
HAL Id: tel-03166445
https://theses.hal.science/tel-03166445

Submitted on 11 Mar 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Production d’extraits non colorés de plantes enrichis en
composés bioactifs. Investigation des techniques

d’extraction modernes (US, MO, SFE, PLE)
Thibault Lefebvre

To cite this version:
Thibault Lefebvre. Production d’extraits non colorés de plantes enrichis en composés bioactifs. In-
vestigation des techniques d’extraction modernes (US, MO, SFE, PLE). Autre. Université d’Orléans,
2020. Français. �NNT : 2020ORLE3062�. �tel-03166445�

https://theses.hal.science/tel-03166445
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

 

 

 

UNIVERSITÉ D’ORLÉANS 
 

ÉCOLE DOCTORALE SANTE, SCIENCES BIOLOGIQUES ET CHIMIE DU 
VIVANT (SSBCV) 

Institut De Chimie Organique Et Analytique - ICOA UMR7311 

THÈSE  présentée par : 

Thibault LEFEBVRE 
 

soutenue le : 27 novembre 2020 

 

pour obtenir le grade de : Docteur de l’Université d’Orléans 

Discipline/ Spécialité : Chimie Analytique et Phytochimie 
 

Production d'extraits non colorés de 
plantes enrichis en composés bioactifs. 
Investigation des techniques d’extraction 

modernes (US, MO, SFE, PLE) 
 

THÈSE dirigée par : 
Pr. DESTANDAU Emilie Professeur, Université d’Orléans 

Dr. LESELLIER Eric Maitre de conférences, Université d’Orléans 

RAPPORTEURS : 
Dr. SUBRA-PATERNAULT Pascale Directeur de recherche, Université de Bordeaux 
Pr. CHEMAT Farid Professeur, Université d’Avignon 

 
 

JURY : 
Dr. SUBRA-PATERNAULT Pascale Université de Bordeaux, Rapporteur  
Pr. CHEMAT Farid Université d’Avignon, Rapporteur 

Dr. BOUDESOCQUE-DELAYE Leslie Université de Tours, Examinateur 

Dr. TORIBIO Alix Chanel Parfums Beauté , Examinateur 

Pr. DESTANDAU Emilie Université d’Orléans, Co-directeur de thèse 

Dr. LESELLIER Eric Université d’Orléans, Co-directeur de thèse 

  



 

 

2 

  



 

 

3 

  



 

4 



Remerciements 

 

5 

REMERCIEMENTS 

Ces trois années de thèse furent pour moi épanouissantes, autant sur le plan 

intellectuel que personnel. Je tiens à remercier les personnes qui en sont responsables en 

espérant n’en oublier aucune. 

Tout d’abord, je tiens à remercier les différents membres du jury qui ont accepté 

d’évaluer ces travaux de thèse. Merci à Pascale Subra-Paternault et Farid Chemat qui sont 

rapporteurs ainsi qu’à Leslie Boudesocque et Alix Toribio qui sont examinateurs. 

En 2017, Emilie Destandau et Eric Lesellier m’ont sélectionné afin de travailler, à 

leurs côtés, sur ce projet de thèse. Je tiens à remercier mes directeurs de thèse pour la 

confiance qu’ils ont placée en moi en me donnant la possibilité de vivre, à leur côté, cette 

grande expérience qu’est le doctorat. C’est grâce à leurs enseignements, leur patience et 

leur sympathie que j’ai pu vivre trois belles années.  

Deux directeurs, deux spécialités et deux personnalités 

Emilie, je te remercie pour tous nos échanges qu’ils soient scientifiques ou non. Tu 

étais là pour répondre à mes questions ou pour me rassurer lorsqu’il y avait des baisses de 

moral. Tu m’as permis d’étendre mes connaissances en phytochimie et tu as confirmé mon 

souhait d’évoluer dans ce domaine. 

Eric, tu m’as fait découvrir le monde (merveilleux) des fluides supercritiques avec 

leurs avantages leurs subtilités et leurs complexités. Je te remercie pour ta patience (car il 

en a fallu) pour revoir toutes les notions de chimie analytique. Tu as été un véritable 

professeur et j’ai énormément appris à tes cotés.  

 

Je souhaite aussi remercier Pascal Bonnet, directeur de l’ICOA (Institut de Chimie 

Organique et Analytique), et Reine Nehmé, responsable de l’équipe SAAB (Stratégies 

Analytiques, Affinités et Bioactifs) dans laquelle cette thèse s’est déroulée. Je remercie tous 

les membres de l’équipe : Agnes, Bérengère, David, Laetitia, Reine et Caroline pour les 

différents échanges que l’on a pu avoir, au détour d’un couloir, d’une pause-café ou ailleurs. 

Un remerciement particulier pour Caroline avec qui j’ai eu le plaisir de collaborer pendant 

cette thèse. Je remercie aussi spécialement Reine, David et Bérengère avec qui j’ai partagé 

les joies de l’enseignement lors des séances de travaux pratique des deuxièmes années de 

l’IUT de Chimie d’Orléans.  



Remerciements 

 

6 

Un grand merci à toutes les autres personnes de l’ICOA que j’ai pu côtoyer : Sophie ; 

Christophe, Alain-Michel, Stéphane, Cédric, Florian, Cyril, Laurent et Sandrine. Merci à 

Sophie pour sa patience pour les choses qui me tiennent le plus à cœur, à savoir, les 

démarches administratives. Merci à Alain-Michel et Stéphane pour leur aide dans le 

changement des bouteilles de CO2 . Merci à Florian (et Madeol) pour son aide au niveau 

électronique dans l’amélioration et le développement de nouveaux systèmes (SFC et 

SFE/SFC). Cyril, merci pour toutes nos discussions et les essais réalisés en masse. Enfin, 

merci à Cédric pour son aide et sa disponibilité en cas de problèmes qu’ils soient d’ordre 

instrumental ou informatique. 

 

Je tiens à remercier les non-permanents (docteurs, post-doc, ingénieurs, ATER, 

stagiaires) qui ont fait parti de cet épanouissement intellectuel mais surtout du personnel. Il 

y a BEAUCOUP de personnes que je souhaite remercier pour cela, je vais commencer par 

ceux qui ont déjà quitté l’ICOA : Farah, Nhi et Adrien. Merci Farah pour tous ce qu’on a pu 

partager au labo mais aussi en dehors. Merci petite herbe pour tous les moments passés 

ensemble que ce soit au bureau, lors de Wokasie ou lors d’enterrements de poissons. 

Adrien, je te remercie pour ce qu’on a pu vivre ensemble que ce soit en repas matures, en 

affaires, en D&D et j’en passe. Je remercie aussi toutes les stagiaires qui ont pu participer 

à ce projet : Arwa, Nesrine, Sirine et Carole. 

Ensuite je souhaite remercier mes collègues de bureau qui m’ont supporté (même si 

faut avouer, que je n’y étais pas souvent). Merci à Rouba et Jeremy. Rouba ce fut un plaisir 

de faire les TP avec toi et de partager nos différentes anecdotes. Jeremy, je te remercie 

sincerement pour tout ce que tu fais au labo qui a servi à toute la communauté. Le Wall of 

cake en fait partie mais attention de ne pas déraper dans un régime totalitaire ! Je souhaite 

remercier maintenant mes collègues présents dans l’autre bureau (car j’ai passé beaucoup 

de temps dans votre bureau, en même temps c’était le plus proche de mes instruments et il 

y avait la bouilloire) : Merci Angéline pour ta sympathie et ton sens de l’organisation qui 

permet de réorganiser et ranger le laboratoire lorsque cela est nécessaire. Laurine, merci 

pour ta patience, en particulier lorsque tu étais la seule fille dans le bureau… Merci Ghassan 

pour tous les kebabs et notre amour commun pour l’hymne russe. Et enfin merci à toi, 

Quentin pour ta bonne humeur, ta motivation pour sortir en « afterwork » et ta générosité 

qui m’a permis de colorer le Shimadzu en vert (cette couleur lui va mieux je trouve). Je 

remercie les résidentes du labo plantes. Merci Gaëlle pour ta joie de vivre et ta gentillesse. 

Souhila, je te remercie pour tous les moments sympa que l’on a pu vivre pendant ces trois 



Remerciements 

 

7 

années. Merci aussi d’avoir été présente et à l’écoute lorsque cela était nécessaire. Enfin, 

je vais terminer ce paragraphe en remerciant une personne tellement présente dans les 

labos d’analyse qu’elle est maintenant considérée comme faisant parti de l’équipe 

analytique. Merci beaucoup Mazarine (et Sebastien). On a commencé ce doctorat ensemble 

avec MT180 et on ne s’est jamais quitté. On était là l’un pour l’autre et ça nous a permis 

d’avancer même pendant les moments difficiles.  

Je souhaite maintenant remercier mes amis, hors laboratoire, qui ont su me soutenir 

et m’encourager tout au long de la thèse : Clément, Pauline, Maxence, Grégoire, Yohan et 

Alexandre. J’espère que ces remerciements sont fins et bien dosés. 

Je remercie Margaux pour son soutien pendant ma thèse. Tu as su m’écouter et 

m’encourager lorsque certaines périodes étaient compliquées. Tu es là, avec moi au 

quotidien et ça, ça ne doit pas être facile à vivre... Merci beaucoup pour tout. Je remercie 

aussi Berlioz qui est un bon compagnon de vie et de travail qui m’a beaucoup aidé, 

notamment pendant le confinement. 

Pour finir, je suis et je serais toujours reconnaissant envers mes parents qui m’ont 

donné la possibilité d’être là où j’en suis aujourd’hui. Ils m’ont donné les moyens et la liberté 

de faire ce que je souhaitais et ils ont su me remettre sur le droit chemin lorsque j’avais 

tendance à m’égarer. Je vous dois cette thèse et je ne l’oublierai jamais. 

 

  



Remerciements 

 

8 

 

  



 

9 

LISTES DES COMMUNICATIONS ECRITES ET ORALES 

Cette thèse a été réalisée au sein de l’Institut de Chimie Organique et Analytique 

(Université d’Orléans). Elle a été financée par une bourse de la région Centre-Val de Loire 

dans le cadre d’un Appel à Projets de Recherche (APR-IR) du projet « Khloros » en 

collaboration avec Alban Muller. Cette thèse s’intitule « Production d'extraits de plantes non 

colorés enrichis en composés bioactifs. Investigation des techniques d’extractions 

modernes (US, MO, SFE, PLE) ». Elle a été supervisée par le Pr. Emilie Destandau et Dr. 

Eric Lesellier. 

Dans le cadre de ce projet de recherche, différentes publications et communications 

orales ou par affiches ont pu être réalisées. 

L’intégralité des publications acceptés et soumises sont dans ce manuscrit de thèse. 

 

Publications acceptées 

1) Development of an analytical method for chlorophyll pigments separation by 

reversed-phase supercritical fluid chromatography 

Thibault Lefebvre, Arwa Talbi, Sirine Atwi-Ghaddar, Emilie Destandau, Eric 

Lesellier 

Journal of Chromatography A, Volume 1612, 8 February 2020, 460643 

 

2) Evaluation of the extraction and stability of chlorophyll-rich extracts by 

supercritical fluid chromatography 

Thibault Lefebvre, Emilie Destandau, Eric Lesellier 

Analytical and Bioanalytical Chemistry (2020) 

 

3) Supercritical Fluid Chromatography  development of a predictive analytical tool to 

selectively extract bioactive compounds by Supercritical Fluid Extraction and 

Pressurised Liquid Extraction  

Thibault Lefebvre, Emilie Destandau, Caroline West, Eric Lesellier 

Journal of Chromatography A Volume 1632 (2020) 461582 

  



Listes des communications écrites et orales 

 

10 

4) Selectivity in plant extraction and the influence of modern extraction techniques 

(UAE, PLE, MAE and SFE): A Review 

Thibault Lefebvre, Emilie Destandau, Eric Lesellier 

Journal of Chromatography A, Volume 1635 (2021) 461770 

 

5) Recent development for the analysis and the extraction of bioactive non-volatile 

compounds from Rosemarinus officinalis L. 

