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De t'avoir comme papa pour me protéger.
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De toute ton affection est alors née
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Tu es devenu ma grande fierté.
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Que j’adore vivre ma vie ».
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FD : Détecteur fluorimetre

g : Gramme

GC : Chromatographie en phase Gazeuse

H,O : Eau

HCOOH : Acide Formique

He : Hélium

HPGC : Chromatographie Gazeuse en Haute Pression
(U)HPLC : Chromatographie Liquide (Ultra) Haute Pression
HPTLC : Chromatographie sur Couche Mince Haute Performance
HRMS : Spectrométrie de Masse Haute Résolution
ICR : Analyseur a Résonance Cyclotronique d’lon

(L)IT : Analyseur Trappe a lons

IPrOH : Isopropanol
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IR : Infrarouge

KD : Coefficient de Distribution/Partage
Kg : Kilogramme

KOH : Potasse

L : Acide Linoléique

L : Litre

LC : Chromatographie Liquide

LED : Diode Luminescente

Ln : Acide Linolénique

LSER : Linear Solvation Energy Relationships
LTQ : Analyseur Orbitrappe

M : Molaire

MAE : Extraction Assistée par Micro-ondes
MAG : Monoacylglycérol

MALDI : Désorption lonisation Laser assistée par Matrice
MEKC : Electrophorése Capillaire Micelle
MeOH : Méthanol

mg : Milligramme

MIR : Moyen-Infrarouge

mL : Millilitre

mm : Millimétre

MRM : Multiple Reaction Monitoring

MS : Spectrométrie de Masse

MTBE : Méthyl tert-butyl éther

n : Nano

N, : Diazote

NHs : Ammoniaque

NP : Phase Normale

O : Acide Oléique

P : Acide Palmitique

P : Poise

PC : Phosphatidylcholine

Pc : Pression critique

PDMS : Polydiméthylsiloxane

PE : Phosphatidyléthanolamine

PG : Phosphatidylglycérol

PHWE : Extraction par Eau Chaude Pressurisée
Pl : Phosphatidylinositol

PLE : Extraction par Fluide Pressurisé

Po : Acide Palmitoléique

PS : Phosphatidylsérine

psi : Pound-force per Square Inch

Q : Analyseur Quadripolaire

RP : Phase Inverse

rpm : Rotation par minutes

S : Acide Stéarique

s : seconde

SFC : Chromatographie en phase supercritique
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SFE : Extraction par Fluide Sub/supercritique
SIM : Single lon Monitoring

SiOH : Silice

TAG : Triacylglycérol

Tc : Température critique

TGA : Analyse Thermogravimétrique

Th : Thomson

TIC : Total lon Current

TLC : Chromatographie sur Couche Mince
TOF : Analyseur Temps de Vol

Tr : Temps de rétention

K : Micro

UAE : Extraction Assistée par Ultrasons

ui : Unité Internationale

UV-vis : Détecteur spectroscopiques Ultraviolet/Visible - simple longueur d’onde

V : Volt
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Introduction générale

L’histoire de la chimie est intrinséquement reliée a [’histoire et 1’évolution de
I’Homme dans son environnement. Bien que la chimie n’ait pas de nom dans les temps les
plus reculés, I’accumulation des connaissances donna lieu a diverses découvertes et

eme

applications dans différents secteurs. Il faudra attendre le X1 siecle pour faire basculer la
chimie dans I’ére industrielle lui donnant un réle majeur dans 1’évolution de ’humanité. Ainsi
entre progres et risques, la science chimique a mis en évidence ses limites nous interrogeant
sur son utilisation, son accessibilité et son acceptabilité pour I’Homme. C’est pourquoi, dans
ce contexte économique et politique fort qu’émerge une transition énergétique : concilier la
chimie avec son environnement. Cette transition conceptuelle s’inscrit dans la lignée de la
chimie verte et durable. Ce concept scientifique représente une vision raisonnée de la chimie
et de sa mise en ceuvre industrielle toujours dans un souci d’utilisation de critéres de
durabilités pour répondre a la demande de la société. En conséquence, cette vision s’attache a
la conception, la synthese, I’exploitation et 1’utilisation de procédés et produits chimiques

efficients, efficaces ainsi que plus respectueux de l’environnement pour la réalisation de

projets innovants.

Les technologies utilisant des fluides supercritiques s’inscrivent dans le respect du
concept de chimie verte. Ces procédés mettent en ceuvre les propriétés particulieres des
solvants dans leurs états sub/supercritique, dans de nombreux domaines d’applications tels
que Dextraction, le fractionnement, la vectorisation pour l’imprégnation de composés
d’intéréts, la réalisation d’analyses chromatographiques a haute efficacit¢ ou encore
I’¢laboration de poudre a biodisponibilité accrue. Ainsi, devant la montée en puissance d’une
demande toujours plus verte et durable, les fluides supercritiques apparaissent comme une
alternative a I’utilisation de produits chimiques synthétiques, afin d’assurer la pérennité de la
recherche et du développement. En effet, les produits synthétiques ont mauvaise réputation
aux yeux du grand public voyant en eux un danger potentiel pour leur santé. Par ailleurs, les
procédés de transformations industrielles mis en ceuvre peuvent engendrer des modifications
de I’environnement moléculaire des principes actifs. Ces transformations physico-chimiques
de I’environnement des composés d’intéréts peuvent se traduire par la création de nouvelles
activités biologiques (olfactives, organoleptiques...) qui ne sont pas caractéristiques du

composé de départ mais caractéristique du produit fini.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail de thése a été de mettre en place une stratégie
de valorisation de composés bioactifs naturels en usant principalement les fluides

supercritiques. Cette stratégie a eu pour objectif de mettre en ceuvre des méthodes

1
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d’extraction et d’enrichissement sélectives, de caractérisation et d’identification de produits
oléagineux, d’encapsulation et d’imprégnation de composés d’intéréts dans un support poreux
pour une utilisation en formulation cosmétique. Pour ce travail, 1’intégralité de ces recherches
a été effectuée sur une huile « modele » extraite a partir des graines oléagineuses de la plante
de Kniphofia uvaria. C’est grace a son impressionnante floraison, son aspect flamboyant de
couleur jaune, orange rouge et des propriétés bioactives de ces extraits que cette plante a été
sélectionnée par la socié¢t¢é LVMH-Recherche pour 1’étude et le développement de cette

stratégie de valorisation par les fluides sub/supercritiques.

Le travail de recherche présenté dans ce manuscrit a été réalis¢ dans le cadre d’un
partenariat entre 1’équipe Stratégies Analytiques, Interactions Moléculaires et Bioactifs de
I’Institut de Chimie Organique et Analytique (ICOA) et le pdle Ingrédients Naturels,
Innovation Matériaux de LVMH-Recherche. En effet, 1’équipe analytique du laboratoire
ICOA s’inscrit dans le développement de méthodologies d’isolement, de caractérisation et
d’identification de métabolites présents dans des matrices complexes naturelles
potentiellement incorporables dans la formulation de produits cosmétiques et/ou

thérapeutiques.

Le premier chapitre de cette these est dédié a 1’étude bibliographique de la plante
Kniphofia uvaria. A travers ce premier chapitre, une description botanique de la plante est
composée et une présentation détaillée des diverses familles moléculaires susceptibles d’étre
présentes dans les graines oléagineuses sont écrites. Ainsi, un premier résumé concernant les
différentes techniques d’extraction, d’analyse des molécules de la famille des anthraquinones
est présenté. Enfin, 1’utilisation de ces composés en tant que molécules bioactives pour la

médecine et leurs applications a 1’échelle industrielle comme colorant sont évoqués.

Le deuxiéme chapitre de cette theése est consacré a une étude bibliographique sur les
fluides supercritiques. Ainsi, dans ce chapitre, les propriétés intrinseques et les utilisations des
fluides supercritiques sont évoquées. Dans le cadre de 1’analyse par chromatographie en phase
supercritique (SFC), les spécificités des appareils SFC et les différents types de détecteurs
pouvant étre couplés a cette technique chromatographique sont explicités. Un accent
particulier est mis concernant 1’intégration de la spectrométrie de masse a la SFC. Enfin, ce
second chapitre se termine par une synthése bibliographique sur le couplage SFC-MS

appliqué a I’étude des lipides.
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Le troisieme chapitre de cette thése est consacré au développement des méthodes
d’analyse mettant en ceuvre le couplage de la SFC couplée au détecteur de spectrométrie de
masse (SFC-MS) a I’aide des sources d’ionisation APCI pour la caractérisation des différentes

familles moléculaires dans un milieu lipidique.

Le quatrieme chapitre est illustré par la mise en ceuvre de techniques d’enrichissement
des composés d’intéréts dans un extrait lipidique a I’aide de I’extraction par fluide
sub/supercritique (SFE) et de la chromatographie de partage centrifuge (CPC). L’influence
des parameétres sur la sélectivité d’extraction de cette méthodologie d’enrichissement est

ensuite discutée.

Le cinquieme chapitre est guidé par I’étude de I’imprégnation supercritique des
molécules cibles anthraquinoniques sur un milieu de silice poreuse. Ainsi, les résultats
concernant la capacité du support d’imprégnation de silice vis-a-vis des anthraquinones sont
discutés. Apres avoir constaté la capacité de ce support a piéger ces molécules cibles, la
faisabilité d’un couplage SFE-imprégnation supercritique a été démontré afin d’obtenir un
support de silice riche en composés bioactifs clés, tout en minimisant I’extraction et

I’imprégnation de la partie glycéride, constituée majoritairement de composés a chaine grasse.

Enfin, les conclusions scientifiques et personnelles sur I’ensemble de ces 3 années

ainsi que des perspectives sur la continuit¢ de ce travail ont ¢été restituées.












Chapitre 1. A la découverte de la plante :
Kniphofia uvaria






Chapitre 1

1. Présentation de Kniphofia uvaria

[.1 La famille des Xanthorrhoeaceae

Selon la classification APG IV (Angiosperm Phylogeny Group) datant de 2016, la famille des
Xanthorrhoeaceae appartient a ’ordre des Asparagales et se compose de 39 familles dont le
genre Kniphofia. La famille Xanthorrhoeaceae est représentative des plantes
monocotylédones dont la graine des plantes n’a qu’un seul cotylédon. Pour la majorité des
représentants de cette famille, les plantes sont arborescentes dont la plupart sont acaules
(plantes sans tiges ou dont la tige est raccourcie). Le systeme racinaire de ces plantes est
rhizomatique ou tubéreux. La plupart des espéces de la famille des Xanthorrhoeaceae sont
cultivées a des fins ornementales et plus encore a des fins thérapeutiques et cosmétiques

comme pour certains genres tels que 1’4loes [1].

1.2 Description de Kniphofia : Classification et description botanique de Kniphofia uvaria

Le genre Kniphofia comprend 71 especes provenant majoritairement d’Afrique dont I’espece
uvaria [2]. Introduit en Europe a des fins ornementales au XVIII*™ siécle, la plante rustique
Kniphofia uvaria fut la premiere espece cultivée. Son identification est facilement réalisable
notamment par ses feuilles de couleur verte qui sont étroites et retombantes pouvant atteindre
1 metre de long. Au-dela de I’aspect botanique, la reconnaissance visuelle de cette plante est
facilitée par la présence de leurs hampes florales s’élevant jusqu’a plus de 1,50 metre et
compactes en forme d’épis composés de trés nombreuses fleurs tubulaires. Ces fleurs ont des
couleurs flamboyantes passant du rouge au jaune qui sont caractéristiques de leurs maturités.
Ainsi, les fleurs ont la particularité de voir leurs couleurs palir en s'ouvrant puis en fanant,
d'ou ces inflorescences souvent bicolores qui leurs vaudront I’appellation de tritome a longues

grappes ou tison de Satan [3.,4].

Tableau 1-1 : Taxonomie et aspect visuel de la plante Kniphofia uvaria.

Kniphofia uvaria :
Reégne Plante
Division Angiospermes
Classe Monotylédones
Ordre Asparagales
Famille Xanthorrhoeaceae
Genre Kniphofia
Espéce Uvaria



https://fr.wikipedia.org/wiki/Xanthorrhoeaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asparagales

Chapitre 1

I1. Les graines de Kniphofia uvaria, des graines oléagineuses : structure et

composition phytochimique

Dans le régne végétal, plusieurs dizaines de milliers d’especes de plantes co-existent avec
I’Homme et sont la source d’une grande diversité moléculaire : certaines molécules possédant
des propriétés bioactives intéressantes. En effet, les plantes synthétisent deux catégories de
molécules dont des métabolites dits primaires et secondaires. La notion de
métabolites primaires désigne un ensemble de molécules universelles a I’ensemble des plantes
et dont la principale fonction est le développement et la reproduction des cellules. Les
métabolites primaires comprennent les acides nucléiques, les protéines, les acides aminés, les
sucres et les acides gras. Les métabolites secondaires différent des métabolites primaires et
sont plus ou moins spécifiques a chaque plante. Les facteurs d’origine de ces métabolites
secondaires vont dépendre de I’espéce, la variété mais aussi des relations qu’entretiennent les
plantes avec leurs environnements ou des différents stress engendrés par les conditions
climatiques par exemple. Par conséquent, évaluer avec précision la teneur phytochimique
pour une plante est complexe, rendu encore plus difficile avec I’interaction des effets terroirs

sur les matrices et sa classification phylogénique.

Aujourd’hui, les métabolites secondaires se classent en trois grands groupes chez les plantes :
les polyphénols, les terpenoides, les alcaloides, les polycétides ou encore les hétérosides. Ce
sont des €éléments essentiels pour maintenir I’intégrité et la coévolution de la plante avec les
organismes vivants I’entourant tels que les parasites, les prédateurs ou les pollinisateurs.
Aujourd’hui, ces relations variées ont donné lieu a une importante diversification des
meétabolites secondaires. Ainsi, en fonction de la nature des différents métabolites secondaires
exprimés par les plantes, les domaines de la cosmétique, pharmaceutique et agroalimentaire

peuvent avoir un intérét a 1’exploitation de ces ressources.

I1.1 Les graines oléagineuses : structure et composition biochimique

La graine est ’organe de reproduction de la plante. Beaucoup de végétaux ont des graines
pauvres en huile (1% d’huile dans la graine de lentille), d’autres ont une teneur moyenne (10
% d’huile dans la graine de blé) tandis que d’autres graines sont particulierement riches en
huile dont la teneur finale peut avoisiner 65% de la masse finale : ¢’est ce qu’on appelle des
graines oléagineuses. Ces graines oléagineuses ont donc une composition phytochimique
riche en matic¢re grasse : en lipide. Certaines graines oléagineuses sont plus connues que

d’autres telles que les graines de tournesol, de soja ou encore de ricin desquelles 1’huile
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végétale y est extraite. Aujourd’hui, ces huiles sont de plus en plus exploitées dans les
domaines alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques et énergétiques grace a leurs richesses

en composés lipidiques.

La composition chimique d’une graine peut varier selon son degré de maturité, son état de
conservation ou encore selon des conditions biotiques et abiotiques de cultures. Néanmoins, la
connaissance de la composition des huiles végétales et donc des graines oléagineuses peut se
définir par la présence de composés majoritaires et minoritaires comme il est noté dans le

Tableau 1-11.

Tableau 1-1I: Composition et pourcentage de la fraction lipidique des huiles végétales

[S].

Triglycérides 95-97
Phospholipides 1,50 - 2,50
Phytostérols 0,33-0.35
Tocophérols 0,15-0,21
Acides gras 0,30-0,70

I1.2 Structure et classification des lipides

Les lipides sont un vaste groupe regroupant de nombreuses familles moléculaires dont
I’existence est trés importante pour la vie puisqu’ils interviennent dans de nombreux rdles
biologiques tels que la conservation de 1’énergie, la régulation hormonale ou encore dans la
signalisation intracellulaire [6]. I en existe donc un trés grand nombre, ce qui conduit & établir
une classification. Ainsi, les lipides sont séparés en deux grandes classes : les lipides simples
contenant un ou maximum deux constituants différents et les lipides complexes se composant
d’au moins trois entités chimiques différentes. La classe des lipides simples est composée
uniquement d’atomes de carbone, d’hydrogene et d’oxygene alors que la catégorie des lipides
complexes regroupe des molécules qui peuvent porter un groupement chimique comme un
phosphate, un azote ou un sulfate. Au sein de cette derniere catégorie, on peut y lister les
phospholipides, les aminolipides ou encore les glycolipides. D’une manicre générale, ces
molécules sont lipophiles [6,7]. Toutefois, au vu de 1I’hétérogénéité structurale des lipides, la
présence de groupements polaires comme un dérivé estérifié d’acide phosphatidique

(Glycérophospholipides) induisent des propriétés amphiphiles a ces molécules [7].
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Pour cette classification des lipides, nous nous sommes appuyées sur la classification des

lipides de référence apportée par LIPID MAPS [8].

11.2.1 Les glycérolipides : cas des triglycérides

La famille des glycérolipides comprend des composés issus de 1’association d’esters d’acides
gras et de glycérols. Parmi les glycérolipides, on peut lister : les mono-, di- et tri-acylglycérols
ainsi que Glycosyl-diradylglycerols et -monoradylglycerols. Dans cette partie, nous nous
focaliserons sur le cas des triglycérides, composés majoritaires dans la fraction lipidique des

huiles végétales.

Les triglycérides, aussi appelés triacylglycérols ou triacylglycérides, sont des molécules
hydrophobes et solubles dans les solvants organiques tels que 1’éther, le chloroforme,
I’acétone, le benzeéne ou encore I’heptane. Les triglycérides sont des triesters de glycérols
formés par la réaction d’estérification d’un glycérol avec trois acides gras (Figure 1-1). La
réaction d’estérification est une réaction réversible par ’hydrolyse, en milieu basique, de la
liaison ester : c’est la réaction de saponification. Si lors de la réaction d’estérification, les
trois acides gras utilisés pour la réaction d’estérification sont identiques, le triglycéride formé
sera dit homogene tel que le trilinoleoylglycerol (LLL) ou encore le tristeatorylglycérol (SSS)
appelé plus communément la stéarine. A I’inverse, si le triglycéride est composé de deux ou
trois acides gras différents, il sera dit hétérogene. Dans les cas ou les trois acides gras
estérifiés sont différents, le carbone central provenant du glycérol au départ, devient chiral
d’ou I’existence d’isomeres de triglycérides, le type L (Lévogyre) correspond aux

triglycérides naturels.

Les triglycérides peuvent étre également formés par biosynthese. Ainsi, la synthése comporte
trois étapes: formation de 1’acide phosphatidique, déphosphorylation de ce dernier en

diglycéride et estérification de la derniere fonction alcool du glycérol [9] .

En 1964, le scientifique Thomas Percy Hilditch relata que toutes les graisses naturelles
(animales et végétales) sont constituées majoritairement de triglycérides hétérogenes [7]. En
2008, une étude a démontré la grande complexité des triglycérides en révélant la présence de

plus d’une centaine de composés différents dans les lipides du lait [7].
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Figure 1-1: Réaction d’estérification du glycérol par 3 acides gras pour ’obtention d’un
triglycéride.

11.2.1.1  Sources végétales des triglycérides

Toutes les plantes supérieures (angiospermes et gymnospermes) contiennent des huiles. La
composition en triglycérides des huiles extraites varie selon la nature de la graine utilisée. Ces
triglycérides végétaux sont généralement des mélanges homogenes et hétérogenes. Ils sont
composés d’acides gras dont la longueur de chaine est comprise entre 8 a 22 atomes de
carbones et pouvant contenir jusqu’a trois doubles liaison C=C. La composition en
principaux triglycérides et acides gras (% total) des huiles végétales les plus exportées dans le

monde est exprimée dans le Tableau 1-III [7].

Tableau 1-1II : Composition en triglycérides et acides gras majoritaires dans différentes
huiles végétales [10][7].

% % % % %
N°  Huiles Triglycérides majoritaires C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

(P) ) 0) (L) (Ln)

1 | Colza 000, OLO, OOLn, OLLn, |1-3 n.d 7590 | 5-15 1-4
OLL, OOP
2 | Soja LLL, LLP, OLL, LLLn, LnLP, | 8-13 2-5 17-26 | 50-62 | 4-10
OLP, OLO
3 Tourneso | LLL, OLL, LLP, OLO, SLL, | 5-7 4-6 15-25 62-70 nd
1 OLP
4 | Arachide | OLL, OLO, OOO, OLP, LLP, | 8-13 1-4 35-66 14-41 n.d
OOP
5 | Mais OLL, LLL, LLP, OLO, OLP 8-13 1-4 24-32 | 55-62 | 0-2
6 | Olive 000, O0P, OLO, SO0, OLP 8-11 4-6 37-42 | 39-47 |nd
7 | Noix LLL, OLL, LLLn, LLP, OLLn, | 6-8 1-3 14-20 | 55-65 | 9-15
LnLP, OLO
8 | Cacao SOP, SOS, POP 24-30 | 32-37 | 31-37 |25 n.d
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11.2.1.2  Propriétés des triglycerides

Les propriétés physiques et nutritionnelles des huiles végétales découlent de la composition
en acides gras des triglycérides [7,10]. Ainsi, une composition différente dans la nature des
acides gras mis en jeu (saturés ou insaturés) impacte directement sur la réactivité chimique, la
stabilité vis-a-vis des phénoménes d’oxydation, I’intérét biologique et les propriétés physiques
tels que le point de fusion des huiles végétales. Ainsi, certaines plantes fournissent des
triglycérides moins fluides a la température ambiante comme le beurre de cacao. En effet, les
propriétés physiques du beurre de cacao résident dans sa composition riche en acide stéarique
(S) et en acide oléique (O). D’autres huiles composées en acide linolénique (Ln) comme le
soja ou le colza sont sujettes aux phénomenes d’oxydation dus a la présence d’insaturation

donnant lieu a la polymérisation des acides gras. Ces huiles sont dites siccatives [7].

11.2.1.3 Triglycérides et Kniphofia uvaria

A ce jour, il existe quelques études traitant du genre Kniphofia en ciblant spécifiquement une
famille moléculaire. Toutefois, aucune étude concernant la globalit¢ de la composition
phytochimique de Kniphofia a été révélée. C’est pourquoi, dans le cadre de ce travail, la
recherche bibliographique a été ¢largie a la famille Xanthorrhoeaceae dont le genre Kniphofia
fait partie. Ainsi, le genre Aloes (famille Xanthorrhoeaceae) a révélé une importante richesse
chimique, différente selon la partie de la plante étudiée. Les racines de l’espéce A.
arborescens ont démontré apres hydrolyse de la fraction lipidique, la présence d’acides gras
tels que les acides palmitique, linoléique et stéarique représentants la majeure partie de la
famille des acides gras (>80%). Les feuilles de la plante A. arborescens ont montré des
différences dans la nature des principaux acides gras majoritaires. Les résultats ont contribué
a dévoiler que les acides : palmitique, linoléique et linolénique étaient présents dans les

feuilles a plus de 80% [11].

11.2.2 Les glycérophospholipides

Les glycérophospholipides sont des molécules amphiphiles. Ils sont constitués d’une base de
glycéride, de deux acides gras a chaines longues (14<C<22) et d’un ester phosphorique

(Figure 1-2).
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Figure 1-2: Formule générale d’un glycérophospholipide.

L’acide phosphatidique (ou encore appelé 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-phosphate) est le plus
simple des glycérophospholipides mais c’est aussi un intermédiaire fondamental de synthése
dans le métabolisme des phospholipides. Les glycérophospholipides sont obtenus a 1’aide
d’une estérification de la fonction acide du phosphate par un composé hydroxylé de type : X-
OH. Ces composés hydroxylés estérifiant le groupement phosphate sont bien souvent des
alcools aminés ou des polyols (Tableau 1-IV). La nature de ce composé hydroxylé impliqué
dans P’estérification de 1’acide phosphatidique permet de classer les glycérophospholipides en
plusieurs groupes : les phosphatidylchholine (PC) (encore appelés 1,2-diacylglcyérol-3-
phosphate ou lécithine), les phosphatidyléthanolamine (PE) (encore appelés céphaline), les
phosphatidylglycérol (PG), les Phosphatidylinositol (PI) et les Phosphatidylsérines (PS).

Des phospholipides (PC et PE) ont été retrouvés dans /’Aloés vera a des teneurs de 0.1 % de
la plante [12]. Dans les graines oléagineuses de soja, tournesol et noix, différents
phospholipides ont été¢ détectés [13] [14] [15]. D’ apres ces études, il semble que dans la graine
de soja, les phopholipides majoritaires sont les PC et PE. Cependant, Wilson et al. ont noté
que la teneur et la nature de ces phospholipides présents dans les graines de soja dépendent du
stade de développement de la graine [16]. Bien que les PC et PE restent majoritaires tout au
long du développement de la graine, certains phospholipides apparaissent et augmentent en
fonction du temps comme les PI alors que d’autres stagnent au fil du temps tels que les PG.
Les PS sont les phospholipides mineurs dans les graines de soja, ce qui peut expliquer le fait

que peu d’études traitent des PS dans les graines oléagineuses [16].
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Tableau 1-1V: Classification des glycérophospholipides.

Présence de phospholipides
Formule *graines oléagineuses

Famille moléculaire *plantes de

Xanthorrhoeaceae

Aloes vera [12]
Choli |/ Phosohatidvichols PC Graines de soja [13] [14] [15]
oline + Oosphati choline .
! I NN phaticy Graines de tournesol [15]
Graines de noix [15]
Aloes vera [12]
, NHs* Graines de soja [13] [14] [15
Ethanolamine Ho N Phosphatidyléthanolamine PE . ja [13] [14] [15]
Graines de tournesol [15]
Graines de noix [15]
Glycerol HO/\K\OH Phosphatidylglycérol PG Graines de soja [14]
OH
Ho oH Graines de soja [13] [14] [15]
Inositol Phosphatidylinositol PI Graines de tournesol [15]
Ho o Graines de noix [15]
NH;
Sérine HO/Y Phosphatidylsérine PS Graines de soja [16]
COO”

11.2.3 Les sphingolipides

Les sphingolipides sont formés a partir d’une molécule de sphingosine et d’un acide gras. La
résultante de I’amidification de I’acide gras sur la molécule sphingosine est la formation du
sphingophospholipide. Ainsi, sur 1’alcool primaire de la céramide formée, un groupe
phosphate estérifi¢ par une téte polaire telle que la choline, I’éthanolamine, le glycérol ou
encore est remplacé par le groupe aminoéthylphosphate (ou ciliatine) peuvent étre ajoutés.
Tout comme pour le cas des glycérophospholipides, aucune étude n’a été publiée sur la
caractérisation des sphingolipides pour le genre Kniphofia. Toutefois, des sphingolipides ont
été détectés dans des graines oléagineuses de soja [17,18] démontrant ainsi qu’il est probable

de retrouver ces composés dans les graines de Kniphofia uvaria.

11.2.4 Les phyto-stérols

Tous les stérols d’origine végétale sont appelés phytostérols. Ces derniers sont un des sous-
groupes des dérivés terpéniques dont la formation provient de la cyclisation du squaléne. La
plupart des phystostérols comprennent 28 a 30 atomes de carbones et une a deux doubles

liaisons, le plus souvent se trouvant sur le noyau de stérols et 1’autre sur la chaine latérale [7].
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Parmi les plus phytostérols les plus abondants retrouvés dans le genre Aloés, il peut étre cité :
le B-sitostérol a été détecté dans les plantes A. arborescens et A. vera, le campestérol et le
lupéol ont été identifiés uniquement dans la plante 4. vera [11]. La présence de phytostérols a
¢été confirmée dans les feuilles de Kniphofia nubigena mais aucune trace de phytostérols n’a
été¢ caractérisée dans les racines de la plante [4]. Dans les graines oléagineuses d’olive,
plusieurs phytostérols ont été¢ reportés comme du choloesterol, stigmastérol, B-sitostérol,

sitostanol, fucosterol ou encore erythrodiol et uvaol [19,20].

HO

B-sitostérol Sitostanol Fucostérol

Figure 1-3: Exemple de phyto-stérols identifiés des graines oléagineuses d’olive.

11.2.5 Les acides gras

Le terme acide gras s’applique a un tres large groupe de molécules puisqu’il englobe les
chaines monoacides, saturées et insaturées, mais ¢galement plusieurs groupes dérivés issus de
réactions chimique ou métaboliques (oxydation, scission, polymérisation...) donnant ainsi des
chaines carbonées plus ou moins complexes avec un ou plusieurs groupes fonctionnels
supplémentaires. Ainsi, la classification des acides gras adoptée est large et comprend la
nature de la chaine carbonée (linéaire, ramifiée, substituée, phényls ou alicyclique) puis la

nature et le degré d’insaturation.

Dans le monde végétal, les acides gras sont représentés par une vingtaine de formes et sont
d’un point de vue quantitatif, le groupe le plus important parmi les lipides. En effet, les acides
gras se retrouvent principalement combinés a d’autres lipides mais ils peuvent parfois rester
libres. De plus, ils sont le plus souvent composés d’un nombre pair d’atome de carbone (de 4
a 30 carbones). Cette chaine carbonée confere aux acides gras un caractére hydrophobe. Le
Erreur! Source du renvoi introuvable., présenté ci-aprés, montre les acides gras les plus

communs retrouvés dans les huiles végétales.
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Parmi les acides gras majoritaires dans les racines d’Aloes vera, peuvent étre cités : 1’acide
palmitique, linoléique et stérique ainsi que des acides gras méthylés. La nature des acides gras
présents dans la plante est fonction de la partie étudiée [21]. Dans les graines oléagineuses de
lin et pistache, la teneur en acides gras est soumise a des variations selon 1’origine

géographique de la culture [22,23].
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Tableau 1-V : Représentation des acides gras les plus couramment identifiés dans les
huiles végétales.

Nomenclature
Nom commun Symbole

Formule développée

biochimique
HO X
Palmitoleique| Po Cl6:1
Palmitique | P €16:0 | L
HO X
Linolenique Ln C18:3
>
HO X
Linoleique L C18:2
HO X
Oleique 0] ci18:1
Stearique S C18:0 J\/\/\/\/\/\/\/\/\
HO' \
Gadoleique G C20:1
Arachidique A C20:0 )W
Behenique B C22:0 )1\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
Lignocerique Li C24:0 )WVV\/\/\/\/\/\
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11.2.6 Les prénols et polycétides

Au méme titre que les phyto-stérols, les tocophérols (appartenants au groupe des prénols) sont
des dérivés terpéniques. Ce sont des molécules caractérisées par un noyau 6-
hydroxychromane (ou tocol) méthylés, reliées a une chaine latérale de type phytol soit saturée
(tocophérol) soit insaturée (tocotriénol). Ainsi, dans 1’huile issue des graines de soja et
d’olive, des tocophérols et tocotriénols ont été détectés [24—27] . Ainsi, I’a-tocophérol était le

composé majoritaire dans 1’huile d’olive [24,25] tout comme dans le genre Aloés [14].

Ry

CH; CH; a-Tocophérol

CH; H B-Tocophérol

H CH; y-Tocophérol

H H 6-Tocophérol
CH; CH; a-Tocotriénol
CH; H B-Tocotriénol
H CH; y-Tocotriénol
H H 6-Tocotriénol

Figure 1-4: Tocophérols et tocotriénols.

Bien que les graines oléagineuses soient majoritairement constituées de triglycérides, d’autres
familles moléculaires sont susceptibles d’étre identifiées et ayant pour certaines d’entre elles
des activités bioactives intéressantes. Des composé€s minoritaires pouvant appartenir aux
familles moléculaires des terpéoides (mono-di-tri-terpeénes, caroténoides), de ses dérivés
(chlorophylle, phénols prénylés), des phénols ou encore des quinones sont susceptibles d’étre
détectés. Ainsi, ’huile extraite des graines d’olive est riche en composés phénoliques. Ce
premier groupe de composés phénoliques a été identifié par la présence de différents
substituants tels que 1’acide benzoique, 1’acide p-hydroxybenzoique, I’acide gallique, etc. Ces
composés sont utilisés en tant qu’antioxydant et ont ét¢ dits comme ayant un effet positif sur

les maladies cardiovasculaire ou sur les maladies gastro-intestinales [29].

III. Le genre Kniphofia : une importante source d’anthraguinones

Le genre Kniphofia présente plus de 70 especes présentes principalement en Afrique et fait
partie de la famille Xanthorrhoeaceae. La plante Kniphofia a été le sujet que de trés peu
d’études en comparaison au genre Aloés. Malgré cela et grace a son aspect esthétique, la

société LVMH-Recherche a décidé de valoriser cette plante aux graines oléagineuses et ainsi,
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des extraits SFE (CO, pur) de Kniphofia uvaria ont démontré des propriétés antioxydantes et

anti-ages intéressantes pour le domaine de la cosmétique.

Dans cette partie, nous nous intéresserons a mettre en évidence les différentes études qui ont
été réalisées sur le genre Kniphofia afin d’en déterminer quelles sont les spécificités
phytochimiques qui peuvent étre responsables des propriétés de ces plantes ou extraits de

plantes.

[II.1  Propriétés pharmacologiques du genre Kniphofia

111.1.1 Utilisation en médecine traditionnelle

En 1844, le premier protologue (document associ¢ au nom d’un taxon référengant I’ensemble
des informations bibliographiques (description, illustrations, données géographiques etc...))
sur un des genres de Kniphofia était publié décrivant la taxonomie et la description de la
plante. Originaire d’Afrique du sud, le genre Kniphofia est trés apprécié par les populations
locales sur différents aspects. De nos jours, en Ethiopie, les rhizomes et les racines de
Kniphofia folisosa et Kniphofia Moench servent pour le traitement des crampes abdominales
et aux menstruations douloureuses [30,31]. Certaines femmes des ethnies d’Afrique du sud, la
population Xhosa, utilisent 1’espéce Kniphofia uvaria en tant que traitement pour la stérilité
[31]. Toutefois, I’espece est aussi utilisée en tant que lavement pour ses propriétés laxatives

[32].

111.2 Mise en évidence de la corrélation : composition moléculaire et activité

biologique du genre Kniphofia

En corrélation a ces différentes utilisations traditionnelles, diverses études ont été menées de
telle sorte a déterminer la composition moléculaire et les molécules responsables de certaines
propriétés du genre Kniphofia. Le Tableau 1-VI liste les différentes activités
pharmacologiques attribuées au genre Kniphofia, en précisant les molécules ciblées comme
responsables de ces activités biologiques. Ces ¢études ont ainsi démontré que les
anthraquinones présentes dans le genre Kniphofia auraient des activités antiparasitaires, anti-
cancéreuses et antioxydantes. Toutes ces activités biologiques qui semblent dues aux
anthraquinones ont été évaluées a 1’aide de modéele biologique in-vivo et complétées par des
tests chimiques et/ou enzymatiques. Par conséquent, ces molécules semblent donc étre des

cibles d’intérét pour la valorisation de cette plante Kniphofia.
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Tableau 1-VI: Propriétés médicinales du genre Kniphofia.

Plante

Organe

Propriété(s)

Modéle(s)

Cible(s) biologique(s)

Molécule(s) active(s)

Kniphofia

P. falciparum

2-acetyl-1-hydroxy-8-methoxy- 3-
methylnaphthalene, 10-(chrysophanol-7'-

e Racine | Antiparasitaires in-vitro y1)-10-(§)- hydroxychrysophanol-9- [33]
anthrone, Chryslandicin, Knipholone,
Chrysophanol, Phenylanthraquinone
. P. falciparum + cellules Kniphofiones A and B, Chrysophanol, Aloe-
Kniphofia Pl . . i o
oo 7e ante . o o A2780 emodine, Knipholone, 10-(chrysophanol-7
R entire Antiparasitaires in-vitro yl)-10-hydroxychrysophanol-9-anthrone, [34]
Chryslandicin, Asphodeline, Microcarpin
Kniphofia . . o . P. falciparum Knipholone cyclooxanthrone, 10-methoxy-
foll,iosi- Racine | Antiparasitaires in-vitro 10,7'-(chrysophanol anthrone)-chrysophanol 135]
in-vitro cellules RAW 264.7
DPPH + test radical
. hydroxyl + test
Ry h ai n.d Antioxydant | radical superoxide + Knipholone anthrone [36]
foliosa .
mesure du pouvoir
réducteur et
chélateur
in-vitro Leukotrienes
DPPH + tests Acide 12-
. enzymatiques LOX, | hydroxyeicosatétraénoique
Knip h it Racine Antioxydant COX et tests de Knipholone [37]
foliosa .
peroxydation
lipidique+ mesure
du pouvoir chélateur
Cellules B16 de
K;;Zﬁgf | Racine Anti-cancer in-vitro f;réﬂz?e?ffgw 264.7 + Knipholone anthrone, Knipholone [38]

cellules THP-1 + cellules
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U937

Kniphofia
foliosa

Rhizome
Feuilles

Anti-cancer

in-vitro

Cellules KB

Chrysalodine, Chryslandicine

(39]

Cellules KB , Lignée cellulaire d’un cancer épidermoide de la langue et de plancher buccal ; Cellules B16 , Lignée cellulaire d’un cancer de la
peau ; Cellules A2780, Lignée cellulaire d’un cancer de I’ovaire ; Cellules RAW 264.7, lignée cellulaire macrophagique dérivée de tumeurs ;
Cellules THP-1, Lignée cellulaire monocytaire d’une leucémie dérivée ; Cellules U937, Lignée cellulaire promonocytaire d’une leucémie
dérivée ; Test LOX, Test 12(S)-Lipoxygenase ; Test COX, Test cycloxygenase-1 et cycloxygenase-2; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl.
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[II.2  Procédé d’extraction des anthraquinones

L’¢étape de préparation d’échantillon est une étape clé dans I’analyse d’une matrice complexe.
L’extraction est une des nombreuses techniques employées dans le cadre de la concentration
d’un analyte bioactif au sein d’une matrice complexe telle qu’une plante. Le procédé
d’extraction permet donc de concentrer les analytes d’intérét. Aujourd’hui, différents types
d’extraction sont disponibles et peuvent étre répartis en deux grandes catégories : les
méthodes d’extraction usant de solvants non-pressurisés et les méthodes se servant de
solvants d’extraction pressurisés. Parmi le premier groupe, les méthodes d’extraction non-
pressurisées, nous pouvons trouver les extractions liquide/solide (telle que I’extraction
soxhlet), les extractions micro-ondes (MWE), les extractions ultra-sons (UAE) alors que le
deuxieme groupe regroupe 1’extraction par fluide pressurisé (PLE) et I’extraction par fluide
supercritique (SFE). Dans le cadre de cette étude, nous avons listé les différentes techniques
d’extraction employées pour extraire les anthraquinones a partir de matériel végétal dans le
Tableau 1-VII et nous avons expliqué les principes d’extraction pour I’'UAE et PLE, qui sont
les méthodes d’extraction vertes les plus employées pour extraire les anthraquinones

végétales.

11.2.1 Extraction assistée par ultrasons (UAE, Ultrasound assisted extraction)

L’extraction assistée par ultrasons est une méthode d’extraction liquide-solide apparue au
20°™ sigcle. De nos jours, cette technique d’extraction a la particularité¢ d’étre employée dans
de nombreux domaines tels que la cosmétique, la pharmacie, la chimie ou 1’agro-alimentaire.
Au vu de ces emplois diversifiés dans ces secteurs d’activité, le nombre de publications

traitant de I’'UAE a considérablement augmenté [40].

L’utilisation des ultrasons en chimie requiert des ondes dont les fréquences sont comprises
entre 20 kHz a 10 MHz. Le procédé d’extraction consiste a appliquer des ultrasons pour
extraire les solutés de la matrice de départ. Dans le milieu liquide d’extraction, la propagation
des ondes ultrasons va générer des cycles successifs de compression (haute pression) et de
raréfaction (basse pression). Pendant les cycles de basse pression, les ultrasons de haute
intensité génerent des mouvements moléculaires qui se traduisent par 1’apparition de petites
bulles de gaz appelées bulles de cavitation. Quand ces bulles de gaz, dont la taille varie en
fonction des cycles de hautes et basses pressions, vont atteindre un volume au cours duquel
elles ne pourront plus absorber de 1’énergie, elles imploseront. Cette implosion conduit a des

macro-turbulences, des collisions inter-particulaires et a la production de jets de liquide vers
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la surface de la matrice a extraire. La conséquence de cette implosion est une augmentation
locale de la température et de la pression dans le milieu, ce qui facilitera le transfert de masse.
De plus, par la production de ces jets de liquide, des micro-fractures apparaissent a la surface
du végétal permettant la libération des solutés dans le milieu liquide et la pénétration du
liquide extrayant au sein de la matrice [40] [41]. La pénétration du solvant au sein du végétal
entraine une plus grande surface de contact entre le solvant d’extraction et la matrice, ce qui
favorise la solubilisation et la diffusion rapide des solutés [41].

Les avantages de 1’extraction UAE sont : la possibilité d’utiliser une large gamme de solvants
avec des polarités variées. C’est une technique facile a mettre en place et peu onéreuse au vu
des équipements demandés en comparaison a d’autres méthodes d’extraction. En effet,
I‘extraction peut €tre réalisée de maniére trés simple en utilisant un bain a ultra-sons et une
sonde d’ultrasons combinée a un agitateur. Par ailleurs, le temps d’extraction est réduit en
comparaison aux techniques conventionnelles utilisées comme le soxhlet (entre 24 et 48 h).
Toutefois, ’'UAE présente un inconvénient matériel. En effet, avec le temps, le pouvoir
ultrasonore de ’appareil décline entrainant une atténuation dans l’intensité des ultrasons
émises et donc a la diminution de la répétabilité et de la reproductibilité de I’expérience [38-
39].

De nombreux parametres influencent 1’extraction assistée par ultrasons. D’une part, il y a les
parametres spécifiques a cette technique comme la fréquence ultrasonore et ’amplitude des
ondes ultrasons qui doivent étre optimisées. De plus, le design du réacteur et la sonde sont a
prendre en compte car ces parametres peuvent influencer le procédé d’extraction. D’autre
part, il y a les paramétres opératoires communs a toutes les techniques d’extraction : la
température, le temps d’extraction, la nature de solvant et la composition de la matrice (teneur

en eau, tailles particulaires) qui affectent le rendement d’extraction [38-39].

11.2.2 Extraction assistée par fluide pressurisé (PFE, Pressurized Fluid Extraction)

L’extraction assistée par fluide pressurisée dont I’extraction accélérée par solvant (ASE), de
plus en plus utilisée, est une méthode d’extraction type solide-liquide qui met en ceuvre des
solvants aqueux ou organiques a des températures supérieures a leur point d’ébullition. Dans
le cas ou I’on utilisera de 1’eau en solvant d’extraction en PFE, on parlera d’extraction par eau
subcritique (T>100°C) Ainsi, 1’application de hautes températures en PFE favorise le
procédé d’extraction en améliorant différents parameétres : la solubilité et le transfert de masse

des solutés de la matrice vers le solvant d’extraction sont ainsi accrus. De plus, grace a de plus
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hautes températures, les tensions de surface et les viscosités des solvants employés sont
réduites ce qui permet d’améliorer la pénétration des solvants d’extraction dans les pores de la
matrice (mouillabilité) pour favoriser les contacts solvants-molécules. D’autre part, I’emploi
de plus hautes pressions permet au solvant d’extraction de mieux pénétrer a travers les pores

de la matrice afin d‘atteindre des composés jusqu’alors inaccessibles [42].

Il en résulte de nombreux avantages lorsqu’un développement PFE est réalisé. Les temps
d’extraction sont plus rapides (entre 10 et 20 minutes par €chantillon) en comparaison aux
extractions types « macération ». Tout comme 1’extraction UAE, la PFE permet de controler
la sélectivité d’extraction grace a 1’utilisation de solvant d’extraction de différentes natures.
Cependant, le principal inconvénient de cette technique est 1’investissement élevé dédié a cet
appareil. En effet, en PFE, de hautes pressions et températures sont employées exigeant un
matériel spécifique pour ces applications [42]. De plus, un autre facteur limitant de la PFE est
I’incapacité¢ des systétmes PLE & employer des acides minéraux forts comme acide
chlorhydrique, nitrique ou sulfurique. Ces acides sont susceptibles d’attaquer les parties
oxydables en acier des systémes, ce qui entraine des dommages irréversibles. Toutefois, dans
le cas ou il serait impératif d’appliquer un pH acide, il est recommandé d’utiliser des acides

faibles tels que 1’acide acétique ou phosphorique.

De nombreux paramétres influencent I’extraction PFE. Ainsi, la pression permet de maintenir
le solvant sous un état liquide a hautes températures [41] mais n’est pas, en regle générale
considérée comme un parameétre critique dans I’extraction PFE [43]. Par contre, le nombre de
cycle d’extraction est un des parameétres importants au développement de méthode PFE. Ils
engendrent I’introduction de solvant propre ce qui maintient au maximum le gradient de
concentration entre le solvant et la matrice solide et favorise le transfert de masse donc
I’accroissement du rendement. D’autre part, en PFE, des paramétres communs a toutes les
techniques d’extraction sont a prendre en compte pour une optimisation du procédé
d’extraction : le choix du solvant, la température d’extraction, la nature de la matrice ou
encore la taille des particules. Dans le cas de particules trop fines donnant lieu a des agrégats,
I’utilisation d’un matériau inerte comme le sable peut €tre ajouté au mélange avant extraction.
Néanmoins, le choix de ce matériau inerte devra étre sélectionné de telle sorte a ce qu’il ne
contienne pas de trop petites particules capables d’endommager le systtme PLE [44]. Le

controle de I’humidité de la matrice peut également étre effectué avec 1’ajout de matériaux

déshydratants comme de la terre diatomée ou du Na,SOy, [43][44].
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11.2.3 Conclusions sur les procédeés d’extraction des anthraguinones

D’apres ce tableau récapitulatif, 1’extraction assistée par fluide pressuris¢ (PFE/PWE) et par
ultrasons (UAE) semblent étre les plus étudiées pour I’extraction des anthraquinones. Dans ce
cas, l’utilisation d’un solvant polaire comme le méthanol ou éthanol est préconisé¢ pour
extraire ces composés. L utilisation de 1’eau pressurisée : PWE, a été aussi étudiée. L’eau
subcritique utilisée a été portée a de haute température (>150°C). Ainsi, en plus, de réduire la
viscosité et les tensions de surface grace a 1’augmentation de la température, la constante
di¢lectrique de 1’eau diminue, c'est-a-dire que sa polarité diminue et tend alors vers celle des
solvants organiques [45]. Ce phénomene permet alors a I’eau de substituer a 1’utilisation de
solvants organiques toxiques tels que le méthanol. Nous pouvons noter que la technique SFE
n’a été que trés rarement employée, en utilisant du CO; pure a I’état supercritique. En effet, la
polarité¢ du CO, supercritique étant semblable a celle de I’heptane, 1I’emploi du CO; pur ne
semble pas étre adapté a 1’extraction des anthraquinones plus polaires, qui se composent de
groupements hydroxyle ou acide. Aucune étude concernant I’extraction des anthraquinones
par SFE par ajout d’un co-solvant n’a été faite. Le co-solvant rajouté pourrait €tre polaire afin

d’augmenter la solubilité des composés étudiés dans le fluide super/subcritique d’extraction.
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Tableau 1-VII: Récapitulatif des différentes méthodes d’extraction appliquée pour les anthraquinones.

Solvant

Plantes Organes Molécule(s) cible(s) Technique

d’extraction

i Rubiadi jidiol, Rubiadin 1-methyl eth +F
Heterophyllae T 1g'es et ubiadine, Soranjidiol, Rubiadin 1-methyl ether UAE + MAE Benzene + Ethyl (46]
pustulata feuilles acetate
Morinda citrifolia | Racines | Total anthraquinone UAE Ethanol [47]
Rheum Emodine, aloe-emodine and rheine ,
n.d UAE Ethanol [48]
palmatum
Rheum Rhi Aloe-emodin, Rhein, Emodin, Chrysophanol and Physcion
tzomes RO Y UAE 84% methanol | [49]
palmatum et racines
n.d Bois Anthraquinones totaux SFE CO, [50]
Morinda citrifolia | Racines | Anthraquinones totaux MAE 80% éthanol [51]
Rheum emodi Rhizomes | Anthraquinones totaux MAE 0.5 M NaOH [52]
Het hyll Parti Soranjidiol, Rubiadin, Rubiadin 1-methyl ether and 2-
eterophyllaea ’ a}rtles 1] u u : y PHWE Eau (53]
pustulata aériennes | hydroxy-3-methyl anthraquinone
Morinda citrifolia | Racines | Anthraquinones totaux PHWE Eau [54]
Morinda citrifolia | Racines | Anthraquinones totaux UAE Ethanol [54]
Rubarbe Aloe-emodine, Emodine, Chrysophanol, Physcion, and .
n.d ) PLE Méthanol [55]
(n.d. spp) Rheine

UAE, Extraction assistée par ultra-sons (Ultrasound-assisted extraction); MAE, Extraction assistée par micro-ondes (Microwave assisted
extraction) ; SFE, Extraction par fluide super/subcritique (Super/subcritical fluid chromatography) ; PLE, Extraction par fluide pressurisé

(Pressurized liquid extraction) ; PHWE, Extraction par eau chaude pressurisé ou par eau subcritique (Pressurized hot water extraction).
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[11.3 Méthode d’analyse des molécules d’intéréts : anthraquinones

L’¢tude de matrice complexes organiques en liaison avec 1’environnement telles que les
plantes impliquent 1’emploi de techniques chromatographiques résolutives dans le but de
séparer et d’identifier les différents composés des matrices. A ce jour, différentes techniques
de séparation sont disponibles pour la séparation des produits naturels comme la
chromatographie «ultra » haute pression (UHPLC), la chromatographie en phase gazeuse
(GC), la chromatographie haute performance sur couche mince (HPTLC), la chromatographie
en phase supercritique (SFC), la chromatographie a contre-courant (CCC) ou I’électrophorése
capillaire (EC). Parmi ces techniques proposées, la littérature réveéle que les techniques :
HPTLC et I’'HPLC sont les couramment utilisées pour I’analyse qualitative et/ou quantitative
des anthraquinones dans des matrices complexes. Afin de déterminer quelles sont les
molécules anthraquinoniques les plus susceptibles d’étre retrouvées dans la plante Kniphofia
uvaria et pour mettre en évidence les différentes méthodes déployées, nous avons listé les
techniques de séparation déja utilisées pour 1’analyse des plantes contenant des

anthraquinones.

111.3.1 Chromatographie Liquide « Ultra » Haute Pression (UHPLC), Ultra High

Pressure Liquid Chromatography)

La chromatographie liquide est une technique séparative qui utilise une phase stationnaire
solide constituée de fines particules dont le diameétre est compris entre 1.8 a 5 um et une phase

éme

mobile liquide. Apparue au début du XX siecle, la chromatographie liquide est devenue
une technique couramment utilisée. Elle présente de nombreux avantages tels que sa facilité
d’utilisation et de prise en main, sa reproductibilité, la possibilité d’utiliser une large gamme
de phases stationnaires et de phases mobiles, ce qui permet de moduler et de diversifier la
nature des interactions physico-chimiques mises en jeu. Ainsi, il est ainsi possible de séparer
un éventail de composés de polarités et de différences structurales diverses. On peut employer
au moins trois types de mode de travail : avec une phase stationnaire apolaire et une phase
mobile polaire on parle du mode a polarit¢ de phases inversées (RP, Reversed Phase), du
mode dit & polarit¢ de phases normales (NP, Normal Phase) dans lequel les polarités par
rapport a la phase inverse sont opposées, et le mode HILIC (Hydrophilic Interaction

Chromatography). Ce dernier mode a la particularit¢ d’employer une phase stationnaire

polaire et une phase mobile hydro-organique.
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Par ailleurs, cette technique de chromatographie liquide peut étre couplée avec d’autres
appareils de détection pour ’obtention d’une meilleure résolution et I’identification des
analytes. Ainsi, les détecteurs les plus communément couplés a cette technique sont: le
détecteur ultraviolet-visible (UV-vis) qui mesure [’absorbance, le détecteur évaporatif a
diffusion de lumi¢re (DEDL) dont la mesure est directement liée a la masse des analytes, le
détecteur de fluorescence (FD) qui mesure I’émission lumineuse des analytes, le détecteur
¢électrochimique qui mesure la conductibilité de la phase mobile en sortie de la colonne et
enfin le détecteur de spectrométrie de masse (MS) qui mesure le rapport masse sur charge des
entités étudiées. La chromatographie liquide couplée au détecteur UV-Vis est la méthode
chromatographique la plus rependue : ceci pouvant s’expliquer par le faible colt d’achat et

d’entretien de ce détecteur et a sa facilité d’utilisation.

Le tableau suivant (Tableau I-VIII) récapitule les principales études pour I’analyse des
anthraquinones par UHPLC. D’une manicre générale, la phase inverse a majoritairement été
employée pour l‘analyse des composés anthraquinoniques de plusieurs plantes. Les
anthraquinones ont des groupements chromophores (cycles aromatiques et doubles liaisons),
facilitant leur détection en UV-vis. Généralement, la longueur d’onde utilisée est 254 nm pour
obtenir une analyse exhaustive des différents analytes mais il est possible de travailler de 430
nm a 480 nm pour mieux discriminer ces composés. Bien que I'utilisation du couplage de la
chromatographie-spectrométrie de masse (LC-MS) puisse s’avérer dans des conditions
optimisées et controlées plus sensibles et sélectives que la LC-UV, ce couplage est un peu
moins répandu. D’une maniere générale, I’utilisation de la source Electrospray (ESI) en mode
négatif est rapportée. En effet, les anthraquinones présentent des réponses en masse plus
importantes en négatif de par la présence de groupement hydroxyles ou carboxyliques. Par
ailleurs, grace aux caracteres spécifiques de certaines molécules a fluorescer comme la rhéine,
il est possible d’utiliser la détection de fluorescence. De méme [’utilisation d’un détecteur

électrochimique peut étre envisagée du au caractere oxydo-réducteur des anthraquinones.

30



Chapitre 1

Tableau 1-VIII: Récapitulatif des différents systémes UHPLC pour la séparation des anthraquinones.

