technique, pour laquelle il eut l’idée de 
retenir l’une des phases par force centrifuge au lieu de la force gravitationnelle (23). C’est l’apparition 
de la chromatographie à contre-courant (CCC) moderne. A partir de cette invention s’en suivirent deux 
directions dans le développement de la CCC. La première, poursuivie par Ito aux Etats-Unis, est basée 
sur le développement d’une très vaste gamme d’appareils également appelés chromatographie à contre-
courant ou appareils hydrodynamiques, dont le plus utilisé est basé sur la variation de la force centrifuge 
produite par un mécanisme composé de deux axes de rotation. La seconde, développée par K. Nunogaki 
au Japon, comporte un seul axe de rotation et ainsi une force centrifuge constante. Ces appareils sont 
appelés chromatographie de partage centrifuge (CPC) ou instruments hydrostatiques (24). 

L’utilisation de l’appellation chromatographie à contre-courant divise aujourd’hui les experts de la 
technique (25, 26). Tout d’abord, l’utilisation du nom chromatographie à contre-courant porte à 
confusion puisqu’il est utilisé d’une part pour nommer la technique en général mais aussi pour désigner 
les appareils hydrodynamiques. D’autre part, en chromatographie à contre-courant, il n’y a jamais de 
contre-courant. La technique tient en réalité du nom qu’avait donné Craig à sa machine : l’appareil de 
distribution à contre-courant (27, 28). Cependant, cela fait plus de 40 ans que les scientifiques continuent 
à publier des articles contenant le nom de chromatographie à contre-courant, et il parait aujourd’hui 
difficile de changer l’appellation de la technique, reconnue en tant que telle (25, 27). Ainsi, nous 
utiliserons le terme chromatographie à contre-courant dans la suite de ce manuscrit seulement dans le 
but de nommer la technique en général. Se distinguerons ensuite les appareils hydrodynamiques et les 
appareils hydrostatiques (ou CPC pour chromatographie de partage centrifuge) (Figure 4). Ces deux 
types d’appareils seront décrits dans la suite de ce chapitre (Section 1.2.3.2). 

 

Figure 4 : Dénomination des différents appareils de chromatographie à contre-courant 

Chromatographie à 
contre-courant (CCC)

Appareils hydrodynamiques

Appareils hydrostatiques 
= 

Chromatographie de partage 
centrifuge (CPC)
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1.2.3.2. Appareils hydrodynamiques vs. appareils hydrostatiques 
 

1.2.3.2.1. Appareils hydrodynamiques 
 

Les appareils hydrodynamiques sont composés de deux axes de rotation : un axe central et un axe 
planétaire, générant une force centrifuge variable. Un appareil hydrodynamique peut comporter 
plusieurs axes planétaires, généralement de 1 à 3, chacun composé d’une bobine sur laquelle est enroulée 
la colonne composée de tubes de Téflon® (Figure 5).  

 

Figure 5 : Schéma représentant les différents axes de rotation ainsi que la disposition d’une bobine au sein d’un 
appareil hydrodynamique (29). 

Sur les systèmes hydrodynamiques, les échanges chromatographiques sont générés par la variation de 
la force centrifuge qui créé des zones de mélange et des zones de décantation au sein de la colonne. Le 
contact entre les phases stationnaire et mobile est ainsi continu (Figure 6).  

 

Figure 6 : Comportement du liquide sur un appareil hydrodynamique (29, 30) 

 

Le laboratoire de chromatographie de l’Institut des Sciences Analytiques est équipé d’un appareil 
hydrostatique Spectrum Dynamic Extraction (Slough, UK), illustré Figure 7. 

Axe de la bobine (axe planétaire) 

Axe du rotor (axe central) 

Tube de Téflon® 

Axe du rotor 

Axe de la bobine 

Zone de mélange 

Zone de décantation 
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Figure 7 : Appareil hydrodynamique Dynamic Extraction. Cet appareil est composé de deux bobines disposées 
autour de l’axe central. Il comporte au total 4 sections de tubes de volumes respectifs de 10 mL, 11 mL, 66 mL et 

69 mL, pouvant être utilisées ensemble ou indépendamment les unes des autres. A gauche : appareil en 
fonctionnement à 1200 rpm. A droite : zoom sur l’axe central et les bobines. 

 

1.2.3.2.2. Appareils hydrostatiques 
 

Les appareils hydrostatiques ou CPC possèdent un design totalement différent des appareils 
hydrodynamiques. Ils sont composés de disques en inox empilés les uns aux autres, chacun gravé de 
cellules et de canaux (Figure 8). Ces disques métalliques, eux-mêmes séparés par des disques de 
Téflon®, sont assemblés autour d’un axe central unique délivrant à la colonne une force centrifuge 
constante. L’ensemble des cellules et canaux forment la colonne, également appelée rotor. Dans le cas 
des CPC, le liquide est transféré dans le rotor puis vers la sortie de la colonne à travers deux joints 
rotatifs, comportant une partie statique et une partie rotative. Sur certains appareils, une cuve alimentée 
par un liquide de refroidissement peut être mis en place car les forces de friction créées par la rotation 
du rotor peuvent générer un échauffement au sein du système, pouvant alors engendrer un déséquilibre 
de la solubilité des phases entre elles et une modification des coefficients de partage des composés 
purifiés au cours de l’opération (Figure 9). 

 

 

                      

 

Figure 8 : (a) Empilement de disques en inox et en Téflon® formant un rotor, d’après (31). (b) Une portion d’un 
disque d’un rotor Kromaton, gravé de doubles-cellules reliées par des canaux. 
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Figure 9 : FCPC-A Rousselet-Robatel-Kromaton monté d’un rotor de volume réel 35 mL.  

 

Dans les systèmes de CPC, les échanges chromatographiques ont lieu dans les cellules (Figure 8b), qui 
contiennent à la fois la phase stationnaire, retenue par force centrifuge et la phase mobile, poussée à 
travers par un système de pompage. Les canaux sont quant à eux exclusivement remplis de phase mobile, 
la phase stationnaire ne pouvant être retenue. Le fait qu’il n’y ait que de la phase mobile dans les canaux 
reste un aspect défavorable en CPC car aucun échange chromatographique ne peut être effectué, créant 
un volume mort et augmentant ainsi la dispersion.  

Au laboratoire de l’ISA, quatre appareils de CPC Kromaton sont actuellement disponibles : deux 
appareils FCPC-A200 (Figure 9) pouvant contenir des rotors interchangeables de volumes allant de        
25 mL à 1L ; un FCPC-C25, contenant un rotor de 35 mL (Figure 10) et un FCPC-E25 contenant 
également un rotor de 35 mL et ayant la particularité d’être ATEX (matériel adapté aux atmosphères 
explosives) (Figure 10). 

 

     

Figure 10 : À gauche : FCPC-C25 Kromaton contenant un rotor de 35 mL. À droite : FCPC-E25 Kromaton 
monté d’un rotor 35 mL. 

 
  

Joint rotatif supérieur 

Rotor de 35 mL 

Cuve de refroidissement 

 

Joint rotatif inférieur 
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1.2.3.3. Principe général de la chromatographie à contre-courant 
 
La chromatographie à contre-courant est, comme son nom l’indique, une méthode de chromatographie, 
avec comme spécificité que la phase stationnaire n’est pas un solide mais un liquide. Le mécanisme de 
rétention n’est donc pas généré par l’adsorption des solutés sur la phase stationnaire mais par un partage 
liquide-liquide des solutés entre les phases stationnaires et mobiles, représenté par le coefficient de 
partage KD du soluté dans le système biphasique : 

 
Équation 3 

Expérimentalement, le coefficient de partage d’un composé peut être calculé à l’aide de son volume de 
rétention VR : 

 Équation 4 

Avec VM le volume mort de la colonne, ou volume de phase mobile contenu dans la colonne, KD le 
coefficient de partage du soluté et VS le volume de phase stationnaire contenu dans la colonne. 

La valeur du coefficient de partage permet de montrer l’affinité des solutés pour l’une ou l’autre des 
phases, selon si sa valeur est égale, inférieure ou supérieure à 1. Lorsque le coefficient de partage est 
égal à 1, le soluté se partage de manière égale entre la phase stationnaire et la phase mobile. Le volume 
de rétention du soluté est alors constant et égal au volume colonne quel que soit le taux de phase 
stationnaire. Lorsque le coefficient de partage est inférieur à 1, le soluté a une meilleure affinité pour la 
phase mobile. Son volume de rétention est alors faible et reste inférieur au volume colonne. Lorsque le 
taux de phase stationnaire diminue au sein de la colonne, son volume de rétention aura alors tendance à 
augmenter. Au contraire, si le coefficient de partage d’un soluté est supérieur à 1, ce dernier a plus 
d’affinité pour la phase stationnaire. Son volume de rétention est alors supérieur au volume colonne et 
augmente linéairement en fonction de la valeur du KD (30). Si une diminution du taux de phase 
stationnaire est observée dans le cas d’un coefficient de partage supérieur à 1, le volume de rétention du 
soluté aura alors tendance à diminuer. Ainsi, il est possible de travailler avec des composés dont le 
coefficient de partage est très élevé, sans engendrer des temps de purification trop longs en opérant avec 
une colonne dont le taux de phase stationnaire est faible. 

Lors d’une opération, la colonne chromatographique est dans un premier temps entièrement remplie de 
phase stationnaire. Une force centrifuge est alors appliquée afin de retenir la phase stationnaire au sein 
de la colonne. Dès lors, la phase mobile est introduite dans la colonne et déplace une partie de la phase 
stationnaire vers la sortie tout en établissant un équilibre chromatographique au sein de la colonne. Le 
volume de phase stationnaire déplacé peut être mesuré en sortie de colonne à l’aide d’une éprouvette 
graduée. Il correspond au volume de phase mobile contenu dans la colonne.  

Le taux de phase stationnaire Sf (en %) contenu dans la colonne peut être déterminé expérimentalement 
par le calcul du rapport entre le volume de phase stationnaire et le volume de la colonne : 

 
Équation 5
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Nous verrons dans les chapitres suivants qu’il est également possible de calculer le volume de phase 
stationnaire contenu dans la colonne par injection d’un composé non retenu ou marqueur de volume 
mort, permettant d’en déduire le volume de phase mobile contenu au sein de la colonne et donc le volume 
de phase stationnaire. 

La perte de charge sur une machine CCC est donnée par (30) : 

 Équation 6 

Avec A et B des constantes dépendantes de l’appareillage et du système liquide utilisé, ∆d la différence 
de densité entre les phases supérieures et inférieures du système solvant, ω la vitesse de rotation du rotor,  
Sf le taux de phase stationnaire, η la viscosité de la phase mobile et F le débit de la phase mobile.  

Le premier terme de l’équation est appelé terme hydrostatique tandis que le second est le terme 
hydrodynamique. Sur les instruments hydrodynamiques, la valeur de A est très faible, engendrant une 
faible contribution du terme hydrostatique. Le terme hydrodynamique est quant à lui prédominant, 
apportant une perte de charge n’excédant jamais 5 à 6 bars (30). Sur les appareils de CPC, le terme 
hydrostatique est cette fois-ci prédominant. La perte de charge est beaucoup plus importante que sur les 
systèmes hydrodynamiques et elle doit être surveillée notamment pour des taux de phase stationnaire 
élevés, afin de ne pas dépasser les valeurs limites autorisées par les constructeurs (60-80 bars) dans le 
but de ne pas endommager les appareils (joints rotatifs). 

 

1.2.3.4. Avantages de la technique 
 
L’un des avantages de la technique de CCC réside dans la possibilité d’utiliser l’une ou l’autre phase du 
système biphasique en tant que phase stationnaire. Pour un système solvant donné, une purification 
pourra ainsi avoir lieu en phase normale comme en phase inverse selon la polarité de la phase 
stationnaire. Pour cela, il est possible de travailler selon deux modes différents : le mode descendant ou 
le mode ascendant (Figure 11). 

 

 

 
Figure 11 : Présentation du comportement des solvants lors de l’utilisation des modes ascendant et descendant 

sur un appareil de CPC. La phase supérieure du système solvant est en jaune, la phase inférieure en bleu. 

Hydrostatique e Hydrodynamique 
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Un système solvant biphasique comporte une phase supérieure (en jaune) et une phase inférieure (en 
bleu). Si l’utilisateur souhaite utiliser la phase supérieure de son système solvant comme phase 
stationnaire, il se placera en mode descendant. La phase mobile sera alors la phase inférieure. Au 
contraire, si l’utilisateur fait le choix d’utiliser la phase inférieure comme phase stationnaire, il se placera 
alors en mode ascendant, la phase mobile devenant ainsi la phase supérieure. 

L’utilisation d’un système biphasique liquide permet également au soluté d’avoir accès à l’intégralité 
du volume de phase stationnaire. La capacité de charge est ainsi bien meilleure qu’en HPLC où seule la 
surface de la phase stationnaire est accessible par le soluté. La saturation de la phase stationnaire 
(surcharge) est observée beaucoup moins rapidement en CCC qu’en HPLC (32).  

Un autre avantage de la phase stationnaire liquide est que son renouvellement est très simple à réaliser. 
Dès lors, il y a peu de risques de perte d’échantillon puisque si un soluté est absorbé de manière infinie 
par la phase stationnaire, il est toujours possible de vider la colonne par extrusion afin de le récupérer. 
Ceci est un grand avantage lors de la purification de composés à haute valeur ajoutée. La technique est 
de ce fait très utilisée pour le préfractionnement ou la purification de mélanges complexes tels que les 
produits naturels, comportant des composés de polarités très différentes et risquant de souiller facilement 
la phase stationnaire.  

De plus, l’utilisation d’une phase stationnaire composée de solvants reste beaucoup moins couteuse 
qu’en HPLC où les phases stationnaires restent souvent très chères, surtout dans le cas de purifications 
spécifiques. 

Enfin, en CCC, la sélectivité reste unique puisqu’il existe un grand nombre de possibilité de systèmes 
solvants, tant dans la nature des solvants utilisés pour créer le système biphasique que dans les 
proportions utilisées pour chaque solvant.  

Tous ces avantages, exclusivement liés à l’utilisation d’une phase stationnaire liquide, dépassent 
grandement les inconvénients technologiques engendrés par la technique, comme une moins bonne 
efficacité en CCC qu’en HPLC préparative et parfois une certaine difficulté à retenir des phases 
stationnaires trop visqueuses ou dont les différences de densité restent trop faibles. 

La CCC est donc une technique complémentaire des autres systèmes préparatifs, qui peut être utilisée 
soit dans le cas où l’on chercherait à améliorer un paramètre devenu critique dans les techniques plus 
conventionnelles (phase stationnaire devenue trop chère, adsorption irréversible d’un soluté à haute 
valeur ajoutée, etc.), soit en apportant une sélectivité différente des techniques chromatographiques sur 
phase solide. 
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2. La notion de chimie verte 
 

La chimie occupe une place à part parmi les sciences dites dures. En effet, en plus de la science dédiée 
à l’étude de la structure de la matière à l’échelle moléculaire, de ses propriétés et de ses transformations, 
la chimie est également une industrie parmi les plus importantes du monde en termes de chiffre d’affaires 
et d’emploi (33). Dans les pays industrialisés, la chimie est omniprésente dans le quotidien de chacun : 
santé, hygiène, bâtiment, électronique, cosmétiques et parfums ou agriculture et agroalimentaire. Elle 
est cependant victime d’une image plutôt péjorative pour le grand public, qui n’a pas conscience de son 
importante contribution à notre qualité de vie. En effet, malgré ses nombreuses applications bénéfiques, 
cette discipline connote très souvent avec des événements négatifs tels que la pollution 
environnementale qu’elle engendre, sa toxicité ou les accidents qu’elle a pu provoquer au cours de notre 
histoire (AZF, Bhopal, Seveso, etc.) (33, 34). La modification de notre consommation, accompagnée du 
fort développement industriel qui a eu lieu au cours du XXème siècle nous ont effet amené à subir des 
conséquences chimiques désastreuses, engendrant malheureusement une prise de conscience et un 
durcissement trop tardif de la réglementation.  

Face à ce constat, le concept de chimie verte est apparu au début des années 1990, développé par Paul 
Anastas et John C. Warner (34). L’une des vocations de la chimie verte est de corriger cette image 
négative, par son action et ses préoccupations. Les 12 principes de la chimie verte qu’ils mirent en place 
restent à ce jour la meilleure définition pratique de cette nouvelle chimie (35). Ces principes peuvent en 
effet s’appliquer et s’adapter à tous les aspects de la discipline. 

Les 12 principes de la chimie verte sont les suivants (33, 35): 

1. Prévenir et limiter la production de déchets 
2. Concevoir des produits et des composés chimiques avec pas ou peu de toxicité 
3. Faire des réactions chimiques avec des produits/réactifs avec peu ou pas de toxicité 
4. Préférer les matières premières renouvelables (biomasse...) à celles fossiles (hydrocarbures, 

charbon) 
5. Utiliser au maximum des catalyseurs dans les réactions chimiques afin de minimiser les 

quantités de réactifs utilisés et de déchets produits 
6. Minimiser l'utilisation de composés réactionnels intermédiaires 
7. Favoriser le meilleur rendement réactionnel possible : utiliser au maximum les matières 

premières pour minimiser les déchets produits 
8. Utiliser des solvants plus sûrs et moins toxiques : remplacement des solvants organiques 
9. Rechercher l'efficacité énergétique de la réaction : travailler à température et pression ambiante 

quand cela est possible 
10. Concevoir des produits chimiques qui se décomposeront en composés inertes et qui ne 

s'accumuleront pas dans l'environnement 
11. Analyser en continu toutes les réactions de transformations pour détecter immédiatement la 

production de sous-produits afin de les  minimiser, voire les éliminer 
12. Concevoir des produits chimiques dans des formes appropriées afin de limiter les risques 

d'accident 

Tandis que certains de ces principes s’appliquent surtout à la chimie de synthèse, d’autres peuvent être 
employés voire adaptées à la purification des produits naturels tels que l’utilisation de solvants moins 
toxiques et plus sûrs, la préférence pour des matières premières renouvelables (solvants de purification), 
la prévention ou la limitation de la production de déchets ou la recherche du meilleur rendement possible. 



Chapitre 1 : Concepts et outils | 19  
 

Ainsi, pour intégrer la chimie verte dans les process de purification des produits naturels, il pourrait être 
envisagé de modifier les solvants utilisés de manière systématique par des solvants moins toxiques ou 
dangereux pour l’homme et l’environnement, et/ou provenant de ressources renouvelables 
(agrosolvants) au lieu de pétrolières. De même, la diminution de la production de déchets peut être 
envisagée en favorisant le développement de méthodes de purification à petite échelle et en améliorant 
leur transfert à échelle pilote lorsque la production demande à être augmentée. En chromatographie 
préparative, la notion d’amélioration de la productivité est très importante, car elle permet de réaliser 
des économies énergétiques tout en fabriquant plus de matière purifiée. Cet aspect entre également tout 
à fait dans les principes de la chimie verte puisque le rendement est favorisé. En prenant en compte les 
points cités ci-dessus, les termes « purification des produits naturels » pourraient alors être employés 
sous l’appellation « éco-purification des produits naturels », puisque sont privilégiés à la fois les aspects 
écologiques et les aspects économiques. 

Ainsi dans la suite de ce manuscrit, nous chercherons à intégrer le plus souvent possible certains des 
principes de la chimie verte sur la purification  par CPC du carnosol provenant d’un extrait de romarin. 
Le chapitre 2 consistera à développer la méthode de purification du carnosol à petite échelle, afin de 
limiter la consommation de solvants et la production de déchets, tout en limitant la consommation 
d’énergie. Le chapitre 3 sera consacré à la mise en place d’une méthodologie de changement d’échelle 
(ou scale-up) en CPC, dans le but de pouvoir augmenter facilement la productivité d’une méthode de 
purification, sans avoir à la redévelopper à grande échelle. L’utilisation de cette nouvelle méthodologie 
pourra permettre à un utilisateur CPC de réduire considérablement sa consommation de solvants et 
d’énergie, tout comme sa génération de déchets chimiques. Cette méthodologie de changement d’échelle 
sera appliquée dans le cadre de la purification du carnosol réalisée dans le chapitre 2. Enfin, le dernier 
chapitre sera axé sur l’étude et le remplacement de solvants pétroliers couramment utilisés en CPC et 
lors de la purification du carnosol, par des solvants beaucoup plus respectueux de l’homme et 
l’environnement. 
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1. Introduction 
 

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une plante aromatique, communément utilisée dans le cadre du 
régime méditerranéen, et dont les propriétés cardiovasculaires ou anticancéreuses ont aujourd’hui 
largement été démontrées (1-9). En effet, ce végétal possèderait une puissante activité anti-oxydante liée 
à la présence de composés tels que l’acide rosmarinique, l’acide carnosique ou le carnosol (10-16).  

Le carnosol est un composé phénolique terpénique à forte valeur ajoutée, qui reste difficile à extraire et 
purifier du romarin, de par sa forte instabilité en présence de chaleur, de lumière et de certains solvants 
(17-21). Le fort potentiel thérapeutique de cette molécule fait qu’elle est aujourd’hui très étudiée par la 
communauté scientifique. Ainsi, plusieurs méthodes de purification du carnosol ont pu être développées 
en HPLC préparative (22, 23) mais aussi en chromatographie à contre-courant (CCC) (24).  

En CCC, la purification du carnosol à partir d’extraits de romarin a notamment pu être réalisée sur une 
bobine hydrodynamique de 325 mL en séparant avec succès des composés dont les coefficients de 
partage sont très proches à l’aide d’un système solvant composé d’hexane, d’acétate d’éthyle, de 
méthanol et d’eau (24). Cependant, comme cela est souvent le cas sur les systèmes hydrodynamiques, 
les temps de purification apparaissent très longs (plusieurs heures). De plus, il semble que la 
transposition de cette méthode sur des appareils CPC s’avère difficile, car la séparation de composés 
dont les coefficients de partage sont proches est toujours plus compliquée en CPC qu’en CCC. Une autre 
méthode de purification du carnosol à partir d’un extrait de romarin doit donc être développée en 
utilisant un système solvant différent afin d’obtenir des coefficients de partage plus importants. 

Le développement d’une méthode en CPC est composé de plusieurs étapes, dont la plus importante mais 
aussi probablement la plus difficile est le choix du système solvant à utiliser (25). Les conditions 
généralement requises pour avoir un bon système solvant en CPC sont : (i) le ou les solutés doivent être 
le plus stable possible dans le système solvant, (ii) le système solvant doit posséder deux phases, si 
possible dans des proportions équivalentes, (iii) le système solvant doit permettre d’obtenir des 
coefficients de partage des solutés corrects afin de garantir leur séparation en fonction du cahier des 
charges et (iv) la phase stationnaire du système solvant doit pouvoir être retenue au sein de la colonne 
dans les conditions opératoires choisies (25). Afin de faciliter cette étape du choix d’un système solvant 
adéquat, des méthodologies et des règles ont pu être développées dans la littérature (25, 26).  

En tout premier lieu, il conviendra de vérifier à l’aide de recherches bibliographiques si la molécule ou 
l’échantillon a déjà été purifié en CPC ou en CCC, afin de voir s’il est possible de réutiliser le même 
système solvant. Si aucun modèle n’est disponible, ou si le système solvant n’est pas utilisable, il est 
alors possible d’utiliser des méthodes empiriques permettant le choix du système solvant approprié (26, 
27).  

La première méthode qui peut être utilisée est celle du « meilleur solvant ». Elle consiste à déterminer 
quel solvant dissout le mieux l’échantillon ou le soluté à purifier, avant de lui ajouter un solvant plus 
polaire et un solvant moins polaire, généralement non miscibles, afin de créer un système biphasique. 
Cette méthode sera ici privilégiée car elle semble être la plus adaptée à un échantillon particulier, le 
système solvant étant construit en fonction de ce que l’utilisateur cherche à purifier (27). Il existe 
également d’autres méthodes pour le choix du système solvant telles que l’approche multi-solvant, qui 
consiste à utiliser des combinaisons de systèmes solvants, souvent classés en fonction de leur polarité 
tels que l’échelle d’Oka (26-28) ou le système Arizona (26, 27, 29). Cependant, cela revient à utiliser 
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des systèmes dont les proportions sont déjà fixées et dont les solvants ne sont pas forcément les plus 
appropriés en termes de solubilité de l’échantillon et de séparation. Plus récemment, d’autres méthodes 
ont pu être utilisées dans le but de choisir le système solvant approprié en estimant le coefficient de 
partage Kd des solutés à séparer à l’aide de logiciels tels que COSMO-RS (30) ou de modèles tels que 
QSAR (31). 

Lorsque le choix de la nature et les proportions du système solvant ont pu être réalisés, un test en CPC 
peut être effectué en choisissant des conditions opératoires (vitesse de rotation, débit) permettant une 
bonne rétention de la phase stationnaire, une séparation conforme des solutés et une durée de purification 
adéquate, tout en prenant en compte les contraintes instrumentales. 

La CPC est une technique avant tout préparative. Le but de son utilisation est donc de produire de 
grandes quantités de solutés purifiés en utilisant des colonnes dont les volumes sont toujours plus 
importants. Cependant, à l’image de la chromatographie préparative classique sur phase solide, il semble 
difficile de développer des méthodes de purification directement sur des appareils de grands volumes, 
tant cela peut s’avérer consommateur de temps et de solvants. Ainsi, la société Rousselet-Robatel-
Kromaton a commercialisé en 2011 un appareil de faible volume (35 mL), appelé FCPC-C25, dont 
l’objectif est de permettre à l’utilisateur de développer une méthode sur une machine de laboratoire 
avant de la transférer sur une colonne de plus grand volume. 

L’objet de ce chapitre consiste donc à développer de manière rapide une méthode de purification du 
carnosol en provenance d’un extrait de romarin sur ce CPC de petit volume dans le but de consommer 
peu de solvants et d’échantillon. Pour cela, avant même d’injecter l’échantillon sur le CPC, une première 
étape consistera à déterminer le « meilleur solvant » qui sera par la suite utilisé pour construire un 
système solvant biphasique approprié. Pour le développement de cette méthode de purification du 
carnosol, l’aspect économique sera entièrement privilégié. En plus de l’utilisation d’un rotor CPC de 
petit volume, les choix seront portés sur des solvants couramment utilisés en CPC des produits naturels 
tels que l’heptane, le butanol, le méthyl tert-butyl éther, le méthanol, l’éthanol ou l’eau (32-34).  En 
effet, ces solvants sont généralement bien compris en termes de comportement au sein de la colonne et 
souvent peu chers. 

 

2. Stratégie de développement en CPC 
 

2.1. Analyse du soluté d’intérêt par HPLC 
 

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une technique permettant de séparer les 
constituants d’un mélange. Elle est utilisée soit à petite échelle dans un but analytique, soit à grande 
échelle dans un but préparatif comme pour la CPC. Son principe repose sur la distribution des solutés 
entre une phase mobile liquide et une phase stationnaire souvent composée de particules solides de silice 
vierge ou greffée. L’HPLC est une technique très utilisée pour la séparation de mélanges simples ou 
complexes. Couplée au détecteur approprié, elle permet d’analyser des composés provenant de toutes 
sortes de matrices.  

Le romarin ayant déjà été séparé par HPLC dans la littérature (11, 35), c’est la technique de nous 
utiliserons afin de mettre en évidence la présence ou non de carnosol dans les extraits choisis ainsi que 
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dans les fractions récoltées après purification par CPC. Pour cela, une méthode issue de la littérature 
(11) sera transférée sur nos appareillages selon les règles de transfert en chromatographie.  

Le transfert de méthode permet de reproduire une méthode chromatographique existante d’un 
appareillage à un autre en gardant la même séparation. Aujourd’hui le transfert de méthode est souvent 
utilisé pour réduire les temps d’analyse en utilisant des appareillages plus performants (UHPLC), mais 
il peut aussi être tout simplement utilisé dans le cadre d’un transfert de méthode entre deux appareillages 
en HPLC conventionnelle. Dans tous les cas, la chimie de phase stationnaire doit rester identique.  

Une méthode HPLC développée en mode gradient consiste à faire varier la composition de la phase 
mobile au cours de l’analyse. Le but est d’améliorer la séparation de molécules qui seraient éluées pas 
assez ou trop rapidement en mode isocratique, rendant la séparation des composés insuffisante. Une 
méthode en mode gradient est composée de plusieurs zones : des zones de palier isocratiques où la 
composition de la phase mobile ne varie pas et des zones de gradient dont la composition de la phase 
mobile évolue (Figure 12). Afin de transférer de manière correcte une méthode d’une colonne à une 
autre, il est important de garder certaines valeurs constantes dans ces différentes zones : pour les sections 

isocratiques,   doit rester constant, pour les sections en mode gradient, c’est   qui doit rester 

constant,  avec tM = temps mort, tG = temps de gradient et tpalier = durée du palier isocratique, prenant en 
compte le temps de délai. 

 

 

Figure 12 : Exemple de gradient d’élution. La composition initiale du système solvant est de 90% de phase A et 
10 % de phase B pendant 10 minutes (palier 1). La composition évolue ensuite à 100% de phase B en 20 minutes 

puis reste à 100 % de phase B durant 5 minutes. 
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2.2. Purification du soluté d’intérêt par CPC 

 

2.2.1. Choix du système solvant 
 

Le développement d’une méthode par CPC et plus particulièrement la recherche d’un système solvant 
biphasique approprié est similaire à la démarche effectuée en chromatographie conventionnelle : ceci 
revient à choisir de manière simultanée une colonne contenant une phase stationnaire donnée et une 
phase mobile pour éluer les composés. La solubilité des composés d’intérêt dans la phase mobile mais 
aussi dans la phase stationnaire est un point très important en chromatographie liquide-liquide de même 
que le partage des solutés entre les deux phases. En effet, la CPC étant utilisée dans un but préparatif, 
l’utilisateur aura tout intérêt à dissoudre un maximum d’échantillon dans le système solvant afin d’en 
purifier la plus grande quantité possible. L’objectif de cette section est de montrer comment bien choisir 
un système solvant en CPC dans le but de purifier une quantité maximale de composé d’intérêt. 

 

2.2.1.1. Recherche du « meilleur solvant » 
 

La première étape dans la recherche d’un système solvant consiste à trouver le « meilleur solvant » (26). 
Pour cela, on recherche le solvant dans lequel l’échantillon et plus particulièrement le composé d’intérêt 
est le plus soluble. Le choix du « meilleur solvant » peut se faire de plusieurs manières : soit en 
recherchant la solubilité de l’échantillon ou du composé à purifier dans différents solvants dans la 
littérature, soit en réalisant des expériences en laboratoire, en déterminant la solubilité maximale du 
composé à purifier dans différents solvants. Ceci peut se faire à travers la dissolution directe du standard 
du composé à purifier si ce dernier est disponible, ou alors en dissolvant l’échantillon à purifier puis en 
l’analysant par exemple par HPLC, afin de comparer les quantités de composé d’intérêt dans le solvant. 
Si on ne travaille pas à partir de la plante fraiche mais plutôt à partir d’un extrait, le solvant d’extraction 
est souvent un bon indicateur car il est censé être celui qui permet de récupérer la plus grande quantité 
de solutés d’intérêt. 