Eric Lesellier, Thibault Lefebvre, Emilie Destandau  

Accepté dans Trends in Analytical Chemistry le 16 Decembre 2020 

 

6) Selective extraction of carnosic acid, rosmarinic acid and pigments (carotenoids 

and chlorophylls) from Rosemary by online SFE-SFC 

Thibault Lefebvre, Emilie Destandau, Eric Lesellier 

Accepté dans Journal of Chromatography A le 21 Novembre 2020 

 

Communications orales 

1) Method development of Chlorophyll Pigments Separation by Supercritical Fluid 

Chromatography (SFC) 

T. Lefebvre, A. Talbi, E. Destandau, E. Lesellier 

ISCNP30, Athènes (Grèce), 28/11/2018 

 

2) Mise au point d’une méthode de séparation des pigments chlorophylliens par 

chromatographie supercritique (SFC)  

T. Lefebvre, A. Talbi, E. Destandau, E. Lesellier 

SEP10, Paris (France), 26/02/2019 

Communication par affiche 

Extraction method development for the creation of a bank of extracts  

T. Lefebvre, S. Zubrzycki, M. Bunout, C. Catan, E. Lesellier, E. Destandau  

ISCNP30, Athènes (Grèce), 28/11/2018 

  



Listes des communications écrites et orales 

 

11 

  



Listes des communications écrites et orales 

 

12 

  



 

13 

TABLES DES ILLUSTRATIONS  

Cette table présente seulement les figures qui ne sont pas issues des publications 

 

Figure 1: Squelette des flavonoïdes (à gauche) et des anthocyanes (à droite) ................. 28 

Figure 2: Exemples de carotènes et xanthophylles ........................................................... 28 

Figure 3: Formule semi développée de la chlorophylle a et b ............................................ 29 

Figure 4: Spectres d'absorption UV-Visible des  chlorophylles a et b ................................ 31 

Figure 5: Schéma d'un appareil de Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC)......... 33 

Figure 6: Système développé en 1909 par Mikhail Tswett avec de 1 à 3 des systèmes sous 

pression, 4 par sussions et 5 une séparation type ............................................................. 34 

Figure 7: Photographie des quatre fractions obtenues en SFE avec de gauche à droite la 

fraction riche en: caroténoïdes, acide carnosique, acide rosmarinique et chlorophylles . 142 

 

  



Tables des illustrations 

 

14 

  



 

15 

LISTES DES ABREVIATIONS 

 

ACN : acétonitrile 

EtOH : éthanol 

CLHP : chromatographie liquide haute performance 

MeOH : méthanol 

MeTHF : 2-méthyltétrahydrofurane 

MO : extraction assistée par micro-ondes  

PC : propylene carbonate 

PLE : extraction par liquide pressurisé  

QuEChERS : Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged and Safe 

SFC :chromatographie par fluide supercritique 

SFE : extraction par fluide supercritique 

US : extraction assistée par ultrasons 

UV : ultraviolets 

 

 



 

16 

  



 

17 

TABLE DES MATIERES 

REMERCIEMENTS 5 

LISTES DES COMMUNICATIONS ECRITES ET ORALES 9 

TABLES DES ILLUSTRATIONS 13 

LISTES DES ABREVIATIONS 15 

TABLE DES MATIERES 17 

INTRODUCTION GENERALE 19 

CHAPITRE 1: LA SELECTIVITE EN EXTRACTION 25 

1. Les pigments dans les extraits végétaux .................................................... 27 
2. Problématiques liées aux chlorophylles ...................................................... 29 

2.1. Formulation cosmétique 29 
2.2. Perturbation des analyses dûes aux chlorophylles 30 

3. Les procédés de déchlorophyllation ........................................................... 31 
3.1. Adsorption 31 
3.2. Fractionnement 32 
3.3. Extraction sélective 35 

CHAPITRE 2: ETUDE DES CHLOROPHYLLES ET DE LEURS PRODUITS DE 

DEGRADATIONS 59 

1. Introduction ................................................................................................. 61 
2. Etude de la degradation d’extraits riches en chlorophylles ......................... 61 

3. Etude chromatographique des chlorophylles .............................................. 75 
4. Conclusion .................................................................................................. 84 

CHAPITRE 3: ETUDE ET MODELISATION DES CONDITIONS D’EXTRACTION 

SELECTIVE  87 

1. Introduction ................................................................................................. 89 
2. Le romarin .................................................................................................. 89 

3. Modele de prédiction de conditions selectives .......................................... 107 
4. Conclusion ................................................................................................ 119 

CHAPITRE 4: EXTRACTION SELECTIVE DU ROMARIN 121 

1. Introduction ............................................................................................... 123 

2. Extraction selective du romarin par SFE-SFC .......................................... 123 
3. Conclusion ................................................................................................ 136 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 139 

ANNEXES (1/2) : TABLEAUX CITES DANS L’ARTICLE DU CHAPITRE 1 147 

ANNEXES (2/2) : FIGURES ET TABLEAUX CITES EN SUPPLEMENTARY DATA DANS 

L’ARTICLE DU CHAPITRE 3 161 

BIBLIOGRAPHIE 169 

 



 

18 

 



 

19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION GENERALE 

  



Introduction générale 

 

20 

  



Introduction générale 

 

21 

Depuis plusieurs années maintenant, une tendance vise à substituer des ingrédients 

issus de la pétrochimie par d’autres d’origine végétale, plus écologiques, plus verts. Par 

exemple, il est possible de raffiner à partir de biomasse du glucose et des acides gras qui 

pourront être utilisés pour produire des monomères et polymères qui sont classiquement 

issues de la pétrochimie. Le végétal s’impose alors comme une source prometteuse de 

nouvelles matières premières pour différents domaines. 

L’extraction de végétaux permet de récupérer des substances naturelles afin de les 

utiliser dans différentes applications. Lors de l'optimisation de l'extraction des plantes, 

différents paramètres peuvent être étudiés pour en évaluer l’efficacité. Le paramètre 

principal est le rendement d'extraction (masse extraite vs masse de l'échantillon). 

Cependant, ce paramètre n'est pas spécifique des composés présentant une bioactivitée 

éventuellement recherchée pour un ingrédient cosmétique. Dans certains cas, il est donc 

utile de prendre en compte d'autres paramètres afin d’étudier la sélectivité de l'extraction, 

dans le but d'obtenir des composés plus purs, un extrait enrichi en composés ciblés, ou pour 

éviter l'extraction de composés indésirables.  

Ainsi, lors de l’extraction de composés d’intérêt, les pigments présents dans la plante 

peuvent aussi être extraits. Leur présence peut dans certains cas, perturber des analyses 

chimiques (par exemple : des analyses spectrophotométriques dans le cadre de l’évaluation 

d’activités). La couleur des extraits liée à ces pigments peut aussi être un frein à leur 

utilisation comme par exemple en cosmétique où les formulations blanches sont souvent 

recherchées. 

L’objectif de cette thèse a donc été de développer une méthodologie afin de trouver 

des conditions d’extraction sélective pour récupérer séparément les composés bioactifs et 

les pigments. 

 

Dans le premier chapitre, un état de l’art propose les différentes possibilités pour la 

production d’extraits non colorés. Il est possible d’utiliser des adsorbants afin de piéger 

certaines molécules après extraction. L’extrait peut aussi subir une étape de purification ou 

un fractionnement afin de récupérer un extrait riche en composés bioactifs et pauvre en 

pigments. Après avoir discuté des avantages et inconvénients des différentes possibilités, 

nous avons décidé d’orienter nos axes de recherches vers l’extraction sélective. L’objectif 

est d’extraire directement les composés cibles sélectivement sans procéder dans un second 

temps à une étape de purification ou de piégeage. Une review a été réalisée sur les 
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différents travaux présentant de la sélectivité dans des techniques d’extraction moderne : 

Extraction assistée par micro-ondes (MO), ultrasons (US), par fluide supercritique (SFE), et 

par liquide pressurisé (PLE). L’un des premiers paramètres étudiés est le solvant utilisé. Sa 

polarité va avoir une incidence directe sur les molécules extraites de la plante. Cette 

propriété peut être évaluée selon différents modèles qui sont aussi présentés et comparés. 

Les paramètres physiques induits par les différentes techniques (ex : puissance des ondes 

en microondes, température en ultrasons, etc…) sont ensuite présentés. La deuxième 

moitié de cette review se focalise sur la sélectivité en extraction par fluide supercritique 

(SFE). Cette technique est connue pour être sélective grâce au dioxide de carbone qui est 

utilisé comme solvant d’extraction et dont les propriétés peuvent être modulées en fonction 

de la pression, de la température, ou par l’ajout de co-solvants appelés aussi modificateurs. 

De plus, le dioxide de carbone présente des qualités intrinsèques qui en font un solvant vert. 

En effet, il n’est pas toxique, ce qui est un avantage pour une utilisation en cosmétique, c’est 

un sous-produit industriel peu cher, éventuellement recyclable dans les procédés à grande 

échelle, et qui permet de collecter des fractions concentrées puisqu’après utilisation sous 

pression, il s’évapore naturellement de l’extrait. 

Il existe différents pigments, mais cette thèse s’est focalisée principalement sur une 

famille : les chlorophylles. Dans le deuxième chapitre, l’objectif est de produire un extrait 

riche en chlorophylle qui pourra être utilisé comme « standard » de chlorophylles. Devant la 

difficulté d’obtenir des standards de chlorophylles, la production d’extrait d’une plante riche 

en ces composés semble être la meilleure alternative. Cependant, ces composés se 

dégradent. Il a donc fallu étudier différentes conditions d’extraction (par MO, US, SFE et 

PLE) et de stockage (extrait non évaporé, évaporé avec différentes techniques comme à 

l’azote, évaporateur rotatif…) afin de préserver au maximum les composés natifs. Une fois 

que des conditions permettant de préserver au maximum les chlorophylles natives ont été 

identifiées, les chlorophylles et leurs produits de dégradations ont été étudiés par 

chromatographie en phase supercritique (SFC). Différentes conditions d’élution, notamment 

différents pourcentages de co-solvant, ont été appliquées et l’évolution de la rétention des 

chlorophylles a été étudiée. Le suivi de leur rétention a permis de trouver de bonnes 

conditions de séparation et ainsi de développer une méthode chromatographique d’analyse 

de ces composés et de leur produit de dégradation.  

Pour la suite, le romarin, beaucoup utilisé en cosmétique pour ses molécules ayant 

des propriétés antioxydantes, a été sélectionné afin d’étudier la sélectivité de l’extraction 

par fluide supercritique et de produire des extraits enrichis en bioactifs. Ainsi, le troisième 
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chapitre décrit une première étape vers l’extraction sélective. Dans un premier temps, un 

état de l’art a été réalisé. Une présentation des principaux composés du romarin, de leurs 

différentes utilisations et des solutions permettant leur extraction et leur analyse sont 

présentées. La modélisation des comportements de rétention des chlorophylles par SFC a 

permis de définir des conditions favorables ou défavorables à leur extraction par SFE. Ainsi 

une composition de phase mobile donnant une faible rétention sera une composition qui 

pourra solubiliser et donc extraire facilement les chlorophylles (et réciproquement avec une 

forte rétention qui donnera des conditions défavorables d’extraction). Ce troisième chapitre 

présente donc le développement d’un modèle permettant d’extrapoler des conditions 

d’analyse en conditions d’extraction.  

C’est dans le quatrième et dernier chapitre qu’une étude propose l’extraction 

sélective de composés bioactifs et de pigments chlorophylliens. Utilisant des conditions 

trouvées dans le chapitre précédent, un procédé d’extraction par fluide supercritique a 

permis la production d’extraits riches en composés bioactifs et d’autres riches en pigments. 

Cette étude s’est appuyée sur un couplage extraction/chromatographie supercritique en 

ligne afin de guider l’optimisation des paramètres en suivant les cinétiques d’extraction. 
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1. LES PIGMENTS DANS LES EXTRAITS VEGETAUX 

Les végétaux sont utilisés depuis plusieurs milliers d’années pour une 

multitudes d’applications que ce soit dans l’alimentation, la médecine (par exemple : 

utilisation du pavot comme somnifère [1]), la teinture de textiles, et d’autres encore. 

Cependant la compréhension de ces phénomènes, au niveau biologique et chimique, 

n’est apparue qu’à partir du XIXème siècle. C’est en 1806 que Friedrich Wilhelm 

Sertürner a réussi à isoler la morphine du pavot [2]. C’est cet évènement qui marque 

le début de l’étude de métabolites issues de plantes. [3]. 

Aujourd’hui, deux familles de métabolites sont dissociées : les métabolites 

primaires et secondaires, aussi appelés spécialisés. Les métabolites primaires sont 

impliqués dans les fonctions primaires, donc essentielles, de l’organisme. Ils vont 

participer au développement de la plante et à sa reproduction. Ils vont être formés 

pendant la phase de croissance de la plante. Les métabolites primaires peuvent être 

divisés en trois groupes et sont valorisés dans différentes applications : les lipides, les 

protéines et les glucides. Les métabolites secondaires, eux, ne sont pas essentiels au 

développement, à la croissance et à la survie de la plante. Ces métabolites sont 

synthétisés dans le but de résister aux différents stress pouvant être subits par la 

plante ou l’organisme [4]. Ils peuvent être aussi divisés en trois familles : les terpènes, 

les phénols et les alcaloïdes. 

Les pigments appartiennent aux métabolites secondaires. Il en existe trois 

principaux groupes : 

 Les flavonoïdes sont des molécules colorés allants du rouge à 

l’ultraviolet en passant par le jaune. Les anthocyanes qui sont un sous-groupes des 

flavonoïdes sont des pigments hydrosolubles caractéristiques d’une couleur de rouge 

à bleu. Toutes ces molécules sont constituées d’un squelette carboné avec un 

hétérocycle oxygéné (représenté figure 1), substitué une ou plusieurs fois par divers 

groupements tels que des hydoxyles, des alkyls, des ethers ou des motifs glycosides. 