Rumex nepalensis | Feuilles | Emodine, Chrysophanol, Emodine glycoside, Chrysophanol glycoside [56]
Rheum
(3 espéces n.d Emodine, Rheine, Aloe-emodine, Chrysophanol, Physcion [57]
différentes) RP-UHPLC-
Rhizoma Uv
(2 espéces . . . )
. Aloe-
différentes) nd loe-emodin Rhein, Emodin, Chrysophanol, Physcion [58]
Radix Scutellariae
Cassia fistula nd Rheine, Emodine, Chrysophanol [59]
Racines | Physcion, Chrysophanol, Emodine [60]
TR GOTEE) Rh1ezom Emodine, Chrysophanol [61]
Rheum RP]_)IQ% C-
(6 espéces n.d Emodine, Rheine, Chrysophanol, Physcion, Aloe-emodine, Sennoside A and B [62]
différentes)
Rubia tinctorum Racines Lucidine, Ah;arlne, Purpurlne, Quln%zarlne, 2,6-dihydroxyanthraquinone, (63]
Purpuroxanthine, glucoside anthraquinones
Radix . . . . RP-HPLV-
. - 4
Rhizoma n.d Physcion, Chrysophanol, Emodine, Rheine, Aloe-emodine DAD [64]
Rheum n.d Emodine, Rheine, Chrysophanol, Physcion, Aloe-emodine [65]
- Y — — - - RP-HPLC-
Pseudopurpurine, Munjistine, Lucidine, Alizarine, Xanthopurine, Purpurine, DAD MS
Rubia tinctorum | Racines | Quinizarine, 2-Hydroxymethylanthraquinone, Anthraquinone, 1,8- [66]
Dihydroxyanthraquinone, 2,6-Dihydroxyanthraquinone
Rubia tinctorum Acide Hystazarme, Anthragallol, Alizarine, Quinalizarine, Xanthopurpurine,
Galli n.d Purpurine RP-HPLC-UV (61]
affium verum Emodine, Quinizarine, Rubiadin, Munjistin, Nordamnacanthal ) MS I
Rhei rhizoma Rhizome | Physcion, Chrysophanol, Emodine, Rheine, Aloe-emodine, Hydroxyl-emodine, (67]

Autres glycoside anthraquinones
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Rheum
(sous 6 espéces Racines | Anthraquinones totaux et polyphenols totaux RP-HPLC- [68]
oy DAD-MS
différentes)

N.D Bois | Anthraquinones totaux RP-HPLC-ECD | [50]
Pediomelum [69]
cuspidatum n.d Aloe-emodine, Emodine, Rheine, Chrysophanol, Physcion RP-HPLC-FD

Radix Polygoni
Geosmithia nd 1,3,6,8-tetrahydroxyanthraquinone, 1-acetyl 2,4,5,7-tetrahydroxyanthraquinone, 1- RP-HPLC-UV | [70]
lavendula ) acetyl 2,4,5,7,8-penthahydroxyanthraquinone, autres anthraquinones et MS

RP-HPLC, chromatographie liquide haute pression en mode de phase inverse (Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography) ;

UHPLC, chromatographie liquide ultra haute pression (Ultra High Performance Liquid Chromatography) ; UV, détecteur ultraviolet ; DAD,

détecteur a barrette de diodes (Diode Array Detector) ; FD, détecteur fluorimétrique ; MS, spectrométrie de masse (Mass Spectrometry) ; ECD,

Détecteur électrochimique (Electrochemical Detector).
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111.3.2 Chromatographie Haute Performance sur couche mince (HPTLC, High Thin

Layer Chromatography)

En chromatographie planaire, le diamétre des particules est compris entre 12-20 um (TLC).
Pour la haute performance en chromatographie sur couche mince (HPTLC), les diamétres de
particules sont de I’ordre de 5 um ce qui permet une plus grande efficacité de séparation, des
analyses chromatographiques plus rapides et 1’obtention d’une meilleure sensibilité¢ de
détection en comparaison a [’utilisation de la TLC. Malgré certaines contraintes
expérimentales (ex : humidité, composition du gaz dans la chambre d’élution, I’emploi de
réactifs de dérivations pour la détection de certains composes), ’HPTLC reste une des
méthodes les plus utilisées. La Tableau 1-IX référence une partie des études faites pour
caractériser les anthraquinones dans les plantes. Ainsi, la silice est la phase stationnaire la plus
répandue. De plus, grace a la couleur jaune-rouge des anthraquinones, il est facile de détecter
ces composes en UV. Néanmoins, différentes réactions de dérivations pour la révélation des
anthraquinones en UV peuvent é&tre appliquées telles que [’utilisation de solution de
NaOH/KOH méthanolique. Ces dérivations permettent alors de noter un changement de
couleur des hydroxyanthraquinones. Ainsi, aprés séchage, la couleur des spots varie du
jaune/orange au rouge/violet due a I’ionisation du groupement hydroxyle (Réaction de
Borntraeger). La discrimination des isoméres d’hydroxyanthraquinones est possible grace a
I’emploi comme agent dérivant d’une solution a 0.5% d’acétate de magnésium dans le
méthanol, chauffée au préalable a 90°C pendant Sminutes. Les composés ayant alors au moins
un groupement hydroxyle en position 1 réagissent. Les hydroxyanthraquinones ayant un
groupement hydroxyle en position 2, 3 ou 4 réagissent et se discriminent en fonction de la

couleur de leur spot passant alors de 1’orange au violet.
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Tableau 1-IX: Récapitulatif des différents syst¢émes TLC pour la séparation des anthraquinones.

Conditions analytiques

Molécule(s) cible(s) Phase mobile Phase
stationnaire
Methanol-eau-acide formique
Rheum . . . . RP-18
emodi Rhizomes | Physcion, Chrysophanol, Emodine, Chrysophanol glycoside (80 :19 :1, v/v/v) [71]
Oldenlandia . . Ethanol-water .
umbellata Racines | Anthraquinones totaux (6:1, v/v) Gel de silice | [72]
Rheum Rhizomes Hexane- acétate d’éthyle Gel de silice
emodi Chrysophanol (90 :10, v/v) 73]
Rheum Gel de silice
rhaponticum Toluéne — dichlorométhane
Rheum Petioles | Emodine et polyphénols totaux acétate d’éthyle [74]
undulatum (4:4:1, v/v/v)
Emodine, Physcion, Endocrocine, Dermoluteine, n-pentan(06l.-£};’r13}r$c/a-;nethanol Gel de silice
Dermorubine, 5-chlorodermorubine, Emodine-1-3-D- T v
Dermocybe . . . s . and
. Fruit glucopyranosidedermocybine, Dermocybin7-chloroemodine, [75]
sanguinea . . . . Toluene-ethyl acetate-ethanol-
5,7-dichloroemodine, 5,7-dichloroendocrocine, . .
4-hydroxyaustrocorticone, Austrocorticone acide formique
’ (10:8:1:2, v/v/v/v)
Tectona . Toluéne-éthyl acetate Gel de silice
s Branches | Anthraquinones totaux (90:10, v/v) [76]
. Tolueéne-acétate d’éthyle-acide | Gel de silice
Rubia . ) i
BT Racines | Purpurine formique [77]
98 :2 :1 (v/v/v)
Rhamnus ) Ether de pétrole - acétate Gel de silice
fi P Ecorce | Hydroxymethylanthraquinones totaux d’éthyle — acide formique [78]
ranguia (75 :25 :1, v/v/v)
Cassia tora Graines | Emodine, Chrysophanol Toluene: acétate d’éthyle Gel de silice | [79]
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(90:10)
Toluene-ethyl formate-acide
formique o
Cassia Emodine, Aloe emodine, Rheine (5:4:1; vIviv) Gel deetsﬂlce
R Feuilles | Chrysophanol, Aloe emodine, and other polyphenol and [71]
(2espéces) . e gel de
compounds Chloroforme- Formiate d'éthyle
: : cellulose
—acide formique
(50 :45:5; v/viv)
. Mollugin, 1-hydroxy-2-Methylanthraquinone, 1,4- n-hexane-bc,anzene’ §4:1) Gel de silice
Rubia . . X . Benzene: acétate d’éthyle
gy Racines | dihydroxy-2-Methylanthraquinone, 2-methylanthraquinone, [80]
cordifolia Alizarin (99:1)
Benzene: chloroforme (10:1)
Cissus . . Acétate d’éthyle: acide acétique | Gel de silice
1
el Ecorce | Physcion, Chrysophanol (45:5:3) [81]
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111.3.3 Chromatographie liquide-liguide (CLL)

A ce jour, il existe deux types d’appareils en Chromatographie Lquide-Liquide (CLL): la
chromatographie de partage centrifuge (CPC) (ou encore appelée Chromatographie a Contre-
Courant hydrostatique) développée par Nugaki et al. [82] et ’'HSCCC (Chromatographie de
Contre-Courant a grande Vitesse) dévelopée par Ito et al. [83]. Dans le cadre de cette étude,
pour décrire les différentes méthodes de fractionnement des anthraquinones, nous prendrons

en compte les appareillages CPC et HSCCC.

La CLL a été appliquée majoritairement a des extraits de rhubarbe [13,39-45]. D’une maniere
générale, la CLL fait intervenir un systéme biphasique dont I’une des phases est la phase
mobile et I’autre joue le role de phase stationnaire. Les deux principales variantes de la CLL
(CPC et HSCCC) se distinguent par deux rotations differentes des colonnes, planetaire et non
planetaire, definissant respectivement les modes hydrostatique (rotation s’effectuant autour
d’un seul axe) et hydrodynamique (rotation s’effectuant autour de deux axes). Cette derniére
phase est maintenue dans la colonne grace soit a la force centrifuge (CPC) soit a la gravité
(CCC), cela en fonction de la nature de 1’appareillage utilis¢. La phase mobile quant a elle est
pompée au travers de la phase stationnaire. L’¢élution différentielle des composés du mélange
est réalisée selon le coefficient de partage liquide-liquide Kp des solutés. Ainsi, les composés
¢luent dans I’ordre croissant ou décroissant de leur coefficient de partage (élution dépendant
du mode de pompage des phases liquides) et sont détectés a I’aide de détecteur classique
chromatographique (UV, DEDL, MS). Toujours d’une manicre générale, la CLL présente de
nombreux avantages tels que la possibilit¢ de récupération de la totalité de 1’échantillon
injecté, le chargement d’une grande quantit¢ de matiere et un changement d’échelle de
I’analytique vers le préparatif (scale-up) facilité pour travailler avec de plus grands volumes
[15,84-89]. Un grand nombre de systémes CLL a été employé dont la majorité permet
d’isoler et de purifier a hauteur de 90% les anthraquinones (Tableau 1-X). Parmi les systémes
biphasiques CLL décrits dans la littérature (Tableau 1-X) pour le fractionnement des
anthraquinones, 1’utilisation du mode descendant ou la phase mobile est la phase aqueuse du
systtme est le plus couramment employée. Ainsi, en mode descendant, la phase mobile
aqueuse traverse la phase stationnaire organique de haut en bas : ce mode de travail peut alors
s’assimiler a la chromatographie en phase inverse. D’apres les études publiées, la majorité des
systtmes CLL employés se composent d’un mélange quaternaire constitué d’hexane-acétate
d’éthyle-méthanol-eau dans différentes proportions. Wei et al. et Zhu et al. décrivent ainsi des

systémes provenant de la gamme HEMWat dont 1’utilisation permet la séparation d’un large
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éventail de composé€s organiques polaires et apolaires. Les autres systémes biphasiques
appliqués aux fractionnements des anthraquinones [87,88] sont des systémes basés sur
I’emploi d’éther de pétrole et d’eau dans les recherches ne sont pas référencés dans les
gammes de solvants utilisés en CLL. Ils proviennent donc directement de méthodes
développées dans les laboratoires. D’autres systéemes CLL basés sur la chromatographie de
déplacement ont été réalisés. Les anthraquinones peuvent avoir des fonctions ionisables
(groupement hydroxyles, acides carboxiliques...) comme la rhéine ou I’aloe emodine. Ces
molécules ionisables peuvent donc étre séparées en plus de leurs coefficients de partage par
leur constante d’acidité. Une phase stationnaire acide est alors placée dans la colonne CLL.
Les solutés ionisables sont alors injectés et ¢lués a 1’aide de la phase mobile basique. Par
conséquent, un des principaux intéréts majeurs de la CLL en chromatographie est la capacité
de charge. En effet, les solutés injectés en CLL ont acces a un plus important volume de phase
stationnaire liquide a I’inverse des autres techniques en chromatographie liquide qui usent
d’une phase stationnaire solide plus facilement saturée. La CLL est essenticllement une
technique (semi-)préparative. Ainsi, dans les études de fractionnement des anthraquinones, les

masses des extraits injectés varient de 10 a 500 mg pour des volumes d’échantillon allant de 1

a20 mL.
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Tableau 1-X : Récapitulatif des différents systémes CCC pour le fractionnement des anthraquinones.

Plante Anthraquinone(s) cible(s) Systéme CCC Injection  Mode Pureté  Ref.
Alizarin-1-methylether, 1,2-dimethoxy-3- ) s 300 mg
Morinda : Hydroxyanthraquinone, 1-hydroxy-3- Hexanc-acetate d’éthyle— (5 mL)
. .. | Racines . . methanol—eau Descendant| >95% |[84]
officinalis hydroxymethylanthraquinoneRuadin-1- (6 :4 55 :5, vIVAVIY)
methylether, Anthragallol-2-methylether T
Aurantio-obtusin, 1-desmethylaurantio-Obtusin, |Hexane— acetate d’éthyle | 300 mg
Cassia tora| Graines |Chryso-obtusin, Obtusin, 1-desmethylchryso- —methanol- eau (S5mL) |Descendant| >95% |[85]
obtusin (11:9:10 :10, v/v/v/v)
r _ 1 0
Rheum . Emodine, Aloe-emodine, *Physcion, E,t I,ler de pétrole-acetate 00 mg =95%
) p Racines |, Chrvsoshanol d’éthyle-cau (10 mL) |Descendant| *Pas |[86]
anguticum rysop (4:2:1, vIVIv) purifié.
. . . Ether saturé avec 1% 120 mg
}i’f{ze.uml Racines gﬁiﬁf&fﬁ%ﬁ?&iﬁiﬁfr;ier?lzdme’ Chrysophanol, NaH,PO, — NaOH 1%- (20mL) |Descendant| 98% 1871
officinale % , q NaH,POs 1%
Diethylether—eau basifiée | 10 mg
Rheum Racines Chrysophanol, Emodine, Physcion, Aloe- (4.0% NaHCO:») (1 mL) |Descendant 98% [88]
officinale emodine (0.7% Na,COs3)
(0.2% NaOH)
Rheum Hexane— acetate d’éthyle 15 mg
o fﬁceiZa le Racines |Rhéine —methanol- eau (1 mL) Descendant 97 % [89]
(3:7:5:5, vIvIvIv)
Rumex Racines |Emodine, Chrysophanol, Physcion Hexane—ethanol-ean 52%0r§1n14g) Descendant >98% [90]
Jjaponicus » TYSOP Y (18:22:3, v/v/v) °
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111.3.4 Autres techniques de séparation pour ['analyse des anthragquinones dans les

plantes

Parmi les autres techniques de séparation des anthraquinones, [’utilisation de la
chromatographie gazeuse (GC, Gas Chromatography) a été mentionnée a plusieurs reprises
[91-94]. Deux études ont déployé une attention particuliere a la séparation de différentes
anthraquinones telles que I’alizarine, la purpurine ou la pseudopurpurine. Toutefois, une étape
de dérivation est indispensable pour rendre volatil ces composés. Par ailleurs, en
¢lectrophorése capillaire, I’emploi de deux principaux modes de séparation a été privilégié :
I’¢électrophorese capillaire de zone (CZE) et I’¢électrophorese capillaire micelle (MEKC). La
plupart des études réalisées en ¢électrophorése capillaire ont porté sur les anthraquinones
suivantes : aloe-emodine, chrysophanol, physcion, emodine, rheine [55,95-97]. Ainsi, la
séparation des anthraquinones peut se faire selon leur caractére acido-basique (mode CZE) ou
en fonction d’un mécanisme de partage de type hydrophile/hydrophobe (mode MEKC). En
SFC, une seule étude traitant de 1’analyse des anthraquinones a été publi¢e [98]. Cette analyse
SFC s’effectue a I’aide d’une colonne a phase stationnaire apolaire type C18 pour la
séparation des principaux composés anthraquinoniques présents dans la rhubarbe :

chrysophanol, physcion, emodine, aloe-emodine, and rhéine.

Cette ¢étude bibliographique montre donc que les trois principales techniques séparatives
appliquées aux anthraquinones sont 'UHPLC, ’HPTLC et la CLL alors que la technique GC
est peu employée pour I’analyse de ces composés. Ceci peut s’expliquer par le fait que les
anthraquinones sont faiblement volatiles se prétent donc parfaitement bien a une étude par

HPLC, HPTLC et CLL.

Concernant la SFC, elle reste encore peu employée pour ces composés. L apparition tardive
d’appareils robustes commercialisés sur le marché et ’image de cette technique pour un usage
exclusif pour la pharmacie ont limité I’attrait de cette technique pour I’analyse des produits
naturels. Toutefois, dans cette thése, nous utiliserons la technique SFC qui s’inscrit
aujourd’hui dans le contexte de chimie verte et de la valorisation d’un processus d’éco-

valorisation du végétal.
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IV. Conclusion générale

Cette étude bibliographique a pu révéler que la plante Kniphofia uvaria est une plante aux
propriétés pharmacologiques intéressantes qui peuvent étre attribuées a la présence a des

anthraquinones.

L’étude bibliographique phytochimique a mis en évidence que les principales familles
moléculaires attendues dans 1’huile végétale de Kniphofia uvaria étudiée comme modele pour
cette theése sont la présence majoritaire de triglycérides, de phospholipides, de phytostérols et
d’acides gras. Les composés anthraquinones reportés dans la littérature seront une fraction

minoritaire de 1’huile étudiée.

La recherche bibliographique sur I’extraction des anthraquinones réveéle que [’utilisation
préférentielle de solvant polaire comme 1’éthanol sont a préconiser pour la concentration de
composés anthraquinoniques a partir de matrices végétales. L’analyse phytochimique des
anthraquinones peut s’effectuer a 1’aide de plusieurs techniques analytiques comme I"UHPLC
ou HPTLC. D’une maniére générale, 1I’emploi des fluides sub/supercritiques pour

I’extraction et I’analyse des anthraquinones a été peu étudié.

De par la composition en anthraquinone supposée de Kniphofia uvaria, il apparait intéressant
de développer une stratégie analytique afin de caractériser et d’identifier I’ensemble des
molécules composant I’extrait huileux de graines de Kniphofia uvaria (Chapitre 3), et de
développer des méthodes analytiques adaptées pour la séparation et 1’identification plus
spécifique des composés d’intéréts (Chapitre 3). Nous intéresserons également a la mise en
ccuvre de méthodes pour effectuer un enrichissement sélectif vis-a-vis de ces composés
d’intéréts identifiés (Chapitre 4) et de réaliser un couplage en ligne de méthodes
d’enrichissement et de dépots sur un support silice, adaptée pour la formulation cosmétique,

de ces composés d’intéréts pour une valorisation phytochimique de cette plante (Chapitre 5).

Dans ce cadre multiple, 1’utilisation des fluides supercritiques présente de nombreux
avantages. En effet, en plus d’étre des solvants verts, les fluides supercritiques permettent la
mise en ceuvre divers procédés comme I’extraction globale ou sélective, la séparation et
I’analyse structurale par couplage entre la chromatographie supercritique avec la
spectrométrie de masse, ou encore 1’élaboration d’un matériau imprégné au cceur par des

composés actifs.
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Nous intéresserons donc une valorisation phytochimique des graines oléagineuses de
Kniphofia uvaria a travers toutes ces étapes et ceci principalement a 1’aide des fluides

supercritiques.
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Chapitre 2. Les fluides supercritiques en
chromatographie : Généralités et couplage a

la spectrométrie de masse
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1. Introduction

Les mélanges complexes d’huiles végétales issus de graines oléagineuses de plantes sont
constitués d’une importante richesse phytochimique. En effet, ces mélanges se composent
d’une dizaine voire de plusieurs centaines de substances présentes pour certaines a des
concentrations extrémement faibles. Classiquement ces composés présents sous forme de
traces sont souvent considérés comme responsables de propriétés bioactives. Par conséquent,
le développement de méthodologies analytiques sélectives vis-a-vis de ces composés mineurs
couplées a des techniques de détection sensibles pour détecter ces analytes d’intéréts est donc

nécessaire.

Bien que la chromatographie sépare un grand nombre de constituants a elle seule, il est
toujours délicat de se livrer a une interprétation structurale pour I’identification des analytes
¢tudiés. En effet, méme si la rétention sélective des analytes dépend de leurs structures
moléculaires, il reste difficile de prédire I’élution de ces analytes. De plus, 1’importante
diversit¢ moléculaire rend cette tiche de prédiction encore plus ardue. C’est pourquoi,
I’emploi de la spectrométrie de masse apparait comme une méthode d’investigation idéale
pour la caractérisation et I’identification des analytes. Toutefois, des phénoménes de
suppression ionique induits par une sé€lectivité dans le mécanisme d’ionisation des analytes
peuvent survenir. L’identification exhaustive d’un échantillon est alors plus compliquée a
obtenir dans le cas de co-élution d’une espece minoritaire en concentration avec une espece
majoritaire. Malgré ce probléme, le couplage chromatographie-spectrométrie de masse
confere 1’obtention immédiate d’informations structurales sur les molécules ionisées et reste

une technologie de choix dans I’identification structurale.

La chromatographie en phase supercritique (SFC) moderne, qui utilise des fluides
sub/supercritiques, est une technique qui a été a plusieurs reprises employée pour I’analyse
lipidique de matrice complexe. En effet, comparée aux autres techniques chromatographiques,
la SFC offre des rétentions et des sélectivités différentes rendant le couplage de la SFC avec
les différentes techniques de détections attractif et complémentaire a la chromatographie
liquide [99]. Le couplage de la SFC dans I’analyse de matrice huileuse a été principalement
investiguée a 1’aide des détecteurs UV, DEDL, corona. Quelques études ont fait part du
couplage SFC-MS [100-112]. Toutefois I’emploi de la source d’ionisation ¢électrospray (ESI)
est favorisée, au vu de la large gamme de molécules qu’il est possible d’ioniser a I’aide de

potentiels ¢élevés (de 1’ordre du kV) [99]. Ainsi, seulement quelques travaux mentionnent le
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couplage SFC avec la détection APCI ou APPI-MS [102-104,112]: les travaux réalisés par
M¢éjean et al., Sandra et al. ou encore Ventura et al. Il est ainsi montré que I’'utilisation du
couplage SFC-APCI/APPI-MS est performante pour une détection et la quantification des

composés lipidiques.

Dans ce deuxieéme chapitre, nous présenterons 1’utilisation des fluides supercritiques en tant
que phase mobile pour la chromatographie couplée a une détection performante APCI-
HRMS. Ainsi, nous y présenterons 1’évolution et les dernieres avancées scientifiques de cette

technique.

I1. Retour sur ’histoire de la chromatographie en phase supercritique

Aujourd’hui, la SFC est considérée comme une technique analytique complémentaire a la
chromatographie en phase liquide (LC) et a la chromatographie en phase gazeuse (GC).
Cependant, cette reconnaissance en tant qu’autre technique chromatographique a été longue et
fastidieuse. En effet, a son apparition, la SFC était considérée comme une variante de la
chromatographie en phase gazeuse, et non pas comme une nouvelle méthode de séparation.
Avant I’acceptation générale de la terminologie « chromatographie en phase supercritique »,
différents termes génériques ont été utilisés tels que « Chromatographie gazeuse en haute

pression » (HPGC) ou encore « Chromatographie en phase gazeuse dense » (DGC) [113].

Dans les années 70, Jentoft et al. utilisérent un nouveau systeme SFC, sur lequel il était
possible de programmer et fixer la pression [113,114]. Ils appliquérent ce nouveau systéme a
la séparation de composés aromatiques polycycliques et d’oligomeres de styrénes. Cette
expérience montra que l’utilisation des fluides supercritiques en tant qu’¢luants
chromatographiques donnait des performances analytiques comparables a celle de la LC

[113].

Suite a ces avancées dans les années 70, 1’activité scientifique autour de la technologie et
I’instrumentation SFC continuérent. En 1980, 1’engouement autour de la chromatographie
supercritique permis la commercialisation des premiers instruments SFC. L’équipe de
Novotny et Lee introduisit alors pour la premicre fois ’utilisation de colonnes capillaires avec
des diameétres internes de 50 pm et des phases stationnaires de polydiméthylsiloxane (PDMS)
[113]. Cependant, les appareils commercialisés souffraient de contraintes techniques
auxquelles vinrent s’ajouter une grande quantit¢ de parametres possibles a optimiser pour le

développement de méthodes analytiques SFC. L’intérét scientifique Outre-Atlantique pour
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cette technique chromatographique s’éteignit. Néanmoins, en 1982, I’équipe de Gere et al.
publia un article concernant un systtme HPLC Hewlett-Packard modifi¢ [113,115]. Ce
systéme présentait les mémes ¢éléments qu’un appareil HPLC a I’exception d’un régulateur de
pression rajouté pour maintenir le fluide en son état supercritique lors de 1’analyse. Ils
montrerent que le systéme SFC donnait de plus hautes efficacités qu’en LC avec des colonnes
remplies de particules de 10, 5 et 3 um. Malgré cette avancée technologie développée en
outre-Atlantique, la SFC resta peu populaire aupres des analystes dans les années 80. Le
regain d’intérét pour ce systéme utilisant des colonnes remplies se fit lorsque la SFC trouva
son large domaine d’application avec des appareils robustes. Aujourd’hui, la chromatographie
en phase supercritique est la méthode de choix dans le milieu pharmaceutique pour la
séparation d’énantiomeres de molécules chirales [116]. Par ailleurs, cette technique se place
de plus en plus comme une méthode complémentaire a la chromatographie en phase liquide
pour ’analyse de composés achiraux [117]. Enfin, un des intéréts majeurs de cette technique
analytique est son utilisation a 1’échelle semi-préparative et préparative rendant la SFC

attractif pour la production a 1’échelle pilote [113].

I1.1 Les fluides supercritiques : cas du CO»

1.1 Les fluides supercritiques . définition

Il existe 3 principaux états de la matiere : solide, gaz et liquide. Un composé pur peut donc
exister sous I’un de ces trois états. L’état du composé est alors fonction de : la pression (P), la
température (T) et le volume (V). Le passage de 1’état de la matiére a un autre est appelé
changement d’état, en conséquence a la modification d’'une de ces trois variables. La
représentation graphique des domaines des trois €tats de phases de la matiére se traduit par un
diagramme de phase tridimensionnel (P, T, V) pour un corps pur donné. Cependant, les
diagrammes de phases d’un corps pur sont représentés généralement selon deux axes : P et T
pour faciliter la compréhension (Figure 2-1). Les trois principaux domaines d’état sont alors
délimités par des courbes de changements d’états déterminant les limites de domaines dans

lesquels ils peuvent exister.

Un composé pur existe sous une seule phase pour une pression et température données sauf
exception : au point triple ou les trois états de la matieére coexistent et au point critique ou
I’état liquide et I’état gazeux sont en équilibre. Dans ces conditions critiques, les phases

gazeuse et liquide ont alors la méme densité, le corps pur devient un fluide supercritique.
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Figure 2-1 : Diagramme de phase d’un corps pur.

Différents corps purs peuvent étre utilisés dans leur état supercritique comme il est montré

dans le Tableau 2-1. Le choix du fluide a employer est alors fonction de 1’application que I’on

souhaite en faire (extraction, chromatographie, nettoyage, réactions chimiques...).

Tableau 2-1 : Températures et pressions critiques de certains fluides [118].

Dioxyde de carbone (CO,) 31 74
Eau (H;0) 374 220
Propane (C;Hg) 97 43
Ammoniaque (NH3) 132 113

Ainsi, I'utilisation du CO, supercritique par Maxwell a permis d’éliminer la caféine des grains
de café¢ permettant alors de substituer le chloroforme [119]. L’eau subcritique est elle
employée par I’entreprise Celabor pour l‘extraction et la production d’extraits naturels [120].
Le propane est réservé a des applications particuliéres nécessitant des conditions extrémes de
température et de pression comme 1’exploitation des gisements : la récupération de pétrole ou
de gaz de schistes [121]. Pour les sédiments marins difficilement extractibles, 1’ammoniac
supercritique est utilisé pour extraire les composés hautement polaires qui ne sont pas extraits

avec les autres fluides supercritiques [122].

11.1.2 Le CO; - un gaz « idéal » pour les procédés supercritiques

Les procédés supercritiques ont mis en ceuvre différents gaz (He, N,, CO, et NH3). Mais ce

n’est que dans les années 70 que le CO, s’imposa comme le solvant « vert » grace a ses
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propriétés notables. En effet, 1’utilisation du CO, présente de nombreux avantages sur des

plans : environnemental, scientifique et économique :

» Sur le plan environnemental, le dioxyde de carbone est un composé stable, non-
inflammable, ne nécessitant pas de retraitement aprés usage. De plus, il est présent
naturellement en grande quantité et est non toxique (dilué dans 1’air) pour la santé de ses

utilisateurs [40,123].

» D’un point de vue scientifique et technique, 1’utilisation du supercritique du CO, présente
plusieurs avantages notables. Tout d’abord, ses parametres critiques sont faibles (Tc=31.1
°C ; Pc=73.8 bars) et font du CO, supercritique un solvant facile a obtenir. L’utilisation
du dioxyde de carbone permet de travailler sous des conditions de température (31.1°C)
non destructrice vis-a-vis des composés thermolabiles : cela permet ainsi de conserver les
qualités nutritionnelles et organoleptiques des substances. De plus, ['un des avantages
majeurs de la SFC est qu’en fin d’analyse, les extraits collectés sont hautement
concentrés. En effet, aprés décompression, le dioxyde de carbone revient sous sa forme

gazeuse [25-26].

» Au-dela de ce comportement favorable, I’impact économique par 1’emploi du CO,
comme fluide supercritique est moindre. En effet, le CO, est disponible a de treés hauts
degrés de pureté (jusqu'a 99,9999 %) et a des colts modérés (de l'ordre de 1 €/kg (pour
les puretés les plus basses)) [123].

11.1.3 Propriétés physico-chimiques du CO; supercritique

Les fluides supercritiques présentent des propriétés particulieres en partie intermédiaires entre
un état liquide et gazeux. Les données du Tableau 2-1I montrent que le CO, présente une
viscosité plus faible et donc une diffusivité plus €élevée en comparaison au liquide, ce qui
favorise le transfert de masse des composés et la diffusion du CO, au sein des matrices
poreuses. Outre ces deux caracteres de viscosité et de diffusivité, le CO, présente une densité
similaire (en ordre de grandeur) a celle des liquides contribuant au bon pouvoir de solvatation

du fluide.
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Tableau 2-II : Comparaison des propriétés des fluides supercritiques sous la forme

gazeuse, liquide et supercritique [122].

Densité (g.cm™)

Viscosité (Poise)

_ Diffusivité (cm?.s™)

Gaz 10 (1-3).10™ 1-4.10°
Fluide supercritique 0.2-0.5 (2-10).10™ 10°- 10
Liquide 0.6-1.6 (0.2-3).107 0.2-2.10°

La Figure 2-2 présente une comparaison des performances de la technique SFC a la LC.
Comme il est noté, I’emploi d’une phase mobile composée majoritairement de CO, permet
d’obtenir des plus hautes efficacités chromatographiques. En effet, la viscosit¢ du CO;
supercritique est plus faible par rapport aux éluants utilisés quotidiennement en LC. Par
conséquent, il est possible de travailler avec des débits chromagraphiques plus élevés qu’en

LC permettant ainsi de réduire le temps d’analyse.
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Figure 2-2 : Courbe de Van Deemter pour le composé butylparabeéne permettant de
comparer les performances chromatographiques de la technique SFC et UHPSFC aux
autres techniques HPLC et UHPLC [125].

I1.2 La chromatographie en phase sub/supercritique (SFC)

I1.2.1 Un matériel spécifique

La SFC est représentée comme une technique chromatographique mettant en ceuvre 1’emploi

de colonnes remplies de diamétres conventionnels et de systemes de détections utilisés
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communément en LC. En effet, la SFC posseéde des caractéristiques propres, liées a I’emploi
des fluides sub/supercritiques comme phase mobile donnant ainsi des séparations
chromatographiques différentes par rapport a la LC. Malgré ces éléments matériels communs
avec la LC, la SFC présente des particularités matérielles. La Figure 2-3 représente le schéma
type d'un chromatographe en phase supercritique, avec des colonnes remplies, couplé a

différents types de détecteurs (UV, DEDL, Corona, MS...).

Pompe CO2

[ MS DEDI
@ @ I | Four

et

colonne chromatographique

0_

. Regulateur de
. I ) @ pression
~ Amortisseur de pulsations ) ) )
@ @ - + Injegteur - 1
ﬁ ﬁ I ) Chambre de mélange - H — " UV :
) Pré-hepter | )

Détecteur

Pompe HPLC

Figure 2-3: Schéma représentatif de I’instrument SFC.

I11.2.1.1  Systeme de pompage

Le systéme de pompage en SFC differe peu de celui de la LC. Le CO, est pompé sous un état
liquide a I’aide d’une pompe a piston dont la téte de pompe est refroidie afin d’éviter les
phénomenes de cavitations et pour assurer une reproductibilité dans le pompage du fluide.
L’approvisionnement du CO; peut se faire avec deux types de bouteilles. Il est possible
d’utiliser des bouteilles munies d’un tube plongeur dont la ligne de transfert vers la pompe
CO, est refroidie a environ 3°C. Les bouteilles n’ayant pas de tube plongeur (CO, a 1I’état
gazeux) sont également utilisées, toutefois, il est nécessaire de refroidir les lignes de transfert
a une température plus basse avoisinant -5°C afin de pouvoir pomper le CO; sous un état

liquide.
11.2.1.2  Régulation de la température

La température est un parametre clé a maitriser. En effet, la formation du fluide supercritique
est fonction de ce parameétre : mal maitrisé, les analyses ne peuvent pas étre répétables. La
température du fluide dans le systéme chromatographique est assurée comme en LC et GC par

un four. Cependant, une particularité en SFC est la présence d’un préchauffage en amont de la

53



Chapitre 2

colonne chromatographique afin que le fluide entrant dans le systéme, qui avait ét¢ pompé

froid, atteigne la température voulue avant d’entrer dans la colonne.
11.2.1.3  Régulation de pression

Tout comme la température, la pression du systéme chromatographique doit étre maitrisée
afin de garantir 1’état sub/supercritique du fluide. De maniére générale, un appareil appelé
communément régulateur de pression (BPR) est install¢ en sortie du systéme séparatif apres
les détecteurs a cellules fermés tels que le détecteur UV. Sur le marché, plusieurs régulateurs
dynamiques sont disponibles pouvant monter pour certains a des pressions élevées : 400 bar
(constructeur Waters et Jasco) et jusqu’a 600 bar (constructeur Agilent Technologies). Dans
tous les cas, il est nécessaire d’appliquer en sortie de colonne, une pression minimum de 80
bar afin de garantir 1’état sub/supercritique du fluide lors de I’utilisation du CO, pur. Au-dela
de cet aspect de maintien de 1’état du fluide sub/supercritique au sein du systéme
chromatographique, le régulateur de pression est la piéce clé dans le couplage de la SFC avec
les détecteurs a cellule ouverte, comme le DEDL ou le spectrométre de masse (situés
physiquement apres la dépressurisation du fluide). C’est pourquoi, il est important de
connaitre les spécifications du régulateur de pression tel que le volume mort afin de limiter au
mieux une éventuelle distorsion des pics chromatographiques. Ainsi, pour le couplage SFC-
MS, le constructeur Waters a fait le choix d’effectuer un split en amont du détecteur MS. Par
conséquent, la majorité de la phase mobile est envoyée vers le régulateur de pression tandis
que la partie restante est envoyée dans le spectrométre de masse : ceci permettant d’éviter
I’¢largissement des pics chromatographiques. Lors du couplage avec des détecteurs a cellules
ouvertes comme la MS ou le DEDL, la sortie du régulateur de pression est généralement
connectée avec un capillaire de faible diametre (de I’ordre de 0.125 um) et de courte longueur
afin de maitriser la perte de charge appliquée. Par ailleurs, il est important de savoir qu’il est
possible d’avoir une prise en glace au niveau de la sortie du régulateur de pression causée par
un phénomene endothermique lors passage du CO, supercritique a 1’état gazeux. C’est

pourquoi, certains régulateurs de pression sont chauffés afin de limiter cette prise en glace.
11.2.1.4  Pompe « make-up » : ajout d’un co-solvant supplémentaire

Les systémes commerciaux disponibles sur le marché utilisent une pompe dit make-up pour le
couplage de la SFC avec des détecteurs a cellules ouvertes. Cette pompe make-up est une
pompe HPLC qui délivre un co-solvant supplémentaire. Dans les différentes configurations

des appareillages, les sociétés Agilent Technologies et Waters ont fait le choix de positionner
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ce solvant avant le régulateur de pression. L’ajout de ce solvant make-up est utilis¢ pour

plusieurs raisons :
» Byviter la précipitation des solutés apres décompression du fluide ;

> Eviter la prise en glace du capillaire aprés décompression du fluide lorsque la phase

mobile est composée majoritairement de CO, ;

» Améliorer la réponse analytique des solutés dans le systéme de détection.

11.2.2 Influence des paramétres opératoires sur la rétention en SFC

Durant longtemps, les mécanismes de rétention en SFC sont restés obscurs conduisant les
analystes a développer et a optimiser les méthodes chromatographiques SFC sur la seule
observation des résultats. Ainsi, de maniére plus ou moins empirique, les méthodes
chromatographiques SFC étaient développées, notamment en ce qui concerne le choix de la
phase stationnaire. Toutefois, depuis quelques années, les propriétés chromatographiques des
phases stationnaires en SFC ont pu étre étudiées et comparées a 1’aide du modele de
solvatation LSER (Linear Solvation Energy Relationships) utilisant les descripteurs
d’Abraham [126]. Ce modéele LSER est utilis¢ comme un outil général pour évaluer les
différents facteurs influencant la rétention en SFC. Ainsi, pour les composés neutres le

comportement chromatographique SFC se décrit en 5 descripteurs selon 1’équation suivante :
Logk=c+eE+sS+aA+bB+vV

Les lettres capitales représentent les interactions concernant les solutés et les lettres
minuscules sont les constantes associées : le terme « ¢ » représente une contribution des
caractéristiques physiques de la phase stationnaire comme sa surface spécifique (m?/g), le
terme « E » représente la réfractivité molaire en exces de la molécule, le terme « S »
représente la polarité/polarisabilité du soluté, les termes « A » et « B » représentent les
caracteres : acide et basique des solutés et le terme V représente le volume moléculaire du
soluté, et plus précisément la contribution des interactions de dispersion (London) sur la
rétention. Par conséquent, en chromatographie sub/supercritique, les analytes sont séparés en

fonction de ces 5 critéres explicités comme :

» Les interactions dipdle-dipdle

» Le caractére acide
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» Le caractére basique
» Les électrons n-nt

> Le volume moléculaire

Ce comportement particulier en SFC a permis la création d’une classification des phases
stationnaires permettant d’identifier les interactions moléculaires clés pour la séparation des
différents analytes. Ainsi, le choix de la phase stationnaire est un parameétre important a
déterminer pour le développement d’une méthode analytique en SFC. Ensuite, lors d’un
développement de méthode, I’optimisation de la composition de la phase mobile, la

température et la pression sont a étudier.

11.2.2.1  Développement d’une méthode d’analyse en SFC: Choix de la phase

Stationnaire

Aujourd’hui, il existe une multiplicit¢ de colonnes chromatographiques disponibles et
commercialisées aux spécificités différentes (nature du support, taille des particules,
fonctionnalité du greffage, nature du greffon, traitement end-capping...). Il est donc difficile
de sélectionner une phase stationnaire appropriée pour une application donnée. C’est
pourquoi, un diagramme radar a 5 dimensions, représentatif des caractéres spécifiques de
rétention du modele de solvatation LSER, a été établit afin de rationaliser le choix de la phase
stationnaire (Figure 2-4). En conséquence, ce diagramme permet de classer les phases
stationnaires en fonction de leurs propriétés chimiques (interactions), de choisir la phase et de
déterminer les colonnes chromatographiques qui donnent des séparations similaires. Il reste
toutefois difficile de choisir la phase stationnaire appropriée pour obtenir une séparation des

solutés a analyser, surtout si les structures chimiques sont multiples entre les composés.
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Figure 2-4 : Diagramme radar a 5 dimensions représentatif du modéle de solvatation
LSER [126].

(Vert : phases alkyles - domaine RPLC et SFC apolaire, bleu foncé: phases alkyles a polarité
intermédiaire- zone spécifique SFC, bleu clair : phases aromatiques - zone spécifique SFC,
rose et orange : phases polaires - zone NPLC et SFC  polaire)
(Conditions analytiques de cette étude - CO,/MeOH (90/10) (v/v), 1 ou 3 mL/min, 25°C, 150
bar)

11.2.2.2  Développement d’une méthode d’analyse en SFC : Modification de la

polarité du CO; super/subcritique par ajout de co-solvants en SFC

Malgré la présence d’un quadripole, le CO; a un caractere apolaire qui limite son utilisation
aux composés hydrophobes. Son pouvoir solvant peut étre modulé avec 1’ajout de co-solvants
favorisant ainsi la solubilité des analytes plus polaires dans la phase mobile. Tous les solvants
utilisés communément en LC, en phase inverse ou en phase normale, sont miscibles au CO; et
en toutes proportions ; a I’exception de I’eau qui devra étre utilisée en mélange ternaire [127].
Cependant, 1’ajout de solvants de type alcanes (hexane ou heptane), voire chlorés
(chloroforme, chlorure de méthyléne) ne présente pas un grand intérét car leurs propriétés
chimiques ne sont pas si différentes de celle du CO,. Les co-solvants protiques les plus

utilisés en SFC sont le méthanol, 1’éthanol et 1’isopropanol (classés en ordre décroissant
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d’utilisation) [127]. De maniére générale, le méthanol est largement utilisé en SFC. En effet,
c’est un co-solvant qui présente une bonne miscibilité¢ avec le CO, supercritique sur une large
gamme de pression et de température [124]. La modification dans le choix du co-solvant
protique permet des ajustements de la sélectivité [124,128]. L’utilisation de 1’acétonitrile est
moins répandue pour 1’analyse des composés protiques puisqu’il est moins €luant que les
autres co-solvants alcool [128]. Toutefois, certaines séparations de composés possédant des
doubles liaisons ne sont obtenues qu’avec de [’acétonitrile [129], qui par ailleurs peut
conduire a des sélectivités différentes. L’adsorption du mélange co-solvant et dioxyde de
carbone sur la phase stationnaire peut aussi modifier le caractére de la phase stationnaire, et
donc de la rétention des composés. Ainsi, selon Strubinger et al., les quantités de CO; et de
co-solvant méthanol adsorbées sur 1’adsorbant de silice greffée octadécyle (ODS) augmente
avec la diminution de la pression et augmente de fagon drastique a pression voisine de la
pression critique [130]. Par ailleurs, sur colonnes de silice greffée avec des fonctions alkyles
(ex : C18), I’ajout de co-solvant favorise la symétrie des pics chromatographiques. En effet,
I’utilisation de solvants protiques tels que le méthanol masqueraient les silanols résiduels,
expliquant la symétrisation des pics observés par réduction d’interactions minoritaires et
parasites a celles développées entre les composés et les chaines octadécyles [124]. Par
ailleurs, selon sa nature, le co-solvant influe non seulement sur les interactions avec les
analytes mais aussi sur la viscosité de la phase mobile, qui généralement augmente avec la
teneur en co-solvant. Cette augmentation de la viscosit¢é du fluide induit alors une
augmentation de la pression interne au sein du systeme chromatographique donc un

accroissement de la densité du fluide et de sa force éluante [124].

L’ajout de co-solvant se répercute également sur I’état du fluide. Ce dernier se rapprochant
plus d’un état subcritique qu’un état supercritique. La raison de cette modification d’état
provient du fait que 1’addition de co-solvant dans le CO, dans des proportions variables,
modifie la valeur du point critique [131]. La Figure 2-5 montre des diagrammes de phase pour
le CO;, et le méthanol a différentes températures constantes. Ainsi, on constate que le
méthanol est miscible dans le CO, dans des conditions particulieéres. En dépassant les limites
de ces courbes, un mélange de deux phases CO,-méthanol risque de se former : c’est le début

de la démixtion de phases. A ce moment, les analyses en SFC ne sont plus répétables.
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Figure 2-5: Diagramme de phase pour x CO,+ (1-x) MeOH aux températures de
477.55K (204°C), 394.25 K (121°C) et 352.55 K (79°C) [132].

11.2.2.3  Développement d’'une méthode d’analyse en SFC : Modification de la Pression

et de la Température

La pression et la température sont des parametres a maitriser pour 1’obtention d’un fluide
sub/supercritique. Ce sont deux parametres intimement liés car les valeurs de pression et de
température influent sur la densité de la phase mobile et font ainsi varier, la force éluante de la

phase mobile, parfois la sélectivité et souvent 1’efficacité chromatographique [133].

En LC, lorsque 1’on accroit la température, il est observé une diminution de la rétention
chromatographique. De plus, cette augmentation de température se traduit alors par une
diminution de la viscosité¢ de la phase mobile et une augmentation du nombre de plateau
théorique (N). Ce comportement est spécifique aux systemes usant d’une phase mobile
liquide. L’augmentation de la température se traduit par une diminution de la pression interne,

donc de la densité du fluide, et une augmentation de la rétention [124].
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En SFC, lors d’un changement de pression et/ou de température, d’importantes variations de
densité et donc de pouvoir solvant ont lieu. L’ajout de co-solvant a de hautes proportions

permet de minimiser cet impact.

Par ailleurs, dans les cas de forte compressibilité, pour minimiser I’impact de la pression et de
la température, il est conseill¢ de travailler dans le domaine subcritique. Selon A. Tarafder et
G.Guiochon, I’aspect thermodynamique du fluide est moins affecté¢ dans cet état favorisant

ainsi I’obtention d’analyses plus répétables [134].

1.3 Les modes de détection utilisés en SFC

Depuis la premiére publication en 1962 faisant état de ’utilisation des fluides supercritiques
en tant que phase mobile, plusieurs travaux ont vu le jour concernant le couplage de la

chromatographie en phase supercritique avec différents systemes de détection.
11.3.1 Détecteurs a cellules fermées : UV/vis, barrette de diode et fluorimetre

Tout comme en LC, le détecteur UV/vis et a barrettes de diodes (DAD) sont les plus
communément utilisés [135]. Ces deux types de détecteurs a cellules fermés sont localisés en
amont du BPR ce qui exige des cellules de détection résistantes aux hautes pressions [136]. A
ce jour, les cellules UV sont fabriquées de telle sorte a pouvoir résister a des pressions
avoisinant 400 a 600 bar [135]. Les réponses obtenues en spectroscopie UV permet de
détecter I’ensemble des composés qui absorbent dans le domaine UV/vis, c'est-a-dire ceux qui
possédent au moins un groupement chromophore. La signature analytique (le spectre) et la
sensibilité¢ de la méthode en spectroscopie UV dépendent du coefficient d’extinction molaire

de I’analyte, du trajet optique du faisceau et de la concentration de I’analyte a détecter (Loi de

Beer-Lambert). Pour ce type de détecteur soit utilisable, il faut que :

» le produit a détecter absorbe la lumiére a une longueur d'onde du domaine spectral et que

son coefficient d'absorption ¢ soit suffisamment grand ;
» la phase mobile n'absorbe pas la lumiére a la longueur d'onde choisie par 'opérateur.

De ce fait, lors du couplage chromatographie et détecteur UV-vis, a longueur d’onde fixe, les
solvants chromatographiques choisis devront ne pas absorber a cette longueur d’onde : le cut-
off des solvants ne doit pas alors étre supérieur a la longueur d’onde fixée afin d’obtenir la
meilleure sensibilité possible. En SFC, il est possible de travailler a des longueurs d’onde de

détection voisine de 210 nm di a la faible absorbance du CO; (solvant majoritaire en SFC).
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En SFC, I’analyse a I’aide d’un détecteur UV/vis a été souvent décrite comme moins sensible
qu’en LC-UV/vis. En effet, en SFC, les variations d’indice de réfraction du CO, peuvent étre
a Dorigine de perturbations de la ligne de base entrainant une détection des analytes non
constante au cours de I’analyse. Ces perturbations d’indice de réfraction sont liées a la
variation de la densité du fluide. Ainsi, comme auparavant décrit dans le paragraphe 11.2.2.3 ,
des fluctuations de pression induites par le systéme de pompage et surtout par la régulation de
la pression en sortie de systéme chromatographique engendrent une modification de la densité
du fluide et donc un bruit de fond plus grand d’ou une moins bonne sensibilité de détection
[136]. Malgré ces inconvénients, I’emploi d’instruments modernes a déja démontré la
possibilité de détecter des composés minoritaires, comme par exemple des traces de composés
en SFC-UV avec 15% de méthanol dans le CO, et représentant 0.1% de ’intensité du pic

majoritaire (intensités des pics chromatographiques comprises entre 1 et 2 mAU) [137].

Le détecteur fluorimetre est aussi utilisé en SFC pour sa grande sensibilité et sélectivité par
rapport aux détecteurs UV/vis. Cependant, ce détecteur n’a été que trés peu employé en SFC
da aux difficultés de développer des cellules de détection résistantes aux hautes pressions sans

perdre en sensibilité [138].

11.3.2 Détecteurs a cellules ouvertes : Détecteur évaporatif a diffusion de lumiere

(DEDL), deétecteur d'aérosols chargés (Corona) et spectrométre de masse (MS)

Une particularité de 1’utilisation des détecteurs a cellules ouvertes est la perte de 1’échantillon

en fin d’analyse contrairement aux détecteurs a cellules fermées.

L’emploi de ces détecteurs a cellules ouvertes pourrait étre privilégié en SFC [136]. En effet,
ce type de détecteur se positionne aprés le BPR. Le transfert du systéme séparatif vers le
détecteur s’effectue, a priori, par un simple capillaire de transfert reli¢ du BPR au détecteur.
Ainsi, la dépressurisation du CO; aprés le BPR conduit a former naturellement un aérosol

facilitant ainsi le transfert des analytes vers le détecteur.

Le détecteur DEDL est employé pour la détection des composés non volatils. C’est un
détecteur complémentaire a la détection UV/vis car les composés ne présentant pas de
groupement chromophore, peuvent étre détectés. De ce fait, ce détecteur est qualifié comme
«universel ». De plus, a la différence du détecteur UV/vis, le signal en DEDL dépend
directement de la masse de 1’analyte injecté (pas de sa concentration). Donc plus la masse

injectée est grande plus 1’aire du pic chromatographique est importante. La chromatographie
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SFC couplée au détecteur DEDL a ainsi a plusieurs reprisées ¢t¢ employée pour 1’étude des
lipides [136—139] ou des glucides [143,144]. Le mécanisme de détection du DEDL est basé¢

sur trois étapes :

» La nébulisation : La phase mobile sortant du systéme chromatographique est mélangée au

gaz inerte (azote) au niveau du nébuliseur et passe au travers un orifice étroit pour
produire des gouttelettes (aérosol primaire). Le nébulisat traverse la chambre de
nébulisation, dans laquelle les plus grosses gouttelettes sont ¢éliminées (aérosol

secondaire) ;

» L’évaporation : L’aérosol formé avec les gouttelettes les plus fines est ensuite transféré

dans le tube chauffant dans lequel il est partiellement évaporé (aérosol ternaire) ;

» La détection : Les gouttelettes, appelées aussi particules, composées de molécules plus ou
moins solvatées par le liquide de la phase mobile sont alors détectées a I’aide d’une
lumiére émise par une source lumineuse (laser ou LED). L'intensité de la lumiére diffusée

a 120° est ainsi directement reliée a la masse des composés élués.

La réponse analytique DEDL dépend principalement de la taille de la particule émise dans le
processus de dispersion de la lumiere. Ainsi, différents types d’interactions
rayonnement/matiere (Rayleigh, Mie et la réflexion/réfraction) ont été reportés en DEDL dans
la formation du phénoméne de diffusion de la lumiére. Ces interactions sont ainsi dépendantes
du diametre des particules et de la longueur d’onde du rayonnement incident [145]. Par
ailleurs, la réponse du détecteur DEDL, qui ne donne pas de dérive de la ligne de base pour
les solvants, est compatible avec des gradients d’élution. Le principal inconvénient du
détecteur DEDL est qu’il ne détecte pas les composés volatils et il ne donne pas des réponses
linéaires, ce qui nécessite un traitement logarithme décimal (log-log) des données (aires des

pics et concentration) pour une analyse quantitative [145].

Le détecteur corona est basé sur le principe de fonctionnement sur 3 étapes dont la premiere
est similaire au DEDL. On a donc une conversion des analytes en fines particules.
Néanmoins, la seconde étape consiste a ioniser les analytes a I’aide d’un flux de gaz chargé
positivement grace a une décharge corona. Les analytes peuvent alors rentrer en contact avec
le gaz ionis€, ce qui permet le transfert de la charge du gaz vers les analytes. La derniére étape
est la détection des ions par un électrométre générant un signal proportionnel a la quantité

d’analytes ionisés [136]. Comme pour le détecteur DEDL, la réponse analytique n’est pas
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linéairement proportionnelle a la concentration. De plus, dans le cadre du couplage de la SFC
et le détecteur corona, la réponse corona est fonction du pourcentage de co-solvant utilisé

[146].

La derniére technique de détection en SFC citée est la spectrométrie de masse. Bien que le
concept de la SFC-MS ne soit pas nouveau, 1’intérét de ce couplage s’est accru ces dernieres
années. En effet, dés la fin des années 90 et début des années 2000, plusieurs scientifiques se
sont intéressés a ce couplage [102,144—147]. Bien réglé et optimisé, ce type de détecteur
permet d’augmenter la sensibilité¢ des analyses en comparaison aux différents instruments de

détection cités précédemment et permet aussi d’obtenir des informations structurales.

I11. Intéoration de la spectrométrie de masse a la chromatographie en phase

supercritique

Depuis ces dernieres années, la spectrométrie de masse est une technique analytique qui a
connu un grand essor. En effet, depuis les années 1960, de nombreux efforts ont été réalisés
pour le couplage entre la spectrométrie de masse et la chromatographie liquide, grace au
développement des sources d’ionisation a pression atmosphérique (APCI, APPI, ESI).
L’engouement du couplage de la chromatographie en phase supercritique et de la
spectrométrie de masse est plus récent, car la SFC n’est revenue sur le devant de la scéne que
depuis une dizaine d’années, favorisée par ’arrivée d’instruments de dernieres générations.
Aujourd’hui, les fabricants de matériels analytiques développent des appareils intégrés de
chromatographique en phase supercritique couplés a une détection de spectrométrie de masse,
en tenant compte des spécificités du fluide employé comme phase mobile (Waters et Agilent
Technologies). Par ailleurs, et dans un méme esprit, le couplage SFE-SFC-MS a ¢été rendu

disponible (Shimadzu).

II1.1 Principe de la détection par spectrométrie de masse couplée a une méthode

chromatographique

La chromatographie repose sur le principe de la rétention sélective de différents constituants
d’un mélange. L’association de la chromatographie et de la spectrométrie de masse permet
aujourd’hui d’analyser une large gamme de molécules a polarité et masses moléculaires

variées.
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1111 Principe de la spectrométrie de masse : Généralités

La spectrométriec de masse est une technique d’analyse permettant de mesurer une masse
moléculaire avec précision et d’attribuer a cette masse, une structure. Lors de 1’utilisation de
la spectrométrie de masse en tant que détecteur chromatographique, les analytes vont suivre
un « long » cheminement avant de pouvoir étre détectés. En effet, au méme titre que le DEDL
ou Corona, le détecteur MS présente la particularité de pouvoir étre décomposé en plusieurs

parties comme peut le montrer la Figure 2-6 [151]:

» La source d’ionisation : La premiére étape préalable est la production d’ions a 1’état

\

gazeux de I’échantillon a analyser. Les méthodes physico-chimiques d’ionisation sont
trés nombreuses et variées. Le choix de la méthode d’ionisation est fait selon la nature
des composés a analyser. Ainsi, différentes sources d’ionisations sont disponibles pour le
couplage de la chromatographie avec la spectrométrie de masse : Ionisation chimique a
pression atmosphérique, APCI; Photoionisation a pression atmosphérique, APPI ;
Electrospray, ESI, Ionisation chimie, CI ; Ionisation ¢lectronique, EI. En GC-MS, les
méthodes d’ionisation comme CI ou EI font appel a 1’évaporation des échantillons par
effet thermique associ¢ a un vide poussé¢ dans la source d’ion. Les analytes sont alors
susceptibles d’étre ionisés par transfert de charge a 1’aide d’un gaz réactif (CI) ou par
capture d’un ¢électron (EI). En LC-MS, les sources d’ionisation APCI et APPI se basent
sur des réactions ions-molécules en phases gazeuses a pression atmosphérique et a de
hautes températures. Toutefois, 1’utilisation de ces modes d’ionisation fait état d’un
sérieux probléme lors de 1’analyse : les composés peu volatils et thermiquement fragiles
peuvent étre dégradés par pyrolyse. Par conséquent, pour ioniser ces molécules sans les
dégrader, d’autres méthodes d’ionisation peut étre utilisées (ex : MALDI, ESI...). Elles
consistent a fournir une énergie suffisante en un temps court, afin d’éviter de potentielles

dégradations chimiques.