 

2.2.1.2. Composition d’un système solvant 
 

Afin de construire un système solvant adapté à la purification que l’on souhaite réaliser, la suite de la 
démarche consiste à créer un système solvant biphasique pour pouvoir l’utiliser en CPC. Pour cela, il 
faut alors utiliser au minimum un solvant plus polaire et un solvant moins polaire, dans lesquels le 
« meilleur solvant » se partage. En se basant sur cette méthode, Alain Foucault  a recensé de nombreux 
systèmes solvants ternaires auxquels il a associé le diagramme de phase, indiquant quelles proportions 
permettent d’avoir deux phases et pour chaque proportion, la composition des phases supérieures et 
inférieures (26). La Figure 13 montre un exemple de diagramme ternaire, correspondant au mélange 
d’un solvant miscible à deux autres solvants immiscibles. 

 



Chapitre 2 : Purification du carnosol par CPC : développement de la méthode à petite échelle | 29  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Diagramme ternaire composé d’un solvant miscible (solvant 2) dans deux autres solvants non miscibles 
(solvants 1 et 3). La courbe binodale est la ligne de séparation entre la zone monophasique et la zone biphasique.  

 

Tous les points qui se situent le long des droites conodales (ou tie-lines) donnent la même composition 
de phase supérieure ou inférieure mais avec un ratio de volumes différents. Lorsque l’on se rapproche 
du point de plissement (ou plait point), la composition des deux phases devient identique. La position 
des courbes binodales est sensible à la température, et un mélange qui a une composition proche du 
point de plissement peut ainsi devenir monophasique ou biphasique selon la température. Il est donc 
recommandé de ne pas travailler avec une composition de système trop proche du point de plissement. 

Parfois l’utilisation de trois solvants ne suffit pas pour la réalisation d’une séparation adéquate par CPC. 
Il est alors possible d’ajouter autant de solvants que besoin, à partir du moment où le système reste 
biphasique. Les systèmes solvants ternaires et quaternaires restent les systèmes les plus utilisés car ils 
sont relativement simples à mettre en place. Certains utilisateurs sont amenés à travailler avec plus de 
solvants lorsque leur séparation n’est pas suffisante. Dans tous les cas avant de changer ou de rajouter 
un solvant, l’utilisateur doit penser à modifier les proportions des solvants entre eux au sein du système 
afin d’essayer de changer la sélectivité des composés (modification des interactions moléculaires soluté-
système biphasique, modifiant la rétention du composé) et ainsi d’affiner la séparation. 

Une fois le système solvant construit, il faut ensuite vérifier que l’on peut l’utiliser. Avant de réaliser 
des essais en CPC, l’utilisateur peut tester le système solvant avec l’échantillon à purifier en calculant 
les coefficients de partage théoriques des solutés à séparer dans le but d’estimer la qualité de séparation 
des composés. Ceci peut s’effectuer grâce à la méthode du shake-flask. 
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2.2.2. Calcul des coefficients de partage théoriques par shake-flask 
 

La méthode du shake-flask (ou flacon agité) consiste à déterminer le coefficient de partage théorique 
d’un ou de plusieurs solutés dans un système solvant donné, dans le but de voir si ce dernier est approprié 
ou non pour la séparation des composants d’un échantillon.  

En CPC, le coefficient de partage d’un soluté dans un système biphasique est donné par l’Équation 7 : 

 
Équation 7

Avec [soluté] = concentration du soluté dans la phase stationnaire (S) et dans la phase mobile (M). À 
noter ici que la phase stationnaire peut être soit la phase supérieure si le système solvant est utilisé en 
mode descendant, soit la phase inférieure s’il est utilisé en mode ascendant. 

En pratique, une petite quantité de l’échantillon à purifier est versée dans un flacon contenant des 
proportions égales de phase stationnaire et de phase mobile. Le flacon est ensuite fermé et secoué 
vigoureusement afin de dissoudre les composés et de les laisser se partager entre les deux phases. Les 
phases contenant les solutés en partage sont ensuite séparées puis analysées par HPLC ou par 
chromatographie couche-mince. En HPLC, si l’effet matrice de l’échantillon est considéré comme 
négligeable, il est possible d’estimer le coefficient de partage théorique des solutés directement par le 
rapport de leurs aires : 

 
Équation 8 

Les coefficients de partage théoriques Kd théorique sont ensuite comparés. Le soluté à purifier doit 
généralement avoir un coefficient de partage compris entre 0,1 et 10 et préférentiellement différent des 
autres afin qu’il ait une chance d’être séparé. Dans la mesure du possible, la sélectivité α entre deux 
composés (α = Kd2/Kd1 avec Kd2 > Kd1) doit être supérieure à 1,5 (25) mais elle est généralement 
difficile à évaluer sur les nombreux composés présents lors de la purification de produits naturels.  
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3. Matériel et méthodes 
 

3.1. Liste des produits chimiques utilisés 
 

Les différents produits chimiques utilisés dans ce chapitre sont listés dans le Tableau 1. 

Tableau 1 : Liste des produits chimiques utilisés 

Produits chimiques CAS Fournisseur Pureté 

Heptane 142-82-5 Sigma Aldrich ≥ 99 % 

Méthanol 67-56-1 Sigma Aldrich ≥ 99,9 % 

Méthyl t-butyl éther 1634-04-4 Sigma Aldrich ≥ 99,0 % 

Ethanol 64-17-5 Sigma Aldrich ≥ 96 % 

1-Butanol 71-36-3 Sigma Aldrich ≥ 99,7 % 

Acétonitrile 75-05-8 Sigma Aldrich ≥ 99,9 % 

New coccine red 2611-82-7 Sigma Aldrich 75 % 

β-carotène 7235-40-7 Sigma Aldrich ≥ 97 % 

Extrait fluide romarin - Cooper industries - 

Extrait sec romarin - Cooper industries - 

Carnosol 5957-80-2 Phytolab ≥ 90 % 

Acide carnosique 3650-09-7 Phytolab ≥ 90 % 

Acide rosmarinique 20283-92-5 Phytolab ≥ 95 % 

 

3.2. HPLC 
 

3.2.1. Instrumentation 
 

La méthode d’analyse HPLC est réalisée dans nos laboratoires sur une HPLC Alliance Waters 2690 
équipée d’un détecteur UV à barrette de diodes sur laquelle est montée une colonne Agilent technologies 
Zorbax SB-Aq 3x150 mm, 5μm. La colonne Zorbax SB-Aq est une colonne phase inverse greffée alkyle 
principalement conçue pour retenir des composés hydrophiles lors de l’utilisation de phases mobiles 
aqueuses.  
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3.2.2. Préparation des échantillons 
 

Les deux extraits de romarin du commerce n’étant pas sous la même forme, chacun est préparé de 
manière différente.  

L’extrait fluide est dilué par 100 dans de l’eau Elga avant injection.  

Pour l’extrait sec, 1g est pesé et mis en contact avec 10 mL de méthanol. Après avoir été laissé                    
15 minutes aux ultrasons, l’extrait est laissé une nuit en contact avec le méthanol. Le lendemain, l’extrait 
est centrifugé à 5000 rpm durant 10 minutes et le surnageant récupéré afin de se séparer des parties non 
dissoutes.  L’extrait est alors dilué par 100 dans de l’eau Elga avant d’être injecté. 

Les standards de carnosol et d’acide rosmarinique sont préparés à 250 μg/mL dans du méthanol. Le 
standard d’acide carnosique est quant à lui préparé à 170 μg/mL de méthanol. 

 

3.2.3. Analyse des échantillons 
 

En accord avec les caractéristiques de la colonne (cf. Tableau 6 p. 39), cette dernière est utilisée à un 
débit de 0,4 mL/min. Le volume d’injection de chaque échantillon est de 20 μL. La longueur d’onde de 
détection est fixée à 214 nm.  

 

3.3. Shake-flask  
 

Pour chaque système solvant testé, la préparation des échantillons est exécutée comme suit : 400 mg 
d’extrait de romarin fluide ou sec est pesé et transféré dans un flacon contenant 2 mL de phase supérieure 
et 2 mL de phase inférieure du système solvant à tester pour la purification. Le flacon est ensuite 
vigoureusement agité puis placé 15 minutes aux ultrasons afin de dissoudre la plus grande quantité 
possible de solutés. Les deux phases sont ensuite séparées et centrifugées à 5000 rpm durant 2 minutes 
afin de regrouper au fond du tube les composés non solubles dans le système solvant. Chaque phase 
contenant les solutés est ensuite prélevée et diluée par 10 avec la même phase vierge avant d’être injectée 
en HPLC, en utilisant la même méthode que celle développée pour l’analyse des extraits. Un blanc de 
chaque phase est injecté en amont afin de vérifier qu’aucun pic de solvant n’apparait sur le 
chromatogramme HPLC ou si un pic apparait, qu’il puisse être assimilé au solvant et non à une impureté. 
Les aires des pics chromatographiques des différents solutés contenus sur le chromatogramme sont 
ensuite calculées à l’aide du logiciel Azur (Datalys).  

 

  



Chapitre 2 : Purification du carnosol par CPC : développement de la méthode à petite échelle | 33  
 

3.4. Chromatographie de Partage Centrifuge 
 

3.4.1. Instrumentation 
 

Le rotor utilisé dans le cadre du développement de méthode de purification du romarin est un rotor 
Kromaton (Rousselet-Robatel, Annonay, France) de 35 mL monté sur un bâti FCPC-A.  

Un refroidisseur F10-C Julabo (Colmar, France) est branché au système afin de réfrigérer la chambre 
du rotor et ainsi empêcher de fortes variations de températures. En effet, la rotation appliquée au système 
peut créer des échauffements au niveau des raccords rotatifs pouvant induire une augmentation de 
température du système solvant et donc une modification de la composition de ce dernier. Ceci peut 
alors avoir pour effet une variation du taux de phase stationnaire dans la colonne ainsi qu’une 
modification des coefficients de partage des composés ayant pour conséquence directe une modification 
de leur séparation. 

Le système de pompage et de détection est assuré par un Spot Prep II Armen Instrument (Saint-Avé, 
France). Il comprend une pompe quaternaire (débits applicables compris entre 1 et 250 mL, avec une 
pression maximale de 230 bar). Le système est équipé d’une vanne d’injection automatique sur laquelle 
est montée une boucle de 10 mL. L’appareil est doté d’un système de détection UV double longueur 
d’onde fixée à 210 et 254 nm. L’emploi d’un collecteur de fraction est également possible sur cet 
instrument, mais ne sera pas utilisé dans le cadre du développement de méthode de purification. Le 
contrôle de l’appareil et l’acquisition des données est assuré par le logiciel Armen Glider Prep.  

 

3.4.2. Utilisation de l’appareil de CPC 
 

Au début de chaque journée d’utilisation de l’appareil de CPC, le refroidisseur est mis en route et régulé 
à 0°C. Lors d’un changement de système solvant, le rotor est rincé avec les deux phases du nouveau 
système pour évacuer toutes traces de l’ancien. Le rinçage est effectué à faible vitesse de rotation               
(600 rpm) afin de répartir les solvants de manière homogène dans les cellules circulaires et canaux du 
rotor via la force de Coriolis.  

Pour une expérience donnée, le rotor est ensuite entièrement chargé en phase stationnaire, toujours à 
600 rpm. Une vitesse de rotation appropriée est ensuite appliquée, puis la phase mobile est pompée à 
travers la phase stationnaire au débit qui sera ensuite utilisé pour l’élution afin d’équilibrer la colonne. 
La phase mobile pousse alors l’excédent de phase stationnaire non retenue. Lorsque l’équilibre est 
atteint, il n’y a plus que de la phase mobile qui sort de la colonne, la ligne de base devient généralement 
stable. 

Le taux de phase stationnaire est calculé soit par déplacement (collecte et mesure de la quantité de phase 
stationnaire non retenue dans la colonne pour en déduire la quantité de phase mobile contenue dans la 
colonne), soit par injection d’un composé non retenu indiquant directement le volume mort ou volume 
de phase mobile dans la colonne. Ainsi, en connaissant le volume de la colonne, il est possible d’en 
déduire la proportion de phase stationnaire contenue dans le rotor aux conditions opératoires choisies. 
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3.4.3. Préparation et injection de l’extrait de romarin 
 

5 g d’extrait sec de romarin sont introduits dans 10 mL de phase supérieure ou inférieure du système 
solvant de manière à extraire le plus de carnosol possible, puis mis aux ultrasons durant 10 minutes afin 
de solubiliser une quantité maximale de composés. L’échantillon est ensuite centrifugé à 5000 rpm 
durant 3 min afin de décanter les composés non solubles au fond du tube et de récupérer la partie 
supérieure contenant les molécules solubilisées. 

La colonne de CPC est ensuite chargée en phase stationnaire puis équilibrée à vitesse de rotation et 
débits choisis. Lorsque la ligne de base est stable, 1 mL d’extrait de romarin est injecté. La longueur 
d’onde de détection est fixée à 210 nm. Une seconde longueur d’onde de 254 nm est laissée par défaut 
sur le détecteur. En fin d’élution, une extrusion est réalisée. Elle consiste à pomper de la phase 
stationnaire à la place de la phase mobile afin de faire sortir les composés très, voire infiniment retenus, 
et donc de rincer la colonne. 

 

4. Résultats et discussion 
 

Comme indiqué en introduction, l’objectif est de développer une méthode CPC permettant de purifier 
du carnosol, molécule aux nombreuses propriétés thérapeutiques, à partir d’un extrait de romarin. Avant 
même de développer la méthode, il est important de mettre en évidence la présence de cette molécule 
dans les extraits sélectionnés. Ceci est réalisé par HPLC après transfert d’une méthode provenant de la 
littérature. Le système solvant approprié est ensuite déterminé à l’aide des méthodes du « meilleur 
solvant » et du shake-flask. Les systèmes solvant apparaissant comme encourageants sont ensuite 
transférés en CPC. L’objectif ici est de purifier le carnosol avec un taux de récupération et une pureté 
de 100% (retour à la ligne de base entre le pic de carnosol et les impuretés environnantes). 

 

4.1. Mise en évidence du carnosol dans un extrait de romarin du 
commerce par HPLC 

 

Lors de la réalisation de la purification d’extrait naturels en CPC ou toute autre technique de purification, 
une première étape très importante à prendre en compte est l’extraction solide-liquide.  Il s’agit de mettre 
en contact la plante préalablement broyée avec un solvant d’extraction afin d’en récupérer un ou 
plusieurs composés solubles (36). Cette extraction, lorsqu’elle est optimisée permet de récupérer un 
maximum des molécules que l’on souhaite purifier. Elle n’est donc pas à négliger car il est toujours plus 
intéressant de travailler avec des extraits riches en composés que l’on souhaite purifier afin d’avoir la 
possibilité de produire toujours plus. L’extraction de solutés dans les plantes n’étant pas un sujet maitrisé 
au sein du laboratoire, nous avons choisi ici de nous en affranchir en achetant directement des extraits 
de romarin vendus dans le commerce dans lesquels nous chercherons à purifier le carnosol.  

Deux extraits de feuilles de Rosmarinus officinalis sont achetés dans le commerce : un extrait fluide et 
un extrait sec. L’extrait fluide a été obtenu par macération dans de l’éthanol à 30 % à froid pour éviter 
toute altération des composés actifs.  Le rapport plante/extrait est de 1/1, c'est-à-dire qu’avec 1 kg de 
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plante est fabriqué 1 kg d’extrait. L’extrait sec est quant à lui fabriqué de la même manière par 
macération, à laquelle s’ajoute une étape d’évaporation des solvants d’extraction par dessiccation sous 
vide partiel à 45/50°C. Le rapport plante/extrait est ici de 5/1.  

La première étape consiste à vérifier par HPLC que ces extraits contiennent bien la molécule à purifier : 
le carnosol. Pour cela, la méthode d’analyse HPLC doit être développée de manière à pouvoir facilement 
déterminer la présence ou non de carnosol et quantifier cette molécule. Deux autres composés seront 
également recherchés et identifiés sur le chromatogramme HPLC, l’acide carnosique et l’acide 
rosmarinique, antioxydants très souvent étudiés dans le romarin (9, 11-21, 35, 37-42). 

 

4.1.1. Transfert de la méthode HPLC 
 

4.1.1.1. Méthode de référence 
 

La méthode d’analyse HPLC utilisée pour la mise en évidence du carnosol est une méthode transférée 
depuis la publication : « Antiproliferation effect of Rosemary (Rosmarinus officinalis) on human 
ovarian cancer cells in vitro » (11). Cette méthode a été développée sur un appareil Agilent 1100 monté 
d’une colonne Zorbax SB-C18 4,6 x 150 mm avec un diamètre de particules de 3,5 μm. Les phases 
mobiles utilisées sont une phase A composée d’eau acidifiée par 0,1% d’acide formique et une phase B 
composée d’acétonitrile auquel ont également été ajoutés 0,1% d’acide formique. Le gradient utilisé est 
visible Tableau 2. 

Tableau 2 : Méthode d’analyse HPLC des constituants du Romarin (11) à transférer dans nos laboratoires. 

Temps (min) % Acétonitrile 
(B) 

0 10 
2 10 

26 24 
66 100 
72 100 

 

Le chromatogramme obtenu à l’aide de cette méthode de référence lors de la séparation des constituants 
d’un extrait éthanolique à 70% est visible en Figure 14. 
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Figure 14 : Chromatogramme HPLC d’un extrait éthanolique à 70% de Romarin à 210 nm (11). Gradient décrit 
Tableau 2. HPLC Agilent 1100, colonne Zorbax SB-C18 4,6 x 150 mm, dp = 3,5 μm. tR carnosol = 35,6 minutes. 

En prenant en compte le temps de délai, le temps mort et l’évolution de la composition de la phase 
mobile en fonction du temps (Tableau 2), il est possible de calculer la composition à l’élution des trois 
composés identifiés sur le chromatogramme : l’acide rosmarinique sort à une composition de 20,3 % 
d’acétonitrile, le carnosol à 36,5 % et l’acide carnosique à  39,6 %. 

La méthode de référence comporte 4 zones : un palier isocratique initial, deux pentes de gradient, et un 
palier isocratique final permettant de rincer la colonne. Comme défini par les règles de transfert, il est 

nécessaire de calculer les constantes    ou    pour chaque zone (Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Valeurs à garder constantes dans les différentes zones de la méthode initiale à transférer dans nos 
laboratoires. 

N° 
zone Durée Type zone 

Rapport à 
garder 

constant 

Valeur du 
rapport Remarque 

Zone 1 2 min Palier 
isocratique  1,61 Prendre en compte le 

temps de délai 

Zone 2 24 min Gradient  8,04.10-2  

Zone 3 40 min Gradient  4,83.10-2  

Zone 4 6 min Palier 
isocratique - - Rinçage de la colonne =      

3 VM 

Total 72 min     
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4.1.1.2. Transfert de la méthode de séparation du romarin sur notre 
appareillage 

 

La colonne SB-Aq utilisée pour le transfert de la méthode d’analyse dans nos laboratoires possède une 
chimie de surface légèrement différente de la colonne SB-C18  utilisée pour la méthode initiale. Cette 
différence de composition peut avoir une influence sur la sélectivité des composés et donc engendrer 
une différence de composition de phase mobile à la sortie des composés. 

Les phases mobiles utilisées sont les mêmes que celles utilisées sur la méthode initiale à la différence 
que l’acide formique (pKa = 3,75 à 25°C) sera remplacé par de l’acide acétique (pKa = 4,76 à 25°C) 
pour cause de disponibilité au moment du transfert de la méthode. 

D’après la valeur des constantes calculées sur la méthode de départ (Tableau 3), les durées de chaque 
étape du nouveau gradient sont calculés. Le nouveau gradient est composé d’un premier palier de            
0,5 minutes à 10% d’acétonitrile puis d’un premier gradient de 10 à 24% d’acétonitrile en 23 minutes, 
un second gradient de 24 à 100% d’acétonitrile en 38 minutes puis d’un dernier palier de 6 minutes à 
100% acétonitrile (Tableau 4).  

 

Tableau 4 : Nouveau gradient à utiliser dans nos laboratoires sur HPLC Alliance Waters, colonne Agilent 
technologies Zorbax SB-Aq 3x150 mm, dp = 5μm, débit = 0,4 mL/min. 

Temps (min) % Acétonitrile 
(B) 

0 10 
0,5 10 

23,5 24 
61,5 100 
67,5 100 

 

 

4.1.1.3. Injection des standards 
 

Afin de déterminer les temps de rétention et le spectre UV des composés, les standards d’acide 
rosmarinique, de carnosol et d’acide carnosique sont injectés en HPLC (Figure 15). Le temps de 
rétention de l’acide rosmarinique est de 22,8 min, 41,6 min pour le carnosol et 43,5 min pour l’acide 
carnosique. La composition de la phase mobile à l’élution est de 20,9 % pour l’acide rosmarinique,       
51,5 % pour le carnosol et 55,3 % pour l’acide carnosique. Ces compositions à l’élution sont très 
différentes de celles constatées dans le cas de la méthode initiale. Ceci peut être dû à la différence de 
composition entre les phases stationnaires ou la possible différence de pH entre la méthode initiale et la 
méthode transférée à l’ISA.  
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Figure 15 : Superposition des injections HPLC d’un mélange acide rosmarinique à 250 μg/mL + 
carnosol à 250 μg/mL (en bleu) et du standard d’acide carnosique à 170 μg/mL (en violet). F = 0,4 

mL/min, Vinj = 20 μL, gradient phase mobile A = eau + 0,1% acide acétique à B = acétonitrile + 0,1% 
acide acétique, détection UV à 214 nm. Spectres UV des composés réalisés de 210 à 400 nm. 

 

4.1.1.4. Diminution de la durée de la méthode 
 

L’observation des chromatogrammes Figure 15 montre que le dernier composé d’intérêt, l’acide 
carnosique sort à 43,5 minutes alors que la méthode dure plus de 67 minutes. Il y a donc possibilité 
d’optimiser la méthode afin de raccourcir le temps d’analyse. Pour cela, les deux premières pentes de 
gradient sont gardées telles quelles, à la différence que la pente entre 23,5 et 61,5 min est raccourcie 
pour passer rapidement à 100 % acétonitrile au moment de la sortie du dernier pic d’intérêt, l’acide 
carnosique dont le temps de rétention est de 43,5 min (Tableau 5). La pente de 2 %/min est donc gardée 
entre 23,5 min et 43,5 min avec une évolution de la proportion en acétonitrile de 24 % à 64 %. Le taux 
d’acétonitrile passe ensuite à 100% en 0,5 min avant la réalisation du palier de rinçage de 6 minutes. 

L’injection des trois standards acide rosmarinique, carnosol et acide carnosique est réalisée de la même 
manière que dans le § 4.1.1.3, afin de vérifier qu’il n’y a aucune modification des temps de rétention. 
Ces derniers étant identiques à la méthode précédente (Tableau 4) la méthode optimisée est validée. 

Le Tableau 6 permet de comparer les colonnes et les paramètres utilisés lors de la méthode initiale et 
des deux méthodes transférées à l’ISA. 

 

 

Carnosol 
41,6 min 

Acide carnosique 
43,5 min 

Acide rosmarinique 
22,8 min 

AU

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

0.80

nm
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

218.6
328.7

AU

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

nm
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

213.9

284.7

Acide rosmarinique 

Acide carnosique 

A
U

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

nm
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

212.7

284.7

378.6

Carnosol 

Produits de dégradation 



Chapitre 2 : Purification du carnosol par CPC : développement de la méthode à petite échelle | 39  
 

Tableau 5 : Méthode améliorée à utiliser dans nos laboratoires sur HPLC Alliance Waters, colonne Agilent 
technologies Zorbax SB-Aq 3x150 mm, dp = 5μm, débit = 0,4 mL/min. 

Temps (min) % Acétonitrile 
(B) 

0 10 
0,5 10 

23,5 24 
43,5 64 
44 100 
50 100 

 

Tableau 6 : Tableau de transfert : comparaison des colonnes et des paramètres utilisés. 

  Méthode 
initiale (11) 

Méthode 
transférée au 

laboratoire ISA 

Méthode 
améliorée 

Colonne 

Type colonne Zorbax-SB C18 Zorbax SB-Aq 

Longueur colonne 150 mm 150 mm 

Diamètre colonne 4,6 mm 3 mm 
Diamètre des 

particules 3,5 μm 5 μm 

Paramètres 

Volume mort 1,74 mL 0,74 mL 

Débit 0,9 mL/min 0,4 mL/min 

Temps mort 1,93 min 1,85 min 

Temps de délai 1,11 min 2,5 min 

Durée 

tpalier1 2 min 0,5 min 0,5 min 

tgradient1 24 min 23 min 23 min 

tgradient2 40 min 38 min 20 min 

tgradient3 - - 0,5 min 

tpalier rinçage 6 min 6 min 6 min 

Temps de 
rétention tR des 

standards 

Acide rosmarinique 22,7 min 22,8 min 

Carnosol 35,6 min 41,6 min 

Acide carnosique 37,2 min 43,5 min 

Composition à 
l’élution 

(% acétonitrile) 

Acide rosmarinique 20,3 % 20,9 % 

Carnosol 36,5 % 51,5 % 

Acide carnosique 39,6 % 55,3 % 

Durée totale d’analyse 72 min 67,5 min 50 min 
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Le Tableau 6 montre que le temps d’analyse a été raccourci de 4,5 minutes entre la méthode initiale et 
la méthode transférée au laboratoire ISA puis encore de 17,5 minutes entre les deux méthodes ISA. Les 
standards d’acide rosmarinique, carnosol et acide carnosique gardent les mêmes temps de rétention et 
composition à l’élution entre les deux méthodes ISA. On remarque une différence de composition à 
l’élution des 3 standards entre la méthode issue de la littérature et les deux méthodes ISA. L’explication 
la plus plausible semble être une différence de phase stationnaire entre les deux colonnes ou une 
éventuelle différence de pH entre la méthode initiale et la méthode transférée à l’ISA. 

Les temps de rétention des différents standards étant connus, les extraits de romarin peuvent être injectés 
afin d’analyser leur composition en solutés d’intérêt. 

 

4.1.2. Analyse HPLC des extraits 
 

Les deux extraits du commerce (extrait fluide et extrait sec) sont injectés en HPLC afin de vérifier la 
présence ou non du carnosol et éventuellement celle de l’acide rosmarinique et de l’acide carnosique. 

La détermination de la présence de carnosol mais aussi d’acide rosmarinique et d’acide carnosique est 
effectuée en superposant les chromatogrammes des standards et des extraits et en réalisant une 
comparaison des spectres UV entre les pics de standards et les pics des extraits apparaissant aux mêmes 
temps de rétention. L’analyse des extraits de romarin (Figure 16) montre la présence de très nombreuses 
molécules. L’analyse de l’extrait sec (en violet) montre que l’échantillon comporte de l’acide 
rosmarinique et du carnosol alors qu’il ne comporte pas (ou très peu) d’acide carnosique. Tandis que 
l’acide rosmarinique n’est pas très bien séparé des pics environnants, le carnosol apparait résolu             
(Rs = 1,73). L’analyse de l’extrait fluide (en vert) montre que l’extrait fluide comporte de l’acide 
rosmarinique mais pas (ou très peu) de carnosol, ni d’acide carnosique. L’acide rosmarinique apparait 
également mal résolu comme dans le cas de l’extrait sec. 

L’absence de carnosol dans l’extrait fluide peut s’expliquer par une légère dégradation du composé en 
présence d’éthanol (17). Cette dégradation n’est pas ou moins observée dans l’extrait sec car l’éthanol 
a été évaporé après extraction solide-liquide. Concernant l’acide carnosique, ce dernier se dégrade 
également en présence d’éthanol et cette fois-ci beaucoup plus fortement (17). Ainsi, il est tout à fait 
possible que l’acide carnosique se soit dégradé dans l’extrait fluide mais aussi avant même l’évaporation 
de l’éthanol lors de la macération de l’extrait sec. 

L’HPLC permet donc bien ici de séparer et de détecter correctement le carnosol. Ce dernier est présent 
dans l’extrait sec mais pas dans l’extrait fluide. La purification du carnosol sera donc faite sur le seul 
échantillon en contenant : l’extrait sec. 
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Figure 16 : Injection HPLC de l’extrait sec de romarin (en violet), dissous dans du méthanol puis dilué dans de 
l’eau et de l’extrait fluide (en vert) dilué dans de l’eau. F = 0,4 mL/min, Vinj = 20 μL, gradient phase mobile     

A = eau + 0,1% acide acétique à B = acétonitrile + 0,1% acide acétique, détection UV à 214 nm. 

 

4.2. Développement de la méthode CPC 
 

4.2.1. Recherche du « meilleur solvant » 
 

Le carnosol étant un composé couteux (16€/mg), la recherche du bon solvant sera effectuée à travers la 
littérature. De nombreux solvants ont été testés et parfois comparés dans le but d’extraire le carnosol du 
romarin ou de la sauge (12, 13, 15, 18, 19, 35, 42). Koudous et al. (42) ont par exemple comparé les 
capacités d’extraction du carnosol dans 10 g de sauge durant 24 h par 5 solvants différents : l’éthanol, 
l’acétone, l’acétate d’éthyle, l’hexane et l’eau (Figure 17). Ils ont notamment montré que l’eau et 
l’hexane semblent être à exclure. En effet, le carnosol n’est que très peu soluble dans ces deux derniers 
alors qu’il est beaucoup plus soluble dans l’éthanol. L’éthanol semble donc correspondre à un bon 
solvant de dissolution. Le méthanol étant également beaucoup utilisé dans la littérature en tant que 
solvant d’extraction, il pourra être choisi comme bon solvant. Attention cependant à ne pas laisser 
l’extrait trop longtemps en contact de l’éthanol et du méthanol, ces derniers provoquant à long terme la 
dégradation des composants du romarin (17, 20, 21). 

Extrait fluide 

Extrait sec 

Carnosol 

Pas de carnosol 
Pas d’acide carnosique 

Acide rosmarinique 

Pas d’acide carnosique 
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Figure 17 : Quantités de carnosol après extraction de 10 g de Sauge durant 24h dans 5 solvants différents : 
éthanol, acétone, acétate d’éthyle, hexane et eau (42). 