Ces molécules sont synthétisées par la plante afin d’attirer certains insectes (exemple : 

la pollinisation des abeilles) ou repousser des espèces invasives. Leur absorption dans 

le visible et l’UV leur permet de servir d’agent protecteur lors de stress causés par 

divers rayonnements [5]–[7]. 
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Figure 1: Squelette des flavonoïdes (à gauche) et des anthocyanes (à droite) 

 Les caroténoïdes sont des pigments d’orange à jaune et sont également 

omniprésents dans la nature. Ils appartiennent à la famille des lipides. Ce sont donc 

des pigments liposolubles ayant des propriétés antioxydantes. Cela permet de capter 

des radicaux libres pouvant être formés lors du processus de photosynthèse. Les 

caroténoïdes peuvent se diviser en deux parties avec les xanthophylles qui peuvent 

être qualifiés de lipides polaires, et les carotènes qui sont plutôt non polaires (figure 

2). Ces composés vont jouer un rôle de photoprotection qui permet de résister à 

certains stress, notamment pendant l’absence ou l’excès de lumière.-[8]. 

 

Figure 2: Exemples de carotènes et xanthophylles 

 Les chlorophylles sont les pigments clés de toute espèce qui utilise la 

photosynthèse pour vivre. Leur rôle et de convertir cette énergie lumineuse en énergie 

chimique par la réaction de photosynthèse. Pour cette raison, les chlorophylles sont 

présentes dans des espèces diverses comme des plantes (partie aérienne), algues ou 

encore des bactéries. Comme le montre la figure 3, les chlorophylles ont un noyau 

porphyrique (en vert) responsable de leur couleur et une chaine phytyl (en jaune) 
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rendant ces pigments lipophiles. Ces molécules ont aussi la capacité d’émettre une 

fluorescence dans le rouge.  

 

Figure 3: Formule semi développée de la chlorophylle a et b 

La couleur d’un extrait peut venir des différents pigments. Les travaux de cette 

thèse se sont portés seulement sur les chlorophylles. La raison est qu’il s’agit d’une 

problématique qui intéresse le partenaire industriel de cette thèse : Alban Muller La 

couleur verte intense de certains extraits est perçue comme un frein à leur 

incorporation dans une formule cosmétique. Les différentes problématiques liées à la 

couleur dans les ingrédients cosmétiques sont détaillées dans le partie suivante.  

2. PROBLEMATIQUES LIEES AUX CHLOROPHYLLES 

2.1. Formulation cosmétique 

La couleur des extraits peut être un frein à leur utilisation. Lors de la formulation 

de produits cosmétiques, une couleur finale neutre, souvent blanche, est privilégiée. 

Des matières premières colorées comme des extraits peuvent donc être écartées car 

elles ne permettraient pas de répondre au cahier des charges. Si le produit final doit 

être coloré, le formulateur préfèrera ajouter un colorant stable, avec une quantité 

précise permettant d’avoir un résultat visuel répétable. Les pigments chlorophylliens 

ne sont pas stables et leur teneur dans les extraits peuvent fluctuer en fonction de 

l’échantillon de plante utilisé ou du procédé. 

Malgré cela, formuler des extraits contenant des chlorophylles est tout de même 

faisable. Il est ainsi possible de masquer leur couleur en utilisant des poudres 

C13 
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blanchissantes comme de l’oxyde de titane (TiO2) ou autre …. Toutefois, lors de la 

formulation, les pigments peuvent subir des changements physiques (ex : température 

pendant une étape de chauffe) et/ou chimiques (ex : changement de pH), qui sont 

susceptibles d’altérer leur structure et de modifier la couleur des extraits.  

Les pigments chlorophylliens se dégradent de différentes façons. Cette 

dégradation est présentée en détail dans le chapitre 2. Les différents produits de 

dégradations (ex : phéophytines) ont des spectres d’absorption différents de celui des 

chlorophylles natives (principalement chlorophylles a et b). Généralement, la couleur 

va tendre vers du gris/marron dû à l’apparition des phéophytines. Ce phénomène 

empêche donc le produit final de passer la phase d’étude de stabilité. 

2.2. Perturbation des analyses dûes aux chlorophylles  

Lors du développement d’extraits de plantes pour des actifs cosmétiques, les 

conditions opératoires sont optimisées en fonction d’une éventuelle bioactivité désirée, 

par exemple, vis-à-vis d’une problématique de vieillissement cellulaire des cellules de 

la peau.  

Des essais biologiques in vitro permettent d’évaluer l’activité d’un extrait et donc 

d’optimiser l’extraction en fonction de la réponse souhaitée. Ces tests sont 

essentiellement basés sur des mesures d’absorbance ou de fluorescence dans le 

domaine UV-visible. Généralement, ces tests consistent en l’ajout d’un réactif à l’extrait 

qui va se colorer en fonction de l’activité et de l’intensité de celle-ci. Une lecture 

d’absorbance permet donc d’évaluer cette intensité. La présence dans un extrait de 

molécules colorées, comme des pigments, peuvent perturber ces analyses. Les 

pigments chlorophylliens ont des bandes d’absorbance entre 400 et 700nm (figure 4). 

Ces absorptions sont souvent dans la gamme de longueur d’onde où les réactifs 

colorés permettant l’évaluation d’activité absorbent. Ce chevauchement de longueur 

d’onde peut entrainer des résultats faussés.[9], [10] Par exemple, le test de la capacité 

antioxidante CUPRAC se base sur une absorbance à 450 nm [11]. La mesure de 

l’activité de la tyrosinase utilise une absorbance à 490 nm[12]. Ou encore, le dosage 

des flavonols totaux se base sur la lecture d’une absorbance à 430 nm[13]. 
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Figure 4: Spectres d'absorption UV-Visible des  chlorophylles a et b 

De plus, que ce soit les chlorophylles natives (a et b) ou leurs produits de 

dégradation (par exemple : phéophytines, phéophorbides, etc…), ces molécules sont 

naturellement fluorescentes. De ce fait, cette propriété peut gêner la lecture de test in 

vitro basé sur la fluorescence [14]–[18]. 

3. LES PROCEDES DE DECHLOROPHYLLATION 

Il existe de nombreuses techniques de déchlorophyllation car elles permettent 

de prévenir différents problèmes qui peuvent survenir lors de la formulation (comme 

mentionné précédemment), ou lors de l’analyse d’activité d’extraits. 

3.1. Adsorption 

Il est possible de retirer la couleur d’un mélange par adsorption en utilisant 

différentes phases solides. 

Dans le cadre de la production et du raffinage des huiles végétales, une étape 

consiste en la décoloration de l’huile (composés colorés présents dans l’huile 

végétales comme des caroténoïdes ou même chlorophylles). Cette étape est réalisée 

en utilisant des terres naturelles décolorantes. Ce sont des argiles de type 

« Montmorillonite » qui peuvent être activée par un traitement acide afin d’en améliorer 

le pouvoir adsorbant. Il est possible d’utiliser ces adsorbants sur des huiles car la 

sélectivité des pigments vis-à-vis des autres molécules (comme les glycérides) n’est 

pas un critère important. 
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Le charbon actif est aussi utilisé dans l’extraction de pigments chlorophylliens 

[19]–[21]. Les chlorophylles contenant un noyau porphyrique plan s’adsorbent 

facilement sur le charbon actif qui présente une grande surface spécifique planaire. 

Les QuEChERS sont utilisés pour la préparation et la purification d’échantillons, 

notamment pour le dosage de pesticides dans les végétaux. Il existe différents 

adsorbants dont un à base de charbon actif permettant de retirer les pigments 

(chlorophylles et caroténoïdes). Il existe d’autres phases solides utilisées pour faire de 

l’extraction sur phase solide (SPE) des chlorophylles d’échantillons juste avant de les 

analyser. La phase Diaion HP-20 qui est une résine composée d’un copolymère de 

styrène-divynilbenzene est utilisée à cette fin[22]–[24]. 

Ces adsorbants permettent de séparer les pigments de l’extrait initial. 

Cependant,  ils peuvent être trop peu sélectifs et adsorber aussi d’autres composés 

qui peuvent être d’intérêt [21], [25], [26]. La société UCT a développé un nouvel 

adsorbant capable de retirer les chlorophylles en limitant l’adsorption des analytes 

planaires [27]. Cependant aucun détail technique n’est donné sur ce gain de 

sélectivité. 

Il est aussi possible d’améliorer la sélectivité de l’adsorbant par rapport aux 

chlorophylles en développant des polymères à empreinte moléculaire [25]. Cela 

consiste à synthétiser un polymère autour d’une molécule cible afin que celui-ci épouse 

la forme de la molécule créant ainsi des cavités sélectives de la molécule ciblée. 

Cependant, ce procédé est plus adapté pour la préparation d’échantillon à petite 

échelle afin de procéder à des analyses car il peut être long à mettre en place et 

couteux. 

L’utilisation d’un adsorbant pour retirer les chlorophylles d’un extrait est possible 

et est déjà mis en place pour certaines applications. Cependant, celui-ci reste peu 

sélectif, surtout à une grande échelle. De plus, une fois adsorbés, il restera difficile 

voire impossible de récupérer les pigments pour leur potentielle valorisation et un 

éventuel recyclage des adsorbants. Cette méthode n’a donc pas été sélectionnée afin 

de répondre à notre problématique. 

3.2. Fractionnement 

Afin de retirer les pigments dans un extrait coloré, il est aussi possible d’ajouter 

des étapes de purification. 
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L’une des plus anciennes approches est l’extraction liquide-liquide [28]. Il est 

possible d’extraire les pigments apolaires en utilisant des solvants non-polaires. De 

par la nature des chlorophylles, celles-ci vont migrer vers cette phase.  

Dans les années 80, la chromatographie de partage centrifuge (CPC) a été 

développée. Une colonne est composée de disques placés horizontalement composés 

d’une série de cellules interconnectées par des capillaires (Figure 5). Dans chaque 

cellule, un mélange de deux phases non miscibles (avec une phase stationnaire et une 

phase mobile) est incorporé et stabilisé par un champ de force centrifuge. Il est alors 

possible de considérer la phase supérieure ou inférieure comme phase mobile ou 

stationnaire en fonction du mode choisi. Un mode ascendant va utiliser la phase avec 

la densité la plus faible comme phase mobile alors qu’un mode descendant utilisera 

l’autre phase phase. L’échantillon à purifier est alors injecté dans la colonne. Il va donc 

se fractionner en fonction de l’affinité des composés entre les deux phases. Cette 

technique est utilisée dans le fractionnement d’extraits de plantes et notamment dans 

des problématiques de séparation de chlorophylles [29], [30]. 

 

Figure 5: Schéma d'un appareil de Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) 

Cette technique performante est très utilisée aujourd’hui à l’échelle semi 

préparative et préparative. Cependant, au niveau industriel il est très couteux d’ajouter 

une étape de purification ou de fractionnement.  

L’utilisation de techniques chromatographiques permet la séparation des 

pigments chlorophylliens des autres composés de l’extrait. De manière remarquable 

par rapport à notre sujet, une colonne contenant une phase solide est à l’origine de 

toute la chromatographie que nous connaissons aujourd’hui. En effet, en 1906, Mikhail 
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Semyonovich Tswett fut le premier scientifique à réaliser une séparation de pigments 

de plante [31]. Une phase stationnaire (comme du carbonate de calcium ou du 

sucrose) et une phase mobile avec des solvants apolaires (comme de l’éther de 

pétrole, du disulfure de carbone ou du benzène) peuvent être utilisés pour la 

séparation des chlorophylles et d’autres pigments. La Figure 6 représente les 

différents systèmes chromatographiques utilisés par Mikhail Tswett en 1906. 

 

Figure 6: Système développé en 1909 par Mikhail Tswett avec de 1 à 3 des systèmes sous pression, 4 par sussions 
et 5 une séparation type 

Sur le même principe, plusieurs méthodes existent afin de séparer sur colonne 

ouverte ces pigments. [32], [33] Cependant, la plupart des méthodes sont antérieures 

à 1970. Depuis, des méthodes plus efficaces en terme de séparation ont été utilisées 

et notamment la CPC.  

Pour conclure, la possibilité d’un piégeage par adsorption ou la séparation des 

pigments chlorophylliens post extraction ont été écartées pour ce travail. 
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3.3. Extraction sélective 

En sélectionnant judicieusement les conditions, il existe la possibilité d’extraire 

séparément des composés par rapport à d’autres. L’optimisation de ce procédé est 

alors focalisée sur la sélectivité. La review suivante présente un état de l’art de 

l’extraction sélective appliquée aux techniques d’extraction modernes (SFE, PLE, US 

et MO). 
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Cette review sur l’extraction sélective a permis de présenter les différents 

paramètres affectant la sélectivité.  

L’un des paramètres majeurs est le choix du solvant. Sa polarité va avoir une 

incidence directe sur les molécules extraites. Il existe différents modèles permettant 

d’évaluer la polarité d’une molécule. Le coefficient de partage LogP est utilisé 

couramment de par sa simplicité apparente. Il permet d’évaluer, en une valeur, si la 

molécule est plus hydrophile ou hydrophobe. Cependant, ce paramètre unique ne 

permet pas de prendre en compte les différentes interactions qui peuvent rentrer en 

jeu lors de l’extraction et la solubilisation de composés. Le modèle de solubilité 

d’Hansen lui, prend en compte trois paramètres (forces de dispersions, 

intermoléculaire et liaisons hydrogènes). Il est alors possible de placer dans un repère 

en trois dimensions, différentes molécules et de voir en fonction de leur distance, si 

elles sont solubles entre elles ou non. Alors que le LogP est initialement une valeur 

expérimentale, les valeurs du model de Hansen sont théoriques. Il est alors possible 

d’utiliser ces données afin de trouver des conditions de bonne solubilisation. 