» L’(es) analyseur(s) : Au-dela d’un simple rdle de transfert vers le détecteur, 1’analyseur a

pour rdle de mesurer le rapport de la masse (m) et de la valeur absolue de la charge (z) de
chacune des espéces ioniques issues de la source. Les ions se voient donc attribuer une
valeur m/z caractéristique de leurs propriétés sous I’effet d’'un champ magnétique et/ou
¢lectrique. Ainsi, ’'unité associée a m est le Dalton (Da) ce qui correspond a la masse
d’un atome d’hydrogene en unité de masse atomique (uma). L unité associ¢e de m/z est le

Thomson (Th) qui correspond au dalton divisé par la valeur de la charge absolue. A ce
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jour, il existe six principales et différentes géométries pour trier, selon leur rapport m/z,
les ions issus d’une source d’ions : 1’analyseur quadripolaire (Q), le piége a ions (IT-
LIT), le temps de vol (TOF), la résonance cyclotronique (ICR), le secteur magnétique (B)
et la trappe a ion orbitale (Orbitrap). Associés ou seuls, le ou les analyseurs de
spectrométrie de masse doivent toujours étre sous vide poussé(s) afin de ne pas perturber
I’action du ou des champs de force dirigeant le mouvement des ions entre la source et le
détecteur ainsi que pour éviter des collisions des ions avec des contaminants qui
conduirait a des fragmentations des ions. Ainsi, les pressions habituelles de

fonctionnement des analyseurs sont comprises entre 10° et 107 bar.

» Le détecteur : Dernicre partie du spectrométre de masse, le détecteur a pour fonction de
mesurer les différentes valeurs m/z des ions et leurs intensités des signaux
correspondants. Le détecteur en spectrométrie de masse transforme donc un courant

ionique (de 1’ordre de 107"° a 10" A) en un signal mesurable amplifié¢ a I’aide d’un

multiplicateur d’¢lectrons.

» L’enregistreur informatique : L’outil informatique est un élément essentiel d’un ensemble

chromatographie-spectrométrie de masse. Il a bénéficié d’énormes progres au cours des
derniéres années concernant la rapidité de traitement de I’information ou encore les
capacités accrues de stockage. Dans le cadre du traitement du signal, celui-ci va donner
lieu a I’enregistrement d’un spectre de masse qui propose une statistique donnant les ions

m/z et leurs abondances relatives proportionnelles au nombre d’ions détectés.

=1
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e o

 Enregistreur 3

v EEIS -

Source d'ion Traitementdusignal .
Désoprtion/lonisation | électroniqueen # =
~ spectredemasse -
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Secteur magnétique
ICR
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Multiplicateur &électrons
Multiplicateur photons
Dynodes
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Figure 2-6 : Décomposition de la spectrométrie de masse.
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1.2 Couplage de la chromatographie et de la spectrométrie de masse : restitution

de 'information chromatographique par le spectrométre de masse

Dans le cadre du couplage chromatographie et spectrométrie de masse, de nombreux facteurs

interviennent dans la restitution de I’information chromatographique [151]:

» La vitesse d’acquisition : La restitution de I'information va dépendre de la vitesse

d’acquisition fixée. Cette acquisition en continu est donc fonction de la vitesse et de la
fréquence d’enregistrements des spectres de masses par 1’analyseur pour une gamme de
masse donnée. Par exemple, un analyseur quadripolaire effectue un balayage toutes les
millisecondes. Théoriquement, 1’analyseur temps de vol (TOF) présente I’intérét de
transmettre simultanément tous les ions formés d’ou 1’obtention d’une analyse exhaustive
et d’une trés grande sensibilité. La vitesse d’acquisition doit donc étre correctement fixée
afin d’enregistrer un nombre de spectres suffisants par seconde afin d’étre le plus
représentatif de 1’échantillon a analyser. Une valeur d’acquisition trop élevée affectera la
forme du pic chromatographique MS et la position de son sommet au point d’introduire
des erreurs importantes dans 1’interprétation des données tandis qu’avec une valeur trop
faible, les spectres résultants contiendront trop peu d’ions pour étre significatifs ce qui

rendra I’interprétation complexe voire impossible.

» Le lissage : Le tracé du chromatogramme TIC (ou BPC) est constitué d’une succession de
segments de droites. Ainsi, il peut étre lissé par différents algorithmes comme
’algorithme Savitsky-Golay. Si cet algorithme est mal choisi, le mauvais lissage obtenu

peut détériorer la résolution des pics chromatographiques altérant alors I’ interprétation.

> Un compromis du couplage dans les conditions d’analyse en chromatographie et

spectrométrie de masse : Outre les parametres MS pour restituer I’information

chromatographique, 1’opérateur doit s’efforcer de trouver le meilleur compromis entre les
parametres chromatographiques et les parametres de spectrométrie de masse pour obtenir
le nombre de balayages suffisants et des spectres de masse de bonne qualité. En effet, la
largeur du pic chromatographique (et donc la vitesse de balayage de ce pic) dépend de la
méthode séparative utilisée, des conditions expérimentales ou encore de la colonne
chromatographique (longueur, diametre interne et diametre de particules). Par exemple,
I’UHPLC offre une efficacité, une vitesse d’analyse et des performances de grande
qualité, produisant des pics plus fins par rapport a8 ’HPLC exigeant donc 1’utilisation de

vitesse de balayage plus grande. Ainsi, I’optimisation du couplage chromatographie-
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spectrométrie de masse est toujours nécessaire. D’autre part, certains produits, méme en
proportion majoritaire, peuvent ne pas €tre détectés sur les chromatogrammes et spectres
de masse au profit d’autres substances co-¢luées dont la nature chimique leur confére un
rendement d’ionisation plus important (effet de suppression ionique). La encore, un
besoin d’optimisation du couplage est nécessaire afin de palier a ces phénoménes de
suppressions spectrales pour faciliter la détection. Ainsi, des optimisations au niveau des
parametres chromatographiques (nature de la phase stationnaire et phase mobile) et des
parametres de spectrométrie de masse (sources d’ionisation, débit de gaz, potentiel,
température...) sont a envisager. Les suppressions spectrales sont plus communément
observables en ESI du fait du mécanisme d’ionisation. En effet, lors de 1’ionisation des
analytes en ESI, les espéces ioniques formées seront celles ayant 1’affinité protonique la
plus élevée ce qui conduira a la formation des ions de type [M+H]". Ces ions formés
auront le signal le plus intense au détriment des autres analytes en solution dont I’affinité

protonique est la moins grande.

» Les modes de détection : Par ailleurs, la restitution de 1’information chromatographique va

dépendre du mode de détection. Il est possible de révéler sélectivement la présence de
certains composés et de retracer le chromatogramme, en fin d’analyse, pour des ions
choisis (notamment si ’on sélectionne au préalable les caractéristiques des ions). Par
exemple, les analyseurs hydrides de masses peuvent détecter les transitions a ’aide du
mode SRM (Selected Reaction Monitoring » ou aussi appelé « Multiple Reaction
Monitoring » (MRM)). Cette technique permet ainsi de suivre la filiation entre deux ions
d’un méme spectre en sélectionnant les valeurs de m/z. Cette méthode de suivi permet en
couplage avec la séparation chromatographique en amont de I’analyseur permettant
d’améliorer la sélectivité et par conséquent la sensibilité (augmentation du rapport
signal/bruit) de la méthode d’analyse en décomplexifiant le mélange. Un autre mode de
détection spécifique (mode SIM, Selective lon Monitoring), pour une recherche ciblée
dans un mélange complexe. Ce mode consiste a fixer le spectrometre de masse sur une ou
plusieurs valeurs m/z données. Toutefois, 1’utilisation de ce mode d’acquisition nécessite
de connaitre les masses a suivre au début de I’analyse. Au final, le résultat obtenu est un
profil d’¢élution plus lisse et plus fidele au profil chromatographique initial, ainsi qu’une
réponse plus sensible par un facteur de plusieurs dizaines a plusieurs centaines. Les

analyseurs TOF et ICR enregistrent toujours des spectres complets et n’ont donc pas de
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mode SIM. En revanche, ils sont souvent capables de restituer des chromatogrammes de

masses exactes avec une précision de quelques ppm.

III.2 Les sources d’ionisation a pression atmosphérique dans le couplage

chromatographique en phase supercritique-spectrométrie de masse

L’intégration a la chromatographie supercritique d’analyseur de spectrométrie de masse suit la
méme évolution que pour le couplage de la chromatographie liquide et gazeuse a la

spectrométrie de masse.

Les sources d’ions a pression atmosphérique (API) sont communément utilisées pour ce
couplage. Introduite par Honing et al. [152,153] dans le milieu des années 70, les sources API
sont constamment perfectionnées. En effet, I’interface d’ionisation entre le systeme
chromatographique, 1’analyseur et le détecteur de spectrométrie de masse nécessite un
gradient décroissant de pression partant de la pression atmosphérique (10° Pa, source
d’ionisation) 4 un vide poussé pouvant atteindre 10™'° Pa (détecteur MS). Cette contrainte de
pression renforcée par I'utilisation de forts débits de gaz (en L/h) rend le probléme de

I’interface physique complexe.

Dans le cadre du couplage SFC-MS, les sources API sont les plus populaires de par
I’introduction directe des échantillons dans le spectrométre de masse et de leur facilité

d’utilisation.

11.2.1 Sources d’ionisation API : ESI, APPI et APCI

Les sources API générent et transferent les ions formés a pression atmosphérique vers les
systemes d’analyseur et de détecteur placés sous vide. Les 3 sources API présentées dans cette
partie sont : I’électrospray (ESI), I’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI) et la
photoionisation a pression atmosphérique (APPI). Ces trois sources API sont des systémes de

type désolvatation-nébulisation.
[I1.2.1.1  L’¢lectrospray (ESI)
11.2.1.1.1 Mécanisme de formation des ions en ESI

L’ionisation électrospray consiste a désolvater et a produire des ions a partir de composés déja
en solution. Cette dernic¢re est introduite a ’aide d’un capillaire en métal situé entre une

¢lectrode et une contre-¢lectrode ou une différence de potentiel (de 1’ordre de quelques kV)
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est appliquée ce qui induit un fort champ ¢lectrique. Cette différence de potentiel créée va
alors induire des réactions d’oxydo-réduction créant ainsi des charges dans la solution. A un
moment donné, les charges positives s'accumulent a la surface du liquide : les tensions de
charges deviennent alors trop importantes a la surface du liquide induisant des répulsions
entre les charges combinées. Combiné a I’effet du champ électrique, 1’attraction du champ

¢lectrique dépasse les tensions de surface du liquide : il y a alors formation du cone de Taylor.

Toujours sous I’influence de ce méme champ électrique, le cone de Taylor se rompt libérant
des gouttelettes de solvant contenant les analytes. Sous l'effet conjugué¢ des gaz de
nébulisation et de séchage, du chauffage et du gradient de pression dans la source, les
gouttelettes se désolvatent conduisant a la diminution des tailles gouttes a charge constante et
a l’augmentation des tensions de charges superficielles. Au moment ou 1’énergie des
répulsions coulombiennes dépasse 1’énergie de tension de surface du liquide (limite de
Rayleigh), les gouttelettes explosent (explosion Coulombienne) et transférent la charge vers
les solutés. Les ions ainsi chargés sont accélérés vers 1’analyseur tandis que les neutres
(solutés non chargés) sont dans 1’incapacité d’étre accélérés et sont donc €éliminés a 1’entrée

du spectrometre de masse [154].

Cone de Taylor
++++++
- e DO g N, (80° 3 120 °C)
t

Vide poussé
(103 bar)

Ech t"II | o OQQ
chantillon
ensolution —— >O % Q

N, (80° 4 120 °C)
Pression atmosphérique
{1 bar)

Figure 2-7 : Principe de I’électrospray.
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Figure 2-8 : Mécanisme de formation des gouttelettes et du cone de Taylor [155].

A ce jour, deux théories s’opposent quant & la formation des ions en phase gazeuse (Figure
2-9) : la théorie de Dole et al. [156] encore appelée le modéle de la charge résiduelle et la
théorie d’Iribarne et Thompson appelée le modele d’évaporation ionique [157]. Selon la
premicre théorie, il se produirait une série d’explosions colombiennes conduisant a une
désolvatation totale de I’analyte. Ne restant plus que I’analyte et un ou plusieurs charges en
exces, les ions passent en phase gazeuse donnant lieu a la formation d’ions multichargés si la
molécule présente plusieurs sites d’interaction potentiellement ionisables. Cette premicre
théorie s’applique a la formation d’ions moléculaires (formations de macromolécules
chargées). La seconde théorie exprime 1’idée que lorsque 1’on a atteint un rayon inférieur a 10
nm des gouttelettes aprés évaporation du solvant et série de fission, 1’extraction directe des
ions en phase gazeuse prédomine. Ainsi, cette seconde théorie est plus adapaté a la formation

de plus petites molécules ou les ions seraient obtenus par désorption du substrat.

Représentation du modéle de Dole et al. (A)
Explosions Evaporation totale du
coulombiennes solvant .'”
Rayon =1 nm

Evaporation du solvant  Gouttelette fine contenant

plus qu'un seul ion lon en phase gazeuse

Gouttelette fine
Rayon =150 nm

Q=10-5c Représentation du modéle d'Iribarne et Thompson (B)

N+
Explosions .
coulombiennes @ "Evaporation d'ions” .

Evaporation du solvant  Gouttelettes fines

Rayon =8 nm
Gouttelette fine a=10t7¢
Rayon =150 nm

0=106C

lons en phase gazeuse

Figure 2-9 : Représentation des deux théories de Dole ez al. (A) et d’Iribarne et Thomson

(B).

La source ESI fonctionne de facon optimale avec de faibles débits chromatographiques de

I’ordre de quelques pL/min (couramment 1 & 100 uL/min). Afin d’étre compatible avec les
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débits chromatographiques (de 1’ordre de 100 uL a 1 mL/min), il est nécessaire d’assister la
désolvatation. Pour cela, ’emploi de la source ESI assistée pneumatiquement est plébiscité.
Elle permet I’ajout d’un flux d’azote supplémentaire accélérant la désolvatation des
gouttelettes. En fonction des différents constructeurs d’équipement, un deuxiéme courant
gazeux chauffé est ajouté en supplément a contre-courant, de facon tangentielle ou
perpendiculaire. Ces différentes configurations de la source ESI assistée pneumatiquement
peuvent induire des variations dans I’obtention des spectres MS dues a des répercutions sur le

mécanisme de formation des ions en phase gazeuse [158].
1.2.1.1.2 Avantage et inconvénient de la source ESI

La source ESI est la plus populaire des sources API pour le couplage a la chromatographie en
phase liquide et supercritique ou encore en électrophorése capillaire. En effet, elle offre

plusieurs avantages comme :

» L’analyse de molécules a trés haut poids moléculaire par la formation d’ions

multichargés ;

» Qualifiée comme source d’ionisation douce/indirecte, elle engendre trés peu de
fragmentation et donne lieu a 1’obtention d’ions pseudo-moléculaires généralement

protonés ou déprotonés ;

» Tres peu énergétique dans son mécanisme d’ionisation, il est possible d’analyser des

complexes non-covalents ;

» L’introduction de [1’échantillon en solution favorise les couplages avec Ila

chromatographie liquide/supercritique et de 1’électrophorése capillaire ;
» Elle est adaptée pour I’é¢tude des composés polaires, ionisables et thermosensibles.

Toutefois, en raison de son mécanisme de désolvatation et d’ionisation en ESI, des
suppressions ioniques peuvent survenir liées a la présence d’autres composés en solution
comme les sels. Ces phénomenes représentent le principal inconvénient de la source ESI, car
la formation des ions s’effectue en solution induisant alors un phénomeéne de compétition

entre analytes.
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I11.2.1.2  L’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI)

Apparue dans les années 70, la source APCI est une source complémentaire a I’ESI. Bien que
similaire en terme d’ionisation ou elle engendre une protonation ou une déprotonation de la
molécule, les phénomenes physico-chimiques sont pourtant bien différents en APCI mettant

en jeu des interactions type ions-molécules en phase gazeuse [152].
1.2.1.2.1 Mécanisme de formation des ions en APCI

La Figure 2-10 présente la source APCI utilisée au cours de ce projet. Comme observé, les
analytes sont introduits (A) sous forme liquide par le systéme chromatographique a un débit
compris entre 200 pL/min et 2 mL/min dans la source APCI chauffée [159]. A la sortie du
sprayeur (B), le gaz de nébulisation (C) apporté va permettre de transporter et de transformer
I’effluent de la colonne chromatographique (solvant + analytes) sous forme d’un aérosol
composé¢ de fines gouttelettes dans une chambre appelée « vaporiseur » (D). Cette chambre de
vaporisation est chauffée a des températures importantes comprises entre 250°C et 450°C. A
la sortie de cette chambre, le solvant et les analytes sont passés en phase gazeuse. Un gaz de
séchage (E) appelé « drying gas » est rajouté en supplément pour s’assurer de la totale
désolvatation des analytes. En contact avec ’aiguille corona (F) sur laquelle une tension est
appliquée (entre £3 et +6 kV), un plasma est formé a 1’aide d’une décharge corona. La
décharge corona provoquée est une décharge électrique de quelques pA pour ioniser les
molécules environnantes créant ainsi un gaz ionisé (plasma) autour de 1’aiguille corona [153].
Ensuite, les ions radicalaires créent donnent lieu a I’ionisation des analytes suivant une

cascade de réaction chimique débutant par la formation d’un cation [159]:

NE=EN + e o N=N" + 2¢ (1)
+.

N=N"+ H,0 o N=N + H,0 (2

H20+. + HQO —_— H30+ + HO. (3)

Le mécanisme de formation des ions en APCI résulte donc de la formation d’un cation N, au
préalable. Des réactions secondaires (2) et (3) ont également lieu [160]. Ainsi, des ions de
type H3O" et des radicaux libres OH" sont formés : ils peuvent alors protoner ou déprotoner
les analytes lors de leur passage pres de I’aiguille corona suivant les réactions chimiques

suivantes [159]:
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HO' + M — o [M+H + H,0

HO + M — = [MH + HO"

La sélection des ions analysés se fait selon la polarité du potentiel d’extraction appliquée au

niveau de I’optique du spectrométre de masse.

(A) Sample inlet

Nebulizer
(grounded)

Mebulizer gasinlet (l‘-ﬁ) (€)
(pressure controlled)

Sprayneedle (B)
sheathed with nebulizer gas

/ High wattage vaporizer (D)
/ Spray shield (- 3.6 kV)

¥ T~ Heated drying gasN,) ()
L (pressure controlled)

Glass capillary

\ inners 0.5-0.6 mm

Capillary cap (-4 kV)

Spray chamber Coronadischarge needle(+HV) (F)
(A) Introduction de I’échantillon (D) Chambre de vaporisation
(B) Sprayeur (E) Gaz de séchage « drying gaz »

(C) Introduction du gaz de nébulisation (F) Aiguille corona
Figure 2-10 : Représentation schématique de la source APCI de Bruker [161].

11.2.1.2.2 Avantage et inconvénient de la source APCI
La source APCI offre plusieurs avantages qui sont :
» L’analyse de composés peu polaires : elle est donc complémentaire a la source ESI.

» Qualifiée comme ionisation douce, I'utilisation de I’APCI permet d’éviter dans la

majorité des cas, la fragmentation des molécules.
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» Les analyses quantitatives sont souvent plus faciles, en raison de 1’absence ou de la

faiblesse des effets de matrice.

Par contre, la source APCI est limitée a 1’analyse de molécules ne dépassant pas les 1500-
2000 Da. De plus, I’analyse des composés thermosensibles est peu recommandée a cause des
fortes températures imposées [159]. Le mécanisme d’ionisation étant basé sur I’affinité
protonique des molécules et donc est sélectif ne donnant pas toujours lieu a une analyse

exhaustive.
III.2.1.3  La photoionisation a pression atmosphérique (APPI)

Apparue dans les années 2000, la source APPI est plus récente [162]. Elle offre une nouvelle

possibilité dans 1’interface des sources API.
I1.2.1.3.1 M¢canisme de formation des ions en APPI

La Figure 2-11 présente la source APPI utilisée au cours de ce projet. L’étape de
désolvatation des analytes est similaire a celle de la source APCI. Tout comme en ESI ou
APCI, les performances d’ionisation en APPI dépend du débit chromatographique imposé.

Les débits pouvant étre imposés en APPI sont du méme ordre de grandeur qu’en APCI.

Une fois 1’échantillon introduit (A) par le sprayeur (B) dans le vaporiseur chauffé (D), il est
transporté et nébulisé a 1’aide du gaz de nébulisation (C), 1’échantillon (solvant + analytes)
passe en phase gazeuse. La désolvatation est complétée a I’aide du gaz de séchage « drying
gas » (E). Pour induire I’ionisation, le concept original de la photoionisation des analytes a été
utilisé. Pour cela, un intense rayonnement UV fourni par une lampe a vapeur de krypton (F)
est utilisé pour irradier le solvant et le soluté. La lampe de Krypton émet deux raies d’énergies
proches a 10.0 et 10.6 eV (123.6 et 116.5 nm), dans un rapport d’intensité 4 : 1 et ne doit pas
ioniser les solvants tels que I’eau (12.6 €V) ou le méthanol (10.8 eV) [159]. Ainsi, les photons
émis lors du rayonnement UV vont conduire a I’interaction en phase gazeuse d’un photon
d’énergie hv et d’une molécule d’analyte provoquant ainsi la (photo)excitation de la

molécule [163]:

M + hy —= M" + e-

Donc en APPI, le mécanisme d’ionisation forme le radical cation de D’analyte da a

I’absorption d’un photon suivi de 1’éjection d’un électron. Suite a cette premiere réaction, il
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est possible qu’une deuxiéme réaction chimique est lieu durant laquelle le radical cation de
I’ion moléculaire capture un hydrogene radicalaire de la molécule de solvant [163]:

+e

M™+ S ____ [MtH + (S-H)

Il faut savoir que la photoionisation n’est possible qu’a condition que I’énergie du photon
émise est supérieure a 1’énergie d’ionisation de M c’est-a-dire : ~v > IE(M). Toutefois, dans le
cas ou I’énergie d’ionisation de la molécule est supérieure a 1’énergie du photon, la détection
par APPI-MS est rendue difficile. Néanmoins, il est possible de rajouter un dopant afin
d’ioniser les analytes. Le dopant est défini comme étant une molécule ajoutée photo-ionisable
a I’échantillon irradié capable d’initier la formation des ions en APPI. Différents dopants ont
¢été ainsi utilisés comme le toluéne, 1’acétone, I’anisole ou encore le chlorobenzene [159,163].
De maniére générale, de hautes proportions de dopants sont introduites : proportions situées
entre 10 et 30 % du débit chromatographique [163]. Le dopant peut étre introduit dans le

systeme de couplage par plusieurs fagons :

» Par ajout intentionnel en post-colonne chromatographique via un tee ;

» Par ajout dans la phase mobile chromatographique ;

Dans le cas de l’introduction du dopant en post colonne, il faudra faire attention aux
¢élargissements des pics chromatographiques MS et aux différences de résolutions des pics
chromatographiques lors de 1’ajout du dopant dans la phase mobile. Dans le cas de la
chromatographie en phase normale, les ¢luants comme 1’heptane (9.93 eV), I’isooctane (9.89
ev) ou I’isopropanol (10.17 eV) sont photoionisés directement et ne nécessitent pas 1’ajout
supplémentaire d’un autre dopant [160—163]. Ainsi, cet ajout permet de former des quantités
notables de D.+ par photoionisation suivi par une successions de réactions chimiques

d’échange de charges avec les analytes [163]:

D + hV [ D" + e-
D"+ S — = [S+H + (D-HY
M o+ [S+H — o [M+H' 4+ S
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(A) Sampleinlet Nebulizer
(grounded)

Nebulizer gasinlet (No) (©)
(pressure controlled)

Spray needle sheathed (B)
with nebulizer gas

High wattage vaporizer (D)
Sprayshield 3.6 kV)

Heated dryinggas (N2)  (E)

Glass capillary
innerga0.5-0.6 mm

Capillarycap (-4 kV)

(F) UVlamp  Spraychamber

(D) Introduction de I’échantillon (D) Chambre de vaporisation

(E) Sprayeur (E) Gaz de séchage « drying gaz »

(F) Introduction du gaz de nébulisation (F) Lampe UV de vapeur de Krypton
Figure 2-11 : Représentation schématique de la source APPI de Bruker [161].

1I1.2.1.3.2 Avantages et inconvénients de la source APPI
La source APPI offre plusieurs avantages qui sont :

» Les analyses quantitatives sont souvent plus faciles, en raison de ’absence ou de la

faiblesse des effets de matrice sur un domaine de lin€arité plus étendu ;

» Elle est une interface entre les sources ESI et APCI : elle a été développée dans le souci
initial d’étendre le domaine de la LC-MS aux molécules peu polaires, habituellement

réfractaires aux analyses en mode APCI ou en ESI ;

» C’est une source d’ionisation douce, ce qui permet de conserver les molécules intactes de

manicre générale ;
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» Tout comme I’APCI, elle se préte bien au couplage avec les méthodes
chromatographiques car elle induit une bonne désolvatation des analytes introduits en

solution.

A ce jour, la source APPI est a considérer a part, car étant moins disponible dans les
laboratoires. Tout comme 1’APCI, cette source d’ionisation n’est pas adaptée pour 1’analyse
des composés thermosensibles. De plus, de par le mécanisme d’ionisation, tous les composés

ne sont pas ionisés avec un rendement d’ionisation suffisant malgré 1’ajout de dopant.
III.2.1.4  Application des sources API

La Figure 2-12 représente les domaines d’application des principales sources utilisées en
couplage LC-MS et SFC-MS. Ce sont les propriétés physico-chimiques de 1’analyte (polarité

et poids moléculaire) qui conduisent au choix de la source.

La source ESI est particulierement adaptée pour I’analyse des composés polaires et ioniques
comme les peptides ou les protéines. Elle engendre des ions pseudo-moléculaires
généralement protonés, déprotonés ou multichargés réduisant ainsi le rapport masse/charge.
Cette dernicre particularité permet alors d’étudier des molécules allant de 100 Da jusqu’a
atteindre 1.106 Da. Il est également possible d’observer des adduits de type [M+Na]" ou
[M+K]" ou des multiméres comme [2M+H] " [158].

La source APPI est plus couramment employée pour I’analyse des molécules non polaires ou
trés peu polaires qui s’ionisent difficilement en ESI et APCI [167]. En comparaison a la

source APCI, elle est plus adaptée a I’analyse de composé a plus haut poids moléculaire.
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Figure 2-12 : Représentation des domaines d’application des sources API (ESI, APCI et

APPI) en fonction de la polarité et du poids moléculaire des composés analysables [167].

1.3 Etat de I’art du couplage de la chromatographie en phase supercritique et de la

spectrométrie de masse (SFC-MS)

Les détecteurs UV et DEDL, souvent couplés a la SFC, ne donnent pas d’information
structurale et ne restituent toujours pas la totalit¢ de I’information chimique. C’est pourquoi,

la maitrise du couplage en ligne de la SFC et de la MS est un avantage.

Le premier couplage de la SFC et de la MS a eu lieu dans les années 1990 avec la premiére
¢tude de Sadoun et al. [168]. Ce premier report dans la littérature concerna I’utilisation de
I’interface ESI en SFC-MS. Depuis cette premiére publication, plusieurs études utilisant le

couplage SFC-MS ont été publiées.

Le Tableau 2-I1II récapitule les principales études menées se rapportant au couplage SFC-MS
appliquées a I’analyse des substances lipidiques. Plusieurs études traitant du couplage SFC-
MS ont été reportées pour ’analyse de produits pharmaceutiques. Cependant, dans le cadre de

cette synthese bibliographique SFC-MS, ces applications n’ont pas été prises en compte.

D’apres le Tableau 2-1I11, I’utilisation des sources APCI/APPI est moins courante que I’emploi
de I’ESI. La majorité¢ des études (>70%) traitant du couplage SFC-MS pour la maticre
lipidique a été publiée d’apres 1’équipe de recherche japonaise de 1’université d’Osaka,
spécialiste dans le développement de technologies pour des applications métaboliques.

L’analyse des tocophérols et tocotriénols, Méjean et al. [112] ont comparé les trois principales
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sources APCI, APPI et ESI. Pour ces composés, 1’utilisation de la source APPI s’est avérée
plus sensible et plus robuste quant a leurs analyses. Sandra et al. [104] employérent la source

APCI pour I’analyse des triglycérides.

En SFC-MS, un solvant make-up est rajouté. De manic¢re générale, le solvant utilisé est de
méme nature et méme composition chimique le co-solvant utilisé. Sandra et al. [104] utilisa
un make-up constitué¢ d’une solution méthanolique de nitrate d’argent qui a pour objectif de
créer des complexes métalliques (complexes argent) détectables en spectrométrie de masse.
Ainsi, en utilisant des faibles pourcentages de co-solvant (entre 1.2 et 12.2%), les résultats de
cette analyse SFC-MS d’une huile végétale montrent que I’apport d’un solvant make-up est
nécessaire pour €viter la précipitation des analytes aprés décompression du fluide et les
distorsions des pics chromatographiques. Méjean et al. [112] utilisérent une phase mobile
COy/Ethanol+Acide formique et un solvant make-up d’éthanol pour le couplage SFC-MS.
L’emploi de I’acide formique a permis de symétriser les pics chromatographiques tout en
apportant une source supplémentaire de proton. L’objectif du make-up est d’améliorer encore
I’ionisation des analytes, car le CO, n’interagit pas dans le mécanisme d’ionisation des
analytes en MS et donc n’aide pas a I’ionisation de composés. Il est donc nécessaire d’ajouter
un solvant supplémentaire (co-solvant ou solvant make-up) pour favoriser la détection des

analytes.

Par ailleurs, il est intéressant de lire que la majorité des études ont été conduites avec des
débits chromatographiques compris entre 2 a 3 mL/min. Toutefois, Méjean et al. ainsi que
Sandra et al. privilégierent un débit chromatographique de 1-1.5 mL/min. Les appareils
utilisés par ces deux derniers groupes de recherche étaient des instruments issus de chez
Agilent Technologies. Ces appareils présentent la caractéristique de ne pas posséder de split
en sortie du systeme chromatographique a I’inverse des autres instruments (Berger/Waters) ce

qui peut expliquer I’utilisation de ces plus faibles débits SFC.
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Tableau 2-I1I : Synthése des publications traitant du couplage SFC-MS appliqué a I’étude des lipides.

Matrices

Analytes

Systeme utilisé

Conditions chromatographiques

Make-up

Conditions spectrométriques

Réf.

Thar Method Colonne: Merck Purosphere RP-18°250 x 4.6 mm; 5um) n.d Source : ESI [111]
3 Caroténoides et Station (Waters) Co-solvant: Methanol + 0.1% de formiate d’ammonium Polarité : positive
Echantillon P Xevo TQ (Waters) Mode : Gradient Analyseur : triple Quadripdle
. . caroténoides P .
biologique époxydés Deblt.: 3 ml/min Mode : MRM
Pression : 100 Bars
Température : 35°C
Berger SFC Colonne : Berger cyano (250 x 4.6 mm) Meéthanol + Source : ESI [105]
Extrait de Phospholipides,  Analytix (Mettler- Co-solvant: Méthanol + 0.1% (w/w) ammonium formate 0.1% formiate Polarité : positive
plante glycolipides Toledo Autochem) Mode : Gradient d’ammonium Analyseur : triple Quadripdle
" lipides neutres ~ ZQ2000 quadrupole Débit : 3 ml/min (0.1ml/min)
herbacée sphingolipides  (Waters) Pression : 100 Bars
Température : 35 °C
Berger SFC Colonnes: Trois Chromolith Performance RP-18e (100 Méthanol + Source : ESI [106]
Analytix (Waters) x4.6mm; Mésopore (13 nm; Macropore: 2 um) 0.1% formiate Polarité : positive
ZQ2000 quadrupole Co-solvant: méthanol + 0.1 % de formiate d’ammonium d’ammonium Analyseur : triple Quadripdle
Huile de soja Triglycérides (Waters) Mode: gradient (0.1ml/min)
Débit: 3 ml/min
Pression : 100 Bars
Température : 35°C
. Acquity UPC? Colonne: YMC carotenoid (250 % 4.6 mm ID; 4 um) n.d Source : ESI [109]
Huiles (Waters) Co-solvant: méthanol +0.1% formiate d’ammonium Polarité : positive
végétales L Xevo TQ (Waters) Mode : gradient Analyseur : triple Quadripdle
(colza et Triglycérides Débit : 2-3 mL/min Mode : MRM
palme) Pression : 1500 psi (soit 103 Bars)
Température : 35 °C
Berger SFC Colonnes: Chromolith Performance RP-18e (100 x 4.6 mm) Méthanol + Source : ESI [110]
Analytix (Thar Co-solvant: méthanol + 0.1% formiate d’ammonium 0.1% formiate Polarité : positive
Algue verte Caroténoides Instruments) Mode : gradient d’ammonium Analyseur : Simple
ZQ2000(Waters) Débit : 3 ml/min (0.1ml/min) quadripole
Pression : 100 Bars
Température : 35°C
Acquity UPC? Colonne: Acquity BEH UPC2 (100 mm x 3 mm, 1.7 um) Méthanol—eau Source : ESI [169]
Glycérides (Waters) Co-solvant: méthanol—water mixture (99:1) + 30 mM 99 :1, v/v) Polarité : positive et négative
Echantillon Céramides Synapt G2Si d’acétate d’ammonium (0.25 ml/min) Analyseur : IMS-Q-TOF
. ) . (Waters) Mode : gradient
biologique Ph";‘t’;‘(’}g"d" Débit : 1.9 ml/min

Pression : 1800 psi (125 bars)
Température : 60 °C
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Hewlett-Packard

Colonne : Nucleosil 100-5 SA (25 cmx4.6 mm 1.D. X5 pm)

Solution

Source : APCI [104]

G1205A SFC Co-solvant : acétonitrile/isopropanol (6/4) méthanolique de  Polarité : positive
Huiles (Agilent Mode : gradient nitrate d’argent  Analyseur : simple
végétales Technologies) Débit : 1 ml/min a 100 pg/ml quadrupole
Triglycérides Agilent 1100 series Pression : gradient de pression de 150 a 300 Bars (1 ml/min)
(toum_eSOI et MSD Température : 65 °C
soja) (Agilent
technologies)
Agilent 1260 Infinity =~ Colonne : Amine Luna NH, (150 mm*2 mmx3 pm) Ethanol Source : APPI [112]
Analytical SFC Co-solvant : éthanol + 0.1 % acide formique (0.2 ml/min) Polarité : positive
Huile de soja Tocophérols et (Agilent Mode : gradient Analyseur : Quadrupdle et
tocotriénols Technologies) Débit : 1.5 ml/min temps de vol (Q-TOF)
Q-TOF 6540 (Agilent Pression : 130 Bars
Technologies) Température : 30°C
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IV. Conclusions générales

Cette seconde ¢étude bibliographique a permis de montrer que les procédés de
chromatographie supercritique ont un intérét dans la séparation d’une large gamme de
molécules comme les substances naturelles, produits pétroliers ou actifs pharmaceutiques
[170,171].

De plus, le CO; supercritique est un solvant attractif a divers titres et qui depuis plusieurs
années, a suscité beaucoup d’intérét pour le remplacement des solvants traditionnellement
utilisés en chromatographie. En effet, I’utilisation des solvants dans les processus chimiques
est une source d’inquiétude constante vis-a-vis de la santé publique et de I’environnement.
Bien que le nombre de travaux traitant de la SFC (ou couplage SFC) reste encore loin
inférieur a celui de la LC, la SFC fait I’objet d’un intérét grandissant depuis ces dernieres
années grace notamment a la commercialisation de nouveaux matériels performants et
robustes. Le couplage SFC a la MS reste encore peu étudié et a fait I’objet uniquement
d’études applicatives. Dans le cadre de 1’analyse des lipides, la source ESI reste largement
employée, ce qui parait étonnant pour plusieurs raisons. En effet, la caractérisation de familles
moléculaires lipidiques est en LC-MS privilégiée a 1’aide d’une source APCI/APPI. Ensuite,
la source ESI n’est pas forcément le meilleur choix a privilégier en SFC a cause de la
décompression du fluide en aval du régulateur de pression. En effet, a I’inverse des sources
APCI/APPI, ’ESI n’est pas chauffée. Par conséquent, une prise en glace peut se former au
niveau du sprayeur dégradant ainsi la source ESI. Pour éviter cette prise en glace, deux
solutions sont proposées comme le rajout d’un solvant « make-up » ou chauffer la source
d’ionisation. Cependant, ces deux alternatives posent deux principaux problemes. D’un point
de vue strictement écologique, 1’ajout d’un solvant supplémentaire rend moins attractif cette
technique chromatographique en comparaison a la LC. Ensuite, [’utilisation de source
chauffée fait perdre a I’ESI, ’avantage d’étre une méthode d’ionisation plus « douce » vis-a-
vis des composés thermosensibles. C’est pourquoi, I’emploi de ces sources APCI et APPI

dans le couplage SFC-MS devrait étre favorisé pour des études lipidomiques.

En conclusion, la SFC est une technique qui a dépassé le stade de gestation et est née avec
I’apparition de nouveaux appareils robustes sur le marché. En pleine période de croissance,
suivant la méme lignée que la chimie verte, la SFC a assurément un avenir prometteur et sa
place dans les laboratoires, au méme titre que les autres techniques de séparation. Néanmoins,

il lui reste encore un long chemin a parcourir notamment dans le développement de
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techniques bidimensionnelles, de couplage chromatographie/spectrométrie de masse (MS) ou

avec des méthodes spectroscopiques (RMN/IR) ou encore I’analyse des biomolécules.
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Chapitre 3. Développement du couplage
SFC-APCI-MS : pour ’analyse lipidique
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I. Présentation de D’extrait huileux de Kniphofia uvaria : Huile modeéle pour un

développement phytochimique

Les graines de Kniphofia uvaria proviennent des Jardins de Dior, situés en Drome. De couleur
noire, les graines sont des fruits secs indéhiscents (incapacité a s’ouvrir pour libérer leur
contenu), appelés akénes, de 0.5 cm environ et sont récoltées par la société LVMH-
Recherche. Apres récolte, les graines de Kniphofia uvaria (environ 300 g) sont broyées dans
un mixeur de 1 L selon un protocole établi. Aprés broyage, une extraction supercritique au
CO; pur a 290 bar et 60°C est réalisée avec un appareil industriel Sepharex SFE-500
(Separex). Le temps d’extraction est fixé en fonction de la masse de CO, pompée. Ainsi,
lorsque la masse de CO, pompée atteint les 3 kg, I’extraction est stoppée. L’extrait huileux est
ainsi récupéré et séché sous vide a I’aide de quelques millilitres d’éthanol dans le but de
faciliter I’évaporation d’éventuelles traces d’eau. Une fois séchée, I’extrait huileux de

Kniphofia uvaria est conservé sous azote dans un flacon ambré et a I’abri de la lumiere a 4°C.

I1. Description du matériel utilisé dans le cadre du couplage SFC-DAD-HRMS :
Systemes SFC et HR-MS

Pour ce couplage chromatographique a la spectrométrie de masse, nous nous sommes basés
sur trois principaux appareils du laboratoire : un systeme SFC Jasco, un systtme LC Thermo
et un spectrométre de masse Bruker. La Figure 3-1 montre le couplage SFC-MS a I’aide de

ces différents systémes :

Systéme d’injection et passeur

automatique d’échantillon Pompe binaire :

Apport du co-solvant
Régulateur de
pression

Analyseur
Q-TOF

Systéme Jasco

AR, Source MS
Four a effet peltier interchangeable

Détecteur a barrettes de diodes

Figure 3-1 : Photographie du systéme SFC-MS développé au laboratoire.
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Le systéme Jasco comprend :

» Une pompe CO,: La pompe CO, (PU-2080-CO,) est destinée pour les systémes

d’extraction supercritique (SFE) et de chromatographie supercritique (SFC). La téte de
pompe est refroidie a une température de - 4°C, elle pompe le CO, présent dans une
bouteille a I’état liquide et le délivre. Une fois pompé, le CO, est dirigé vers un
mélangeur. L’utilisation de débit allant de 0.1 a 10 ml/min et de pression pouvant allant
jusqu’a 500 bars sont possibles permettant ainsi de travailler dans de nombreuses
conditions. Une autre spécificité de ce module est la possibilité de contrdler en paralléle a
I’aide d’un cable LC-Net et une autre pompe de la marque Jasco pour faire des mélanges
COy/co-solvants dans le cadre d’une utilisation du systéme non couplé a la masse. Il est
aussi intéressant de noter que des terminaux externes sont disponibles afin de créer des

évenements externes comme des contacts secs (contacts closures).

» Un régulateur de pression : Le régulateur de pression (BP-2080 Plus de Jasco) est un

module destiné tout comme la pompe CO;, a des systémes d’extraction supercritique
(SFE) et de chromatographie supercritique (SFC). Grace a un systeme de vanne pointeau
qui s’ouvre et se ferme avec une haute fréquence, piloté par un capteur de pression, il
permet de maintenir la pression en amont dans le systéme supercritique. Le régulateur de
pression a été congu de telle sorte & minimiser les volumes morts (10uL). De plus, afin
d’éviter la prise en glace lors de la décompression du CO;, une température égale au
maximum a 60°C est maintenue grace a un bloc en aluminium recouvrant la valve du

régulateur de pression.

Le systtme SFC-MS comprend un mélangeur Gilson :

» Le mélangeur : Le mélangeur (Gilson 811) est un mélangeur magnétique haute pression
présentant un volume interne de 700 puL. Le mélangeur Gilson présente la possibilité de

connecter 4 arrivées de pompes pour effectuer des mélanges de 4 solvants.

Le systéeme Thermo Scientific est caractérisé selon une UHPLC (Ultimate 3000) et

comprend :

» Une pompe binaire : La pompe binaire de ’'UHPLC Ultimate 3000 RSLC (RSLCnano

Analytique RSLC) comprend deux tétes de pompes de haute pression dont chacune

présente deux pistons en série. L’apport du solvant et son transfert du c6té haute pression
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(vers le systeme chromatographique) sont assurés par deux pompes qui peuvent générer
une pression pouvant atteindre jusqu’a 1034 bars. Les deux voies sont ensuite introduites
dans une chambre de mélange de petit volume qui est reliée a un amortisseur et a un
mélangeur. Un capteur de pression surveille la pression de la pompe. Les débits pouvant

étre imposés fluctuent entre 50 pL/min et § mL/min.

» Un systéme d’injection automatique et d’un passeur d’échantillon: Le systéme

d’injection/passeur automatique (WPS-3000TXRS) permet le prélévement et I’injection
de D’échantillon a travers une boucle d’injection. Différents volumes peuvent étre
prélevés allant de 0.2 a 25 pL. Dans le cadre du couplage SFC-MS, le programme
d’injection a été modifié afin d’obtenir des résultats répétables (cf. IV.1.1 - page 102).

» Un enceinte thermostatée - a effet Peltier : Le compartiment thermostaté (TCC-3000RS)

présente la particularit¢ de pouvoir chauffer et refroidir a des températures comprises
entre 5 et 110 °C (avec un différentiel par rapport a la température ambiante de 18°C).
Cette enceinte peut accueillir plusieurs colonnes chromatographiques avec des longueurs

de 30 cm.

» Un détecteur a barrettes de diodes : Le détecteur a barrettes de diodes (DAD-3000RS)

inclut une lampe de tungsténe (380 - 800 nm) et une lampe de deutérium (180 - 380 nm)
permettant d’enregistrer 1’absorbance aux longueurs d’ondes comprises entre 190 et 800
nm. Ainsi, il est possible d’acquérir simultanément jusqu’a 8 longueurs d’onde a une
fréquence d’acquisition de 200 Hz. Le détecteur est aussi équipé d’une cellule de
détection de 5 pL, ayant un trajet optique de 7mm résistante jusqu’a 120 bars. Dans le
cadre de cette étude SFC-MS, nous avons dans la plupart des cas, by-passer ce systeme
de détection car couplée a la spectrométrie de masse. En effet, la faible quantité injectée
(compatible avec une détection en masse) ne permettait pas une possible détection en
UV-vis. De plus, éliminer le détecteur DAD nous permettait de limiter les volumes morts

entre la sortie du systéme séparatif et la détection MS.

Le systeme Bruker (Figure 3-2) utilis¢ dans le cadre de ce travail, est un spectrométre de
masse : maXis. Les ions vont traverser plusieurs éléments de cet appareil, constituants

majeurs de ce dernier.

91



Chapitre 3

» Une source d’ionisation : Il est possible d’utiliser trois sources d’ionisation : ESI, APPI et

APCI. Pour ce travail, nous avons utilisé la source APCI, décrites dans les paragraphes

ci-dessous : I11.2.1.2 (Page 72). C’est dans cette partie que les ions sont formés.

» De la source a I’interface : Les ions issus de la source sont séparés des composés neutres
grace a un premier niveau d’interface situ¢ apres le cone d’échantillonnage qui permet de
transférer les ions de la pressions atmosphériques vers un premier vide primaire
(typiquement de I’ordre de quelques mBar). L’interface Bruker est constituée d’un glass
capillary (capillaire de transfert). Ce dernier capillaire est recouvert sur ses deux
extrémités d’un alliage de platine qui permet de conduire le courant. Ce guide d’ion est
aussi constitué d’une série de lentilles (Dual ion funnel) électrostatiques de diameétres
interne décroissant. L.’ensemble permet de collecter, accélérer et focaliser les ions vers le

second stade du vide.

» La transmission : Les ions sont ensuite transmis et focalisés jusqu’au premier analyseur

hybride. L’objectif au cours de ces étapes est de transmettre le maximum d’ions tout en
gardant un faisceau d’ions focalisés, nécessaire a la mesure du temps de vol. La
transmission est réalisée par 1’intermédiaire d’un hexapdle associ¢ a des lentilles de

faibles diametres permettant la focalisation.

» Un analyseur hybride de type Q-TOF : Cet analyseur hybride a la particularité¢ d’offrir la

possibilité d’accéder a la masse exacte des composés analysés a hauteur de 2 ppm
d’exactitude et une haute résolution supérieure a 25 000. Ce systéme est idéal pour la
caractérisation et 1’identification de composés inconnus. Ainsi grice a 1’obtention de
masse exacte et a la possibilité de sélectionner et de fragmenter par 1’intermédiaire du
quadrupdle, les ions sont transmis vers I’interface soit en mode MS, soit en filtre de
masse en mode MS/MS. En sortie de quadrupdle, une cellule de collision est installée,
partiellement isolée dans une enceinte ou est maintenue une pression de gaz. En mode
MS, la différence de potentiel appliqué aux bornes du quadrupéle n’est pas suffisante
pour entrainer la fragmentation des ions. Cependant, en mode MS/MS, cette différence de
potentiel est augmentée et permet la collision avec les molécules de gaz d’obtenir de la
fragmentation (fragmentation a dissociation induite par collision, CID). Le faisceau
d’ions sortie du CID, fragmentés ou non a la suite de cette traversée, est focalisé avant

I’introduction dans 1’analyseur de temps de vol. Ce dernier consiste a accélérer les ions
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sous I’effet d’une déférence de potentiel. En sortie, les ions ont alors une vitesse qui est
fonction de la masse, la charge et de la tension qui leur a été ainsi appliquée. Les ions
traversent le tube de vol ou régne un vide poussé leurs permettant d’atteindre le détecteur

a des temps différents en fonction de leur rapport m/z.

L’injection orthogonale : Pour que les ions soient envoyés dans le tube de vol, un systéme

d’injection orthogonale (pusher) est ajouté. Il permet I’accélération des ions vers le tube
de vol avec une vitesse supérieure a la composante de vitesse perpendiculaire du faisceau
d’ions. L’accélération est réalisée a 1’aide de pulse sur le faisceau d’ions qui initie le

début du temps de vol des ions.

Le réflecteur électrostatique: Apres accélération, les ions de masses égales peuvent

posséder des vitesses légerement différentes. Pour compenser ce phénomene, un
réflecteur électrostatique est utilis€é dans le tube de vol pour refocaliser les ions, ce qui
permet un gain de résolution. Physiquement, le réflectron est constitué¢ d’une série de

grilles permettant de réfléchir les ions vers le détecteur.

Le détecteur : Le maXis est équipé d’un détecteur Magne TOF. Ce détecteur convertit les
ions en ¢€lectrons secondaires qui sont amplifiés. La conversion ion/électron doit étre
réalisée sur une surface pour permettre I’enregistrement précis. Ainsi, le détecteur
magnétique TOF consiste a émettre des électrons secondaires suite a I’impact des ions.
Collectés hors du systéme, le signal électrique est ensuite amplifié et digitalisé pour

donner lieu a une réponse analytique.
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Figure 3-2 : Schéma instrumental du spectrométre de masse maXis de Bruker.

JIIR Développement d’une méthode chromatographie en SFC pour ’analyse de

I’huile Kniphofia uvaria

Le développement d’une méthode pour la séparation chromatographique des différents
constituants de 1’huile de Kniphofia uvaria a dans un premier temps été réalisée en SFC-UV.
En effet, I’accés au spectrometre de masse haute résolution étant restreint, nous avons donc
pris la décision de développer la méthode séparative en SFC-UV pour 1’adapter ensuite en

SFC-MS.

Des récentes études concernant 1’utilisation des colonnes fused-core ont démontré que
I’augmentation de la longueur de colonnes chromatographiques permettent d’atteindre des
grandes efficacités (Nombres de plateaux théoriques > 100 000) et donc d’améliorer la
séparation chromatographique de mélanges complexes comme les triglycérides d’huiles

végétales [129].

Ainsi, dans un premier temps, une méthode analytique pour la caractérisation des différents
composés présents dans Kniphofia uvaria a été optimis€e a partir d’'une premiere méthode
développée au laboratoire [129] (méthode dévelopée pour la séparation des triglycérides a

I’aide de plusieurs colonnes chromatographiques reliées en série) dans le but d’obtenir la
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séparation chromatographique la plus exhaustive possible vis-a-vis de 1’ensemble des

composés (isomeres et non isomeres) de 1’huile.

1.1 Présentation du systéme de caractérisation SFC pour [’analyse d’huiles

végétales [129]

1.1 Les colonnes chromatographiques : Fused-core (ou core-shell)

La particularit¢ des particules fused-core est la présence d’un noyau solide d’une taille
avoisinant les 1.9 pm recouvert d’une couche poreuse soudée a la surface du noyau solide et
dont la taille avoisine les 0.35 pum, ces dimensions étant variables des fabricants. La petite

taille de ces particules partiellement poreuses permet 1’obtention :

» d’une distribution granulométrique extrémement serrée ;
» d’un chemin de diffusion plus court en comparaison aux particules totalement poreuses

de diametre total équivalent (3 um).

L’utilisation de colonnes fused-core permet ainsi de réduire la dispersion axiale des analytes
au sein du systeme particulaire et de minimiser les ¢largissements des pics
chromatographiques [172]. La Figure 3-3 schématise la coupe transversale d’une particule

partiellement poreuse de type fused-core.

2,6 pm Noyau

solide

Figure 3-3: Coupe transversale d’une particule partiellement poreuse de type

« fused-core ».

Les travaux de Guiochon et al. réalisés en chromatographie liquide montrent ainsi que les
performances de ces particules de 2.6 um sont équivalentes a celles de particules de 1.8 pm a
porosité totale utilisées en UHPLC, sans pour autant générer des pertes de charges aussi

importantes [173].
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1.2 Conditions analytiques optimisées pour la séparation de triglycérides en SFC

Le set de colonnes utilis¢ au départ comprenait 4 colonnes Kinetex C18 et 1 colonne
Accucore CI18 reliées en série [129]. Les autres conditions chromatographiques ont été
optimisées a partir d’un premier travail datant de 1999 [174] [169], a savoir 12% d’un
mélange ACN/MeOH (90/10) a 17°C et 100 bar (pression imposée au régulateur de pression).
L’ensemble de ces conditions visait a assurer la meilleure séparation possible des
triglycérides, et favorisant aussi la symétrie des pics €lués dans la premiére partie du

chromatogramme.

Le choix de la proportion et de la nature du co-solvant (12% ACN/MeOH) avait été retenu car

il permet de diminuer le temps d’analyse tout en conservant la séparation chromatographique.

Par ailleurs, 1’utilisation d’une température de 17°C est atypique en SFC. Ce choix important
dans la séparation chromatographique est dépendant du pourcentage et de la nature du co-
solvant ainsi que de la nature de la phase stationnaire utilisée. Le choix raisonné de cette
température est expliqué par le fait qu’a cette température le fluide mobile est dans un état
subcritique. Ceci permet de minimiser les variations de densité entre I’entrée et la sortie de la
colonne, et conduit a conserver des propriétés physico-chimiques constantes en tout point de
la colonne. De plus, cette température permet de diminuer le temps d’analyse (la densité du
fluide est plus grande (cf. partie 11.2.2.3( page 59)) tout en conservant la sélectivité entre les

différents pics chromatographiques des triglycérides.

Le régulateur de pression (BPR) a été réglé a 100 bars (pression en sortie de colonne). Cette
valeur est dictée par I’utilisation de 5 colonnes chromatographiques qui apportent une contre-
pression non négligeable avec ce diamétre de particule (environ 50 bars par colonne
chromatographique ajoutée). Or, ’appareil analytique utilisé dans le cadre de cette étude ne
peut travailler & une pression supérieure a 400 bars (cf. partie II - page 97), ce qui impose

donc d’avoir une pression en sortie relativement faible.

Tableau 3-1 : Conditions analytiques optimisées [129].

4 colonnes C18 Kinetex + CO,/MeOH/ACN
17°C | 100 bars 1,6 mL/min 210 nm
1 colonne Accucore C18 (88/10.8/1.2)
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[11.2 Optimisation des conditions de séparation : choix de la longueur (et du

nombre) de colonnes chromatographiques

A partir des travaux issus de Lesellier et al. [129], nous avons donc utilis¢é deux systémes

chromatographiques différents, 1’un correspondant aux travaux précédemment cités :

- Un systéme 4 colonnes C18 Kinetex + 1 colonne Accucore C18 ;

- Un systéme 6 colonnes C18 Kinetex + 1 colonne Accucore C18.

Rappelons que le but poursuivi par une augmentation de la longueur de colonne (avec 2
colonnes Kinetex C18 en plus) est d’obtenir 1’efficacité de séparation (nombre de plateau
théorique) la plus grande possible. Ainsi, les co-¢lutions étant limitées, il en sera de méme
d’éventuels phénomenes de suppressions ioniques lors du couplage SFC-MS afin de pouvoir
identifier au mieux d’éventuels isomeres. Bien siir, cette augmentation de longueur se fait au
détriment du temps d’analyse (70 minutes avec I’utilisation de 5 colonnes
chromatographiques reliées entre elles vs. 100 minutes avec 1’utilisation de 7 colonnes
chromatographiques reliées entre elles). L’augmentation des performances avec 7 colonnes se
traduit par I’obtention d’un chromatogramme portant 47 pics tandis qu’avec 5 colonnes, 42
pics étaient dénombrés. L’obtention d’une analyse exhaustive étant notre objectif en SFC-
HRMS, il a été décidé de garder un ensemble de 7 colonnes afin d’accéder a I’identification
de tous les composés et ainsi de décrire le plus précisément possible I’échantillon qui nous
servira de matrice modele dans ce travail.