Les « bons solvants » ayant été choisis, des systèmes solvants biphasiques doivent être construits en y 
associant des solvants plus polaires et des solvants moins polaires selon la méthode développée par 
Foucault (26). L’hexane, l’eau, l’acétone et l’acétate d’éthyle étant un minimum solubilisant pour le 
carnosol, ils pourront être utilisés dans la construction du système biphasique. A noter que devant sa 
toxicité pour l’homme, l’hexane ne sera pas utilisé mais remplacé ici par un solvant légèrement moins 
dangereux pour la santé mais aux propriétés similaires : l’heptane (43). 

En partant de l’éthanol ou du méthanol en tant que « meilleur solvant », 24 systèmes solvants ont été 
construits, testés par shake-flask puis pour certains testés en CPC lorsque les résultats s’avéraient 
encourageants. Deux exemples de systèmes solvants ayant abouti à un essai en CPC seront présentés 
ici : le système solvant butanol/méthanol/eau en proportions 5/1/4 (v/v) et le système heptane/méthyl 
tert-butyl éther/éthanol/eau en différentes proportions. 

 

4.2.2. Système butanol/méthanol/eau 5/1/4 
 

4.2.2.1. Construction du système solvant  
 

Le carnosol étant un composé à polarité intermédiaire (44), l’utilisation d’un système plutôt polaire (26) 
tel que le système butanol/méthanol/eau peut être intéressant. Ce système solvant est un système 
biphasique bien connu car étudié à travers le tracé d’un diagramme ternaire par Foucault dans son livre 
dédié à la CPC (26). Ce diagramme correspond au mélange du méthanol, miscible à deux autres solvants 
immiscibles (le butanol et l’eau).  

La composition du système solvant butanol/méthanol/eau a été orientée vers des proportions 5/1/4 (v/v). 
Ces dernières ont été choisies pour avoir : (i) des volumes simples à mesurer lors de la création du 
système solvant ; (ii) un maximum de méthanol possible, considéré ici comme le « meilleur solvant », 
tout en ayant deux phases ; (iii) le moins d’eau possible, le carnosol y étant très peu soluble ; (iv) et en 
gardant des quantités de phases supérieure et inférieure les plus égales possibles. Le système solvant 
butanol/méthanol/eau en proportions 5/1/4 (v/v) comporte une phase supérieure composée de 65% de 
butanol, 9% de méthanol et 26% d’eau. La phase inférieure est quant à elle composée de 10% de butanol, 
12,5% de méthanol et 77,5% d’eau (Figure 18). La quantité initiale de méthanol n’a pas été augmentée 
au-delà de 10% pour ne pas s’approcher trop près du point de plissement et de la courbe binodale.  
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Figure 18 : Diagramme ternaire du système solvant 1-butanol/méthanol/eau. Afin d’avoir un système solvant 
composé de deux phases, la proportion de méthanol ne doit pas excéder 17%. 

 

4.2.2.2. Test du système solvant par shake-flask 
 

Un shake-flask est réalisé comme indiqué au §3.3. Le résultat des analyses HPLC des phases supérieures 
et inférieures est visible Figure 19.  

L’observation des chromatogrammes montre qu’il y a plus de carnosol dans la phase supérieure (en 
bleu) tandis que la quantité d’acide rosmarinique contenue dans les phases supérieures et inférieures 
semble presque identique. Les coefficients de partage de l’acide rosmarinique, du carnosol et des 
composés à polarité proche du carnosol (probables interférents) sont calculés dans les deux modes 
(ascendant ou descendant) (Tableau 7).  

Pour une utilisation du système solvant butanol/méthanol/eau en mode ascendant, les coefficients de 
partage théoriques des composés semblent très proches. Il y a un fort risque pour que, quel que soit le 
taux de phase stationnaire, le carnosol (Kdthéorique = 0,10) ne soit pas séparé d’un grand nombre d’autres 
molécules (Kdthéoriques = 0,16 ; 0,17 ; 0,19 ; 0,21 ; 0,23). Ce système solvant ne sera donc pas testé en 
CPC en mode ascendant. Dans le cas de l’utilisation du système solvant butanol/méthanol/eau 5/1/4 
(v/v) en mode descendant, les coefficients de partage des composés s’inversent et apparaissent beaucoup 
plus éloignés. Un test de séparation peut donc être réalisé en CPC. 
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Figure 19 : Chromatogramme HPLC des phases supérieures et inférieures lors d’un shake-flask sur le système 
solvant  butanol/méthanol/eau 5/1/4 (v/v). En insert, zoom sur les temps de rétention entre 40 et 50 minutes. 

Conditions opératoires § 3.2.3 et gradient utilisé en Tableau 6.  

Tableau 7 : Coefficients de partage théoriques de l’acide rosmarinique, du carnosol et des pics compris entre     
37 et 46 minutes par analyse HPLC des phases supérieures et inférieures du système butanol/méthanol/eau en 

proportions 5/1/4 (v/v). 

Composé 
Temps 

rétention 
(min) 

Aire du pic 
en phase 

supérieure 

Aire du pic 
en phase 
inférieure 

Kdthéorique ascendant 
= phase stationnaire 

inférieure 

Kdthéorique descendant 
= phase stationnaire 

supérieure 
Acide 

rosmarinique 22,50 2086 2162 0,96 1,04 

 37,08 39 169 0,23 4,37 
 38,82 34 199 0,17 5,90 

Carnosol 41,55 27 265 0,10 9,98 
 42,00 11 53 0,21 4,79 
 43,55 19 97 0,19 5,20 
 45,02 11 83 0,14 7,20 

  

Phase supérieure 
Phase inférieure 

Carnosol 

Carnosol 
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4.2.2.3. Test du système solvant en mode descendant 
 

Le système solvant butanol/méthanol/eau 5/1/4 (v/v) est testé en CPC en mode descendant. Dans ce 
mode d’utilisation, la phase mobile est principalement aqueuse. 

La première phase consiste à mettre en place des conditions opératoires afin de retenir un maximum de 
phase stationnaire et permettant ainsi la réalisation d’une séparation. Pour cela, plusieurs conditions 
opératoires seront testées et les taux de phase stationnaire calculés. A l’aide des coefficients de partage 
théoriques, une estimation des volumes de rétention et donc des temps de rétention pourra être effectuée 
et ainsi la séparation évaluée. 

Dans un premier temps, la vitesse de rotation la plus importante possible est appliquée. On surveille que 
la pression maximale autorisée pour l’utilisation des raccords rotatifs reste en dessous de 70 bars. En 
effet, plus la vitesse de rotation est importante, meilleure est la rétention de phase stationnaire, plus les 
phénomènes de perte de phase stationnaire en cours d’élution sont faibles et plus l’efficacité 
chromatographique est importante (45-47). En revanche, la pression de travail est plus élevée (Équation 
6 p.16). Ainsi, la vitesse de rotation est directement ajustée à 3000 rpm, vitesse de rotation maximale 
possible sur les appareillages Kromaton.   

Le choix du débit de phase mobile est également une étape très importante dans la sélection des 
conditions opératoires. Ce dernier a une influence directe sur la durée de purification ainsi que sur le 
taux de phase stationnaire. Plus le débit est important, plus le taux de phase stationnaire est faible. Le 
temps d’élution est cependant beaucoup plus court. La durée de purification n’est pas un paramètre 
déterminant dans l’étape développement de méthode. En effet, même s’il est judicieux de ne pas choisir 
des débits trop lents pour ne pas avoir des temps d’élution trop longs, l’utilisateur a intérêt à avoir des 
taux de phase stationnaires raisonnables afin d’augmenter les chances de séparation des composés. C’est 
seulement lors de l’étape d’optimisation de la production qu’une augmentation du débit pourra être 
envisagée. Un paragraphe sera consacré à ces notions lors du Chapitre 3. Un débit de 3 mL/min est donc 
appliqué lors de ce test (Tableau 8).  

Tableau 8 : Taux de phase stationnaire et pression du système en fonction de différentes vitesses de rotation à      
3 mL/min. Système butanol/méthanol/eau en proportions 5/1/4 (v/v), mode descendant (phase mobile aqueuse). 

Vitesse de 
rotation Débit Pression Taux de phase 

stationnaire 

3000 rpm 

3 mL/min 

13 bar 22 % 

2000 rpm 18 bar 33 % 

1600 rpm 33 bar 30 % 

 

Le Tableau 8 montre qu’à 3000 rpm et 3 mL/min, le taux de phase stationnaire contenu dans la colonne 
est très faible (22 %). Il a été indiqué précédemment que la vitesse de rotation maximale permettait 
d’avoir un taux de phase stationnaire maximal. Cependant, il arrive parfois que le système solvant utilisé 
soit sensible à la température et à l’échauffement dû à une forte vitesse de rotation. Ainsi, deux vitesses 
de rotation plus faibles sont testées afin de voir si les taux de phase stationnaire sont meilleurs : 2000 et 
1600 rpm pour un débit de 3 mL/min. L’observation des résultats montre qu’à ces deux champs 
centrifuges, les taux de phase stationnaire sont meilleurs. Cependant, ils restent très faibles puisque 



Chapitre 2 : Purification du carnosol par CPC : développement de la méthode à petite échelle | 46  
 

jamais supérieurs à 33%. Un nouveau test pourrait être effectué à débit plus faible, mais les temps de 
purifications risquant de devenir beaucoup trop longs, un changement de système solvant est préférable. 

 

4.2.3. Système heptane/méthyl tert-butyl éther/éthanol/eau 
 

4.2.3.1. Construction du système solvant  
 

Le système solvant butanol/méthanol/eau en proportions 5/1/4 (v/v) utilisé en mode descendant 
apparaissant adapté pour la séparation des composants du romarin mais ne présentant malheureusement 
pas un taux de phase stationnaire suffisant en CPC, un nouveau système solvant est construit à partir de 
l’éthanol en tant que « meilleur solvant » : le système heptane/méthyl tert-butyl éther/éthanol/eau. 
L’heptane et l’eau sont des solvants ne permettant pas de solubiliser beaucoup de carnosol (cf. § 4.2.1). 
Cependant, ces deux solvants n’étant pas miscibles entre eux, ils sont donc adaptés à la création d’un 
système biphasique. Le méthyl tert-butyl éther (MTBE) a été choisi car le carnosol est soluble dans ce 
solvant. Il a notamment déjà été ajouté à de l’hexane pour faciliter la dissolution du carnosol avant son 
injection en HPLC phase normale (48). De plus, il est miscible avec l’heptane et l’éthanol mais peu 
miscible avec l’eau (moins de 5% est soluble dans l’eau (49)). Quant à l’éthanol, ce dernier est 
complètement miscible à l’eau et l’heptane (Tableau 9).  

Tableau 9 : Solubilité des solvants entre eux en % (masse). Cases en bleu = considéré comme très peu miscible 
ou non miscible, cases en blanc = considéré comme miscible ou partiellement miscible (49-51).  

Heptane MTBE Ethanol Eau dans 

 miscible miscible 0,0091 Heptane 

miscible  miscible 1,5 MTBE 

miscible miscible  miscible Ethanol 

0,0004 4,8 miscible  Eau 
 

Le choix des proportions entre les solvants a été réalisé expérimentalement en réalisant plusieurs essais 
jusqu’à obtenir un système solvant biphasique. Notre première sélection se porte sur le système 
heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/2/1. 
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4.2.3.2. Test du système solvant par shake-flask 
 

Les échantillons sont préparés comme indiqué au § 3.3. Chaque phase est ensuite injectée en HPLC sans 
dilution préalable. Les chromatogrammes HPLC des phases supérieure organique et inférieure aqueuse 
du système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/2/1 (v/v) sont visibles Figure 20. Les coefficients de 
partage théoriques des composés ont été calculés et directement indiqués sur les figures.  

 

  

Figure 20 : Chromatogrammes HPLC après injection des phases supérieure (en bleu) et inférieure (en rose) avec 
calcul des coefficients de partage théoriques suivant l’utilisation du système solvant en mode ascendant (phase 

stationnaire = phase inférieure) ou descendant (entre parenthèses, phase stationnaire = phase supérieure). 

L’observation de la Figure 20 montre que la majorité des composés sont partagés de manière plus 
importante dans la phase inférieure aqueuse.  

Si le système solvant est utilisé en mode descendant (phase stationnaire = phase supérieure organique), 
les coefficients de partage des composés sont très proches les uns des autres (indiqués en parenthèses). 
Les résultats montrent ainsi qu’en mode descendant, une grosse partie des composés sortiraient 
probablement au temps mort tandis que les autres apparaitraient très rapidement sur le chromatogramme 
de manière non résolue.  

Si le système solvant est utilisé en mode ascendant, les coefficients de partage des composés sont 
beaucoup plus éloignés. Les composés les plus polaires (dont l’acide rosmarinique) seraient infiniment 
retenus par la colonne. Le carnosol, l’un des premiers composés à sortir (Kdthéorique = 1,75) pourrait 
cependant potentiellement être co-élué avec un autre composé non identifié (tr = 43,7 min) dont le 
coefficient de partage théorique est de 1,92. 

 

Composé interférent en 
mode ascendant 
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Même si les résultats semblent plus encourageants dans l’utilisation de ce système solvant en mode 
ascendant, ce dernier sera testé dans les deux modes afin de comparer les séparations et de choisir la 
meilleure des deux.  

 

4.2.3.3. Test du système solvant 3/1/2/1 en mode descendant 
 

Le système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 3/1/2/1 (v/v) est testé dans un premier 
temps en mode descendant avant d’être comparé à une séparation en mode ascendant.  

La première étape consiste à déterminer les conditions opératoires permettant d’utiliser le système 
solvant avec une rétention de phase stationnaire suffisante (généralement supérieure à 50%). Cette étape 
ne nécessite pas forcément l’injection de l’échantillon à purifier. Une fois les conditions opératoires 
déterminées, l’échantillon pourra alors être injecté. 

Le système est testé à différentes vitesses de rotation tout en restant à une pression inférieure à 70 bar. 
Le débit est quant à lui régulé à 5 mL/min. Le taux de phase stationnaire est calculé pour chaque 
condition différente (Tableau 10) via l’injection de new coccine red, un marqueur de temps mort très 
polaire (52, 53), dont on a vérifié préalablement par UV qu’il ne se partage jamais dans la phase 
stationnaire peu polaire. Cette molécule n’est en effet soluble que dans des phases contenant de l’eau. 

Tableau 10 : Variation du taux de phase stationnaire et de la pression en fonction de la vitesse de rotation 
appliquée au système à 5 mL/min. 

Débit Vitesse de 
rotation 

Taux de phase 
stationnaire Pression 

5 mL/min 

1800 rpm 56% 42 bar 

2000 rpm 58% 50 bar 

2200 rpm 58% 59 bar 

2400 rpm 58% 68 bar 

 

L’efficacité de la colonne augmentant avec la vitesse de rotation (45-47), il est intéressant de se placer 
à vitesse de rotation maximale. Cependant, la pression à l’injection étant trop proche des 70 bar limite 
et le taux de phase stationnaire étant quasi-équivalent à toutes les vitesses de rotation, le choix est arrêté 
à 2200 rpm afin d’injecter à pression moins élevée (59 bar) et donc dans des conditions moins 
contraignantes pour les instruments.  

La majorité des composés étant solubles dans la phase inférieure aqueuse (phase mobile en mode 
descendant), la préparation de l’échantillon de romarin à purifier sera effectuée dans cette dernière.  

L’injection en CPC de l’extrait préparé à 500 mg/mL de phase inférieure à 2200 rpm et 5 mL/min résulte 
en la séparation illustrée Figure 21. 
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Figure 21 : Chromatogramme CPC de l’injection de 1 mL d’extrait sec de romarin préparé à 500 mg/mL en 
phase inférieure, 2200 rpm, 5 ml/min, système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/2/1 (v/v) mode 

descendant (phase mobile aqueuse), détection UV à 210 et 254 nm, Sf = 58 %, P = 59 bar. Les différentes 
fractions collectées sont numérotées de 001 à 011 dans la partie située au-dessus du chromatogramme. 

L’observation de la Figure 21 montre que les différents composés de l’extrait de romarin sont très peu 
retenus et donc mal séparés. En effet, mis à part le pic à 10,5 minutes qui apparait un peu mieux séparé, 
les autres solutés sont condensés dans la première partie du chromatogramme (entre 3 et 8 minutes) où 
on aperçoit un massif de pics co-élués. Cela rejoint tout à fait les observations faites lors des tests en 
shake-flask. 

Connaissant le coefficient de partage théorique du carnosol (Figure 20), le volume de la colonne             
(35 mL) et le taux de phase stationnaire (Tableau 10), il est possible de calculer le volume de rétention 
théorique du carnosol et d’en déduire son temps de rétention grâce à la relation 4 du chapitre 1. Ainsi, 
on a  soit un temps de rétention de 5,25 minutes à             
5 mL/min. Il est donc possible que l’épaulement à 5,25 minutes contienne le pic de carnosol (fraction 4 
sur le chromatogramme). Les fractions récoltées sont analysées par HPLC afin de vérifier cette 
hypothèse et d’évaluer la pureté du carnosol. 

L’observation des chromatogrammes HPLC  des différentes fractions récoltées en CPC montre que le 
carnosol est présent dans les fractions 2 à 6 (Figure 22). Comme ceci a pu être prédit grâce aux 
coefficients de partage théoriques, la fraction 4 est celle qui contient le plus de carnosol.  

La séparation CPC se révèle donc insatisfaisante puisqu’il n’a pas été possible de séparer le carnosol 
des impuretés présentes dans l’extrait de romarin. Ceci est principalement dû aux coefficients de partage 
des composés, tous du même ordre et inférieurs à 1. Afin de réaliser une comparaison entre les deux 
modes d’utilisation du système solvant, une nouvelle séparation est réalisée en mode ascendant (phase 
stationnaire inférieure). 

 

 

 

 

5,25 min 

Fractions : 
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Figure 22 : Chromatogrammes HPLC des différentes fractions du romarin purifiées en CPC à l’aide du système 
solvant heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 3/1/2/1 (v/v) en mode descendant à 2200 rpm, 5 mL/min. 

Conditions HPLC : gradient eau – acétonitrile (Tableau 6), Vinj = 20 μL, détection UV 210 nm. 

 

 

 

Carnosol 
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4.2.3.4. Test du système solvant 3/1/2/1 en mode ascendant 
 

Le système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/2/1 (v/v) est à présent testé en mode ascendant. Pour 
plus de simplicité, le système est directement testé dans les mêmes conditions opératoires qu’en mode 
descendant : 2200 rpm, 5 mL/min. Comme précédemment, un marqueur de temps mort est injecté afin 
de calculer le taux de phase stationnaire contenu dans la colonne. La phase mobile étant cette fois-ci la 
phase supérieure organique, le β-carotène, molécule apolaire du fait de son grand nombre de doubles 
liaisons conjuguées est tout à fait approprié pour remplir ce rôle de marqueur de temps mort (52-54). 
Une vérification est préalablement réalisée par UV afin de s’assurer que le β-carotène ne se partage 
jamais dans la phase stationnaire polaire. 

Après charge en phase stationnaire et équilibrage de la colonne à 2200 rpm et 5 mL/min, 1 mL de 
solution de β-carotène à 1 mg/mL est injectée. La mesure du temps mort permet d’en déduire un taux 
de phase stationnaire très satisfaisant de 63% pour une pression à l’injection de 57 bar. 

Le même échantillon que dans l’expérience précédente (extrait sec à préparer à 500 mg/mL de phase 
inférieure) est injecté en CPC. Connaissant la valeur du taux de phase stationnaire dans la colonne dans 
ces conditions opératoires, les valeurs des coefficients de partage peuvent être calculées sur les pics 
observés en Figure 23.  

 

 

Figure 23 : Chromatogramme CPC injection 1 mL d’extrait sec préparé à 500 mg/mL, 2200 rpm, 5 ml/min, 
système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/2/1 (v/v) mode ascendant (phase mobile organique), détection 
UV à 210 et 254 nm, Sf = 63 %, P = 56 bar. Les différentes fractions collectées sont numérotées de 001 à 014 

dans la partie située au-dessus du chromatogramme. 

Les différentes fractions obtenues sont injectées en HPLC. L’analyse des fractions 4 et 5 (Figure 24) 
montre la présence de carnosol au niveau du pic dont le coefficient de partage est de 1,55. Cette valeur 
est proche du coefficient de partage calculé lors du shake-flask (Kdthéorique = 1,75). Malgré la présence 
de carnosol dans les fractions 4 et 5, ce dernier n’apparait pas pur. Cette impureté est visible sur le 
chromatogramme CPC (Figure 23) par l’épaulement en amont du pic de carnosol (Kd = 1,22).  

 

 

Kd = 0,39 

Kd = 1,22 Carnosol 
Kd = 1,55 

Kd = ∞ 

Kd = 5,18 

Fractions : 
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Figure 24 : Chromatogrammes HPLC des fractions 4 et 5 purifiées par CPC à l’aide du système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 3/1/2/1 (v/v) en mode ascendant à 2200 rpm, 5 mL/min.          

Gradient eau - acétonitrile, Vinj = 20 μL, détection UV 210 nm. (a) Superposition des fractions 4 et 5 ; (b) Zoom 
sur la fraction 4 ; (c) Zoom sur la fraction 5. Des pics dus aux solvants d’injection apparaissent entre 45 et 46 

minutes (également présents dans le blanc). 

 

Même si le mode ascendant présente de bien meilleurs résultats en termes de séparation du carnosol vis-
à-vis des impuretés environnantes, la séparation obtenue avec le système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 3/1/2/1 (v/v) n’est pas encore satisfaisante. A ce stade, il 
serait intéressant de garder le même mode d’utilisation du système solvant et de tenter d’augmenter la 
rétention du carnosol sur la phase stationnaire afin d’améliorer la séparation entre ce dernier et les 
impuretés environnantes. Comme il a été observé précédemment (§4.2.1) le carnosol a une forte affinité 
pour l’éthanol, ce dernier présentant une très bonne miscibilité avec l’eau. Augmenter la proportion 
d’éthanol dans la phase stationnaire aqueuse devrait permettre d’accroître la rétention du carnosol. 

 
 

 

  

Fraction 4 Fraction 5 

Carnosol 

Impureté 

Pics de solvant 

Carnosol 

Impureté 

Pics de solvant 

Fraction 4 
Fraction 5 

(a) 

(b) (c) 
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4.2.3.5. Système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/3/1  
 

Un nouveau système solvant de même nature que le précédent mais dont on augmente la proportion 
d’éthanol (3/1/3/1) est fabriqué. Ce dernier sera directement utilisé dans les mêmes conditions soit           
2200 rpm et 5 mL/min. L’échantillon est préparé toujours de la même manière dans la phase inférieure 
du système solvant et 1 mL sont injectés après charge et équilibrage de la colonne. Dans ces conditions, 
la pression à l’injection est de 47 bar. Le taux de phase stationnaire est de 61 % (injection du β-carotène). 
Les coefficients de partage des composés sont indiqués directement sur le chromatogramme obtenu 
(Figure 25). 

 

Figure 25 : Chromatogramme CPC injection 1 mL d’extrait sec préparé à 500 mg/mL, 2200 rpm, 5 ml/min, 
système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 3/1/3/1 (v/v) mode ascendant, détection UV à 210 nm, Sf = 61 %. 

D’après la forme et l’intensité des pics, le pic de carnosol semble être celui dont le temps de rétention 
se situe entre 15 et 16 minutes. 

La comparaison des chromatogrammes Figure 23 et Figure 25 permet de montrer l’évolution des 
coefficients de partage qui, comme attendu, deviennent plus importants dans le cas du système solvant 
3/1/3/1. En effet, en ajoutant de l’éthanol dans le système, le carnosol voit son coefficient de partage 
évoluer de 1,55 à 3,00. La séparation n’apparait cependant pas entièrement satisfaisante car il n’y a pas 
de retour total à la ligne de base entre le pic de carnosol et son impureté précédente (Kd = 1,98), 
permettant un taux de récupération et une pureté de 100% tels que définis dans le cahier des charges. 

L’ajout d’éthanol dans le système solvant ayant permis d’augmenter la rétention du carnosol, la stratégie 
est poursuivie en faisant évoluer le système solvant dans des proportions 4/1/4/1. Ici, la quantité 
d’heptane est augmentée au même titre que celle d’éthanol pour essayer de garder des proportions 
équivalentes de phases supérieures et inférieures. 

 

  Kd = 3,00  
tR = 15,5 min 

Kd = 1,98 

Kd = 0,78 
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4.2.3.6. Système solvant heptane/MTBE/éthanol/ eau  4/1/4/1 
 

Afin d’augmenter le coefficient de partage des composés, le système solvant 3/1/3/1 est modifié vers un 
système solvant 4/1/4/1 (v/v). Les conditions opératoires 2200 rpm et 5 mL/min sont à nouveau testées 
pour ce nouveau système. L’échantillon est préparé en phase stationnaire inférieure (500 mg d’extrait 
sec par mL de solvant) puis 1 mL est injecté après charge et équilibrage de la colonne. La pression à 
l’injection est de 47 bar. Le taux de phase stationnaire est de 62% (injection du β-carotène). Les 
différents coefficients de partage des composés sont calculés et notés directement sur le 
chromatogramme CPC (Figure 26). 

 

 

Figure 26 : Chromatogramme CPC injection 1 mL d’extrait sec préparé à 500 mg/mL, 2200 rpm, 5 ml/min, 
système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v) mode ascendant, détection UV à 210 et 284 nm,         

Sf = 62 %, P = 47 bar. Les différentes fractions collectées sont représentées de 4 couleurs différentes et 
numérotées de 001 à 031 dans la partie située au-dessus du chromatogramme. 

 

La forme et l’intensité relative des pics permettent de reconnaître le pic du carnosol à un temps de 
rétention de 21 minutes. Afin de garantir que ce dernier est bien celui du carnosol et de s’assurer de sa 
pureté, toutes les fractions sont injectées en HPLC. La Figure 27 permet d’observer les résultats de 
l’injection des fractions 19 à 26.  

 

 

Kd = 1,20 

Kd = 4,20 

Kd = 2,57 

Kd = 1,85 

Fractions : 



Chapitre 2 : Purification du carnosol par CPC : développement de la méthode à petite échelle | 55  
 

 

Figure 27 : Chromatogrammes HPLC des fractions 19 à 26 purifiées par CPC à l’aide du système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 4/1/4/1 (v/v) en mode ascendant à 2200 rpm, 5 mL/min. Gradient eau 

- acétonitrile, Vinj = 20 μL, détection UV 210 nm. 

Carnosol 
Pics de solvant 
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L’observation de la Figure 27 permet de confirmer que le pic à 21 minutes est bien celui du carnosol, 
dont le coefficient de partage est calculé à 4,20. Les fractions 19 à 26 apparaissent toutes pures puisque 
les autres pics observés sur les chromatogrammes sont uniquement ceux du solvant de récupération en 
sortie de CPC (déterminé par comparaison avec un blanc). 

La séparation réalisée en CPC à l’aide du système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 
4/1/4/1 (v/v) utilisé en mode ascendant apparait donc comme satisfaisante puisqu’un retour à la ligne de 
base est observé entre le pic de carnosol et son impureté la plus proche (impureté précédente) en accord 
avec le cahier des charges que nous nous sommes fixé, et l’analyse HPLC des différentes fractions 
contenant du carnosol apparaissent pures en UV. Afin de s’assurer d’une pureté totale de l’échantillon, 
une analyse en spectrométrie de masse ou en RMN pourrait être effectuée. En effet, le fait qu’aucun pic 
d’impureté n’apparaisse sur les chromatogrammes des fractions collectées (détection UV) ne nous 
permet malheureusement pas d’assurer la pureté à 100% de notre composé, mais il permet cependant 
d’affirmer que tous les autres composés détectés lors de la séparation initiale ont été écartés. 

L’étape suivant la purification d’un composé consiste à évaporer les solvants dans lesquels sont 
récupérés les composés. Dans le cas de la purification du carnosol à l’aide du système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 4/1/4/1 (v/v) utilisé en mode ascendant, le carnosol est 
récupéré dans la phase mobile, soit la phase supérieure. Cette phase supérieure étant composée 
principalement d’heptane, de MTBE et d’éthanol, une évaporation à l’aide d’un évaporateur rotatif est 
tout à fait envisageable, accompagné d’une lyophilisation si une petite quantité d’eau reste en fin 
d’évaporation. 

 

4.3. Quantification 
 

4.3.1. Quantité de matière contenue dans l’extrait à purifier par CPC 
 

L’objectif de cette section est de calculer la quantité de matière contenue dans 1 mL d’extrait à purifier 
après solubilisation de l’extrait sec commercial dans la phase inférieure du système solvant. Ceci 
permettra de connaître la quantité d’extrait à purifier injectée en CPC lors d’une opération. Le protocole 
de préparation de l’extrait sec commercial puis de l’extrait à purifier par CPC est rappelé Figure 28. 

 

 

 

Figure 28 : Protocole d’extraction, de la plante à l’extrait à purifier par CPC 

Afin de connaitre le rendement de solubilisation de l’extrait sec commercial par la phase inférieure du 
système solvant CPC (heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v)), 1 mL de l’extrait à purifier est ramené 
à sec pendant une semaine sous hotte puis une nuit sous un dessicateur sous vide afin d’évaporer toute 
trace de solvants. La matière sèche récupérée est pesée. Elle correspond directement à la quantité de 
matière solubilisée par le système solvant. L’expérience est répétée 5 fois. 
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La quantité de matière contenue dans 1 mL d’extrait à purifier est calculée à 181 mg. Pour rappel, la 
solubilisation de l’extrait sec commercial est réalisée à 500 mg par mL de phase inférieure du système 
solvant CPC (§ 3.4.3). Le rendement d’extraction de l’extrait sec commercial par la phase inférieure du 
système solvant CPC est donc de 36 %. 

 

4.3.2. Quantification du carnosol 
 

Dans le but de quantifier le carnosol contenu dans l’extrait à purifier mais aussi après purification par 
CPC, un étalonnage externe est réalisé par injection HPLC du standard de carnosol.  

Une première injection HPLC est réalisée afin de comparer l’aire du pic de carnosol dans l’extrait à 
purifier et l’aire du pic obtenu lors de l’injection d’un standard de carnosol à 63 μg/mL dilué dans du 
méthanol. La valeur de la concentration en carnosol approximative contenue dans l’extrait de romarin à 
purifier est estimée à 86 μg/mL. Les effets matrices sont ici négligés car ce calcul ne sert qu’à estimer 
une concentration dans le but de réaliser la courbe d’étalonnage. Au vu de cette valeur estimée, la courbe 
d’étalonnage est réalisée entre 0 et 100 μg/mL avec un point tous les 25 μg/mL. 

Comme pour la préparation de l’échantillon de romarin à purifier, la courbe de calibration est réalisée 
dans la phase inférieure du système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v).  

Chaque solution de standard est injectée 3 fois en HPLC. Les aires de chaque pic de carnosol obtenues 
via le logiciel Azur (Datalys) permettent d’établir la droite d’étalonnage (Figure 29). 