Cependant, ces modèles ont certaines limites car ils se basent sur la molécule seule. 

L’environnement est aussi un facteur à prendre en compte, particulièrement dans des 

procédés d’extraction car d’autres mécanismes peuvent interférer comme la co-

extraction d’autres molécules, la diffusion dans les cellules de la plante, etc…. 

Par ailleurs, pour chacune des différentes techniques d’extractions (MO, US, 

SFE et PLE), les différents paramètres (physique et chimiques) affectant la sélectivité 

ont été présentés.  

L’extraction assistée par ultrasons améliore l’extraction en provoquant une 

rupture des membranes de la plante ce qui favorise la diffusion des solutés dans le 

solvant d’extraction. Il a été démontré que l’intensité des ondes appliquées au mélange 

plante/solvant peut avoir un impact sur la sélectivité, surtout pour l’extraction de 

molécules polaires. Les ondes peuvent aussi être modulées dans l’extraction assistée 

par microondes. La puissance a aussi un impact sur la sélectivité. Celle-ci peut 

augmenter le rendement d’extraction de certains composés par rapport à d’autre. 

Cependant, une trop haute puissance peut aussi avoir l’effet inverse c’est-à-dire, qui 

entraine la diminution du rendement pour ces mêmes composés. L’extraction par 

liquide pressurisé utilise ce paramètre avec celui de la pression qui permet de chauffer 
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au-delà de la température d’ébullition du solvant d’extraction. Cependant, il n’a pas été 

observé que la pression seule ait un impact sur la sélectivité. 

Pour toutes les différentes techniques d’extraction, la température reste le 

paramètre qui impacte le plus la sélectivité. Elle peut favoriser la solubilisation de 

certains composés par rapport à d’autres, peut améliorer la diffusion du solvant dans 

les cellules ou les tissus de la plante ou encore elle peut réduire les interactions 

matrice/soluté et donc faciliter la récupération du composé hors de la plante. Mais une 

température trop élevée peut aussi avoir des effets négatifs de dégradation sur 

certaines familles de composés (par exemple : anthocyanes) ou de co-extraction qui 

diminuent la sélectivité.  

L’une des quatre techniques sélectionnées a montré un plus gros potentiel en 

terme de sélectivité : l’Extraction par Fluide Supercritique (SFE). Les propriétés 

solvatantes du CO2 supercritique peuvent être modulées en fonction de la pression et 

de la température appliquées et du co-solvant utilisé. Certains composés plus volatils, 

par exemple les constituants des huiles essentielles, vont nécessiter une faible densité 

alors que de plus grosses molécules vont avoir besoin d’une forte densité de CO2 pour 

être extraits (par exemple des cires). Il est alors possible de jouer sur la densité au 

cours de l’extraction pour gagner en sélectivité, mais aussi pendant la phase de 

collecte (en utilisant des séparateurs) en faisant précipiter sélectivement certaines 

fractions. 

Cette technique étant prometteuse pour notre problématique, elle a été 

sélectionnée afin de produire des extraits sélectifs non-colorés (chapitre 3 et 4). 
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1. INTRODUCTION 

Avant de déterminer les conditions d’extraction sélective des chlorophylles, il a 

fallu trouver un moyen de produire un échantillon contenant des chlorophylles. Cet 

échantillon de pigments sera principalement utilisé pour les différents développements 

analytiques, notamment pour étudier leur comportement chromatographique et la 

séparation des différents pigments natifs et de leurs produits de dégradation en 

fonction de la composition de la phase mobile, mais aussi lors du développement du 

modèle de prédiction des conditions d’extraction sélective présenté dans le chapitre 3. 

La première partie de ce chapitre se focalise sur la production de cet extrait 

présentant l’étude des conditions d’extraction et de stockage limitant la formation de 

produits de dégradation. Une fois des conditions trouvées, cet extrait a été utilisé pour 

développer une méthode de séparation chromatographique par SFC des chlorophylles 

et de leurs dérivés. 

2. ETUDE DE LA DEGRADATION D’EXTRAITS RICHES EN 

CHLOROPHYLLES 

Le prix d’un standard de chlorophylle a est élevé (plus de 150€ le milligramme 

– prix Sigma-Aldrich en 2020). De plus, à cause de la faible stabilité de ces composés, 

celui-ci se conserve difficilement très longtemps. L’utilisation d’un extrait de plante 

riche en chlorophylles est apparue alors comme une solution économiquement plus 

intéressante. De plus, celui-ci peut être refait en fonction des besoins afin de garantir 

une bonne quantité de chlorophylles natives. 

Il existe différentes plantes riches en chlorophylles (épinard, basilic …) mais 

l’une d’entre elle était plus accessible que les autres : le lierre (Hedera helix L.), une 

espèce dont la prolifération naturelle en tout milieux est bien connue. Cette plante a 

donc été sélectionnée pour la fabrication d’un extrait riche en chlorophylles. 

Les chlorophylles sont une famille de pigments très complexes de par leurs 

diversités et leur stabilité. Leur capacité à capter l’énergie solaire pour alimenter la 

cellule végétale par la photosynthèse les rendent sensibles aux rayons UV. Ces 

composés sont stables lorsque la cellule vit. Cependant, une fois qu’un déséquilibre 

apparait, pendant la senescence, un stress subit par l’organisme ou une 
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transformation du milieu (par exemple : une extraction), ces composés peuvent se 

dégrader de façon plus ou moins spontanée. Il existe différentes réactions qui peuvent 

donner de nombreux produits de dégradation. De plus, certaines de ces réactions sont 

plus au moins difficile à éviter (par exemple avec l’oxygène de l’air).  

L’objectif n’était pas d’éviter tout type de dégradation, mais de déterminer des 

conditions d’extraction limitant la formation de produits de dégradation. De plus, pour 

un stockage dans des conditions classiques (réfrigérateur à 4°C), qui est souvent 

nécessaire lors de l’analyse de nombreux échantillons, il pouvait être important 

d’étudier comment évoluait la composition en chlorophylles en fonction des jours. 

La première étude de ce chapitre porte sur la détermination des meilleures 

conditions pour l’extraction et le stockage de cet extrait de lierre riche en chlorophylles. 
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L’objectif de cette étude était de trouver les conditions d’extraction et de 

stockage permettant de garder le plus longtemps possibles les chlorophylles natives 

des plantes supérieures (a et b). 

Différentes techniques d’extraction ont été utilisées (US, MO, SFE et PLE) ainsi 

que différentes techniques d’évaporation des extraits (azote, speedvac et évaporateur 

rotatif). Afin d’analyser la teneur en différents dérivés chlorophylliens, une méthode a 

été développée en SFC en utilisant une colonne greffée C18 avec un mode d’élution 

isocratique à 20% de méthanol (à 1,5 mL/min, 25°C et 10 MPa) 

Cette étude a permis d’identifier des conditions facilitant la formation de produits 

de dégradation. L’extraction assistée par micro-ondes semble favoriser l’apparition 

rapide et en grande quantité de produits de dégradation. De plus, lors du stockage, cet 

extrait est celui qui est le moins stable parmi ceux obtenus avec les différentes 

techniques.  

L’évaporation des extraits induit également l’apparition de nombreux produits 

de dégradation, quelle que soit la technique d’évaporation utilisée, par rapport aux 

extraits conservés à l’état liquide. Le stockage d’extrait liquide avant analyse a donc 

été privilégié dans ce travail. 

Lors des travaux présentés par la suite, l’extrait de lierre a été réalisé en utilisant 

des ultrasons avec de l’éthanol pendant soixante minutes. Les prochaines parties 

utilisent donc ce protocole d’extraction afin d’avoir un échantillon riche en 

chlorophylles.  
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3. ETUDE CHROMATOGRAPHIQUE DES CHLOROPHYLLES 

Comme vu précédemment, un échantillon contenant des chlorophylles peut vite 

donner lieu à de nombreux produits de dégradations. Il était donc intéressant d’étudier 

le comportement des chlorophylles natives mais aussi les différents produits de 

dégradation en chromatographie par fluide supercritique (SFC). Ce qui est présenté 

dans l’article suivant, a permis de voir le comportement de ces composés sous 

différentes conditions chromatographiques.  
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Dans cet article, une méthodologie a été développée afin de proposer des 

conditions d’analyses permettant la séparation de chlorophylles et de leurs produits de 

dégradation. Ce développement analytique a été réalisé par SFC en utilisant une 

phase greffée C18.  

La méthodologie suivie consistait en l’étude de la rétention des composés en 

faisant varier le pourcentage de co-solvant utilisé lors d’analyses en conditions 

isocratiques. En comparant les différences de rétention entre chacun des composés, 

il est possible d’identifier des conditions optimales de séparation. Ainsi, une phase 

mobile composée à 70% de méthanol a été identifiée comme la condition permettant 

d’obtenir la meilleure séparation de l’ensemble des composés d’un extrait 

volontairement dégradé. Toutefois, en utilisant 1,05 mL/min de méthanol comme co-

solvant (70% de 1,5 mL/min), cette méthode a une consommation de solvant élevée. 

Cette étude a été réalisée sur un échantillon contenant beaucoup de produits 

de dégradation (extrait et stocké dans les pires conditions). Rappelons que dans un 

autre contexte (par exemple celui de la partie précédente sur l’étude de la dégradation 

d’extrait riche en chlorophylles), ou moins de produits de dégradation ont été identifiés, 

une méthode d’analyse en SFC isocratique avec 20% de méthanol donnait une 

séparation suffisante pour étudier la dégradation d’un extrait de lierre riche en 

chlorophylles au cours du temps. 

4. CONCLUSION 

Dans ce chapitre, des conditions d’extraction de chlorophylles à partir de lierre 

ont été trouvées afin de pouvoir avoir un échantillon riche en chlorophylles natives et 

suffisamment stable pour pouvoir l’utiliser plusieurs jours. De plus, les chlorophylles 

ont pu être étudiées chromatographiquement dans le but de développer une méthode 

analytique par SFC.  

Ce comportement chromatographique peut être utilisé pour le développement 

de méthode analytique comme décrit précédemment, ou pour la détermination de 

conditions d’extraction sélective. C’est ce deuxième point qui sera étudié dans le 

chapitre suivant. 

  



Etude des chlorophylles et de leurs produits de dégradations 

85 

  



Etude des chlorophylles et de leurs produits de dégradations 

 

86 

  



 

87 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 3:  Etude 

et modélisation des 

conditions d’extraction 

sélective  
 

 

 

 

 

 

 



Etude et modélisation des conditions d’extraction sélective 

 

88 

  



Etude et modélisation des conditions d’extraction sélective  

89 

1. INTRODUCTION 

L’objectif de cette thèse est de développer une méthodologie afin de trouver 

des conditions d’extraction sélective de composes bioactifs non-colorés de plantes. 

Pour cela, il a fallu choisir une plante sur lesquelles produire des extraits sélectifs.  

Le romarin (Rosemarinus officinalis L.) est utilisé en cosmétique pour ces 

molécules qui ont des propriété antioxydantes. Cependant, des conditions favorables 

pour l’extraction de ces molécules, sont aussi favorables pour les chlorophylles (ex : 

extraction par macération éthanolique).  

Le partenaire industriel de cette thèse (Alban Muller), commercialise un extrait 

de romarin pour la cosmétique. Il s’agit d’un extrait réalisé avec un solvant composé 

d’eau et d’éthanol. Ce solvant permet donc l’extraction de composés polaires (par 

exemple : acide rosmarinique) en limitant l’extraction des chlorophylles. Cependant, 

ces conditions d’extraction ne permettent pas de récupérer d’autres composés 

intéressants comme l’acide carnosique. Une extraction éthanolique pourrait solubiliser 

ces composés mais il s’agit aussi de condition favorable pour l’extraction de 

chlorophylles. 

Dans un premier temps une review sur la famille des Lamacieaes (incluant le 

romarin) présente un état de l’art de la composition en métabolites des plantes de cette 

famille, des différentes méthodes analytiques développées afin d’analyser ses 

constituants, ainsi que des méthodes d’extraction ou de purification mise en œuvre 

vis-à-vis de ces molécules cibles. Dans un deuxième temps, un modèle de prédiction 

de conditions d’extraction sélective est développé. 

2. LE ROMARIN 

Avant de développer un modèle permettant de trouver des conditions 

d’extraction sélective de bioactifs, une review sur le romarin, allant de l’extraction à 

l’analyse a été réalisée.  
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Highlight 

- Chromatographic behaviors (expected and unusual) of natural compounds in reverse 

phase chromatography 

- Description and comparison of varied extraction methods for Rosemarinus officinalis L. 

- Focus on fractionation of extracts for improving their purity (Prep-SFC, coupling 

approaches). f 

ABSTRACT 

Numerous studies are carried out to identify the chemical structure of bioactive 

compounds from plants, including chromatographic and spectrometric approaches, or 

to select the extraction method and conditions enabling the higher recovery of these 

compounds, and the better activity of the extracts.  