La figure ci-aprés montre la séparation chromatographique obtenue a 1’aide d’un systéme

composé¢ de 7 colonnes chromatographiques de type C18 — fused-core :
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Figure 3-4: Chromatogramme SFC-UV de I’huile de Kniphofia uvaria (30 000 ppm) —
Conditions analytique : 7 colonnes chromatographiques Kinetex C18 (250 x 4.6 mm ; 2.7
pm), CO,/ACN/MeOH (88/10.8/1.2) (v/v/v), 17°C, 1.2 mL/min, BPR : 100 bar, UV : 210
nm.

I11.3 Optimisation des conditions de séparation : choix de la nature de la phase

mobile pour la caractérisation de 1’huile de Kniphofia uvaria

Pour faciliter le développement de la méthode chromatographique appliquée a I’huile de
Kniphofia uvaria, au vu du temps d’analyse obtenu avec 7 colonnes, I’optimisation de la
nature de la phase mobile et de la température a été faite sur 3 colonnes chromatographiques
afin de réduire la durée des analyses tout en une qualité¢ de séparation chromatographique
satisfaisante. Précisons que cette nouvelle optimisation n’a plus pour but d’améliorer la
séparation des triglycérides, qui sont relativement peu nombreux dans cette huile dans cette
huile, pics entre 70 et 100 minutes, mais porte sur I’amélioration de séparation des massifs

précédents, entre 10 et 60 minutes sur la Figure 3-4.

111.3.1 Fonction de désirabilité de Derringer

Pour I’optimisation de la nature de la phase mobile, 5 différents (mélanges de) solvants ont
été testés. La qualité de la séparation chromatographique obtenue avec les différents mélanges
de solvants a été mesurée et comparée en utilisant la fonction de désirabilité de Derringer
[175]. Aujourd’hui, cette fonction de désirabilit¢ de Derringer a fini par étre largement
adoptée par les analystes pour résoudre des situations complexes lors de 1’optimisation de
méthodes analytiques portant sur des paramétres et des variables trés différents. Elle est basée

sur la transformation de toutes les réponses obtenues a partir de différentes échelles de mesure
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en une échelle identique de désirabilité et sans dimension. Les valeurs des fonctions de
désirabilité (di) sont comprises entre 0 et 1. Ainsi, la valeur de O est attribuée lorsque les
variables conduisent aux réponses les moins satisfaisantes tandis que la valeur de 1 est
attribuée aux réponses qui représentent la performance maximale désirée pour les variables
considérées. Dans notre ¢tude, la somme des résolutions chromatographiques du premier pic
de chaque massif chromatographique (d1) et le nombre de pics apparaissant en UV (d2) ont
été sélectionnés comme facteur discriminant quant aux choix des paramétres optimaux. Au
final, le résultat de la fonction de la désirabilité de Derringer est calculé par la multiplication

des différents facteurs mis en jeu selon la formule suivante :
D = (d1 x d2)°®

111.3.2 Optimisation de la nature phase mobile

L’optimisation de la nature de la phase mobile a été faite a 1’aide de 5 différents co-solvants a
une teneur de 10% dans le fluide subcritique : MeOH, MeOH/ACN (80/20), MeOH/ACN
(50/50), MeOH/ACN (20/80) et ACN. Les résultats obtenus et issus de la fonction de
désirabilité de Derringer pour les composés élués entre 10 et 60 min (pour les 4% massifs
chromatographiques de la Figure 3-4) selon les différents co-solvants testés sont représentés

dans le Tableau 3-II ci-dessous :

Tableau 3-11 : Valeurs obtenues a I’aide de la fonction de désirabilité de Derringer.

d1 : Résolution 1 0.98 0.51 0.37 041
d2 : Nombre de pic 0.97 1 1 0.57 0.66
D : Facteur Derringer 0.98 0.99 0.71 0.46 0.52

Ainsi, d’apres ce dernier tableau, 1’utilisation comme co-solvant de MeOH ou de MeOH/ACN
(80/20) permet d’accéder a la meilleure séparation chromatographique en SFC pour I’huile de
Kniphofia uvaria. En effet, les valeurs obtenues a 1’aide de la fonction de désirabilité de
Derringer sont les plus élevées montrant ainsi que le MeOH et le mélange MeOH/ACN
(80/20) sont les deux co-solvants qui respectent au mieux les critéres de désirabilité pour la
séparation chromatographique des composés ¢€luants entre 10 et 60 min. Par ailleurs, il est
intéressant de noter que les valeurs obtenues pour ces deux co-solvants sont proches et se

définissent dans un intervalle allant de 0.98 a 1. Par conséquent, les co-solvants MeOH et
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MeOH/ACN (80/20) présentent des réponses aux facteurs discriminants trés proches : les
séparations chromatographiques sont donc « quasi-similaires».Néanmoins, les huiles
végétales sont majoritairement (quantitativement) constituées de triglycérides. En termes de
sélectivit¢ chromatographique, la meilleure séparation des triglycérides est obtenue avec
I’emploi de MeOH/ACN (20/80) ou d’acétonitrile pur comme il est montré dans le tableau ci-

apres :

Tableau 3-III : Valeur des sélectivités entre deux couples de TAG en fonction de la

nature du co-solvant.

Sélectivité (LLL-PLL) 1.031 1.042 1.053 1.064 1.065
Sélectivité (OLL-PLL) 1.011 1.010 1.011 1.012 1.013

Par conséquent, pour une analyse en SFC-UV, un co-solvant compos¢ de MeOH/ACN
(20/80) a 10% dans le fluide pourra étre privilégi¢ en SFC pour ’analyse d’huiles végétales
comme 1’huile de colza ayant des TAG caractérisés par un méme nombre de carbones et de
doubles liaisons mais réparties difféeremment: OLL (CI18:1/C18:2/C18:2) / OOLn
(C18:1/C18:1/C18:3) [129]. L’ajout d’acétonitrile dans la phase mobile n’est pas surprenant
dans le cadre de la séparation des triglycérides. En effet, I’acétonitrile est un solvant aprotique
a ’inverse du méthanol, qui grace a des interactions de type dipdle-dipdle du groupement
nitrile avec les doubles liaisons permet de modifier et d’optimiser la séparation des
triglycérides isomeres de position quant aux doubles liaisons. L’utilisation d’acétonitrile en
différentes proportions dans la phase mobile pour la séparation de TAG a ainsi déja été
reportée en RP-LC [10,176]. Toutefois, lors du couplage SFC-MS, malgré une moins bonne
sélectivité dans la séparation des TAG lorsqu’on emploi du MeOH comme co-solvant dans le
CO,, les TAG ¢étudiés présentent des masses différentes. De ce fait, il sera aisé malgré

d’éventuelle coélutions de discriminer ces composés

Dans le cadre de ’optimisation de la séparation chromatographique de 1’huile de Kniphofia
uvaria en SFC-UV, I’utilisation de MeOH/ACN (20/80) comme co-solvant n’est donc pas a
favorisée malgré les résultats obtenus de s€lectivité pour les isomeres des TAG. L’emploi de
CO,/MeOH (90/10) (v/v) a donc été privilégié car le méthanol a lui seul permet d’obtenir une
séparation suffisante des triglycérides tout en privilégiant celles des autres composants éluants

entre 10 et 60 min de I’huile de Kniphofia uvaria. .
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[11.4 Optimisation des conditions de séparation : choix de la température de

I’analyse SFC pour la caractérisation de I’huile Kniphofia uvaria

En chromatographie supercritique, la température est un important paramétre affectant
notamment la densité du fluide mobile. Deux températures ont été testées : 9 °C et 17 °C. La
Figure 3-5 permet de faire le comparatif entre les deux températures d’analyse. Ainsi,
I’utilisation de la plus basse température (9°C) augmente le nombre de pics
chromatographiques séparés, en particulier pour le 3™ et 4°™ massif chromatographique. En
effet, a plus basse température, la densité du fluide est encore accrue entrainant des
modifications dans les interactions des analytes avec la phase stationnaire et la phase

mobile et donc des modifications de rétention.
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Figure 3-5: Comparaison des chromatogrammes UV des différentes parties de I’analyse de
Phuile de Kniphofia uvaria (30 000 ppm) selon les deux températures : 17 °C (images de gauche)
et 9°C (images de droite) : 3 Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), phase mobile : CO,/MeOH
(90/10) (v/v), isocratique a 1 ml/min, BPR 100 bars, Vinj : 1 pL, UV : 210 nm.
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IV. Contribution de la chromatographie supercritique couplée a la spectrométrie

de masse haute résolution (SFC-APCI-HRMS) pour la caractérisation et

I’identification des différents constituants présents dans ’huile de Kniphofia

uvaria

Ce couplage de la chromatographie en phase supercritique et de la spectrométrie de masse a
été développé pour 1’analyse de I’extrait huileux de Kniphofia uvaria, échantillon modele
pour cette étude. Le couplage SFC-APCI-MS se préte bien pour une analyse d’une matrice
lipidique. En effet, 1'utilisation du dioxyde de carbone sub/supercritique comme éluant
chromatographique a fait ses preuves pour [’analyse lipidique depuis plusieurs années

[129,177,178] tout comme la source APCI [104,112].

V.1 Couplage SFC-MS : Programmation d’un systéme d’injection adapté pour des

analyses utilisant des fluides compressibles

La premicre étape lors d’un développement de méthode en chromatographie couplé a la
spectrométrie de masse est de s’assurer d’obtenir une réponse analytique et une répétabilité
dans I’analyse. Ainsi, une des premicres observations a été 1’obtention d’analyses non
répétables dont la réponse pour une méme analyse variait du « tout ou rien » lors du couplage

SFC-APCI-HRMS.

Pour ce travail, nous avons dii modifier le programme informatique du systeéme d’injection de
I’appareil (U)HPLC, Ultimate 3000, pour DI’adapter a des analyses usant de fluides
compressibles. Pour cette modification, nous sommes partis du programme inital d’injection
de la chaine LC (programme retrouvé dans un ancien logiciel CHROMELEON). Les lignes
de code de ce programme ont ensuite ét¢ étudiées afin que 1’on puisse connaitre les actions de
I’injecteur associées a chaucune de ces lignes. Ensuite, une modification dans ce méme
programme a été apportée en translatant les lignes de codes afin de changer I’ordre des actions
de I'injecteur de la chaine LC. La Figure 3-6 représente la comparaison des programmes
d’injection avec et sans modifications lorsque I’on réalise le couplage hybride SFC/UHPLC-

MS.

Ainsi, lors du basculement de la vanne de la position Inject a Load, une étape supplémentaire
pour permettre la dépressurisation a été rajoutée afin d’éviter de perturber le prélevement de
I’échantillon lors de ’analyse suivante. En effet, lors de la dépressurisation du CO,, celui-ci

passe a I’état gazeux, ce qui interfére avec le prélévement de I’échantillon, car ce volume de
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gaz dans la ligne, qui est assez important par rapport aux volumes des capillaires, refoule en
partie le liquide prélevé par I’injecteur. Cette dépressurisation, et la présence de gaz résiduels
dans les lignes du systéme chromatographiques qui s’en suit, entrainent donc le chargement
de différents volumes d’échantillon d’une analyse a une autre faisant apparaitre lors du
retraitement de donnée MS, des résultats non reproductibles. Nous avons donc ajouté une
¢tape de dépressurisation d’une durée de 30 secondes. La dépressurisation s’effectue alors
dans le compartiment « waste » de ’appareil. Apres cette étape, 1’aiguille de I’injecteur est
amenée vers le vial contenant 1’échantillon a analyser et vient prélever celui-ci. La boucle
d’injection de 5 pL est alors remplie dans son intégralité. Enfin, la vanne d’injection bascule

en mode Inject : I’analyse commence.
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Figure 3-6 : Adaptation du systeme d’injection de ’UHPLC pour I’analyse en SFC - (A)
sans modification pour I’analyse en SFC (B) avec modification pour I’analyse en SFC.

.11 Evaluation des performances de la méthode : Répétabilité

Apres modification du systeme d’injection, il a fallu s’assurer de la répétabilité de 1’analyse
SFC-MS. Pour cela, un extrait de Kniphofia uvaria a 0.5 mg/mL a été injecté 3 fois. Afin de
réduire le temps imparti de I’analyse, nous avons décidé de travailler a 1’aide de 2 colonnes
Kinetex C18 et 10 % de co-solvant de méthanol. Les aires d’ions (pseudo-moléculaires et
fragments) de m/z compris entre 263 et 877 ont été relevées dans le Tableau 3-IV de telle
sorte a obtenir un coefficient de variation le plus représentatif pour 1’analyse de I’extrait

modele. En effet, la majorité des masses identifiées appartiennent a cet intervalle de m/z.
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Tableau 3-1V : Résultats des aires des ions obtenus en SFC-MS apres modification de
I’injecteur du syst¢tme UHPLC pour un extrait SFE huileux de Kniphofia uvaria a 0.5
mg/mL — Conditions d’analyse : 2 colonnes Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), 9°C,
10% MeOH, 1.2 mL/min, S5 pL, BPR : 100 bars, Gaz de nébulisation : 2 bar, Dry gaz :
3.5 L/min, 5000 nA, 450°C — Nature des ions : pseudomoléculaires : m/z 877, 855, 617 et
615 et fragments : m/z 263 et 601.

Essai 2 Essai 3 Ecart-type Moyenne CV (%)
2632344 9658813 10564333 10337194 471126 10186780 4.6
617.5085 4295198 4727597 4673721 235638 4565505 5.2
615.492 5727303 6347956 6298290 344892 6124516 5.6
877.719 7798558 8608101 8343129 412740 8249929 5.0
855.725 4330867 4875784 4695377 277593 4634009 6.0
601.5129 544626 604057 592855 31579 580513 54

Moyenne des CV 5.3

L’analyse SFC-MS donne lieu a une variation moyenne sur la gamme de masse étudiée de
I’ordre 5.3 %. Ainsi, le systtme hybride constitué d’une pompe CO,, d’un systtme UHPLC

pour délivrer le co-solvant et injecter 1’échantillon, et d’un spectromeétre de masse est donc
fiable.

.12 Evaluation des performances de la méthode : Proportionnalité

Si pour une méme concentration, les résultats obtenus sont répétables, il est nécessaire qu’a
concentration différente, le systtme SFC-MS donne accés a wune information
chromatographique et spectrale représentative (proportionnelle) de I’échantillon analysé. Pour
cela, plusieurs solutions de concentrations différentes d’extrait SFE de Kniphofia uvaria,
comprise entre 0.005 et 0.03 mg/mL ont été préparées et injectées a un volume de 5 pL. Les
analyses ont été réalisées dans les mémes conditions que la partie précédente IV.1.1. Les aires
d’ions de m/z compris entre 263 et 895 ont été¢ relevées. La Figure 3-7 représente les

performances du systeme SFC-MS développé
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Figure 3-7 : Evaluation de la relation de proportionnalité des aires des ions en fonction
la concentration de ’extrait de Kniphofia uvaria injecté en SFC-APCI-Q-TOF avec la
modification du programme d’injection de PUHPLC — Conditions d’analyse : 2 colonnes
Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), 9°C, 10% MeOH, 1.2 mL/min, 5 pL, BPR : 100
bars, Gaz de nébulisation : 2 bars, Dry gaz : 3.5 L/min, 5000 nA, 450°C- Nature des
ions : pseudomoléculaires : m/z7 895, 881, 879, 855, 617 et 615 et fragments : m/z 263, 337,
599 et 601.

Comme il est observé sur la figure ci-dessus (points reliés entre eux sans aucune courbe de
tendance), entre 0.01 (10 ppm) et 0.03 mg/mL (30 ppm), les coefficients de détermination
(calculés a partir d’une relation linéaire) sont supérieurs a 0.98 montrant une relation linéaire
existante entre la concentration et la réponse MS. La méthode SFC-MS est donc répétable et
donne une réponse proportionnelle en fonction de la quantité¢ d’analytes injectés dans la

gamme de 10 a 30 ppm.

v.2 Premier criblage phytochimique de 1’extrait SFE huileux de Kniphofia uvaria

Suite a cette premiere évaluation de la fidélit¢ du systétme SFC-APCI-HRMS développé,
I’application de ce systéme a été réalisée afin de caractériser et d’identifier les différents
composants de 1’extrait de Kniphofia uvaria. L utilisation des modes d’ionisation positif et
négatif de I’APCI ont été appliquées afin d’obtenir 1’analyse la plus exhaustive possible de
cette huile modele. L’utilisation de la source APCI en mode positif pour le criblage
phytochimique d’huile végétale a ainsi été reportée dans la littérature [10,104]. L’information
structurale a été obtenue a 1’aide de la masse exacte des ions pseudo-moléculaires [M+H]" et

de leurs fragments. Les hypothéses de formules brutes sont générées a 1’aide de 1’algorithme
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Smart Formula (Bruker) a partir des spectres de masse. Une tolérance de masse par rapport a
la masse exacte de 3 ppm (soit pour une masse de 879.7450 : une différence de masse de 3 x
10°x 879.7450 = 0.003 unités de masse) est utilisée pour proposer les hypothéses de formules
brutes. La proposition finale de la molécule retenue est identifiée a 1’aide de la base de
données libres Chemspider [179]. Les analyses chromatographiques ont été ainsi réalisées
dans les conditions analytiques optimisées et poussé€es avec 7 colonnes chromatographiques
(cf. IIL.1). La Figure 3-8 illustre le chromatogramme BPC (chromatogramme MS présentant
seulement les ions les plus intenses par unit¢ de temps) obtenue de part cette séparation.
Ainsi, les résultats obtenus par I’analyse SFC-APCI-Q-TOF pour I’extrait SFE de Kniphofia
uvaria sont présentés dans le Tableau 3-V ou 53 composés ont réussi a étre détectés par
spectrométrie de masse. Les composés non identifiés sont aux nombres de 14 et éluent
principalement entre les pics chromatographiques MS des diacylglycérols (DAG) et TAG. Le
composé¢ identifié (n°47) dans le Tableau 3-VTableau 3-V n’a pas été identifi¢ a 1’aide de
I’ion pseudo-moléculaire mais a ét¢ déterminé a 1’aide de ses fragments. Les composés non
identifiés dans I’extrait de 1’huile mode¢le pourraient appartenir a des familles moléculaires
comme par exemple des stérols ou encore phospholipides déja caractérisés dans différentes

huiles végétales [180,181].
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Figure 3-8 : Chromatogramme BPC de I’extrait huileux de Kniphofia uvaria (500 ppm)
obtenu par le couplage SFC-APCI-HRMS — Conditions analytiques : 6 Kinetex C18 (150
X 4.6 mm, 2.7 pm) and 1 Accucore C18 (150 x 4.6 mm, 2.6 pm) colonnes connectées en
série, CO,/MeOH (90/10) (v/v) a 1.1 mL/min, BPR : 100 Bar, Vinj : 5 pL, Température :
9°C.

Le chromatogramme BPC est divis¢é en plusieurs parties correspondantes a différentes
familles moléculaires. La premiere partie chromatographique entre 12 et 20 min correspond

aux acides gras et monoacylglycerols (MAG) comme 1’acide linoléique et linolénique

identifiés par les masses des ions pseudo-moléculaires a m/z 281 et m/z 279. A 13.78 min,
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une masse moléculaire a m/z 297 caractérisée par une perte de 18 et correspond a un acide
linolénique hydroxylé. D’autres acides ont été détectés comme [’acide stéarique ou
eicosenoique. Ainsi, les acides gras ont une ¢élution qui dépend de leurs nombres de carbones
et doubles liaisons : ceci caractérise la valeur du nombre équivalent de carbone (ECN). ECN
est alors défini selon la formule : ECN = CN- 2DB ou CN est le nombre de carbone et DB

représente le nombre de double liaison [129].

Des DAG acétylés ont été détectés entre 20.17 et 21.60 min a I’aide des masses m/z 633 et m/z
635. Entre 18 et 30 min, la seconde partie du chromatogramme est représentatif des DAG
avec la présence notable du Linaloylglycerol (LL), identifié¢ par le pic pseudo-moléculaire a
m/z 617 et un fragment spécifique a m/z 280 correspondant a la perte d’un acide linoléique.
Par ailleurs, il peut paraitre difficile d’extraire des informations structurales a partir de 1’ion
pseudo-moléculaire pour quelques composés a cause d’une fragmentation en source : 1’ion
pseudo-moléculaire n’est pas présent. Ainsi, des fragmentations spécifiques pour les DAG
sont apparues caractéristiques de [M+H-H,O]". Par exemple, pour le DAG : LL, le spectre
MS a démontré un [M+H]" a m/z 617 et [M+H-H,O]" a m/z 599. D’autres études en LC-
APCI-MS en mode positif ont déja noté ces pertes d’eau [182].

Entre 40 et 60 min, deux types de composés ont été¢ identifiés : TAG and stérols glucosides
déja détectés dans des plantes du genre Arabidopsis [81]. La derniere partie du
chromatogramme BPC correspond aux TAG, lesquels sont facilement identifiables de part
leurs fragmentations caractéristiques dues a la perte de deux acides gras. Le spectre MS du

TAG : LLL est représenté par la Figure 3-9.

Intens. +MS, 66.90min #3976
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0.4

Y

021 [L+H-H20]*
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Figure 3-9 : Spectre MS et identification des fragments du triglycéride : LLL.
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Le schéma de fragmentation d’un TAG est donc caractéristique. La Figure 3-10 représente le
mode de fragmentation d’un TAG et explique les fragments retrouvés comme pour le cas du

TAG (LLL) identifié précédemment :

Diacylglycerol
o —OH

e jl_o__.,.cl.l_. L,
NN A
RJLD_Q_H_ — "L,_I]_ — L

S N .

Sani D "

Figure 3-10 : Schéma de fragmentation d’un TAG.

+

Comme il est représenté sur la Figure 3-8, les différents isomeres de TAG ayant le méme
ECN ont pu étre séparés en SFC comme par exemple pour la paire TAG de OLL et PLL
(ECN =41) ou encore le groupe POL, OLO et SLL (ECN = 43).

Finalement, nous avons illustré avec la Figure 3-11 une carte 3D représentation les rapports
m/z selon les temps de rétention et de 1’abondance des fragments (intensité des taches)
obtenus des différents constituants de 1’échantillon huileux. Malgré I’identification de la
majeure partie des constituants de Dextrait de Kniphofia wuvaria, une partie du
chromatogramme comprise entre 50 et 62 minutes n’a pas été caractérisé. Il semble ainsi
possible que la zone « inconnue » contienne une autre famille de TAG, des TAG hydroxylés.
En effet, les TAG sont des composés synthétisés par estérification d’un glycérol avec des
acides gras [183]. Il existe une trés grande diversité d’acides gras [7]. Par conséquent, il ne
serait pas surprenant dans des matrices complexes végétales encore non étudiées de détecter

des molécules plus « atypiques ».

La présence de TAG hydroxylés a été aussi détectée dans I’huile de ricin notamment avec la
présence prédominante du TAG : triricinoléine. La présence de ce dernier a ainsi été reportée
dans différentes publications faisant appel aux technologies HPLC-APCI-MS ou encore

MALDI-MS [184]. Toutefois, nous avons aussi suspecté¢ que la présence de ces composés
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pouvait étre le résultat d’une dégradation chimique de TAG comme LLL ou PLL durant les
processus d’extraction ou de stockage. Cependant, 'utilisation de CO;, pur (utilisé pour
obtenir I’extrait huileux) durant I’extraction ne doit en théorie pas entrainer de transformation

chimique puisque c’est un solvant d’extraction inerte [185].

TAG + H:0 TAG

- n i & A A A B
U il =) &l il 100 120 Time [min]

Figure 3-11 : Carte 3D représentant le chemin de fragmentation des différents composés
de Kniphofia uvaria en fonction de leurs temps de rétention.

Par ailleurs, malgré le fait que la plante Kniphofia uvaria soit reconnue pour €tre une source
d’anthraquinones, aucun pic caractéristique de ces composés n’a été identifié de prime a bord
en utilisant le chromatogramme BPC. Il a été nécessaire d’effectuer des extraits d’ions (EIC)
pour réussir a confirmer leur présence dans 1’extrait. Ainsi, avec des EIC a m/z 271.06 = 0.01,
un composé a été identifié¢ a 13.80 min avec une aire de 79 392 au et qui correspondrait a
I’aloe emodine. En comparaison aux pics chromatographiques des acides gras comme 1’acide
linol€éique ayant une aire de 271 779 au, I’aloe emodine apparait plus difficile a détecter avec
ce mode d’ionisation positive : ce résultat pouvant étre du soit a la faible teneur en aloe
emodine dans I’extrait et/ou au mauvais rendement d’ionisation de ce composé obtenu en
APCI+. L’analyse a été alors réalisée en mode négatif, et 44 composés ont alors été détectés.
Apres identification, aucune nouvelle famille moléculaire en APCI” n’a été caractérisée. Par
contre, d’autres composés non détectés en APCI" ont été identifiés comme 1’acide stéarique,
palmitique et oléique montrant une réponse exacerbée des acides gras en APCI. De plus,
différentes anthraquinones ont pu étre identifiées, toujours a 1’aide d’extraction d’ion a : m/z
253.0506, 283.0612, 269.0455 and 283.0248 + 0.001 correspondant respectivement aux
composés : chrysophanol, physcion, aloe emodine and rhéine. Rappelons que les composés
physcion et chryosphanol n’ont pas été détectés en APCI' & cause de leurs faibles
concentrations dans I’extrait et/ou de leurs faibles rendements d’ionisation en APCI'. En

APCI, les groupements fonctionnels comme les fonctions hydroxyles (de molécules
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phénoliques) ou encore les fonctions acides carboxyliques présentent des meilleures réponses
qu’en mode positif. Ainsi, ’ensemble des quinones (aloe emodine, rhéine, juglon et physcion)
présentent un voire plusieurs groupements hydroxyles alors que la rhéine est le seul de ces
composés a posséder un groupement acide carboxylique. Les acides gras, quant a eux, ont
aussi un groupement acide carboxylique : leur réponse MS de ces composés est donc
¢galement accrue en mode négatif. De plus, nous avons pu observer expérimentalement par
ajout dos¢ d’acide oléique a des solutions standards d’anthraquinones (rhéine et aloe
emodine) que les co-¢élutions des anthraquinones avec les acides gras peuvent engendrer des
suppressions ioniques interférant alors dans la détection de ces composés. Malheureusement,
ces co¢lutions subsistent avec les conditions chromatographiques développées sur phase

greffée C18, malgré la mise en ceuvre de 7 colonnes couplées.
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Tableau 3-V : Résultats des hypothéses de formules brutes pour I’identification des composés inconnus pour P’extrait de Kniphofia
uvaria en SFC-APCI-HRMS.

e Temps de rétention Masse exzicte Hypothése de fo+rmule du Amasse CNDBECN .
(min) [M+H] [M+H] (ppm)

1 13.32 353.2684 C;;H3,0,4 0.60 3114 | 23 Linolenoylglycerol

2 13.34 279.2317 CisH;,0, 0.46 18141 10 Ln

3 13.78 297.2419 CisH3304 1.87 1813 12 Ln+H,0

4 14.55 355.2837 Cy1H3004 1.76 2113 | 15 Linoleoylglycerol

5 15.16 357.2990 C,H4104 0.87 2112 17 Oleylglycerol

6 15.59 281.2472 CisH330, 1.21 18131 12 L

7 16.40 283.2627 CisH;50, 1.50 18121 14 S

8 17.01 309.2782 C,oH3,0, 1.91 201 3| 14 Eicosadienoic acid

9 17.29 311.2951 C10H300, 2.00 2012 16 G

10 18.81 615.4968 C30Hg70s 2.38 39171 25 LnL

11 20.17 633.5079 C1oHgoO¢ 155 [39]6 |27 Acetoxy-palmitoyloxy-propanyl-
octadecatrienoate

12 20.96 591.4979 C;7H3,05 0.66 37151 27 PoL

13 21.60 635.5227 CioHn O 182 [39]5] 29 Acetoxy-palmitoyloxy-propany}-
octadecadienoate

14 24.95 617.5138 C30HgoOs 0.28 39|16 | 27 LL

15 26.17 593.5136 C37Hgo0s 0.64 3714 | 29 LP

16 27.12 619.5294 C;39H7105 0.36 3915129 OL
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17 27.75 893.7357 Cs7Hy,04 1.80 5719.5| 38 n.d

18 28.60 595.5296 C;57H7,05 2.00 3714 | 29 OP

19 29.62 621.5447 C;39H705 1.00 3914 | 31 00

20 30.35 Pas visible C39H7505 n.d 3913133 (ON

21 30.75 893.7223 Cs7Hy,04 0.70 57(10( 37 n.d

2 33.32 911.7360 Cs7H99Os 2.80 57191 39 n.d

23 40.3 877.7279 Cs7H9704 0.08 57|10 37 LnLL

24 40.84 877.7279 Cs7H9704 1.04 57|10 37 LnLL

25 41 877.7279 Cs7H9704 1.04 57|10 37 LnLL

26 41.19 853.7285 CssHo704 0.36 5518139 n.d

27 42.56 853.7283 CssHo704 0.36 5518139 n.d

28 43.65 853.7283 CssHy706 0.36 55| 8 | 39 [22:2-Glc-Stigmasterol or 22:3-Glc-Sitosterol
29 44.27 879.7437 Cs7Ho9O4 0.09 57191 39 n.d

30 45.35 879.7449 Cs7Ho9O4 0.00 57191 39 n.d

31 45.67 879.7449 Cs57Hg904 0.00 5719 | 39 |22:1-Gle-Stigmasterol or 22:2-Glc-Sitosterol
32 47.42 895.7375 Cs7H99O4 1.12 5719 39 LnLL +H,O
33 50.14 871.7596 CssHooO4 0.07 5517 | 41 PoLL+H,0
34 50.50 871.7384 CssHyoO4 0.11 5517 | 41 PoLL+H,0O
35 52.30 897.7590 Cs7Hi0:0 0.11 57| 8 | 41 LLL+H,0O
36 52.68 897.7549 Cs7H10:07 0.82 57| 8 | 41 LLL+H,0
37 55.91 873.7546 CssHy0:107 1.41 5516 | 43 PPL+H,0
38 56.47 873.7573 CssHy0,0 1.72 5516 | 43 PPL+H,0

112




Chapitre 3

39 58.40 899.7705 Cs7H10307 1.11 57|71 43 OLL+H,0
40 58.87 899.7703 Cs7H10307 1.11 57|71 43 OLL+H,0
41 59.93 899.7697 Cs7H10307 0.56 57|71 43 PLL+H,O
42 60.49 899.7692 Cs7H10307 0.33 5771 43 PLL+H,O
43 62.83 853.7272 Cs5Hy7O¢ 0.86 55181 39 P,LL
44 66.90 879.7450 Cs57Hg9O¢ 1.54 5719 39 LLL
45 71.84 855.7435 CssHogOp 0.19 5517 41 PLL
46 75.19 881.7585 Cs7H1010¢ 0.92 57| 8| 41 OLL
47 77.66 Pas visible n.d n.d n.dnd| nd PPL
48 80.96 857.7589 CssH1010¢ 0.49 55|61 43 POL
49 84.66 883.7744 Cs7H1030¢ 0.55 57|71 43 OLO
50 87.06 883.7762 Cs7H1030¢ 1.44 577 | 43 SLL
51 91.42 859.7747 CssH1030¢ 0.25 55|51 45 PPO
52 95.61 885.7906 Cs7H1050¢ 0.03 5716 | 45 000
53 98.35 885.7896 Cs7H1050¢ 1.13 5716 | 45 SOL
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V. Evaluation et optimisation des conditions analvtiques en SFC-MS :

application sur I’extrait SFE de Kniphofia uvaria

Les identifications précédentes ayant été faites par transfert direct entre la séparation
chromatographie et le détecteur de spectrométrie de masse, nous avons cherché a étudier
d’autres aspects de ce couplage SFC-MS. Ainsi, les influences de 1’ajout de solvant make-up,
de certains parametres chromatographiques et de parameétres spécifiques de la spectrométrie
de masse sur la réponse MS ont été peu étudiées avec un fluide supercritique, en comparaison
au couplage LC-MS. D’une manieére générale, dans la littérature, les conditions
expérimentales appliquées en SFC-MS sont bien souvent fixées ne donnant alors pas a
I’expérimentateur 1’opportunité d’optimiser les réponses analytiques obtenues. C’est
notamment le cas d’un nouveau détecteur de masse proposé par la société¢ Waters sur son
systétme UPC?, le QDA, dont I’utilisation se veut simple et adaptée a la détection de la
majorité des composés.

La premicre partie de ce paragraphe décrit 1’influence de la nature et la proportion d’un
solvant de make-up, ainsi que la position de ce make-up par rapport au régulateur de pression
afin d’optimiser les réponses analytiques. La seconde partie consistera a déterminer
I’influence de chaque paramétre de chromatographie et spectrométrie de masse sur les

réponses MS obtenues.

V.1 Evaluation et optimisation de I’influence du make-up en SFC-APCI-MS en mode

positif

V..l Influence de la localisation de la pompe solvant make-up par rapport au

régulateur de pression

Lors du couplage SFC-MS, un ajout de solvant make-up peut étre nécessaire pour éviter la
précipitation des analytes aprés décompression du fluide, c'est-a-dire 1’obstruction des
capillaires d’interface SFC et MS, et donc la distorsion des pics chromatographiques en MS.
Cette addition, et c’est peut-€tre 1a 1’essentiel, peut €également favoriser la réponse analytique
grace a ’apport supplémentaire de solvants, la phase mobile étant constituée majoritairement

de dioxyde de carbone, dont nous avons mentionné qu’il était peu favorable a I’ionisation.

Les sociétés Agilent Technologies, Waters et Shimadzu qui commercialisent des appareils
“Agilent 1260 Infinity Analytical SFC”, “UPC?>” et “Nexera UC” ont développé le

couplage de la chromatographie supercritique et de la spectrométric de masse. Les
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constructeurs Agilent Technologies et Shimadzu ont placé la pompe de solvant make-up en
amont du régulateur de pression comme il est montré sur la Figure 3-12. Aucune justification
concernant cette localisation en amont du régulateur de pression (avant dépressurisation du
fluide) n’a été reportée. La société Waters a décidé de placer la pompe de solvant make-up en

amont du phénomene de dépressurisation.

(A) (B)

F 1

Agilent &=
e "L - - AUTOSAMPLER
Infinity SFC [ COSDIVENT g
| | o |¢——| Caloratherm | . Sa— | |
1 COSOLFENT : I"
Aurora Heating COOLING BATH
i alement —_ £3
COOLING HEAT —4 CDD[\'I{'{H"
BPH f“ EXCHANGER 0y PUMP
Agilent » . F
I.I‘ur Detector 6130 MSD JHL I | 1
nﬂ?iﬁ"f“’ E — P
S8 Capillary lubung _ . "_ o o
0.12 = 105 mm 88 Capillary tubing
0.12 = 400 mm | !! l
Lc Pump CesupRLy WASTE MASS SPECTROMETER

(c) -
e —O BPR ms

Modifier Rack Column Oven
Pump Changer

BPR Make up
Pump

Al .-

CO,Cylinder  Modifier Solvent for ionization

Figure 3-12: Configuration pour le couplage SFC-MS par la société Agilent
Technologies (A), la société Waters (B) et la société Shimadzu (C).

Toutefois, 1’état du fluide en amont et en aval du régulateur de pression n’est pas le méme. En
effet, avant le régulateur de pression, le fluide composé de CO, et de co-solvant organique se
présente sous une phase homogene et pressurisée. Les composés analysés sont alors
solubilisés dans cette phase homogéne. En aval du régulateur de pression, le fluide est
dépressurisé a pression atmosphérique. La phase mobile post-BPR est donc un mélange
hétérogene composé de CO, gazeux et d’un faible volume de solvant organique liquide. Cet
état hétérogéne peut alors entrainer la précipitation des analytes en aval du régulateur de
pression, avant d’arriver au spectrometre de masse, ce qui justifie, entre autres, I’addition d’un

solvant de make-up. Nous avons donc mené deux études afin de déterminer si la position du
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solvant make-up présentait une influence sur ’analyse de composés lipidiques en SFC-MS

dans nos conditions données. Les deux configurations sont présentées ci-dessous :

pression (BPR)

Spectrométrie de
SFC + Régulateur de ‘> + > [ pmasse (MS) }

Pompe «make-up »

Spectrométrie de
SFC Régulateur de  [—Jp> g’ masse (MS)
pression (BPR)

Pompe «make-up »

Figure 3-13 : Configuration du couplage SFC-MS : (A) Solvant make-up de MeOH a des
débits compris entre 0.100 mL/min et 0.500 mL/min en AVAL du régulateur de pression
(B) Solvant make-up de MeOH en AMONT du régulateur de pression.

Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un extrait SFE de Kniphofia uvaria dilué a 500 ppm
dans un solvant mélange de méthanol et dichlorométhane (1 :1, v : v). Le branchement de la
sortie du régulateur de pression a I’entrée du spectrométre de masse est effectué¢ par un
capillaire d’un diamétre interne de 125 um et de longueur de 32 cm. Le raccord de la pompe
de solvant make-up au systéme SFC-MS est fait a I’aide d’un tee en inox présentant un
volume mort de 0.57 pL. Dans le cas de la configuration (A), le capillaire de la sortie du
régulateur de pression au raccord Tee présente une longueur de 5 cm afin de minimiser les
risques de précipitations des composés. Le solvant make-up utilisé pour cette application est
composé exclusivement de méthanol. Différents débits de ce solvant make-up sont testés et
sont compris entre 0.100 et 0.500 mL/min. Apres avoir testé les deux configurations (A) et
(B), le systéme est nettoy¢ a 1’aide d’isopropanol, solvant solubilisant I’intégralité¢ de 1’huile
Kniphofia uvaria, afin de noter d’éventuelles précipitations non re-solubilisées avec I’ajout de

méthanol du make-up.

Pour cette étude, le systeme SFC est réduit a 2 colonnes chromatographiques de type Kinetex
C18, la température est a 9°C, le débit chromatographique appliqué est de 1.2 mL/min pour
une phase mobile composé¢ de MeOH a 10%. Le régulateur de pression est fixé a 100 bars. Le
volume injecté est de 5 pL. Le spectromeétre de masse utilise une gamme de masse de m/z 100
a 1400. Le mode d’acquisition de I’analyseur hybride est de 1 Hz et s’effectue en mode full

scan. La source APCI, quant a elle, est réglée a 450 °C avec un drying gas de 3.5 L/min et un
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gaz de nébulisation fixés a 2 bar. Le courant de I’aiguille corona est de + 5000 nA. Le
retraitement des données est effectu¢ par extraction des ions observés en IV.2 (page 105):
[M+H]". Les aires des signaux extraits sont alors relevées et normalisées par rapport aux aires
correspondantes a 1’essai n’utilisant pas de solvant make-up, facilitant ainsi la détermination
de I’influence de 1’ajout d’un solvant make-up sur la réponse analytique. Donc, une aire
normalisée supérieure a 100% montre une influence positive du solvant make-up sur la
détection MS des composés tandis qu’une aire normalisée inférieure a 100% montre une
influence négative du solvant make-up sur la détection MS des composés en APCI". Les
composés ¢étudiés correspondants aux principales familles moléculaires retrouvées dans
I’extrait huileux de Kniphofia uvaria. Les deux graphiques suivants représentent 1’influence
de I’ajout d’un solvant make-up méthanol selon le positionnement de ce dernier en fonction

du régulateur de pression.
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Figure 3-14 : Graphiques représentant les aires normalisées de différents composés
caractéristiques de I’extrait huileux de Kniphofia uvaria en fonction du débit du solvant
make-up de méthanol apporté pour les deux configurations testées — (A) Pompe solvant
make-up placée en AMONT du régulateur de pression, (B) Pompe solvant make-up
placée en AVAL du régulateur de pression.
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D’apres les deux précédents graphiques, il est observé que quel que soit le composé étudié ici,
les tendances des réponses analytiques pour une méme famille molécule sont similaires avec
I’ajout d’un make-up de méthanol, indépendamment de la position de ce make-up. Pour les
acides gras et anthraquinones, 1’utilisation d’un make-up semble défavorable. En effet, les

aires normalisées de ces analytes diminuent avec 1’ajout de méthanol.

Pour les TAG et TAG+H,O0, les réponses analytiques augmentent avec 1’ajout de méthanol.
L’emploi d’un make-up de méthanol semble aussi légérement aider a la détection des DAG a
un débit optimal de 0.250 mL/min : un débit supérieur ne donne pas lieu a une meilleure
réponse analytique. Ainsi, I’amélioration des réponses analytiques MS des TAG et DAG par
I’apport de 1’ajout de solvant protique peut étre due a I’augmentation des interactions et des
transferts de charges entre analytes et solvant aidant ainsi a 1’ionisation des analytes ce qui
permet d’obtenir une meilleure détection. Cet ajout de solvant make-up représente un peu plus
de 20% supplémentaire en méthanol pour un débit de 1.2 mL/min, par rapport a la quantité

présente dans la phase mobile utilisée.

De plus, comme indiqué précédemment, apreés chaque analyse, le capillaire reliant la sortie du
régulateur de pression et I’entrée du spectrométre de masse est rincé avec de I’isopropanol. Ce
solvant a été choisi parce qu’il permet de solubiliser les lipides. Ainsi, lors du ringage, nous
n’obtenions pas de réponse MS des différents composés analysés ce qui nous permet de
confirmer qu’aucune précipitation de composés a lieu dans le capillaire et donc que
I’augmentation des réponses MS obtenues ne sont pas dues a un effet mémoire par une

resolubilisation de lipides précipités post-BPR.

En conclusion, I’augmentation du débit de méthanol n’entraine pas pour 1’ensemble des
composés le méme comportement. C’est donc un parametre essentiel a optimiser selon la
nature de la famille moléculaire ciblée tandis que 1’emplacement de la pompe de solvant
make-up semble sans effet dans le cadre d’une étude lipidique en SFC-APCI-MS, avec notre

matériel.

Dans la suite de cette étude, pour étudier I’influence des paramétres chromatographiques et de
réglage du spectromeétre de masse, nous avons décidé de travailler avec un débit de solvant
make-up a 0.250 mL/min et de placer notre pompe de solvant make-up en aval du régulateur

de pression. Le débit de 0.250 mL/min permet d’améliorer les réponses des lipides : DAG et
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TAG et de conserver un minimum de signal pour les acides gras et anthraquinones (sauf pour

la rhéine). De plus, pour des raisons pratiques, I’emploi de la pompe de solvant make-up apres

régulateur de pression nous permet de :

» Purger la pompe « make-up » HPLC en paralléle du systéme SFC en la déconnectant du
tee (nous évitant donc d’arréter le systéme SFC en marche pour purger) ;

> Eviter de désamorcer la pompe « make-up » HPLC avec le CO, résiduel présents dans les

lignes de transfert lors de 1’arrét de la chaine SFC ;

V.12 Influence de ’ajout d’un make-up sur la robustesse des analyses lipidigues en

SFC-APCI-HRMS

Nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la robustesse de 1’analyse en SFC-APCI-MS
sans ou avec I’ajout d’un solvant make-up de méthanol a un débit de 0.250 mL/min. La
préparation de 1’échantillon de Kniphofia uvaria suit le méme protocole que dans le
paragraphe V.1.1 (page 114). La mesure de la répétabilité suit la méme démarche expliquée

que dans la partie IV.1.1 (page 103).

263.2344 4484570 4754477 4593707 135774 4610918 2.9
617.5085 5569335 5056399 5159115 271395 5261616 5.2
615492 5676166 5791641 5882116 103227 5783307 1.8
877.719 8324547 8229971 8218006 58364 8257508 0.7
855.725 6941082 6774844 6730606 110974 6815510. 1.6
601.5129 15482115 16227088 16362775 474158 16023992 3.0

Moyenne des CV 2.5

Tableau 3-VI: Résultats des aires des ions obtenus en SFC-MS pour un extrait SFE
huileux de Kniphofia uvaria a 0.5 mg/mL avec ajout d’un solvant make-up — Conditions
d’analyse : 2 colonnes Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), 10% MeOH, 9°C, 5 pL, 1.2
mL/min, make-up MeOH : 0.250 mL/min — Nature des ions : pseudomoléculaires : m/z
877, 855, 617 et 615 et fragments : m/z 263 et 601.

De maniere générale, le coefficient de variation des différents rapports m/z prélevés diminue
avec 1’ajout d’un solvant make-up pour atteindre la valeur moyenne de 2.5 %. Précédemment
sans ajout de solvant make-up, le coefficient de variation pour ces mémes valeurs m/z avait
pour moyenne de 5.3 % (page 103). Cette observation de la diminution de la variation de la
réponse analytique en SFC-MS a déja été notée dans une revue technique issue du

constructeur Agilent technologies [186]. Cette amélioration de la robustesse du systéme par
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ajout d’un solvant make-up serait due a une meilleure stabilisation du spray en sortie du

sprayeur améliorant ainsi la répétabilité de 1’analyse.

En conclusion, ces différences dans les coefficients de variation de 5.3 % a 2.5 % avec 1’ajout
de solvant make-up montrent 1’effet positif de 1’addition de ce solvant sur la répétabilité de
I’analyse SFC-MS. Cet ajout peut donc étre préconisé pour les analyses quantitatives. En
effet, les résultats seront plus homogeénes lorsque 1’on utilise un make-up lors de 1’analyse car

le coefficient de variation est plus faible.

V.1.3 Influence de la nature du solvant make-up sur [ionisation des composés

lipidiques de [’extrait de Kniphofia uvaria en SFC-APCI-MS - en mode positif

L’objectif de cette expérience est d’étudier 1’influence qu’a la nature du solvant make-up sur
I’ionisation des composés lipidiques décrits I’extrait SFE de Kniphofia uvaria. En effet, le co-
solvant de la phase mobile se composant uniquement que de 10 % de méthanol, I’emploi de
différents solvants make-up pourrait engendrer une amélioration de la réponse MS. Pour cette

étude, trois différents solvants ont été testés :

» Le méthanol, avait été choisi dans un premier temps car c¢’est un solvant protique et sert

de co-solvant pour notre analyse en SFC ;

» Le méthanol enrichit avec 0.1 % d’acide formique a été sélectionné grace a 1’apport

supplémentaire en proton qui peut aider & I’ionisation en APCI" ;

» L’isopropanol (IPrOH) car c’est un solvant dans lequel 1’extrait huileux est entiérement
soluble (sélectionné en cas de problémes de solubilité des composés dans les capillaires

de transferts).

Les conditions de préparation d’échantillon et d’analyse sont décrites dans la partie V.1.1

(page 114). Les résultats sont représentés a I’aide de la Figure 3-15.

120



Chapitre 3

350

300

250

~
=3
(=]

m IPrOH

B MeOH + 0,1 % HCOOH

[
wu1
(=]

Aire normalisée

MeOH

® No make-up solvent

100

50 -

Rhein Aloe Linoleic  Linolenic LL oL LLLn+H20 LLL+H20 LLL OLL
emodin acid acid

Figure 3-15 : Graphique représentant les valeurs des aires normalisées (a 100% a partir
de I’analyse sans make-up) de différents composés caractéristiques de I’extrait huileux
de Kniphofia uvaria en fonction de la nature du solvant make-up utilisé a un débit de
0.250 mL/min — Conditions d’analyse : 2 colonnes Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm),
10% MeOH, 9°C, 5 nL, 1.2 mL/min.

Concernant I’ionisation des composés rhéine et d’aloe emodine, I'utilisation d’un make-up est
défavorable. En effet, quel que soit la nature du make-up ajouté, une observation d’une
importante voire disparition du signal de I’ion pseudo-moléculaire est notée. Une théorie peut
étre avancée : un apport de make-up peut aider a la fragmentation de 1’analyte provoquant
ainsi une disparition du pic pseudo-moléculaire des analytes. L hypothese de 1’effet de la
dilution de par 1’ajout d’un co-solvant supplémentaire (et donc diminution du signal MS) ne

peut étre retenue car la source APCI est dépendante de la quantité de mati¢re entrante.

Les acides gras sont mieux détectés quand aucun solvant make-up n’est ajouté. Ainsi, quel
que soit la nature de ce solvant ajouté, le signal des acides gras diminue avec I’addition de
solvant make-up. Des résultats similaires ont déja été reportés : 1’addition de make-up
n’améliorait pas la détection des composés pharmaceutiques en SFC-APCI-MS [103,187].
Cette extinction de signal MS a été expliquée par le fait que 1’isopropanol est une meilleure
base de Lewis que le méthanol [103,187]: le cation formé donne lieu a une entité plus stable
(stabilit¢ du cation secondaire supérieure a celle du cation primaire) moins susceptible
d’échanger son proton. De plus, une seconde hypothese a été avancée [179] qui est celle que

le méthanol a une énergie de surface (tensions superficielles) plus faible que 1’isopropanol. De
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ce fait, il est donc plus facile d’échanger un proton entre méthanol-analytes qu’entre

isopropanol-analytes.

Pour les DAG et TAG, I’ajout de solvant make-up améliore I’intensité des signaux MS de ces
composés. L’acidification de méthanol permet d’obtenir une meilleure réponse MS des
glycérides par rapport a ’ajout de méthanol seul. L’ajout d’IPrOH aide encore plus a la

détection des ions pseudo-moléculaires de ces composés.

Nous nous sommes intéressés a la fragmentation des composés TAG. La Figure 3-16 ci-
dessous représente I’aire normalisée des ions fragments des TAG en fonction de la nature de
ces ions. Certains fragments des TAG sont relevés plusieurs fois dans cette figure. En effet,
malgré le fait que les TAG aient des structures chimiques différentes, ils peuvent néanmoins
présenter les mémes fragments. Ainsi, 1’utilisation de solvant make-up de MeOH+HCOOH et
d’IPrOH améliore la réponse MS des fragments. Cette augmentation dans la détection des
ions fragments peut donc étre due a une plus importante quantité d’ions pseudo-moléculaires
formée au préalable, lesquels seraient ensuite fragmentés en source. Pour le cas du solvant
make-up méthanol, de moins bonnes détections des ions fragments sont obtenus. Il semble
donc que I'utilisation de solvant make-up de méthanol favorise la détection MS des ions

pseudo-moléculaires et ne favorise pas la fragmentation in-source.
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Figure 3-16 : Graphique représentant les valeurs des aires normalisées de différents
fragments caractéristiques de TAG de P’extrait huileux de Kniphofia uvaria en fonction
de la nature du solvant make-up utilis¢é a un débit de 0.250 mL/min — Conditions
d’analyse : 2 colonnes Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), 10% MeOH, 9°C, S nL, 1.2
mL/min.
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Nous nous sommes ensuite attachés a déterminer I’influence des solvants: IPrOH et
MeOH+HCOOH sur la génération des ions pseudo-moléculaires et ions fragments afin de

savoir si le solvant make-up améliore :

» Seulement la formation de I’ion pseudo-moléculaire avec un rendement de fragmentation

constant ;

» La formation de I’ion pseudo-moléculaire avec un rendement de fragmentation qui varie

selon la nature du solvant apporté.

Ainsi, pour ce travail, nous avons calculé la valeur du ratio correspondant a 1’aire (non
normalisée) de I’ion pseudo-moléculaire par rapport a I’aire des ions fragments des TAG.
Dong, si le ratio est constant d’un solvant a un autre, le rendement de fragmentation n’est pas
influencé par 1’ajout de solvant make-up. Par contre, si la valeur de ce ratio est différente
selon les expériences réalisées, le solvant make-up a un impact sur le rendement de

fragmentation. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 3-VII : Evaluation du rendement de fragmentation en SFC-APCI-MS pour les
TAG de Pextrait huileux Kniphofia uvaria (0.5 mg/mL ppm) - Conditions d’analyse : 2
colonnes Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), 10% MeOH, 9°C, 5 pL, 1.2 mL/min,
make-up MeOH : 0.250 mL/min (post BPR), APCI, 0.4 bar, +5000 nA, 450°C, 3.5 L/min.

Ratio LLL/LL|PLL/PL|{PLL/LL{OLL/LL|OLL/OL|POL/PO|POL/PL|POL/OL{OOL/OL{OOL/0O0|000/00|POO/O0|POO/OP

Pasdemake-up | 07 | 1.0 | 14 [ 0.7 | 06 [ 1.2 [ 1.0 09 [ 09 | 1.7 | 0.1 | 0.1 | 0.1

MeOH 081014110711 |11]09]|09 | 15|01 | 01]0.1

IPrOH 1010131208 |11 11|08 )09 | 17|01 | 01] 0.1

MeOH+

oav%mcoom | 1010|1412 /10131131009 | 18| 01 |01 0.1

De manicre générale, les valeurs obtenus pour ce ratio semble montrer que I’addition de
solvant make-up, et ceux quel que soit sa nature, n’influence pas le rendement de

fragmentation in-source. L’ajout d’IPrOH et MeOH+HCOOH a donc un impact sur la
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formation de 1’ion pseudo-moléculaire et la quantité d’ions fragmentation mais n’impacte pas

le rendement de fragmentation pour les TAG.

V.14 Conclusion sur le développement du couplage SFC-APCI-HRMS

Le couplage SFC-APCI-HRMS est une approche analytique performante et robuste dans le
cadre d’une caractérisation et identification exhaustive d’échantillon lipidique. D une maniere
générale en SFC-APCI-MS, I’emploi d’un solvant make-up est automatique et justifi¢ pour
éviter : précipitation des analytes en aval du régulateur de pression et le re-mélange des
analytes post régulateur de pression. Contrairement a ces hypothéses, nous avons montré
qu’en limitant au maximum les volumes morts (capillaire de faible diamétre et de faible
longueur), des pics chromatographiques bien résolus sont obtenus et aucune précipitation de
I’échantillon lipidique n’a été détectée. La configuration de la source utilisée a slirement aussi
un role clé dans le maintien de 'intégrit¢é du nombre de plateaux théorique développé en
amont par le systéme chromatographique, donc de la bonne résolution chromatographique

évoquee.

Quoi qu’il en soit, lors de mises au point, 1’ajout d’un solvant make-up doit faire 1’é¢tude d’une
optimisation au niveau de la nature et de la proportion apportée. Dans le cas de I’analyse
d’une huile végétale, I’emploi d’un solvant make-up peut améliorer ou diminuer (jusqu’a
I’extinction du signal) la réponse analytique de certains analytes (acides gras,
anthraquinones). Malgré cela, cet ajout supplémentaire en post ou pré-régulateur de pression,
améliore la robustesse du systtme SFC-APCI-HRMS. C’est pourquoi, le solvant make-up
doit étre un choix réfléchit, qui dépend de 1’objectif fixé (analyse qualitative ou quantitative)

et de la nature des composés a analyser.

V.2 Détermination de ’influence des paramétres chromatographiques et source

d’ionisation sur la réponse analytique en SFC-APCI-HRMS

V.2.1 Optimisation de la détection MS par plan d’expériences

Une fois résolu les problemes d’interfagages (make-up), nous avons voulu étudier I’influence
des parametres de la chromatographie et de la spectrométrie sur 1’ionisation des composés en
SFC-APCI-MS. Nous avons alors opté pour une optimisation par plan d‘expériences pour
d’une part déterminer et comprendre ces effets, et pour d’autre part identifier les parametres
clés dans ce couplage. Les conditions générales de ces analyses sont reportées dans la 1égende

de la Figure 3-17.
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V.22 Principe et fonction du plan d’expériences

Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent des
¢tudes scientifiques. Basée sur 1’élaboration d’une série d’essais expérimentaux, les plans
d’expériences consistent a faire varier simultanément les niveaux d’une ou plusieurs variables
pour chaque essai de la série. L objectif du plan d’expérience est donc de déterminer avec un
minimum d'essais, l'influence respective des différentes variables étudiées. De plus, les plans
d’expériences permettre de mettre en ¢évidence les interactions entre les variables et

d’atteindre les valeurs optimales des parametres pertinents.