 

 

Figure 29 : Droite d’étalonnage externe pour la quantification du carnosol contenu en phase inférieure du 
système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 4/1/4/1 (v/v). 

 

D’après la courbe de calibration, la concentration en carnosol contenue dans l’échantillon avant injection 
est évaluée à 873 μg/mL. En réalisant la quantification du carnosol dans chaque fraction récoltée sur 
une opération, le taux de récupération a été estimé proche de 90 %. Ainsi, pour une injection de 1 mL 
de carnosol à 873 μg/mL, il est possible de récupérer environ 0,8 g de carnosol avec une pureté proche 
de 100 %. 
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La durée d’une opération est de 39 min (0,65 h) en prenant en compte la durée d’équilibrage de la 
colonne ainsi que l’élution et l’extrusion. Ainsi, le rendement horaire est de 1,2 g de carnosol/h. La 
consommation de solvant a quant à elle été évaluée à 0,13 L donnant une productivité de 6,2 g carnosol/L 
de solvant. En chromatographie préparative, il n’est pas rare de parler de productivité en masse par litre 
de colonne. Dans le cas de la purification du carnosol, le volume de la colonne est de 35 mL. Ainsi la 
productivité est de 22,9 g/L de colonne. 
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5. Conclusion et perspectives 
 

Dans ce chapitre, nous avons pu montrer qu’il était possible de réaliser la purification du carnosol 
provenant d’un extrait éthanolique de romarin par CPC à l’aide d’un système solvant composé 
d’heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 4/1/4/1 (v/v), utilisé en mode ascendant. 

Le développement de la méthode de purification a été réalisé sur un appareil de laboratoire dont le 
volume de la colonne est de 35 mL, dans le but de raccourcir les temps de manipulation et de consommer 
moins de solvant. Le choix du système solvant a été effectué en se basant sur la méthode du « meilleur 
solvant », pour laquelle un premier solvant est choisi en fonction de ses capacités à bien dissoudre le 
soluté d’intérêt, auquel sont ajoutés des solvants plus et moins polaires afin de créer un système 
biphasique. Deux systèmes solvant ont été développés ici. Le choix de ces deux systèmes a été effectué 
par mesure des coefficients de partage théorique des composés d’intérêt par HPLC (shake-flask). Ce 
sont les tests en CPC qui ont ensuite permis de définir le système solvant adéquat en vérifiant la bonne 
séparation du carnosol des impuretés environnantes.  

Grâce à cette méthode de purification, 0,8 g de carnosol ont pu être purifiés avec un taux de récupération 
proche de 90% et une pureté proche de 100%. Le rendement horaire est calculé à 1,2 g/h. La 
consommation de solvants est estimée à 1L pour 6,2 g de carnosol purifiés. Si la méthode avait été 
développée sur un rotor de plus grand volume tel que 254 mL, nous pouvons estimer que la 
consommation de solvants aurait été beaucoup plus importante. En effet, le même nombre de 
manipulations aurait été requis tandis que la colonne utilisée et le débit aurait été plus grands, engendrant 
ainsi cette consommation de solvants beaucoup plus importante.  
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1. État de l’art 
 

La chromatographie de partage centrifuge (CPC) est une technique de purification destinée à 
être utilisée à échelle préparative en milieu industriel (pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire, 
etc.).  Cette purification doit donc pouvoir être effectuée sur de grandes quantités de solutés et avec des 
méthodes optimisées afin de pouvoir travailler avec la meilleure productivité possible. Cependant, il est 
très difficile d’optimiser une méthode directement sur un appareil de gros volume. En effet, 
comparativement à une petite machine, un développement de méthode sur une grosse machine est très 
consommateur de temps, de solvant, et présente ainsi un coût élevé. Il est donc beaucoup plus 
économique de réaliser un développement de méthode sur un appareil de petit volume. C’est sur cette 
idée que Rousselet-Robatel-Kromaton a imaginé puis fabriqué un rotor de laboratoire de 35 mL afin de 
pouvoir développer et optimiser des méthodes de purification puis les transférer sur d’autres appareils 
de volume plus important.  

Contrairement aux systèmes hydrodynamiques, la difficulté qui réside aujourd’hui en CPC est l’absence 
de règles qui permettent le transfert d’une méthode entre deux appareils, également appelé scale-up.  

Sur un système hydrodynamique, la règle reste relativement simple car il est souvent possible de réaliser 
un scale-up linéaire. Ainsi, plusieurs équipes scientifiques ont montré qu’une méthode pouvait être 
transférée à plus grande échelle simplement en adaptent le débit au rapport des volumes des deux 
colonnes (1-9). Ce rapport, aussi appelé facteur de scale-up permet de réaliser une séparation en un 
temps identique mais en injectant autant de fois plus que la valeur de ce facteur. Cette loi linéaire impose 
cependant de nombreuses contraintes opératoires qui peuvent parfois être difficilement atteignable selon 
l’appareillage utilisé : travailler à taux de phase stationnaire constant, à champ centrifuge constant, et à 
débit proportionnel au facteur de scale-up afin de garder les mêmes temps de séparation (1). 

Wood et al. (1) ont par exemple réalisé un transfert sur la séparation d’alcool benzylique et de paracrésol 
entre deux systèmes hydrodynamiques Dynamic Extraction (DE). L’objectif est de réaliser une 
séparation identique entre une bobine analytique de 5,4 mL et une autre bobine 850 fois plus grande   
(4,6 L), en un temps identique et à taux de phase stationnaire constant. Le débit est donc augmenté de 
850 au même titre que la quantité d’échantillon injectée (Tableau 11). Mis à part le taux de phase 
stationnaire qui diminue entre les deux séparations (64% sur colonne analytique, 47% sur colonne 
préparative), probablement dû à l’impossibilité de travailler à rotations plus élevées à grande échelle, la 
séparation entre les deux échelles apparait identique (Figure 30).  
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Tableau 11 : Scale-up réalisé entre deux appareils hydrostatiques de 5,4 et 4600 mL (1). 

 Analytique 
(mini-DE)  Préparative 

(maxi-DE) 
Vcolonne 5,4 mL X 850 4600 mL 

Débit 1 mL/min X 850 850 mL/min 

Rotations 2100 rpm  600 rpm 
Taux de phase 

stationnaire 64 % > 47 % 

Véchantillon 1,07 mL X 850 920 mL 

Masse injectée 0,066 g X 850 57 g 

Résolution 0,69 ≈ 0,71 

 

Figure 30 : Comparaison injections analytique (mini-DE) et préparative (maxi-DE). Séparation alcool benzylique 
(1) et para-crésol (2), Vinj = 20% du volume colonne (1). 

Dans cet exemple, les auteurs s’attachent à réaliser un changement d’échelle à taux de phase stationnaire 
constant. Or, les contraintes d’appareillage ne leur permettent pas de garder la même proportion de phase 
stationnaire entre les deux colonnes. Malgré cela, la séparation reste similaire entre les deux échelles. 
On peut alors se demander ce qu’il se passerait si le taux de phase stationnaire à grande échelle était 
identique voire supérieur à celui obtenu à petite échelle. La séparation serait probablement meilleure, ce 
qui engendrerait un espace supplémentaire permettant en réalité de charger plus la colonne et ainsi 
augmenter la quantité d’échantillon traitée. Dans ces conditions, serait-il possible de calculer la quantité 
d’échantillon supplémentaire à injecter ? 

Dans un autre exemple, Luo et al. (2) réalisent la séparation de quatre alcaloïdes phénoliques sur deux 
systèmes hydrodynamiques Dynamic Extraction de 18 mL (mini-DE) et 912 mL (midi-DE). Ici encore, 
l’objectif est de réaliser un changement d’échelle linéaire à taux de phase stationnaire constant. Le 
rapport des volumes colonne est de 50. Le débit est donc augmenté de 50, tout comme la quantité 
d’échantillon injectée (Tableau 12). Ici, l’utilisateur n’étant pas limité par des contraintes mécaniques 
venant de l’appareillage, la force centrifuge a pu être gardée constante. 

 

Préparative 

Analytique 

1

2
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Tableau 12 : Scale-up réalisé entre deux appareils hydrodynamiques de 18 mL et 912 mL (2). 

 Analytique 
(mini-DE)  Préparative 

(midi-DE) 
Vcolonne 18 mL X 50 912 mL 

Débit 1 mL/min X 50 50 mL/min 

Rotations 1850 rpm (191 g) = 1250 rpm (192 g) 
Taux de phase 

stationnaire 56,3 % = 56,8 % 

Véchantillon 0,5 mL X 50 25 mL 

Masse injectée 10 mg X 50 500 mg 
 

 

Figure 31 : Comparaison injections (a) analytique (mini-DE) et (b) préparative (midi-DE). Séparation de 4 
alcaloïdes phénoliques à l’aide d’un système solvant composé de fractions légères de pétrole/acétate 

d’éthyle/éthanol/eau (2). 

L’observation des résultats montre ici encore deux chromatogrammes analogues permettant de valider 
un transfert d’échelle réussi entre les deux colonnes hydrodynamiques (Figure 31). Cependant, comme 
dans l’exemple précédent, on peut s’interroger sur la qualité de séparation si le taux de phase stationnaire 
avait été optimisé sur la colonne préparative. L’espace disponible entre les pics aurait sûrement été plus 
grand, permettant alors d’injecter plus d’échantillon. 

En système hydrostatique (CPC), le scale-up est plus compliqué car bien souvent non linéaire 
contrairement à ce qui a pu être observé sur les systèmes hydrodynamiques. En effet, d’une part la 
conception-même des colonnes fait qu’il n’est souvent pas possible de travailler à vitesse de rotation et 
débit imposés car la technique est tributaire de la pression qui ne peut être supérieure à 70 bar dans ce 
type d’appareil. D’autre part, les changements d’échelle sur système hydrostatique font souvent appel à 
un changement de taille et de design des cellules des rotors, influant directement sur la fluidique au sein 
de l’appareil. De ceci résultent des changements de comportement du système biphasique et ainsi des 
modifications de l’efficacité et du taux de phase stationnaire. Le scale-up ne peut donc pas être linéaire 
au rapport des volumes colonnes. Un exemple tiré de la littérature montre d’ailleurs qu’un rotor de 
volume plus important peut être plus performant qu’un rotor de petit volume, induisant un espace 
disponible supplémentaire entre les pics des composés à purifier (10).  

Sutherland et al. (10) ont en effet tenté de reproduire l’expérience du scale-up linéaire sur système 
hydrostatique sur la séparation de deux protéines, la myoglobine et la lysozyme, en système solvant 
aqueux (système ATPS composé de PEG-1000 et de K2HPO4). Le transfert d’échelle est réalisé entre 
deux rotors hydrostatiques Armen Instruments de 500 mL et 6250 mL. Comme dans les autres cas, 
l’objectif est de réaliser une séparation identique entre les deux échelles, en un temps identique. La force 
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centrifuge est également maintenue constante. Le rapport des volumes colonne étant de 12,5, le débit 
est donc augmenté de 12,5, tout comme la quantité injectée.  

Tableau 13 : Scale-up réalisé entre deux appareils hydrostatiques de 500 mL et 6250 mL (10). 

 Analytique 
(petit rotor)  Préparative 

(gros rotor) 
Vcolonne 500 mL X 12,5 6250 mL 

Débit 10 mL/min X 12,5 125 mL/min 
Rotations 

Force centrifuge 
2000 rpm 

224 g = 1293 rpm 
224 g 

Taux de phase 
stationnaire 40 à 20 % < 53 à 24 % 

Véchantillon 40 mL X 12,5 500 mL 

Masse injectée 176 mg X 12,5 2200 mg 

Résolution 1,28 < 1,88 
 

 

Figure 32 : Comparaison injections (a) analytique (petit rotor) et (b) préparative (gros rotor). Séparation de deux 
protéines (myoglobine et lysozyme) à l’aide d’un système solvant ATPS (10). 

Le Tableau 13 montre qu’à force centrifuge constante et à débit multiplié par le rapport des volumes 
colonne, la séparation réalisée à grande échelle comporte une meilleure résolution que celle à petite 
échelle (Figure 32). On note donc ici que l’espace disponible supplémentaire sur le rotor de grande 
échelle aurait pu être comblé par l’injection d’une quantité plus importante d’échantillon.  

A travers les différents exemples cités ci-dessus, plusieurs aspects ont pu être mis en avant. Tout 
d’abord, il apparait que le scale-up sur systèmes hydrodynamiques reste relativement simple à mettre en 
place. D’autre part, sur les systèmes hydrodynamiques comme hydrostatiques, les auteurs se sont à 
chaque fois attaché à essayer de garder le taux de phase stationnaire constant. Ceci est malheureusement 
souvent difficile à réaliser et à prédire à cause de contraintes instrumentales. De même, le débit est à 
chaque fois fixé de manière stricte en fonction du rapport des volumes colonnes utilisées pour effectuer 
le scale-up. Les séparations ont ici été possibles, mais il peut arriver que le débit à appliquer sur la plus 
grosse colonne soit trop important pour retenir la phase stationnaire. Cette contrainte devient alors 
limitante et empêche le transfert. Dans tous les cas, il semble essentiel de pouvoir prédire la quantité 
exacte d’échantillon à injecter sur une colonne en fonction des conditions opératoires choisies. Ainsi, il 
deviendrait possible pour l’utilisateur de sélectionner les conditions opératoires en fonction de 
l’appareillage qu’il possède et de son objectif de production. 

(a) (b) 
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Dans le but de travailler aux meilleures performances de chaque rotor, la méthodologie de scale-up que 
nous avons choisi de mettre en place en CPC est indépendante des conditions opératoires, ces dernières 
pouvant ainsi être choisies en fonction des objectifs de l’utilisateur. Cette méthodologie repose sur une 
stratégie en 3 étapes, basée sur la notion d’espace disponible entre les solutés à purifier et la quantité 
maximale d’échantillon qui peut être injectée sur le rotor. 

 

2. Présentation de la méthodologie proposée 
 

La méthodologie que nous proposons pour le transfert d’échelle en CPC hydrostatique est basée sur 
l’observation expérimentale du comportement de chaque instrument : elle consiste à mesurer l’espace 
disponible ∆V (en mL) entre deux pics Gaussiens sur chaque rotor afin d’en déduire un facteur de scale-
up.  Une étude de charge sur le rotor analytique ainsi que l’utilisation du facteur de scale-up calculé en 
amont permettent alors d’en déduire la quantité maximale directement injectable sur le rotor de 
production, en faisant l’hypothèse que la concentration de l’échantillon reste assez faible pour être dans 
la partie linéaire de l’isotherme de partition de chaque composé. Cette méthodologie est schématisée 
Figure 33. 

 

Figure 33 : Méthodologie de scale-up proposée au laboratoire. 

Dans cette étude, les conditions opératoires utilisées sont indépendantes d’un rotor à l’autre. Ceci permet 
d’utiliser le rotor de grande échelle dans des conditions opératoires choisies par l’utilisateur 
exclusivement en fonction des contraintes instrumentales et des objectifs de production, et donc 
indépendamment des conditions opératoires développées en amont sur la colonne de plus petit volume. 

Afin d’en démontrer le concept, nous avons appliqué cette méthodologie à la séparation de trois solutés 
test et au transfert de cette séparation d’un rotor 35 mL (colonne analytique) à un rotor 254 mL (colonne 
semi-préparative). Ces travaux ont donné lieu à une publication dans Journal of Chromatography A 
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reproduite dans ce chapitre. Afin d’en étayer le propos, le matériel utilisé sera brièvement rappelé, ainsi 
que les critères nous ayant conduit à sélectionner notre séparation test. Puis la publication sera présentée 
et complétée. Un second transfert sera ensuite réalisé avec les mêmes solutés test sur un rotor 88 mL 
afin de démontrer que la méthodologie est applicable sur des rotors de design, de volume et de nombre 
de cellules différent. 

La seconde partie de ce chapitre sera consacrée à l’application de la méthodologie de transfert sur un 
cas réel. En effet, nous avons souhaité démontrer ses potentialités sur l’injection d’un échantillon 
complexe telle que l’extrait de romarin dont la méthode de purification a été développée au cours du 
chapitre 2. Dès lors, un transfert vers un rotor d’échelle industrielle de 812 mL sur lequel un 
développement de méthode aurait été impossible sera réalisé afin de montrer que l’augmentation du 
volume colonne permet une augmentation de productivité non négligeable. 

 

3. Matériel et méthodes 
 

3.1. Matériel 
 

L’instrument utilisé est le même bâti FCPC-A Kromaton Rousselet-Robatel (Annonay, France) que 
celui utilisé lors du chapitre 2, pour lequel il est possible de changer les rotors en fonction du volume 
avec lequel on veut travailler. Tandis que le développement de méthode sera réalisé sur le rotor 35 mL, 
suivant l’application, le changement d’échelle sera effectué sur trois rotors de volumes et designs de 
cellules différents : 88 mL, 254 mL et 812 mL (Tableau 14). 

Tableau 14 : Descriptif et caractéristiques des rotors Kromaton utilisés pour cette étude. 

Nom CPC25 CPC80 CPC200-1 CPC1000-2 

Référence K30159A K30268A K30116 K30247 
Volume 

expérimental 35 mL 88 mL 254 mL 812 mL 

Nombre de 
disques 13 7 20 24 

Nombre de 
cellules 832 406 840 600 

 

Les périphériques utilisés sont les mêmes que ceux décrits dans le chapitre 2 (pompe, détecteur UV et 
refroidisseur). Un autre détecteur UV Shimadzu SPD-6A sera parfois utilisé sur certains essais en 
remplacement du détecteur Armen Instruments pour cause de panne de ce dernier. Une attention 
particulière a été portée sur l’utilisation de cet autre détecteur uniquement sur des expériences où une 
modification de la réponse en termes d’intensité n’a pas d’impact.  

Les différents produits chimiques utilisés dans ce chapitre sont listés dans le Tableau 15. 
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Tableau 15 : Liste des produits chimiques utilisés 

Produits chimiques CAS Fournisseur Pureté 

Heptane 142-82-5 Sigma Aldrich ≥ 99 % 

Acétate d’éthyle 141-78-6 Sigma Aldrich ≥ 99,7 % 

Méthanol 67-56-1 Sigma Aldrich ≥ 99,9 % 
Méthyl t-butyl 

éther 1634-04-4 Sigma Aldrich ≥ 99,0 % 

Ethanol 64-17-5 Sigma Aldrich ≥ 96 % 

New coccine red 2611-82-7 Sigma Aldrich 75 % 

Aspirine 50-78-2 Sigma Aldrich ≥ 99,0 % 

Coumarine 91-64-5 Sigma Aldrich ≥ 99 % 

Extrait sec romarin - Cooper industries - 

 

3.2. Préparation des échantillons à purifier 
 

3.2.1. Mélange de solutés Guess 
 

Une solution mère à 87 mg/mL composée d’un mélange de 3 composés Guess (new coccine red, aspirine 
et coumarine) est préparée dans la phase mobile (= phase inférieure aqueuse) du système solvant utilisé 
dans les différents essais : le système Arizona M composé d’heptane/acétate d’éthyle/méthanol/eau en 
proportions 5/6/5/6 (v/v). La solution mère est préparée par dissolution des composés à des 
concentrations de 2 mg/mL de new coccine red, 60 mg/mL d’aspirine et 25 mg/mL de coumarine. 

Les injections analytiques sont réalisées avec une solution travail issue de la solution mère diluée par 
7,5. Sa concentration est de 11,5 mg/mL soit environ 0,3 mg/mL de new coccine red, 8 mg/mL d’aspirine 
et 3 mg/mL de coumarine.  

 

3.2.2. Extrait de romarin 
 

L’extrait de romarin est préparé comme indiqué dans le chapitre 2. L’extrait éthanolique initial est 
dissous à 500 mg/mL dans la phase stationnaire inférieure du système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 4/1/4/1 (v/v). Le mélange est ensuite placé durant 10 minutes 
aux ultrasons afin de solubiliser un maximum de solutés. Le mélange comportant encore une grande 
quantité d’extrait non dissous, une centrifugation est effectuée à 5000 rpm durant 3 minutes afin de 
déposer les composés non solubles au fond du tube et de récupérer les molécules solubilisées dans la 
partie supérieure. La solution contient 181 mg d’extrait dissous/mL (cf. Chapitre 2, § 4.3.1). 
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4. Résultats et discussion 
 

4.1. Mise en place de la méthodologie sur une séparation-modèle 

4.1.1. Sélection des différents constituants de la séparation-modèle 
 

Afin de réaliser la preuve de concept de la méthodologie de scale-up que nous souhaitons mettre en 
place, une méthode sera développée sur la séparation de solutés tests. Un mélange de plusieurs solutés 
sera réalisé afin de les séparer sur un appareil CPC de petite échelle (35 mL). La méthode sera ensuite 
optimisée puis transférée sur des appareils de volumes plus importants.  

Les solutés test choisis font partie d’une sélection de 21 produits naturels d’une large gamme de polarité 
appelés composés Guess, très souvent utilisés dans le but de tester et comparer les propriétés de 
différents systèmes solvants (11-13). Le choix dans les solutés Guess séparés par CPC est porté sur un 
nombre de 3, dont un soluté non retenu, le new coccine red, utilisé comme marqueur de temps mort afin 
de pouvoir estimer le taux de phase stationnaire au sein de la colonne. Les deux autres solutés 
sélectionnés, l’aspirine et la coumarine, seront considérés comme les composés à purifier. Les 
coefficients de partage des deux composés retenus devront être compris entre 0,4 et 2,5 (ou log P compris 
entre -0,4 et 0,4), zone de coefficient de partage appelée « sweet-spot ». Le « sweet-spot » est une zone 
de coefficients de partage proposée par Friesen et Pauli, considérée comme la plage présentant la 
meilleure séparation en restant dans des temps de purification courts (12). Friesen et Pauli ont étudié de 
manière très complète la séparation des composés Guess à l’aide d’un système solvant très connu des 
utilisateurs de chromatographie liquide-liquide : le système hexane/acétate d’éthyle/méthanol/eau 
appelé HEMWat (12) dont la composition est rappelée Tableau 16.  

Tableau 16 : Composition du système solvant HEMWat (12). 

 

Basés sur les mêmes solvants (l’hexane étant remplacé par l’heptane pour limiter la toxicité), le système 
Arizona (Tableau 17) combine deux systèmes solvants binaires : le système polaire acétate d’éthyle/eau 
en proportions 1/1 (v/v) et le système heptane/méthanol 1/1 (v/v), beaucoup moins polaire (14-16) 

 



Chapitre 3 : Méthodologie de transfert d’échelle | 73  
 

Tableau 17 : Composition des 23 systèmes solvants Arizona (16). 

 

Afin de sélectionner le système solvant adéquat pour la séparation des 3 composés Guess sélectionnés, 
le Tableau 18 retrace la correspondance entre les systèmes HEMWat compris entre 0 et +3 et le système 
Arizona ainsi que les valeurs des coefficients de partage de l’aspirine et de la coumarine correspondants. 

Tableau 18 : Correspondances entre le système HEMWat et le système Arizona et calcul des coefficient de 
partage prévisionnels selon les log P issus des travaux de Friesen et Pauli (12). 

Système 
HEMWat 0 + 1 + 2 + 3 

Correspondance 
Arizona N M L 

 Log P Kd Log P Kd Log P Kd Log P Kd 
Aspirine (A) -0,2 0,63 - 0,1 0,79 0,05 1,12 0,2 1,58 

Coumarine (M) 0,1 1,26 0,2 1,58 0,3 1,99 0,5 3,16 
 

L’observation du Tableau 18 montre que le système solvant HEMWat +3 peut être éliminé car la 
coumarine n’est pas comprise dans le « sweet-spot » puisque le log de P est supérieur à 0,4. L’aspirine 
et la coumarine sont en revanche bien comprises dans le « sweet-spot » pour les systèmes HEMWat 0, 
+1 et +2. Comme un marqueur de temps mort dont le Kd est égal à 0 est ajouté, nous choisissons de 
privilégier les systèmes +1 et +2 pour lesquels l’aspirine aura plus de chances d’être séparée du 
marqueur. Le système Arizona M étant compris entre le système HEMWat +1 et +2, c’est ce dernier qui 
sera choisi. Le système Arizona M est un système composé d’heptane/acétate d’éthyle/méthanol/eau en 
proportions 5/6/5/6 (v/v) dont la composition des phases supérieures et inférieures est indiquée dans le 
Tableau 19. 
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Tableau 19 : Composition en % (vol.) des phases supérieure et inférieure du système solvant Arizona M 
composée d’heptane/acétate d’éthyle/méthanol/eau en proportions 5/6/5/6 (v/v) (16). 

 Phase supérieure Phase inférieure 
Heptane 54,6 % 0,07 % 

Acétate d’éthyle 41,8 % 16,3 % 
Méthanol 2,8 % 36,7 % 

Eau 0,7 % 46,9 % 
 

Afin de garder les valeurs de coefficient de partage telles qu’indiquées dans le Tableau 18, le système 
solvant sera utilisé en mode descendant, c'est-à-dire que la phase stationnaire sera la phase supérieure 
riche en heptane et la phase mobile sera la phase inférieure riche en eau.  

Le marqueur de temps mort choisi, le new coccine red, est un composé très polaire (11) coloré en rouge. 
En mélangeant le new coccine red dans une petite quantité de phase supérieure et de phase inférieure du 
système Arizona M, la coloration rouge n’apparait que dans la phase inférieure aqueuse. Le new coccine 
red ne se partageant pas dans la phase stationnaire (vérification également réalisée par spéctrométrie 
UV), son utilisation en tant que marqueur de temps mort est donc validée. 

Afin de valider les coefficients de partage et vérifier l’ordre de sortie des solutés, les composés dilués 
dans la phase mobile sont injectés individuellement à 1800 rpm et 5 mL/min sur le rotor 35 mL. En se 
basant sur le new coccine red qui marque le temps mort et donc le volume mort, l’aspirine apparait avec 
un coefficient de partage de 0,7 tandis que la coumarine apparait avec un coefficient de partage de 2. 
Les trois solutés sont ensuite injectés ensemble afin de valider la séparation (Figure 34).  

 

 

Figure 34 : Injection 0,5 mL new coccine red (r) 0,3 mg/mL, aspirine (A) 8 mg/mL et coumarine (M) 3 mg/mL, 
1800 rpm, 5 mL/min, P = 39 bar, système solvant Arizona M, mode descendant. Vcolonne = 35 mL, Sf = 50,3 %.  

Kdr = 0, KdA = 0,7, KdM = 2,0. Détection UV 254 nm. 

La résolution entre le pic d’aspirine et celui de coumarine est de 1,91. Cette résolution étant supérieure 
à 1,5 et ces deux pics étant bien séparés du pic de new coccine red, la séparation est validée. 

Le choix des conditions opératoires peut à présent être effectué. Les critères suivants ont été déterminés 
afin d’aider au choix de la vitesse de rotation : un taux de phase stationnaire le plus élevé  possible, pas 

r 
Kd = 0 

A 
Kd = 0,7 

M 
Kd = 2,0 
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de phénomène de perte de phase stationnaire, une efficacité la plus élevée possible et une pression 
inférieure à 70 bar pour ne pas endommager les joints rotatifs de l’appareil. Pour cela, la vitesse de 
rotation doit être la grande possible car plus la vitesse de rotation est élevée, plus l’efficacité est 
importante (17-19).  

L’injection de 1 mL de new coccine red dissous à 0,5 mg/mL dans la phase mobile du système Arizona 
M est réalisée à différentes vitesses de rotation pour un débit de 5 mL/min afin d’évaluer le taux de 
phase stationnaire et la pression engendrée (Figure 35). L’observation des graphiques montre que le taux 
de phase stationnaire reste relativement constant, avec une diminution plus importante à forte vitesse de 
rotation. Ce phénomène est probablement dû à un échauffement du système lorsque le rotor tourne plus 
vite, engendrant une modification de la solubilité et donc de la composition des phases et ainsi une perte 
de phase stationnaire. La pression quant à elle augmente régulièrement en fonction des rotations, avec 
une pression légèrement supérieure à 70 bar à 2600 rpm. Le choix de la vitesse de rotation est donc porté 
sur 2400 rpm, la vitesse la plus élevée tout en restant en dessous de 70 bar. 

 
  

Figure 35 : Variation (a) du taux de phase stationnaire (%), (b) de la pression (bar), en fonction de la vitesse de 
rotation en rpm lors de l’injection de 1 mL de new coccine red à 0,5 mg/mL dissous dans la phase mobile du 

système solvant Arizona M. Débit = 5 mL/min, détection UV 254 nm. 

La variation du débit ne sera pas étudiée ici. En effet, en modifiant le débit, l’utilisateur joue 
principalement sur la productivité en diminuant le temps de purification. Or ce rotor analytique n’a 
vocation qu’à permettre à l’opérateur de développer la méthode de purification et n’a donc pas un 
objectif de production. Un débit 5 mL/min est donc conservé car il permet un taux de phase stationnaire 
correct (> 45 %). 

Une injection analytique de 0,5 mL de la solution mère de new coccine red, aspirine et coumarine diluée 
par 7,5 à 2400 rpm et 5 mL/min est réalisée afin de valider la séparation dans ces conditions opératoires.  
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Figure 36 : Injection 0,5 mL de la solution mère diluée par 7,5 de new coccine red (r), aspirine (A) et coumarine 
(M), 2400 rpm, 5 mL/min, P = 54 bar, système solvant Arizona M, mode descendant. Vcolonne = 35 mL,               

Sf = 50 %. Détection UV 254 nm. 

L’observation des résultats (Figure 36) permet de valider la séparation puisque la résolution entre le pic 
d’aspirine et de coumarine est de 2,00 et qu’ils sont tous les deux séparés du pic de new coccine red. 
L’optimisation de la quantité d’échantillon à injecter peut donc à présent être réalisée lors d’une étude 
de charge puis transférée sur des rotors de plus grande taille. 

 

4.1.2. Méthodologie pour le transfert d’échelle en CPC : concept et 
scale-up d’un petit rotor de 35 mL vers un rotor 254 mL 

 

Cette section est présentée sous la forme d’une publication décrivant la nouvelle méthodologie de scale-
up que nous avons mis en place au sein du laboratoire.  

La méthodologie est réalisée sur le transfert d’une méthode développée sur la séparation de trois solutés 
tests, d’un rotor 35 mL (rotor analytique) à un rotor 254 mL (rotor semi-préparatif). Dans un premier 
temps, les expériences sont exclusivement concentrées sur l’application de la méthodologie à conditions 
opératoires données. Une seconde partie est ensuite consacrée à la recherche des conditions opératoires 
optimales en fonction de l’objectif de production : charger une quantité maximale d’échantillon sur une 
opération ou améliorer la productivité en augmentant le débit. Ces notions seront développées de 
manière plus approfondie en section 4.1.3. 
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4.1.3. Optimisation de la charge  
 

4.1.3.1. Notion d’isotherme de distribution 
 

La chromatographie de partage centrifuge étant une méthode préparative, la charge de l’échantillon sur 
la colonne est un point très important. En effet, à pureté donnée, plus la charge d’échantillon sur la 
colonne est importante, plus grande sera la productivité (20).  