In Lamacieae, these targeted compounds are mainly polyphenols, flavonoids, di- 

or triterpenes and their separation have been mainly achieved by reversed phase liquid 

chromatography using C18 bonded phases. Gradients with acetonitrile are generally 

used, in association with UV or mass spectrometry detection. The main issues of these 

separations, that are discussed in this review, are the great number of compounds in 

extract, that requires high efficiencies of the chromatographic system, the peak tailing of 

the acidic compounds, which depends both on the addition of acidic additives in the 

mobile phase and on the type of C18 stationary phase, the separation of epimers 

frequently encountered for natural compounds which do have rings in their skeleton, and 

the elution out of the column of the more hydrophobic compounds, for instance the 

triterpenoid acids.  

Varied extraction approaches have been applied to rosemary leaves; maceration, 

ultrasonic (UAE) and microwave (MAE) assisted extractions, pressurized liquid (PLE) 
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and supercritical fluid extraction (SFE). Numerous organic solvents, and water, display 

varied extraction efficiency, related both to their chemical structure and the one of 

compounds. The stability in solvents of some major compounds were studied, as well as 

their degradation pathway.  

This review reports the range of conditions used for each extraction methods, and 

comparison for also innovative ones, dealing with coupling between extraction and 

separation, both for analytical and preparative. The different ways of extract fractionation 

are also detailed, mainly with supercritical fluids, either by applying successive conditions 

during extraction, or during collection. Some more unusual processes are also described, 

coupling PLE and SFE or adsorption/SFE/Trapping. 

1. INTRODUCTION 

 Lamacieae plants, Rosemary (Rosemarinus officinalis),  Sage (Salvia 

officinalis), Thyle (Thyus vulgaris), Lemon balm (Melissa officnalis), wild Marjoram 

(Origanum vulgare) are a rich source of antioxidant compounds, in which the main 

molecules are rosmarinic acid, carnosic acid and carnosol [34], [35]. Rosmarinic acid 

is an ester of caffeic acid and 3,4-dihydroxyphenyllactic acid [36], [37], founded in more 

than 240 plant species [37], whereas carnosic acic is a phenolic diterpene (fig. 1). Of 

course, many other phenolic compounds are present in Lamacieae, including 

hydroxynnamic acid and hydroxybenzoic acid derivatives, flavonoids and phenolic 

terpenes [34]–[38]. 



Etude et modélisation des conditions d’extraction sélective 

 

92 

 

Figure 1. Chemical structures of varied bioactives compounds of rosemary. 

A multitude of biological activities have been described for these phenolic 

compounds, astringent, antioxidative, antiinflamatory, antibacterial, antiviral [36], 

whereas they also display anti-diabetes property [39], and antiproliferative effects 

against various human cancer cell lines [40], both in vitro and in vivo [41]. 

This review presents the state of the art of the last 20 years about separation 

and extraction of nonvolatile compounds mainly from rosemarinus leaves, especially 

focused on their suitability for rosemarinic acid, carnosol and carnosic acid.  
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2. SEPARATION 

2.1 LIQUID CHROMATOGRAPHY 

Numerous high-performance liquid chromatography (HPLC) analytical methods 

were developed for the diterpene compounds, i.e. for carnosol and carnosic acid [42]–

[44], or for studying the degradation products from carnosic acid in methanol [45], [46], 

by using octadecyl bonded stationary phases. Both isocratic [43], [44], [46] and 

gradient [42], [45] mobile phases were used, with mixtures of water plus acetic or 

trifluoroacetic acids, acetonitrile [42]–[44], [46] and/or acetonitrile and methanol [45]. 

Depending on the UV detection wavelength, the relative abundance of triterpene 

varies, the response of carnosic acid is greater around 230 nm, whereas the one of 

carnosol is favored at 280 nm [43]. Strangely, carnosol always elutes before carnosic 

acid whereas the acid part of carnosic acid is esterified in an intramolecular bond for 

carnosol. It could mean that the acidic group is linked to an hydroxyl group in an 

intramolecular interaction for carnosic acid, that would reduce its polarity toward the 

one of carnosol. Or that the intramolecular bond for carnosol, which is located crossing 

a benzene structure, decreases planeariy of carnosol, i.e. the surface contact between 

this compound and the C18 bonded chains, or even reduces the penetration of 

carnosol into the bonded phase due to the increase in the length/breadth  ratio [47], 

[48]. Moreover, the use of some ODS phases provide symmetrical peak for carnosic 

acid (Zorbax SB-C18 [10], Lichhrosphere 100 RP 100 [44]). When using a mobile 

phase gradient, using a 50/50 MeOH/ACN v/v as organic solvent mixed to water, 

instead of pure acetonitrile for all the other studies, carnosic acid is eluted with 100 % 

of organic solvents in the last plate of the gradient, that leads to a peak displaying a 

tailing. This could be due to a lack of solubility in MeOH of carnosic acid, which explain 

that most of separation method dealing with diterpene compounds favor the use of 

acetonitrile as organic solvent. 

The analysis of rosmarinic acid from plants of the Lamiaceae family was recently 

reviewed [49]. Reverse phase methods were often selected, by using acidic mobile 

phase to prevent peak tailing [39]. The separation between rosmarinic and caffeic 

acids was easily achieved with a gradient water/methanol [50], whereas acetonitrile is 

also used for studying the phenolic composition of Lamiaceae herbs [51]. A validated 

HPLC method was proposed for studying the rosmarinic acid content in sage (Salvia 

officinalis) with the use of a methanol/water 0.1% phosphoric acid gradient, showing 
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the stability of sample extracts for 3 days when stored and the small influence of matrix 

effects on accuracy [52]. A study on the column performance of varied C18 bonded 

phases showed that the polar endcapping of the stationary phase reduces the peak 

tailing for rosmarinic acid, from Symmetry to Symmetry Shield phases [53]. 

By using a Lichrosphere 100 C18 bonded phase, two different mobile phases 

were reported for studying an aqueous extract of leaves, with a water/acetonitrile 

gradient for the analysis of rosmarinic acid, and for a DMSO extract, with a 

water/methanol one for the analysis of carnosol and carnosic acid  [54]. Both analyses 

were achieved with acetic acid in water, with a higher percentage for the aqueous 

extract containing rosmarinic acid (2.5% vs 1%), allowing to provide a very good peak 

symmetry for both studied acids. 

Most of analysis of rosmarinic acid, carnosic acid and carnosol were achieved 

by RP-LC using octadecyl bonded phases [34], [35], [38], [55]–[61] . Octadecyl bonded 

phases was used for these studies, with either binary water/ACN [55]–[58], [60], [61] or 

water/MeOH gradient [59], or ternary water/MeOH/ACN gradient [35], [38]. As 

expected, the retention of rosmarinic acid was lower than the one of the two diterpene 

compounds. The use of Ultrabase C18 [56], or Atlantis T3 C18 [38] columns, which 

are both recognize as fully endcapped, i.e. able to avoid silanophillic interactions, 

seems favor the separation performances especially for rosmarinic acid, which is well 

resolved and appears as a symmetrical and sharp peak. 

The use of mass spectrometry [34], [38], [46], [56]–[58], [60]–[63] strongly helps 

for compound identification, due to some partial coelutions, for instance between 

carnosol and carnosic acid quinone [60], which are the first degradation compounds of 

carnosic acid, and which do have the same m/z value. Identification of some 

compounds also having the same m/z value is not always easy, for instance between 

12-O-met, and oxydated carnosol derivatives [62]. Moreover, the relative retention of 

some compounds seems unexpected, maybe depending on the C18 boned phase 

used. For instance, cirsimaritine with one more methoxy group with regard to 

genkwanin is eluted before [34], [56], [57], [62], [63], and sometimes before or after 

rosmanol, whereas one study reports that methyl-carnosate is eluted before carnosic 

acid, or rosmadial before carnosol [38]. These surprising chromatographic behaviors 

reinforce the importance of the use of mass spectrometry for identification of complex 
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mixtures of natural products. Most of the mass analysis (ESI-MS) were achieved in 

negative polarity producing [M-H]- ions for deprotonated molecule. Whatever, the 

separation of rosmanol, epirosmanol and epiisorosmanol with both cirsimarin and 

genkwanin remains a great challenge [34], [56]. 

One can remark (fig.2), that the use of small particle size (1.8 m), with is a 

suited ODS phase for avoiding peak tailing for acidic compounds (Zorbax Eclipe C18 

plus) with 0.1% formic acid in the mobile phase, and a probable performing LC-MS 

interface in term of chromatographic efficiency, which used a split ratio 1:3 to reduce 

the flow rate from 0.8 to 0.2 mL/min, gives a great separation quality of around 60 

compounds in 40 minutes [62]. 

 

Figure 2. Chromatograms obtained in negative ionization mode by TOF-MS, for SFE (left) and PLE (right) extracts 
of rosemary (from ref. [62]) 

Finally, a cyclobond stationary phase, bonded with cyclodextrine, was also 

used, with a water (0.1% formic acid) acetonitrile mobile phase [63]. The retention 

order of the three main compounds was identical to the one observed for C18 bonded 

phases, whereas a coelution between rosmarinic acid and epirosmanol was reported, 

that was not the case with the two C18 phases previously discussed. 

2.2 CAPILLARY ELECTROPHORESIS 

Capillary electrophoresis with UV detection was also used for the separation of 

phenolic compounds from rosemary extracts [64], [65]. Silica capillary was around 50 

cm length, the pH ranged between 9 and 10, to favor the anionic phenolic compounds 

to migrate towards the anode, but the separation was carried out from the anode to the 

cathode. The analysis duration was very short, around 3.5 min, with a retention order 

carnosol, carnosic acid and rosmarinic acid [65]. A coupling between CE and mass 
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spectrometry has been developed by using ammonium acetate buffer (40 mM, pH=9), 

instead of sodium borate or tetraborate which are not compatible with ESI-MS [66].  

3. EXTRACTION 

3.1 LIQUID/SOLID EXTRACTION 

Varied pure solvents were used for maceration extraction (MeOH, EtOH, DCM, 

acetone, petroleum ether, chloroform, DMSO, butanone, ethyl acetate) [35], [38], [52], 

[54], [56], [58], [59], [65], [67], and sometimes with water/methanol, water/ethanol and 

water/acetone solvent mixtures [38], [52], [59], [63], which are able to extract all the 

target compounds as well as pure methanol or pure ethanol [56], [59]. A central 

composite design was achieved to find optimum conditions for the simultaneous 

extraction of rosmarinic acid, carnosol and carnosic acid from rosemary, leading to the 

following conditions: 55 minutes for the extraction duration, a ratio liquid (extraction 

solvent) to solid (rosemary power) equal to 5 mL/g and a mixture ethanol/water 70/30 

v/v [59]. Authors claim that the obtained extract do have an antioxidant content 

comparable to those provided by supercritical fluids or pressurized and heated liquids. 

When comparing petroleum ether, DCM and ethanol, the last one provides the 

highest amount of both rosmarinic and carnosic acid [35], whereas chloroform did not 

extract these two acids [65]. Besides, the extraction efficiency is ethanol<ethyl 

acetate<butanone for carnosic adic from dried leaves after 60 minutes from 25 to 50°C 

[67]. As expected, rosmarinic acid was extracted by water when carnosol and carnosic 

acid were obtained with DMSO [43], [54], or acetone [54], [59], in this last case with a 

sequential extraction achieved on the same raw material (rosemary leaves) [54]. 

However, in the case of extract concentration, DMSO is not easily to remove.CO2 

The degradation pathway of carnosic acid in methanol or ethanol after extraction 

of plant was studied [46], [63]. Both reported the oxidation of carnosic acid into carnosic 

acid quinone, then producing carnosol by reduction, whereas rosmarinic acid seems 

stable in ethanol solution [63]. The stability or carnosic acid was strongly improved 

when diluted in fish oil [63], whereas the addition of ascorbic acid and EDTA reduced 

the rosmarinic oxidation during extraction [52]. 

3.2 ULTRASONIC AND MICROWAVE EXTRACTION 

Sonication of samples during extraction generally favor the recovery of 

compounds, and it was largely applied to rosemary [50], [55], [57], [67]–[72]. The 
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frequency of the ultrasonic bath varied from 20 Khz to 43 Khz and the sonication 

duration from 5 to 120 minutes, with temperature from 25 to 50°C. The use of 

sonication improves the recovery of carnosic acid mainly with ethanol as extraction 

solvent, with regards to ethyl acetate or butanone, and strongly reduces the extraction 

duration with regards to shaking [67]. When performing extraction with methanol and 

ethanol, the use of sonication and stirring favors the recovery of rosmarinic and 

carnosic acid for both solvents [68]. Besides, the use of ultrasonic assisted extraction 

during 10 minutes at 40°C did not induce any improvement in the extraction of phenolic 

compounds from rosemary leaves dried 12 hours in a tunnel microwave dryer at 70°C, 

both with water or water/ethanol 50/50 [68]. Strangely, the TOF-LC-MS-MS analysis of 

aqueous extracts, which provided the greater extraction recovery, did not show the 

presence of rosmarinic acid in the extract. On an experimental point, one can mention 

the coupled sonicated extraction of Lamiaceae herbs with liquid chromatography [69].  