V.2.3 Modélisation du plan d’expériences

Pour déterminer I’influence de ces variables sur la détection MS, nous avons choisi de suivre
la réponse MS (aire des ions) des principales familles moléculaires présentes dans 1’huile de
Kniphofia uvaria : anthraquinones (aloe emodine and rhéine), acide gras (acide linolénique),
DAG (LL and OL), TAG+H,0O (LLL + H,0) et TAG (LLL and OLL). Ces expériences ont
été conduites en APCI” et en APCI". L’étude de I’influence des paramétres expérimentaux en
APCT n’a été faite que sur les anthraquinones au vu de leurs faibles réponses MS en APCI".
En effet, dans le cas des molécules ayant un groupement fonctionnel : acides carboxylique
et/ou alcools, la présence d’un proton acide engendre un courant ionique plus ¢élevé en APCI,
permettant ainsi d’améliorer la détection de ces analytes. L’utilisation d’un plan factoriel a
deux niveaux a €té sélectionnée au vu de cette ¢tude : (—1, +1). Nous avons étudié 5 variables
qui sont :

- L’intensité du courant de la décharge corona (nA),

- Latempérature effective de la source d’ionisation (°C),

- Lapression du gaz de nébulisation (Bar),

- Le débit du gaz de séchage « dry gas » (L/min),

- Le débit SFC (mL/min).

Chacune des variables est étudiée dans un certain intervalle de mesure, définit en fonction de
I’utilisation classique du systeme SFC (en ce qui concerne le débit) et des limites du systeme
de spectrométrie de masse. Ainsi, les valeurs d’études de ces cinq variables sont : 1’intensité
de la décharge corona (+ 2000 et +6000 nA), la pression du gaz de nébulisation (0.4 et 2 bar),
le débit du « dry gas » (3 a 8 L/min), la température de la source d’ionisation APCI (250 a
450°C) et le débit chromatographique de la phase mobile composée de CO, : méthanol (9 :1)
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(v : v) en mode isocratique (1 a 3 mL/min). Chacune de ces variables est codée pour ce plan

d’expérience, exprimée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3-VIII : Codage des S variables étudiées pour le plan d’expérience.

Facteur Définition Valeur haute (+1) Valeur basse (-1)
1 Température de la source (°C) 450 250
2 Dry gaz (L/min) 8 3
3 Gaz de nébulisation (Bar) 2 0.4
4 Débit SFC (mL/min) 1 3
5 Courant de laz ii(;harge corona 6000 2000

Le plan factoriel représenté dans le Tableau 3-IXTableau 3-IX et comprend 33 expériences
(2" avec k=5 ; 32 expériences et un point central (expérience 33)). Nous réalisons 3 réplicas
en APCI" et APCI, au niveau du point central. Ainsi, les coefficients de variation varient
respectivement de 3.4 a 7.8 % (valeurs obtenues pour les composés lipidiques) et de 3.8 a 4.5
% (valeurs obtenues pour les anthraquinones). Ces faibles valeurs de coefficients de variations
démontrent donc la fiabilit¢ de nos expériences. L’influence des 5 variables est évaluée a

I’aide du logiciel Microsoft Excel.
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Tableau 3-IX: Matrice expérimentale du plan d’expérience factoriel a 2 niveaux pour les cinq facteurs étudiés : I’intensité du courant de
la décharge corona (nA), la température effective de la source d’ionisation, la pression du gaz de nébulisation, le débit du gaz de séchage
«dry gaz » et le débit SFC.

Expérience = Température source APCI (°C) Drying gas (mL/min) Gaz de nébulisation (bar)  Débit SFC (mL/min)  Corona (nA)

1 250 3 0,4 3 2000
2 250 3 0,4 3 6000
3 250 3 0,4 1 2000
4 250 3 0,4 1 6000
S 250 3 1,2 3 2000
6 250 3 1,2 3 6000
7 250 3 1,2 1 2000
8 250 3 1,2 1 6000
9 250 8 0,4 3 2000
10 250 8 0,4 3 6000
11 250 8 0,4 1 2000
12 250 8 0,4 1 6000
13 250 8 1,2 3 2000
14 250 8 1,2 3 6000
15 250 8 1,2 1 2000
16 250 8 1,2 1 6000
17 450 3 0,4 3 2000
18 450 3 0,4 3 6000
19 450 3 0,4 1 2000
20 450 3 0,4 1 6000
21 450 3 1,2 3 2000
22 450 3 1,2 3 6000
23 450 3 1,2 1 2000
24 450 3 1,2 1 6000
25 450 8 0,4 3 2000
26 450 8 0,4 3 6000
27 450 8 0,4 1 2000
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28 450 8 0,4 1 6000
29 450 8 1,2 3 2000
30 450 8 1,2 3 6000
31 450 8 1,2 1 2000
32 450 8 1,2 1 6000
33 350 5,5 0,8 2 4000
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V.2.4 Compreéhension des résultats du plan d’expériences

V.2.4.1 Etude en APCI" : Plan d’expérience factoriel en entier

La Figure 3-17 représente 1’aire des ions des composés : LLL, OLL, LL, OL, LLL+H,O en
fonction des différentes expériences du plan d’expérience factoriel. Les composés Aloe
emodine et Rhéine ne sont pas reportés au vu de leurs faibles réponses obtenues en APCI" par
rapport aux autres composés lipidiques : leurs signaux n’étaient pas observables avec 1’échelle

utilisée.
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Figure 3-17 : Analyse descriptive des aires des pics MS (TAG, DAG et FA) en fonction
des 32 expériences du plan factoriel — Conditions analytiques : 1 colonne Kinetex C18
(150 x 4.6 mm ; 2.7 pm), 9°C ; 100 bar, 5 pL, extrait de Kniphofia uvaria a 0.5 mg/mL.

Comme il est observe sur cette figure, la moiti€ de ces expériences présentent une réponse MS
nulle (voire tres faible) révélant ainsi que 1’une des cinq variables étudiées induit un effet
binaire sur la réponse MS des lipides : le signal varie de « tout a rien ». Ce phénomene binaire
est en plus confirmé par des valeurs de coefficients de variations élevés pour ces 6 composés

étudiés et qui varient entre 120 et 150 % montrant I’importante disparité des résultats obtenus.

Afin de déterminer quelle est variable qui induit cet effet binaire, nous calculons une matrice

d’effet. Le Tableau 3-X représente la matrice d’effet calculée :
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Tableau 3-X: Matrice d’effet calculée pour les lipides en APCI' — Conditions
analytiques : 1 colonne Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.7 pm), 9°C ; 100 bar, 5 pL, extrait
de Kniphofia uvaria a 0.5 mg/mL.

LLL OLL LL oL linoAlzindiflue LLL+H,0
Facteur 1] -800203 | -1032659 | -1118818 | -987628 36205 39846
Facteur 2| -544015 | -539312 | -144150 | -102884 13113 ~489059
Facteur 3| -4812258 | -3311593 | -3002108 | -2660372 -81306 -3251657
Facteur 4| -1863651 | -1343699 | -1212755 | -352486 239464 -802373
Facteur 5| 802329 | 699808 | 413659 | 347223 11692 175412

Ce tableau révele que le facteur 3 (gaz de nébulisation) est le paramétre clé et responsable de
cet effet binaire : ce parametre posséde les valeurs les plus €levées. En conséquence, le gaz de
nébulisation est responsable de ce phénomene. Le signe négatif de cet effet montre que pour
obtenir la meilleure réponse MS des composés, il est nécessaire de fixer le paramétre a sa
valeur la plus basse. Ainsi, lorsque la pression du gaz de nébulisation est fixée a 2 bar, le
signal MS des composés est imperceptible, tandis qu’en le diminuant a 0.4 bar, le signal MS

augmente tres significativement.

En conclusion, puisse que le détecteur de masse est placé apres le régulateur de pression, il
semblerait que le CO, dépressurisé agisse naturellement comme un gaz de nébulisation
supplémentaire. L’ajout du gaz de nébulisation (N,) du spectrométre de masse provoque un
phénoméne antagoniste pour une bonne détection des composés. Des résultats similaires ont
déja été reportés dans la littérature [188]. Il est possible qu’en rajoutant un débit de gaz
supplémentaire, I’ionisation des analytes est plus difficile a réaliser de par la quantité de gaz
présent au sein de la source APCI. Par conséquent, dans notre cas, il semble nécessaire de

fixer le gaz de nébulisation sur une faible valeur afin d’améliorer la réponse MS des analytes

(c'est-a-dire afin de ne pas détériorer la réponse MS).

La suite de ce travail, nous choisissons de fixer la pression de ce gaz de nébulisation a 0.4 bar
pour favoriser la détection. Par conséquent, nous choisissons de retenir les 16 expériences du
plan d’expérience factoriel décrit précédemment pour réaliser une seconde étude statistique
afin d’améliorer la mesure de la fiabilité de 1’analyse. Nous conservons donc les données des

expériencesn®: 1,2,3,4,9,10, 11, 12, 17, 18, 19, 20, 25, 26, 27, 28 de la Tableau 3-IX.
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V.2.42 Etude en APCI+ : Plan d’expérience factoriel en réduit

A partir du plan factoriel réduit, une nouvelle matrice d’effet est calculée et prenant en
compte uniquement les variables : température de la source d’ionisation, « dry gas », débit
SFC et le courant de la décharge corona. Le gaz de nébulisation est donc fixé a 0.4 bar. Le

Tableau 3-XI montre la nouvelle matrice d’effet (réduite) calculée pour les lipides en APCI".

Tableau 3-XI Matrice d’effet réduite calculée pour les lipides en APCI" — Conditions
analytiques : 1 colonne Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.7 pm), 9°C ; 100 bar, 5 pL, extrait
de Kniphofia uvaria a 0.5 mg/mL, gaz de nébulisation (N;) a 0.4 bar.

LLL OLL LL OL JAdde 1,0
linolénique
Facteur 1 | -1831241 | -2201975 | -2279823 | -2011281 | 61842 24124
Facteur 2 | -1296931 | -1206690 | -372909 | -303673 14564 | -1067344
Facteur 4 | -3936921 | -2816809 | -2502880 | -806069 | -83744 | -1699192
Facteur 5 | 1533559 | 1359095 | 790520 659953 19841 316666

Nous avons tracé la droite de Henry qui permet de visualiser la répartition des valeurs. Le
modele de plan d’expériences factoriel prend en compte uniquement un comportement
linéaire des réponses MS des composés entre les différents niveaux des facteurs. Dans le cas
ou I’on obtiendrait une non-linéarité de la réponse, il serait interdit d’exploiter le plan

d’expérience mis en place.

La droite d’Henry est obtenue en mettant en relation les valeurs de la matrice d’effet pour un
analyte étudié (axe des abscisses) en fonction de sa valeur centrée réduite (axe des

ordonnées). La Figure 3-18 représente la droite d’Henry du composé LLL+H,O.
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Figure 3-18 : Droite d’Henry pour le composé : LLL+H,O.

Comme il peut étre observé sur ce graphique, la droite d’Henry passe par 1’origine suggérant
alors une distribution statique normale. Cette linéarité de la distribution permet donc de ne pas
rejeter le plan d’expérience factoriel réalisé et de procéder a I’interprétation critique post-

analyse des résultats.

Comme il est indiqué dans le Tableau 3-VIII, le débit de la phase mobile supercritique
(facteur 4) semble agir de manicre significative sur I’ensemble des lipides. Selon le
classement des valeurs issues de ce tableau, le débit SFC est le second parameétre influant sur
le signal MS des lipides (apres le débit du gaz de nébulisation non incorporé dans ce second
plan). Les valeurs négatives obtenues indiquent qu’un débit de 1 mL est a /min favorise la
détection, ici la sensibilité de la méthode. Des résultats similaires ont déja été reportés par
Hsieh et al. [189] pour I’analyse de certains produits pharmaceutiques en SFC-APCI-MS. Ils
ont reporté¢ qu'une augmentation du débit SFC de 2 & 6 mL/min induisait un effet négatif sur
la détection MS, lequel pourrait étre di @ un rendement d’ionisation plus faible lors de
I’utilisation de plus haut débit. Comme le couplage SFC-APCI-MS a ét¢é tres peu étudié, nous
décidons de comparer également nos résultats a d’autres travaux réalisés en SFC-DEDL. En
effet, le mode de fonctionnement du DEDL est similaire a celui de la source APCI, de par les
deux premicres étapes : tout d’abord, I’¢éluant chromatographique est mélangé a un gaz de
nébulisation (N,) puis cette étape de nébulisation est suivie par I’évaporation des gouttelettes
de solvants dans le drift tube du DEDL ou dans la source d’ionisation (APCI) a température
contrdlée. Ainsi, en SFC-DEDL, il a aussi ét¢ montré que 1’augmentation du débit SFC
réduisait 1’aire du pic de la caféine [145]. Ce constat pourrait s’expliquer par le fait qu’au

hauts débits de la phase mobile, dont I’essentiel passe a 1’état gazeux apres le BPR, les
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analytes sortent du capillaire de transfert pour former un cone de nébulisation, avec une tres
grande vitesse, ce qui projette les gouttelettes contenant les composés vers I’extérieur de ce
cone, limitant ainsi leur I’entrée soit dans le tube d’évaporation pour le DEDL, soit dans le
spectrométre de masse, ce qui réduit d’autant leur détection. De plus, cette hypothése va dans
le méme sens que ce qui a été observé pour 1’effet du gaz additionnel de nébulisation dans
I’interface APC, reporté¢ précédemment. En conclusion en SFC-APCI-MS (mode positif),
I’emploi d’un faible débit chromatographique est a privilégier si ’on souhaite améliorer le

rendement d’ionisation et donc la détection MS des lipides.

La décharge corona est décrite par le facteur 5 du Tableau 3-VIII. La décharge corona est la
décharge ¢€lectrique qui entraine 1’apparition d’un plasma a pression atmosphérique (appelée
aussi plasma froid) provoquant I’ionisation des molécules environnantes. Les valeurs
obtenues de la matrice d’effet sont positives (Tableau 3-XI). L’utilisation de la plus haute
valeur de décharge couronne est a privilégier pour maximiser la quantité d’analytes ionisés

dans le milieu, permettant ainsi d’améliorer la détection MS.

La température de la source d’ionisation est décrite par le facteur 1 (Tableau 3-VIII). Les
valeurs obtenues sont négatives pour les TAG, TAG hydroxylés et les DAG tandis que pour
I’acide linolénique, les valeurs sont positives. Donc, pour I’analyse des TAG et DAG en SFC-
APCI-MS, il est recommandé¢ d’employer une température de source APCI de 250°C. Ces
résultats sont, dans un premier temps, surprenants. En effet, les TAG /DAG sont des
métabolites primaires constituées d’un important nombre d’atome de carbones (>50 atomes).
Par conséquent, la vaporisation de ces composés exigerait 1’emploi de forte température
(450°C). Toutefois, il est possible que les TAG soient des analytes thermosensibles :
I’utilisation de plus faibles température (250°C) seraient donc a privilégier. Une publication a
déja reporté ce caracteére thermolabile des glycérides [190]. De plus, Manninen et Laakso
[188] ont montré que la température de I’ APCI était un paramétre essentiel a contrdler lors de
I’analyse des TAG en SFC : la température influencerait la fragmentation des TAG, donc la
diminution de 1’aire du pic pseudo-moléculaire. En conclusion, au vu de ces résultats,
I’emploi de la température de 250°C pour ’analyse des TAG/DAG sur la base de Ila
détection de leurs ions pseudo-moléculaires en SFC-APCI-MS est a favoriser afin d’éviter
une fragmentation in-source.

Pour les acides gras, il semble qu'une température de source de 450 °C soit a préconiser.
Hsieh et al. [189] ont montré que 1’augmentation de la température de la source APCI

améliorait la détection des produits pharmaceutiques analysés. Ainsi, a de plus hautes
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températures (450°C), la désolvatation des analytes serait plus performante et/ou 1’agitation
thermique en source augmenterait induisant alors plus d’interaction et plus de transferts de
charge entre analytes/solvant : la détection MS des acides gras est donc améliorée a 450°C.
En comparaison aux molécules de TAG et DAG, les acides gras posséde un groupement acide
carboxylique en bout de chaine. Ainsi, avec ce groupement polaire supplémentaire, les acides
gras pourraient étre impliqués dans un plus grand nombre d’interaction avec le co-solvant
polaire (méthanol) : la sphére de solvatation des acides gras est alors plus importante en
comparaison a celle des TAG/DAG. Par conséquent, ce phénomene pourrait alors expliquer le
comportement inverse de cette famille moléculaire par rapport a la température de la source
APCI. En conclusion, la température de la source est un paramétre clé¢ qui doit étre réglé en

fonction de la nature de I’analyte étudié.

Le «dry gas » est décrit dans le Tableau 3-VIII par le facteur 2. Les valeurs obtenues sont
pour I’ensemble des composés TAG, DAG et TAG hydroxylés négatives. Les acides gras
présentent des valeurs positives. Ainsi, pour les TAG, DAG et TAG hydroxylés, I’optimum
des réponses MS sont obtenues avec un dry gaz réglé¢ a 3 L/min. Le « dry gas » est introduit
dans la source APCI dans le sens opposé a ’entrée du spectrometre de masse. Ainsi, une
augmentation du débit du « dry gas » peut réduire la proportion de molécules entrant dans le
détecteur. Outre ce constat, en spectrométrie de mobilité ionique (IMS), la séparation des
analytes est réalisée en fonction de leur masse, de leur taille et de leur forme et est régit en
partie par le drift gaz (tout comme le « dry gas », le drift gaz est un gaz colinéaire et de sens
oppos¢ a I’entrée des ions dans le spectrometre de masse) [191]. Les interactions entre les
ions et le gaz sont calculés a travers les sections efficaces rotationnelles (CCS) par mobilité
ionique. Ces valeurs sont alors dépendantes des structures chimiques et des conformations 3D
des analytes. Par conséquent, les molécules avec une taille plus importante (TAG et DAG)
seraient susceptibles d’étre plus affectées par le débit du « dry gas ». Les réponses MS des
molécules ayant une conformation moins rigide comme les acides gras ne semblent pas étre
impactées négativement par I’augmentation du « dry gas ». Pour 1’analyse des acides gras, un
dry gaz de 8 L/min est alors a favoriser. En LC, le «dry gas » est supposé favoriser la
désolvatation des molécules pour améliorer la détection. Toutefois, en SFC, I’utilisation d’une
faible quantité de solvant organique dans la phase mobile (10% de méthanol) pourrait induire
un comportement inverse : I’augmentation du « dry gas » défavoriserait la détection MS pour
I’analyse des TAG et DAG. Cet effet serait donc dépendant de la quantité de co-solvant

apporté dans la phase mobile de CO,, laquelle peut varier généralement de 3 a 50% en SFC.
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V.2.43 FEtude en APCI-

Le mode négatif en APCI a été appliqué pour 1’étude de la famille des anthraquinones. Le
Tableau 3-XII montre la matrice d’effet réduite calculée pour les deux anthraquinones en

APCI-. L’encodage des valeurs restent la méme que précédemment.

Le dry gaz est décrit par le facteur 2. Les valeurs correspondantes a ce facteur sont les plus
¢levées dans ce tableau, ce qui signifie que le dry gaz est le premier parameétre a contrdler en
APCI. Les valeurs négatives indiquent que I’utilisation d’un dry gaz a 3 L/min est & favoriser.
L’¢tude de la température de la source APCI est définit selon le facteur 1. Ainsi selon les
résultats obtenus (positifs), il semble nécessaire d’appliquer une haute température pour
optimiser la réponse MS de ces analytes en APCI. Ce comportement est similaire a celui
décrit en APCI". La décharge corona et le gaz de nébulisation sont représentés respectivement
par les facteurs 5 et 3 : I’emploi de -6000 nA et d’une pression de 0.4 bar sont a favoriser pour

\ r 7 +
ces parametres. Ces résultats sont donc concordants avec ceux trouvés en APCI'.

Toutefois, seul le débit SFC semble avoir un impact différent sur les anthraquinones. Dans le
cas de I’¢étude de I’aloe emodine, 1’utilisation de 3 mL/min est a favoriser tandis que la rhéine
présente un signal MS optimum a un débit SFC de 1 ml/min. Le comportement de 1’aloe
emodine est donc surprenant. Ces résultats suggereraient que le débit SFC soit dépendant de
la structure chimique des analytes. Ces dernieres impacteraient donc sur la détection MS des
analytes. Des résultats similaires quant a la différence de réactivité des analytes a été
démontrée pour les analyses des composés cytarabine et clofazimine en SFC-APCI-MS par

Hsieh et al.[192].

Tableau 3-XII: Matrice d’effet calculée pour I’aloe emodine et rhéine en APCI™ —
Conditions analytiques : 1 colonne Kinetex C18 (150 x 4.6 mm ; 2.7 pm), 9°C ; 100 bar, 5
pL, extrait de Kniphofia uvaria a 0.5 mg/mL.

Facteur 1 159212 138214
Facteur 2 -2177873 -207151
Facteur 3 -533165 -78034
Facteur 4 606331 -82257
Facteur 5 201154 18547

135



Chapitre 3

V.3Conclusions sur le couplage SFC-APCI-MS

Le couplage de la technique SFC a I'interface APCI-MS a été réalisé¢ a 1’aide d’un simple
capillaire reliant le BPR a I’entrée de la source APCI. Ce montage a ainsi permis de réaliser
un premier criblage phytochimique. En revanche, les conditions analytiques SFC et MS

devront étre nécessairement optimisées si 1’on souhaite quantifier un analyte.

Le couplage de la SFC a la source d’ionisation APCI a ainsi confirmé, si besoin était, un
potentiel certain pour I’analyse des lipides en utilisant seulement 10 % de co-solvant dans le
CO,. En mode APCI positif, le gaz de nébulisation et le débit SFC sont les deux facteurs clés
a contrdler qui influent sur I’ionisation des lipides. La température de la source APCI et du
dry gaz ont eux aussi un impact sur la détection MS mais ce sont des parameétres « composé

dépendant ».

En mode négatif en APCI, des résultats similaires ont été obtenus quant a I’influence des
parametres : décharge corona, dry gaz, température de la source APCI, gaz de nébulisation sur
la détection des ions pseudo moléculaires des anthraquinones. Cependant, il semble que le
debit SFC ait un effet complexe, encore mal appréhendé, sur la détection anthraquinones en

APCT.
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Chapitre 4. Enrichissement en composés
bioactifs dans des matrices lipidiques
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1. Introduction

L’analyse chimique, (préparation de 1’échantillon, analyse chromatographique et
spectroscopique) est un ensemble d’étapes trés étroitement liées les unes aux autres par la
nature, au sens large, du composé (volatilité, polarité, modification de 1I’état d’ionisation,
taille). Partie prenante de 1’analyse, la préparation de I’échantillon dépend aussi de 1’état de la
matrice étudiée (gazeuse, liquide, semi-solide, solide), de sa nature, (hydrophile ou
hydrophobe), de la présence de macromolécules, du pH. C’est pourquoi, le choix de la
méthode de préparation doit faire 1I’objet d’une réflexion générale si I’on désire atteindre un
objectif précisément défini.

Pour I’étude de maticres végétales huileuses, 1’étape de préparation d’échantillon est
primordiale. En effet, les huiles sont de forts concentrés en matiéres grasses et constituées
majoritairement a plus de 90% de triglycérides [5]. Malgré cette forte teneur en triglycérides,
de nombreuses huiles végétales ont démontré des propriétés bioactives. Ainsi, I’huile d’olive
est devenue une matiére huileuse fondamentale en agro-alimentaire, grice notamment a sa
composition en acides gras mono-insaturés et a la présence de composés phénoliques comme
le tyrosol et I’hydroxytyrosol, ou des sécoiridoids comme I’oleuropeine [193,194]. Dans le
domaine cosmétique, 1’huile d’argan est plébiscitée par rapport a ses capacités bénéfiques
pour traiter les infections de peaux [195]. Des composés mineurs appartenant a la famille des
tocophérols, stérols ou triterpenes auxquels on attribue ses propriétés bioactives ont été a
plusieurs reprises détectés dans I’huile végétale d’argan. De maniere générale, ces actifs
végétaux sont présents sous forme de traces dans les huiles végétales. 1l peut donc parfois étre
nécessaire de mettre en place une stratégie pour enrichir de manicre sélective les extraits
huileux en composés d’intéréts afin de faciliter la détection analytique et de renforcer le

caractere actif des huiles obtenues.

Dans ce contexte d’étude, nous présenterons dans ce chapitre, le développement et
I’optimisation de deux méthodes d’enrichissement, la CPC et la SFE, pour concentrer les
composés mineurs et d’intéréts : les anthraquinones de Kniphofia uvaria. Avant cela, nous
sommes partis sur une premiere approche instrumentalement plus simple, qui consiste en une
réaction de saponification d’un extrait huileux permettant de séparer les lipides saponifiables
(TAG) des lipides non saponifiables (anthraquinones). Cette premiere méthodologie a été

effectuée sur I’extrait huileux issu des graines de Kniphofia uvaria fournit par la société
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LVMH-Recherche. Cet extrait huileux, que 1’on appellera « non sélectif », a été obtenu dans

des conditions de CO; pur, 60 °C et 290 bars.

La seconde approche a été de séparer les composés majoritaires (TAG) et les composés
minoritaires (anthraquinones) de ce méme extrait huileux « non sélectif » a I’aide de la

chromatographie de partage centrifuge (CPC).

Enfin, a troisiéme approche et qui sera discutée dans ce chapitre, est 1’optimisation de la
méthode d’extraction supercritique (SFE) des graines de Kniphofia uvaria pour obtenir un
enrichissement sélectif des composés anthraquinoniques. Ainsi, une étude sur I’état et la

nature du fluide extrayant sera présentée et des conclusions amenées.

Le controle des fractions CPC et des extraits SFE obtenus sera réalis¢ par une analyse en
chromatographie supercritique, développée et optimisée sur phase stationnaire polaire,
couplée a une détection UV afin de déterminer 1’efficacité d’enrichissement de ces deux

techniques.

1I. Développement d’une méthode spécifique pour I’analyse des anthraquinones

L’extrait SFE non sélectif de graines de Kniphofia uvaria contient une large majorité de
composés lipidiques de types : acides gras, DAG et TAG. Comme ¢étudié précédemment au
chapitre 3, la proportion de composés anthraquinoniques dans 1’extrait est relativement faible.
Les anthraquinones ne sont pas sé€parées sur phase stationnaire non polaire (systeme de
colonnes Kinetex C18) et co-éluent avec les acides gras, en début de chromatogramme (partie
IV.2, Page 105) rendant alors impossible 1’analyse et la quantification des anthraquinones en
SFC-UV.

Par conséquent, le choix d’une phase stationnaire polaire a été privilégi¢ pour 1’étude de ces
composés cibles. On peut noter ici la versatilit¢ de la chromatographie supercritique, qui
permet de travailler indifféremment avec des phases stationnaires apolaires ou polaires, en
fonction des objectifs analytiques. Dans un premier temps, un premier criblage de plusieurs
colonnes avec différentes natures de phase stationnaire a donc été effectué afin de sélectionner

la colonne la plus adaptée a 1’étude de ces composés d’intéréts en SFC.

I1.1 Caractéristiques des colonnes criblées

Le criblage des colonnes a été¢ effectu¢ sur 17 colonnes choisies en fonction de leurs

classifications par rapport au spider diagramme (partie 11.2.2.1 (page 56)). Ces colonnes ont
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majoritairement été sélectionnées dans la zone polaire du diagramme, (zone NPLC et SFC) et
présentent des chimies de phase stationnaires différentes (seule la colonne: ACE 5 C4
posséde un groupement apolaire greffé). Le criblage de ces colonnes a été effectué a 1’aide de
10 % de co-solvant en méthanol en conditions isocratiques, La température d’analyse est fixée
a 25°C et la contre-pression est imposée a 150 bars. L’objectif de cette étude étant d’obtenir
une séparation des différentes anthraquinones de 1’huile de Kniphofia uvaria pour quantifier
ces analytes minoritaires et de séparer les deux composés clés (aloe emodine et rhéine) du
reste des lipides (majoritaires) présents dans 1’échantillon initialement. Les caractéristiques

des colonnes ¢étudiées pour ce couplage sont résumées dans le Tableau 4-I suivant :
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Tableau 4-1: Caractéristiques des colonnes SFC criblées pour la séparation des anthraquinones.

Nom de la colonne

Chimie de phase stationnaire

Fournisseur

Dimensions

Taille de particule

YMC polyamine II Polyamine liée a la silice YMC 250 x 4.6 mm 5 um
Discovery HS PEG Polyethylene glycol li¢ a la silice Supelco 250 x 4.6 mm 5 um
Luna Hilic Propanediol li¢ a la silice Phenomenex 250 x 4.6 mm 5 um
BEH - Xbridge amide Amide trifunctionel li¢ a la silice hybride Waters 250 x 4.6 mm 3.5 um
Viridis silica Silice Waters 250 x 4.6 mm 5 um
TSK-gel amide 80 Polyamide gel li¢ a la silice Tosoh 150 x 4.6 mm 3 um
Kinetex Hilic Silice core-shell Phenomenex 150 x 4.6 mm 2.6 um
Atlantis Hilic Silice Waters 250 x 4.6 mm 5 um
ACE CN-ES Cyanoalkyl ACE 250 x 4.6 mm 5 um
Nucleosil 100-5 NO;, p-nitrophenyl Macherey-Nagel 250 x 4.6 mm 5 um
Cosmosil Hilic 1,2,4-Triazole 1ié a la silice Nacalai Tesque 250 x 4.6 mm 5 pum
ACE 5 C4 Butyl li¢ a la silice Hichrom 250 x 4.6 mm 5 um
Ascentis express OHS 5-Hydroxyl lié a la silice core-shell Supelco 150 x 4.6 mm 2.7 um
Accucore HILIC Silice core-shell Thermo 150 x 4.6 mm 2.6 um
YMC pack PVA-SIL NP Poly(vinyl alcohol) 1ié a la silice YMC 250 x 4.6 mm 5 um
BEH-Xbridge Hilic Silice hybride organique/inorganique Waters 250 x 4.6 mm 5 um
Viridis SFC hybrid 2EP 2-Ethylpyridine lié a la silice Waters 250 x 4.6 mm 5 um

144




Chapitre 4

[1.2 Résultats : mise en place d’une méthode analytique SFC sur phase stationnaire polaire

11.2.1 Choix de la colonne SFC

Les colonnes étudiées pour ce criblage sont toutes de mémes dimensions (250 x 4.6 mm), a
I’exception de la colonne TSK-gel Amide 80 et des trois colonnes fused-core (Kinetex HILIC,
Ascentis Express OHS5 et Accucore HILIC) testées: elles sont plus courtes (150 mm).
La majorité des phases stationnaires testées ont des tailles de particules de 5 pum; a
I’exception des colonnes aux phases stationnaires partiellement poreuses (colonnes fused-
core : 2.6 et 2.7 um), les colonnes XBridge BEH-Amide (3.5 um) et TSK-gel amide 80 (3
um).

Parmi le set de colonnes choisi, deux colonnes ont une phase stationnaire de silice (Viridis
Silica and Atlantis HILIC). La colonne XBridge HILIC a une phase stationnaire hybride de
silice type organique/inorganique.

Deux colonnes ont un greffage du type alkyl-amide sur base de silice (TSK-gel Amide 80 et
XBridge BEH Amide). Toutefois, la nature exacte de ces greffons reste inconnue.
Quatre colonnes criblées présentent une phase stationnaire greffée avec des groupements
alcools : une phase stationnaire constituée d’un polymere poly(vinyl alcohol) qui recouvre la
silice (YMC-Pack PVA-Sil NP). La seconde colonne utilisée est une phase stationnaire de
type silice Diol (Luna Hilic), la troisieme colonne est une phase type silice greffée avec un
ligand poly(éthylene glycol) (Discovery HS PEG) et la dernic¢re colonne posséde une phase
stationnaire de silice greffée avec un groupement du type penta-hydroxyl (Ascentis Express
OHS).

De plus, une des colonnes sélectionnées présente un greffon particulier : groupement type 1H-
1,2,4-triazole (Cosmosil HILIC) et une autre présente une phase stationnaire greffée avec un
groupement nitrophényl (Nucleosil 100-5 NO2). La colonne intitulée ACE CN-ES se
caractérise par une phase stationnaire greffée avec un groupement du type cyanoalkyle, dont
la nature exacte du greffon reste encore indéterminée (probablement un ethyl-cyano). La
colonne YMC-Pack-Polyamine II est définie par une phase stationnaire greffée avec une
fonction amine de type (amine secondaire et tertiaire).

Toujours dans la liste des colonnes sélectionnées, une colonne retient I’attention car elle
présente la particularité d’étre utilisée exclusivement en SFC : la colonne Viridis BEH 2EP
constituée d’un greffon du type 2-Ethylpyridine.

Une autre colonne est composée d’une phase stationnaire de silice greffée avec un

groupement butyle (ACE 5 C4).
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Ainsi, 4 groupes de colonnes ont été distingués selon leurs profiles chromatographiques de

I’extrait non sélectif de Kniphofia uvaria (Figure 5-1) :

1) Les colonnes: YMC polyamine II, TSK-gel amide 80, XBridge BEH Amide et
Cosmosil HILIC

2) Les colonnes : Luna HILIC, Viridis silica, Atlantis HILIC, XBridge HILIC, Discovery
HS PEG, ACE CN-ES, Nucleosil 100-5 NO2

3) Les colonnes : Ascentis Express OHS, YMC pack PVA-SIL NP, Accucore HILIC,
Kinetex HILIC, Viridis BEH 2EP

4) La colonne : ACE-5-C4
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Figure 4-1 : Profils chromatographiques des 4 groupes de colonnes obtenus — Conditions
analytiques : Phase mobile de CO,/MeOH (90/10), T= 25°C, P,,«~=150 bars, Débit :
3mL/min, A = 210 nm (A) Premier groupe représenté par la colonne BEH-Xbridge
amide, (B) Deuxiéme groupe représenté par la colonne Luna Hilic, (C) Le troisi¢éme
groupe par la colonne Viridis 2-Ethylpyridine et (D) Le quatrieme groupe par la colonne
ACE-5-C4.

Le premier groupe de colonne (A) inclut deux phases amide (XBridge BEH Amide and TSK-
gel amide 80), une phase amine (YMC polyamine II) et une phase triazole (Cosmosil HILIC).
Le profil chromatographique partagé entre ces 4 colonnes se décrit en 3 massifs
chromatographiques : le premier massif (un pic) a 1.2 minute, le second massif (au moins

deux pics) éluant a 1.5 minute et le dernier massif (autour de 3.5 minutes) se composant de
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plusieurs pics chromatographiques aux intensités plus faibles en comparaison aux précédents
pics chromatographiques appartenant aux deux premiers massifs. Donc, pour ce groupe de
colonne ayant une phase stationnaire polaire, 1’¢lution des glycérides suit I’ordre suivant :
TAG, DAG, et acides gras. Les anthraquinones ¢luant plus ou moins avec les acides gras sont
comprises dans le dernier massif chromatographique.

Le second groupe de colonne (B) comprend les phases stationnaires de silice (Atlantis HILIC,
Viridis silica, XBridge HILIC), de phase de poly(ethylene glycol) (Discovery HS PEG), de
phase greffée avec des greffons type cyanoalkyle (ACE CN ES) et p-nitrophenyl phase
(Nucleosil 100-5 NO2). La phase diol (Luna HILIC) et la phase Ascentis espress OHS
(constituées par des groupements hydroxyles) sont également comprises dans ce groupe de
colonne. Le profil chromatographique de ce groupe montre des temps de rétention plus faible
notamment pour le dernier massif et des sélectivités différentes par rapport aux deux groupes
AetC.

Le troisiéme groupe de colonne (C) contient les deux colonnes fused-core (Accucore HILIC
et Kinetex HILIC), et les colonnes aux phases poly(vinyl alcohol) (YMC pack PVA-SIL NP)
et 2-Ethylpyridine (Viridis BEH 2EP). Ce groupe présente un profil intermédiaire par rapport
aux deux premiers groupes SA et B).

Le dernier groupe (D) n’est constitué que d’une colonne, une phase stationnaire butyl (ACE 5
C4). Pour cette colonne non polaire, la séparation chromatographique moins importante par
rapport aux 3 premiers groupes, puisqu’on ne distingue pas le troisieme massif contenant les
composés bioactifs.

Au final, nous avons donc sélectionné trois colonnes, représentatives des trois premiers
groupes. Ces trois colonnes, présentent des profils chromatographiques assez voisins, car elles
sont toutes de nature polaire, mais avec quand méme quelques différences qui nécessitent une
optimisation supplémentaire pour comparer leurs performances dans le cas qui nous intéresse,
a savoir une séparation des anthraquinones entre elles et des autres familles de 1’extrait
étudiés. Les 3 colonnes choisies sont : XBridge BEH Amide, Luna HILIC et Viridis BEH
2EP. Toutes de mémes dimensions, ces 3 colonnes difféerent par rapport a leurs tailles de
particules : 5 um pour les colonnes Luna HILIC ; Viridis BEH 2EP et 3.5 um pour la colonne
XBridge BEH Amide. Rappelons qu’une différence de taille de particules n’influe pas sur les
facteurs de séparation (sélectivité), mais sur le nombre de plateaux théoriques, c'est-a-dire la

finesse des pics.
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11.2.2 Optimisation finale de la méthode analytique

Les séparations chromatographiques des colonnes sélectionnées sont optimisées afin d’obtenir
des meilleures résolutions chromatographiques entre les différents massifs
chromatographiques et les différents pics chromatographiques. Pour cela, un gradient de
méthanol a été appliqué pour séparer les différents constituants du mélange sur les 3 phases
stationnaires testées. Ce gradient commence a 2 % de méthanol pour atteindre 30%. Le
pourcentage initial est trés réduit par rapport a 1’étape précédente de screening de colonne, car
la force ¢éluante du mélange CO,/méthanol (90/10) est trop importante pour arriver a une
discrimination des familles ou des composés du mélange. Puis, afin de faire éluer les
composés les plus retenus, le pourcentage de méthanol est augmenté. Finalement, par analogie
avec la chromatographie liquide—phase inverse, les gradients en chromatographie en phase
supercritique ont le méme roéle: 1’augmentation du solvant organique provoque
I’augmentation de force éluante. Les optimisations sont effectuées aux longueurs d’onde de
210 nm afin de détecter les glycérides, et 430 nm pour détecter les anthraquinones de maniere
plus sélective.et plus sensible. La Figure 5-2 ci-dessous montre la superposition des
chromatogrammes pour [’échantillon d’huile de Kniphofia uvaria avec les 3 colonnes
sélectionnées. La superposition des chromatogrammes enregistrés a 210 et 430 nm montre
que les colonnes XBridge BEH Amide (A) et Viridis BEH 2-Ethylpyridine (C) séparent les
composés d’intéréts (anthraquinones) du dernier massif des glycérides, tandis que la colonne
Luna HILIC(B) ne donne pas une séparation satisfaisante de ces familles moléculaires : les

anthraquinones co-¢luent en partie avec les glycérides.
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Figure 4-2 : Comparaison des trois chromatogrammes de ’extrait huileux de Kniphofia
uvaria (30 mg/mL) aux différentes longueurs d’ondes 210 nm (en bleu) et 430 nm (en
rouge) avec les 3 colonnes sélectionnées Viridis BEH 2EP (250 x 4.6 mm, 5 pm) (A),
Luna HILIC (250 x 4.6 mm, 5 pm) (B), XBridge BEH Amide (250 x 4.6 mm, 3.5 pm) (C)
— Conditions analytiques : Phase mobile A CO,, B: MeOH, gradient d’élution: 0-5 min :
2% B, 5-14 min : 2-30% B, 14-19 min : 30%B, 19-21 min : 30-2 % B a 3 mL/min, BPR :
150 bars, 25°C, Vinj : 1 pl 4 210 nm et Vinj : 20 pl 4 430 nm.

De plus, les résolutions des deux principaux pics des anthraquinones (aloe emodine et théine)

observés a 430 nm ont été calculées sur les trois colonnes sélectionnées (Tableau 4-11).

Tableau 4-11 : Valeurs des résolutions pour les deux principaux pics (aloe emodine et
rhéine) chromatographiques correspondant aux composés anthraquinoniques avec les 3
colonnes sélectionnées : Viridis BEH-2EP, Luna HILIC and XBridge BEH Amide a 430
nm en utilisant le gradient a 30% et les conditions analytiques résumés a la Figure 4-2.

AIO? Rhéine Alog Rhéine Alog Rhéine
emodine emodine emodine
Tr (min) 10.65 17.83 10.08 13.03 11.82 13.55
Résolution 15.5 6.3 4.1
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L’optimisation de la séparation avec les trois colonnes présélectionnées est poursuivie.
Différentes températures sont étudiées : 15, 25 et 35°C. Ainsi, a basse température (15°C), la
résolution entre les deux principaux pics chromatographiques des deux anthraquinones (aloe
emodine et rhéine) augmente et le temps d’analyse est réduit (densité du fluide plus élevée).

La température de 15°C est donc retenue.

Tableau 4-II1: Valeurs des résolutions pour les deux principaux pics
chromatographiques (aloe emodine et rhéine) correspondant aux composés
anthraquinoniques selon deux gradients atteignant au bout de 14 minutes 30% en
méthanol aux trois températures d’analyse : 15, 25 et 35 °C.

15°C 25°C 35°C
Viridis BEH-2EP 223 15.5 15.0
Résolution Xbridge Amide 53 4.1 3.9
(Aloe emodine-rhéine)
Luna HILIC 7.5 6.3 6.1
11.2.3 Identification par SFC-UV des composés quinoniques présents dans 1’extrait

SFE huileux des graines de Kniphofia uvaria

Apres I’optimisation de la méthode chromatographique, une identification plus exhaustive des
différents composés absorbants a 430 nm a été faite. Pour cela, I’analyse de plusieurs
standards quinoniques avec les 3 colonnes SFC a été faite. Le Tableau 4-IV présente les
différents standards de composés quinoniques injectés et leurs temps de rétention selon les 3
colonnes utilisées.

Les analyses effectu¢es des composés juglone et chrysophanol sur la colonne XBridge BEH
Amide ne sont pas sélectives. En effet, le temps de rétention pour ces deux composés est de
1.71 minute. Nous pouvons noter qu’avec la colonne Viridis BEH-2EP, ces deux composés
précédemment cités (juglone et chrysophanol) ont des temps de rétention tres proches : 2.01 et
2.03 min, ce qui complique 1’identification chromatographique. De plus, en comparant les
ordres d’¢lution des composés aloe emodine et emodine sont inversés avec la colonne
XBridge BEH Amide par rapport aux ordres d’élution obtenus avec les deux autres colonnes.
Enfin, la colonne XBridge BEH Amide ne donne aucune discrimination de deux composés
(juglone et chrysophanol) et ne permet pas de faire leurs identifications (temps de rétention

identiques). Cependant avec la colonne Luna HILIC et Viridis BEH 2EP, la discrimination
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des standards et des pics chromatographiques correspondants est possible. Toutefois, il faut
noter que les deux composés aloe emodine et emodine co-¢luent di au manque de sélectivité

entre ces deux composés lorsque I’on utilise la colonne Luna HILIC.

Bien que 1’ordre d’¢lution de deux composés (emodine et aloe emodine) soit inversé avec la
colonne XBridge BEH Amide, 1’¢lution des anthraquinones sur phase polaire est en accord
avec leurs polarités. En effet, les composés chrysophanol et physcion éluent dans un premier
temps suivi de 1’aloe emodine et rhéine. Ces deux derniers composés cités présentent un
groupement polaire supplémentaire (hydroxyle ou acide carboxylique), ce qui explique des
temps de rétention plus importants. La rhéine est le dernier composé a étre ¢lué car il possede
un groupement acide carboxylique: ce groupe interagit plus fortement avec les phases

stationnaires basiques.

En conclusion, les composés anthraquinones d’intéréts dans I’extrait huileux obtenus par SFE
a partir des graines de Kniphofia uvaria sont : chrysophanol (1), physcion (2), aloe emodine
(3) et rhéine (4). Les deux derniers composés sont les deux anthraquinones présentes en
proportion trés majoritaire dans I’extrait.

Notre premier choix qui s’était porté sur la colonne Viridis BEH 2EP est donc retenu pour
réaliser une analyse quantitative des anthraquinones méme si les composés juglone et
chrysophanol ne sont pas bien séparés. En effet, les deux composés ciblés (aloe emodine et
rhéine) présents en proportion majoritaire par rapport aux autres composés anthraquinones

sont bien séparés avec cette colonne chromatographique.
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Tableau 4-1V : Identification des anthraquinones dans ’extrait de Kniphofia uvaria.

Structure Nom trivial Tr Luna HILIC Tr Viridis BEH Tr BEH Xbridge Détecté dans
(min) 2EP (min) amide (min) I’extrait
A j:l Chrysophanol 1.66 2.03 1.71
Physcion 225 23 2.1
T
T Aloe emodine 9.28 9.71 10.53
S 1/ N
e : ® Emodine 9.46 10.73 10.05
\
900 Rhéine 10.78 14.30 11.58
ron
O Juglone 1.53 2.01 1.71
Plumbagine 1.46 1.52 1.55
Y
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11.2.4 Choix final et conclusion sur la mise en place d’'une méthode analytique SFC

sur phase stationnaire polaire

Finalement, nous sélectionnons donc la colonne Viridis BEH-2EP pour ses performances au

niveau de :

» La séparation chromatographique des anthraquinones entre elle et par rapport aux
glycérides ;

» La qualité de symétrie des pics chromatographiques des composés anthraquinones.

En résumé, le criblage de 17 colonnes a permis de sélectionner 3 colonnes
chromatographiques ayant des profils chromatographiques différents et donc des séparations
des anthraquinones et glycérides différentes. Ce criblage a permis d’identifier les composés
cibles (potentiellement bioactifs) dans 1’extrait huileux des graines de Kniphofia uvaria
obtenu par SFE. Ainsi, grace aux temps de rétention des composés cibles et les données
obtenues par SFC-HRMS (partie IV.2 (page 105)), la présence d’anthraquinones dans 1’huile
est confirmée. Le choix de la colonne Viridis BEH 2-Ethylpyridine et des conditions
optimales pour 1’analyse de ces composés cibles sont basés sur les « hautes » résolutions des
pics chromatographiques obtenus ainsi que sur le degré de séparation des familles :

anthraquinones vs. glycérides.

JIIR La réaction de saponification : application de 1’hydrolyse basique pour

PI’enrichissement d’actifs dans des matiéres lipidiques

Les lipides sont un large groupe regroupant de nombreuses familles moléculaires. Comme vu
précédemment (I1.2 — Page 11), les lipides peuvent se classer en différentes en différentes
catégories représentatives des différentes familles moléculaires. Toutefois, il est possible de
regrouper les lipides selon une autre classification : les lipides saponifiables (solubles dans

I’eau) et les lipides insaponifiables (insolubles dans I’eau).
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l Huile végétale ]

Partie

Partie

insaponifiable

saponifiable

Lipides Lipides a plusieurs
simples constituants

—>| Phospholipides
| Aminolipides

Acide gras

Glycérides

Figure 4-3: Classification des lipides selon leurs caracteéres saponifiables ou
insaponifiables.

III.1 Définition de la réaction de saponification

La saponification est une réaction chimique qui consiste a hydrolyser, sous I’effet d’une base

forte, un ester en un alcool et un ion carboxylate.

(0]
rRi—4{ o
A HO ; Na' 7 +
/o + ; —— R1—\ ; Na + R,—OH
R, o
Ester lon hydroxyle (base) lon carboxylate Alcool

Figure 4-4 : Réaction de saponification d’un ester par une base.

Il est possible de réaliser la saponification a froid, a une température entre 50 et 60°C mais la
réaction est lente (voire plusieurs semaines). La saponification dite a chaud, ou les lipides sont
chauffés a une température pouvant excéder 120 °C, permet d’obtenir des temps de réaction
de quelques heures.

Toutefois, la réaction de saponification a chaud s’avére problématique pour les composés
thermosensibles alors que la réaction de saponification a froid n’est pas envisageable a

réaliser dans le cadre d’un laboratoire.
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[II.2  Procédure de la réaction de saponification

Pour récupérer et isoler les composés anthraquinoniques d’intéréts de la fraction des corps
gras, la réaction de saponification a donc été réalisée. Ainsi, les composés majoritaires de

I’huile (TAG, DAG et acides gras) ont ét¢ saponifiés et transformés en glycérine.

La réaction de saponification a donc été effectué¢ sur un temps de 6 h et a 90°C dans un bain
d’huile. La base utilisée est de la potasse (KOH) a 2 M. L’agitation magnétique a 1’aide d’un
barreau aimanté a été fixée a 700 rpm. Les proportions utilisées sont ’utilisation de 0.2 mL
d’extrait huileux de Kniphofia uvaria dilué dans 10 mL d’heptane. L’huile a ensuite ét¢ mise
en contact avec 10 mL de KOH a 2M. La Figure 4-5 montre le montage expérimental utilisé

pour effectuer cette réaction de saponification.

Réfrigérant a boules

Ballon de 50 mL

Plaque chauffante et agitante

Elévateur

Figure 4-5: Représentation schématique du montage mis en place pour effectuer la
réaction de saponification.

Apres arrét de la réaction, les deux phases sont séparées a 1’aide d’une ampoule a décanter. Le
pH des fractions est réajusté a la valeur de 7 a I’aide d’acide chlorhydrique. Les fractions sont
ensuite séchées sous azote. Les phases obtenues sont ensuite re-dissoutes dans un mélange
méthanol/dichlorométhane (50/50) (v/v) aux concentrations de 30 mg/mL. La fraction des
corps gras (TAG, DAG et acides gras) est analysée en SFC a 210 nm 1’aide d’un systéme 3
colonnes Kinetex C18 avec 10% de méthanol dans la phase mobile. La fraction contenant les
composés anthraquinoniques est injectée aussi en SFC usant de la méthode développée sur

phase stationnaire polaire (Viridis BEH 2-EP) a 430 nm.
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[1I.3  Résultats : obtention d’une huile végétale saponifiée

Lors de I’expérience, nous avons constaté que la solution initialement colorée en orange
évoluait vers des teintes plus rosées. De ce fait, aprés saponification, nous avons récupéré
deux phases : une phase organique (incolore) et une phase aqueuse (rose). Nous avons donc
injecté chacune de solution en SFC : La phase organique contenant les lipides est analysée a

210 nm et la fraction aqueuse colorée est analysée a 430 nm.

1000 ( A)

900
800
700
600
500
400
300
200

100 A
0 Ana A 14

(B)

o & B N o N
L L L L | )

Intensité (mV)
Intensité (mV)

10 -

12 -

T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25

Temps (min) Temps (min)

1000 + (C) 30 4 (D)

900 - 25 |
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 - 5
100 - -10

20 +
15
10

Intensité (mv)
Intensité (mV)

T T T T )
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Temps (min) Temps (min)

Figure 4-6 : Chromatogrammes obtenu en SFC-UV de I'huile de Kniphofia uvaria
saponifiée a 30 000 ppm (A) Phase organique a 210 nm et (B) Phase organique a 430 nm
(C) Phase aqueuse a 210 nm (D) Phase aqueuse a 430 nm— Conditions analytiques : 3
colonnes Kinetex C18 (125 x 4.6 mm ; 2.7 pm), CO,/MeOH (90/10) (v/v) a 1.5 mL/min,
BPR : 100 bars, 17 °C, Vinj : 1 pl pour les analyses (A) et (C) et 1 colonne Viridis BEH-
2EP (250 x 4.6 mm ; 5 pm), CO,/MeOH, mode d’élution : gradient de méthanol : 0-5
min : 2% B, 5-14 min : 2-30% B, 14-19 min : 30%B, 19-21 min : 30-2 % B a 3 mL/min,
BPR : 150 bars, 15°C, Vinj : 20 pl a 430 nm pour les analyses (B) et (D).

A 210 nm (Figure 4-6 A et C), nous avons injecté les deux phases (organique et aqueuse) et

nous observons pour :

» La phase organique (chromatogramme A) : les pics chromatographiques correspondants
aux TAG (entre 15 et 25 minutes), DAG ont diminué en intensité ce qui laisse présager
que la réaction de saponification a fonctionné. Les pics correspondants auparavant aux

acides gras ont disparu.
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» La phase aqueuse (chromatogramme C) : un massif chromatographique apparait en début
de chromatogramme qui correspondrait aux acides gras. Il n’est pas surprenant de
retrouver les acides gras dans la fraction aqueuse. En effet, ayant un groupement
carboxylique en bout de chaine, ces composés présentent une affinité avec les solvants

polaires comme 1’eau. Aucune trace de TAG/DAG n’est retrouvée dans cette fraction.

A 430 nm (Figure 4-6 B et D), nous avons injecté les deux phases (organique et aqueuse) et

nous observons pour :

» La phase organique (chromatogramme B): aucun composé¢ n’est détecté: la phase
organique est d’ailleurs incolore. Les composés d’intéréts (anthraquinones) ne sont donc

pas présents dans la phase organique lors de la saponification (heptane).

» La phase aqueuse (chromatogramme D): a la concentration de 30 mg/mL, nous
observons la présence de deux pics chromatographiques (t; = 9.70 et 13.85 minutes). En
comparaison aux temps de rétention des standards de 1’aloe emodine et de la rhéine, nous
notons que la correspondance de ces temps de 1’aloe emodine entre standard et
¢chantillon. Par contre, le temps de rétention du standard de la rhéine ne correspond pas
au temps de rétention du second pic chromatographique. De ce fait, la rhéine, initialement
présente dans I’extrait huileux des graines de Kniphofia uvaria obtenu par SFE en CO,
pur, a ¢ét¢ modifiée chimiquement lors de la réaction de saponification : il est ainsi
possible que la déprotonation de I’hydrogene de la fonction acide carboxylique ait été
réalisée et que la rhéine ait formé un sel avec I’ion K" : ce qui équivaudrait a la réaction

de Borntraeger (cf. partie I11.3.2 — page 33).

En conclusion, dans le cadre de I’enrichissement en composés « anthraquinones » dans
I’extrait final, la réaction de saponification n’est pas retenue puisqu’elle dégrade
chimiquement I’un des composés cibles de cette étude : la rhéine et ne peut conduire a générer
un échantillon enrichi en composés bioactifs d’intérét. Par ailleurs, la récupération des
composés d’intérét dans la fraction aqueuse n’est pas favorable a une reconcentration
ultérieure. D’autres méthodes devront donc étre mises en place pour effectuer

I’enrichissement en anthraquinones dans 1’extrait final de Kniphofia uvaria.
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IV. La chromatographie liquide-liquide : application du fractionnement CPC

pour Ienrichissement d’actifs dans des matiéres lipidiques

IV.1 Principe et fonctionnement de la Chromatographie Liquide-Liquide (CLL)

Le mécanisme de séparation de la CLL est basé sur le partage des solutés entre la phase
mobile et la phase stationnaires liquide, qui forment un systéme biphasique. La phase mobile
traverse la phase stationnaire et entraine plus ou moins vite les composés retenus par la phase
stationnaire. La séparation et I’isolation des molécules sont donc basées sur le coefficient de
partage entre les deux phases immiscibles [196].