En chromatographie préparative sur phase solide, l’équilibre d’adsorption d’un composé est défini par 
des isothermes, qui corrèlent la charge qi du soluté sur la phase stationnaire (l’adsorbant) en fonction de 
la concentration Ci du soluté dans la phase mobile, et ceci à température donnée (21).  

L’influence de l’évolution de l’isotherme d’adsorption sur la forme d’un pic chromatographique est 
illustrée Figure 37. Son observation montre que tant que l’isotherme d’adsorption est linéaire, le pic 
chromatographique est symétrique. Dès lors que la courbe devient convexe ou concave, une déformation 
du pic apparait, avec une trainée de pic vers l’arrière quand le cas d’une courbe convexe et une trainée 
vers l’avant du pic lorsque la courbe est concave (22). 

 

Figure 37 : Influence du type d’isotherme d’équilibre sur le chromatogramme (21). 

Une analogie peut être effectuée avec la chromatographie liquide-liquide. Dans ce dernier cas, la phase 
stationnaire étant liquide, on ne trace plus la charge du composé qi sur la phase stationnaire en fonction 
de la concentration Ci de ce même composé dans la phase mobile mais la concentration du composé 
dans la phase stationnaire CSi en fonction de la concentration du composé dans la phase mobile CMi à 
température donnée. A noter qu’une courbe convexe dans le cas d’une utilisation d’un système solvant 
en mode ascendant deviendra concave lors de son utilisation dans le mode contraire (22). 
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Dans le cas du tracé de l’isotherme de partition d’un composé en chromatographie liquide-liquide, la 
pente de la droite est égale au coefficient de partage Kd. Comme pour la Figure 37, les isothermes sont 
dans un premier temps linéaires, mais ils peuvent évoluer vers des courbes convexes ou concaves. Ceci 
nous permet de remarquer un point important : le coefficient de partage est bien une constante, mais 
seulement dans le cas de solutions diluées (18, 22). En effet, dès lors que la concentration en soluté 
augmente de manière trop importante, la saturation de l’une ou de l’autre phase peut apparaitre : 
l’isotherme n’est alors plus linéaire, modifiant ainsi la valeur du coefficient de partage. La 
chromatographie liquide-liquide comportant un système phase stationnaire-phase mobile composé de 
deux liquides, il est à supposer que l’isotherme reste cependant beaucoup plus longtemps linéaire, une 
phase stationnaire liquide absorbant les solutés étant beaucoup plus difficile à saturer qu’une phase 
stationnaire solide où cette fois-ci les solutés sont adsorbés. La Figure 38 montre les isothermes de 
partition de trois composés : l’hydroquinone, le pyrocatéchol et le phénol, dans un système solvant 
composé de n-hexane/acétate d’éthyle/éthanol/eau en proportions 1/1/1/1 (v/v). Ici, les isothermes sont 
bien linéaires sur une première zone (en orange) puis commencent à devenir convexes, induisant une 
diminution du coefficient de partage (23). 

 

 

Figure 38 : Isothermes de partition de trois composés (hydroquinone, pyrochatéchol et phénol) séparés à l’aide 
d’un système solvant n-hexane/acétate d’éthyle/éthanol/eau 1/1/1/1 (v/v) sur un système hydrodynamique Tauto 
Biotech 1000A (volume colonne = 1L) (23). Les parties linéaires ont été mises en évidences en pointillés orange. 

 

4.1.3.2. Etude de la charge en CPC 
 

L’augmentation de la charge sur une colonne peut être effectuée soit en concentration, soit en volume, 
soit de manière mixte (en concentration et en volume). En chromatographie liquide sur phase solide, 
une augmentation du volume d’injection aura pour effet un élargissement des pics vers de fortes 
rétentions (24, 25). Ce phénomène peut également être observé lors de l’augmentation du volume 
d’injection d’échantillons en CPC, comme ceci est le cas lors de l’injection d’un mélange new coccine 
red (r) et aspirine (A), dont les coefficients de partage sont inférieur à 1 (Figure 39). Le new coccine red 
et l’aspirine subissent ici un temps d’injection de plus en plus long, induisant une traînée de pic 
chromatographique de plus en plus importante. En revanche, ce phénomène n’est pas constaté sur le pic 
de Coumarine (M) dont le coefficient de partage est supérieur à 1. Ceci pourrait être dû à un phénomène 

Concentration du composé dans la phase stationnaire (mg/mL) 

Partie linéaire des isothermes de partition 
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de concentration en tête de colonne, dû à la plus forte affinité du soluté pour la phase stationnaire, qui 
pallierait à la durée importante de l’injection. 

 

 

Figure 39 : Injections chargées de la solution mère diluée par 2 (new coccine red à 1 mg/mL, aspirine à 30 
mg/mL et coumarine à 13 mg/mL) à différents volumes d’injection. Rotor 35 mL, 1800 rpm, 5 mL/min,  mode 

descendant, Sf = 54 %, P = 43 bar, détection UV λ = 254 nm. 

Dans le cas de l’augmentation de la concentration en chromatographie sur phase solide, un élargissement 
dissymétrique des pics vers les faibles rétentions est observé, dû la saturation de la phase stationnaire en 
tête de colonne (25). L’isotherme d’adsorption n’est alors plus linéaire. En CPC, il existe bien une 
possibilité de saturation de la phase stationnaire. Cependant, ce phénomène ne se traduit pas par une 
déformation et une trainée de pics tels qu’illustrés sur la Figure 37, mais plutôt par une perte de phase 
stationnaire et dès lors, une augmentation du bruit sur le chromatogramme. Ceci serait dû aux 
modifications des propriétés physico-chimiques de la phase saturée (densité plus importante, viscosité, 
etc.) conduisant à un déséquilibre de la colonne. 

Ce propos peut être illustré dans le cas de l’injection de 1,4 mL d’un mélange concentré de new coccine 
red, aspirine et coumarine. En effet, lorsque la solution mère diluée par 2 (43,5 mg/mL) est injectée à 
1800 rpm et 5 mL/min, les pics restent approximativement symétriques alors que lorsque le même 
volume est injecté à une concentration de 87 mg/mL (solution mère pure), une apparition de bruit est 
observée lors de la sortie du pic du new coccine red correspondant à une perte non négligeable de phase 
stationnaire (≈ 2 mL soit 11 % de la phase stationnaire contenue dans la colonne après équilibrage) 
(Figure 40).  
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Figure 40 : Injections chargées de 1,4 mL de la solution mère diluée par 2 ou pure (new coccine red, aspirine et 
coumarine à 43,5 mg/mL et 87 mg/mL). Rotor 35 mL, 1800 rpm, 5 mL/min,  mode descendant,                            

Sf à l’injection = 54 %, P = 47 bar, détection UV λ = 254 nm. 

En injectant les solutés séparément (Figure 41), on se rend compte que ce phénomène de perte de phase 
stationnaire est dû à la surcharge en aspirine, dont le coefficient de partage est inférieur à 1. 

 

 

Figure 41 : (a) Injection chargée de 2,2 mL de la solution mère contenant les 3 composés. (b) Injections chargées 
de 2,2 mL des composés deux à deux (r + A et r + M) aux mêmes concentrations que dans la solution mère.     

Kdr = 0 ; KdA = 0,6 ; KdM = 1,6. [r] = 2 mg/mL, [A] = 60 mg/mL et [M] = 25 mg/mL. Rotor 35 mL, 1800 rpm,          
5 mL/min,  mode descendant, Sf à l’injection = 54 %, P = 47 bar, λ = 254 nm. 

Lors de l’introduction de l’échantillon, les solutés se partagent entre les phases suivant leur affinité. Les 
composés dont le coefficient de partage est inférieur à 1 resteront préférentiellement dans la phase 
mobile tandis que les autres (coefficient de partage supérieur à 1) seront dilués dans la phase stationnaire. 
Si la concentration en composés dont le Kd est inférieur à 1 est trop importante, les solutés resterons en 
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priorité en phase mobile, modifiant alors parfois de manière non négligeable la densité de la phase et 
donc l’équilibre entre les phases (17). De ceci peut résulter une perte de phase stationnaire due au 
déséquilibrage de la colonne. 

Une manière de remédier à ce problème peut être d’augmenter la vitesse de rotation de la colonne. En 
effet, ceci aura pour effet d’améliorer les échanges entre les phases puisque plus la force centrifuge du 
rotor est importante, plus de fines gouttelettes de phase mobile se formeront au sein de la phase 
stationnaire (17, 18). En réalisant l’injection de la même quantité de new coccine red, aspirine et 
coumarine à 2400 rpm au lieu de 1800 rpm, le phénomène de perte de phase stationnaire disparait 
complètement. 

 

 

Figure 42 : Injections chargées de 2,2 mL de la solution mère (new coccine red (r) à 2 mg/mL, aspirine (A) à     
60 mg/mL et coumarine (M) à 25 mg/mL) à 1800 rpm (à gauche) et 2400 rpm (à droite). Kdr = 0 ; KdA = 0,6 ;         

KdM = 1,6. Rotor 35 mL, 5 mL/min,  mode descendant, Sf à l’injection = 47 %, P = 64 bar, λ = 254 nm. 

Il apparait donc qu’en CPC, s’il y a surcharge en concentration, une perte de phase stationnaire peut être 
observée. Tant que cette perte n’apparait pas, l’isotherme de partition du soluté reste linéaire, à partir du 
moment où la force centrifuge est assez importante pour favoriser un échange maximal entre les phases. 

La surcharge mixte consiste à charger une colonne en concentration et en volume. Il apparait qu’en 
chromatographie sur phase solide, il est préférable de charger une colonne d’abord en concentration puis 
en volume, afin de pouvoir charger plus d’échantillon (26). En effet, l’élargissement des pics est plus 
conséquent en volume qu’en concentration. En CPC, comme l’élargissement de pics n’apparait qu’avec 
la charge en volume, l’utilisateur a tout intérêt à charger également d’abord en concentration jusqu’à 
une limite inférieure à la perte de phase stationnaire puis en volume afin de continuer à augmenter la 
quantité injectée. 
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4.1.4. Transfert sur prototype 88 mL 
 

Un scale-up de la méthode de purification est à présent effectué sur le rotor prototype 88 mL afin de 
valider la méthodologie sur un rotor dont le nombre de cellules, le design et le volume est différent du 
rotor 254 mL. Le scale-up est réalisé à partir de la même méthode développée initialement sur le rotor 
35 mL (§ 4.1.1). Comme nous avons pu le voir dans la publication (27), il est possible de travailler à 
deux débits différents selon si l’utilisateur souhaite œuvrer en mode injection unitaire (une seule 
injection chargée) ou en mode productivité (injections répétées). En réalisant quelques injections 
analytiques, les conditions opératoires optimales sont déterminées sur le rotor 88 mL. Le transfert est 
ensuite effectué selon les objectifs choisis (injection unitaire ou productivité). 

 

4.1.4.1. Détermination des conditions opératoires optimales sur le prototype         
88 mL 

 

Afin de visualiser l’évolution de l’espace disponible en fonction de la force centrifuge, des injections 
analytiques sont réalisées à différentes vitesses de rotations (de 1500 à 3000 rpm). 

Comme dans le cas du rotor 254 mL, l’espace disponible ∆V entre les pics d’aspirine et de coumarine 
augmente avec la vitesse de rotation (Figure 43). Le taux de phase stationnaire étant constant avec la 
variation de la vitesse de rotation (environ 50% sur la gamme étudiée), l’augmentation du ∆V est 
probablement due à l’amélioration de l’efficacité (17, 18, 28). Ainsi, la plus grande valeur de ∆V est 
atteinte à 3000 rpm. Au vue de la faible pression engendrée par le rotor 88 mL (< 50 bar), il est donc 
tout à fait possible de travailler à 3000 rpm. Cependant, une vitesse de rotation élevée peut accélérer les 
échauffements au sein des joints rotatifs du rotor, augmentant ainsi la température du système et les 
manipulations non répétables. Le choix s’est donc porté vers une vitesse de rotation légèrement plus 
faible de 2500 rpm, permettant de garder une efficacité et un ΔV très convenables. 

 

 

Figure 43 : Valeur du ΔV entre les pics d’aspirine et de coumarine en fonction de la vitesse de rotation en rpm à 
15 mL/min sur le rotor 88 mL. Injections analytiques : solution mère de new coccine red, aspirine et coumarine 

diluée par 7,5 et volume d’injection = 1% du volume colonne. 
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4.1.4.2. Evolution du ∆V en fonction du débit 
 

Le choix de la vitesse de rotation ayant été fait, plusieurs injections analytiques sont réalisées en faisant 
varier le débit afin d’observer dans un premier temps le taux de phase stationnaire (Figure 44a) mais 
aussi l’espace disponible ∆V entre les pics d’aspirine et de coumarine pour la détermination des 
conditions permettant une charge maximale sur une opération (Figure 44b). Le rapport ∆V/t est 
également tracé afin de déterminer à quel débit il est intéressant de travailler pour avoir une productivité 
maximale (Figure 44c). 

  

 
 

Figure 44 : (a) Variation du taux de phase stationnaire, (b) valeur du ΔV et (c) valeur du ΔV/t entre les pics 
d’aspirine et de coumarine, en fonction du débit en mL/min. Rotor 88 mL, vitesse de rotation = 2500 rpm, 
injections analytiques : solution mère de new coccine red, aspirine et coumarine diluée par 7,5 et volume 

d’injection = 1% du volume colonne.  

Les mesures du taux de phase stationnaire en fonction du débit montrent que l’augmentation de ce 
dernier a pour conséquence une diminution de phase stationnaire, entraînée de plus en plus fortement 
par la phase mobile (Figure 44a). 

L’observation du ΔV en fonction du débit montre sa diminution avec l’augmentation du débit (Figure 
44b). Ceci est principalement dû à la perte de phase stationnaire engendrée par l’augmentation du débit 
puisque l’efficacité est quant à elle plutôt meilleure à fort débit (17). Le ΔV maximal est observé au 
débit minimal testé soit 12 mL/min. Sa valeur est de 19,3 mL. On note ici que des débits plus faibles 
entraineraient probablement des valeurs de ∆V plus grandes. Cependant, afin d’éviter de réaliser des 
manipulations trop longues, ces derniers ne seront pas testés. 

Le tracé du ΔV/t sur le rotor 88 mL (Figure 44c) montre qu’il existe comme dans le cas du rotor                
254 mL un optimum, au-delà duquel la perte de phase stationnaire devient tellement importante que la 
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productivité se met à diminuer. Cet optimum est observé pour un débit de 20 mL/min. A ce débit, la 
valeur du ΔV est égale à 13,4 mL. Le Tableau 20 récapitule les différentes valeurs des ∆V entre les pics 
d’aspirine et de coumarine à ∆Vmax et ∆V/tmax à 2500 rpm. 

Tableau 20 : Valeurs des ∆V entre les pics d’aspirine et de coumarine à ∆Vmax et ∆V/tmax sur le rotor 88 mL 
utilisé en système solvant Arizona M à 2500 rpm. 

Objectif Critère Débit Valeur du ∆V 

Opération ∆Vmax 12 mL/min 19,3 mL 

Productivité ∆V/tmax 20 mL/min 13,4 mL 
 

 

4.1.4.3. Transfert de la méthode depuis le rotor 35 mL vers le prototype 88 mL 
 

La méthode développée sur petit rotor 35 mL et à transférer est récapitulée Tableau 21. 

Tableau 21 : Méthode développée sur petit rotor à 2400 rpm, 5 mL/min, à transférer sur le prototype 88 mL. 

 Petit rotor 

Volume 35 mL 

Vitesse de rotation 2400 rpm 

Débit F35mL 5 mL/min 

Valeur du ∆V obtenue sur injection analytique 8,6 mL 

Composés/concentrations 
[r] 2,0 mg/mL 

[A] 60,0 mg/mL 
[M] 25,0 mg/mL 

Volume injection 1,4 mL 

Quantité injectée Qmax.inj.35mL 122 mg 

Durée d’élution 11,3 min 

Productivité horaire 648 mg/h 
 

Si l’objectif est de produire un maximum par opération, le prototype 88 mL doit être utilisé à 2500 rpm, 
12 mL/min (Tableau 20). Le facteur de scale-up entre les deux rotors est alors de 2,2 et la quantité à 
injecter de 268 mg. La réalisation de l’injection de 268 mg d’échantillon (= 3,1 mL) donne un profil 
chromatographique très similaire à l’injection chargée réalisée sur le rotor 35 mL à 5 mL/min (Figure 
45). Le fait d’avoir une vallée plus haute en intensité entre les pics de new coccine red et d’aspirine ne 
signifie pas que la pureté est moins bonne, mais est dû à une très légère perte de phase stationnaire au 
moment de la sortie du pic de new coccine red qui élève l’intensité du signal. Une saturation est observée 
au sein des pics du chromatogramme issu de la purification sur le rotor 88 mL alors qu’elle n’est pas 
visible sur le chromatogramme effectué sur le rotor 35 mL. Ceci est dû à l’utilisation d’un détecteur 
différent entre les deux essais. 
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Figure 45 : Injections préparatives de la solution mère, mode descendant. (a) Rotor 35 mL, Vinj = 1,4 mL,      
2400 rpm, 5 mL/min,  Sf = 50 %, P = 54 bar, durée d’élution = 11,3 minutes, λ = 254 nm. (b) Rotor 88 mL,                      
Vinj = 3,1 mL, 2500 rpm, 12 mL/min,  Sf = 52 %, P = 37 bar, durée d’élution = 13 minutes, détecteur UV 

Shimadzu λ = 254 nm.  

Si l’objectif est d’avoir le meilleur rendement horaire (productivité), le prototype 88 mL doit être utilisé 
à 2500 rpm, 20 mL/min (Tableau 20). Le facteur de scale-up entre les deux rotors est alors de 3,0 et la 
quantité à injecter est de 195 mg. Une injection de 195 mg d’échantillon Guess (= 2,2 mL) est donc 
réalisée à 2500 rpm et 20 mL/min (Figure 46). 

 

Figure 46 : Injection préparative de la solution mère (new coccine red [r] = 2 mg/mL, aspirine [A] = 60 mg/mL 
et coumarine [M] = 25 mg/mL), mode descendant. Rotor 88 mL, Vinj = 2,2 mL, 2500 rpm, 20 mL/min,            

Sf = 45 %,   P = 36 bar, durée d’élution = 7,3 minutes, détecteur UV Shimadzu λ = 254 nm. 

Dans ces conditions, la productivité est de 1603 mg/h soit 1,8 fois plus importante que le rotor 35 mL 
utilisé à 12,5 mL/min. On remarque cependant que la productivité du rotor 88 mL est moins élevée que 
le ratio des volumes colonne, d’une valeur de 2,5. Ceci est probablement dû à un plus faible nombre de 
cellules dans le cas du rotor 88 mL (406 cellules contre 832 cellules sur le rotor 35 mL) induisant une 
plus faible efficacité du rotor. 

Le Tableau 22 permet de comparer les conditions opératoires, les quantités injectées et productivités 
pour la séparation des trois composés Guess new coccine red, aspirine et coumarine pour les trois rotors 
testés : 35 mL, 88 mL et 254 mL. 

 

 

(a) Rotor 35 mL – 2400 rpm, 5 mL/min (b) Rotor 88 mL – 2500 rpm, 12 mL/min 
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Tableau 22 : Comparaison des performances de 3 rotors Kromaton lors de la séparation de trois composés 
Guess : new coccine red, aspirine et coumarine. 

 
Echelle laboratoire 

Vcolonne = 35 mL 
ncellules = 832 

Echelle mini-
préparative 

Vcolonne = 88 mL 
ncellules = 406 

Echelle semi-
préparative 

Vcolonne = 254 mL 
ncellules = 840 

 
Opération 

unitaire 

∆Vmax 

Productivité 
 

∆V/tmax 

Opération 
unitaire 

∆Vmax 

Productivité 

∆V/tmax 

Opération 
unitaire 

∆Vmax 

Productivité 
 

∆V/tmax 

Débit 5 mL/min 12,5 
mL/min 

12 
mL/min 20 mL/min 15 

mL/min 35 mL/min 

Vitesse de rotation 
Force centrifuge 

2400 rpm                
648 g 

2500 rpm                
703 g 

1800 rpm                
365 g 

Taux de phase 
stationnaire 50 % 28 % 52 % 45 % 52 % 42 % 

Pression 54 bar 54 bar 37 bar 36 bar 54 bar 52 bar 
Volume injecté 1,4 mL 0,75 mL 3,2 2,2 mL 11,0 mL 8,8 mL 

Durée d’élution 11,3 min 
0,19 h 

4,5 min 
0,08 h 

13,0 min 
0,22 h 

7,3 min 
0,12 h 

27,4 min 
0,46 h 

10,1 min 
0,17 h 

 
Masse 

d’échantillon 
injectée 

 

122 mg 65 mg 268 mg 195 mg 957 mg 766 mg 

 
Quantité 

d’échantillon 
traitée/h 

 

648 mg/h 867 mg/h 1237 
mg/h 1603 mg/h 2095 

mg/h 4550 mg/h 

Consommation 
solvants/opération 57 mL 56 mL 156 mL 146 mL 411 mL 354 mL 

Consommation 
solvants/h 0,3 L/h 0,7 L/h 0,7 L/h 1,2 L 0,9 L/h 2,1 L/h 

 

En mode production par opération (∆Vmax), la masse d’échantillon injectée par opération est 2,1 fois 
plus importante sur le rotor 88 mL (268 mg) et 7,8 fois plus importante sur le rotor 254 mL (957 mg) 
que sur le rotor analytique (122 mg). Les quantités maximales injectées par opération sont finalement 
presque équivalentes au rapport des volumes colonne mais les légères variations ont pu être anticipées 
avec l’application de notre méthodologie.  

En termes de productivité, la quantité d’échantillon traitée par heure est 1,8 fois plus importante entre 
le rotor 35 mL et le rotor 88 mL (867 mg d’échantillon traité/h  sur le rotor 35 mL contre 1603 mg 
d’échantillon traité/h sur le rotor 88 mL). Entre les rotors 35 mL et 254 mL, la productivité est améliorée 
de 5,2 fois (867 mg d’échantillon traité/h sur le rotor 35 mL contre 4550 mg d’échantillon traité/h sur le 
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rotor 254 mL). Même si l’augmentation de la productivité est plus faible que le rapport des volumes 
colonne, il a été possible de prédire les quantités maximales injectables sur chaque rotor. Les conditions 
opératoires ont pu être choisies en fonction de l’objectif de production et plus particulièrement à débit 
tel que la productivité est à son maximum pour chaque rotor.  

L’utilisation de solutés Guess a permis ici de valider la méthodologie de scale-up mise en place au sein 
du laboratoire et ceci sur deux rotors de différents volumes et de cellules dont le nombre et le design ont 
varié entre chaque changement d’échelle. Les solutés Guess ne sont cependant pas représentatifs d’un 
échantillon réel. Il conviendra donc pour la suite de vérifier le fonctionnement de la méthodologie sur 
un échantillon concret. 

 

5. Transfert appliqué à un échantillon réel : le 
romarin 

 

Dans la section précédente, nous avons pu mettre en place une méthodologie de changement d’échelle 
indépendante du rapport des volumes colonnes et des conditions opératoires. L’utilisateur peut ainsi utiliser 
cette méthodologie sans contrainte instrumentale puisqu’il peut choisir les conditions opératoires en 
fonction des possibilités de sa machine mais aussi en fonction de son objectif de production. 

Le fonctionnement de la méthodologie ayant été montré sur la séparation de trois solutés tests (new 
coccine red, aspirine et coumarine), nous avons décidé de mettre en œuvre ici un changement d’échelle 
appliqué à un échantillon réel, la purification du carnosol provenant d’un extrait de romarin, dont nous 
avons développé la méthode sur petit rotor 35 mL au cours du chapitre 2. Cet échantillon composé d’un 
très grand nombre de molécules différentes puisqu’il est issu d’une matrice végétale, permettra de tester 
la méthodologie dans des conditions plus complexes. Le scale-up sera dans un premier temps effectué 
sur le rotor semi-préparatif de 254 mL puis des essais seront réalisés afin de transférer la méthode sur 
un rotor préparatif de 812 mL dans le but d’augmenter la production de manière significative. 

 

5.1. Optimisation de la production sur rotor analytique 35 mL 
 

La méthode de purification du carnosol provenant d’un extrait de romarin a été développée d’un point 
de vue chimique (choix du système solvant et de sa composition) au cours du chapitre 2. Elle consiste à 
injecter et réaliser la séparation des composants d’un extrait éthanolique sec de romarin afin d’en isoler 
la molécule de carnosol. Ceci est réalisé à l’aide du système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau en 
proportions 4/1/4/1 (v/v), utilisé en mode ascendant.  

Lors de la présentation de la méthodologie de scale-up, nous avons pu mettre en évidence un point très 
important en chromatographie préparative : l’optimisation des conditions opératoires en fonction de 
l’objectif de production. Même si cela n’est pas fondamentalement nécessaire puisqu’il n’est pas destiné 
à la production, nous avons cherché à optimiser le procédé sur rotor analytique afin de pouvoir comparer 
ses qualités de charge et de productivité avec les rotors de taille semi-préparative (254 mL) et pilote 
(812 mL). 
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5.1.1.1. Conditions opératoires optimales 
 

La détermination des conditions opératoires optimales est réalisée en 5 injections à 5 débits successifs, 
de 5 à 15 mL/min. La vitesse de rotation est gardée constante à 2200 rpm car elle est considérée 
comme la vitesse de rotation maximale, permettant une bonne rétention de phase stationnaire (54% à 
5 mL/min) sans engendrer une pression trop élevée (P = 47 bar à l’injection). Pour cela, 0,5 mL 
d’échantillon sont injectés (≈ 1 % du volume colonne). Le ∆V et le ∆V/t entre le pic de carnosol et 
l’impureté le précédant sont calculés pour chaque débit (Figure 47). Pour le calcul du ∆V/t, t 
correspond ici au temps d’élution de la colonne, auquel s’ajoutent les temps d’équilibration et 
d’extrusion.  

 

 

Figure 47 : Evolution (a) du ΔV et (b) du ΔV/t entre les pics de carnosol et l’impureté précédente en fonction du 
débit sur le rotor analytique 35 mL à 2200 rpm. 

 

L’observation de la Figure 47 montre qu’un débit de 5 mL/min permet d’obtenir un espace disponible 
∆V le plus grand dans la gamme de débits testés (chromatogramme présenté Figure 48). La meilleure 
productivité est quant à elle obtenue à 10 mL/min puisque c’est à ce débit que le ∆V/t est maximal. 
La détermination de la charge maximale sera donc effectuée à ces deux débits, dont les valeurs des 
∆V sont regroupées dans le Tableau 23. 
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Figure 48 : Injection analytique de l’extrait de romarin. Système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 
(v/v) utilisé en mode ascendant. Rotor analytique 35 mL, 2200 rpm, 5 mL/min, Vinj = 0,5 mL, Sf = 54 %,           

P = 48 bar.  Détection UV λ = 210 nm. 

 

Tableau 23 : Valeurs des ∆V entre les pics de carnosol et l’impureté précédente à ∆Vmax et ∆V/tmax sur le rotor   
35 mL utilisé en système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v) à 2200 rpm. 

Objectif Critère Débit Valeur du ∆V 

Opération ∆Vmax 5 mL/min 18,7 mL 

Productivité ∆V/tmax 10 mL/min 13,2 mL 
 

5.1.1.2. Etude de la charge maximale 
 

L’étude de la quantité maximale injectable sur le petit rotor analytique 35 mL est réalisée dans un 
premier temps à 5 mL/min. Les critères fixés pour l’étude de la charge est un retour à la ligne de base 
entre les pics de carnosol et les impuretés environnantes, permettant une pureté du carnosol avoisinant 
les 100%. Le pic le plus proche est situé en amont du pic de carnosol, c’est ce dernier qui sera surveillé 
en priorité. L’étude de la charge est effectuée sur 4 injections de 1,0 mL à 2,5 mL (Figure 49). Les 
injections à 1,0 et 1,5 mL montrent un retour à la ligne de base correct, tandis que sur les deux injections 
plus chargées (2,0 et 2,5 mL), le retour à la ligne de base ne semble pas respecté.  

On remarque sur les chromatogrammes de la Figure 49 que plus la quantité d’échantillon injectée est 
importante, plus il y a perte de phase stationnaire.  En effet, les pics sortants au temps mort (entre 3,5 et 
4,3 minutes) sortent plus tard, traduisant un volume mort plus important et donc un taux de phase 
stationnaire plus faible. De même, le temps de rétention du carnosol apparait de plus en plus court avec 
l’augmentation du volume d’injection. Cette diminution du temps de rétention sur les composés dont le 
coefficient de partage est supérieur à 1 est caractéristique d’une diminution du taux de phase stationnaire. 
La perte de phase stationnaire observée est probablement due à l’introduction de l’échantillon en phase 
stationnaire, induisant un léger déséquilibre au sein de la colonne. 

Le but étant de charger la colonne au maximum, une injection de 1,5 mL est préférée, correspondant à 
une quantité d’échantillon à injecter de 272 mg (1 mL d’échantillon comporte 181 mg de romarin 
dissous). La perte de phase stationnaire lors de cette injection apparait nulle. 

∆V = 18,7 mL 

Carnosol 
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Figure 49 : Etude de la charge lors de l’injection de l’extrait éthanolique dissous en phase stationnaire du 
système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v) utilisé en mode ascendant. Injections de 1,0 mL à      

2,5 mL, 2200 rpm, 5 mL/min, Sf = 54 %, P = 47 bar, détection UV λ = 210 nm. 

 

Pour estimer la quantité maximale injectable à 10 mL/min, nous effectuons un transfert interne, selon la 

même méthodologie, à savoir  

La quantité à injecter à 10 mL/min est donc estimée à : 

Qmax 10mL/min = 272 x 0,7 = 190 mg soit 1 mL d’extrait 

L’injection est effectuée afin de vérifier le retour à la ligne de base entre le pic de carnosol et l’impureté 
précédente (Figure 50). Afin de s’assurer que cette quantité de 1 mL correspond bien à la quantité 
maximale injectable, un volume de 1,5 mL est également injecté. L’observation du chromatogramme 
montre que le retour à la ligne de base est bien respecté avant et après le pic de carnosol pour l’injection 
de 1 mL. En revanche, le retour à la ligne de base n’est pas observé dans le cas de l’injection d’un 
volume égal à 1,5 mL. Il y a donc bien surcharge dans ce cas, et donc diminution de la pureté.  