 

Figure 3. Scheme of the dynamic sonication assisted extraction liquid chromatography (DSAE-LC) system (from 
ref. [69]) 

The extraction cell (fig 3) is immerged in a ultrasound bath, the dynamic 

extraction was achieved by a mixture Ethanol/water 60/40 v/v, then water (1/1) is 

added to the extract to reduce the compound solubility and favor the trapping in a small 

column containing an SAX adsorbent (anion exchanger). After the trapping step, 500 

microliters of an acidic solution filled the trap for analytes desorption, then directed in 

the analytical column. The comparison of chromatograms obtained by coupling or by 
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direct injection shows a limited loss of the chromatographic resolution due to the 

coupling, that does not hinder the study of acidic compounds from these herbs [69]. 

However, rosmarinic acid was not studied due to its to high concentration which would 

require a separate analysis with regards to the other studied acidic compounds. 

Solvent free microwave extraction (SFME), applied to fresh rosemary, provided higher 

recovery for both rosmarinic and carnosic acid with regards to steam or hydrodistillation 

[72]. 

Comparison between ultrasonic assisted (UAE) and microwave assisted 

extractions (MAE) have been done [73], [74]. The amount of rosmarinic and carnosic 

acids extracted by using discontinuous processes, by using 14 cycles of 30 s at the 

same energy input  for MAE and USE, were identical, whatever the  solvent, water and 

ethanol (as usually the rosmarinic acid was better extracted in water and carnosic adic 

in ethanol) [73].  

 

Figure 4. Varied equipment for the assisted ultrasound and microwave extraction (from ref.[74]) 

From 10 varied extraction methods (fig. 4), heat reflux extraction (HRE; 78°C 

with or without grinding), maceration (40°C), ultrasound bath (40°C), ultrasound reactor 

(40°C), ultrasound probe (40°C) and microwave assisted (70, 125 and 150°C), by 

using an ethanol/water 90/10 v/v solvent, and 30 minutes of duration, except for HRE 

(30 minutes and 5 hours), and the US probe display an higher extraction for carnosic 
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acid, whereas, the increase in temperature favors the rosmarinic acid recovery, both 

for HRE and MAE [74]. The purity (in term of relative standard deviation; RSD) of the 

carnosic acid in extracts, the energy consumption and the carbon emission were also 

studied, showing the poor RSD values for ultrasonic methods with regards to the 

microwave ones, but the great advantages of US bath and probes in terms of low 

energy and CO2 emission. Besides, the recovery of carnosol and carnosic acid from 

rosemary residues by maceration with ethanol was favored by using first solvent free 

microwave extraction (SFME) applied on rosemary fresh leaves [72]. A very interesting 

point from that paper is the recovery of ursolic acid whatever the extraction method 

used. This triterpenoid is the main compound observed in Rosmarinus leaves [58], [74] 

or callus [61] extracts, whereas, in a lot of paper reporting extraction with identical 

extraction solvents, the presence of this compound is not observed. A close look on 

chromatographic conditions applied for the analysis of Rosemarinus extract shows that 

the elution of ursolic acid from the C 18 column requires a mobile phase containing at 

least 90% of acetonitrile [58], [60], [61], [74]. Moreover, because of the close chemical 

structures between ursolic, oleanolic and, in a lower range, betulinic acids, these three 

compounds are not easily separated with classical liquid chromatographic systems. 

On the basis of fundamental works [75], the addition of 7.5 mM HP--CD (a modified 

cyclodextrin) in the acetonitrile phosphate-buffer pH 3.5 was reported to strongly 

improves this separation for rosemary extracts [58], but the use of this additives 

provides a dramatically increase in the retention time, by twice. Besides, due to the 

lack of chromophoric groups in these compounds, the detection of the triterpenoic 

acids (ursolic, oleanolic and betulinic) should be done with very low wavelength in UV 

(210 nm) [74] or mass spectrometry  [58], [60], [61]. 

3.3 PRESSURIZED LIQUID EXTRACTION 

Pressurized liquid extraction has also been used for the extraction of rosemary, 

either with water [66] or methanol/water [76] or pure methanol and ethanol [61]. The 

pressurization of extraction solvent allows to improve the extraction temperature above 

the boiling point of the solvent. The increase in temperature from 60 to 100°C with 

water extracts carnosic acid and improves the recovery of rosemarinic acid [66], 

whereas, a response surface methodology, applied to temperature and composition of 

the extraction mixture methanol/water, leads to select a mixture 59/41 methanol/water 

v/v and a temperature of 129°C which provide the highest antioxidant activity [76]. 
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When comparing methanol and ethanol PLE extraction from rosemary leaves, working 

at 10 MPa, 150°C during 20 min, as expected, methanol favored the recovery of 

rosmarinic acid whereas the use of ethanol favored the one of carnosic acid and 

carnosol [61]. Strangely, the extraction using maceration (24 hours), provided higher 

recovery for carnosic acid and carnosol with regards to PLE, whereas, PLE by using 

ethanol was giving better results for rosmarinic acid. 

3.4 SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION 

Supercritical fluid extraction of bioactive compounds of rosemary has been 

extensively studied [42], [77]–[81]. The solubility of carnosic acid was measured for 

different temperature (from 40°C to 60°C) and modifier (ethanol) percentage (from 2 

to 10%) [77]. At 40°C, the increase in back pressure (with 6% of modifier) improved 

the carnosic acid solubility, whereas at 33.5 MPa, the increase in the modifier 

percentage do have an identical effect [77]. Another study showed that the increase in 

backpressure from 10 to 30 MPa favored the recovery of rosmarinic acid, but 

decreased the one of carnosic acid, both at 30 and 40°C [78]. However, the recovery 

of both compounds was lower by using pure CO2 vs an extraction with ethanol under 

reflux for 3h. At 34.5 MPa, with 10% of ethanol and with a static extraction step (1 hour) 

followed by a dynamic one (1 hour), the increase in temperature favored the rosmarinic 

acid extraction, but reduces the one of carnosic and carnosol [79]. When comparing 

the amount from SFE extracts to the one from ethanolic or acetonic extracts (5 minutes 

of extraction in an ultrasonic bath), better recoveries were achieved for SFE extract at 

80°C for the three antioxidant compounds. 
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Figure 5. Scheme of a supercritical extractor equipped with two separators (S1,S2), three micrometering valves 
(V1,V2,V3), two pumps (P1,P2), one extraction cell (EC)(from ref [42]). 

Attempt to induce selectivity in the composition of extract can be achieved with 

pure carbon dioxide by the use of two separators after the extraction step (fig. 5). The 

extracts collected at different temperatures and backpressure (S1: 40°C, 15MPa; S2: 

25°C, 5.5 MPa) did not have a significant differences in the relative amount of carnosic 

acid, carnosol and carnosol isomer [42], whereas the best extraction condition to get 

antioxidant activity was achieved with 2 % of ethanol in carbon dioxide. These studies 

have been extended with higher ethanol percentages (up to 7%) [80].  

4. EXTRACT FRACTIONATION OU EXTRACT ENRICHMENT 

Supercritical antisolvent fractionation (fig.6) is also used for selective recovery 

of carnosic acid, carnosol and rosmarinic acid [81].  
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Figure 6. Scheme of an antisolvent fractionation equipment. (1) CO2 cylinder; (2) CO2 pump; (3) PLE extract 
reservoir flask; (4) high-pressure liquid pump; (5) oven temperature; (6) separator cell for raffinate; (7) back-

pressure regulator; (8) separator cell for extract (from ref. [81]) 

After performing an extraction by pressurized fluid with varied ethanol/water 

mixtures at 150°C and 10MPa, the PLE extract (called feed) and CO2 are concurrently 

mixed into a separator, which collect the non-soluble fraction called the raffinate, 

whereas the soluble one (the extract) goes through a BPR and is collected in a second 

separator. The water percentage in ethanol for the PLE was ranged from 20 to 50%, 

and the ratio between the PLE extract (feed) and CO2 varied from 0.025 to 0.1, with 

pressure in the first separator between 10 and 30MPa. As expected, the rich water 

PLE extract favored the recovery of rosmarinic acid and the reverse for both carnosic 

acid and carnosol. Then, whatever the ratio feed/CO2, the rosmarinic acid was fully 

found in the raffinate, and greater amount of carnosic acid and carnosol were found in 

the extract. Finally, by taking into account the both steps, PLE and antisolvent 

precipitation, the better conditions for having a high recovery during extraction, and a 

high selectivity during the precipitation were a mixture water/ethanol 50/50 for PLE, a 

ratio feed/CO2 equal to 0.025 (meaning 5% of CO2 added to the PLE extract), a 

pressure of 10 MPa [81].  
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Figure 7. Scheme of the adsorption-extraction equipment (from ref. [82]) 

A mixed method (fig.7) was reported by using several steps [82]. First the 

oleoresin of rosemary was obtained by liquid/solid extraction with acetone, which do 

have a low boiling point. After mixing this oleoresin with glass particle, the solvent was 

eliminated by rotary evaporator, and the glass particle were located in a bed into an 

extractor. Pure carbon dioxide at 10 MPa and 40°C was fed to flush the volatile 

compounds. Then the pressure was increased to 25 MPa, to extract back the 

antioxydant compounds from the glass particle, i.e. rosmarinic acid, carnosic acid and 

carnosol. During this extraction, the fluid was directed through a trapping column filled 

with varied adsorbents (magnesium silicate, silica gel, activated carbon), to 

concentrate the solubilized compounds. Finally, the addition of ethanol (1-2%) allowed 

to retrieve the adsorbed compounds. This extract was odorless and light yellow, 

whereas the adsorbent was light green. The extract contained high amounts of 

carnosic acid and carnosol with regards to the crude oleoresin, but few rosmarinic acid 

was present in these extracts. Moreover, the recovery of compounds by comparison 

with the crude oleoresin was ranged from 5.3 to 15.7%, showing the lack of efficiency 

of the adsorption step. 

Preparative (Prep) SFC was also applied for fractionation of SFE extracts [83]–

[85]. The SFE was achieved by using pure CO2 and a homemade prep-column with a 

SE-54 (5% phenyl-95% methylsilicone) coating stationary phase [83] or with 

CO2/Ethanol 93/7 v/v and a diol column [84]. The mobile phases were CO2/ethanol 
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with 5 to 10% of ethanol. Each time, two fractions were collected in different cyclones, 

depending on the analysis duration, one in the beginning of the analysis, and the 

second one at the end. For each study, carnosic acid is eluted at the end of the 

analysis, whereas the more volatile compounds are eluted in the first fraction. From 

varied extraction condition by using SFE, pure CO2, CO2/Ethanol 90:10 w/w, it was 

reported that the extraction of carnosic acid was improved by the ethanol addition, 

whereas, with pure CO2, the main amount was extracted in the first 60 minutes [86]. 

Whatever, several stationary phases was studied for a use in prep-SFC, silicas and 2-

ethyl-pyridine. As usually seen in SFC [86]–[89], the carnosic acid was more retained 

and the carnosol is eluted first with the basic stationary phases (2-EtPy), whereas the 

classical retention order carnosol/carnosic acid was observed with the silicas. Because 

of the higher resolution, the 2-EtPy was selected for the prep-SFC with 20% of ethanol 

as cosolvent, allowing a concentration factor equal to 4.5, against 2 for the silica 

phases [85]. The specific retention of 2-EtPy column towards acidic compounds was 

also described for triterpenoic compounds, and more largely, and the retention 

behavior of polar stationary phases in supercritical conditions has been largely 

reported [86]–[89]. 

Extraction selectivity can also be achieved by using successive conditions [90]–

[94]. By increasing the backpressure from 14(F1) to 35(F2) MPa at 50°C, the first 

condition extracted the rosemary essential oil, whereas carnosic acid was extracted at 

higher backpressure [90]. Identical pressure and temperature changes provide same 

fractionation between essential oil and nonvolatile compounds by using higher 

temperature (100°C) for the second conditions [92]. Another study showed that the use 

of 10% of ethanol to carbon dioxide dramatically improves the recovery of carnosic 

acid when a first extraction with pure carbon dioxide where applied at least for 60 

minutes [91]. Besides, after the extraction of essential oil of rosemary by supercritical 

fluid at 8 or 15 MPa, the extraction of rosmarinic acid from the plant waste was 

achieved by a batch extraction (15 min) in a static bath, with an ethanolic solution 

(0,30,50,70,90%), at different temperature (30,60°C) and with or without ultrasound 

assistance (25kHz) [93]. The backpressure of the first extraction by SFE did not have 

any effect on the rosmarinic acid recovery from plant waste, as well as the temperature 

or the use of ultrasound, whereas, the use of 30% of ethanol provided the highest 

recovery and was finally selected. A two steps process has also been proposed with a 
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first extraction with neat CO2 (60 min) either at 15 or 30 MPa, followed by an extraction 

with 7% of ethanol (120 min) [94]. The essential oil was recovered from the first step, 

whereas the use of ethanol in the second step provided enriched carnosol and carnosic 

acid concentration. Due to higher concentration in bioactive compounds, these 

enriched extracts displayed a higher anti-proliferative activity against colon cancer 

cells, with regards to a classical one step extraction using 7% of ethanol during 300 

minutes. 

Finally, a comparison was done (fig.2) between PLE with water (P=20Mpa) and 

SFE with 6.6% of ethanol as cosolvent (P=15MPa), static extraction during 20 min for 

both [62]. Rosmarinic acid and a lot of flavonoids and glycosylated derivatives were 

obtained with water (PLE), carnosol with both method, whereas carnosic acid was 

founded only in SFE extract. 