Lorsque I’appareil est mis en route, la colonne de la CLL, est mise en rotation : les forces
centrifuges créées permettent alors le maintien de la phase stationnaire liquide dans la colonne
de la CLL. Apres avoir rempli en totalité I’espace vide de la colonne de la CLL avec la phase
stationnaire, la phase mobile liquide est pompée a 1’aide d’une pompe type HPLC au travers
de la phase stationnaire. La phase mobile déplace alors une partie de la phase stationnaire, qui
est ¢liminée de la colonne, en établissant un équilibre chromatographique au sein de la
colonne CCC. La quantité de phase stationnaire déplacée dans la colonne correspond a la
quantité de phase mobile liquide introduite. Lorsque le volume déplacé de phase stationnaire a
fait place a la phase mobile dans la colonne de la CLL, I’équilibre est atteint et le systéme est
prét a fonctionner. Apres injection des analytes a 1’aide d’une vanne d’injection classique type
HPLC (dont la boucle d’injection est de 1’ordre de plusieurs millilitres), les solutés sont
séparés par leur coefficient de partage liquide/liquide Kp (ou aussi appelé coefficient de

distribution) [196]. Le coefficient de partage liquide/liquide est défini par la formule suivante :

Kd = [C]stationnaire
- [Clorganique

Avec [C]: Concentration du soluté

Le coefficient de partage liquide/liquide (Kp) des solutés est donc seul responsable de
I’¢lution différentielle des solutés en CLL. Les solutés ¢luent en fonction de leur coefficient
de partage [196] et la séparation CLL est possible lorsque les Kp des solutés d‘intéréts sont
différents. De plus, d’apres la formule ci-dessus, un composé possédant un Kp proche de la

valeur de 1 ; il éluera dans un volume de colonne (Vc¢). Toutefois, si le Kp est :

» Kp> 1, le composé sortira apres le volume de colonne, car il a une plus forte affinité avec

la phase stationnaire ;
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» Kp<1, le composé sortira avant le volume de colonne, car il a une plus forte affinité avec

la phase mobile.

Ainsi, le volume de rétention (Vr) d’un composé dans la colonne CLL est fonction du volume

de phase mobile (Vm), du volume de phase stationnaire (Vs) et de son coefficient de partage:
Vr=Vm+Kp Vs

Pour déterminer le volume de phase mobile (Vm) contenue dans la colonne, il est nécessaire
de mesurer la quantité¢ de phase stationnaire liquide déplacée et récupérée dans une éprouvette
graduette en sortie de colonne CLL. Le volume de phase stationnaire (Vs) restant dans la
colonne est calculée en utilisant le volume de la colonne CLL (Vc) et le volume de phase

mobile présent dans la colonne : Ve = Vs + Vm.

En CLL, il est possible d’inverser le sens du pompage. En effet, une vanne de commutation de
modes (mode ascendant et mode descendant) est installée dans 1’appareil. Cette vanne permet
de choisir le role de chaque phase mise en jeu. Ainsi, il suffit de basculer cette vanne pour
permuter le réle des phases liquides, et cela a tout moment de 1’expérience en CLL. De ce fait,
la phase qui jouait initialement le role de phase mobile, peut devenir grace au basculement de
cette vanne, la phase stationnaire du systéme et vice et versa : on parle alors de mode Dual.

Nous avons donc deux modes (Figure 4-7) qui sont :

» En mode descendant : Lorsque la phase stationnaire est la moins dense, la phase mobile
est pompée a travers la colonne dans le sens du champ de force centrifuge.

» En mode ascendant : Lorsque la phase stationnaire est la plus dense, la phase mobile est

pompée a travers la colonne a contre sens du champ de force centrifuge.

K

Phase Phase

legere légére

mobile — stationnaire

F. centrifuge ‘

Phase Phase

lourde lourde
stationnaire : mobile

Mode ascendant Mode descendant

Figure 4-7 : Schéma des modes ascendant et descendant en CPC [197].
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.11 Avantages et inconvénients a [ 'utilisation de la CLL

Les avantages avec I’utilisation d’un systéeme CLL sont résumés en principaux points :

» La capacité de charge ;
» La récupération de 1’échantillon dans son intégralité en fin d’analyse ;

» Préservation des solutés injectés.

La capacité de charge d’un échantillon excede celle injectée en HPLC. En CLL, les solutés
ont acceés au volume de la phase stationnaire liquide, important en comparaison aux autres
méthodes chromatographiques, qui elles, utilisent une phase stationnaire solide rapidement
saturée. Ensuite, en CLL, aucune adsorption n’est irréversible. De ce fait, méme si les solutés
ont une forte affinité avec la phase stationnaire liquide, il suffit d’inverser le role des deux
phases liquides en inversant le mode CLL afin que : la phase mobile devienne la phase

stationnaire et vice et versa.

Le principal point de développement en CLL est le manque d’efficacité chromatographique
(de I’ordre de quelques centaines de plateaux théoriques) ce qui explique 1’obtention de
résolutions chromatographiques relativement faibles en comparaison aux autres méthodes
chromatographiques, qui peuvent développer plusieurs dizaines de milliers de plateaux
théoriques. Un autre point a noter pour la CLL est la difficulté & maintenir la phase
stationnaire a ’intérieur de la colonne ce qui impose [’utilisation de force centrifuge [196].
Enfin, le dernier point est le travail demandé dans la mise au point de méthode de séparation :

le travail est fastidieux.

.12 Elution en CLL : choix d’un systéme biphasique

Le choix du couple phase stationnaire liquide/phase mobile liquide est au cceur de la
séparation CLL. En CLL, tous les systemes biphasiques de solvants sont susceptibles d’étre
employés a condition que la phase stationnaire soit correctement maintenue au sein de la
colonne. Néanmoins, pour aider au choix des systémes binaires, des gammes de solvant ont
¢été définies qui combinent 2 a 5 solvants ce qui permet de séparer un large panel de molécules
aux polarités différentes. Ainsi, on peut citer comme principales gammes de solvants

[197,198]:

» Le systéme Arizona est constitué d’un mélange Heptane/Acétate d’éthyle/Méthanol/Eau.

Ce systeme propose 23 combinaisons de ces solvants en différentes proportions ;
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» Le systtme HEMWat offre 16 combinaisons de mélange Heptane /Acétate
d’éthyle/Méthanol/Eau en différentes proportions ;

» Le systeme développé par Oka et al. composé de mélange Heptane /Acétate
d‘Ethyle/Butanol/Méthanol/Eau. Le systéme se caractérise en 16 systemes différents ;

» Le systéme issu du travail de Yoichiro Ito associant les solvants de methyl tert-butyl ether
(MTBE) / n-Butanol / Acetonitrile / Eau. Le systétme se définit en 6 différentes
combinaisons ;

» La gamme intitulée ChMWat qui consiste aux mélanges de Chloroforme/Methanol/eau ;

» La gamme utilisant de I’acétone : Heptane/ Toluéne/ Acétone/ Eau.

Lorsque la séparation chromatographique concerne des molécules d’intérét ionisables avec
des propriétés basiques ou acides comme les peptides, il est possible d’ajouter dans la phase
stationnaire et la phase mobile, des especes chimiques échangeuses d’ions qui vont interagir
avec les analytes permettant ainsi leur séparation par ordre d’acidité croissante [196].
D’autres systémes basés sur la séparation des analytes selon leur association avec un

complexant introduit dans la phase stationnaire ont également été réalisés [199].

IV.2  Svynthése bibliographique de méthode de fractionnement par CLL de matrices

lipidiques
Le fractionnement d’huiles végétales par CLL a été peu décrit dans la littérature scientifique.

Le fractionnement d’huile par CLL présente donc également un intérét méthodologique sur

lequel se pencher.

Le Tableau 4-V résume les différentes méthodes CLL appliquées au fractionnement d’huile
végétale, ainsi que les composés ciblés. Ce type de fractionnement est majoritairement

employ¢é en mode ascendant (phase normale).
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Tableau 4-V : Résumé des études pour la séparation de composés lipidiques issus
d’huiles végétales par CLL.

1}1{?:{;:: M(c)ille);:sles Systéme biphasique Injection
390 mg dans SmL [200]
Huile de riz | Triterpénes Igf Z/;A(SE) (hexane/ACN) A
(1/1) (v/v)
Huile de ~100 mg dans 10 mL [201]
colza, lin et | Phytostérols Hex/MeOH/H,0+1% (4.6 mL hexane + 3.2 A
L7 AgNO; mL MeOH + 130 puL
olive
eau)
) . Hept/ACN/ [202]
outle de gj;:r dacide | o COOH/MeOH | nd A
(4/5/1/1) (v/v/Iviv)
Huile de Pesticides Hex/ACN 1 g dans 10 mL DA [203]
soja et mais (1/1) (v/v) d’hexane 2)D
Huile de Ester d’acide | Hex/ACN nd D [204]
Bourrache | gras (1/1) (v/v) )
Huile de blé Ligide. Hept /MeOH 100 a 300 g/L dans la A [205]
phénolique phase mobile

Hex, Hexane ; Hept, Heptane ; ACN, Acétonitrile ; MeOH, Méthanol ; H,O, eau ; AgNOs,
Nitrate d’argent ; CH;COOH, Acide acétique ; A, Mode ascendant ; D, Mode descandant.

IV.3 Description du matériel utilisé : enrichissement sélectif par CPC

Le systtme CPC que nous avons utilis¢ pour effectuer 1’enrichissement en composés
d’intéréts est constitué de plusieurs éléments communs et provenant de systéme de
chromatographie liquide (le syst¢eme de pompage, la vanne d’injection, les détecteurs UV-vis
et DEDL) et d’éléments propres a la CPC (le systéme de CPC et la vanne split (Vanne VSF)
en sortie de colonne CPC qui permet de prélever un volume constant de 1‘effluent CPC a des
intervalles de temps trés court). Ce split introduit par la vanne VSF (SEDEX Variable Flow
Splitter (VFS) - SEDERE) permet donc de transférer la majeure partie de 1’effluant vers le
systeme de collecte manuel ; la partie mineure de ce split est alors envoyée vers les systemes
de détection UV-vis et DEDL. Une seconde pompe HPLC connectée a la vanne VSF aide au
transfert de D’effluant vers les détecteurs (modele Spectroflow 783, Kontron) et DEDL
(modele SEDEX 55, Sedere) en apportant un solvant supplémentaire. En effet, ce détecteur
DEDL est destructif (ce qui ne nous permet pas de récupérer 1’échantillon en fin d’analyse), il
est nécessaire de diviser I’effluent avant qu’il n’entre dans le DEDL. Ainsi, lorsque I’effluent
sort de la colonne CPC, la vanne VSF est programmée pour que 300 nL de flux soit
directement transféré vers les détecteurs UV-vis et DEDL, et cela toutes les 0.9 secondes.

L’effluent qui se dirige vers les systémes de détection est complété avec un solvant
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supplémentaire composé d’éthanol délivré a un débit de 0.3 mL/min par la pompe. Le solvant

¢thanol a été choisi car il permet de solubiliser la totalité de I’huile de Kniphofia uvaria.

Lappareil utilis€¢ au cours de cette thése est un appareil semi-préparatif Fast CPC (FCPC)
fourni par Kromaton (Annonay, France) équipé d‘une colonne de 50 mL en inox. La Figure

4-8 montre le syst¢tme employé au cours de cette étude.

Détection DEDL

Systéme CPC
Pompe HPLC Détection UV-vis - — —
' a o
Solvants I Iﬂ Cw’ a >
— o —
Pompe HPLC 4

e ® 4

Traitementdu signal

Collection de fractions

Figure 4-8: Schéma du systeme d’enrichissement par CPC utilisé au laboratoire.

La colonne utilisée est constituée de 1320 cellules de partage et sont connectées entre elles a
I’aide de fins capillaires. D’une colonne a une autre, le nombre de cellule est constant afin de

faciliter le scale-up.

Tableau 4-VI : Tableau : Récapitulatif des principales caractéristiques du syst¢éme CPC
utilisé dans cette étude.

Capacité volumique de la colonne 50 mL

Gamme de débit utilisable 1 - 10 mL/min

Gamme de masse injectable de I’échantillon 10 - 1000 mg

Gamme de volume injectable de I’échantillon 0-1.5

Pression maximale 80 bars

Vitesse de rotation maximale 3 000 rpm
-Rotor en acier et PTFE

Matériaux -J’ oints o en Téﬂon' pour la
séparation des disques de
partition

Nombre de cellules 1320

Axe des cellules Incling (cellule en Z)

Volume des cellules 0.1 mL

163



Chapitre 4

Les phases stationnaires et mobiles liquides sont pompées et introduites dans la colonne CPC
de 50 mL a I’aide de la pompe HPLC 1100 Infinity (Agilent Technologies). L’injection de
I’échantillon sous forme liquide est effectuée a 1’aide d’une vanne d’injection (Rhéodyne) a 6
ports sur laquelle est installée une boucle d’injection de 10 mL. L’enrichissement sélectif en
anthraquinone a partir d’un extrait huileux obtenu en SFE avec du CO; pur a nécessité un
développement et une optimisation au niveau de la méthode d’injection et de la quantité
injectée. Les systemes biphasiques (phase mobile/phase stationnaire) ont été définis a 1‘aide

du systéme Arizona en testant individuellement chaque combinaison de solvant.

Les fractions sont collectées manuellement. Des flacons de 25 mL sont utilisés pour récupérer
les fractions. Chaque fraction récupérée avoisine les 20 mL. Les fractions issues de la
séparation par CPC sont appelées « fractions d’élution ». En fin de fractionnement, les
différents constituants restés dans la phase stationnairesont collectées sous forme de fractions

et appelées « fractions d’extrusions ».

V4 Résultats : Obtention de méthodes de fractionnement CPC pour

I’enrichissement en composés anthraquinoniques

Comme déja expliqué, D’extrait SFE des graines de Kniphofia uvaria utilisé est un extrait dit
«non sélectif ». En effet, cet extrait huileux contient principalement des lipides (TAG), tres
majoritaires en comparaison aux anthraquinones. Pour une utilisation cosmétique, il est
intéressant d’obtenir des échantillons aux concentrations de composés potentiellement
bioactifs les plus importantes possibles. De ce fait, un fractionnement de ces composés par la
technique CPC peut répondre a ce besoin d’enrichissement pour 1’obtention d’extraits

simplifiés dont la teneur est controlée.

Pour cela, deux méthodes ont été successivement développées pour séparer les composés

minoritaires, les anthraquinones, des composés majoritaires.

V4.1 Optimisation des conditions de séparation : choix du systéeme biphasique

1V.4.1.1 Procédure LLE pour la détermination du systeme biphasique

La détermination des systémes biphasiques a été effectuée a partir de la gamme Arizona. La
gamme contient 23 systemes de compositions de solvants (de : A a Z, a I’exception des lettre
E, I et O). Ces systemes sont composés de différentes proportions de 4 solvants aux polarités

distinctes deux a deux (Eau, méthanol, acétate d’éthyle et heptane). Chaque systéme de

164



Chapitre 4

solvants est décrit par une phase aqueuse polaire (eau/méthanol) qui représente 50% du
volume du systéme, les autres 50% étant la une phase organique apolaire (acétate d’éthyle et

heptane).

Dans chaque phase (aqueuse et organique), les proportions de solvants varient simultanément,
de 5 a 100%, couvrant ainsi une large gamme de polarité pour le fractionnement de diverses
familles moléculaires. L’évolution des systémes (du systéme A au systeme Z) donne lieu a
I’augmentation de la proportion de méthanol par rapport a I’eau dans la phase aqueuse, tandis
que, dans la phase organique, la quantité d’heptane augmente en comparaison a la quantité
d’acétate d’éthyle. La polarité¢ des deux phases va donc en diminuant du systeme A vers le

systeme Z.

Le choix des systemes de fractionnement s’effectue a partir de différents essais. Ces essais
s’effectuent sous forme d’extraction liquide-liquide (LLE) sur un volume total de solvant de 2
mL (1 ml de phase aqueuse, 1 ml de phase organique) dans des tubes a essai de 4 mL.
L’échantillon huileux est prélevé a 1’aide d’une pipette en verre de 1 mL : un volume de 200
pL d’huile est prélevé. Les tubes a essai contenant le mélange de solvants et d’huile sont
vigoureusement agités a 1’aide d’un vortex entre 30 secondes et 1 minute. Le mélange est
ensuite laissé au repos dans I’attente d’un €équilibre (environ 20 minutes). Lorsque 1’équilibre
est atteint, un volume de 500 pL de la phase organique et de la phase aqueuse est prélevé et
placé dans un vial ambré de 2 mL. Le mélange de solvant est évaporé sous courant azote.
L’extrait est ensuite pes¢ et dissout dans un mélange de 500 pL de méthanol et
dichlorométhane (50/50) (v/v) pour effectuer une analyse par SFC. Le prélévement du volume

d’injection est effectu¢ a I’aide d’une seringue de 25 pL pour une injection manuelle en SFC.

L’analyse des TAG s’effectue a 1’aide de 3 colonnes C18 Kinetex (150 x 4.6 mm, 2.6 um)
(Phenomenex, Le Pecq, France) couplés a une détection UV a 210 nm. La phase mobile est
composée d’une phase mobile de CO,/méthanol (90/10) (v/v) dans les conditions isocratiques.
Le débit est fixé a 1.6 mL/min et le régulateur de pression a 100 bars. La température de
I’analyse est de 9°C.L’analyse des anthraquinones est effectuée a 1’aide de la méthode SFC
développée dans la partie II (page 142). Le volume d’injection est de 20 pL et la longueur

d’onde de détection des anthraquinones est de 430 nm. Le coefficient de partage des
composés (Kp) est défini comme le ratio entre les aires :  Aire composé dans la phase organique / Aire

composé dans la phase aqueuse: Comme les volumes des deux phases sont identiques, le rapport de

concentration est directement proportionnel au rapport des aires des pics chromatographiques.
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1V.4.1.2  Sélection du systeme biphasique pour le fractionnement des triglycérides de

["huile de Kniphofia uvaria

Pour déterminer le systéme Arizona le plus adapté pour fractionner les TAG, les composés
majoritaires, de I’huile de Kniphofia uvaria, nous avons dans un premier temps sélectionné 5
systémes Arizona comprenant les mélanges T, V, X, Y et Z dont les proportions en solvants
méthanol et heptane sont les plus importantes. Les compositions en solvants sont représentées
dans le Tableau 4-VII. Cette sélection a été faite par rapport au caractére hydrophobe des
TAG, ces 5 systémes apparaissant comme les plus appropriés pour le fractionnement des

TAG du reste de I’huile de Kniphofia uvaria.

Tableau 4-VII: Proportion des différents solvants pour les différents systémes
biphasiques de la gamme Arizona (Des systémes A a Z).
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Les valeurs des Kp des TAG pour ces différents systémes ont été calculées comme il est
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expliqué dans la partie IV.4.1.1 (page 164). Le tableau suivant représente les différentes
valeurs de Kp obtenues pour le fractionnement des TAG du reste de 1’huile selon les systémes

biphasiques utilisés.

Tableau 4-VIII : Coefficient de partage des TAG, DAG et acides gras en fonction des
différents systémes biphasiques de la gamme Arizona.

Systéme Ko . Ko . Ko
Acides gras (L) Diglycérides (OL) Triglycérides (LLL)
Systeme T 12 30 26
Systeme V 6 12 70
Systéeme X 0.1 0.9 190
Systeme Y 0.1 0.5 55
Systéeme Z 0.09 0.4 18

D’apres le tableau ci-dessus, I’emploi du systéme X (heptane, acétate d’éthyle, méthanol et
eau, 9/1/9/1, v/v/v/v) apparait comme le plus adapté pour le fractionnement des TAG de
I’huile de Kniphofia uvaria. En effet, le systéme X associe une valeur de Kp des TAG la plus
¢levée tout en ayant des valeurs de Kp pour la famille des acides gras et DAG inférieures a 1
(donc élués par la phase mobile). Ainsi, en comparaison aux autres systémes, avec le systéme
X, les TAG ont I’affinité la plus forte avec la phase stationnaire et pourront étre isolés du reste

de 1’échantillon.

1V.4.1.3  Sélection du systeme biphasique pour le fractionnement des anthraquinones de

["huile de Kniphofia uvaria

Apres la détermination d’un systéme biphasique pour isoler les TAG des autres constituants
de I’échantillon huileux, une seconde méthode CPC a été développée pour le fractionnement
des deux anthraquinoniques (rhéine et aloe emodine) a partir de 1’extrait non sélectif obtenu
par SFE. Le choix du systéme biphasique pour le fractionnement des anthraquinones des
lipides a exigé d’investiguer de nouveaux systémes biphasiques appartenant a la gamme

Arizona.

Les deux anthraquinones : rhéine et aloe emodine ont des valeurs de log P comprises entre 3.4
et 4.6. Donc comparés aux TAG (Log P>20), ces composés anthraquinones sont plus polaires.
C’est pourquoi, nous avons sélectionné 7 systémes biphasiques dont la polarité est
intermédiaire aux autres systémes extremums de la gamme Arizona. Les systémes choisis

dans cette étude sont : K, L, M, N, P, Q et R. Ils contiennent une plus grande proportion d’eau

167



Chapitre 4

et d’acétate d’¢thyle par rapport aux systémes précédents testés pour le fractionnement des

TAG.

Lors des tests LLE, les systémes R et P n’ont pas été retenus pour cette étude. En effet, au
contact de I’huile de Kniphofia uvaria, une émulsion est apparue a l’interface des phases
organiques et aqueuses : une troisieme phase.

Les valeurs des coefficients de partage de différentes familles moléculaires (anthraquinones,
acides gras, DAG et TAG) ont été calculées dans le but de sélectionner le systeme le plus
adapté au fractionnement des anthraquinones du reste de 1’échantillon. Le Tableau 4-1X

représente les résultats obtenus.

Tableau 4-IX : Coefficient de partage des TAG, DAG, acides gras et anthraquinones en
fonction des différents systémes biphasique de la gamme Arizona.

Ko o Do N
Acides gras  Diglycéride Triglycéride
(LLL)

Systéme K 15.4 14 10.7 5.1 8.9
Systéme L 10.1 6.4 20.5 10 111
Systéme M 6.2 6.1 19.9 0 0
Systéme N 2.4 2.2 5.3 0 0
Systéme Q 0.9 0.7 2.5 30.7 31.5

Comme il est noté, il apparait que le systéme Q est le plus approprié pour 1’enrichissement des
anthraquinones. En effet, les valeurs de Kp pour les acides gras DAG et TAG sont supérieures
a 1, indiquant ainsi que la majeure partie de ces composés sera retenue par la phase organique.
A contrario, les composés aloe emodine et rhéine ont des valeurs de Kp inférieures a 1, ce qui

permettra d’extraire sélectivement ces compose€s par rapport aux autres constituants de 1’huile.

Des ¢études sur le fractionnement des anthraquinones par CPC a partir d’un extrait végétal a
déja été publié (cf. Chapitre 1 - partie I11.3.3 (page 36)). Les systémes utilisés alors présentent

des proportions similaires en solvants organiques et aqueux /84,85].

V4.2 Optimisation des conditions de séparation : mode d’injection

Le fractionnement de matrice lipidique par CPC peut entrainer des difficultés dans 1’atteinte
de I’équilibre entre les deux phases mises en jeu. En effet, a cause de la solubilité des huiles
végétales dans la phase organique, 1’injection d’un important volume d’huile peut saturer la

phase organique entrainant des perturbations dans 1’équilibre des phases ou encore, peut
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donner lieu a la formation d’une troisieme phase dans le systéme de solvants. De plus, en
injectant une importante quantité de matiére, il est aussi possible d’avoir un phénomene de
relargage de la phase stationnaire. Ce phénomeéne déja observé est appelé « flooding » et a

ainsi été reporté dans la littérature /205].

Deux types de modes d’injection existent en CPC et ils ont été testés avec 5 mL d’huile
végétale : un mode que 1’on appellera « standard » et un second mode nommé « sandwich ».
La Figure 4-9 illustre les représentations schématiques des deux modes testés. Cette
optimisation a été réalisée pour le fractionnement des TAG de I’huile végétale puis a été

transposée pour le fractionnement des anthraquinones.

Mode standard Mode sandwich Bl rhese mobile

[ e—— [] Phasestationnaire

Figure 4-9 : Représentation des deux modes d’injections testés pour le fractionnement
par CPC de I’huile végétale.

Le mode standard est défini comme D’introduction de I’échantillon aprés que les phases
organiques et aqueuses aient atteintes 1’équilibre. Cependant, et probablement di a la haute
viscosité de I’huile végétale introduite, la phase stationnaire initialement maintenue dans la
colonne grace aux forces centrifuges, a été €¢luée et relarguée au moment de I’introduction de
I’huile. Dans le second mode d’injection testé, appelé sandwich, D’introduction de
I’échantillon en téte de colonne de la colonne CPC qui est remplie uniquement avec de la
phase stationnaire. La phase mobile étant introduite dans la colonne aprés dépdt de

I’échantillon en téte de colonne.

Une premicre séparation est alors obtenue a 1’aide du mode sandwich tandis qu’avec le mode
«normal » aucune séparation n’est obtenue. Ainsi, grice au mode sandwich, il est possible
que la solubilisation de 1’échantillon dans la phase stationnaire soit facilitée ce qui permet de
minimiser le phénoméne de « flooding ». Avec le mode standard, 1’échantillon huileux agit
comme une interface « solubilisante » entre la phase stationnaire et la phase aqueuse. La
phase stationnaire n’est donc plus maintenue dans la colonne CPC : le relargage des deux
phases liquides apparait. Ainsi, les fractions de phase mobile collectées résultantes de
I’injection en mode sandwich donnent lieu a I’absence de TAG, hormis dans la fraction n°7

(Figure 5-10 A).
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Figure 4-10 : Chromatogrammes UV obtenus en SFC-UV de deux fractions d’élution
obtenues en CPC. La fraction d’élution n°7 avec perte de phase stationnaire (A) et la
fraction n°8 sans perte de phase stationnaire (B) — Conditions analytiques : 3 colonnes
Kinetex C18 (150 x 4.6mm, 2.7 pm), CO,/MeOH (90/ 10) a 1.6 mL/min, 17°C, BPR : 100
bars.

Dans cette fraction n°7 (Figure 4-10 A), la présence de TAG (initialement retenus dans la

phase stationnaire) a été signalée et obtenue apres I’¢lution de 100 mL de phase mobile.

Afin d’éviter ce phénoméene de relargage partiel, la quantité d’échantillon injectée a été
ramenée 1 mL. Ainsi, en diminuant la quantité de matiere injectée au sein du systeme CPC,

aucun phénomene de relargage de phase stationnaire n’a été détecté.

L’influence du facteur de dilution a été aussi été¢ investigu€. Toujours a I’aide de I’injection
« sandwich », nous avons injecté 1 mL d’huile diluée dans 4 mL de phase stationnaire (phase
organique), donc 5 mL au total. Apres fractionnement par CPC et analyse SFC, les résultats
chromatographiques montrent que le fractionnement CPC est identique avec -cette
concentration plus faible de 1’échantillon injecté, malgré le volume total de 5 ml. En effet,
aucun phénomene de relargage de phase stationnaire n’a été décelé car aucun pic

chromatographique correspondant aux TAG n’a été identifié¢ dans les fractions collectées.

Par conséquent, pour le fractionnement par CPC de matrices lipidiques, en plus de la
composition respective des phases, les facteurs clés a prendre en compte sont le mode

d’injection et la quantité de matieére injectée au sein du systéme, qui peuvent influer sur
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I’équilibre liquide-liquide dans la colonne CPC et entrainer des effets dramatiques dans la

séparation chromatographique s’ils ne sont pas pris en compte correctement.

Iv43 Application des conditions optimisées au__fractionnement sélectif des

anthraquinones

Apres avoir déterminé les facteurs clés (mode d’injection, volume et concentration) et le bon
systeme de solvants pour le fractionnement des anthraquinones a partir de 1’huile végétale de
Kniphofia uvaria, nous effectuons le fractionnement par CPC. Nous récupérons 12 fractions
d’¢élutions, numérotées de 1 a 12 ainsi que 9 fractions d’extrusions (distribuées de A a H) ont
¢été obtenues d’un volume de + 20 mL. Ces fractions d’¢lution et d’extrusion sont ensuite
séchées et dissoutes dans du méthanol/dichlorométhane et analysées en SFC-UV. Les

résultats obtenus sont présentés par la figure suivante :

100

%
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L 1]
2 70 )
= ¥ Aloe emodine
g 60
H H Rhéine
c 50
L1
2 B TAG
< 20

30 H DAG

20 B AG

| |
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1 2 3 45 6 7 8 91001112 A B C D E F G H
Numéro des fractions collectées

Figure 4-11 : Rendement de fractionnement CPC de I’aloe emodine et rhéine dans les
fractions d’élution et d’extrusion a I’aide du systéme de solvant Arizona : Q -
Conditions de fractionnement en CPC: 1 mL/min, mode descendant et injection de 1mL
d’huile brute — Conditions analytiques en SFC-UV : Fractions concentrées a 30 mg/mL,
colonne Viridis BEH 2EP (250 x 4.6 mm ; 5 pm), CO,/MeOH (A/B) (90/10) (v/v),
gradient d’élution : 0-5 min : 2% B, 5-14 min : 2-30% B , 14-19 min : 30% B, 19-21
min : 30-2 % B a 3 mL/min, BPR: 150 bars, Vinj : 20 pl, UV :430 nm.

Sur cette figure est représentée 1’aire normalisée des différents composés en fonction des
différentes fractions obtenues. Dans ce cas-ci, 1’aire normalisée est définie comme le
rendement de récupération pour les composés ciblés, c’est-a-dire le pourcentage de composé
récupéré dans la fraction «1i» par rapport a la totalité¢ injectée. Ainsi, sur cette figure, les

deux anthraquinones (aloe emodine et rhéine) sont totalement isolées des composés TAG et
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DAG. Seule la fraction des acides gras est encore en partie collectée avec la rhéine et I’aloe

emodine.

Par ailleurs, la rhéine montre un profil d’¢élution particulier avec le systéme Q. En effet, le
composé¢ rhéine élue dans les deux premicres fractions avec 1’aloe emodine et dans les
fractions d’¢lution de 5 a 7. La rhéine n’est alors pas détectée dans la troisiéme fraction : seule
I’aloe emodine est récupérée. Ce comportement est surprenant et pourrait étre expliqué par la
présence du groupement fonctionnel d’acide carboxylique de la rhéine, et son état
d’ionisation. Aucune donnée concernant 1’état d’ionisation de la rhéine dans le systéme
quaternaire de solvant: eau-méthanol-acétate d’éthyle-heptane n’a été trouvée. Par
conséquent, il est possible que la rhéine n’ait pas les mémes interactions moléculaires suivant
son état d’ionisation ce qui peut expliquer son profil d’¢lution. Des études de fractionnement
sur les anthraquinones par «pH-zone-refining» ou gradient de pH ont été réalisées par Tong et
Yang /206] avec la mise en ceuvre d’une phase stationnaire organique (MTBE+THF avec 10
mM TFA) et une phase aqueuse (10 mM de NaOH) pour isoler plusieurs composés dont la
rhéine. Yang et al. [88] utilisérent un systéme d’éther / eau basifiée ((1°
4.0% NaHCOs ; (2™ phase mobile) eau + 0.7% Na,COs et (3°™ phase mobile) eau + 0.2%

phase mobile) eau +

NaOH). Ainsi, pour isoler les composés cibles, 1’élution se fait par augmentation du pH

(changement de la phase mobile (de 1 a 3)).

V. L’extraction par fluide super/subcritique : application pour I’enrichissement

sélectif d’actifs dans des matiéres lipidiques

Nous avons montré que I’approche précédente consistant a fractionner par CPC un extrait
supercritique des graines de Kniphofia uvaria pouvait étre envisagée pour obtenir une fraction
enrichie en composés bioactifs, les anthraquinones. Toutefois, les différentes opérations mises
en ceuvre sont longues. Aussi, la question s’est posée de savoir s’il ne serait pas possible de
procéder a une extraction par fluide supercritique sélective, afin d’obtenir directement un

extrait enrichi en anthraquinones.

L’ensemble des avantages de la SFE font que depuis ces derniéres années le nombre de
citations concernant cette méthode d’extraction a fortement augmenté, jusqu’a doubler sur ces
10 dernieres années. De plus, pour chaque année depuis 2005, on s’apergoit que les huiles
représentent plus de la moiti€ du nombre de citations montrant bien 1’intérét de cette

technique dans ce domaine.
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Figure 4-12 : Graphique représentant le nombre de citations traitant de I’extraction
SFE sur les dix derniéres années (données Google scholar).

V.1Principe de I’extraction par fluide sub/supercritique (SFE)

Le pouvoir solvant modulable des fluides supercritiques est important lorsque 1’on souhaite
obtenir une sélectivité d’extraction. La modulation de la pression, la température, qui
modifient la densité du fluide, la nature et la proportion du co-solvant ajouté, qui induisent des
interactions supplémentaires, impactent la solubilit¢ des solutés dans le fluide
super/subcritique, donc leur transfert de masse, et éventuellement la sélectivité d’extraction.
En régle générale, 1’ajout de co-solvant est effectué pour extraire les molécules peu ou pas
solubles dans le CO, supercritique. En effet, le CO, supercritique solubilise et extrait les
molécules apolaires telles que les lipides au détriment des molécules plus polaires comme les
polyphénols. Ainsi, I’ajout de faible quantité de solvant polaire permet d’améliorer la

solubilité des molécules plus polaires dans le fluide [40].

Outre la non-toxicité et le faible colit du CO, déja évoqué précédemment, les autres
principaux avantages de la SFE sont ['utilisation de plus faibles températures évitant la
dégradation des composés thermolabiles ou 1I’emploi d’extraction dynamique qui permettent
de passer en continu le fluide extrayant dans la cellule d’extraction, maintenant ainsi le
gradient de concentration entre la matrice et le fluide a son maximum. Au final, le processus
SFE permet d’obtenir un extrait naturellement concentré, grace au retour du CO; a I’état
gazeux apres I’extraction, ne nécessitant pas ou peu d’étape de concentration post-extraction

[40].
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V.2Parameétres influencant 1’extraction SFE

Lorsque la méthode SFE est employée, plusieurs paramétres majeurs peuvent avoir une
importante influence sur le rendement d‘extraction et la qualité de ’extrait : la température, la
pression, la nature du co-solvant, la proportion de co-solvant, la nature de la matrice (porosité,
localisation du soluté (au cceur ou en surface), la taille des particules, le taux d’humidité), le

débit du solvant extraction et le temps d’extraction.
» Température et pression [40]:

Les fluides sub/supercritiques sont fortement dépendant des paramétres : température et
pression. En effet, la densité du fluide supercritique est sensible aux variations de ces deux

variables, amenant alors des modifications de solubilité.

Topal et al. montrérent que les parameétres de pression, température étaient des point cruciaux

a déterminer pour extraire de maniere sélective le lycopéne (400 bar, 375 K) [207].

Par ailleurs, en SFE, a température constante, la densité du fluide croit avec I’augmentation de
la pression. De ce fait, la quantit¢ de composés extraits en fonction du temps d’extraction
augmente. De manicre générale, une augmentation de pression permet une croissance
exponentielle du pouvoir solvant. Ainsi, Hamburger ef al. montrérent qu’une augmentation de
pression (de 300 a 689 bar) avec un fluide composé de 5 a 20 % d’éthanol permettait

d’accroitre le rendement d’extraction pour les trois matrices végétales étudiées [208].

A pression constante, lors d’une augmentation de température, deux effets s’opposent : a de
faibles pressions (pres de la pression critique), le pouvoir solvant diminue tandis qu’a de plus
hautes pressions, la solubilité continue a croitre avec I’augmentation de la température. Ce

comportement influengant sur la solubilité est appelé : « retrograde behavior ».

Leal et al. utiliserent la technologie SFE pour obtenir des extraits de basilique. Ils
remarquerent, qu’a température constante (323 K), une augmentation de pression (de 100 a

300 bar) entrainait ce phénoméne « retrograde behavior » [209].
» Co-solvant [40]:

Comme dit précédemment, le CO; a un caractére apolaire, ce qui représente un point limitant
dans I’utilisation de la technique d’extraction SFE. Bien que I’influence de la température et

de la pression permettent de modifier aussi sa constante dié¢lectrique (de 0 a 20 % d’éthanol
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dans le fluide, la constante dié¢lectrique varie de 1.37 a 3.89 a 100 bar et 313 K) [210] , le CO;
reste limité pour extraire les molécules plus polaires. Un co-solvant est donc ajouté en faible
proportion (5 & 15%) pour améliorer 1’extraction des composes dans le fluide extrayant. A ce

jour, deux mécanismes sont proposés pour comprendre ce phénoméne :

- L’ajout de co-solvant augmente la polarité¢ du fluide et améliore les interactions
solutés-co-solvant ;
- L’ajout de co-solvant entraine une augmentation du volume de la matrice

(gonflement) ce qui facilite le contact solvant-solutés.

Il possible d’utiliser différentes natures de co-solvant. Dans le cadre de I’extraction des
produits naturels, I’eau et I’éthanol sont favorisés. Néanmoins, I’emploi de I’eau en SFE

présente des inconvénients qui sont :

- La formation de glaces en sortie du régulateur de pression ;
- Lapossibilité¢ d’hydrolyser certains composés ;

- La faible miscibilité¢ de I’eau avec le CO; supercritique.

Par conséquent, I’eau est souvent rajoutée en mélange avec un autre solvant, qui lui est
miscible a 1’eau. Au final, I’éthanol est souvent privilégié comme co-solvant pour son

innocuité vis-a-vis de I’homme et de I’environnement.

En conclusion, les co- solvants sont utilisés pour augmenter la polarité de la phase extrayante

et donc la sélectivité d’extraction.
> Matrice [40]:

La nature de la matrice a une influence sur le rendement d’extraction et la sélectivité

d’extraction.

La taille des particules de la matrice mises en jeu est un facteur important car impliqué dans la
cinétique du transfert de masse et I’acces du fluide extrayant aux solutés a extraire. De
maniere générale, plus la taille des particules est petite et meilleures sont les efficacités

d’extraction.

Le teneur en humidité dans la matrice initiale est aussi a prendre en compte. Ainsi, selon les
travaux de Nagy et Simandi [211], une teneur en eau comprise entre 7 et 18 % n’influe pas de

maniere significative sur I’extraction de 1’huile de paprika (Capsicum annuum L). Par contre,
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au-dessus d’une teneur de 18% en eau, ’efficacité d’extraction diminue avec I’augmentation
en eau dans la matrice. Les auteurs présument qu’une augmentation de la teneur en eau lors de
I’extraction diminue la solubilité des composés dans le fluide induisant ainsi un effet négatif

sur ’extraction.
> Débit de solvent [40]:

Le débit de solvant est un choix important. Le débit choisit doit étre assez élevé pour fournir
une extraction efficace garantissant ainsi un temps de contact soluté-fluide assez élevé,
cecipermettant d’effectuer le plus grand nombre d’extraction sur un temps donné. Toutefois,
la valeur du débit de solvant doit étre optimisée afin d’éviter un surplus de consommation de

solvants.

V.3Principales applications industrielles de 1’extraction par SFE

D’une manicre générale, ’extraction SFE a trouvé une application dans la décaféination du
café par la société General Foods (Brevet US 4,996,317 - [212]) . Dans ce procédé, les grains
de café sont plongés dans de 1’eau permettant ainsi de les faire « gonfler » et d’extraire la
caféine. Une fois extraite, le CO, supercritique (P = 250 atm ; T = 200 F) est introduit dans
l'extracteur contenant les grains de café mouillés. La caféine diffuse alors vers le fluide ce qui
permet d’extraire et de retirer la caféine de la matrice. Les grains de café¢ décaféinés sont

ensuite retirés, séchés et torréfiés.

Les applications en cosmétique sont nombreuses. A [’absence de traces de solvants
organiques, les textures mémes des extraits obtenus (de thym, romarin, lavande, camomille...)
correspondent mieux aux exigences des formulations cosmétiques que les procédés dits «

conventionnels » [213].

Le CO, supercritique est souvent utilis¢ pour remplacer I'hexane dans l'industrie de 1'huile
d'olive. Les applications les plus courantes sont l'extraction des lipides totaux a partir de
grignons d'olive ou de composants lipidiques mineurs a partir de 1'huile d'olive. Par ailleurs, la
SFE est utilisé pour retirer les lipides des matrices céréali¢res telles que le blé, le riz, ou l'orge

permettant ainsi la production de céréales pauvres en lipides [123].

Depuis ces dernic¢res années, une importante demande concernant 1’utilisation des énergies
alternatives se fait ressentir. De ce fait, 1'utilisation d‘algues comme solution alternative aux

énergies fossiles a été envisagée. Pour cela, le CO, supercritique se présente alors comme un
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solvant de choix pour l'extraction d'huiles (biofuel) a partir de microalgues. Cette technologie
est utilisée par la société CleanAlgae qui produit ainsi d’autres principes actifs a partir
d'algues. Les rendements d'extraction en triglycérides (biohuiles) obtenus par SFE de

microalgues sont presque totaux [123,214].

La technologie d’extraction par fluide supercritique est aussi employée pour 1’extraction
de composés actifs a hautes valeurs ajoutées. Les méthodes conventionnelles comme
I’hydrodistillation ne permettent pas de contrdler la sélectivité de ces procédés d’extraction.
De ce fait, le développement de techniques alternatives comme 1’extraction SFE sont
privilégiés afin d’obtenir des principes actifs avec des sélectivités et des rendements
d’extraction accrues. Ainsi, des molécules antioxydantes qui sont présentes dans les fruits et
légumes comme les polyphénols, les tocophérols (vitamine E) ou encore les caroténoides
peuvent étre extraites sélectivement par du CO, supercritique. Les rendements d’extraction
varient d’un composé a I’autre, mais on peut noter par exemple que 1’extraction supercritique
pour le lycopéne a partir de tomate peut étre obtenue avec des rendements d’extraction de
I’ordre de 85 % lorsque 1’on utilise du CO, pur (et peut méme atteindre 100 % de rendement
en présence de co-solvant) [213]. Pour résumer, la SFE est reconnue comme méthode
écologique et efficace d’extraction des matieres solubles, et elle est donc naturellement

introduite et étudiée pour la séparation de composés actifs [40,123,214].

V.4 Synthése bibliographique de la technique SFE appliquée a 1’extraction des lipides

L’utilisation de I’extraction SFE est répandue pour 1’obtention d’extrait huileux. Le nombre
de publications ¢étant tres important, nous avons donc sélectionné des exemples de
publications se ciblant sur des composés lipidiques d’intéréts issus de graines végétales

(Tableau 4-X).

Comme il est représenté dans ce tableau, la majorité des publications sur 1’extraction SFE
reportent des températures de travail variant de 30 a 100°C et des pressions de travail variant
de 100 a 500 bars [215]. L’emploi de co-solvant favorise 1’extraction des composés polaires
comme les polyphénols [216] ou encore les phospholipides [217] , ce qui permet de maniére
générale d’augmenter le rendement d’extraction [218]: le nombre de composés étant
solubilis¢ a ’aide de CO, + co-solvant est plus important. Différents co-solvants peuvent étre
utilisé : éthanol [217], méthanol[218] ou encore 1’eau, des huiles végétales ou du

dichlorométhane [215]. Néanmoins, 1’éthanol reste majoritairement le plus utilisé.
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Tableau 4-X : Exemple d’extraction de la matiére lipide par SFE appliquées a des
graines végétales.

,Grzfnnes 100°C 8000 psi [219]
. L. oléagineuses (+ 550 bars)
Triglycérides Pépins de
pin 40-50°C 180-220 bars [220]
raisins
Graines de 42°C 300 bars 20% EtOH [217]
. tournesol
Phospholipides Graines de
70°C 620 bars 5 % EtOH [221]
colza
Graines de 40°C 200 bars [222]
Phytostérols pécher
Graine de coton 80°C 2000 a 6000 psi 10% MeOH ou [218]
et autres (130 a 410 bars) MTBE
Tocophérols Pépins de raisin 65°C 370 bars [223]
Pépins de raisin 80°C 250 bars [224]
Graines de
Acides gras et Bourrache et 40°C 300 bars [225]
dérivés d’Onagres
Graines de 80°C 517 bars 5% EtOH [226]
Vernonia
Composés 0
minoritaires : Pépins de raisin 40°C 300 bars 15 % MeOH ou [216]
. EtOH
Phénols
Composés . .
minoritaires : Graines de 50°C 4300 psi [227]
L. roucou (+ 300 bars)
caroténoides
Composés .
minoritaires : Graines de 32°C 125 bars [228]
. cumin
Terpenes
Composés .
minoritaires : Gralne:<, de 50°C 150 bars 0.3 L EtOH/kg [229]
. cumin de CO,
Quinones

V.5 Description du matériel utilisé : enrichissement sélectif par SFE

Le systeme d’extraction MV 10-ASFE utilisé dans le cadre de ce travail a été prété par la

société Waters. Ce systéme est adapté a une échelle laboratoire et présente la particularité

d’étre automatique.
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Figure 4-13 : Extracteur supercritique (MV10-ASFE) de la société Waters [230].

Ce systéme d’extraction constitué de plusieurs éléments principaux qui sont :

1. Un bac a solvant permettant le stockage jusqu’a 6 différents solvants utilisés en tant
que co-solvant ;

2. Une pompe CO, refroidie a 1’aide d’un liquide réfrigérant. Elle pompe le CO,
présent dans une bouteille a 1’état liquide. Le CO, peut étre délivré a un débit
compris entre 0.5 et 15 mL/min ;

3. Une pompe co-solvant qui peut atteindre un débit variant de 0.1 2 10 mL/min ;

4. Le four régule la température a +/-0.1 °C. Le constructeur Waters assure que la
variation de la valeur effective par rapport a la valeur exacte ne peut excéder +/-
0.5°C, ce qui permet de transposer plus aisément la méthode SFE. Le four du
systtme MV10-ASFE peut contenir jusqu’a 10 cellules d’extraction d’un volume de
5 mL. La sélection de la cellule d’extraction est assurée a 1’aide d’une vanne de
sélection de 10 ports.

5. En sortie de cellule d’extraction, une seconde vanne de sélection est installée pour
assurer la connexion cellule d’extraction et régulateur de pression. Un régulateur de
pression (Back Pressure Regulator, BPR) est placé apres cette cellule d’extraction
afin de maintenir I’état du fluide d’extraction. Il peut supporter des débits d’effluents
totaux (effluents d’extraction + solvant make-up) allant de 1 a 20 mL/min. Une
contre-pression maximale de 400 bars peut étre imposée si nécessaire.

6. La pompe de solvant make-up ajoutée en aval du régulateur de pression, supporte
uniquement les basses pressions (pression maximale autorisée 5 bars). Elle permet

d’éviter la précipitation des composés suite a la décompression du fluide apres le
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régulateur de pression. Une vanne de sélection de 12 ports est intégrée pour choisir le

flacon collecteur dont la capacité¢ volumique nominale est de 100 mL.

Dans notre étude, nous avons choisi de favoriser les solvants verts comme 1’éthanol et I’eau,
afin de continuer dans le concept de la chimie verte pour une future valorisation dans le

domaine cosmétique.

V.6Résultats : Obtention d’une extraction sélective en SFE pour ’enrichissement en

anthraquinones

V.6.1 Procédure pour [’optimisation de ['extraction SFE : une extraction sélective

Les graines de Kniphofia uvaria sont collectées par la sociét¢é LVMH-Recherche. Une fois
collectées, les graines sont broyées a I’aide d’un broyeur (Braun) pendant 30 secondes. La
cellule d’extraction SFE de 5 mL est remplie totalement (en complément de 1’échantillon)
avec du coton et du sable afin que 1’effluent n’emprunte pas un chemin préférentiel. La masse
de graines broyées de Kniphofia uvaria mise en jeu est de 0.5 g et issu du méme lot
d’échantillon pour les différentes expériences de 1’étude. La Figure 4-14 montre la disposition

de chaque ¢lément (sable, graines, coton) dans la cellule d’extraction.

Ecrou de fermeture de la

cellule + fritté /[ /)
/ ////

Graines broyées

Coton /////
sale 77777

Figure 4-14 : Représentation schématique du remplissage de la cellule d’extraction SFE
de S mL.

L’effet de différentes températures d’extraction (30, 60°C), de différentes contre-pression
(100 et 200 bars) et de I’ajout d’un co-solvant supplémentaire et de sa proportion (5 et 30%)
dans le fluide extrayant (éthanol et éthanol/Eau (80/20), (v/v)) sont étudiés. Le Tableau 4-XI

résume les différentes expériences réalisées pour cette étude.
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Tableau 4-XI : Conditions expérimentales des différentes extractions SFE testées.

Solvant Pourcentage volumique Température Pression
(vIv) (%) °O) (Bar)
30 0
COZ 100
60 100
200
30 0
95/5
100
60 200
CO,/EtOH 2
30 200
70/30
60 100
200
30 0
95/4/1
100
60 200
CO,/EtOH/H,0 o
30 200
70/24/6
60 100
200

Pour cette étude, nous maintenons la durée d’extraction a 1 heure. Le débit du solvant
d’extraction est imposé a 3 mL/min. Pour éviter les précipitations post-BPR, un solvant make-
up composé¢ d’éthanol est rajouté a un débit de 0.5 mL/min lorsque les extractions sont
effectuées avec du CO, pur ou a 5% de co-solvant. Pour des valeurs de co-solvant de 30%, la
quantité de liquide présent dans le fluide d’extraction suffit pour garantir I’acheminement des
composés dans les tubulures de transfert entre le régulateur de pression et les flacons de

collecte. L’extrait est collecté dans des flacons de 100 mL.

En fin d’extraction, I’extrait final est récupéré dans I’éthanol. Le flacon de collecte est nettoyé
avec de I’éthanol et de I’isopropanol afin de solubiliser de maniere la plus exhaustive possible
tous les composés extraits. Les fractions de lavages sont récupérées et rajoutées aux extraits.
Les extraits sont ensuite séchés sous azote durant 1 nuit. La masse d’extrait SFE sec de
Kniphofia uvaria est pesée plusieurs fois jusqu’a obtenir une masse stable : celle-ci est alors
notée comme masse finale d’extrait récupéré et est utilisée pour calculer le rendement

d’extraction SFE.
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Nous réalisons une répétabilité sur le rendement d’extraction sur un des points

(CO./(EtOH/H,0) (70/30) a 60 °C et 200 bar). Le R.S.D. calculé sur le rendement

d’extraction est de 1.4%.

Pour déterminer des conditions d’enrichissement en anthraquinones, les extraits collectés sont
dissous dans du méthanol/dichlorométhane (50/50) (v/v) a la concentration de 30 mg/mL. Les
solutions sont injectées en SFC-UV. L’analyse des triglycérides est effectuée sur le systeme
de 3 colonnes Kinetex C18 (20 min de temps d’analyse) a 210 nm. Le volume injecté est alors
de 1 pL. Les anthraquinones sont analysées sur le systeme développé sur phase stationnaire

polaire a la longueur d’onde de 430 nm (partie II — page 142).

Pour déterminer le taux d’enrichissement de 1’extraction SFE, un coefficient d’enrichissement

(EF) est calculé suivant la formule :

1

= — — x Aire normalisée d'Aloe emodine x Aire normalisée de Rhéine
Aire normalisée des TAG

L’aire normalisée est calculée comme le ratio de 1’aire du composé cible de 1’extrait par
rapport a 1’aire la plus importante (pour ce méme compos¢) de tous les extraits obtenus. De ce
fait, I’obtention d’un coefficient EF grand, c'est-a-dire une extraction plus sélective des

anthraquinones se traduit par :

- Soit une quantité de TAG extraits plus faible ;

et/ou

Soit une quantité d’anthraquinones extraites plus grande ;

Donc le coefficient EF est un indicateur de la sélectivit¢ d’extraction par le fluide
supercritique des composés minoritaires (anthraquinones) par rapport aux composés

majoritaires (TAG).

V.6.2 Enrichissement en composés anthraquinoniques par SFE

Le Tableau 4-XII résume les résultats obtenus et présente les différents résultats (rendement

d’extraction, coefficients d’enrichissement calculés...).
V.6.2.1  Influence de la pression et de la température : cas du CO; pur

Comme il montré dans le Tableau 4-XII (4 premiéres expériences), quand I’emploi du fluide

extrayant est du CO; pur, la pression a un impact sur le rendement d’extraction. En effet, pour
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les températures de 30 et 60°C, a 200 bars, la masse extraite est supérieure par rapport a la

masse d’extrait obtenue avec une pression de 100 bars.

La variation de la pression modifie la densité du fluide sub/supercritique. De ce fait,
I’augmentation de pression du fluide extrayant améliore la force solvant ce qui solubilise un
plus grand nombre de composés : le rendement d’extraction variant de 7.4 a 22.5% a 30°C et
variant de 3.2 a 17 % a 60°C. Par ailleurs, I’augmentation de la température de 30 a 60°C
entraine une diminution de la densité du fluide sub/supercritique. Comme attendu, le

rendement d’extraction diminue avec 1’augmentation de la température.

Ces résultats sont corrélés par des variations des aires normalisées des TAG ((Figure 4-15 (A
et B)) : une augmentation de la température et une diminution de la pression se caractérisent
par une quantité de TAG extraite moins importante. Cette observation est confirmée par de
précédentes études démontrant que I’utilisation de hautes pressions est recommandée pour

I’extraction des TAG [231,232].

Par ailleurs, I’augmentation de la pression favorise I’extraction de 1’aloe emodine ((Figure
4-15 — (C et D)) tandis que pour le composé « rhéine », la variation de la température et/ou de
la pression n’influe en aucun cas sur sa solubilité dans le fluide d’extraction (Figure 4-15 (E
et F)). De ce fait, quelques soient les conditions de pressions et températures en CO, pur, la

rhéine n’est pas solubilisée et n’est donc jamais extraite.

En conclusions, malgré les modifications de pression et de température pour tenter de jouer
sur la sélectivit¢ d’extraction SFE pour D’obtention d’extraits plus riches en composés
anthraquinoniques, le facteur d’enrichissement (EF) équivaut toujours a la valeur 0 (ceci est
di a la valeur nulle de ’aire de la rhéine pour ces quatre conditions d’extraction). L’ajout
d’un co-solvant est donc nécessaire pour améliorer la solubilité de ces composés cibles pour

obtenir une extraction SFE plus sélective.
V.6.2.2  Influence de l’ajout d’un co-solvant dans le CO,

Le Tableau 4-XII montre les résultats des rendements d’extraction et les coefficients
d’enrichissement normalisés pour les mélanges CO,/co-solvant(s). Ces coefficients
d’enrichissement normalisés sont reportés sur une échelle de 0 a 100 %. Ainsi le coefficient
d’enrichissement normalisé est calculé comme le ratio de ’aire normalisée du composé étudié
par rapport a 1’aire normalisée la plus importante (pour ce méme composé) de tous les extraits

obtenus. Les aires normalisées sont extraites du Tableau 4-XII.
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Si on compare les extractions au CO, pur (les 4 premiéres expériences) aux extractions CO, +
co-solvant(s) (EtOH et EtOH/H,O a 5 et 30%): I’ajout d’un co-solvant dans le fluide
d’extraction a un effet positif sur la sélectivité d’extraction (EF) et le rendement d’extraction
(masse totale extraite). Donc 1’ajout d’un co-solvant permet de solubiliser un plus grand
nombre de constituants présents dans les graines de Kniphofia uvaria, ce qui explique
I’accroissement du rendement d’extraction. Il permet d’extraire d’'une maniére générale une
quantité d’anthraquinone plus importante (aire des anthraquinones plus élevées) a 1’aide d’un
co-solvant polaire provoquant une augmentation du coefficient d’enrichissement. En rajoutant
de I’eau dans le co-solvant, la quantit¢ de TAG diminue. L’influence des parameétres

d’extraction sur I’extraction des TAG est représentée par la Figure 4-15 (A et B).