 

 

2,5 mL 
2,0 mL 
1,5 mL 
1,0 mL 

Carnosol 
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Figure 50 : Injection chargée de l’extrait éthanolique dissous en phase stationnaire du système solvant 

heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v) utilisé en mode ascendant. Injection de 1,0 mL et 1,5 mL, 2200 rpm,   
10 mL/min, Sf = 46 %, P = 46 bar, détection UV λ = 210 nm. 

Les espaces disponibles entre les pics ∆V et la quantité maximale injectable sur le rotor analytique          
35 mL ayant été déterminés à 5 mL/min et 10 mL/min, le transfert vers le rotor 254 mL peut être à 
présent effectué. 

 

5.2. Transfert sur rotor semi-préparatif 254 mL 
 

La méthode ayant été développée et optimisée sur le rotor analytique de 35 mL, un changement d’échelle 
peu à présent être envisagé sur le rotor semi-préparatif de 254 mL. La méthodologie de scale-up 
développée au laboratoire implique dans un premier temps la réalisation de quelques injections 
analytiques dans le but de déterminer l’espace disponible entre les pics mais aussi d’évaluer à quel débit 
il est intéressant de travailler en fonction de l’objectif de production. 

Dans cette section, un essai de scale-up linéaire, fidèle aux méthodologies de transferts développées 
dans la littérature sera également testé afin de vérifier la pertinence de notre approche. 
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5.2.1. Injections analytiques et choix des conditions opératoires 
 

Le choix de la force centrifuge est orienté vers une vitesse de rotation la plus élevée possible tout en 
restant en dessous de la pression maximale autorisée. Ainsi, en fixant le débit à 20 mL/min, une vitesse 
de rotation égale à celle utilisée sur le  rotor 35 mL soit 2200 rpm est dans un premier temps testée. La 
pression dépassant les 70 bar lors de l’équilibrage de la colonne, la manipulation est arrêtée afin de tester 
des vitesses de rotation inférieures, jusqu’à atteindre des pressions correctes lors de l’équilibrage de la 
colonne puis durant l’élution. En diminuant la vitesse de rotation de 200 en 200 rpm, le choix est arrêté 
à 1800 rpm (pression lors de l’équilibrage inférieure à 70 bar et pression à l’injection égale à 54 bar). Il 
est à noter qu’aucune injection d’échantillon n’a été nécessaire à ce stade. 

La vitesse de rotation ayant été fixée, des débits compris entre 20 et 50 mL/min (par paliers de              
10 mL/min) sont testés par injection d’une quantité analytique d’échantillon de romarin (2,5 mL = 1% 
du volume colonne). L’espace disponible entre les pics ∆V et les valeurs des ∆V/t indiquant à quel débit 
se situe la meilleure productivité sont déterminés (Figure 51). 

 

 
Figure 51 : Evolution (a) du ΔV et (b) du ΔV/t entre les pics de carnosol et l’impureté précédente en fonction du 

débit sur le rotor semi-préparatif 254 mL à 1800 rpm. 

L’observation des résultats montre que l’espace disponible maximal ∆Vmax entre les pics se situe à           
20 mL/min dans la gamme de débits testés tandis que le ∆V/t maximal se situe à 40 mL/min. Ces deux 
débits seront donc choisis afin de réaliser le scale-up entre le rotor analytique 35 mL et le rotor semi-
préparatif 254 mL. Les valeurs des ∆V à ∆Vmax et ∆V/t max sont regroupées dans le Tableau 24. 

 
Tableau 24 : Valeurs des ∆V entre les pics de carnosol et l’impureté précédente à ∆Vmax et ∆V/tmax sur le rotor 

254 mL utilisé en système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v) à 1800 rpm. 

Objectif Critère Débit Valeur du ∆V 

Opération ∆Vmax 20 mL/min 131,3 mL 

Productivité ∆V/tmax 40 mL/min 62,5 mL 
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5.2.2. Transfert d’échelle à charge maximale par opération 
 

Le premier transfert d’échelle depuis le rotor analytique 35 mL vers le rotor semi-préparatif 254 mL est 
réalisé à 20 mL/min afin de réaliser la charge la plus grande possible sur une opération.  

A l’aide des espaces disponibles entre le pic de carnosol et l’impureté précédente sur le rotor 35 mL 
(débit = 5 mL/min) et le rotor 254 mL (débit = 20 mL/min), le facteur de scale-up pour une opération 
unitaire est de 7,0. 

FSU = 
131,3
18,7

= 7,0 

La quantité maximale injectable sur le rotor analytique utilisé à 5 mL/min étant de 272 mg, la quantité 
à injecter sur le rotor semi-préparatif 254 mL est donc de : 

Qmax.inj.254mL = 272 x 7,0 = 1904 mg 

A 20 mL/min, il est donc possible d’injecter 1904 mg d’échantillon de romarin soit un volume de          
10,5 mL. Cette injection préparative est réalisée et comparée avec celle réalisée sur le rotor analytique 
35 mL à 5 mL/min. L’observation des résultats (Figure 52) montre que les chromatogrammes sont 
identiques, ce qui garantit une pureté identique. Un retour à la ligne de base est bien observé entre le pic 
de carnosol et l’impureté précédente. 

L’observation des quantités injectées pour chaque rotor (Tableau 25, en fin de chapitre) montre que dans 
le cas d’une opération unitaire, le rotor semi-préparatif peut traiter au maximum 7 fois plus d’échantillon 
que le rotor de laboratoire, soit une quantité équivalente au rapport des volumes colonne (d’une valeur 
de 7,3).  
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Figure 52 : Injections préparatives de l’extrait de romarin. Système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 
(v/v) utilisé en mode ascendant. (a) Rotor analytique 35 mL, 2200 rpm, 5 mL/min, Vinj = 1,5 mL, Sf = 54 %,       
P = 47 bar, durée d’opération (équilibrage + élution + extrusion) = 39 min. (b) Rotor semi-préparatif 254 mL, 

1800 rpm, 20 mL/min, Vinj = 10,5 mL, Sf = 66 %, P = 54 bar, durée d’opération (équilibrage + élution +   
extrusion) = 71 min. Détection UV λ = 210 nm. 

 

5.2.3. Transfert d’échelle à productivité maximale 
 

Dans le but d’augmenter la productivité sur le rotor semi-préparatif, il est recommandé d’augmenter le 
débit d’élution jusqu’à 40 mL/min. Afin de déterminer la quantité maximale injectable, il suffit comme 
précédemment de faire le produit du rapport des espaces disponibles ∆V entre le pic de carnosol et son 
impureté précédente entre le rotor analytique et le rotor semi-préparatif et de le multiplier par la quantité 
maximale injectable sur le rotor analytique.  

En réalisant les mêmes calculs que précédemment, à 40 mL/min, il est possible d’injecter 898 mg 
d’échantillon de romarin soit un volume de 5 mL. L’injection préparative de 5 mL de romarin est réalisée 
et comparée avec celle réalisée sur le rotor analytique 35 mL à 10 mL/min (productivité horaire 
maximale). 

L’observation des résultats (Figure 53) montre que les chromatogrammes sont identiques. Un retour à 
la ligne de base est bien observé entre le pic de carnosol et l’impureté précédente. 

 

(a) Rotor 35 mL – 2200 rpm, 5 mL/min – 272 mg 

(b) Rotor 254 mL – 1800 rpm, 20 mL/min – 1904 mg 

Carnosol 
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Figure 53 : Injections préparatives de l’extrait de romarin. Système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 

(v/v) utilisé en mode ascendant. (a) Rotor analytique 35 mL, 2200 rpm, 10 mL/min, Vinj = 1 mL, Sf = 46 %,       
P = 46 bar, durée d’opération (équilibrage + élution + extrusion) = 17 min. (b) Rotor semi-préparatif 254 mL, 

1800 rpm, 40 mL/min, Vinj = 5 mL, Sf = 46 %, P = 47 bar, durée d’opération (équilibrage + élution + extrusion) 
= 33 min. Détection UV λ = 210 nm. 

Pour chaque rotor, la quantité d’échantillon traitée par heure et la productivité en carnosol a bien 
augmenté. En effet, elle passe de 3,1 mg de carnosol/h sur le rotor 35 mL à 8,3 mg de carnosol/h sur le 
rotor 254 mL. Ainsi, en réalisant un changement d’échelle à productivité maximale, cette dernière est 
augmentée par 2,7. Ces résultats sont consultables Tableau 25 en fin de chapitre. 

 

5.2.4. Scale-up linéaire 
 

L’observation des résultats précédents montre qu’à opération unitaire, le rapport de transfert est quasi-
égal au rapport des volumes colonne. A productivité maximale, le rapport de transfert est cette fois-ci 
inférieur au rapport des volumes colonne. Dès lors, on peut se demander si un transfert linéaire tel que 
recommandé dans la littérature (1) ne serait pas envisageable. 

Pour vérifier cette hypothèse, la méthode initiale sélectionnée sur rotor analytique 35 mL est celle 
réalisée à 5 mL/min. Pour rappel, la quantité maximale injectable sur ce rotor dans ces conditions est de 
272 mg (soit 1,5 mL d’extrait).  

Le rapport des volumes colonne étant de 7,3, la méthodologie recommande de se placer à champ 
centrifuge constant ; à débit proportionnel au rapport des volumes colonne, soit 37 mL/min, et d’injecter 
7,3 x 272 mg soit environ 1986 mg, ce qui équivaut à 11 mL d’extrait. 

(a) Rotor 35 mL – 2200 rpm, 10 mL/min – 180 mg 

(b) Rotor 254 mL – 1800 rpm, 40 mL/min – 906 mg 
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Le rayon des rotors étant le même, la vitesse de rotation doit être identique pour conserver un champ 
centrifuge constant. Or il a été montré précédemment que la vitesse de rotation sur la colonne 254 mL 
ne pouvait pas être fixée à 2200 rpm car elle engendre trop de pression pour les raccords rotatifs du 
rotor. La vitesse de rotation maximale est 1800 rpm pour le rotor semi-préparatif 254 mL.  

Une injection préparative de 11 mL de romarin est donc réalisée sur le rotor semi-préparatif 254 mL à 
1800 rpm et  37 mL/min pour évaluer l’intérêt d’un transfert linéaire (Figure 54). 

 

 
Figure 54 : Injection préparative de l’extrait de romarin. Système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 

(v/v) utilisé en mode ascendant. Rotor semi-préparatif 254 mL, 1800 rpm, 40 mL/min, Vinj = 11 mL, Sf = 46 %,    
P = 47 bar, détection UV λ = 210 nm. Extrusion à 20 minutes.  

L’observation de la Figure 54 montre que le carnosol n’est pas séparé de l’impureté précédente. En effet, 
il apparait un épaulement en amont du composé d’intérêt (pic à 10 minutes). De plus, il semble qu’une 
co-élution apparait également après le pic du carnosol. 

Ces résultats montrent que dans le cas de la purification du carnosol par chromatographie de partage 
centrifuge, il n’est pas possible de réaliser un scale-up linéaire tel que le montrent les publications 
rédigées à ce sujet. En effet, le fait d’imposer certaines conditions opératoires n’est pas compatible avec 
la CPC notamment à cause des problèmes de pression ou du changement de design de cellules entre les 
rotors, qui engendre un comportement différent du système solvant et des solutés au sein de la colonne. 
En revanche, la méthodologie mise en place au sein du laboratoire permet l’augmentation de la 
production par le transfert vers un rotor semi-préparatif même si cette augmentation n’est pas liée au 
volume colonne. Le fait de pouvoir choisir les conditions opératoires permet donc à l’utilisateur de ne 
pas être limité par l’instrument mais de composer avec ce qu’il possède. Ce choix dans les conditions 
opératoires permet également de les adapter en fonction de l’objectif de production. 
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5.3. Transfert sur un rotor préparatif 812 mL 
 

La méthode de purification du carnosol est à présent transférée sur un rotor préparatif 812 mL composé 
de 600 cellules, afin de montrer les potentialités de la méthodologie de scale-up sur un rotor industriel 
et de tenter d’augmenter la production. Ce rotor, comportant des cellules de volume beaucoup plus 
important que celles des rotors 35 et 254mL est déjà utilisé en production industrielle. 

 

5.3.1. Détermination des conditions opératoires initiales  
 

Dans cette section, la méthodologie de transfert est testée à deux débits différents, arbitrairement 
sélectionnés comme étant les débits à ∆Vmax et ∆V/t max. En effet, n’étant pas équipés comme un 
laboratoire de production en termes de gestion des solvants et des déchets, nous ne pouvons pas 
déterminer les vrais paramètres expérimentaux permettant d’opérer à l’optimum du rotor.  

La vitesse de rotation maximale d’utilisation pour ce rotor est de 2000 rpm. Il n’est pas possible de 
tourner plus vite car il existe des risques de torsion de l’axe central du bâti à cause du poids important 
du rotor (37 kg).  

Le volume du rotor étant relativement important et donc consommateur de solvants, les premières 
manipulations visant à tester les conditions opératoires adaptées sont réalisées sans injection 
d’échantillon afin de ne pas souiller les phases et ainsi de pouvoir réutiliser intégralement le système 
solvant. Afin d’évaluer les capacités rétentives du rotor, le taux de phase stationnaire est donc estimé 
par déplacement. 

Afin d’obtenir une rétention de phase stationnaire et une efficacité les plus importants possibles, une 
première manipulation est réalisée à vitesse de rotation maximale soit 2000 rpm et à débit faible de        
50 mL/min afin d’obtenir une grande productivité unitaire. Lors de l’équilibrage, la pression maximale 
étant de 69 bar, trop proche des 70 bar maximum autorisés, la manipulation est stoppée afin de 
redémarrer à une vitesse de rotation légèrement plus faible. Une vitesse de rotation de 1800 rpm est donc 
appliquée pour un même débit de phase mobile de 50 mL/min. La pression maximale atteinte lors de 
l’équilibrage étant de 59 bar, les conditions sont validées pour une première injection du romarin. Dans 
ces conditions, le taux de phase stationnaire est de 68 %. 
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5.3.2. Injection de l’échantillon de romarin sur rotor préparatif 
 

5.3.2.1. Transfert à 50 mL/min 
 

Comme proposé dans la méthodologie de changement d’échelle, une injection analytique de 
l’échantillon à purifier est dans un premier temps réalisée. Pour cela, un volume d’échantillon de 8 mL 
(1% du volume colonne) est traité (Figure 55). Le profil chromatographique est très similaire aux 
chromatogrammes obtenus lors des expériences précédentes, permettant aisément de reconnaître le pic 
du carnosol à un temps de rétention d’environ 60 minutes. 

 

 

Figure 55 : Injection analytique de 8 mL (1,45 g) d’extrait de romarin ; volume rotor 812 mL ; système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v), mode ascendant, 1800 rpm, 50 mL/min ; extrusion à 75 minutes ; 

Pmax.équil = 60 bar, Pinjection = 53 bar, Pextrusion = 48 bar, Sf = 68 %, détection UV λ = 210 nm. 

 

A partir de cette injection analytique, l’espace disponible ∆V entre le pic de carnosol et l’impureté 
précédente est calculé à 602 mL. A l’aide de cette valeur et des résultats préalablement obtenus sur le 
rotor 35 mL (Figure 55), la quantité maximale injectable sur le rotor 812 mL dans les conditions 
opératoires 1800 rpm, 50 mL/min est estimé à 8,7 g soit 48 mL. Le volume réellement injecté est de    
50 mL soit 9 g (Figure 56). 
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Figure 56 : Injection préparative de 50 mL (9,04 mg) d’extrait de romarin ; volume rotor 812 mL ; système 
solvant heptane/MTBE/éthanol/ eau 4/1/4/1 (v/v), mode ascendant, 1800 rpm, 50 mL/min ; extrusion à              
55 minutes ; Pmax.équil = 59 bar, Pinjection = 53 bar, Pextrusion = 37 bar, Sf = 68 %, détection UV λ = 210 nm. 

Lors de l’injection préparative, on observe une diminution de pression (de 53 à 37 bar) beaucoup plus 
importante que lors de l’injection analytique, pouvant être relié à une perte plus importante de phase 
stationnaire au cours de l’opération. La cause la plus probable viendrait de l’injection d’une quantité  
très importante d’échantillon dilué en phase stationnaire qui provoquerait un léger déséquilibrage de la 
colonne et un effet de flooding (= perte régulière de phase stationnaire). 

Un retour à la ligne de base est observé entre le pic de carnosol et l’impureté précédente. Le 
chromatogramme est similaire aux résultats obtenus sur rotor 35 mL et 254 mL. Le changement 
d’échelle est donc considéré comme satisfaisant. Dans ces conditions, la production unitaire est de 9 g 
d’extrait traité par opération. 

 

5.3.2.2. Augmentation de la productivité : essais à 100 mL/min 
 

Une seconde campagne d’essais est menée à même vitesse de rotation (1800 rpm) mais à un débit de 
100 mL/min afin de se placer à productivité plus importante (∆V/t plus important). Dans ces conditions, 
le taux de phase stationnaire est de 49 %. Comme dans le cas précédent, une injection analytique de 8 
mL d’échantillon de romarin à 181 mg/mL est réalisée afin d’en déduire l’espace disponible entre le pic 
de carnosol et l’impureté précédente (Figure 57). 
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Figure 57 : Injection analytique de 8 mL (1,45 g) d’extrait de romarin ; volume rotor 812 mL ; système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau 4/1/4/1 (v/v), mode ascendant, 1800 rpm, 100 mL/min ; extrusion à 28 minutes ; 

Pmax.équil = 74 bar, Pinjection = 57 bar, Pextrusion = 66 bar, Sf = 49%, détection UV λ = 210 nm. 

A partir de cette injection analytique, l’espace disponible entre le pic de carnosol et l’impureté 
précédente est calculé à un ∆V de 431 mL. A l’aide de cette valeur et des résultats préalablement obtenus 
sur le rotor 35 mL, le facteur de transfert est estimé à 23. La quantité maximale injectable sur le rotor 
812 mL dans les conditions opératoires 1800 rpm et 100 mL/min est de 6,3 g soit un volume de             
34,6 mL. Une injection de 35 mL d’extrait de romarin est alors réalisée (Figure 58). 

 

 

Figure 58 : Injection préparative de 35 mL (6,32 g) d’extrait de romarin ; volume rotor 812 mL ; système solvant 
Heptane/MTBE/Ethanol/ Eau 4/1/4/1 (v/v), mode ascendant, 1800 rpm, 100 mL/min ; extrusion à 35 minutes ; 

Pmax.équil = 69 bar, Pinjection = 54 bar, Pextrusion = 42 bar, Sf = 49 %, détection UV λ = 210 nm. 

Le chromatogramme observé en Figure 58 montre beaucoup de bruit tout au long du chromatogramme. 
Ce bruit est dû à la perte régulière de fines gouttelettes de phase stationnaire (observée en sortie de 
colonne) probablement en lien avec la quantité importante d’échantillon injectée couplé au fort débit de 
phase mobile appliqué.  
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Malgré le niveau de bruit sur le chromatogramme, la séparation du carnosol et de l’impureté précédente 
semble satisfaisante.  

Avec le système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau en proportions 4/1/4/1 (v/v) il a donc été possible 
de travailler sur le rotor 812 mL jusqu’à une vitesse de rotation de 1800 rpm et ceci à des débits de        
50 et 100 mL/min avec de bons taux de phase stationnaire (68% à 50 mL/min et 49% à 100 mL/min). 
Le rotor a également été testé à 2000 rpm et 50 mL/min mais la pression lors de l’équilibrage ayant été 
estimée trop importante, ces conditions n’ont pas été retenues pour la purification du carnosol.  

 

5.3.3. Comparaison des résultats obtenus sur les différents rotors 
 

D’après les résultats obtenus sur le rotor 812 mL, un tableau comparatif des performances de ce dernier 
avec les rotors 35 mL et 254 mL est réalisé afin de pouvoir observer les quantités traitées et produites 
en fonction des objectifs de production (Tableau 25). 

Le Tableau 25 montre que pour un changement d’échelle d’un facteur 7,3 entre les rotors 35 mL et       
254 mL, il est possible d’injecter 6,8 fois plus d’échantillon ou d’augmenter la productivité de 2,7 fois. 
Lors du transfert entre le rotor 35 mL et le rotor 812 mL (x 23 en volume), il est possible d’injecter 32 
fois plus d’échantillon ou d’augmenter la productivité d’un facteur 16 pour une consommation de 
solvants seulement 10 fois plus importante. La quantité maximale injectée sur le rotor 812 mL est de     
9 g d’échantillon pour une purification de 45 mg de carnosol.  

Du fait de son grand volume et de sa plage d’utilisation à des débits élevés, le rotor 812 mL n’a été testé 
que sur un nombre restreint de manipulations afin de consommer une quantité de solvants la plus faible 
possible. L’intérêt de la réalisation d’un développement de méthode sur un rotor de faible volume puis 
de son transfert vers le rotor 812 mL a ici bien été démontré. En effet, il n’aurait pas été possible de 
développer la méthode directement sur un rotor de cette capacité tant la consommation de solvants aurait 
été importante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 3 : Méthodologie de transfert d’échelle | 111  
 

Tableau 25 : Comparaison des performances de 3 rotors Kromaton lors de la purification du carnosol provenant 
d’un extrait éthanolique de Romarin. 

 
Echelle laboratoire 

Vcolonne = 35 mL 
ncellules = 832 

Echelle semi-
préparative 

Vcolonne = 254 mL 
ncellules = 840 

Echelle préparative 
Vcolonne = 812 mL  

ncellules = 600 

 
Opération 

unitaire 

∆Vmax 

Productivité 
 

∆V/tmax 

Opération 
unitaire 

∆Vmax 

Productivité 
 

∆V/tmax 

Opération 
unitaire 

∆Vmax 

Productivité 
 

∆V/tmax 

Débit 5 mL/min 10 mL/min 20 
mL/min 40 mL/min 50 

mL/min 
100 

mL/min 
Vitesse de rotation 

Force centrifuge 
2200 rpm               

545 g 
1800 rpm               

365 g 
1800 rpm               

365 g 
Taux de phase 

stationnaire 54 % 46 % 66 % 46 % 68 % 49 % 

Pression 48 bar 46 bar 54 bar 47 bar 53 bar 54 bar 
Volume injecté 1,5 mL 1 mL 10,5 mL 5 mL 50 mL 35 mL 

Durée d’une 
opération* 

39 min 
0,65 h 

17 min 
0,28 h 

71 min 
1,18 h 

33 min 
0,55 h 

83 min 
1,38 h 

38 min 
0,63 h 

Masse de romarin 
injectée 0,27 g 0,18 g 1,90 g 0,90 g 9,04 g 6,32 g 

Quantité de 
romarin traitée/h 0,42 g/h 0,64 g/h 1,61 g/h 1,64 g/h 6,53 g/h 9,99 g/h 

Production 
carnosol/opération 1,4 mg 0,9 mg 9,5 mg 4,5 mg 45,0 mg 31,5 mg 

Production 
carnosol/h 2,1 mg/h 3,1 mg/h 7,9 mg/h 8,3 mg/h 32,3 

mg/h 49,4 mg/h 

Consommation 
solvants/opération 0,13 L 0,10 L 0,92 L 0,80 L 2,55 L 2,20 L 

Consommation 
solvants/h 0,19 L/h 0,35 L/h 0,77 L/h 1,47 L/h 1,83 L/h 3,45 L/h 

                          

                          

*Une opération comprend l’équilibrage (1 volume colonne), l’élution et l’extrusion (1 volume colonne). Le débit 
reste constant durant les 3 étapes.  
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6. Conclusion et perspectives 
 
Ce chapitre a permis de montrer qu’il était possible de réaliser un transfert entre deux colonnes 
hydrostatiques de volumes, de nombre de cellules et de design de cellules totalement différents. Pour 
cela, des exemples de changement d’échelle ont été mis en œuvre dans un premier temps sur la 
séparation de molécules test (composés Guess) puis dans un second temps sur un échantillon réel 
provenant d’un extrait végétal de romarin. Pour chaque application, le scale-up a été réalisé de manière 
satisfaisante depuis le rotor de laboratoire 35 mL vers deux autres rotors de volumes différents. 

Contrairement aux changements d’échelle linéaires réalisés dans la littérature, la nouvelle méthodologie 
mise en place ici ne fonctionne pas sur l’application de conditions opératoires imposées. Ici, l’utilisateur 
peut se permettre de choisir la vitesse de rotation et le débit en fonction d’une part des contraintes 
instrumentales, mais aussi en fonction de son objectif de production : injecter une grande quantité 
d’échantillon sur une opération ou augmenter la productivité en réalisant un grand nombre d’injections 
de faible volume mais à débit plus rapide. Ce choix des conditions opératoires peut parfois induire des 
calculs de facteurs de transfert d’échelle inférieurs au rapport des volumes colonne, mais la quantité à 
injecter pourra cependant toujours être prédite. 

Cette méthodologie comporte cependant quelques limites. Tout d’abord, le taux de phase stationnaire 
doit nécessairement être identique pendant l’étude de charge sur un même rotor. En effet, si une forte 
diminution de phase stationnaire est observée sur l’injection préparative, la résolution entre les pics 
diminuera, empêchant l’utilisateur de rester dans les spécifications en termes de pureté. La quantité 
maximale injectable sera alors surestimée. D’autre part, comme indiqué dans la publication associée à 
ce chapitre (27) la résolution entre les pics lors du développement analytique doit être supérieure à 1 
afin d’avoir des pics assez séparés pour calculer un ∆V (Rs > 1, ∆V > 0). Enfin, cette méthodologie ne 
s’applique pour l’instant qu’au mode élution, les autres modes tels que le pH-zone refining ou le mode 
élution-extrusion n’ayant pas été testés. 

L’intérêt de réaliser un développement de méthode et une optimisation de la charge sur un rotor 
analytique a parfaitement été démontré. En effet, en travaillant à petite échelle, la consommation de 
solvants est réduite puisque dans le cas du romarin nous avons pu diminuer jusqu’à 18 fois la quantité 
de solvants usés par heure par rapport à l’utilisation du rotor à échelle préparative. La gestion des déchets 
est donc grandement facilitée en travaillant à petite échelle. De plus, l’utilisation du rotor de 
développement nous a permis de travailler plus vite, puisque le temps de purification est environ deux 
fois plus faible lors de l’utilisation du rotor 35 mL. A cela doit être ajouté le temps de préparation du 
système solvant qui est largement augmenté lors de l’utilisation d’un rotor préparatif puisque le besoin 
initial en solvants est beaucoup plus grand. Enfin, la quantité d’échantillon utilisé est également réduite 
sur un rotor analytique puisque lors du développement de méthode, 1% du volume colonne doit être 
injecté, tout comme l’étude de charge à petite échelle dont l’injection d’échantillon est moindre.  

Les aspects économiques et écologiques ont ainsi pu être conciliés à travers la mise en place de cette 
méthodologie de scale-up puisqu’en développant une méthode dans un premier temps à petite échelle, 
l’opérateur travaille plus vite tout en consommant moins de solvants et rejetant donc moins de déchets, 
limitant ainsi l’impact environnemental et financier du procédé. Afin de poursuivre cette amélioration 
des procédés d’un point de vue écologique, il serait intéressant d’introduire en chromatographie de 
partage centrifuge une modification de la nature des solvants utilisés, bien souvent toxiques pour 
l’homme et l’environnement. Ainsi, l’heptane ou le MTBE utilisés dans la purification du carnosol 
pourraient être remplacées par d’autres solvants plus respectueux, issus de ressources renouvelables et 
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moins dangereux pour la santé des opérateurs. C’est ce que nous nous proposons de réaliser dans le 
chapitre suivant en effectuant une étude sur l’effet de la substitution de l’heptane par du limonène, et du 
MTBE par de l’acétate d’éthyle, deux solvant agro-sourcés. 
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1. Introduction 
 

À travers la mise en place d’une nouvelle méthodologie de scale-up, nous avons pu mettre en évidence 
dans le chapitre précédent l’un des 12 principes de la chimie verte  qui consiste à prévenir et limiter la 
production de déchets. En effet, l’intérêt de la CPC réside dans la purification de molécules sur des 
appareillages de gros volumes.  En développant une méthode de purification à petite échelle, l’utilisateur 
consomme une quantité bien moindre de solvants que s’il réalisait son développement de méthode à 
grande échelle. L’utilisation d’une méthode de transfert rapide et fiable entre un appareil dit analytique 
et un appareil de plus gros volume apparait donc justifiée par rapport à un développement direct à grande 
échelle.  

La CPC étant une méthode pour laquelle l’utilisation de solvants est inévitable, il apparait également 
intéressant de se pencher sur un autre aspect de la chimie verte, en regardant si les solvants utilisés 
répondent au principe qui consiste à utiliser des solvants plus sûrs et moins toxiques, en préférant des 
matières premières renouvelables à celles fossiles, et en remplaçant certains solvants organiques par des 
solvants alternatifs. 

Un solvant alternatif (ou solvant « vert ») peut être caractérisé comme un solvant répondant à un ou 
plusieurs critères parmi les suivants : sa faible toxicité pour l’homme, son inflammabilité, son origine 
bio-sourcée (ou agro-sourcée) et son impact sur l’environnement (1, 2). Selon Kerton, il existerait 7 
classes de solvants verts (1, 3) :  

- les agrosolvants, provenant de ressources renouvelables telle que le bois, l’amidon, les huiles 
végétales, les fruits ou même des plantes aromatiques (4, 5) ; 

- les solvants écologiques ou « eco-friendly », respectueux de l’environnement (biodégradables) 
(5) et ayant un bon profil HSE (Hygiène, Sécurité, Environnement) ;  

- l’eau, ressource renouvelable et non toxique :  
- les polymères liquides, non volatiles, biocompatibles et non toxiques ; 
- les solvants fluorés, non inflammables et non toxiques ; 
- les liquides ioniques et mélanges eutectiques, non volatiles et thermiquement stables ; 
- les fluides supercritiques, inertes, recyclables, non inflammables et non toxiques. 