To conclude, one can mention the use of subcritical water (6 MPa) for the 

extraction of dried rosemary leaves [95]. The increase in temperature from 100 to 200° 

favors the extraction of carnosic acid but reduces the one of carnosol. Selectivity of 

extraction can be achieved by changing the temperature from one to another extraction 

applied on the same sample. In both case, one can ask what is the usefulness of a 

water extraction vs a carbon dioxide one, in term of concentration or formulation for 

cosmetic product. One again, we can see in this paper that the retention order between 

cirsimarin and genkwanin in reversed with regards to the one described previously. 

This chromatographic behavior was also mentioned elsewhere [42], and can be related 

to the use of “old generation” C18 bonded phases (Zorbax C18, Nova-pak C18). 
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5. CONCLUSION 

The extraction of bioactive compounds from rosemary is well addressed in 

literature, on an analytical point of view, i.e. for studying the content in varied 

compounds. The scale up of these extraction methods for an industrial use would 

depend on economical and ecological issues. Some studies provide interesting ways 

to follow for increasing the extract purity or the recovery of targeted compounds, for 

instance with preparative SFC or by some unusual coupling between extraction and 

adsorption steps. 

Due to the great number of compounds, their large range in polarity, their little 

structural differences, their lack of UV response, and for some their acidic character, 

the chromatographic method should take into account many parameters. Reverse 

phase liquid chromatography is actually the suited approach, but the column 

specificity, the additives included in the mobile phase, the performance of interface 

with detection systems are of a great importance to ensure satisfying analyses. 
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Les différentes méthodes permettant l’analyse des composés du romarin ont 

donc été présentées. L’analyse la plus courante est en chromatographie liquide en 

phase inverse. De par le nombre de composés différents dans le romarin, le 

développement analytique peut être complexe. De plus, les phénomènes 

d’élargissement de pics peuvent survenir pour les composés acides, comme les 

composés majoritaires que sont les acides carnosique et rosmarinique, alors que si 

les gradients d’élution ne sont pas prolongés, des triterpènes peuvent ne pas être 

élués de la colonne. 

Par ailleurs, un état de l’art a été fait sur l’extraction de ces molécules par le 

biais de différentes techniques. Le solvant d’extraction va avoir une incidence sur les 

molécules extraites. L’eau va favoriser l’extraction de l’acide rosmarinique et l’éthanol 

celle de l’acide carnosique. 

3. MODELE DE PREDICTION DE CONDITIONS SELECTIVES 

La précédente étude sur le comportement chromatographique présenté 

chapitre 2 a permis d’observer l’évolution des chlorophylles et de leurs produits de 

dégradation en fonction de différentes conditions analytiques. Malgré quelques 

différences dans le suivi de rétention liées à leur structure chimique respective, 

l’ensemble des composés chlorophylliens (contenant une chaine phytyle) suivent une 

même tendance : une diminution suivi d’une augmentation de la rétention en fonction 

du pourcentage de modificateur (pour un même co-solvant). Ce comportement peut 

être transposé en condition d’extraction. 

Le prochain article détaille le développement d’un modèle de prédiction de 

sélectivité en extraction sur la base du comportement chromatographique.  
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Une stratégie similaire à celle déjà présentée dans le chapitre 2 a été mise en 

place dans cette étude. La rétention de la chlorophylle a sur phase stationnaire C18, 

a été suivie en utilisant différents co-solvant (acétonitrile, méthanol et éthanol), et avec 

différents pourcentages (allant de 5 à 100% de co-solvant) en SFC (en tout cas avec 

l’appareillage utilisé pour la SFC, puisse qu’avec 100 de co-solvant, il s’agit alors de 

PLE plutôt que de SFE)). L’objectif de cette étude était de confirmer qu’une faible 

rétention (et donc une bonne solubilité dans la phase mobile) peut être corrélée avec 

une bonne condition en extraction dans des conditions similaires (en SFE et PLE pour 

des compositions sans CO2). 

Des extractions en SFE et PLE ont confirmé les résultats obtenus en SFC et 

donc montré qu’il était possible de corréler des résultats en SFC avec des résultats en 

extraction (SFE ou PLE). Cependant des petites incohérences subsistent comme lors 

de l’extraction avec de l’éthanol ou méthanol qui montre des résultats contraires entre 

la chromatographie (Logkméthanol < logkéthanol) et l’extraction (teneur en chlorophylle a 

avec éthanol>méthanol). Comme il s’agit de conditions favorables pour l’extraction de 

chlorophylles dans les deux cas, d’autres phénomènes liés à la matrice doivent rentrer 

en jeu lors de l’extraction qui ne peuvent être pris en compte à partir d’une analyse en 

SFC qui ne prend en compte que les variations d’interactions solutés/solvant 

En parallèle de ces essais, les résultats obtenus en SFC ont été complétés par 

d’autres essais réalisés en CLHP avec différents solvants (ACN, MeOH, EtOH, MeTHF 

et PC). Toutes ces données de logk ont été corrélées (en utilisant une régression 

linéaire) aux paramètres d’Hansen (δP, δD et δH) à partir de toutes les compositions 

de phase mobile. Les résultats ont montré qu’il y avait une bonne corrélation entre les 

logk obtenus en CLHP et les paramètres de Hansen. Concernant ceux obtenues en 

SFC, les résultats sont corrélés mais pour de faibles teneurs en CO2 (inférieures à 

20%). Cela pourrait s’expliquer par une erreur de calcul des paramètres de Hansen 

car la fraction molaire du CO2 supercritique, qui peut varier facilement en fonction des 

paramètres appliqués, n’a pas été prise en compte.  
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4. CONCLUSION 

Ce chapitre a permis de présenter le romarin qui a été choisi comme plante afin 

de réaliser des conditions sélectives. A la suite de cela, un modèle a pu être développé 

afin de trouver à partir d’analyses en chromatographie des conditions d’extraction 

sélective. 

Ce dernier article a permis de confirmer que des conditions d’extraction 

sélective pouvaient être obtenues par suivi chromatographique en milieu supercritique 

ou liquide. Il a donc été déterminé des conditions d’extraction sélective permettant 

d’extraire l’acide carnosique sans ou avec peu de chlorophylles, notamment en 

utilisant l’acétonitrile comme co-solvant. 

Une partie de ces conclusions a donc été appliquée lors d’une extraction SFE 

afin de réaliser une extraction sélective des composés bioactifs et des pigments du 

romarin de façon séquencée. Les résultats sont présentés dans le prochain chapitre. 
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CHAPITRE 4:  Extraction 

sélective du romarin 
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1. INTRODUCTION 

Le précédent chapitre a permis d’identifier des conditions d’extraction sélective 

du romarin afin d’avoir d’un côté l’acide carnosique et d’un autre côté, les 

chlorophylles. Les travaux présentés dans ce chapitre visant à développer et optimiser 

un procédé d’extraction sélective s’appuient donc des précédents résultats obtenus. 

Ces conditions utilisent différents solvants : du dioxide de carbone, de 

l’acétonitrile et de l’éthanol. Dans le cas d’une transposition industrielle, il est important 

voire même impératif, d’utiliser des conditions compatibles avec les règlementations 

en vigueur. En cosmétique, l’utilisation de solvant vert pour l’extraction de molécules 

bioactives est vivement conseillée. L’acétonitrile n’est pas considéré comme un 

solvant vert. Dans ce chapitre, une alternative à l’utilisation de ce solvant a donc été 

envisagée. De par sa polarité, l’eau est un mauvais solvant pour l’extraction de 

chlorophylles. De plus, il a été vu qu’il améliore l’extraction de l’acide rosmarinique. 

L’optimisation des conditions d’extraction en utilisant un co-solvant composé d’éthanol 

et d’eau a donc été réalisée. 

Lors de l’état de l’art sur l’extraction sélective du chapitre 1, un facteur important 

y est présenté. Il s’agit de la cinétique d’extraction. Dans le développement de ce 

procédé, les cinétiques d’extraction de différents composés seront donc prises en 

compte et utilisées afin d’optimiser l’extraction. Pour ce faire, le procédé d’extraction 

supercritique a été couplé en ligne avec un système de chromatographique par fluide 

supercritique. L’analyse régulière de la composition de l’extrait au cours de l’extraction 

permet d’avoir la quantité en différents biomarqueurs en fonction du temps et ainsi 

identifier si l’extraction est en train de se terminer ou non. 

2. EXTRACTION SELECTIVE DU ROMARIN PAR SFE-SFC 

Ce chapitre de la thèse se focalise sur l’extraction sélective du romarin. Les 

points abordés sont le développement et l’optimisation du procédé d’extraction. Une 

fois celui-ci terminé, une analyse des différents extraits a été menée afin d’avoir une 

composition plus détaillés en métabolites. 
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3. CONCLUSION 

L’optimisation des conditions d’extraction en SFE a été permise grâce au 

couplage de l’extracteur supercritique avec de la SFC en ligne. Celui-ci a permis 

d’analyser la composition de l’extrait pendant l’extraction toutes les cinq minutes. Les 

cinétiques des trois composés cibles (acide carnosique, acide rosmarinique et 

chlorophylle a) ont pu être suivies au cours du temps. Cela était possible grâce au 

développement d’une méthode d’analyse rapide en SFC permettant la séparation de 

ces trois marqueurs en moins de cinq minutes. Compte tenu des différences de polarité 

entre l’acide rosmarinique et la chlorophylle a et de l’impossibilité d’utiliser un gradient 

d’élution, le retour à l’équilibre d’un gradient étant incompatible avec le fréquence 

d’échantillonnage, deux colonnes de différentes polarités (silice et greffée C18) ont été 

couplées. Afin de valider ce système, celui-ci a été comparé avec une cinétique 

réalisée en analysant de façon séparée (en offline) les différentes fractions. Les 

résultats étaient similaires et ont donc permis de valider l’utilisation de ce couplage 

pour la suite des travaux. Cette validation n’a pas été présentée dans l’article. 

Durant l’optimisation du procédé d’extraction sélective, un mélange d’éthanol et 

d’eau a été utilisé. Il s’agissait du meilleur compromis pour l’extraction de l’acide 

carnosique et rosmarinique sans celle des chlorophylles. Un mélange à 50/50 a été 

déterminé comme le mélange optimum. La mesure des cinétiques d’extraction a 

permis de mettre en avant des phénomènes intéressants comme des différences de 

début d’extraction pour les deux composés bioactifs. Ces phénomènes donnent la 

possibilité de gagner en sélectivité et de passer d’une fraction riche en composés 

bioactifs (contenant les deux acides) en deux fractions respectivement riches l’une en 

acide carnosique et l’autre en acide rosmarinique. En fonction de futurs besoins, il sera 

toujours possible de réunir ses fractions entre elles ou non.  

A la fin de cette étude, quatre fractions ont été réalisées : riches en (1) 

caroténoïdes, (2) acide carnosique, (3) acide rosmarinique et (4) chlorophylles. Ces 

fractions ont été analysées par UHPLC-UV-HRMS afin de comparer leur composition 

en différents composés autres que les deux initialement étudiés. Les résultats ont 

montré que les composés moins polaires (excepté les chlorophylles) sont extraits 

durant la première et deuxième étape de l’extraction comme les caroténoïdes, l’acide 

carnosique et le carnosol. Seulement à partir de la troisième étape (10% du co-solvant 
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EtOH/Eau), des composés plus polaires, dont des composés glycolysés ont été 

extraits en quantité majoritaire. La dernière étape (30% EtOH) contient ce qui n’a pas 

été extrait précédemment en composés polaires, et les chlorophylles.  

Ce procédé d’extraction supercritique a donc permis d’extraire sélectivement 

des composés bioactifs sans chlorophylles et les chlorophylles avec peu de composés 

bioactifs. D’autres paramètres peuvent être optimisés comme le débit de solvant. De 

plus, il serait intéressant de voir si les résultats sont transposables sur un extracteur à 

une plus grande échelle afin d’étendre cette extraction vers un procédé industriel. 
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Conclusion 

L’objectif principal de ce travail de thèse était de trouver et d’appliquer des 

conditions d’extraction sélective dans le but de produire des extraits riches en 

composés bioactifs et en chlorophylles à partir de ressources végétales.  

Le chapitre 1 a permis de faire un état de l’art des différentes possibilités afin 

d’avoir séparément des composé bioactifs et les chlorophylles. Notre choix s’est porté 

sur l’extraction sélective. Une review a présenté une vue d’ensemble des différentes 

sélectivités obtenues avec plusieurs techniques d’extraction (US, MO, PLE et SFE). 

L’extraction par fluide supercritique a alors montré un grand potentiel. 

Dans le chapitre 2, une première étude a permis d’identifier des conditions afin 

de produire un extrait riche en chlorophylles qui a servi par la suite de « standard » de 

chlorophylles. Il s’est avéré qu’il était quasiment inévitable de subir une dégradation 

des chlorophylles. Cependant, certaines conditions favorisent l’apparition des produits 

de dégradation comme l’évaporation de l’extrait ou encore l’utilisation de microondes 

lors de l’extraction. Ensuite, ces chlorophylles et leurs produits de dégradations ont été 

analysés par SFC et différentes conditions ont été appliquées. Cela a permis d’étudier 

leur comportement chromatographique dans le but de trouver des conditions de 

séparation optimales. 