Tout d’abord, I’extraction des lipides dépend de la polarité du fluide extractant. Ainsi,
I’extraction des TAG (Figure 4-15 (A et B)) est favorisée a 1’aide d’un solvant composé de
CO; pur et de I’éthanol a 5% (a 30°C). L’emploi d’un co-solvant avec un faible pourcentage
d’eau (5% EtOH/H,0) ou avec une forte proportion d’éthanol (30% EtOH) permet de

minimiser 1’extraction de ces lipides dans 1’extrait SFE final.

L’extraction de 1’aloe emodine dépend aussi de la polarité de la phase d’extraction (Figure
4-15 (C et D)). En effet, en comparaison a 1’utilisation de CO, pur, ’ajout d’éthanol ou
¢thanol eau améliore I’extraction de cette cible d’extraction. De plus, en se focalisant sur les
Figure 4-15 (C et D), il apparait que les utilisations de 5% éthanol/eau ou de 30% d’éthanol
sont les meilleures conditions d’extraction. Il parait étonnant que I’emploi d’EtOH/H,O a
30% ne favorise pas I’extraction de I’aloe emodine de la matrice au vu de la plus grande
polarité¢ du fluide d’extraction. Ce résultat semble montrer au contraire une diminution de la
solubilité de 1’aloe emodine dans le fluide d’extraction. Les conditions optimales d’extraction
de I’aloe emodine sont 'utilisation de 30% d’éthanol dans le CO, a la pression de 100 bars
alors qu’avec 5% d’éthanol/eau, il est nécessaire d’appliquer une pression plus importante de

200 bars.

Finalement, les Figure 4-15 (E et F) ci-dessous montrent 1’influence des différents paramétres
d’extraction sur l’obtention d’extraits enrichis en composé «rhéine ». Les conditions
optimales d’extraction de ce composé sont I’emploi d’un fluide constitué de 30% éthanol. A
I’inverse de I’aloe emodine, I’emploi d’un faible pourcentage d’eau dans le co-solvant a 5%
améliore la sélectivité d’extraction tandis qu’a 30% de co-solvant (éthanol/eau), la sélectivité

d’extraction de ce composé n’est pas améliorée : ce qui peut paraitre surprenant de par la
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présence d’un groupement acide carboxylique sur la rhéine ajoutant ainsi un caractere polaire
plus prononcé par rapport a 1’aloe emodine. Il semble donc que ces deux composés cibles
anthraquinones présentent des solubilités différentes dans le fluide supercritique lorsque de
I’eau est rajoutée en faible pourcentage dans le co-solvant. L’utilisation d’une température de

30°C est a privilégier pour favoriser I’enrichissement en composé rhéine dans I’extrait final.
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/EtoH303%
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Figure 4-15 : Influence de la pression, température et de la nature du co-solvant ajouté
sur I’extraction SFE des TAG (A et B), de I’aloe emodine (C et D) et de la rhéine (E et F)
en fonction des valeurs des coefficients d’enrichissement normalisées.

185



Chapitre 4

Tableau 4-XII : Résultats des extractions SFE issues de 0.5g de graines broyées de Kniphofia uvaria.

1 30 CO, (100) 100 7,4 15 0 48 0

2 130 CO, (100) 200 22,5 17 0 100 0

3 (60 CO, (100) 100 3,2 6 0 46 0

4 160 CO, (100) 200 17,0 19 0 62 0

5 [30 CO,/EtOH (95/5) 100 21,8 54 5 92 3

6 [30 CO,/EtOH (95/5) 200 19,9 45 10 92 5

7 |60 CO,/EtOH (95/5) 100 22,9 75 7 20 26
8 160 CO,/EtOH (95/5) 200 22,7 62 15 54 17
9 130 CO,/EtOH (70/30) 100 28,3 90 74 31 218
10 |30 CO,/EtOH (70/30) 200 23,3 46 59 61 44
11 |60 CO,/EtOH (70/30) 100 26,1 94 88 47 174
12 {60 CO,/EtOH (70/30) 200 30,4 90 100 37 241
13 130 CO,/EtOH/H,0 (95/4/1) 100 21,9 89 25 16 139
14 |30 CO,/EtOH/H,0 (95/4/1) 200 19,9 77 49 32 118
15 |60 CO,/EtOH/H,0 (95/4/1) 100 19,8 72 11 10 83
16 |60 CO,/EtOH/H,0 (95/4/1) 200 20,6 100 19 29 66
17 130 CO,/EtOH/H,0 (70/24/6) 100 27,1 63 12 14 53
18 |30 CO,/EtOH/H,0 (70/24/6) 200 27,1 67 26 27 66
19 160 CO,/EtOH/H,0 (70/24/6) 100 44,1 36 30 13 82
20 (60 CO,/EtOH/H,0 (70/24/6) 200 29,1 71 28 40 49

*Aire normalisée
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En conclusion, en se focalisant sur le coefficient d’enrichissement, il apparait clairement que
les conditions optimales pour 1’enrichissement en composés anthraquinoniques dans I’extrait
sont I’emploi d’un fluide constitué de 30% d’éthanol, porté aux températures et pressions
respectives de 60°C et 200 bar. Ces conditions d’enrichissement ne sont pas les conditions

optimales pour I’obtention du plus important rendement d’extraction.

Toutefois, les valeurs des coefficients d’extraction (EF) obtenues avec I’emploi d’un fluide a
5% d’éthanol/eau a 30°C donne des résultats intéressants, qui peut étre envisagé comme une
alternative a ’utilisation de 30% d’éthanol dans le solvant d’extraction afin de minimiser les
quantités de solvants mis en ceuvre lors de 1’extraction et de renforcer le caractére « vert » de

la technique SFE.

VI Comparaison des techniques SFE et CPC pour ’enrichissement en composés

bioactifs : pour quels intérets ?

Dans ce chapitre, deux techniques ont été utilisées pour effectuer un enrichissement sélectif :
SFE et CPC. Toutefois, ces deux méthodes d’enrichissement présentent un certain nombre
d’avantages et d’invénients comme il est représent¢ dans le Tableau 4-XIII. Pour ces
comparisons, nous nous sommes basés sur un temps d’expérience de 1 heure. En SFE, nous

avons repris les 2 conditions :

» SSFE : 5 % EtOH/H20 et 30 % EtOH a un débit de 3 mL/min. La densité du CO2 est
reprise sur la fiche technique de la bouteille de CO2 fournie par Messer (d co, = 1.52

kg/m’) ;
» CPC : Systemes Arizona Q et X en utilisant la colonne CPC de 50 mL.

Les prix des solvants sont obtenus a partir du fournisseur Sigma-Aldrich (Prix datant de
Juillet 2016). Les prix des appareils « a I’échelle analytique » CPC et SFE ne sont pas pris en
compte pour le calcul du prix de revient/expérience. Aucun amortissement et cout d’entretien

ne sont pris en compte pour cette étude
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Tableau 4-XIII : Comparaison des deux techniques d’enrichissement : CPC et SFE en
termes d’aspects écologique, économique et scientifique.

Quantité de solvant / expérience (YY) ¢
Quantité de matiere traitée NN u
Temps du pré-échantillonage
Prix des appareillages $88 $$
Prix / expérience $88 $
Potentiel « vert »

Energie exigée post-expérience

b9 bP
pour traitement des extraits
Pureté des composés post-

0od &
expérience
Possibilité de scale-up Oui Oui
Facilité d’utilisation de I’appareil

© ©O

« semi-automatique »

Dans ce tableau, nous pouvons constater que la quantit¢ de solvants employée pour un
fractionnement CPC reste importante : compter 500 mL de solvants (H,O MeOH, AcOEt et
Heptane) vs. 180 mL de CO, + co-solvant. Ces importantes quantités de solvants s’expliquent
notamment par le fait que les volumes d’échantillons a traiter sont plus grands qu’en
SFE d’ou la comparaison de la CPC a une technique semi-préparative. Au vu de cela, le prix /
expérience en CPC reste élevé par rapport a celui de la SFE (compter un prix /expérience de
29 € (systeme X) et 21 € (systeme Q) vs. 2.43 € (SFE avec 30 % EtOH) et 0.40 € (SFE avec
5% EtOH)). Ces différences de prix résident dans le prix initial du CO,: compter 1 €/kg de
CO; pour une pureté >99%. Au niveau du prix d’achat (prix académiques), il faut compter
pour un extracteur SFE : 45 k€ et pour un appareillage CPC : 100 k€. Bien que ces différences

de prix rendent attractives la technique SFE, la pureté des extraits obtenus reste plus
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intéréssante en CPC : la technique est plus sélective. Toutefois, 1’utilisation de la CPC peut
rester fastidieuse et demande un pré-échantillonage (ex : extraction de 1’huile par pressage ou
SFE) pour effectuer le fractionnement ds composés lipidiques alors qu’en SFE, les graines

végétales sont directement placées dans les cellules d’extraction.

En conclusion, la CPC reste une technique qui sera employée pour I’obtention d’extraits
simplifiés et/ou de composés actifs purs a hautes valeurs ajoutées s’appliquant ainsi
parfaitement au domaine de la cosmétique de Luxe. La SFE est une technique intéréssante qui
certes moins sélective que la CPC montre un grand intérét sur I’aspect « éconologique » et qui
s’adapte ainsi parfaitement au domaine de la création de produits cosmétiques « plus

écologiques » et/ou haut de gamme.

VII. Conclusions pour I’enrichissement en composés anthraquinoniques dans un

extrait huileux

Dans ce chapitre, nous avons expos¢ le développement et la mise en ceuvre de plusieurs
méthodes de préparation d’échantillon pour enrichir I’huile de Kniphofia uvaria en composés
bioactifs : anthraquinoniques. Dans un premier temps, la méthode saponification qui est
communément employée pour réduire les composés majoritaires : triglycérides en glycérol
n’a pas été retenue car c’est une méthode qui dégrade chimiquement certains composés

ionisables comme la rhéine.

C’est pourquoi, une autre stratégie de préparation d’échantillon a été¢ mise en place pour
effectuer cet enrichissement qui consiste a fractionner ou a extraire de manicre sélective les
anthraquinones (composés minoritaires) et les triglycérides (composé€s majoritaires) du reste

de I’huile végétale.

Les méthodes CPC et SFE précédemment décrites représentent une bonne approche pour
concentrer ces composés bioactifs de I’huile végétale. Toutefois, il n’est pas aisé de travailler
avec ce genre de matrice complexe puisque les composés bioactifs représentent moins de 1%

(en masse) alors que les triglycérides représentent plus de 90% du poids de I’huile.

Dans la premiere méthode d’enrichissement par CPC, le développement et 1’optimisation des
conditions expérimentales ont été effectués avec succés pour fractionner triglycérides et
anthraquinones en sélectionnant des systemes de solvants adéquates de la gamme Arizona.
Pour ce genre d’échantillons hautement visqueux tels que les huiles végétales, le mode

d’injection et la quantité injectée sont des parametres clés pour le maintien de la phase
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stationnaire au sein du systéme CPC et 1’obtention d’une séparation chromatographique. Bien
que cette méthode soit trés sélective pour I’enrichissement en anthraquinone, elle reste
laborieuse (remplissage de la colonne CPC, équilibrage de la colonne CPC, préparation des
solvants) a mettre en place. De plus, a ce jour, I’enrichissement sélectif en composés cibles
par CPC se positionne dans une démarche off-line : 1’extraction puis le fractionnement par

CPC, ce qui nécessite deux étapes distinctes.

Dans la seconde approche d’enrichissement, 1’optimisation de la méthode d’extraction par
SFE a permis de favoriser I’extraction des anthraquinones tout en minimisant la récupération
des triglycérides. Comme attendu, la solubilité des composés est fortement reliée a la nature
du co-solvant ajouté dans le fluide et donc a sa polarité ainsi qu’aux conditions de pression et
de température (dans une moindre mesure lors d’une phase contenant un ou des co-
solvant(s)). Les conditions optimales d’extraction des deux anthraquinones sont I’emploi de
30% d’éthanol a 60°C et 200 bars. Cette approche verte d’extraction peut donc étre
sélectionnée pour la production d’ingrédient naturel en cosmétique dii au caractére non
toxique des solvants mis en jeu. En comparaison a la méthode CPC, la SFE est moins
sélective vis-a-vis des composés clés par rapport aux triglycérides. Malgré tout, considérée
comme rapide et verte, la SFE s’inscrit dans une démarche on-line ou il est plus aisé par la

suite d’effectuer une imprégnation sub/supercritique de fractions enrichies en anthraquinones.
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Chapitre 5.  Faisabilité du couplage :
Extraction-Imprégnation en ligne
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1. Introduction

Les procédés utilisant du CO, supercritique s’adressent a de nombreuses applications dont les
plus connues sont I’extraction, le fractionnement, la chromatographie ou encore
I’imprégnation. Ce dernier procéd¢, I’imprégnation représente un domaine important de
I’activité industrielle et scientifique de nos sociétés aux technologies avancées. Les secteurs
concernés sont variés : l’agriculture (engrais...), la pharmacie (élaboration de poudres
actives...) ou encore alimentaire (aliments déshydratés ...). Ces secteurs, qui plébiscitent de
plus en plus cette technologie, recherchent a s’affranchir des solvants organiques

généralement toxiques.

Les propriétés du CO, supercritique sont trés particulicres, elles permettent au CO, d’étre
utilisées comme un solvant pour extraire, analyser ou encore imprégner. En effet, le processus
«inverse » de D’extraction peut s’envisager. Ainsi, imprégner un support solide avec un
composé bioactif est possible avec une technologie basée sur 1’emploi des fluides

supercritiques.

Par ailleurs, la demande des consommateurs de produits naturels est croissante. Ainsi, dans le
secteur de la cosmétique, les additifs de synthése issus de la chimie tels que les colorants,
stabilisateurs ou ardmes sont en perte de vitesse au profit de produits plus naturels, certifiés
«bio ». En effet, la certification de produits « bio » demeure un point fondamental qui est
possible lorsque les procédés emploient du CO, pour la production d’éco-extraits ou de
supports imprégnés destinés a la formulation cosmétique. Aujourd’hui, ce domaine fait 1’objet

de nombreux développements.

Le but de ce chapitre sera de tester la faisabilité d’un couplage SFE-imprégnation on-line pour

I’obtention de poudre imprégnée en composés bioactifs d’intérét pour le domaine cosmétique.
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I1. Généralités : L. imprégnation supercritique

[1.1 Définition

L’imprégnation peut se faire a 1’aide de liquides ou de fluides supercritiques. En raison de
leurs propriétés physico-chimiques particulieres, les fluides supercritiques sont des vecteurs
d’imprégnation de premier choix. En effet, les propriétés spécifiques : une masse volumique
(0.2-0.5 g/em’) comparable a celle des liquides, une viscosité proche (2-10.10 P) de celle des
gaz, un pouvoir de diffusion (10~ cm?/s) plus élevé que celui des liquides et enfin une faible

tension de surface, font que le transport des solutés au sein de matrice est facilité.

Le principe de I’'imprégnation supercritique consiste a solubiliser le(s) soluté(s) dans le fluide
supercritique puis de mettre en contact ce méme fluide avec le support d’imprégnation. Par
conséquent, ce procédé dépend de la solubilit¢ des solutés dans le fluide et de leurs
coefficients de partage. Le résultat final de I’imprégnation est caractérisé par un taux
d’imprégnation qui est déterminé a ’aide de méthodes gravimétriques et/ou des études de

relargages [233].

L’imprégnation supercritique d’une matrice solide permet d’obtenir une matrice imprégnée de
facon plus homogene et avec des temps plus courts qu’avec des imprégnations usant de
phases liquides [233]. Des imprégnations au CO; pur ont été réalisées [234,235] : le support
imprégné au final est alors exempt de toutes traces de solvant démontrant alors tout I’intérét
du CO; en chimie verte. En plus de cet aspect écologique, le CO, supercritique permet de
solubiliser des molécules faiblement solubles dans les solvants aqueux, ce qui exige I’emploi
de solvants organiques toxiques comme dans le cas d’huile essentielle [236] ou de molécules

pharmaceutiques [234].

I1.2 Différenciation de I’imprégnation, encapsulation et enrobage

Il est important de différencier trois aspects dans le cadre de ce travail. Le terme
« imprégnation » peut étre confondu avec le principe d’encapsulation ou encore d’enrobage.

C’est pourquoi, ces trois définitions sont précisées :

» Le principe d’encapsulation se définit comme une technologie de « packaging » de

solides, liquides ou gaz dans des matrices. Les substances encapsulées peuvent étre

ensuite relarguées en dehors de leurs encapsulants sous des conditions spécifiques
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controlées. Le principal objectif de 1’encapsulation est de protéger des parametres
extérieurs non-contrdlables (humidité, oxydation, chaleur, lumiére ou encore conditions
extrémes des méthodes de transformation industrielles) la substance encapsulée pour
I’amélioration de sa durée de vie et/ou de masquer d’indésirables aspects sensoriels et/ou
de conserver les qualités et fonctionnalités organoleptiques des composés. Dans le
domaine de la cosmétique, ’emploi de fluides supercritiques pour encapsuler des

ingrédients comme des antioxydants, pigments a déja été reporté [237].

» Le principe d’enrobage se définit par 1’application a la surface d’une substance (coeur

solide) d’un dépot d’une ou plusieurs couches d’agents enrobant dans le but d’améliorer
certaines caractéristiques organoleptiques (couleur, odeur, organoleptique), des propriétés
mécaniques (effritement des substances), 1’association de substances initialement
incompatibles ou encore de moduler la vitesse ou le lien de libération de la substance
solide enrobée. En cosmétique, la société¢ Beiersdorf a démontré 1’intérét de 1’enrobage
« supercritique » pour la production de substances actives cosmétiques enrobées de cire

238].

» Le procédé d’imprégnation consiste a solubiliser le(s) soluté(s) d'intérét dans la phase

supercritique ou liquide puis de mettre en contact cette phase avec le support
d'imprégnation. Cette mise en contact intime va alors permettre au fluide de pénétrer dans

les pores du support d’ imprégnation pour y entrainer et y déposer les solutés d’intéréts.

I1.3 L’ imprégnation a ’aide des fluides sub/supercritiques dans 1’industrie

L’imprégnation au CO, supercritique est une technique étudiée depuis une quinzaine

d’années. Ainsi, elle est utilisée dans 1’industrie pour certaines applications.

11.3.1 L’imprégnation supercritique : Pour des composés pharmaceutiques a l’état

pur

Dans le milieu pharmaceutique, le recours a I’'imprégnation supercritique de matériaux
(prothéses, lentilles optiques, matériaux polymériques patches...) permet de contourner les
problémes liés a I’utilisation de solvants, de limiter les effets secondaires mais également de
limiter les rejets de molécules bioactives qui entrainent a ce jour la pollution des milieux

naturels [239]. Ainsi en 2010, la société¢ Pierre Fabre a développé un procédé batch
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d'imprégnation par CO; supercritique d'un excipient pharmaceutique polymérique non poreux
par une substance active [240]. Ce procédé consiste dans un premier temps a mettre en
contact la substance active a imprégner et I’excipient pharmaceutique polymérique non
poreux. A contrario de la substance active, I’excipient pharmaceutique utilisé est insoluble
dans le CO, supercritique. Ce mélange (substance + excipient) est mis en contact avec du
CO; supercritique (mode statique) a une pression comprise entre 80 et 170 bars, & une
température comprise entre 31 et 90°C pendant entre 1 et 6 heures: c’est I’étape de

« diffusion moléculaire ». Apres imprégnation, l'excipient pharmaceutique polymérique

imprégné par la substance active est obtenu.

11.3.2 L’imprégnation supercritiqgue : Tannage du cuir

Le tannage est un procédé chimique qui consiste a transformer les peaux en cuir. Les tanneurs
utilisent de grandes quantités de solutions aqueuses de sels de chrome qui impreégnent une
peau lors de 1’étape de transformation de la peau en cuir. L’emploi du CO, supercritique
comme vecteur pour les sels de chrome a permis d’effectuer cette opération de tannage en
¢vitant I’utilisation de ces grandes quantités de solutions aqueuses. Malgré cela, la principale
difficulté de cette imprégnation reste le caractére chimiquement opposé des deux milieux en
présence. Le CO; est un solvant apolaire et lipophile dans lequel le chrome minéral est

insoluble.

Toutefois, 1'eau, contenue dans la peau traitée, est un milieu réactionnel polaire et ionique et
un des réactifs de la chimie de tannage. Le mélange de ces deux composés (CO,+H,0)

partiellement miscibles donne un pH de 3 par formation d'acide carbonique.

Ainsi, pour solubiliser le chrome dans le CO; et I'imprégner au cceur de la peau, il est
nécessaire de définir un complexe avec un ligand organique de stabilit¢é moyenne [241]. Le

pKp (constante de dissociation) du complexe doit étre :

» pKp < pK, (constante d'acidité) de 6.35 de 'acide carbonique afin d'éviter la formation de

carbonates ;

» pKp > pK, de [3.5-4] des acides glutamiques et aspartiques (composés formés a pH acide
a partir des acides aminés : glutamine et asparagine) afin que le complexe de chrome final

soit stable et puisse étre incorporé dans la peau ;
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11.3.3 L’imprégnation supercritique : Teinture de textiles

Dans I’industrie du textile, ’opération de teinture est sujette a 1’utilisation de grandes
quantités d’effluents aqueux. Ce probléme écologique et économique est résolu lorsque le
CO; supercritique est utilis¢é comme solvant de teinture. En effet, pour solubiliser des
colorants dans 1’eau, il faut souvent ajouter des additifs chimiques alors qu’avec le CO; sous

pression, ces derniers sont miscibles sans additifs.

Ainsi, parmi les différents textiles teintés par le procédé d’imprégnation au CO; supercritique,
on peut citer le Kevlar et le polypropyléne qui ont pu étre imprégnés de colorants rouges. Ce
procédé¢ utilisé est alors tres efficace car il emploie de faibles quantités de colorants par

rapport aux procédés de teinture de textiles traditionnels [239].

11.3.4 L’impregnation supercritique : Traitement du bois

La société danoise Superwood traite du bois de maniére industrielle. L’objectif de ce
traitement est d’imprégner le bois a 1’aide de fongicides dissous dans le CO, supercritique
[242]. Le CO; supercritique est donc utilis¢ comme vecteur pour imprégner au cceur du bois
ces substances afin d’éviter apres traitement la prolifération de moisissure. Ce procédé
d’imprégnation supercritique a ainsi permis d’éviter aux bois de subir de longs bains dans ces
produits chimiques. Ainsi, dans le cadre de ce procédé, les quantités de fongicides ont été

réduites de par la capacité du fluide a rendre compte d’une répartition plus homogene.

JIIR Svynthése bibliographique : Imprégnation au CO,

III.1 Synthése bibliographique : Imprégnation supercritique de dérivés naturels

Depuis une quinzaine d’années, plusieurs études ont été¢ publiées portant sur I’imprégnation
avec du CO, supercritique de principes actifs sur des supports biocompatibles comme des
polymeéres, des aérogels de silice ou encore des mésophases. Dans le cadre de cette étude,
nous nous sommes intéressés aux différentes méthodes d’imprégnation de dérivés naturels. Le

Tableau 5-1 présente plusieurs exemples d’imprégnation de dérivés naturels.

Selon le Tableau 5-1, les gammes de pressions et de températures étudiées sont de : 9-30 MPa
et 35-80°C. Les taux d’imprégnation varient de 10> a 10" gramme de composé actif par
gramme de support d’imprégnation. Les taux peuvent aller jusqu’a une valeur de 1 gramme
d’actif par gramme de support dans le cas de silices poreuses imprégnées avec de 1’acétate de

tocophérol [243]. De nombreux types de supports peuvent étre investigués : des polymeres,
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des silices poreuses ou des glucides type amidon ou cellulose. Dans la littérature disponible
peu de publications rapportent des procédés d’imprégnation supercritique usant de co-solvant
[244]. Dias et al. employerent de 1’éthanol pour améliorer la solubilité de la quercetine dans le
fluide supercritique illustrant bien la volonté de la communauté scientifique a conserver le

statut vert de ce procédé [244].
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Familles Matrice de
Composé(s) cibles . . support Pression/Température  Co-solvant Quantité imprégnée
moléculaires o " .
d’imprégnation
Acide salicylique Acides-phénols Carbone actif 93_ g_sslg/[oléa Sans 461 mg /g de carbone [233]
Acétate de e e - 10-20 MPa .- [243]
tocophéral Dérivés vitamines Silices poreuses 40°C Sans 1.14 g/g de silice
. Polyméthacrylate [245]
e A;‘dj ) Acides-phénols de méthyle lzfg%’lpa Sans 20-27 mg/g PMMA
ydroxybenzoique (PMMA)
Huile essentielle de Ce g qe 10-20 MPa , [236]
e X Dérivé d’amidon 40-60°C Sans 25-150 mg/g d’amidon
Aldéhyde [246]
cinnamique Phénylpropanoide Amidon 15 e; 305 CMPa Sans 0.99-2.50 mg/g d’amidon
Quercetine et . Agarose 10-20 MPa o . [244]
thymol Phénol et flavonol Deérivé chitosane 30-50 °C 10 % EtOH | 15425 pg/g de support
Thymol Flavonol Dérivé de cellulose 1(3)_52_(5) é\o/l (Ij’ a Sans 600 mg/g de cellulose [247]
L-menthol et Terpene et e 5'65_17'55 Mpa Jusqu’a 10% du poids du [248]
s . . Dérivé de cellulose 20-50°C Sans
vanilline Phénylpropanoide support
) ) . 15-30 MPa Entre 6 et 11 % du poids | [249]
Huile de lin X Amidon 40-80 °C Sans du support

PMMA, Polyméthacrylate de méthyle ; EtOH, Ethanol
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[11.2 Svynthése bibliographigue : couplages de procédés d’imprégnation

Les fluides supercritiques ont la particularit¢ d’avoir été utilisés dans divers domaines
d’applications : extraction, analyse, imprégnation. De cette observation, des couplages entre
ces différentes techniques ont fait leurs apparitions sur le marché depuis ces derni¢res années.
Ainsi, la société Shimadzu a rendu publique en 2014 son appareil « Nexera UC » qui couple
les techniques d’extraction sub/supercritique (SFE) et de chromatographie sub/supercritique
(SFC) a une détection de spectrométriec de masse (MS). Bien que récent sur le marché,
I’intérét de ces couplages n’est pas nouveau. Plusieurs études couplant la SFE-SFC [247-249]
ont été répertoriées alors que le couplage de SFE-imprégnation supercritique est encore limité

en nombre de publication [253].

Fanovich et al. développerent un procédé d’extraction et d’imprégnation supercritique en-
ligne pour ’obtention d’un produit imprégné en composés bioactifs présentant une activité
antibactérienne [253]. Le systéme proposé par les auteurs a été configuré par leurs soins pour
adapter les deux procédés d’extraction et d’imprégnation supercritique et est représenté en
Figure 5-1. Pour effectuer 1’extraction et imprégnation supercritique en-ligne, une pompe CO;
(A) est utilisée pour délivré le fluide. Ce systéeme comprend un extracteur de 500 mL (B) dans
lequel une masse connue (entre 40-50g) de lichen de Patagonie (U. Lethariiformis) a été
placée. Les conditions d’extraction supercritique sont de 300 bars et 40°C. En sortie
d’extracteur, un spectrophotomeétre et une cellule d’observation (C) sont placés afin de suivre
en-ligne la cinétique d’extraction. Une vanne manuelle (D) est alors placée en sortie du
spectrophotomeétre qui permet de contrOler la contre-pression imposée dans la cellule
d’extraction. Le degré d’ouverture de cette vanne est controlé grace au débitmetre place (E)
en sortie du systéme qui permet alors d’indiquer le débit massique de CO; utilisé. Enfin, la
colonne d’adsorption (100 mL) (F) dans laquelle le support d’imprégnation est placé (apres la
vanne BPR (D)). L’imprégnation supercritique s’effectue alors entre 150 et 170 bars a 35°C.
Les auteurs ont fait le choix d’effectuer I’extraction et I’imprégnation dans deux conditions
différentes (surtout la pression) afin de pouvoir extraire de mani¢re préférentielle les
composés bioactifs antibactériens (acide usnique et acide difractaique), et aussi d’imprégner
post-extraction le support de polycaprolactone (PCL) en ces composés actifs. Ces conditions
d’extraction et d’imprégnation ont €été déterminées séparément au préalable. Les deux
principales variables dans ce procédé sont les temps t; et t,. Les auteurs de ce travail ont alors
décidé d’étudier un mode « en continu » qui consiste a faire passer du CO; « frais » dans les

cellules d’extraction et d’imprégnation durant un certain temps «t; » dans les conditions
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(extraction : 300 bar/40°C et imprégnation : 150—170 bar/35°C). La seconde variable « t; »
représente le temps de « recyclage » du CO, préalablement utilisé en mode « continu » dans
les conditions uniques d’extraction et d’imprégnation de : 150-170 bar/35°C. L’objectif de
récupérer le CO; post cellule d’imprégnation, de le réintégrer dans le circuit d’extraction afin

de maximiser le taux d’imprégnation et 1’activité biologique des supports imprégnés.

Les températures sont régulées a ’aide des systemes TIC (Temperature Indicator Control) et
les pressions sont contrdlées grace aux vannes manuelles (BPR (D) et V3). L’affichage des
pressions est réalisé par des indicateurs de pressions symbolisées par PI (Pressure Indicator).
Enfin, il est intéressant de noter que dans ce procédé, il est possible d’effectuer un cycle de

« recyclage » qui permet de récupérer le CO, précédemment utilisé pour I’extraction grace a

la vanne V2.
Atmosphere
V3 g
(C) CO, Flowmeter
View qr:sell @ ( E)
7 2 L\—H- ‘”X‘
S Lo
L Cooling ( B)
Extractor Spectrophotometer
(A)
Pump CO, recycle
CO, Tank

Figure 5-1: Représentation schématique du procédé intégrant le couplage de
I’extraction et 'imprégnation supercritiques [253].

En termes de résultats, les auteurs ont pu montrer des taux d’imprégnation entre 0.7-2.8%
(masse imprégnée d’extrait/masse de support). De plus, le temps t, semble avoir un impact
significatif sur le taux d’imprégnation. Ainsi, pour une extraction t;=2h, le taux
d’imprégnation passe de 2.8 a 2.2% quand t, passe de 2h a 4h. Ainsi, cette différence de taux
peut donc étre un avantage si I’on cherche a imprégner la quantité la plus importante tout en

limitant la quantit¢ de solvant utilisé. Toutefois, I’activité virale déterminée n’est pas

203



Chapitre 5

directement proportionnelle au taux d’imprégnation: [’expérience donnant un taux

d’imprégnation de 2.8% n’est pas celle qui présente les meilleures activités biologiques.

IV. Description du matériel utilisé : L’extraction couplée a D’imprégnation

sub/supercritique

V.1 Matériels d’extraction et d’imprégnation

Pour coupler I’extraction a I’imprégnation sub/supercritique nous nous sommes basés sur
I’utilisation de plusieurs appareils du laboratoire des marques : Jasco, Gilson, Hewlett-
Packard et Waters pour concevoir un systéme d’extraction et d’imprégnation couplé on-line.
Pour cela, nous avons réalis¢ un systéme d’extraction et d’imprégnation qui se compose

individuellement de plusieurs appareils.

.12 Descriptif du systeme d’extraction et d imprégnation

» Une Pompe CO, : La pompe CO, (PU-2080-CO,) est un module précédemment présenté

dans le Chapitre 3 (partie II page 89). Ce module peut servir a 1’extraction et 1’analyse

supercritiques.

» La pompe HPLC : La pompe HPLC (PU-2080) est la seconde pompe utilisée dans le

cadre de ce travail. Cette pompe isocratique est issue de la marque Jasco. Elle présente la
particularité de pouvoir travailler a des débits compris entre 0.001 & 10 mL/min. Tout
comme la pompe CO,, la pompe HPLC PU-20801 peut atteindre une pression de 500
bars au débit de 5 mL/min. La pompe HPLC servira a apporter le co-solvant nécessaire

pour extraire de maniere plus sélective les anthraquinones.

Les deux pompes (CO, et HPLC) sont reliées a 1’aide du cable LC-Net afin de contrdler
communément ces deux éléments. La pompe CO; est définie comme 1’élément de controle

principal qui régit le pompage du CO; et des solvants organiques.

» Le régulateur de pression : Le régulateur de pression (BP-2080 Plus) est un module de la

marque Jasco précédemment décrit dans le Chapitre 3 (partie Il page 89) qui présente la

particularité d’étre chauffé entre 35 et 80°C.

» Le mélangeur : Le mélangeur (Gilson 811) est un mélangeur magnétique haute pression

décrit dans le Chapitre 3 (partie II page 89).

204



Chapitre 5

» Le détecteur UV-vis : Le détecteur UV-vis simple longueur d’onde (Gilson UV 151) est

destiné aux applications usant des fluides supercritiques comme vecteurs. Il présente une
cellule UV de 5 mm de longueur et d’une capacité de 10 pL. La contre pression
supportée peut atteindre les 600 bars. L’appareil peut enregistrer une longueur d’onde
comprise entre 190-700 nm grace aux deux lampes qui le compose (Deutérium et

Tungstene).

» Le four: L’¢lément Hewlett Packard est constitué par le four (Jetstream 2 Plus) et les
cellules d’extraction et d’imprégnation sont achetées chez le constructeur Waters. Le four

utilisé est un four Peltier pouvant refroidir et chauffer a des températures comprises entre

5-85°C.

» Les cellules d’extraction et imprégnation : En inox d’une capacité de 5 mL utilisées sont

les mémes qu’employées dans le chapitre 4 - partie V.5 (page 178).

Figure 5-2: Représentation de la cellule d’extraction / d’imprégnation de 5 mL
(Waters).

IV.2 Caractéristiques physico-chimiques du support d’imprégnation

.21 Choix du support d’imprégnation

Deux supports d’imprégnation ont été fournis pour ce travail par la société LVMH-Recherche.
Dans les produits cosmétiques, le silicium est utilisé indirectement sous différentes formes
(ex : silice, silicones...). De ce fait, la silice a été le premier matériau testé pour expérimenter

la faisabilité¢ du couplage SFE-imprégnation en-ligne.
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Ainsi, les deux supports d’imprégnation fournis sont des silices poreuses aux propriétés
b

physiques différentes (Tableau 5-II).

Tableau S5-I : Récapitulatif des caractéristiques physico-chimiques des deux types de
silices fournies (Données internes a la société LVMH-Recherche).

Tailles Surface Capacité d’absorption
Nom . o o
commercial Nature particules spécifique d’huile
(um) (m?/g) (mL/100 g)*
SB700 Silice 5.5 400 a 700 125
Sunsphére Silice n.d 700 400
H33

*Données du fournisseur

Dans le cadre de la faisabilit¢ SFE-Imprégnation supercritique, nous décidons de nous
focaliser uniquement sur 1I’é¢tude de la silice Sunsphére H33. En effet, cette silice présente une
surface spécifique de 700 m?/g, supérieure a celle de la silice SB700. Par conséquent, la
surface accessible aux anthraquinones pour étre adsorbées par le support est plus grande avec

la silice Sunsphere H33.

w22 Controle de la teneur en eau de la silice

La silice est un matériau hygroscopique qui au contact de I’air ambiant, a la capacité
d’adsorber I’humidité de 1’air. Ainsi, ’eau adsorbée est piégée par le matériau grace aux
fonctions silanols (SiOH), ce qui bloque ’acces a d’éventuels autres composés (désactivation
de la silice). Par conséquent, lors de I’imprégnation supercritique, la rétention des
anthraquinones sur la silice pourrait étre modifiée en présence d’eau. Il est donc nécessaire de

contrdler la teneur en eau de la silice avant de procéder a I’imprégnation supercritique.
IV.2.2.1 Détermination de la teneur eau de la silice Sunsphere H33

L’analyse de la teneur en eau de la silice Sunsphere H33 a été effectuée a I’aide d’une analyse
thermogravimétrique (TGA). L’appareil utilis€¢ est TGA/DSC 1 Systéeme STAR de Mettler
Toledo. Pour effectuer cette analyse ATG, la silice Sunsphere H33 a été placée dans un
creuset en alumine d’un volume nominal de 70 pL. Nous avons choisi un creuset en alumine

pour ces deux raisons :

» L’alumine permet de monter a une température de plus de 200 °C (élimination totale de

I’cau) ;
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» La capacité volumique nominale de 70 uL nous permettait en comparaison aux autres
creusets disponibles (volumes de 50 pL) de contenir plus de silice afin d’obtenir un

résultat le plus représentatif possible de la teneur en eau du lot de silice choisie.

Pour déterminer la teneur en eau de la silice, le creuset d’alumine contenant la silice a été
placé dans I’appareillage. Un temps d’équilibrage de 1 heure a 25°C a été respecté. La masse
de 12.7630 mg a été enregistrée comme la masse de référence puis ’analyse a débuté. Un
gradient de température est ainsi enregistré commencant a 25°C pour atteindre la température
finale de 200°C avec un pas de 10°C/min. La courbe d’ATG présentée par la Figure 5-3
montre I’évolution de la masse en fonction du temps et de la température imposée. Au final, la

teneur en eau dans la silice Sunsphére H33 est estimée a 3.09%.
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Figure 5-3 : Courbe obtenue par Analyse Thermogravimétrique pour la silice Sunspheére
H33.

IV.2.2.2 Mise en place d’un protocole pour le contrdle de la teneur en eau de la silice

La teneur en eau est donc de 3% du poids total de la Sunspheére H33. Comme évoqué, cette
quantité¢ d’eau non négligeable pourrait bloquer I’accés a 1’adsorption d’autres molécules.
Dans le cadre d’une imprégnation maximale des anthraquinones, il est donc souhaitable

d’avoir acces a la plus grande surface spécifique (libre d’eau), ou pour le moins de la
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controler d’une expérience a une autre. L’¢élimination de cette eau apparait donc importante,
bien que cet objectif soit difficile a atteindre, surtout lorsque des manipulations a ’air libre
ont lieu lors des étapes de remplissage des cellules d’imprégnation. Ainsi, par analogie aux
procédés chromatographiques, avant d’effectuer le procédé extraction-imprégnation, la silice
alors placée dans la cellule, sera balayée par un flux d’éthanol. Les molécules d’eau pourront
étre solubilisées par 1’éthanol ce qui permettra de réguler la teneur en eau dans la silice
Sunsphére H33 : cette étape se nomme « équilibrage ». Ainsi, avant chaque expérience, la
silice contenue dans la cellule d’imprégnation est balayée par de 1’éthanol pur (pureté HPLC)
a un débit de 3 mL/min pendant 5 minutes puis par un débit de CO; a 3 mL/min pour éliminer

I’éthanol.

IV.3 Détermination du taux d’imprégnation d’anthraquinones sur les supports de silices

L’¢tude de la quantité d’anthraquinones imprégnée sur la silice a été réalisée par mesure
spectrophotométrique des quantités ré-extraites, a 1’aide d’un spectrophotométre UV-vis (UV

1800) - Shimadzu.

Au préalable, une droite de calibration est tracée a partir de différentes solutions d’aloe
emodine diluées dans de 1’éthanol aux concentrations de : 0.005, 0.01, 0.05 et 0.1 mg/mL. La

droite de calibration de I’aloe emodine est représentée en Figure 5-4.

2
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5 ' R2=0.9998
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Figure 5-4 : Droite de calibration de ’aloe emodine dans I’éthanol a 430 nm.

Pour calculer le taux d’anthraquinones adsorbées sur la silice grace a 1’utilisation des fluides
sub/supercritiques, une masse de silice imprégnée comprise entre 20 et 100 mg est pesée dans

un eppendorf de 2 mL. Ensuite, 1 mL d’éthanol est ajouté. L’éthanol a été choisi comme

208



Chapitre 5

solvant afin de désorber les anthraquinones de la silice: c’est un « bon » solvant de
solubilisation. L’eppendorf est vortexé pendant 30 secondes puis est centrifugé a 5 000 rpm
pendant 1 minute afin de concentrer les particules de silice au fond de I’eppendorf. Le
surnageant est récupéré puis ajouté dans une cuve UV de 1 mL. La lecture de 1’absorbance est
effectuée a 1’aide du spectrophotometre a la longueur d’onde de 430 nm. L’absorbance
retenue est ainsi comparée a la droite de calibration de 1’aloe emodine. La concentration
d’anthraquinones est alors estimée puis rapportée en quantité de matiére en milligramme par

gramme de silice Sunsphere H33.

IV.4 Caractérisation spectrale du support imprégné

Les silices imprégnées sont ensuite analysées dans 1’infrarouge moyen. Pour cela, un
spectrometre infra-rouge a transformée de Fourier est utilisé (Nicolet Is10-Thermo Scientific).
Cet appareil présente I’avantage de pouvoir analyser des solides, liquides ou pastilles. Les
analyses sont effectuées dans la gamme de balayage comprise entre 4000 & 660 cm™. Nous

. , . -1
enregistrons les spectres avec une résolution de 4 cm’ .

V. Résultats : Faisabilité du couplage Extraction-Imprégnation

sub/supercritique

V.1 Etudes préliminaires : Etude par chromatographie

En amont de tout essai de couplage, il est important de développer et d’optimiser chaque
dimension séparément. Dans le cas de I’'imprégnation, il est dans un premier temps nécessaire
de savoir si le support choisit est susceptible d’interagir et de retenir les composés cibles. Le

support choisit est la silice Sunsphére H33.

Dans cette partie, une premicre étude préliminaire concernant les capacités d’adsorption de la
silice Sunsphére H33 vis-a-vis de I’huile de Kniphofia uvaria et des anthraquinones d’intéréts
ont été investiguées. Cette étude a été réalisée a I’aide des techniques de chromatographie

frontale sub/supercritique.

V.1.1 Description du principe de la chromatographie frontale

L’analyse par chromatographie frontale est un procédé qui permet de mesurer la capacité de
rétention d’un composé sur un support. Ainsi, I’analyse frontale est basée sur la percolation en
continu d’une solution contenant un extrait ou un composé a travers un support poreux.

L’expérience donne pour résultat une courbe de chromatographie frontale qui se caractérise
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par 3 profils : (A) Plateau n°1, (B) Zone de rupture caractérisée par le point d’inflexion, (C)

Plateau n°2.

Absorbance (C)

®)

(A)

v

Temps

Figure 5-5: Courbe de percée par analyse chromatographique frontale : (A) Plateau
n°l, (B) Zone de rupture et (C) Plateau n°2.

La zone (A) correspond a 1’adsorption des solutés sur le support dés le début de 1’¢lution.
L’adsorption sur le support est alors totale : aucun signal n’est donc détecté. Lorsque la
majorité des sites d’échange du support occupé est a I’équilibre (en fonction de Ia
concentration de la solution entrante) (B) : un signal croissant correspondant aux composés
non adsorbés est détecté. Enfin, lorsque la totalit¢ des sites d’échange du support sont a
I’équilibre (C), : le signal détecté est constant et correspond a une concentration sortante ¢gale

a celle entrante.

V.1.2 Evaluation des performances d’adsorption de la silice Sunsphére H33 : étude

de ['huile de Kniphofia uvaria

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a déterminer la capacité d’adsorption de
cette silice cosmétique vis-a-vis de I’huile végétale de Kniphofia uvaria. Ainsi, selon les
caractéristiques de la silice Sunsphére H33, les fournisseurs définissent a 400 mL/100g la

capacité d’adsorption de la silice Sunsphere H33 pour une huile végétale.

Pour cela, une masse d’environ +130 mg de silice Sunsphére H33 a été pesée avec précision
et placée dans une colonne vide de chromatographie (30 x 3.2 mm). Une fois placée dans la
colonne, celle-ci est refermée. Tout d’abord, la silice packée dans la colonne est balayée par 5
mL d’éthanol pour éliminer les traces d’eau résiduelles. Ensuite, la silice est séchée sous un
courant de CO; afin d’éliminer les traces d’éthanol qui lors de 1’analyse de chromatographie
frontale pourraient perturber les interactions entre solutés et silice Sunsphere H 33. L’huile de

Kniphofia uvaria brute (non diluée) et diluée dans I’heptane (dilutions aux facteurs de 2 et 4)
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est introduite au travers de la colonne a un débit de 0.1 mL/min pendant 30 minutes. Nous

avons sélectionné I’heptane comme solvant parce que :
» Il solubilise I’huile de Kniphofia uvaria ;

» 1l est un mauvais solvant élutif lorsque la phase stationnaire est polaire : : par analogie au
mode de chromatographie en phase normale (phase stationnaire polaire ; phase mobile

hydrophobe).

En fin des 30 minutes, le débit de pompage est arrété. Un débit de CO, de 0.1 mL/min est
passé au travers de la colonne pour €liminer les traces de solvants et d’huile résiduelles non
adsorbées sur la silice. La silice est ensuite récupérée puis pesée. La différence de masse entre
avant et apres adsorption est calculée et comparée a la référence donnée par les fournisseurs.
Chaque expérience réalisée 3 fois suivant ce méme protocole. La Figure 5-6 suivante les

résultats obtenus :
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Figure 5-6: Récapitulatif des résultats obtenus pour la détermination de la capacité
d’huile de Kniphofia uvaria par la silice Sunsphére H33.

La capacité d’adsorption de ’huile de Kniphofia uvaria par la silice Sunspheére H33 avait
donc été estimée a 400 mL/ 100 g (la densité de [’huile de Kniphofia uvaria est alors estimée
a 0.99 (masse pesée pour un volume de 1 mL)). Cependant, les résultats obtenus au travers de
cette série de 3 expériences ne confirment pas cette valeur. Il semble que la capacité
d’adsorption de la silice Sunsphere H33 soit de ’ordre de 130 mg/ 100 g, c’est-a-dire 3 fois
inférieure a la valeur annoncée. Ce résultat obtenu est corroboré par les solutions diluées dans
I’heptane. En effet, avec un facteur de dilution de 2, la valeur de la capacité d’adsorption de la

silice Sunsphere H33 est de ’ordre de 69 mg/ 100 g ce qui représente environ la moiti¢ de la
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valeur de 130 mg/100 g. Méme chose pour le facteur de dilution par 4 ou la valeur finale

avoisine les 36 mg/ 100g.

Par conséquent, la valeur initiale de 400 mL/100 g n’est pas représentative de la capacité
d’adsorption de ce lot de silice Sunsphére H33. La valeur retenue est donc celle de 131 mL
d’huile de Kniphofia uvaria/100 g de silice Sunsphére H33 (résultat obtenu avec la densité de
I’huile). Quoi qu’il en soit, ces valeurs sont trop fortes pour supposer qu’elles ne soient dues

qu’a une adsorption de I’huile en surface.

V.1.3 Evaluation des performances d’adsorption de la silice Sunsphére H33 : étude

de l’aloe emodine

L’analyse frontale pour la détermination de la capacité d’adsorption de la silice par le
composé d’aloe emodine a été réalisée.

Tout comme précédemment, une masse entre 100 et 120 mg de silice Sunsphere H33 a été
pesée avec précision et placée dans une colonne vide de chromatographie (30 x 3.2 mm). La
silice packée dans la colonne est balayée par 5 mL d’éthanol pour éliminer les traces d’eau
résiduelles. Ensuite, la silice est séchée sous un courant de CO, (ou N,) afin d’¢liminer les
traces d’éthanol qui lors de I’analyse de chromatographie frontale pourraient perturber les
interactions entre solutés et silice Sunsphere H33.

Le standard d’aloe emodine est dilué¢ dans de I’éthanol a une concentration de 0.1 mg/mL.
Cette concentration est largement supérieure a celle qui sera réellement introduite sur la silice
lors du couplage extraction/imprégnation. L’éthanol est choisi car il solubilise notre composé
et a été utilis¢é comme co-solvant lors de I’extraction sélective des graines de Kniphofia
uvaria. Aussi, dans 1’optique d’un couplage extraction/imprégnation supercritique, il est
logique de travailler avec ce solvant (co-solvant d’éthanol ou éthanol/eau) pour étudier la
quantité optimale pouvant étre déposée sur la silice. Des le début de la percolation, et grace a
un détecteur placé juste en sortie de colonne, nous pouvons suivre la variation de I’absorbance
a 430 nm pour suivre 1’évolution de la quantit¢ de composés qui sort de la colonne de
piégeage. Lors du début du pompage, le suivi de 1’absorbance UV est suivi a 430 nm,
longueur d’onde d’absorption maxime de I’aloe emodine. La Figure 5-7 qui suit représente la

courbe de chromatographie frontale obtenue :
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Figure 5-7 : Courbe de percée de I’aloe emodine obtenue par chromatographie frontale
— Conditions d’analyse : Aloe emodine diluée dans de I’éthanol a 0.1 mg/ml, support de
silice Sunsphére H33, débit de 1 mL/min, 27°C, UV a 430 nm.

Nous pouvons observer les 3 profils (A), (B) et (C). Le palier (C) représente 1’équilibre du
piégeage de I’aloe emodine par la silice. Ainsi, une fois ce palier atteint, I’analyse par
chromatographie frontale est arrétée, car la quantité piégée par le support est alors maximale.
La quantité¢ adsorbée par la silice est ensuite ¢luée a I’aide d’éthanol et est récupérée dans un
flacon de 20 mL. La solution récupérée est alors séchée sous courant d’azote puis re-dissoute
dans 1 mL d’éthanol. La fraction de 1 mL est finalement quantifiée par SFC-UV-vis a 430
nm. Pour cela, 20 pL de la solution est injectée sur phase polaire (Colonne Viridis BEH-2EP).
L’analyse est effectuée avec une phase mobile CO,/MeOH (70/30) (v/v) de méthanol au débit
de 3 mL/min. La teneur élevée en modificateur polaire permet de minimiser le temps
d’analyse, en tenant compte qu’il n’y a pas réellement de probleme séparatif (le composé
étudié est seul). Le chromatogramme suivant montre le pic chromatographique de I’aloe

emodine obtenu a partir de la solution récupérée apres élution :
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Figure 5-8: Chromatogramme UV de la fraction d’aloe emodine obtenue aprés
chromatographie frontale sur la silice Sunsphére H33 et solubilisée dans 1 mL d’éthanol
— Conditions d’analyse : Viridis BEH-2EP (250 x 4.6 mm ; 5 pm), CO,/MeOH (70/30)
(v/v) a 3 mL/min, BPR : 150 Bar, Vinj : 20 pL, Température : 15°C.

L’expérience est répétée 2 autre fois. Le tableau suivant montre les aires du pic
chromatographique de I’aloe emodine obtenues pour les fractions récupérées de ces 3 essais :

Tableau S-III : Récapitulatif des trois analyses frontales pour la détermination de la
capacité d’adsorption de la silice Sunsphere H33 pour de I’aloe emodine.

Masse de silice pesée (mg) 125.2 109.5 106.9
Aire d’aloe emodine (ui) 907.69 911.68 1029.19
Concentration (mg/mL) 14.3 14.3 16.2
Masse aloe emodine / silice

Sunsphére H33 (mg/g) 0.11 0.13 0.15
CV (%) 14.2

Ces résultats indiquent qu’il est ainsi possible de charger une quantité d’aloe emodine sur la
silice poreuse - Sunsphére H33 de 1’ordre de 10" mg/g lorsque I’on utilise de 1’éthanol

comme solvant d’adsorption.

V.1.4 Evaluation des performances d’adsorption de la silice Sunsphére H33 : étude

par chromatographie supercritique de la rétention des composés anthraquinoniques

Comme décrit dans la partie bibliographique, la technique d’imprégnation supercritique d’un
support par un ou des composés bioactifs tout en limitant la quantité de solvants organiques
toxiques est d’un fort intérét.

Deux principaux paramétres sont a déterminer dans le processus d’imprégnation

supercritique :
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» Le comportement des composés entre la phase sub/supercritique employée et le support
d’imprégnation ; c'est-a-dire la recherche des conditions permettant la plus grande
adsorption des composés d’intérét par le support (coefficient de partage) ;

» Le temps d’imprégnation avant 1’apparition de phénomeéne de relargage des composés,

c'est-a-dire, la durée maximale de percolation.

En comparaison aux silices chromatographiques, les silices cosmétiquées ont ét¢ développées
pour leurs qualités sensorielles et d’adsorption du sébum. Cette derniére caractéristique
contribue au fait que les silices fournies ont des surfaces spécifiques plus grandes en
comparaison aux silices quotidiennement utilisées en chromatographie (de 1’ordre de 200-400
m?/g). Toutefois, pour étudier les performances d’un support de silice pour 1’adsorption des
composés anthraquinoniques (rhéine et aloe emodine), en fonction des propriétés du fluide
vecteur, ’emploi d’une colonne chromatographique a phase stationnaire polaire de silice a été
substitué a la silice Sunsphére H33 pour des raisons pratiques de mise en ceuvre (pour éviter
le remplissage imparfait d’une colonne avec la silice cosmétique). Dans cette partie, la
chromatographie en phase supercritique, SFC, est donc utilisée comme un outil pour la
détermination de la solubilité des composés : rhéine et aloe emodine dans les conditions
sub/supercritiques. Les conditions expérimentées seront celles qui ont été testées pour
I’enrichissement en anthraquinones par SFE afin de déterminer la faisabilit¢ du couplage
SFE-Imprégnation sub/supercritique. Ainsi, dans ce travail, ’emploi de CO, et de co-solvant

(EtOH, EtOH/H,0 ; (80/20) (v/v)) dans les proportions 95/5 et 70/30 (v/v) seront étudiées.

Cette ¢tude chromatographique est effectuée a 1’aide d’une colonne Accucore Hilic (150 x 4,6
mm ; 2.6 um) provenant de la société Thermo-Scientific dont la phase stationnaire est de la
silice avec des particules type fused-core. Les solutions d’aloe emodine et de rhéine ont été
préparées dans 1’éthanol aux concentrations de 0.04 et 0.1 mg/mL respectivement. Les
solutions ont été introduites grace a une vanne d’injection (Rheodyne) comprenant une boucle
d’injection de 20 pL. Les analyses SFC sont suivies a la longueur d’onde de 430 nm. La
pression imposée est déterminée en fonction des meilleurs coefficients d’enrichissement pour
chaque proportion de co-solvant utilisé (chapitre 3 — partie V.6 (page 180)). Dans un premier
temps, la température est fixée a 25°C afin de déterminer 1’influence de la nature de la phase
imprégnante (phase mobile pour notre étude, fluide d’extraction pour le couplage on-line
SFE/SFI) sur la rétention des composés anthraquinones puis est optimisée suite a cette

premicere étude.
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V.1.4.1 FEtude du comportement des anthraquinones : Influence de la température et la

pression sur la rétention de 1’aloe emodine et rhéine

Les composés rhéine et aloe emodine ont ét¢ analysés en SFC en fonction d’une phase
mobile/imprégnante de CO,/EtOH (95/5) (v/v). Pour chaque analyse, le facteur de rétention a
été calculé :

_ tr—to

k=
to

Avec tr : le temps de rétention du soluté

to : le temps du mort du systéme

Le facteur de rétention mesure les forces d’interaction du soluté vis-a-vis de la phase
stationnaire et de la phase mobile, i.e. de la phase imprégnante. On peut considérer en
premicre approximation que les interactions entre les composés et la phase stationnaire sont
constantes, en négligeant des phénomenes d’adsorption des composants de la phase mobile
sur la silice, et donc, que les changements de rétention sont principalement liés 4 une variation
de la solubilité du composé dans la phase mobile. Ainsi, un facteur de rétention plus élevée
traduira une solubilité réduite dans la phase mobile et vice versa. Par conséquent, le soluté

sera mieux piégé par la silice dans un procédé d’imprégnation.