En 2011, l’équipe de Jean-Marie Aubry (6) publie un article sur la réalisation d’une nouvelle 
classification de 153 solvants en fonction de leur structure moléculaire à l’aide du logiciel COSMO-RS 
(COnductor-like Screening MOdel for Real Solvents), permettant de prédire des données 
thermodynamique des systèmes liquides sans aucune donnée expérimentale (7). A la suite de cela, la 
même équipe publie l’année suivante un important article dans le journal Green Chemistry dans lequel, 
parmi les 153 précédents solvants, elle en distingue 138 en tant que solvant verts (Tableau 26). La 
sélection est réalisée selon 3 critères :  la toxicité, l’inflammabilité et le profil HSE du solvant (2).  
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Tableau 26 : Classification de 138 solvants verts en 10 groupes (2). En vert : solvants biosourcés ou 
agrosolvants ; en italique : solvants acceptés pour les applications pharmaceutiques et cosmétiques ; Itox est 

l’indice de toxicité (selon Hodge et Sterner) ; VOC = volatile organic compound (Composé Organique 
Volatile) : + pour une pression de vapeur > 10 Pa, - pour une pression de vapeur < 10 Pa ; Fire = phrase de 

risques concernant l’inflammabilité (n.f. = not found, introuvable).
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Dans cette nouvelle classification, l’indice de toxicité est donné selon l’échelle de Hodge et Sterner, 
indiquant une classe de toxicité en fonction de la DL50, la dose conduisant à la mort de 50 % d’une 
population (8) (Tableau 27). Les principales classes de toxicité répertoriées dans le tableau des solvants 
verts (Tableau 26) sont les classes de composés comportant une faible toxicité ou les composés 
pratiquement non toxiques.  

Tableau 27 : Classification des toxicités selon Hodge et Sterner (8). 

Classe de toxicité Caractéristique 
DL50 (mg/kg) pour une 

administration orale 
unique (chez le rat) 

1 Extrêmement toxique < 1 

2 Hautement toxique 1 – 50 

3 Toxicité modérée 50 – 500 

4 Faible toxicité 500 – 5 000 

5 Pratiquement non toxique 5 000 – 15 000 

6 Relativement inoffensif > 15 000 
 

Les COV (Composés Organiques Volatiles) sont également répertoriés car ce sont des composés 
organiques qui sont susceptibles de se propager facilement dans l’atmosphère. En France, il existe des 
réglementations concernant les émissions de COV par les installations industrielles et dans la 
composition des produits de grande consommation (décret n°2006-623 du 29 mai 2006).  

Enfin, est prise en compte l’inflammabilité des solvants, qui représente un risque conséquent 
d’explosion en présence d’une flamme, d’une étincelle ou d’une source de chaleur. Dans le tableau, les 
phrases de risque recensées sont R10 pour inflammable et R11 pour facilement inflammable. Aucune 
phrase R12 pour extrêmement inflammable n’est répertoriée ici.  

Cette nouvelle liste de solvants constituée par Aubry constitue donc un point de départ unique et de 
grande valeur pour toute application industrielle pour laquelle des solvant durables sont désirés (9). 
C’est également sur cette liste que nous avons choisi de nous baser afin de vérifier si les solvants utilisés 
sur les purifications par CPC présentées précédemment sont répertoriés comme verts et afin de 
rechercher des solvants alternatifs équivalents aux solvants non-verts.  

Dans les chapitres précédents (chapitres 2 et 3), deux systèmes solvants ont été utilisés : un système 
Arizona composé d’heptane/acétate d’éthyle/méthanol/eau permettant de mettre en avant la preuve de 
concept du changement d’échelle et un système solvant composé d’heptane/MTBE/éthanol/eau 
permettant de réaliser la purification du carnosol. Six solvants sont donc présents, tous couramment 
étudiés et utilisés en CPC mais aussi dans l’industrie en général (3, 10-14). Parmi eux, trois solvants 
sont répertoriés dans la liste de solvants verts (Tableau 26) : l’acétate d’éthyle, l’éthanol et l’eau ; trois 
ne sont pas répertoriés : l’heptane, le MTBE et le méthanol. Ces solvants sont présentés ci-après. 
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- Solvants non répertoriés dans la liste des 138 solvants verts (2) :  

L’heptane est un alcane couramment utilisé dans l’industrie en tant que solvant pour les colles, encres, 
caoutchouc et matières plastiques mais aussi en extraction et en tant qu’intermédiaire de synthèse. Ce 
solvant apolaire est facilement inflammable, très toxique pour les organismes aquatiques, nocif et irritant 
pour l’homme (15). Il est néanmoins très utilisé en industrie en remplacement de l’hexane, beaucoup 
plus dangereux pour l’homme et l’environnement (3).  

Le MTBE est un éther le plus souvent utilisé en tant qu’additif oxygéné dans les carburants automobiles 
et secondairement en tant que solvant d’extraction et réactif de copolymérisation (16, 17). Ce solvant 
inflammable et irritant pour la peau reste également très utilisé en industrie car bien moins toxique que 
d’autres solvants organiques. Il est en effet actuellement recommandé en industrie en remplacement du 
dichlorométhane lors d’étapes d’extraction (3).  

Le méthanol est un alcool également très présent dans l’industrie (18). Matière première de synthèse, 
solvant dans l’industrie des peintures, vernis, encre, colorants, adhésifs ou films, agent d’extraction, 
constituant des carburants, on ne dénombre plus les très nombreuses applications de ce dernier. Malgré 
sa popularité, le méthanol reste un solvant dangereux pour la santé puisqu’il est très toxique par 
inhalation, par contact avec la peau et par ingestion (19). De plus, il est facilement inflammable. 

- Solvants répertoriés dans la liste des 138 solvants verts (2) :  

L’éthanol est un alcool très utilisé dans l’industrie chimique, dans les peintures, vernis, encres, adhésifs, 
explosifs mais aussi dans l’industrie pharmaceutique, les cosmétiques et parfums. Servant très 
régulièrement de matière première pour beaucoup d’autres molécules et solvants, c’est aussi un 
désinfectant et le constituant des boissons alcoolisées consommées par l’homme. Depuis quelques 
années, l’éthanol suscite également un grand intérêt dans son utilisation en tant que carburant, seul ou 
en mélange avec l’essence. Comme la plupart des autres solvants, l’éthanol est inflammable (20). S’il 
existe encore une production industrielle d’éthanol à partir d’éthylène d’origine pétrolière, la majeure 
partie de l’éthanol est fabriquée par fermentation de matières premières d’origine végétale (plantes 
sucrières, céréalières et lignocellulosiques) (21). En 2008, la production mondiale d’éthanol d’origine 
bio-sourcée s’élevait à 65 milliard de litres, dont 40% issus de sucres de canne et de betterave et 60% 
de céréales (22).  

L’acétate d’éthyle est un ester, issu de la réaction de l’éthanol et de l’acide acétique. Ces deux derniers 
pouvant être d’origine bio-sourcée, l’acétate d’éthyle est parfois répertorié comme agrosolvant (22) ou 
parfois comme un solvant « eco-friendly », provenant de la valorisation de sous-produits industriels (5). 
Sa faible dangerosité fait que l’acétate d’éthyle est retrouvé dans de très nombreux domaines et 
applications : solvant de l’industrie chimique (peinture, vernis, encre, adhésifs, etc.), solvant 
d’extraction en industrie alimentaire, solvant de process dans l’industrie pharmaceutique, synthèse 
organique, industrie des arômes et parfums et cosmétiques (dissolvant pour les vernis à ongles). 
L’acétate d’éthyle est très inflammable et irritant pour les yeux et la peau mais n’est pas nocif ni toxique 
(23).  

L’eau est une molécule très abondante sur Terre puisqu’elle recouvre environ 70% de la surface de la 
planète, principalement en son état liquide (24). Très polaire, l’utilisation de l’eau en tant que solvant 
comporte de très nombreux avantages : peu chère, non toxique et non inflammable (24, 25). Le 
remplacement de solvants organiques par de l’eau permet de considérablement réduire l’émission de 
COV et la production de CO2. Dans l’industrie, elle peut être utilisée sous tous ces états, l’eau 
supercritique étant moins polaire que l’eau sous son état liquide classique. Le principal inconvénient de 
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l’eau est son haut point d’ébullition (100°C), rendant difficile son élimination lors d’extractions ou de 
purifications (25).  

Les solvants dits verts et non-verts utilisés dans les précédents chapitres ayant été rappelés, nous nous 
pencherons ici sur la possible substitution des solvants pétroliers heptane, méthanol et MTBE par 
d’autres solvants plus verts. Ainsi, nous verrons tout d’abord qu’il est possible de remplacer l’heptane 
par du limonène, un solvant d’origine agro-sourcée, à travers la présentation d’une première 
publication : « Use of Limonene in Countercurrent Chromatography: A Green Alkane Substitute » (26). 
S’en suivront alors deux autres articles : « Limonene in Arizona liquid systems used in countercurrent 
chromatography – I. Physico-chemical properties » (27) et « Limonene in Arizona liquid systems used 
in countercurrent chromatography – II. Polarity and stationary phase retention » (28), traitant de la 
création d’un nouveau système solvant Arizona vert et de sa comparaison avec le système Arizona 
classique que nous avons pu utiliser pour la preuve de concept du scale-up au cours du chapitre 3.  Les 
propriétés physico-chimiques du système solvant Arizona vert seront étudiées puis ce dernier sera testé 
en CPC à travers la séparation des mêmes molécules que celles utilisées lors de la mise en place de la 
preuve de concept du changement d’échelle. Enfin, nous terminerons ce chapitre par une tentative de 
remplacement du système solvant utilisé pour la purification du romarin par le système solvant Arizona 
vert en remplaçant l’heptane par du limonène et le MTBE par de l’acétate d’éthyle. 
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2. Matériel et méthodes 
 

2.1. Matériel 
 

L’instrument CPC utilisé dans ce chapitre est un FCPC-C25 Kromaton Rousselet-Robatel (Annonay, 
France), dont le rotor est de même volume et de même design que celui utilisé dans les chapitres 2 et 3 
(35 mL, 13 disques et 832 cellules). Seul le bâti, dont le rotor ne peut être changé est différent. 

L’appareil hydrodynamique est un instrument Spectrum (Dynamic Extraction, Slough, UK), composé 
de quatre bobines comportant au total 4 colonnes de volumes 10, 11, 66 et 69 mL pouvant être utilisées 
seules ou interconnectées. Chaque bobine mesure 60 mm de large et est composée d’environ 33 m de 
tube de Téflon 1/8˝ de 1,6 mm de diamètre interne. Dans le cadre des expériences présentées dans ce 
chapitre, seule la colonne de 66 mL est utilisée, les autres étant remplies d’un mélange éthanol-eau 50/50 
pour équilibrage des masses en mouvement. 

Dans le cadre de l’étude des solvants verts, le système de pompage des solvants est assuré par une pompe 
Shimadzu LC8-A et la détection est réalisée à l’aide d’un détecteur UV  Shimadzu SPD-6A réglé à        
254 nm.  

Afin de réaliser la purification du romarin à l’aide de solvants verts, une pompe Armen Spotprep est 
utilisée, à laquelle est ajouté un détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL) Sedex 85 (Sedere, 
Alfortville, France). La nébulisation est obtenue par flux d’azote à 3 bars. La température de chauffe du 
tube d’évaporation est réglée à 100°C (température maximale) afin d’être sûr d’évaporer le limonène 
dont la température d’ébullition est de 175°C (29).  

L’acquisition des données du détecteur Shimadzu et du DEDL est réalisée à l’aide du logiciel Azur 
(Datalys, St Martin d’Hères, France). 

La teneur en eau dans les phases supérieure et inférieure des systèmes solvant est déterminée à l’aide 
d’un Karl Fisher Metrohm 831. La détermination de la proportion des autres solvants dans chaque phase 
est réalisé à l’aide d’un appareil de chromatographie en phase gazeuse (GC) Autosystem Perkin Elmer,  
monté d’une colonne macrobore Supelco Equity 5 de 30 m, de diamètre interne de 0,25 mm contenant 
un film de polydiméthylsiloxane greffé phényl à 5% de 0,25 μm d’épaisseur. La détection en sortie de 
GC est réalisée à l’aide d’un détecteur à ionisation de flamme (FID). Le gaz vecteur utilisé est de 
l’hélium à une pression de 80 kPa, avec un split de 1/50. La température initiale du four est réglée à 
80°C. À la suite de l’injection, cette dernière est maintenue à 80°C durant 3 minutes. Une montée en 
température est ensuite réalisée, à raison de 20°C/min durant 2 minutes puis la température est maintenue 
à 120°C durant 2 minutes avant de redescendre à 80°C.  

Les différents produits chimiques utilisés dans ce chapitre sont listés dans le Tableau 28. 
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Tableau 28 : Liste des produits chimiques utilisés 

Produits chimiques CAS Fournisseur Pureté 

Heptane 142-82-5 Sigma Aldrich 
VWR ≥ 99 % 

(R)-(+)-Limonène 5989-27-5 Sigma Aldrich  ≥ 90 % 

Méthanol 67-56-1 Sigma Aldrich ≥ 99,9 % 

Acétate d’éthyle 141-78-6 Sigma Aldrich ≥ 99,7 % 

Ethanol 64-17-5 Sigma Aldrich ≥ 96 % 

Diéthylphtalate 84-66-2 Sigma Aldrich ≥ 99,5 % 

Méthyl-parabène 99-76-3 Sigma Aldrich ≥ 99,0 % 

Benzène 73-43-2 Sigma Aldrich ≥ 99,9 % 

Toluène 108-88-3 Sigma Aldrich ≥ 99,9 % 

New coccine red 2611-82-7 Sigma Aldrich 75 % 

Aspirine 50-78-2 Sigma Aldrich ≥ 99,0 % 

Coumarine 91-64-5 Sigma Aldrich ≥ 99 % 

Extrait sec romarin - Cooper industries - 

Carnosol 5957-80-2 Phytolab ≥ 90 % 

 

2.2. Préparation des échantillons 
 

Afin de calculer la valeur des coefficients de partage du benzène et du toluène dans les systèmes solvant 
heptane et/ou limonène/méthanol/eau, une solution composée de 5,7 mg/mL de benzène et 4,3 mg/mL 
de toluène est réalisée par dilution des solutions dans la phase mobile du système biphasique. 

La séparation et la mesure du coefficient de partage du méthylparabène et du diéthylphtalate dans les 
systèmes solvants heptane et/ou limonène/méthanol/eau est réalisée à l’aide d’une solution de 
méthylparabène à 0,4 mg/mL et de diéthylphtalate à 9 mg/mL dissous ou dilué dans la phase mobile du 
système biphasique. 

La préparation de la solution composée de solutés Guess (new coccine red, aspirine et coumarine) est 
réalisée par pesée et dissolution des trois composés dans la phase mobile de chaque système solvant 
utilisé à raison de 0,6 mg/mL de new coccine red, 5,7 mg/mL d’aspirine et 1,2 mg/mL de coumarine. 

La préparation de l’extrait de romarin à purifier est réalisée de la même manière que dans le chapitre 2, 
à savoir une solution à 500 mg d’extrait éthanolique de romarin par mL de système solvant suivi d’une 
solubilisation aux ultrasons de 10 minutes et une centrifugation à 5000 rpm durant 3 minutes afin de 
forcer le dépôt des composés non solubles au fond du flacon. 
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3. Résultats et discussion 
 

3.1. Le limonène : une alternative à l’heptane, un solvant pétrolier 
largement utilisé en CPC 

 

3.1.1. Présentation de l’article 
 

Cette section est présentée sous la forme d’une publication présentant la possible substitution de 
l’heptane, un solvant d’origine pétrolière très souvent utilisé en CPC, par du limonène, un solvant dit 
« vert » de par son origine bio-sourcée. Cette publication nommée « Use of Limonene in Countercurrent 
Chromatography: A Green Alkane Substitute » (26) est parue en 2013 dans la revue Analytical 
Chemistry. Elle a été citée 13 fois au 15 septembre 2015. 

Le limonène est un agrosolvant extrait des épluchures d’agrumes utilisées dans la fabrication de jus de 
fruits (30). Avec une production de 68 millions de tonnes d’oranges en 2012, ces déchets de l’industrie 
agroalimentaire représentent donc une source importante de biomasse pour la production de limonène 
mais aussi d’éthanol (22, 31). Le limonène est actuellement très utilisé dans l’industrie en tant que 
solvant de dégraissage des métaux, nettoyant dans l’industrie électronique et imprimerie, solvant dans 
les peintures, en synthèse ou comme agent mouillant. Le limonène est également très présent dans 
l’industrie des cosmétiques et parfums. Comme tous les autres solvants présentés dans ce chapitre, le 
limonène est inflammable. Non toxique pour l’homme, il est cependant irritant et sensibilisant pour la 
peau et très toxique pour les organismes aquatiques (29). Le limonène est recensé dans la liste des 138 
solvants verts établie par Aubry (2) (Tableau 26 en début de chapitre). 

Afin d’évaluer l’éventuel remplacement de l’heptane par du limonène, les propriétés physico-chimiques 
des deux solvants sont comparées dans l’article présenté ci-après. Un système solvant biphasique 
composé d’heptane, de méthanol et d’eau en proportions 10/9/1 (v/v) est ensuite sélectionné et confronté 
à son système homologue en remplaçant l’heptane par du limonène. En premier lieu, la composition des 
phases est étudiée à travers le tracé et la comparaison des diagrammes ternaires des deux systèmes 
solvant. Un test de ces deux systèmes est ensuite réalisé en conditions réelles sur des appareils 
hydrodynamique et hydrostatique en vue de vérifier et comparer leur tenue de phase stationnaire en 
fonction du débit appliqué et de mesurer l’évolution de la valeur du coefficient de partage de 4 solutés 
test : le méthylparabène, le diéthylphtalate, le benzène et le toluène. La séparation du méthylparabène 
et du diéthylphtalate est également réalisée sur système hydrostatique. Des systèmes solvants 
intermédiaires combinant l’heptane et le limonène au méthanol et à l’eau sont également testés afin 
d’évaluer l’évolution de leur comportement en fonction de la proportion de limonène. 
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3.1.2. Conclusion 
 

Cette publication a permis de montrer que l’heptane et le limonène présentent certaines différences mais 
aussi des similarités rendant possible la substitution de l’un par l’autre.  Après avoir réalisé la 
comparaison des propriétés physico-chimiques des deux solvants, ces derniers ont pu être confrontés au 
sein d’un système composé d’heptane et/ou de limonène, de méthanol et d’eau en proportions 10/9/1 
(v/v). 

En termes de polarités, l’heptane et le limonène s’avèrent très similaires puisque leur log Po/w est quasi-
identique. De plus, leurs solubilités avec le méthanol et l’eau sont pratiquement semblables comme le 
montre la comparaison des diagrammes ternaires heptane/méthanol/eau et limonène/méthanol/eau ainsi 
que le tableau comparatif des propriétés physico-chimiques des différents solvants de l’étude. 

L’heptane et le limonène présentent cependant quelques dissemblances, principalement dues à la 
différence de densité entre les deux solvants. En effet, lors de la réalisation des systèmes heptane ou 
limonène/méthanol/eau en proportion 10/9/1 (v/v), la phase organique heptane se présente comme étant 
la phase supérieure tandis que la phase limonène la phase inférieure. Lors de leur utilisation en CPC, le 
mode d’utilisation de ces systèmes solvant est donc différent (ascendant ou descendant). Une faible 
différence de densité entre la phase limonène et la phase méthanol/eau est également constatée sur le 
système solvant limonène/méthanol/eau 10/9/1 (v/v) alors que la différence de densité entre les phases 
supérieure et inférieure est beaucoup plus importante sur le système heptane/méthanol/eau utilisé dans 
les mêmes proportions. Ce phénomène a des conséquences notables sur la tenue de phase stationnaire 
en système hydrodynamique mais aussi sur la pression en système hydrostatique. 

Sur système hydrodynamique, l’utilisation du système solvant limonène/méthanol/eau 10/9/1 (v/v) 
s’avère compliqué. En effet, il n’y a quasi pas de rétention de phase stationnaire (inférieure à 10 % à 
1200 rpm et 0,5 mL/min). Pour avoir un taux de phase stationnaire raisonnable de 50 % on estime qu’à 
1200 rpm, il faudrait travailler à 0,1 mL/min soit sur une durée de 11h pour 1 volume colonne. Ceci 
s’avère non raisonnable, non économique et non écologique tant la durée d’une opération deviendrait 
importante. La seule solution est ici d’ajouter de l’heptane au limonène pour améliorer la rétention de 
phase mais ceci présente une perte de l’intérêt écologique car il y a ajout d’un solvant pétrolier.  

Les essais en système hydrostatique montrent qu’il est tout à fait possible de retenir la phase stationnaire 
du système solvant limonène/méthanol/eau 10/9/1 (v/v). En effet, à 2500 rpm et 2 mL/min, le taux de 
phase stationnaire est supérieur à 50 %. La séparation du méthylparaben et du diéthylphtalate à différents 
débits est donc réalisable. La faible différence de densité entre les phases supérieure et inférieure 
rencontrées dans le système limonène/méthanol/eau 10/9/1 (v/v) est ici un grand avantage car elle ne 
crée que très peu de pression contrairement au système heptane/méthanol/eau 10/9/1 (v/v). Le système 
limonène/méthanol/eau permet donc de travailler à forte vitesse de rotation sans risquer d’endommager 
les joints tournants des appareils de CPC. 

En se penchant sur l’affinité de trois solutés tests (diéthylphtalate, benzène et toluène) sur les phases 
supérieures et inférieures des systèmes heptane et/ou limonène/méthanol/eau en proportions 10/9/1 
(v/v), on constate seulement une légère modification des coefficients de partage des composés. Ainsi, 
plus la proportion de limonène augmente au sein du système solvant, plus le Kd est important. Les trois 
solutés tests ont donc une affinité un peu plus importante pour le limonène, probablement due aux 
interactions π-π entre le limonène et les solutés. 
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Au vu des faibles différences constatées entre le limonène et l’heptane en termes de coefficient de 
partage des solutés et de polarité, le limonène semble être un bon compromis à l’heptane. Du fait de la 
faible différence de densité observée entre les deux phases du système solvant limonène/méthanol/eau 
en proportions 10/9/1 (v/v), ce dernier ne peut cependant être utilisé qu’en CPC hydrostatique.  Cette 
faible différence de densité s’avère être un avantage puisque le système ne crée que très peu de pression 
au sein de la colonne. Sa faible toxicité et son origine bio-sourcée font donc du limonène une alternative 
intéressante à l’heptane, solvant pétrolier. 

 

3.2. Système solvant Arizona vert 
 

Dans le paragraphe précédent, à travers l’étude d’un système solvant ternaire, nous avons pu constater 
qu’il était possible de remplacer l’heptane, un solvant d’origine pétrolière et relativement toxique par 
un solvant équivalent et d’origine bio-sourcée : le limonène.   

Au cours du chapitre 3, nous avons pu mettre en place une méthodologie de changement d’échelle à 
l’aide de la séparation de trois solutés tests et d’un système solvant Arizona composé d’heptane, 
d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’eau. Sachant que l’heptane est remplaçable par du limonène, nous 
avons cherché à savoir s’il était également possible de remplacer le méthanol, lui aussi d’origine non 
renouvelable et dangereux pour la santé, par de l’éthanol, agrosolvant non toxique. Le système solvant 
Arizona deviendrait ainsi le système solvant Arizona vert, composé de limonène, d’acétate d’éthyle, 
d’éthanol et d’eau. 

 

3.2.1. Propriétés physico-chimiques 

3.2.1.1. Présentation de l’article 
 

Cette section est présentée sous la forme d’une publication évoquant les propriétés physico-chimiques 
d’un nouveau système solvant vert, composé de limonène, d’acétate d’éthyle, d’éthanol et d’eau. Cet 
article intitulé « Limonene in Arizona liquid systems used in countercurrent chromatography – I. 
Physico-chemical properties » (27) est paru en 2014 dans la revue Analytical and Bioanalytical 
Chemistry. Il est la première partie d’une série de deux articles traitants de la possible utilisation de ce 
système solvant alternatif en CPC. 

L’objet de cette publication est de remplacer l’heptane par du limonène, dont l’étude précédente a 
montré que cet échange n’impactait peu les séparations en CPC (26), et le méthanol par de l’éthanol, 
beaucoup moins toxique et également issu de filières bio-sourcées. Ainsi, en gardant les mêmes 
proportions volumiques des solvants entre eux, le système solvant classique composé d’heptane/acétate 
d’éthyle/méthanol/eau est comparé au système solvant « vert » composé de limonène/acétate 
d’éthyle/éthanol/eau. 

Dans un premier temps, les propriétés physico-chimiques de chaque solvant composant les systèmes 
Arizona classiques et verts seront regroupées dans un tableau afin de pouvoir les comparer entre elles. 
Ces propriétés physico-chimiques seront également utilisées pour la compréhension de diagrammes 
ternaires tracés en volume, en masse et en fraction molaire. En second lieu, les systèmes solvants 
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Arizona classique et vert seront confrontés à travers le tracé de diagrammes quaternaires. Les 
compositions et la différence de densité entre les phases supérieure et inférieure du système solvant 
Arizona vert seront ensuite analysées afin d’établir les différences avec le système classique en terme 
de répartition des solvants au sein des phases et de préparer une future séparation par CPC. La question 
de la différence de polarité entre les systèmes solvant sera également abordée.  
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3.2.1.2. Conclusion 
 
Le premier article de cette série traite donc de l’analyse des propriétés physico-chimiques des solvants 
composant le système Arizona dit classique (heptane/acétate d’éthyle/méthanol/eau) et le système 
solvant Arizona vert (limonène/acétate d’éthyle/éthanol/eau). Comme constaté dans la publication 
reproduite dans le paragraphe 3.1, les polarités du limonène et de l’heptane apparaissent très similaires. 
Il en est de même avec les polarités du méthanol et de l’éthanol qui se révèlent également proches. 
L’observation de la solubilité des différents solvants avec l’eau montre que les alcools sont tous deux 
intégralement solubles dans l’eau. Au contraire, une légère différence de solubilité avec l’eau est 
constatée pour les deux hydrocarbures : tandis que l’heptane est soluble à 3 mg/L dans l’eau, le limonène 
est soluble à 800 mg/L dans l’eau.  

La représentation des diagrammes ternaires hydrocarbures/alcools/eau à l’échelle de la fraction molaire 
confirme ici encore que l’heptane et le limonène sont bien deux solvants similaires comme cela avait 
été montré lors de la présentation de la publication « Use of Limonene in Countercurrent 
Chromatography: A Green Alkane Substitute » (26). En observant le diagramme ternaire acétate 
d’éthyle/alcools/eau, on peut voir qu’il faut moins d’éthanol pour solubiliser le système acétate 
d’éthyle/eau que de méthanol.  

En se penchant sur les différentes proportions du système solvant Arizona vert, plusieurs points ont pu 
être mis en avant. Tout d’abord, les systèmes solvants Arizona vert les plus apolaires (Y et Z) ne 
comportent qu’une seule phase, ceci étant dû à la solubilité du limonène avec l’éthanol, non retrouvée 
entre l’heptane et le méthanol dans le système Arizona classique. En remontant la gamme des solvants 
verts légèrement plus polaires (W et X), les systèmes deviennent bien biphasiques, mais ces derniers 
restent très longs à décanter, ce qui peut vraisemblablement empêcher leur utilisation en CPC.  

L’observation de la distribution des solvants au sein des systèmes biphasiques montre que malgré la 
faible différence de polarité entre les deux alcools, l’éthanol se distribue de manière beaucoup plus 
importante dans la phase organique que le méthanol. Le système solvants Arizona vert en devient alors 
plus polaire, modifiant le partage des solutés au sein des phases par rapport à un Arizona classique. 

Un comparatif des différences de densité entre les phases supérieures et inférieures des deux types de 
systèmes solvants est réalisé dans cette étude. Il montre que la différence de densité est beaucoup plus 
faible sur le système Arizona vert par rapport au système Arizona classique. Cette faible différence de 
densité comporte un risque sur la tenue de phase stationnaire sur des appareils hydrodynamiques qui 
supportent mal les systèmes biphasiques dont les différences de densité sont faibles (26).  

Les propriétés physico-chimiques du système solvant Arizona vert ayant été étudiées et comparées au 
système solvant Arizona classique, des essais en conditions réelles peuvent à présent être réalisés sur 
des appareils hydrodynamiques et hydrostatiques. Ces  expériences font l’objet du second article de la 
série, présenté ci-après. 
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3.2.2. Système solvant Arizona vert : polarité et rétention de phase 
stationnaire 

 

3.2.2.1. Présentation de l’article 
 
Après la présentation des propriétés physico-chimiques du système solvant Arizona vert composé de 
limonène, d’acétate d’éthyle, d’éthanol et d’eau, l’objet de cette section est de présenter le second volet 
de la série de publications traitant de l’utilisation en CPC de ce nouveau système solvant alternatif. 
L’article présenté ci-après, nommé « Limonene in Arizona liquid systems used in countercurrent 
chromatography – II. Polarity and stationary phase retention » (28) est paru en 2014 dans la revue 
Analytical and Bioanalytical Chemistry.  

Dans cette deuxième publication, le système solvant Arizona vert est évalué directement sur des 
appareils hydrodynamiques et hydrostatiques en réalisant la séparation des trois solutés tests issus de la 
gamme de composés Guess utilisés lors de la mise en place de la preuve de concept de la nouvelle 
méthodologie changement d’échelle : le new coccine red, l’aspirine et la coumarine. Des systèmes 
solvant de différentes polarités sont testés sur les deux types d’appareillages afin d’étudier et de 
comparer l’influence de différents paramètres tels que la différence de densité sur le taux de phase 
stationnaire, la résolution entre les pics ou la pression. Un comparatif des coefficients de partage de 
l’aspirine et de la coumarine entre le système Arizona classique et le système Arizona vert est également 
réalisé afin d’évaluer la différence de polarité entre ces deux systèmes solvant. 
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3.2.2.2. Conclusion 
 

Le système Arizona est un système composé de 4 solvants mélangés en 23 proportions initiales 
différentes numérotées de A à Z. Deux types de système solvant Arizona sont testés ici : le système 
Arizona classique composé d’heptane, d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’eau et le système Arizona 
vert, dont l’heptane a été remplacé par du limonène et le méthanol par de l’éthanol, tous deux d’origine 
bio-sourcée. Le système Arizona est un système solvant permettant de balayer de manière linéaire toute 
une gamme de polarité, comme en témoigne la variation des coefficients de partage de l’aspirine et de 
la coumarine en fonction de la proportion initiale en solvants. Ce propos est constaté autant sur le 
système Arizona classique que sur le système Arizona vert.  

La mesure des coefficients de partage des solutés testés dans cet article permet également de constater, 
à proportions initiales constantes, que les systèmes solvant Arizona classique et vert comportent une 
différence de polarité entre eux. En effet, le système vert apparait plus polaire que le système classique, 
mettant en évidence une différence d’une à deux lettres entre eux. Par conséquent, un système solvant 
Arizona vert R correspond, en termes de polarité, à un système solvant Arizona classique P.  Le système 
Arizona M classique utilisé lors de la mise en place de la méthodologie de scale-up se situe quant à lui 
entre un Arizona vert M et un Arizona P vert. 