Un modèle a été développé dans le chapitre 3 afin de trouver par 

chromatographie (SFC et CLHP) des conditions transposables en extraction (SFE et 

PLE). Ce modèle a donc pu être validé et les quelques résultats divergents peuvent 

être expliqués notamment pas des effets liés à la matrice végétale. Les résultats de 

rétention ont également pu être corrélés au modèle de solubilité de Hansen. Il est 

possible de corréler les logk des chlorophylles avec les paramètres d’Hansen lorsque 

des solvants liquides sont utilisés. Il est aussi possible de corréler les résultats avec 

des compositions contenant du dioxide de carbone. En revanche, il n’est pas possible 

de trouver une corrélation lorsque la teneur en CO2 est supérieure à 70% (donc des 

teneurs en co-solvant inférieures à 30%). 

Les conditions sélectives obtenues précédemment ont donc été utilisées dans 

le dernier chapitre afin de produire les extraits riches en composés bioactifs (acides 

carnosique et rosmarinique) et d’autres, riches en pigments (caroténoïdes et 
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chlorophylles). Le chapitre 4 a donc permis de développer une extraction séquencée 

par fluide supercritique afin de produire différents extraits. Ce développement a été 

appuyé par la mise en place d’un système SFE-SFC en ligne. Les dernières 

expérimentations de cette thèse ont permis la production de quatre fractions (Figure 

7) : une première fraction riche en caroténoïdes, une seconde riche en acide 

carnosique, une troisième riche en acide rosmarinique et une dernière riche en 

chlorophylles. 

 

Figure 7: Photographie des quatre fractions obtenues en SFE avec de gauche à droite la fraction riche en: 
caroténoïdes, acide carnosique, acide rosmarinique et chlorophylles 
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Perspectives 

Cette thèse présente un travail à but d’application, compte tenu du sujet et du 

partenaire industriel associé. Pendant ces trois années, de nombreux développements 

et les choix fait ont été réalisés dans l’optique de transposer le procédé à une plus 

grande échelle. Il aurait donc été intéressant d’utiliser les conditions trouvées 

précédemment, sur un autre système d’extraction de plus grande dimension avec une 

quantité plus importante de plante.  

Les quatre dernières fractions obtenues ont été analysées chimiquement afin 

d’avoir la composition de chacune d’elles. Cependant, il aurait été intéressant 

d’évaluer l’activité (essentiellement le pouvoir antioxydant) de ces fractions et de les 

comparer avec un extrait non sélectif comme un extrait de romarin éthanolique obtenu 

par ultrasons. 

Comme étudié dans le chapitre 1, il existe de nombreux autres solvants ayant 

différentes propriétés. L’extraction par SFE développée dans cette thèse utilise 

majoritairement du CO2 supercritique mais aussi de l’éthanol et de l’eau. D’autres 

solvants, tout aussi écologiques, peuvent aussi être étudiés. Certains d’entre eux (le 

propylène carbonate et le 2-méthyltétrahydrofurane) ont d’ailleurs été testés dans le 

chapitre 3 lors de la corrélation entre les différentes rétentions obtenues par CLHP et 

SFC et le modèle de solubilité d’Hansen [96]. Les NaDES montrent aussi des propiétés 

intéressantes en terme de sélectivité due à leurs compositions qui peuvent être 

modulées. Cela pourra être intéressant d’étudier différents solvants de cette famille 

dans le futur. De plus, ces solvants représentent un engouement et un potentiel 

industriel important compte tenu des différents brevets apparus ces dernières années. 

 

Dans le premier chapitre, d’autres solutions ont été présentées afin de retirer 

les chlorophylles d’un extrait de plante (piégeage par un adsorbant, ou séparation par 

outils de purification comme la CPC).  

Concernant l’utilisation d’un adsorbant, il est possible de le coupler avec une 

technique d’extraction en ligne afin de rester dans un seul et unique procédé. La 

difficulté de ce procéder sera d’affiner la sélectivité de l’adsorbant pour que celui-ci 

piège uniquement les pigments (chlorophylliens principalement) et pas d’autres 
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composés d’intérêts. De plus, il est aussi intéressant de récupérer ces pigments. Il 

faudra donc trouver des adsorbants permettant tout de même dans certaines 

conditions, de désorber les chlorophylles sans les dégrader. Cela représente un bon 

potentiel dans la problématique de la thèse et pourrait mériter un développement.  

Concernant l’utilisation de la CPC, la possible récupération des deux phases 

liquides contenant des composés d’interêt différents (bioactifs dans une phase et 

chlorophylles dans l’autre) représente son principal avantage. L’extrait riche en 

chlorophylle peut être injecté dans le système biphasique ou être utilisé comme une 

des deux phases tandis que l’autre phase pourrait extraire soit les bioactis soit les 

chlorophylles pour assurer leur séparation et leur valorisation. Concernant l’aspect 

économique, ce procédé ne consomme que des solvants moins onéreux que des 

adsorbants solides et souvent en moins grande quantité que la chromatogarphie en 

phase liquide préparative. Cette technique peut donc être utilisée pour répondre à la 

problématique de cette thèse. Cependant, l’un des freins à son utilisation industrielle 

peut être la dimension des colonnes actuelles qui limitent la quantité d’extrait traitée 

en une seule étape et surtout la possibilité de générer des systèmes biphasiques 

composés uniquement de solvants verts. 

Cette thèse a permis d’établir une nouvelle approche dans le développement et 

l’optimisation de procédé d’extraction. De plus, les différentes perspectives ont ouvert 

encore plus le champ des possibles afin de produire des extraits sélectifs.  

  



Conclusions et perspectives  

145 

  



Conclusions et perspectives 

 

146 

  



 

147 

ANNEXES (1/2) : TABLEAUX CITES DANS L’ARTICLE 

DU CHAPITRE 1 

Selectivity in plant extraction and the influence of modern 

extraction techniques (UAE, PLE, MAE and SFE): A review 

 
Table 01. Table of names, logP and formulas of lipids cited in review (part 1) 
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Table 02. Table of names, logP and formulas of lipids cited in review (part 2) 
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Table 03. Table of names, logP and formulas of terpenes cited in review (part 1) 
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Table 04. Table of names, logP and formulas of terpenes cited in review (part 2) 
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Table 05. Table of names, logP and formulas of terpenes cited in review (part 3) 

 

Table 06. Table of names, logP and formulas of coumarins cited in review 
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Table 07. Table of names, logP and formulas of pigments cited in review 
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Table 08. Table of names, logP and formulas of cannabinoids and alkaloids cited in review 
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Table 09. Table of names, logP and formulas of polyphenols cited in review (part 1) 
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Table 10. Table of names, logP and formulas of polyphenols cited in review (part 2) 
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Table 11. Table of names, logP and formulas of polyphenols cited in review (part 3) 
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Table 12. Table of names, logP and formulas of polyphenols cited in review (part 4) 
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Table 13. Table of names, logP and formulas of polyphenols cited in review (part 5) 
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Table 14. Table of names, logP and formulas of carbohydrates and polysaccharides cited in review 
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Table 15. Table of names, logP and formulas of other molecules cited in review 

 

  



 

161 

ANNEXES (2/2) : FIGURES ET TABLEAUX CITES EN 

SUPPLEMENTARY DATA DANS L’ARTICLE DU 

CHAPITRE 3 

Supercritical fluid chromatography (SFC) development of a 

predictive analytical tool to selectively extract bioactive 

compounds by pressurised extraction techniques (SFE and 

PFE) 

 

 

S1. SFC Chromatograms of (a) rosmarinic acid at 331 nm and (b) chlorophylls at 650 nm, with varied modifiers: 
methanol (pink solid line); methanol/water 95/5, v/v (blue dotted line); methanol/water/citric acid 95/5/0.1 v/v/v 

(green dashes). Column: Torus DIOL. For other analytical conditions, see section 2.4. 
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S2. SFC Chromatograms of carnosic acid, rosmarinic acid and chlorophylls on Torus DIOL with methanol/water 
95/5 v/v as modifier. Other conditions described in section 2.4 
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S3. Distribution of δH and δP for all liquid mixtures  

 

 

S4. Distribution of δH and δP for all supercritical carbon dioxide mixtures 

 

S5. HSP calculated for different methanol-ethanol mixtures 

 

S6. HSP calculated for different ethanol-acetonitrile mixtures 
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S7. HSP calculated for different methanol-acetonitrile mixtures 

 

S8. HSP calculated for different 2-methyltetrahydrofuran-methanol mixtures 

 

S9. HSP calculated for different 2-methyltetrahydrofuran-ethanol mixtures 
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S10. HSP calculated for different 2-methyltetrahydrofuran-acetonitrile mixtures 

 

S11. HSP calculated for different propylene carbonate mixtures with ethanol, methanol and acetonitrile 

 

S12. HSP calculated for different carbon dioxide-ethanol mixtures 
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S13. HSP calculated for different carbon dioxide-methanol mixtures 

 

S14. HSP calculated for different carbon dioxide-acetonitrile mixtures 

 

S15. HSP calculated for different carbon dioxide-acetonitrile:methanol 95/5 v/v mixtures 

 

  



Annexes (2/2) : Figures et tableaux cités en supplementary data dans l’article 
du chapitre 3  

167 

S16. HSP calculated for different carbon dioxide-acetonitrile:methanol 90/10 v/v mixtures 

 

S17. HSP calculated for different carbon dioxide-acetonitrile:methanol 80/20 v/v mixtures 

 

S18. HSP calculated for different carbon dioxide-acetonitrile:methanol 50/50 v/v mixtures 
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S19. Values of log k experimental vs log k predicted from the regression coefficients obtained from retention in 
liquid mobile phases of figure 6 
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Production d'extraits de plantes non colorés enrichis en composés 
bioactifs. Investigation des techniques d’extraction modernes  

(US, MO, SFE, PLE) 
Résumé :  

Dans le domaine de la cosmétique, de nombreuses matières premières sont utilisées et les extraits 
naturels issus de plantes en représentent une grande partie. Les extraits végétaux peuvent avoir des 
activités différentes : antioxydantes, anti-vieillissement.... Cependant, leur couleur essentiellement dû 
aux pigments peut être un frein à leur utilisation car ils peuvent avoir des problèmes de stabilité. Leur 
dégradation se traduit par un changement de couleur ce qui peut être incompatible avec leur 
formulation. 

L'objectif de la thèse est de trouver des conditions sélectives afin d'extraire des composés d'intérêts 
sans pigments (principalement chlorophylliens). 

Dans un premier temps, une étude de la stabilité des chlorophylles a permis d'identifier des conditions 
d'extraction et de stockage afin d'identifier et de quantifier les chlorophylles natives et leurs produits de 
dégradation en fonction des différentes approches opératoires. Cela a permis d'identifier des conditions 
d'extraction et de stockage limitant leurs dégradations. Dans un second temps une modélisation a été 
réalisée, principalement en chromatographie supercritique, pour déterminer des conditions d'extraction 
sélective, avec des fluides supercritiques, de molécules antioxydantes (acide carnosique et 
rosmarinique) d'une part et des pigments chlorophylliens d'autre part à partir de romarin, sans avoir 
besoin d'effectuer de nombreuses expériences d'extraction. Finalement, une extraction par CO2 
supercritique séquencée utilisant des conditions déterminées par le précédent modèle a été 
développée. Un système extraction/chromatographie en ligne a été développé afin d’appuyer ce 
développement par des études de cinétiques d'extraction. Cette extraction a permis de réaliser quatre 
fractions respectivement riches en caroténoïdes, acide carnosique, acide rosmarinique et chlorophylles. 

Mots clés : Extraction sélective, Pigments, Romarin, Phytochimie, Chimie analytique, 

Production of non-colored plant extracts enriched with bioactive 
compounds. Investigation of modern extraction techniques  

(UAE, MAE, SFE, PLE) 

Summary :  

In the field of cosmetics, many raw materials are used and natural extracts from plants represent a large 
part of them. Plant extracts can have different activities: antioxidants, anti-aging ... However, their color 
mainly due to pigments can be an obstacle to their use because they can have stability problems. Their 
degradation results in a change of color which may be incompatible with their formulation. 

The objective of the thesis is to find selective conditions in order to extract compounds of interest without 
pigments (mainly chlorophylls). 

Initially, a study of the stability of chlorophylls allowed identification of extraction and storage conditions 
in order to identify and quantify native chlorophylls and their degradation products according to the 
different operating approaches. This made it possible to identify extraction and storage conditions 
limiting their degradation. Secondly, modeling was carried out, mainly by supercritical chromatography, 
to determine selective extraction conditions, with supercritical fluids, of antioxidant molecules (carnosic 
and rosmarinic acids) on the one hand and chlorophyll pigments on the other hand from rosemary, 
without the need for numerous extraction experiments. Finally, a sequential supercritical CO2 extraction 
using conditions determined by the previous model was developed. An online 
extraction/chromatography system was developed to support this development through extraction 
kinetics studies. This extraction allowed the realization of four fractions respectively rich in carotenoids, 
carnosic acid, rosmarinic acid and chlorophylls. 

Keywords : Selective extraction, Pigments, Rosemary, Phytochemistry, Analytical chemistry 
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