Les composés rhéine et aloe emodine ont aussi été analysées en SFC pour différentes
conditions de pressions (100 ,150 et 200 bars) et de température (30, 40 et 60°C) pour
’utilisation d’EtOH a 5% dans la phase mobile/imprégnante retenues (5% d’EtOH). La
Figure 5-9 suivante présente I’influence de la température et de la pression sur le logarithme

du facteur de rétention de 1’aloe emodine et rhéine pour une phase CO,/EtOH (95/5) (v/v).
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Figure 5-9 : Influence de D’effet de la température et de la pression sur la rétention de
I’aloe emodine et de la rhéine pour une phase imprégnante de CO,/EtOH (95/5) (v/v) —
Conditions analytiques : Accucore HILIC (150 x 4.6 mm ; 2.6 pm), CO,/EtOH (95/5)
(v/v) a 3 mL/min, BPR : 150 bars (pour I’étude de la température), Température : 40°C
(pour I’étude de la Pression), Vinj : 20 pL et UV : 430 nm.

Ainsi, ’augmentation de la température améliore la valeur du facteur de rétention des
composés tandis que 1’augmentation de la pression diminue cette valeur. Ces observations
sont en concordances avec les propriétés des fluides sub/supercritiques. En effet, comme
expliqué précédemment (chapitre 2 - 11.2.2 — page 55), I’augmentation de la température
conduit & une augmentation de la rétention car la densité du fluide diminue, alors que
I’augmentation de la pression induit une augmentation de la densité¢ du fluide et donc une
diminution de la rétention.

En conclusion, 'utilisation d’une température de 60°C et d’une pression de 100 bars pour
I’imprégnation serait a privilégier lors du couplage SFE-SFI. La phase imprégnante utilisée
exige I’emploi d’une faible proportion de co-solvant afin de concilier extraction et

imprégnation on-line.
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V.1.42  Etude du comportement des anthraquinones : influence de la nature de la phase

imprégnante sur la rétention de I’aloe emodine et rhéine

La Figure 5-10 suivante représente les valeurs de facteur de rétention pour les composés aloe

emodine et rhéine en fonction de la nature et de la proportion de co-solvant(s) utilisées.

Facteur de
rétention (k)

. ammy  Rhéine

o Ay o cmodi
_"7’"'"’"T-Wfﬂ—uw,,_,” /’ oe emodine
EtOH 5 % EtOH/H,05 % 7

Figure 5-10 : Graphique représentant les valeurs des facteurs de rétention des deux
composés anthraquinoniques d’intéréts (aloe emodine et rhéine) en fonction de la nature
et de la proportion de la phase mobile/imprégnante utilisée — Conditions analytiques :
Colonne Accucore HILIC ((150 x 4,6 mm ; 2.6 pm), 3 mL/min, BPR : 100 bars, 25°C,
Vinj : 20 pL, UV-vis : 430 nm.

L’utilisation d’une phase imprégnante constituée de 5% de co-solvant est a privilégier puisque
les facteurs de rétention sont plus élevés en comparaison a ceux obtenus avec 30 % de co-
solvant. De plus, 1’ajout de 20% d’eau dans le co-solvant améliore la solubilisation des deux
anthraquinones dans la phase mobile/imprégnante. En effet, les deux composés sont élués
plus rapidement avec 5 et 30% d’éthanol/eau. Comme attendu, 1’emploi d’une phase
constituée de 30% de co-solvant est plus €luante ce qui induit une diminution des valeurs des

facteurs de rétention des deux composés.

Par conséquence, pour I’étude du couplage SFE-imprégnation, 1’extraction sélective des
anthraquinones et leurs adsorptions sur le support de silice exigent un compromis.
Précédemment (Chapitre 4 - partie V.6 (page 180)), les conditions optimales d’extraction sont
définies a 30% d’éthanol rajouté dans le fluide a 200 bars et 60°C. Ces conditions ne sont pas

favorables a I’adsorption des composés sur silice. C’est pourquoi, I’emploi de 5% d’éthanol,
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100 bars et 60 °C ou de 5% d’éthanol/eau, 100 bars, 30 °C devront étre favorisées pour cette

¢étude qui vise a coupler extraction et imprégnation.

V.1.4.3  Détermination du temps d’imprégnation : suivi de la cinétique en SFE

Le temps d’imprégnation fix¢é est fonction de D’extraction: lorsque la totalit¢ des
anthraquinones (rhéine et emodine) est extraite de maniére sélective, ou lorsque les composés
sont relargués du support, il n’existe plus d’intérét de continuer I’imprégnation. En effet, le
prolongement du temps d’imprégnation est défavorable du fait que le fluide alors appauvrit en
composés cibles continue a percoler au travers de la silice imprégnée ce qui peut induire une
¢lution partielle des composés initialement adsorbés. C’est pourquoi, il est important de

connaitre la cinétique d’extraction pour optimiser ce procédeé.

Le suivi de la cinétique d’extraction a été réalisée avec de 1’éthanol a 5 % dans le fluide et au
débit de 3 mL/min. Entre la sortie de cellule d’extraction et le régulateur de pression, un
spectrophotometre UV-vis est placé et réglé a la longueur d’onde de 430 nm (anthraquinones)
puis 210 nm (glycérides). L’expérience est réalisée a 1’aide de 0.5 g de graines de Kniphofia
uvaria préalablement broyées. Le temps d’extraction est de 1 heure. Nous récupérons deux

fractions a 30 minutes et 1 heure puis les analysons en SFC-UV a 430 nm.
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Figure 5-11: Suivi cinétique d’extraction des graines de Kniphofia wuvaria des
anthraquinones et glycérides aux longueurs d’ondes respectives de 430 nm — Conditions
d’extraction : 0.5 g de graines de Kniphofia uvaria, CO,/EtOH (95/5) (v/v), 60°C, 100
bars.

219



Chapitre 5

La cinétique d’extraction a 5% d’éthanol montre a 430 nm que [’utilisation d’un temps
d’extraction de 30 minutes permet d’extraire la majorité des anthraquinones : pour les 30
premicres minutes, les taux de récupération de I’aloe emodine et de la rhéine sont

respectivement de 93 et 92%.
En conséquence, pour extraire et imprégner simultanément les anthraquinones sur le support
avec 5% d’éthanol dans le fluide, un temps d’extraction de 30 min pour 0.5 g de graines est

retenu pour 1’extraction sélective.

V.2 Faisabilité du couplage extraction- imprégnation sub/supercritique en ligne

V.2.1 Détermination de la position de la cellule d’imprégnation

L’emplacement de la cellule dans le systtme est a 1’image du couplage de la SFC-
spectrométrie de masse. En amont du régulateur de pression, le fluide est pressurisé. En aval
du régulateur de pression, la dépressurisation du fluide a lieu faisant ainsi diminuer la
solubilité des solutés dans le fluide jusqu’a leur précipitation. Le procédé « Rapid Expansion
of Supercritical Solutions » (RESS) basé sur le principe de décompression du fluide aprés un
régulateur de pression, consiste en une recristallisation des composés générée par la détente
du fluide sub/supercritique post-BPR. Ce procédé permet alors d’obtenir des supports
contenant les composés.

Dans le cadre du couplage SFE-Imprégnation en-ligne, le positionnement de la cellule
d’imprégnation par rapport au régulateur de pression est donc un choix clé. En effet, la densité
du fluide et donc la solubilité des analytes dans le fluide est modifiée selon ou se situe la
cellule d’imprégnation par rapport au régulateur de pression. C’est pourquoi, deux

configurations pour ce couplage de procédé ont été étudiées (Figure 5-12).

Dans la partie étude préliminaire présentée précédemment, il a €t€ montré que les composés
rhéine et aloe emodine étaient adsorbés en plus grandes proportions dans la silice lorsque la
phase imprégnante était composée de seulement 5% de co-solvant. Ainsi, le couplage de
I’extraction-imprégnation sub/superpercritique a ¢été réalis€ avec 5% d’éthanol ou
d’¢éthanol/eau a 100 bars. La température d’extraction (30 ou 60°C) est fonction du co solvant
utilis¢ : 30°C (EtOH/H,0) et 60°C (EtOH). La température d’imprégnation (peut-étre
différente de la température d’extraction) est contrdlée en plagant la cellule d’imprégnation

dans un bain de sable de Fontainebleau chauffé par une plaque chauffante. L’homogénéité de
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la température de la cellule est vérifiée a 1’aide d’un indicateur de température, placé a
I’extérieur de la cellule. La masse de graine broyée engagée dans ce couplage est de 0.5 g. La
masse de silice dans la cellule d’imprégnation est aussi de 0.5 g. Le ratio (masse de
graines/masse de silice) est donc de 1. Le temps de 1’extraction-imprégnation est fixé a : 30
min.

La Figure 5-12 — A montre que la cellule d’imprégnation a été placée en sortie de la cellule
d’extraction. Le détecteur UV est placé a la suite afin de suivre 1’adsorption des
anthraquinones sur silice quand la cellule d’imprégnation est localisée en amont du régulateur
de pression. Celui-ci est alors réglé a 430 nm.

Dans la Figure 5-12 - B, celle-ci contenant la silice cosmétique a été placée a la sortie du
régulateur de pression. En sortie de cellule d’imprégnation, une restriction est ajoutée afin de
maintenir une pression de 50 bars au sein du systéme. La restriction est fabriquée a partir de

capillaire de 64 pm : ses dimensions sont de 0.064 x 76 mm.
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Figure 5-12 : Représentation schématique du couplage SFE-imprégnation supercritique
en ligne avec la cellule d’imprégnation en du régulateur de pression (A) et en
AVAL du régulateur de pression (B).

Les résultats obtenus sont présentés dans la graphique suivant (Figure 5-13) présentant la

quantité¢ d’anthraquinones piégées (mg / 100 gramme de silice) en fonction des deux
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configurations testées. Selon ce graphique, la quantit¢ d’anthraquinones piégées la plus
importante apparait lorsque la cellule d’imprégnation est placée aprés le régulateur de
pression alors que I’utilisation d’une phase imprégnante d’éthanol/eau permet d’obtenir une

silice plus enrichie en ces composés cibles.

m Phase mpregnante
CO2/EtOH

W Phase mpregnante
0.05 . CO2/EtOH/H2O
0 — ||

Cellule d'imprégnation Cellule d'imprégnation
AVANT le BPR APRES |e BPR

mg anthraquinones/100g S
_(l
[
]

Figure 5-13: Graphique montrant D’influence de la localisation de la cellule
d’imprégnation par rapport au régulateur de pression dans le couplage SFE-
Imprégnation sub/supercritique on-line — Conditions du couplage : 0.5 g graines, 0.5 g
de silice Sunsphére H33, CO,/EtOH (95/5) (v/v) a 60°C ou CO,/EtOH/H20 (95/4/1)
(v/viv) a 30°C, BPR : 100 bars.

Ce dernier résultat peut apparaitre dans un premier temps €tonnant puisque ’utilisation d’une
phase imprégnante plus polaire (éthanol+eau) et donc plus éluante lors de I’étape d’extraction
favorise D’adsorption des anthraquinones sur la silice lors de I’étape d’imprégnation.
Toutefois, 1’ajout d’un faible pourcentage d’eau dans le co-solvant d’extraction améliore
I’extraction des anthraquinones au détriment des triglycérides par un facteur 5. Par
conséquent, dans cette étude, il semble que la proportion d’anthraquinones extraite (lors de
I’étape d’extraction préalable) ait une influence plus importante que la force d’élution de la
phase imprégnante pour I’obtention d’une plus grande quantité d’anthraquinones adsorbées
sur la silice Sunsphére H33. C’est pourquoi, dans le cadre de ce couplage, nous privilégierons
I’emploi d’éthanol/eau a 5 % dans le fluide extrayant/imprégnant.

Il apparait donc que la configuration B qui emploie une cellule post-régulateur de pression
pour I’imprégnation des anthraquinones soit plus performante pour le piégeage de ces
composés par la silice. En effet, pour une méme composition de fluide, la quantité imprégnée
est augmentée au minimum par un facteur 7. Bien que I’adsorption soit possible avec une
cellule d’imprégnation en amont du régulateur de pression, donc a une pression assez ¢élevée,

100 bars, il semble qu’une diminution de pression de 50 bars dans la cellule favorise
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I’imprégnation des anthraquinones sur la silice. Cette diminution de pression, provoque une
forte réduction de la densité du fluide, ce qui réduit la solubilité des anthraquinones dans la
phase imprégnante : le coefficient de partage des anthraquinones entre le support
d’imprégnation et la phase imprégnante est alors largement modifi¢ au profit du support de
silice.

En conclusion, dans le cadre de ces conditions d’extraction de 60°C et 100 bars (pression de
sortie), D’emploi d’une phase CO,/EtOH/H,O a (95/4/1) (v/v/v) et d’une cellule
d’imprégnation placée aprés le régulateur de pression sont a privilégier et sont donc

conservées pour la suite de cette étude sur le couplage SFE-SFI en ligne.

V.2.2 Faisabilité du couplage SFE — Imprégnation en ligne : Influence de [’état du

fluide imprégnant pour l'imprégnation des anthraquinones

Comme nous 1’avons déja évoqué, les fluides supercritiques ont un pouvoir solvant dit « a
géométrie variable » : la solubilité des composés évolue selon les conditions de pression et de
température du fluide. L’état du fluide utilisé est donc un facteur clé a maitriser. Dans cette
partie, la température et la pression sont les deux parameétres étudiés, maintenant que la nature
et le pourcentage de co-solvant sont fixés. Ainsi, en faisant varier ces deux parametres, la
nature du fluide varie de 1’état pseudo-liquide a 1’état supercritique en passant par 1’état

subcritique.

Trois principales expériences ont été réalisées pour déterminer les conditions optimales
d’adsorption/imprégnation. La température de 27°C a été utilisée et représente la température
ambiante. La température de 60°C est imposée comme dans la partie V.2.1 par une plaque
chauffante. La pression de 50 bars est fixée a I’aide d’un capillaire (0.064 x 76 mm) branchée
en sortie de la cellule d’imprégnation. La pression de 90 bars est imposée a I’aide d’un autre
capillaire de (0.064 x 138 mm) et branchée en sortie de cellule. Les masses de graines et de
silice engagées dans ces opérations varient : deux ratios (masses de graines/masse de silices)

ont été testés de 1 et 5. Les conditions utilisées sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau 5-1V : Récapitulatif des différentes conditions de pressions et de températures
testées pour 'imprégnation des anthraquinones sur la silice Sunsphére H33.

- S . Température de la cellule Pression de sortie de la
Etat du fluide imprégnant o . X - 2 :
d’imprégnation cellule d’imprégnation
Pseudo-liquide 27°C 50 bars
Subcritique 27°C 90 bars
Supercritique 60°C 90 bars

La figure ci-aprés présente la quantit¢ d’anthraquinones imprégnées en fonction des

différentes conditions imposées.

1 - .\

0.8
Y Bl oo

0.6 . - EtOH
04 . . Q Ratio 5

O Ratio
W@ @
) /

Pseudo-liquide Subcritique Supercritique

silice Sunsphére H33

Quantité adsorbée mg anthraquinone / g de

02 Etat du fluide dans la cellule d'imprégnation

Figure 5-14 : Graphique représentant la quantité d’anthraquinones adsorbée sur la
silice Sunsphére H33 en fonction de I’état du fluide dans la cellule d’imprégnation -
Conditions SFE - Imprégnation en-ligne : 0.5 a 3 g de graines broyées de Kniphofia
uvaria (ratio de 1 a 5), 5% EtOH (60°C) ou EtOH/H,O (30°C), BPR extraction : 100
bars (pour une BPR imprégnation fixé a 50 bars) et 150 bars (pour un BPR
imprégnation fixé a 90 bars), BPR imprégnation : 50 bars (pour I’état subcritique) ou 90
bars (pour I’état supercritique), 30 minutes, 0.5 a 0.6 g de silice Sunsphére H33, 30
minutes, 3 mL/min.

Comme peut le montrer le graphique ci-dessus, pour un méme ratio, I’emploi d’une phase
composée d’éthanol/eau a 5% permet d’obtenir une plus grande quantité imprégnée
d’anthraquinones sur la silice. Cette observation coincide avec les précédents résultats.
L’emploi d’une phase d’extraction/imprégnation composée d’une faible proportion d’eau dans
le co-solvant améliore donc la sélectivité d’extraction des anthraquinones et le taux

d‘imprégnation.
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Pour un méme co-solvant donné, I’emploi d’un ratio de 5 permet d’obtenir des taux
d’imprégnation en anthraquinones dans la silice supérieurs a ceux obtenus a partir d’un ratio
de 1. Ainsi, avec une masse de graines 5 fois supérieure a la masse de silice, la quantité
extraite d’anthraquinones est supérieure ce qui conduit a une quantité de composés
potentiellement piégeables plus importante. Le ratio est donc aussi un facteur a optimiser dans
le cadre du couplage SFE-imprégnation en ligne.

Pour un méme co-solvant et un méme ratio, il semble que I’utilisation d’une phase
imprégnante supercritique aide a 1’adsorption des anthraquinones sur la silice. Ainsi, lorsque
la phase imprégnante se trouve dans un état supercritique, le taux d’imprégnation est de 0.9
mg/g tandis que pour une phase subcritique ou pseudo-liquide, les taux avoisinent
respectivement 0.55 et 0.35 mg/g pour un ratio (masse de graines/silices) de 5 et une phase
imprégnante composée d’éthanol/eau a 5%. Par conséquent, la solubilité des anthraquinones
est moins importante dans une phase supercritique que dans des phases pseudo-liquides ou
subcritiques comprenant 5% de co-solvant. Cette diminution de solubilité dans la phase

imprégnante améliore donc le taux d’anthraquinones adsorbées sur la silice Sunsphere H33.

V.2.3 Faisabilite du couplage SFE — Imprégnation en ligne : Influence de la

température de la cellule d imprégnation sur le taux d’imprégnation

L’influence de la température de la cellule d’imprégnation sur le taux d’imprégnation des
anthraquinones sur la silice Sunsphére H33 a été étudié selon plusieurs valeurs : 40, 60, 80 et
100°C (Figure 5-15). Les essais ont été réalisés sur un temps de 30 minutes et avec un ratio
(masse graines/silice Sunsphere H33) de 5. La contre-pression imposée en sortie de cellule
d’imprégnation est fixée a 90 bars. Comme il est noté sur la Figure 5-15, la température
optimale d’imprégnation pour I’obtention du meilleur taux d’imprégnation des anthraquinones
sur la silice Sunsphére H33 est de 60°C. Ce taux diminue avec l’augmentation de la
température a 80 et 100°C. Ces résultats sont étonnants. En effet, la solubilité des
anthraquinones diminue avec 1’augmentation de la température [254.255] ce qui aurait pour
conséquence de favoriser les interactions des anthraquinones avec le support de silice et donc
leurs imprégnations. Dans notre étude, des précipitations de matiére dans le systéme post
régulateur de pression semblent se produire (en particulier dans les lignes de transferts et le

fritté de la cellule d’imprégnation) ce qui expliquerait des taux d’imprégnation plus faibles.
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Figure 5-15: Evolution de la quantité d’anthraquinones adsorbées par la silice
Sunsphére H33 en fonction de la température de la cellule d’imprégnation - Conditions
SFE- Imprégnation en ligne : SFE : 3 g de graines broyées de Kniphofia uvaria (ratio de
5), 5% EtOH/H,0, 30°C, BPR extraction : 150 bars, Imprégnation : 0.6 g de silice
Sunsphére H33, 60°C, BPR imprégnation : 90 bars, 30 minutes, 3 mL/min.

V.2.4 Faisabilitée du couplage SFE — Imprégnation en ligne : Influence du ratio

masse de graines et de masse de silice Sunsphere H33 sur le taux d’imprégnation

L’influence du ratio de la (masse de graines broyées de Kniphofia uvaria / la masse de silice
Sunsphéere H33) (ratio G/S) sur le taux d’imprégnation des anthraquinones dans la silice a été
¢tudiée. Plusieurs expériences ont ainsi été réalisées selon les ratios : 1, 5, 10, 15, 20, 30 et 40
pour des temps de contact de 30 minutes. Pour les ratios de 20, 30 et 40, nous imposons une
masse de graines fixe a 3 g et modulons la masse de silice dans la cellule d’imprégnation. La
température imposée de la cellule d’extraction est de 30°C tandis que la cellule
d’imprégnation est fixée a 60°C. Le fluide utilisé dans le cadre de I’extraction/imprégnation
en-ligne est composé de CO,/EtOH/H,0 dans les proportions 95/4/1 (v/v/v) a un débit de 3

mL/min.

L’impact du ratio sur la quantité d’anthraquinones imprégnées dans la silice (mg/g) est
représenté par la Figure 5-16. Ainsi, deux tendances semblent se dessiner : la premiére
tendance est définie entre les valeurs du ratio de masse de 1 et 15 ou on observe une
augmentation de la quantité imprégnée. Dans un second temps, entre les valeurs 15 et 40, on
observe que la quantit¢é imprégnée semble stagner autour de la valeur de 1.5 mg

d’anthraquinones par gramme de silice Sunsphere H33. Il semble donc que I’emploi d’un
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ratio de 15 soit la valeur qui concilie un taux d’imprégnation d’anthraquinones maximale avec
la quantité de graines la plus faible possible. Toutefois, deux questions peuvent se poser a la
vue de ce résultat. Nous pouvons nous demander si cette constante atteinte est représentative
de la quantit¢ maximale d’anthraquinones pouvant étre adsorbées sur la silice Sunsphere H33
ou est-ce un artefact engendré par un autre parametre physique tel que la limite de solubilité

des anthraquinones dans le fluide extrayant de CO,/EtOH/H,0 (95/4/1) (v/v/v) a 30°C.

Quantité d'anthraquiones adsorbées mg
/ gde silice Sunsphére H33

0 10 20 30 40 50
Ratio G/S

Figure 5-16: Evolution de la quantité d’anthraquinones adsorbées par la silice
Sunsphére H33 en fonction du ratio G/S - Conditions SFE- Imprégnation en ligne :
SFE : 0.5 a 3 g de graines broyées de Kniphofia uvaria (ratio de 1 a 40), 5% EtOH/H,O0,
30°C, BPR extraction : 150 bars, Imprégnation : 0.075 a 0.6 g de silice Sunsphére H33,
60°C, BPR imprégnation : 90 bars, 30 minutes, 3 mL/min.

V.2.5 Faisabilite du couplage SFE — Imprégnation en ligne : Influence du temps

d’extraction-imprégnation en ligne

L’influence du temps d’extraction-imprégnation en-ligne a été étudié¢e. Pour cela, trois temps
ont été investigués : 15, 30 et 60 minutes. Plusieurs variables sont fixées : le ratio G/S est
imposé¢ a 15, la température est fixée a 60°C, la contre-pression en sortie de cellule
d’imprégnation est de 90 bars. La Figure 5-17 représente la quantité¢ d’anthraquinones piégée
en fonction du temps d’extraction. La valeur limite de 1.5 mg/g précédemment obtenue (partie
V.2.4, page 226) ne semble donc pas étre la valeur de saturation de la silice Sunsphere H33
par les anthraquinones. En effet, au-dela de 30 minutes, la quantité¢ adsorbée par la silice
augmente : a 60 minutes, la quantit¢ imprégnée est de 2.25 mg/g. Par conséquent, pour un

débit de 3 mL/min de CO,/EtOH/H,0 (95/4/1) (v/v/v) a 30°C, le ratio G/S optimal est de 15
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pour ce couplage. L’utilisation d’une valeur de ratio G/S supérieure ne permettrait pas
d’adsorber une plus importante quantité¢ d’anthraquinones. En effet, il semble que le fluide
utilisé dans ce couplage ne puisse pas extraire une plus grande quantité d’anthraquinones dans
ces conditions. Ainsi, nous avons montré que la capacit¢ maximale d’adsorption des
anthraquinones sur la silice Sunsphére H33 a I’aide du fluide supercritique n’a pas été atteinte

au vu de ces derniers résultats.
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Figure 5-17: Evolution de la quantité d’anthraquinones adsorbées par la silice
Sunsphére H33 en fonction du temps d’expérience - Conditions SFE- Imprégnation en
ligne : SFE : 3 g de graines broyées de Kniphofia uvaria (ratio de 15), 5% EtOH/H,0,
30°C, BPR extraction : 150 bars, Imprégnation : 0.2 g de silice Sunsphere H33, 60°C,
BPR imprégnation : 90 bars, 30 minutes, 3 mL/min.

Toutefois, ’augmentation de la teneur en composés cibles dans la silice Sunsphere H33 ne
contribue pas a une coloration plus intense du support d’imprégnation. On constate méme une
tendance inverse.

Pour corréler la teneur en anthraquinones imprégnées pendant les temps de 15, 30 et 60
minutes et la couleur de la silice imprégnée, des expériences en moyen Infra-rouge (MIR) ont
été réalisées. L’appareil est décrit en partie IV.4 — page 209. L’analyse des silices est
effectuée par Réflexion Totale Atténuée (ATR). Dans un premier temps, les analyses MIR des
standards de rhéine (pureté >99%, Extrasynthése), aloe emodine (puret¢ >98.5%,
Extrasynthése) et de 1’acide oléique (puret¢ > 90%, Sigma Aldrich) sont effectuées pour
déterminer les bandes d’adsorption discriminantes et les bandes caractéristiques des composés
cibles. Nous avons choisi d’opter pour I’analyse MIR des deux anthraquinones car ce sont les

composés cibles que nous recherchons a imprégner. L’acide gras olé¢ique est également
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sélectionné car il est susceptible d’établir des interactions physico-chimiques avec la silice
cosmétique et d’étre adsorbé. De plus, 1’acide oléique (tout comme autre acide gras) présente
une fonction carboxylique (et donc une fonction carbonyle). C’est pourquoi, pour réussir a
discriminer cette fonction carbonyle présente sur ces deux familles moléculaires : acide gras
et anthraquinone, 1’acide oléique a été ¢étudiée afin d’identifier les bandes d’adsorption
discriminantes (et donc pour réussir a caractériser les anthraquinones sur la silice par MIR). A
I’inverse, les glycérides (DAG, TAG) sont moins susceptibles d’étre retenus par la silice. Par
conséquent, seul 1’acide oléique, représentant de la famille des acides gras, est analysé. Les

spectres MIR des 3 standards sont représentés par la Figure 5-18 suivante.
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Chapitre 5

Figure 5-18 : Spectres MIR des standards : acide oléique (A), aloe emodine (B) et rhéine
©
De ces trois spectres MIR, une représentation simplifiée des absorptions de ces trois standards

est présentée ci-dessous afin de discriminer plus aisément les bandes caractéristiques des

standards :
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Figure 5-19 : Présentation simplifiée des absorptions caractéristiques en MIR de I’acide
oléique, rhéine et aloe emodine.

Les nombres d’onde discriminants les anthraquinones vs. acide oléique sont représentées a
I’aide des cadres noirs sur la Figure 5-19. Comme attendu, la région discriminante des
anthraquinones est comprise entre 1050 et 1200 cm™, région attribuée a 1’élongation C-O des
composés présentant une fonction chimique alcool. De plus, dans la région entre 1600 et 1800
cm™, les réponses sont attribuées aux fonctions chimiques : cétone et acide carboxylique. La
présence des bandes harmoniques et de combinaisons de déformations C-H en dehors du plan
situées entre 1700 et 2000 cm™ correspondant a la présence des cycles benzéniques des
anthraquinones. Enfin, I’élongation de O-H la fonction acide carboxylique de la rhéine se
définit aux alentours de 3300 cm™. La bande d’adsorption aux environs de 3060 cm™

correspondrait a 1’¢longation de la liaison C-H de la fonction aréne.

Apres détermination des bandes d’absorption caractéristiques des deux anthraquinones, nous
avons analysé par MIR, les silices imprégnées avec les temps d’expériences de 15, 30 et 60
minutes. Chaque spectre MIR est le résultat d’une soustraction avec le spectre de silice
correspondant a la silice vierge (Sunsphere H33) afin d’éviter I’obtention de bandes
d’adsorption caractéristiques des fonctions silanols. Au final, la Figure 5-20 représente la
superposition des spectres infra-rouge des trois échantillons de silices imprégnées. Nous
pouvons constater que 1’intensité des principales bandes d’absorption caractéristiques des

deux anthraquinones diminue avec I’augmentation du temps de I’expérience :
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Figure 5-20 : Comparaison des spectres MIR des silices Sunsphére H33 imprégnées avec
des temps d’expériences de 15 ,30 et 60 minutes — Conditions analytiques : SFE : 3 g de
graines broyées de Kniphofia uvaria, ratio de 15, 30°C, 5% EtOH/H,O, BPR : 100 bars,
Imprégnation : 0.2 g de Silice Sunsphére H33, 60°C, BPR : 90 bars, 3 mL/min.

Par conséquent, une augmentation du temps d’expérience se traduit par une diminution de la
réponse en MIR, qui est bien sir corrélée a une modification au niveau de la couleur de la
silice. En revanche, la quantit¢ d’anthraquinones adsorbées dans la silice augmente
progressivement au fil du temps (Figure 5-17 — Page 228). Ainsi, nous pouvons émettre
I’hypotheése qu’une migration des anthraquinones vers le cceur de la silice a lieu : en début
d’expérience, les composés cibles s’adsorbent a la surface de la silice puis progressivement,
migrent vers le ceeur du support entrainant une perte dans la coloration de la silice

En conséquence, suivant les conditions d’imprégnation, la localisation des composés déposés
est plutdt en surface (enrobage), ou plutdt a ceeur (imprégnation). La couleur du support n’est

donc pas la méme, ni sa teneur en composés bioactifs.
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VI. Couplage SSFE-SSFI : perspectives vers une transférabilité a 1’échelle

industrielle

L’exploration du travail a 1’échelle du laboratoire a pour objectif final de reproduire les
résultats obtenus a une échelle industrielle. Ce passage (scale-up) reste donc une étape

cruciale pour tout acteur de la chimie.

Un des grands intéréts dans 1’utilisation des fluides supercritiques est ce passage a 1’échelle
industrielle. En effet, I’obtention de fractions « pures » exemptes de résidus de solvants
organiques permet de s’acquitter des opérations d’élimination de ces résidus tout en
conservant cet aspect « durable ». Dans le cadre de ce travail, nous avons pu montrer la
faisabilit¢ du couplage SSFE-SSFI pour D’extraction et I’imprégnation sélectives des
anthraquinones a 1’échelle du laboratoire. Toutefois, pour 1’obtention d’un procédé rentable et
fiable, tous les parameétres clés liés a son optimisation a savoir: les débits, pression,
températures, les masses a charger en matiere premiere et en silice doivent étre étudiés et
maitrisés a 1’échelle du laboratoire. Ainsi, certains points restent a investiguer notamment : le
deébit qui est intrasequement relié au temps a imposer a ce procedé et a la cinétique
d’extraction/d’imprégnation ainsi qu’aux dimensionnements de 1’appareillage utilisé. D’autres
aspects plus fondamentaux quant a I’équilibre des phases CO,, EtOH et H,O devront étre
¢tudiés et maitrisés afin d’obtenir une robustesse dans ce procédé (ex : la possibilité de
démixtion des phases est a envisager lorsque 1’on emploi un solvant peu voire pas soluble
dans le CO, supercritique). D’autres part, le dimensionnement et 1’instrumentation devront
étre pris en compte lors du passage a une échelle industrielle (ex : les changements dans les
transferts thermiques peuvent donner lieu a une grande variabilité dans les résultats obtenus).
Par ailleurs, I’emploi d’eau dans le co-solvant pour I’extraction et I’imprégnation reste un
probléme a élucider. En effet, la silice est un matériau hydroscopique. C’est pourquoi, en fin
de procédé, I’¢élimination de 1’eau retenue par la silice devra étre a réaliser. Il serait possible
d’envisager un procédé de séchage de la silice en utilisant du CO, gazeux qui a faible débit
traverserait la cellule d’imprégnation : ce CO, de séchage pourrait étre issu de palliers de

décompression lors de la dépressurisation du systéme jusqu’a pression atmosphérique.

Un premier scale-up est a envisager afin d’appréhender les résultats sur des pilotes a plus
hautes capacités. Ainsi, cette manic¢re de procédé permettra d’étudier les produits obtenus en

plus grande quantité pour des tests en aveugle en formulation cosmétique tout en limitant dans
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un premier temps la prise de risque liée a I’achat d’investissments cotliteux qui ne peuvent étre
amortis que par des utilisations intensives ou encore par la production de produits a trés
hautes valeurs ajoutées. Des études de répétabilités devront étre également réalisées pour
maitriser la qualité du produit final obtenu (ex : teneur imprégnée en composés cibles,
homogénéité de 1’adsorption des composés cibles sur/dans la silice...). Bien sir dans le cas,
ou les essais a une échelle semi-industrielle seraient concluants, il sera nécessaire de prendre
en compte lors du développement des équipements a I’échelle industrielle : 1’environnement.
En effet, la détermination des risques pour la sécurité du personnel et du laboratoire, la
«bonne » maintenance des appareils sont intraséquements dépendants du milieu

d’implantation de ces appareils.

En conclusion, I’emploi des fluides sub/supercritiques présentent un réel intérét pour le
domaine du cosmétique. En effet, longtemps considéré comme un solvant de substitution, le
CO; s’est avéré inconstestablement comme un solvant apportant des solutions nouvelles aux
industriels en ayant la particularité de pouvoir étre employé dans de nombreux secteurs pour
valoriser la matiére premicre. Paradoxalement, les colits des investissements représentent
encore un frein aux développements technologiques dans le milieu industriel mais qui a long
terme, constitueront un intérét majeur en proposant des produits innovants. Le couplage
SSFE-SSFI a suscité un réel engouement scientifique. Testée dans un premier temps a une
échelle laboratoire, la faisabilit¢é de ce couplage pour 1’obtention d’une premicre forme
galénique a été démontrée et a peut-&tre initi€ le début d’autres recherches sur cette
thématique. La montée en échelle n’est pas d’actualité mais les perspectives qui en découlent

montrent toute I’importance de la R&D nécessaire pour 1’obtention d’un procédé efficace.

VII. Conclusions de la faisabilité du couplage SFE-SSFI en ligne

Dans ce chapitre, nous avons pu démontrer le développement et la mise en ceuvre du couplage
en ligne SSFE-SFI mis en place a 1’aide des fluides sub/supercritiques, permet 1’obtention
d’une poudre imprégnée en composés bioactifs a 1’aide de conditions optimisées faisant
I’objet d’un compromis entre une sélectivité d’extraction et une forte adsorption sur/dans la
silice. Ce couplage peut donc étre considéré comme une approche innovante pour une éco-
valorisation des produits naturels a partir de la plante et ce jusqu’a atteindre une prémisse
d’une forme galénique. Par ailleurs, ce couplage SSFE-SFI simplifie le travail en combinant

ces deux procédés en une seule et méme étape. Cette technologie développée et appliquée a
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des graines de Kniphofia uvaria, graines mode¢les, est versatile grace a la modulation d’un
large éventail de parameétres a moduler et a optimiser dans les deux dimensions SSFE / SFI et
cela pouvant étre appliqué a n’importe quel extrait de plante a valoriser de maniére

écologique.
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1. Conclusions générales et perspectives scientifiques

L’objectif de cette thése de doctorat était d’étudier et de mettre en place des méthodologies
innovantes d’extraction, d’enrichissement, d’analyse et d’imprégnation pour la valorisation
verte de produits naturels d’origine végétale en prenant pour modele les graines oléagineuses

de la plante Kniphofia uvaria.

Notre travail qui s’est déroulé sur 3 ans a été divisé en trois axes. Ainsi, la premicre partie de
ce travail (Chapitre 3) a été d’optimiser une méthode SFC de séparation pour le screening
d’un extrait obtenu par SFE et fournit par la socié¢t¢ LVMH-Recherche de Kniphofia uvaria
ayant montré des propriétés bioactives intéressantes pour le domaine de la cosmétique ainsi
que de mettre en place le couplage SFC-HRMS pour I’analyse de cet extrait lipidique.
L’objectif étant d’identifier par SFC-UV et SFC-HRMS les métabolites potentiellement
responsables des propriétés bioactives et colorées de cet extrait huileux. Cette détermination
structurale a ainsi pu étre faite grace au développement du couplage SFC-APCI-HRMS et
d’études plus approfondies sur 1’ajout de solvant make-up souvent nécessaire pour pallier aux
pertes de sensibilité¢ dans la détection ou aux phénomenes de précipitations dans les lignes de
transferts. Dans un premier temps, nous avons dii modifier le systéme chromatographique
utilisé afin de 1’adapter a I'utilisation des fluides compressibles. Cette modification dans la
programmation du systeme d’injection de 1’appareil UHPLC a permis d’obtenir une bonne
répétabilité, avec 1’ajout de solvant make-up. Ce dernier solvant a fait le sujet d'investigations
en termes de nature chimique et de proportion. Les réponses analytiques en SFC-MS varient
en fonction de la nature des familles moléculaires. Ainsi, 1’ajout de solvant make-up (MeOH,
MeOH+HCOOH et IPrOH) permet d’améliorer le signal des composés
triglycérides/diglycérides tandis que cet ajout défavorise la détection des anthraquinones ou
acides gras. Dans notre étude, I’emploi de solvant make-up n’étant pas indispensable pour un
screening phytochimique exhaustif, une optimisation au niveau de I’ensemble des parametres
sources APCI (voltage de la décharge corona, débit du dry gaz, pression du gaz de
nébulisation et température APCI) et du parametre chromatographique SFC (débit
chromatographique) a été réalisé afin de mieux comprendre 1’influence de ces facteurs sur

I’ionisation de chacune des familles moléculaires lipidiques présentes dans cet extrait végétal.

En conclusion, en SFC-HRMS et SFC-UV, plusieurs quinones ont ét¢ caractérisées et

identifiées parmi la fraction minoritaire de cet extrait, comme étant les composés juglon,
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physcion, rhéine et aloe emodine. Ces cibles peuvent étre responsables des propriétés

cosmétiques intéressantes de cet extrait.

De nos jours, le couplage SFC-MS se démocratise. Par conséquent, il serait intéressant de

porter plus loin les études en investiguant les points suivants :

- La dissimilarité des réponses analytiques MS des composés s’est traduite en fonction de
la nature des familles moléculaires étudiées, c’est pourquoi, effectuer des gradients en
solvants make-up permettraient d’obtenir des sélectivités de détection. Avec un systéme
chromatographique sur phase CI18, les anthraquinones étant ¢€luées au début du
chromatogramme, 1’analyse pourrait commencer sans ajout de make-up, cet ajout étant
défavorable a la réponse de ces composés, puis un ajout de make-up pourrait étre réalisé,
pour favoriser la réponse de di-ou triglycérides. Toutefois, s’agissant pour ces composés

des majoritaires, la nécessité d’'une augmentation de réponse n’apparait pas essentielle.

- Optimiser le programme d’injection pour injecter en mode « partial loop et full loop ».
Aujourd’hui, I’injection s’effectue uniquement en mode «full loop ». Or, pour
minimiser les distorsions de pics chromatographiques MS, minimiser la quantité
d’échantillon consommeé et adapter le volume d’injection en fonction de 1I’échantillon (ce
qui permettrait de s’affranchir d’effectuer des dilutions), effectuer une optimisation du
programme d’injection serait a faire. Cette programmation pourrait s’inspirer de
I’injection sandwich qui consisterait a utiliser deux volumes de solvants immiscibles a

I’échantillon. Ce dernier pourrait alors étre intercalé entre les deux volumes de solvants.

Le développement de la SFC-2D couplée a la MS s’avere €tre une perspective de travail. En
effet, sur phase stationnaire apolaire (C18), les anthraquinones co-éluent avec les acides gras.
Malgré I'utilisation de ’APCI-HR-MS, la détection des anthraquinones est difficile. C’est
pourquoi, il est envisageable de mettre en place un systéme séparatif ou la 1 dimension
serait constituée d’une phase polaire et d’une seconde dimension par une phase stationnaire
apolaire. Lors de la séparation, les TAG et DAG éluerait dans un premier temps sur phase
stationnaire polaire. Cette fraction serait envoyée vers la seconde dimension (phase
stationnaire apolaire) pour une séparation plus fine de ces familles. Conservés en 1
dimension, les anthraquinones et acides gras seraient parfaitement discriminer en SFC pour
une détection en MS. Par ailleurs, cette approche pourrait se révéler intéressante pour I’étude
d’autres matrices lipidiques comme par exemple I’huile de Calophyllum inophyllum. En effet,

nous avons analysé et identifi¢ (<3 ppm) en SFC-APCI-HRMS (mode positif et négatif) cette
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huile a I’aide du systétme de 5 colonnes fused-core C18. Comme le montre le
chromatogramme MS (BPC), nous pouvons noter que la présence de composés appartenant a
la famille des coumarines qui éluent en début d’analyse. Ainsi, tout comme pour 1’étude des
anthraquinones, 1’utilisation d’une phase stationnaire polaire pourrait justifier le
développement d’un systéme bidimensionnel afin d’analyser la fraction glycérides (sur C18)

et la fraction moins apolaire (sur phase polaire) dans un méme run d’analyse.
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Figure 6-0-1 : Chromatogramme BPC de ’huile de Calophyllum inophyllum (100 ppm)
obtenu par le couplage SFC-APCI-HRMS (APCI") — Conditions analytiques : 4 Kinetex
C18 (150 x 4.6 mm, 2.7 mm) et 1 colonne Accucore C18 (150 x 4.6 mm, 2.6 mm)
connectées en série, CO,/MeOH (90/10) (v/v) a 1.0 mL/min, BPR : 100 Bar, Vinj : 5 pL,
Température : 9°C, APCI’, 450°C, 6000 nA, 0.4 bar (N2), 3 L.min".

Dans un second temps (Chapitre 4), nous avons développé une stratégie analytique pour
enrichir en anthraquinones (aloe emodine et rhéine) dans les extraits huileux obtenus par SFE.
Pour cela, nous avons opté pour le développement de méthodes par CPC pour le
fractionnement et 1’enrichissement en ces composés. Toutefois, I’emploi de cette technique a
nécessité des optimisations du mode d’introduction de la matrice lipidique pour éviter les
risques de relargage « flooding » et de perte de la phase stationnaire lors de 1’analyse. Ces
phénomenes ont ainsi été limités par I’injection d’une plus petite quantité de matiére premicre
d’huile et ce, quelle que soit la concentration de I’extrait injecté ainsi que par une
modification du mode d’injection qui facilite la solubilisation de I’extrait injecté dans la phase
stationnaire. L’emploi de la CPC a été appliqué dans un premier temps aux fractionnements
des composés majoritaires de I’extrait huileux : triglycérides puis a été appliqué avec succes

au fractionnement plus sélectif des anthraquinones. L’emploi de la CPC montre toujours
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certains points limitant comme la consommation de grandes quantités de solvants. Un
challenge intéressant serait le développement instrumental d’appareil CPC capable
d’employer les fluides supercritiques ce qui permettrait aux analystes d’étre amenés a
reconsidérer cette technique.

La seconde voie de cette stratégie analytique a été 1’optimisation de la méthode d’extraction
SFE initialement utilisée. En effet, I’extrait apporté par la sociét¢ LVMH-Recherche et qui
nous a conduits & mettre en place cette stratégie, avait été produit a 1’aide d’un fluide de CO,
pur a 60°C et 290 bars. Ces conditions d’extraction ont servi dans un premier temps a
I’obtention d’un extrait de référence mais n’étaient pas adaptées pour 1’extraction
préférentielle des composés cibles. De ce fait, une optimisation sur I’état et la nature du fluide
a été effectuée en modulant pression, température ainsi que sur la nature et la proportion du
co-solvant apporté. Nous avons pu montrer que 1’extraction sélective des anthraquinones par
SFE était possible sans dégradation chimique apparente et que I’ajout d’une faible proportion
d’eau dans le fluide sub/supercritique impacte significativement la sélectivité d’extraction.
Ainsi, un 5 % d’un mélange d’éthanol/eau donne des résultats proches de ’ajout de 30 %
d’éthanol. Cependant, pour aller plus loin dans 1’étude, la compréhension et 1’optimisation de

I’extraction par SFE, différents points pourraient étre a compléter :

- Tester dans différentes proportions 1‘ajout d’eau dans le fluide supercritique afin de
déterminer le seuil minimal a partir duquel 1’extraction usant 5 % d’éthanol/eau reste
compétitif a celle employant 30% d’éthanol. Ce pourcentage total de 5% étant favorable

a la phase d’imprégnation qui suit la phase d’extraction.

- Evaluer I’impact du pH pour évaluer la sélectivité et I’efficacité d’extraction, notamment

sur la rhéine, dont nous avons constaté le comportement particulier en CPC.

De plus, il serait intéressant d’étendre largement cette méthodologie a différentes matrices
végétales pour cartographier les familles moléculaires extractibles en fonction de la polarité et

de la densité du fluide d’extraction toujours en restant dans I’optique d’une technologie verte.

Dans la derni¢re partie de ce travail (Chapitre 5), la faisabilit¢ du couplage extraction et
imprégnation sub/supercritique pour 1’obtention d’une prémisse forme galénique a été
démontrée. Cette étude a été 1’occasion de valoriser 1’étape d’extraction précédemment
¢tudiée au cours de cette thése et a permis de mettre en évidence grace a une étude

chromatographique, qu’un compromis entre quantité extraite et force d’¢élution était
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nécessaire. Ce compromis a donc consisté a I’emploi de seulement 5 % de co-solvant dans le
fluide pour favoriser les interactions des anthraquinones avec le support d’imprégnation. Pour
aller plus loin, et améliorer le procédé, un différentiel de pression entre la cellule d’extraction
et d’imprégnation a ¢été fait afin de diminuer la solubilité¢ des anthraquinones dans le fluide.
Au final, en optimisant la nature et I’état du fluide imprégnant ainsi que la température, le
temps de I’expérience et les masses de silices et de graines mises en jeu, il est possible
d’imprégner au cceur la silice. Comme il a été¢ démontré (partie chapitre 5 - V.2.5, page 227),
I’imprégnation sur un temps de 60 minutes, a permis d’obtenir une silice quasi-blanche a I’ceil
nu dont la teneur en anthraquinones est supérieure a la silice imprégnée de couleur jaune sur
15 minutes. En conséquence, I’adsorption de ces composés a été réalisée au cceur de la silice
et non a sa surface offrant ainsi des possibilités différentes pour 1’¢laboration du cosmétique

final. Au vu de ces premiers résultats, différentes études pourraient étre envisagées comme :

- Développer une méthodologie extraction-imprégnation différentielle. Dans un premier
temps, il serait possible d’extraire, sans imprégner, au CO; pur la fraction lipidique
composée principalement de triglycérides puis d’effectuer une extraction-imprégnation a

I’aide de 5% d’éthanol/eau.

- Valoriser la fraction lipidique (acide gras, di et tri-glyceride) non utilisée en tentant de

mettre en place un enrobage de la silice imprégnée, toujours a 1’aide du CO, pur.

- Tester la stabilité des supports imprégnés afin de connaitre le potentiel de cette technique

pour la pré-formulation des cosmétiques.

- Déterminer les teneurs en solvants résiduels dans les supports d’imprégnation. En effet,
ces teneurs pouvant fortement influencer la formulation physico-chimique et la stabilité

des formules obtenues.

- Mettre en place une stratégie pour discriminer enrobage et imprégnation. Une cinétique
de désorption par fluides supercritiques suivi par un détecteur UV permettrait de
connaitre : le temps de relargage, la vitesse de désorption et le taux de composés

quinoniques imprégnés.

De plus, plusieurs supports d’imprégnation pourraient étre €tudiés. Durant cette thése de
doctorat, nous avons fait le choix d’employer uniquement de la silice cosmétique. Toutefois,

il existe une multitude de supports cosmétiques : cellulose, argile, chitosan... avec des
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caractéristiques physiques différentes (surface spécifique, taille des ports ...) et de types de

greffages différents.

1II. Bilan personnel de cette thése de doctorat

Trois ans passés au sein du laboratoire ICOA et me permettent de confirmer : « oui, j’ai eu
raison de faire une thése de doctorat ». A 1’issu des cinq premiéres années a 1’université, tous
les étudiants sont amenés a envisager de continuer leur formation en thése. Dans mon cas, j’ai
toujours eu des opinions tranchées et j’ai toujours su quelle direction j’empruntais. Toutefois,
dans le cadre de mes études, I’inattendu a toujours été au rendez-vous. Au début, il m’a été
donné envie d’étre pocte puis pizzaiolo, professeur de philosophie, bien siir en enseignant
cette matiere en espagnol, jusqu’a vouloir étre chimiste. Mais méme dans ce dernier cas, j’ai
encore emprunté le chemin de I’inattendu. Au départ, le métier de technicienne me convenait
parfaitement jusqu’a ce que j’entreprenne des stages et rencontre le « vrai» monde.
Aujourd’hui, je passe une theése de doctorat en chimie. La conclusion de ces 3 ans est qu’une
theése de doctorat se travaille comme le parcours d’une vie. On cultive des projets, on se fixe
des objectifs, on met en place des stratégies et on obtient des résultats parfois différents de ce

que I’on attendait. On en tire ainsi des conclusions pour ensuite mieux recommencer.

I1.1 La thése de doctorat : ’apport de compétences transversales

Cette initiation a la recherche m’a amené a concevoir une réflexion plus stratégique du projet
ce qui a contribué a affiner mon projet professionnel. Au-dela de mon énergie et ma
motivation que nous avons (surtout sur les 2 premieres années), j’ai pu acquérir durant ce
projet de réelles capacités a conduire un projet et d’analyse critique des résultats. Par ailleurs,
la fagon d’appréhender les parametres clés d’un projet et la maniere de valoriser les résultats
obtenus ont également évolué : aujourd’hui, je suis plus a méme a synthétiser et communiquer
des résultats. Ainsi, il semble important de mettre en valeur les nombreuses compétences
transférables que nous acquérons, qui seront pour la suite d’une aide précieuse quel que soit

notre futur emploi.

I1.2 La thése de doctorat : un environnement actif

A travers mon parcours de ces dernieres années, j’al pu mieux cerner mon projet
professionnel. Ainsi, il est important d’avoir une vision globale sur le projet auquel
Jappartiens, et de travailler autour de problématiques scientifiques mettant en jeu des

interlocuteurs venant de différents domaines. Ainsi, j’ai pris golt a cette dimension de la
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recherche et j’aimerais autant que possible continuer a travailler sur des projets

pluridisciplinaires traitant de sujets applicatifs.

Les cours dispensés a 1’Ecole doctorale comme par exemple : le Nouveau Chapitre de la
Thése (NCT) ; permet de prendre du recul en troisieme année, au cours de laquelle le
doctorant peut facilement se laisser déborder par la charge de travail et 1’écriture du
manuscrit. C’est une aide précieuse pour les doctorants préts a sortir de cette formation, qui
s’interrogent sur leur avenir. Les intervenants de ce cours sont des spécialistes en recrutement
et en ressources humaines représentant ainsi une aide précieuse pour nous aider a mettre des
mots sur chacune des expériences et des compétences du doctorant tout en les valorisant. En
conclusion, la formation apportée par la thése de doctorat m’a permis de faire mirir mon

projet professionnel et de sortir de cette formation plus sereine sur I’avenir professionnel.
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Johanna Duval

Eco-valorisation de la plante Kniphofia uvaria : De la plante a la galénique

Résumé :
A 'heure ou l'intégration des enjeux environnementaux dans le développement de procédés éco-efficients joue un role essentiel dans le
moteur de l'innovation responsable, la chimie verte est devenue I'un des sujets de préoccupation majeure. Ainsi, le développement de
nouveaux procédés éco-respectueux pour la production d’'ingrédients naturels issus de matiéres premiéeres végétales renouvelables est
devenu une démarche incontournable dans le modéle de recherche.

L'objectif de cette thése a consisté au développement d'une stratégie d’éco-valorisation innovante employant les fluides
sub/supercritiques pour I'extraction, la caractérisation, la production et I'imprégnation sur support cosmétique de produits naturels
d’origine végétale. Pour cela, nous avons utilisé comme modéle végétal : les graines oléagineuses de la plante Kniphofia uvaria,
sélectionnée pour des applications cosmétiques grace a ses propriétés bioactives antioxydantes et anti-age.

Dans un premier temps, le développement de méthodes complémentaires en SFC ainsi que le développement du couplage SFC-MS a
été réalisé a l'aide de la source APCI afin d’'identifier les molécules responsables des activités bioactives des graines de Kniphofia
uvaria. Ainsi, le développement d'un systeme hybride (U)JHPLC/SFC-HRMS a été réalisé afin de mettre en place ce couplage. Des
optimisations en termes de proportion et nature de solvant make-up ainsi qu’un travail au niveau des paramétres SFC et MS ont été
faits afin de d’améliorer la sensibilité et la spécificité des analyses lipidiques. Dans un second temps, nous nous sommes attachés au
développement d'une stratégie d’enrichissement en composés bioactifs a I'aide des méthodes : SFE et CPC. Ainsi, en SFE, des
optimisations en termes de température, pression, nature/proportions de co-solvant dans le fluide ont été réalisées alors qu’en CPC,
des optimisations au niveau de l'injection ont été faites. Des conditions optimales pour le fractionnement sélectif des anthraquinones et
des triglycérides ont été déterminées en SFE et CPC. Dans un dernier temps, ce travail a consisté a développer un couplage en-ligne
pour extraire et imprégner sélectivement sur silice cosmétique : les anthraquinones. Le développement et I'optimisation de ce procédé
en-ligne ont été réalisés a I'échelle du laboratoire et ont démontré la faisabilité de ce couplage ainsi qu’un intérét certain pour I'obtention
de produits naturels sous une premiere forme galénique, destinée a une future incorporation dans la formulation de cosmétiques.

Mots clés : CO,, Fluide sub/supercritique, SFC, SFC-MS, Matrice végétale, anthraquinones, lipides, HRMS, SFE, Enrichissement
sélectif, Huile végétale, APCI, CPC, Imprégnation sub/supercritique, SFE-SSI.

Eco-valuation of the Kniphofia uvaria plant: From the plant to the galenic form

Abstract:

Nowadays, green chemistry is a great challenge. It seeks innovation in the development of eco-efficient processes. The production of
natural products from renewable materials by these new environmentally friendly processes is more and more used.

The aim of this Ph.D thesis is to develop an eco-valuation strategy to extract, characterize, produce and impregnate natural products
onto a cosmetic support using sub/supercritical fluids. Consequently, we used oleaginous plant seeds from Kniphofia uvaria as a plant
model, which was selected for its interesting cosmetic properties such as antioxidant or anti-ageing.

Firstly, the SFC-MS hyphenation with the APCI as an ionization source was developed to screen bioactive molecules; responsible of
cosmetic properties. This coupling was performed by the hybrid combination of (U)HPLC/SFC-HRMS. Various optimizations in terms of
the solvent make-up (nature and proportion), modulation with SFC and MS parameters were carried out in order to improve sensitivity
and selectivity of lipid analysis. Secondly, an enrichment strategy to concentrate bioactive compounds in the final extract was developed
by SFE and CPC. Thus, in SFE, experimental parameters (temperature, pressure, nature/proportion of the modifier in the CO; fluid)
were optimized while in CPC, the injection optimization was realized. Methods for the selective fractionation of anthraquinones and
triglycerides were obtained in CPC and SFE. Finally, an on-line sub/supercritical extraction-impregnation process was developed to
extract and for simultaneously impregnating anthraquinones onto a cosmetic silica. Development and optimization of this process was
realized on a laboratory scale. Consequently, this study demonstrated the feasibility of this concept and it presents a great interest to
provide natural products as a galenic form, which could be used in the cosmetic formulation.

Keywords : CO, Sub/supercritical fluid, SFC, SFC-MS, Vegetable matrix, anthraquinones, lipids, HRMS, SFE, Selective enrichment,
Vegetable oil, APCI, CPC, Sub/supercritical Impregnation, SFE-SSI.
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