Il est possible d’utiliser le système solvant Arizona vert en système hydrodynamique mais uniquement 
dans la gamme de polarité comprise entre les lettres A et P. Dans ce cadre-là, les systèmes M et P ont 
pu être testés avec succès, apportant un taux de phase stationnaire compris entre 20 et 45 %, permettant 
ainsi la séparation des trois solutés test new coccine red, aspirine et coumarine. Ces valeurs permettent 
de confirmer les propos annoncés dans les deux articles précédents (26, 27) : tant que la différence de 
densité entre les deux phases du système est supérieure à 0,05, il est possible de retenir un minimum de 
phase stationnaire sur système hydrodynamique. En dessous de cette valeur, la phase stationnaire ne 
peut être retenue, comme ceci est le cas pour les systèmes solvant plus riches en limonène que le système 
solvant Arizona P. De plus, il a été constaté lors des expériences réalisées dans le cadre de cet article 
que plus la différence de densité est grande, plus le taux de phase stationnaire est important. 

Les essais en systèmes hydrostatique ont permis de montrer qu’il était possible de retenir la phase 
stationnaire de tous les systèmes Arizona vert comportant deux phases (de A à W), quel que soit la 
valeur de la différence de densité. La faible différence de densité entre les phases supérieures et 
inférieures apparait même être un avantage pour les systèmes hydrostatiques puisqu’elle permet de 
n’engendrer que très peu de pression au sein de la colonne et donc d’apporter une force centrifuge 
maximale. Comme montré dans la publication précédente (27), les systèmes X, Y et Z ne comportent 
qu’une seule phase et sont donc inutilisables. 

L’utilisation du système solvant Arizona vert permet également de constater des différences entre les 
appareillages de types hydrodynamique et hydrostatique. Tout d’abord, sur les systèmes hydrostatiques, 
il est possible pour l’utilisateur de travailler à des débits beaucoup plus rapides que sur les systèmes 
hydrodynamiques, engendrant des durées de séparation beaucoup plus faibles. De plus, à polarité 
donnée, le taux de phase stationnaire apparait beaucoup plus important en système hydrostatique, tandis 
que les systèmes hydrodynamiques possèdent l’avantage d’être beaucoup plus efficaces. Le taux de 
phase stationnaire et l’efficacité ayant tous deux une grande importante dans la résolution entre les pics 
chromatographiques, les deux types d’appareillage se valent donc et permettent d’avoir une résolution 
équivalente entre les pics d’aspirine et de coumarine. 
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L’utilisation du système solvant Arizona vert s’avérant possible en CPC, nous avons choisi pour la suite 
de le valoriser. La purification du carnosol sera ainsi réalisée non plus avec des solvants pétroliers mais 
avec des solvants verts, en remplaçant les solvants problématiques par d’autres solvants plus respectueux 
de l’Homme et de l’environnement. 

 

3.3. Application du système solvant Arizona vert à la purification 
du carnosol 

 

Au cours du chapitre 2, nous avons pu développer une méthode de purification du carnosol provenant 
d’un extrait éthanolique de romarin, que nous avons pu monter ensuite en échelle au cours du chapitre 
3. Cependant, cette méthode de purification, bien qu’économique car réalisée à l’aide de solvants peu 
chers reste peu écologique puisque deux solvants, l’heptane et le MTBE sont issus de ressources fossiles. 
Ainsi, il peut être intéressant de redévelopper une nouvelle méthode en privilégiant des solvants verts 
et/ou d’origine bio-sourcée, plus écologiques et bien souvent moins toxiques pour l’homme.  

Dans cette section, nous nous proposons donc de remplacer le système solvant 
heptane/MTBE/éthanol/eau par le système Arizona vert (limonène/acétate d’éthyle/éthanol/eau) 
développé au préalable dans les publications (27) et (28). En effet, nous avons pu montrer précédemment 
que le limonène possédait une polarité quasi-équivalente à celle de l’heptane (log Po/w limonène = 4,58 et 
log Po/w heptane = 4,50) et que les diagrammes ternaires heptane/méthanol/eau et limonène/méthanol/eau 
étaient similaires (26, 27). Concernant les polarités du MTBE et de l’acétate d’éthyle, celles-ci sont 
relativement similaires puisque le log Po/w MTBE est de 0,94 (32) tandis que le log Po/w acétate d’éthyle est de 
0,78 (27). Foucault montre notamment dans son livre que ces deux solvants peuvent être utilisés dans 
des systèmes solvants de polarités proches tel qu’illustré par la comparaison des diagrammes ternaires 
MTBE/acétonitrile/eau et acétate d’éthyle/acétonitrile/eau, tous deux de polarité intermédiaire (10). 
L’acétate d’éthyle faisant partie de la liste des solvants verts selon Aubry et al. (2) (Tableau 26), il 
apparait donc comme une bonne alternative au MTBE.  

Afin de choisir le système solvant Arizona vert approprié, c'est-à-dire dans les bonnes proportions, des 
shake-flasks seront dans un premier temps réalisés. Un test de purification par CPC sera ensuite effectué 
avant d’analyser les fractions récoltées par HPLC afin d’estimer la pureté du carnosol collecté. 

                                                                                                                                                                                               

3.3.1.1. Shake-flasks 
 

Des shake-flasks sont dans un premier temps réalisés sur deux systèmes solvant Arizona vert choisis 
dans une gamme de polarité intermédiaire : le système Arizona vert N, composé de limonène/acétate 
d’éthyle/éthanol/eau en proportions 1/1/1/1 (v/v) et le système Arizona vert P, composé de 
limonène/acétate d’éthyle/éthanol/eau en proportions 6/5/6/5 (v/v) (Figure 59). Les coefficients de 
partage des solutés présents sur les chromatogrammes sont calculés pour chaque système solvant afin 
de pouvoir estimer la séparation entre le carnosol et les autres impuretés (Tableau 29 et Tableau 30).  
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Figure 59 : Chromatogramme HPLC des phases supérieures et inférieures lors de shake-flasks sur les systèmes 
solvants Arizona vert N (haut) et P (bas). Conditions HPLC en chapitre 2. 

L’observation de la Figure 59 montre que pour les deux systèmes solvant Arizona vert, seulement 
quelques composés dont le carnosol se partagent dans la phase supérieure. En calculant la valeur des 
coefficients de partage théorique, on observe que le système solvant le plus polaire (Arizona N) entraine 
des coefficients de partage en mode descendant plus importants que le système solvant le moins polaire 
(Arizona P) (Tableau 29 et Tableau 30).  

 

Phase supérieure Arizona vert P 
Phase inférieure Arizona vert P 

Carnosol 

Limonène 

Phase supérieure Arizona vert N 
Phase inférieure Arizona vert N 

Carnosol 

Limonène 

1/1/1/1 (v/v) 

6/5/6/5 (v/v) 
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Tableau 29 : Résultats du shake-flask réalisé à l’aide du système solvant Arizona vert N. Les calculs de 
coefficient de partage sont réalisés pour une utilisation du système solvant en mode descendant (phase 

stationnaire supérieure). 

Composé 
Temps 

rétention 
(min) 

Aire du pic 
en phase 

supérieure 

Aire du pic 
en phase 
inférieure 

Kdthéorique              
(mode descendant) 

 < 36,92   Kd < 1 
 36,92 86,2 80,6 1,1 
 38,68 177,3 45,8 3,9 

Carnosol 41,37 275,0 23,6 11,6 
 41,82 64,3 11,5 5,6 
 43,50 102,3 7,4 13,9 

 

Tableau 30 : Résultats du shake-flask réalisé à l’aide du système solvant Arizona vert P. Les calculs de 
coefficient de partage sont réalisés pour une utilisation du système solvant en mode descendant (phase 

stationnaire supérieure). 

Composé 
Temps 

rétention 
(min) 

Aire du pic 
en phase 

supérieure 

Aire du pic 
en phase 
inférieure 

Kdthéorique              
(mode descendant) 

 < 38,68   Kd < 1 
 38,68 109,9 49,8 2,2 

Carnosol 41,37 259,9 38,3 6,8 
 41,82 56,3 12,8 4,5 
 43,50 105,9 8,7 12,2 

 

Afin de vérifier cette tendance, des shake-flasks sont réalisés sur d’autres systèmes de la gamme Arizona 
vert. Les coefficients de partage du carnosol sont regroupés dans le Tableau 31. L’observation des 
résultats confirme bien que plus le système solvant est polaire, plus le coefficient de partage du carnosol 
est important.  

Afin de pouvoir séparer le carnosol des autres impuretés de la matrice, il est important que son 
coefficient de partage théorique ne soit pas trop faible pour pouvoir le différencier des composés les 
plus polaires (temps de rétention compris entre 0 et 35 minutes lors de l’analyse HPLC). Il ne faut 
également pas que le coefficient de partage théorique du carnosol soit trop important afin de ne pas 
travailler sur des temps de purification trop longs. Enfin, le coefficient de partage du carnosol doit être 
assez éloigné des coefficients de partage des impuretés de polarité proche afin de pouvoir les séparer 
par CPC. 
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Tableau 31 : Valeur des coefficients de partage théoriques du carnosol sur différents systèmes solvant Arizona 
vert classés par polarité décroissante. Les calculs de coefficient de partage sont réalisés pour une utilisation du 

système solvant en mode descendant. 

Système 
solvant Arizona 

vert 

Proportions (v/v) Kd théorique Carnosol         
(mode descendant) Limonène Acétate 

d’éthyle Ethanol Eau 

K 1 2 1 2 46,3 
L 2 3 2 3 17,5 
N 1 1 1 1 11,6 
P 6 5 6 5 6,8 
R 2 1 2 1 1,0 
T 3 1 3 1 0,7 

 

Le système solvant Arizona vert P semble être celui qui comporte le meilleur compromis. En effet, le 
coefficient de partage du carnosol est assez différent des autres impuretés pour pouvoir le séparer           
(Kd théorique carnosol = 6,8 contre des impuretés dont les coefficients de partage sont de 12,2 ; 4,5 ; 2,2               
et < 1). Le système solvant Arizona vert N semble moins favorable car le coefficient de partage du 
carnosol devient beaucoup trop important (Kd théorique carnosol = 11,6). Les systèmes plus apolaires tels que 
les systèmes Arizona vert R et T sont également à éliminer car ils ne permettent pas un coefficient de 
partage assez important du carnosol. Dans ces systèmes solvant, il est en effet ≤ 1, ne permettant pas 
l’isolement du carnosol par rapport aux impuretés les plus polaires. 

Le choix du système solvant ayant été réalisé, un essai de séparation des composants du romarin peut 
être réalisé à l’aide du système solvant Arizona P vert. 

 

3.3.1.2. Injection CPC 
 

Le système solvant Arizona vert P ayant été sélectionné lors des essais par shake-flask, ce dernier peut 
à présent être testé en CPC. Les conditions opératoires utilisées pour cette expérience sont de 3000 rpm 
et 3 mL/min, permettant un taux de phase stationnaire optimal de 65 %, conformément aux résultats 
obtenus dans la publication (28). 

Une injection de 1 mL de la phase supérieure de la solution de romarin à 500 mg/mL dissoute dans 50% 
de phase supérieure et 50% de phase inférieure du système solvant Arizona vert P est réalisée. Le 
système de détection utilisé ici n’est pas un détecteur UV mais un détecteur évaporatif à diffusion de 
lumière (DEDL). En effet, le limonène absorbant à 210 nm, il est impossible de détecter le carnosol par 
spectrométrie UV, dont le maximum d’absorption se situe à cette même longueur d’onde. Le DEDL 
étant un détecteur destructif, un split est mis en place afin de pouvoir collecter 1 mL d’extrait par minute 
tandis que 2 mL est envoyé au DEDL par minute.  

Le coefficient de partage théorique du carnosol calculé lors des shake-flasks en HPLC est de 6,8. Pour 
un taux de phase stationnaire de 65 %, le volume de rétention théorique est calculé à 167 mL soit un 
temps de rétention d’environ 56 minutes. Une collecte des fractions est ainsi réalisée toutes les deux 
minutes entre 0 et 65 minutes. Le chromatogramme issu de la séparation CPC est visible Figure 60. 
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On note qu’il existe un décalage entre la détection au DEDL et la collecte, la fraction 2 démarrant à          
t = 1,4 minute sur le chromatogramme CPC. 

L’observation du chromatogramme montre de nombreux pics co-élués entre 4 et 50 minutes. Aucun pic 
n’apparaissant aux alentours de 56 minutes, c’est l’injection HPLC de l’intégralité des fractions collectée 
en sortie de CPC qui permettra de mettre en évidence la présence ou non de carnosol entre les fractions 
1 à 32. 

 

 

Figure 60 : Chromatogramme CPC de l’injection de 1 mL de phase supérieure de l’extrait de romarin à purifier 
préparé à 500 mg/mL dans 50% de phase supérieure et 50% de phase inférieure du système solvant Arizona vert 
P. Conditions opératoires : 3000 rpm, 3 mL/min, système solvant Arizona P mode descendant, détection DEDL 

température 100 °C, gain 1, Sf = 58 %, P = 55 bar. Les différentes fractions collectées sont représentées 
directement sur le chromatogramme. 

 

3.3.1.3. Analyse HPLC 
 

Les différentes fractions récoltées en sortie de CPC (Figure 60) sont analysées par HPLC (Figure 61). 
En réalisant la comparaison avec l’injection d’un standard de carnosol mais aussi en observant le spectre 
UV du pic HPLC situé à un temps de rétention de 41,6 minutes, on constate que le carnosol est détecté 
entre les fractions 13 et 18, soit entre 23,4 et 35,4 minutes. La fraction comportant le plus de carnosol 
est la fraction 15. Les informations révélées par l’analyse HPLC permettent de montrer que le carnosol 
se situe sur le chromatogramme CPC au niveau du pic dont le maximum se trouve à un temps de 
rétention de 28,6 minutes (Figure 60). 

 

Numéro de fraction : 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 327 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 221 2 3 4 5 6 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Carnosol        
tR = 28,6 min 
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Figure 61 : Chromatogrammes HPLC des différentes fractions du romarin purifiées en CPC à l’aide du 
système solvant Arizona vert P en mode descendant à 3000 rpm, 3 mL/min. Conditions HPLC en 

chapitre 2. 

Blanc phase mobile 
(phase inférieure) 

Fraction 13      
t = 23,4 min 

Fraction 14       
t = 25,4 min 

Fraction 15      
t = 27,4 min 

Fraction 16      
t = 29,4 min 

Fraction 17      
t = 31,4 min 

Fraction 18      
t = 33,4 min 

Limonène 

Carnosol 

Impureté 
précédent le 

carnosol en CPC 

Pics liés au système 
solvant 

Pics liés au système 
solvant 
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En se basant sur le temps de rétention du pic le moins retenu en CPC, le taux de phase stationnaire 
contenu dans la colonne est calculé à 58 %, soit une quantité de phase stationnaire légèrement inférieure 
aux résultats obtenus dans la publication (28). Le maximum du pic chromatographique du carnosol en 
CPC se trouvant à 28,6 minutes, la valeur du coefficient de partage réel est calculée à 3,5. La différence 
entre le coefficient de partage théorique (Kd théorique = 6,8) et la mesure du coefficient de partage 
expérimental (Kd expérience = 3,5) peut s’expliquer par une légère perte de phase stationnaire (ou flooding) 
au cours de l’opération de CPC, sous-estimant alors le coefficient de partage mesuré lors de l’opération 
de purification du carnosol. Cette perte de phase stationnaire est en effet observée dans les tubes de 
collecte. Elle est probablement due à l’injection de l’échantillon, qui comme beaucoup d’extraits 
naturels peut provoquer la formation d’émulsions, empêchant le système biphasique de décanter 
correctement au sein de la colonne et par conséquent la bonne rétention de la phase stationnaire (33). La 
différence entre les valeurs des coefficients de partage théorique et expérimental pourrait également 
s’expliquer par le fait que le calcul du coefficient de partage par shake-flask ne permet de donner qu’une 
estimation. Même si la valeur théorique du coefficient de partage est souvent proche de la valeur réelle, 
une légère différence est souvent observée. 

Les injections HPLC des différentes fractions CPC collectées peuvent être comparées au blanc de phase 
mobile CPC afin de mettre en évidence les impuretés provenant des différentes étapes de la purification 
(système solvant, préparation de l’échantillon à purifier, purification par CPC et/ou injection HPLC). 
Ainsi, l’observation des fractions 14 à 18 (Figure 61) permet de montrer que ces dernières ne comportent 
que du carnosol et des impuretés aussi retrouvées dans le blanc. Le carnosol a donc pu être isolé des 
autres impuretés contenues dans l’échantillon de romarin à purifier. Il sera essentiel de s’assurer que les 
impuretés du solvant disparaissent lorsque celui sera éliminé. 

L’observation du chromatogramme CPC et l’analyse des fractions par HPLC permettent également de 
souligner la présence d’une co-élution entre le pic de carnosol et le pic précédent. Une impureté est en 
effet visible au niveau des fractions 12 et 13 en CPC (tR impureté = 23 minutes) et à un temps de rétention 
de 42 minutes en HPLC. La présence de cette impureté réduit légèrement le taux de récupération du 
carnosol pur. Cette co-élution pourrait probablement être évitée si la rétention du carnosol était 
augmentée avec un système solvant plus polaire tel que le système Arizona vert N, comme le montre le 
Tableau 31. 

 

3.3.1.4. Conclusion 
 

La purification du carnosol provenant d’un extrait de romarin a pu être réalisée par CPC à l’aide d’un 
système solvant vert alternatif au système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau. Ce système solvant vert 
est composé de limonène, d’acétate d’éthyle, d’éthanol et d’eau en proportions 6/5/6/5 (v/v), également 
appelé système Arizona vert P. Cependant, même si les fractions de carnosol semblent pour la plupart 
pures, l’utilisation d’un système solvant légèrement plus rétentif pourrait permettre de séparer cette 
molécule d’intérêt de l’impureté précédente de manière plus nette afin d’approcher un taux de 
récupération de 100 %. Ainsi, un système solvant Arizona vert comportant légèrement moins de 
limonène et d’éthanol (plus polaire) tel que le système N pourrait être utilisé.  

Le calcul du taux de phase stationnaire au sein de la colonne mais aussi du volume de rétention du 
carnosol lors de la purification par CPC nous a permis de calculer le coefficient de partage expérimental 
et de le comparer au coefficient de partage théorique déterminé lors de la réalisation des shake-flasks. 
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La différence entre les deux coefficients de partage peut s’expliquer par une estimation trop 
approximative du Kd théorique par shake-flask mais aussi par une perte de phase stationnaire continue lors 
de l’opération de purification (flooding), probablement liée à l’injection de l’échantillon, et sous-
estimant la valeur réelle du Kd carnosol. Malgré cette différence entre les coefficients de partage, 
l’utilisation de shake-flasks apparait essentielle car elle permet d’avoir une bonne estimation de la 
qualité de séparation des systèmes solvant avant de réaliser des essais directement en CPC, et donc 
d’user moins de solvants et d’échantillons que lors de la réalisation directe d’une purification par CPC. 
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6. Conclusion et perspectives 
 

Dans ce chapitre, nous avons pu voir que dans l’objectif de travailler avec des solvants plus respectueux 
en CPC, il était possible de substituer des solvants d’origine pétrolière et toxiques pour l’homme et 
l’environnement par des solvants verts, souvent d’origine agro-sourcée. Ainsi à travers la présentation 
de trois publications, nous avons pu montrer que l’heptane était substituable par le limonène, un solvant 
issu des déchets de l’industrie des agrumes. Nous avons également pu remplacer le système solvant 
Arizona composé d’heptane, d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’eau par un système solvant Arizona 
vert composé de limonène, acétate d’éthyle, éthanol et eau. Ces deux systèmes Arizona possèdent des 
propriétés légèrement différentes, telles que la différence de densité entre les phases supérieures et 
inférieures du système biphasique ou la polarité des phases. Ces différences engendrent des 
modifications de tenue de phase stationnaire sur systèmes hydrostatiques, appareils supportant mal les 
systèmes solvants à faible différence de densité, mais aussi une légère modification de la polarité du 
système, rendant un système Arizona P classique équivalent en termes de sélectivité à un système 
Arizona R vert.  

Les résultats satisfaisants obtenus lors de la séparation de solutés tests à l’aide du système solvant 
Arizona vert en CPC (bon taux de phase stationnaire pour une pression faible) nous ont ensuite conduits 
à tester ce système en conditions réelles sur la purification du carnosol. La séparation, initialement 
réalisée à l’aide du système solvant heptane/MTBE/éthanol/eau, a ainsi pu être réalisée à l’aide du 
système solvant Arizona vert, en remplaçant l’heptane par du limonène et le MTBE par de l’acétate 
d’éthyle. En utilisant la méthode des shake-flasks, il a été possible de sélectionner une composition du 
système solvant Arizona vert appropriée, afin de séparer la molécule cible des impuretés de la matrice 
végétale. Dès lors, la purification a pu être réalisée par CPC en réutilisant les conditions opératoires 
préalablement déterminées lors des tests préliminaires présentés sur la publication. D’après les analyse 
HPLC des fractions récoltées en sortie de CPC ont pu montrer que cette molécule cible a pu être isolée 
de manière pure, avec seulement une légère co-élution en amont du pic de carnosol, diminuant le taux 
de récupération.  

Une étude plus approfondie pourrait être envisagée afin d’améliorer la qualité de séparation du carnosol 
avec l’impureté précédente et afin d’améliorer le taux de récupération du carnosol. Pour cela, un système 
solvant plus rétentif pourrait être testé selon le développement de la méthode réalisée au cours du 
chapitre 2. 
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Conclusion générale et perspectives 
 

Ces travaux de thèse ont permis d’aborder différents aspects de la chimie verte à travers la réalisation 
de la purification de produits naturels par chromatographie de partage centrifuge et plus particulièrement 
à travers l’exemple du carnosol provenant d’un extrait de romarin.  

Ainsi, une méthode de purification de cette molécule d’intérêt a dans un premier temps pu être mise en 
place sur un appareil CPC de petit volume, dans le but de réaliser des développements de méthodes de 
manière rapide, tout en consommant peu d’échantillon, de solvants et rejetant donc moins de déchets. 
Cette méthode a permis d’isoler une quantité égale à 1 mg de carnosol à l’aide d’un rotor de 35 mL, 
avec un taux de récupération et une pureté proches de 100%. Ces travaux ont également été l’occasion 
de montrer quels étaient les outils permettant de réaliser un développement de méthode en CPC, à travers 
le choix et la construction du système solvant approprié, le choix des conditions opératoires initiales en 
CPC, le test de séparation en conditions réelles et la collecte des solutés en sortie de colonne afin d’en 
déterminer leur pureté à l’aide de méthodes d’analyses telles que l’HPLC.  

En second lieu,  nous avons pu mettre en place une nouvelle méthodologie de changement d’échelle en 
CPC, permettant le transfert d’une méthode de purification d’un petit rotor à un rotor de plus grand 
volume. L’utilisation d’une telle méthodologie comporte l’avantage de pouvoir augmenter de manière 
efficace la productivité d’une méthode de purification, permettant ainsi de réduire la consommation 
d’échantillon, de solvants, d’énergie et la production de déchets chimiques. Contrairement aux systèmes 
hydrodynamiques, le changement d’échelle en système hydrostatique s’avère complexe, du fait de la 
fréquente variation de design, de volume et du nombre de cellules entre les rotors de CPC. La 
méthodologie développée au sein du laboratoire, basée sur l’observation expérimentale du 
comportement de chaque rotor, permet de choisir les conditions opératoires indépendamment d’un 
instrument à l’autre. Après avoir réalisé le développement d’une méthode de purification sur un rotor 
analytique et déterminé l’espace disponible entre le pic du soluté à purifier et les impuretés 
environnantes, une étude de charge est réalisée sur le même appareil afin de déterminer la quantité 
maximale injectable en fonction du cahier des charges de l’utilisateur. La seconde étape de la 
méthodologie est réalisée sur le rotor semi-préparatif ou préparatif sur lequel la méthode doit être 
transférée. Tout d’abord, à travers la réalisation de quelques injections analytiques, il est possible de 
choisir les conditions opératoires permettant à l’utilisateur CPC de s’approcher au mieux de son objectif 
de production. Dès lors, par la réalisation d’un calcul simple, ce dernier peut définir la quantité maximale 
injectable sur le rotor de grand volume, en se basant sur les injections analytiques des deux rotors étudiés 
et la quantité maximale injectable sur petit rotor. Cette opération permet d’isoler le soluté d’intérêt à 
échelle préparative, avec la même pureté que sur le rotor analytique. Après la mise en place de la preuve 
de concept sur des solutés tests, la méthodologie de changement d’échelle a pu être mise à l’épreuve et 
validée avec succès sur un mélange concret et complexe : la purification du carnosol issu d’un extrait 
de romarin. Il a ainsi été possible de produire sur un rotor préparatif 23 fois plus grand que le rotor 
analytique, jusqu’à 45 mg de carnosol purifié sur une opération, soit une quantité 32 fois plus importante, 
et de travailler jusqu’à une productivité optimale de 50 mg de carnosol/h soit une productivité 16 fois 
plus grande en consommant seulement 10 fois plus de solvants. 

La dernière partie de ce manuscrit est consacrée à la substitution de solvants dangereux pour l’homme 
et l’environnement par des solvants verts, souvent d’origine agro-sourcée. Les différentes études 
comparatives réalisées ont permis de montrer qu’il était possible de remplacer l’heptane, un solvant 
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d’origine pétrolière, par du limonène, issu de déchets de l’industrie agroalimentaire. Dès lors, en se 
basant sur le  système solvant Arizona classique, composé d’heptane, d’acétate d’éthyle, de méthanol et 
d’eau, nous avons pu mettre en place un nouveau système solvant appelé Arizona vert, composé de 
limonène, d’acétate d’éthyle, d’éthanol et d’eau, tous issus de la liste des solvants verts réalisée par 
Aubry. La comparaison des deux types de systèmes solvants n’a mis en évidence que de très faibles 
divergences en termes de polarité. La différence de densité entre les phases supérieures et inférieures 
apparait quant à elle beaucoup plus faible sur le système Arizona vert, ne permettant une utilisation de 
la gamme complète du système solvant que sur système hydrostatique (CPC). La suite de l’étude a 
consisté à substituer les solvants utilisés pour la purification du carnosol par le système solvant Arizona 
vert en remplaçant l’heptane par du limonène et le MTBE par de l’acétate d’éthyle, dont la polarité est 
similaire. Les résultats de la séparation par CPC ont permis d’isoler de manière pure la molécule de 
carnosol à l’aide de ce nouveau système solvant, avec un taux de récupération légèrement inférieur aux 
résultats obtenus précédemment. Le possible emploi de ce système solvant vert apparait donc très 
encourageant, puisqu’il semble qu’une légère modification des proportions utilisées devrait suffire à 
améliorer le taux de récupération.  

Les études présentées dans ce travail permettent d’envisager plusieurs perspectives : 

(1) Tout d’abord, la méthodologie de changement d’échelle en CPC mise en place au laboratoire 
n’a pour l’instant été validée qu’en mode élution. Il serait intéressant de rechercher comment 
l’appliquer sur d’autres modes d’utilisation des appareils de CPC tels que le pH-zone refinnig 
ou en mode élution-extrusion.  
 

(2) Ensuite, la chromatographie de partage centrifuge étant une technique préparative, nous avons 
pu voir qu’il y avait un intérêt certain à réaliser une optimisation des conditions opératoires afin 
de pouvoir atteindre un objectif de production (productivité maximale, charge maximale par 
opération, etc.). Ces conditions opératoires optimales ne peuvent actuellement être déterminées 
qu’expérimentalement, ce qui oblige l’utilisateur à injecter une petite quantité d’échantillon et 
donc utiliser une certaine quantité de solvants. Il serait ainsi très intéressant de pouvoir prédire 
les conditions opératoires optimales en fonction du type de rotor et du système solvant afin de 
réduire au maximum le nombre d’injections. 
 

(3) Enfin, d’autres études de substitution de solvants pourraient également être menées afin de 
pouvoir donner aux utilisateurs CPC l’opportunité d’employer systématiquement des solvants 
peu dangereux voire inoffensifs, en privilégiant par exemple l’utilisation d’eau ou de solvants 
d’origine bio-sourcée. 



 

 

 

  



 

TITRE en français : Eco-purification de produits naturels par CPC : changement d’échelle et solvants 
alternatifs 
 

RESUME en français : 
L’objectif de cette thèse est de mettre en place des outils permettant l’éco-purification de produits 
naturels par chromatographie de partage centrifuge (CPC), une technique préparative permettant la 
séparation de composés grâce à un système solvant constitué de deux liquides non miscibles.  
Ce manuscrit expose dans un premier temps une brève présentation des différentes techniques 
préparatives fréquemment utilisées pour la purification de produits naturels, puis détaille la technique 
de chromatographie de partage centrifuge. Le concept de chimie verte est alors introduit avant d’exposer 
la manière dont il sera pris en compte par la suite. Ainsi, un développement de méthode CPC à petite 
échelle, dans le but de limiter la consommation de solvants et la production de déchets, tout en limitant 
la consommation d’énergie, est illustré par la purification du carnosol issu du romarin. Par la suite, une 
nouvelle méthodologie de changement d’échelle en CPC est introduite, afin de pouvoir augmenter de 
manière efficace la productivité d’une méthode de purification, sans avoir à la redévelopper à grande 
échelle. L’utilisation de cette méthodologie peut notamment permettre à un utilisateur CPC de réduire 
considérablement sa consommation de solvants et d’énergie, tout comme sa génération de déchets 
chimiques. Cette méthodologie de changement d’échelle est appliquée dans le cadre de la purification 
du carnosol développée en amont. Enfin, la dernière partie de ces travaux est consacrée à la substitution 
de solvants d’origine pétrolière, par des solvants plus respectueux de l’environnement, principalement 
d’origine agro-sourcée.  
 

TITRE en anglais : Natural products eco-purification by CPC : scale-up and alternative solvents 
 

RESUME en anglais : 
The main objective of this thesis is to propose some clues for natural products eco-purification by 
centrifugal partition chromatography (CPC), a preparative separation technique that uses a biphasic 
solvent system. 
First, the manuscript describes the differents preparative techniques commonly used for natural products 
purification. Then, the centrifugal partition chromatography technique is detailed. The green chemistry 
concept is subsequently introduced and discussed in regard to its application in purification process. A 
method development is realized on a small scale CPC, illustrating the reduction of solvent consumption 
and waste production, through the carnosol purification from rosemary. Later, a new scale-up 
methodology for CPC is introduced to efficiently transfer the method on larger instrument and increase 
production. This new methodology will allow for a CPC user to reduce solvent and energy consumption 
and chemical wastes discharges. This scale-up methodology is then applied to carnosol purification from 
a rosemary solid extract. Finally, the last part of this manuscript is devoted to petroleum solvents 
substitution by more environmentally friendly solvents like bio-sourced solvents. 
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