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r é s u m é

Le but de cette �etude est d’�evaluer diff�erentes m�ethodes pour l’extraction d’acides
dicaf�eoylquiniques (diCQA), caract�eris�es au pr�ealable par d�er�eplication en LCeDAD
eESIeQTOF dans une halophyte particuli�erement riche en polyph�enols. Trois tech-
niques �ecoresponsables sont �evalu�ees : l’extraction assist�ee par micro-ondes (MAE),
l’extraction par fluide pressuris�e (PFE) et l’extraction par fluide supercritique (SFE).
Diff�erents param�etres sp�ecifiques sont �etudi�es pour chacune d’entre elles. Des ren-
dements d’extraction globaux sont calcul�es pour tous les extraits, analys�es ensuite en
HPLCeDADeDEDL. Les profils obtenus sont compar�es pour �evaluer leur composition
qualitative et semiquantitative. La praticit�e de chacune des techniques est aussi dis-
cut�ee. Les r�esultats montrent que les diff�erents param�etres test�es pour la PFE et la
MAE influent peu sur l’extraction des compos�es d’int�erêt. Les diff�erents param�etres
test�es en SFE se sont r�ev�el�es plus d�ecisifs, comme l’ajout de co-solvant, qui a permis
d’extraire les diCQA.
© 2016 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

a b s t r a c t

The aim of this study is the evaluation of different extraction methods for dicaffeoylquinic
acids (diCQA), previously identified by a LC-DAD-ESI-QTOF dereplication strategy from a
halophyte plant rich in polyphenols. Three different eco-friendly extraction methods are
tested: microwave-assisted extraction (MAE), pressurized fluid extraction (PFE), super-
critical fluid extraction (SFE). Various specific parameters are optimized for each of them.
Global extraction yields are calculated for all extracts. Moreover, the extracts are analyzed
by HPLCeDADeELSD, and the obtained profiles are compared to estimate qualitatively and
semi-quantitatively their composition. The practicality of each technique is also discussed.
The results show that the various parameters tested for PFE and MAE do not drastically
r (L. Gourguillon).
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affect the extraction of our interest compounds. However, the parameters tested on SFE
are more decisive, such as the addition of a modifier in CO2, which allows the extraction of
diCQA.
© 2016 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).
1. Introduction

Les halophytes sont des plantes qui ont la capacit�e de se
d�evelopper en milieu salin (environ 200 mM de NaCl). Il
existe des halophytes strictes, qui ne se d�eveloppent
naturellement que sur des sols sal�es, et des halophytes
facultatives, qui peuvent tol�erer une forte salinit�e, ce qui est
le cas de l’esp�ece choisie comme mod�ele pour cette �etude.
Pour tol�erer cette salinit�e, les halophytes d�eveloppent
diff�erentes strat�egies, notamment des adaptations mor-
phologiques (transformation ou r�eduction de l’appareil
a�erien pour limiter l’�evapotranspiration), physiologiques
(pr�el�evement et compartimentation contrôl�es des ions Naþ

et Cle) ainsi que m�etaboliques [1]. En effet, les halophytes
synth�etisent de façon accrue des compos�es appel�es osmo-
lytes, car capables d’ajuster la pression osmotique intra-
cellulaire. Ces compos�es sont stock�es dans la vacuole pour
contrebalancer le potentiel osmotique des ions Naþ et Cle

accumul�es dans cet organite. Leur nature chimique est
assez vari�ee : sucres (mannitol), acides amin�es (proline),
ammoniums quaternaires (b�etaïne), notamment. Par ail-
leurs, le stress salin engendre aussi un stress oxydatif. Ainsi,
les halophytes synth�etisent de façon accrue des mol�ecules
anti-oxydantes [2e4] en plus d’augmenter la synth�ese et
l’activit�e d’enzymes d�etoxifiantes, comme la superoxyde
dismutase [5]. Ces m�etabolites secondaires antioxydants,
souvent de nature polyph�enolique, sont porteurs de nom-
breuses activit�es biologiques [6,7], qui en font des
ingr�edients naturels d’int�erêt, notamment dans le domaine
de la cosm�etique [8e10].

Dans un souci d’innovation, l’industrie cosm�etique est
en quête permanente de nouveaux actifs v�eg�etaux sus-
ceptibles de rentrer dans la composition de diff�erentes
formulations topiques, que ce soit sous forme d’extraits
totaux, d’extraits enrichis ou encore de mol�ecules purifi�ees.
Une grande diversit�e de polyph�enols est retrouv�ee dans les
halophytes, mais les compos�es majoritaires sont les acides
ph�enoliques et les flavonoïdes [8]. Un large spectre
d’activit�es a d�ej�a �et�e mis en �evidence pour ces compos�es :
anti-âge, anti-inflammatoire [11], anti-collag�enase, anti-
�elastase [12], anti-tyrosinase [13], par exemple. De façon
plus pr�ecise, les acides caf�eiques et leurs d�eriv�es,
s�electionn�es dans notre �etude, ont d�ej�a montr�e des
activit�es in vitro sur des cibles telles que l’inflammation
(TNF�a, NO, COX-2) [14], ou encore la tyrosinase [15]. Grâce �a
leurs propri�et�es anti-oxydantes d�ecrites ci-dessus, les
acides dicaf�eoylquiniques(diCQA) peuvent aussi être uti-
lis�es dans des formulations cosm�etiques en alternative �a
des conservateurs d’origine chimique [16].

Les polyph�enols sont des mol�ecules largement
r�epandues dans le monde v�eg�etal. De nombreuses �etudes
ont �et�e r�ealis�ees sur ces m�etabolites secondaires, leurs
propri�et�es physico-chimiques sont tr�es bien d�ecrites,
notamment leurs propri�et�es spectrales (UV etmasse). Ainsi,
il est possible de les caract�eriser en ligne sans les isoler au
pr�ealable. Cette approche, appel�ee d�er�eplication, peut être
r�ealis�ee par chromatographie en phase liquide coupl�ee �a un
d�etecteur UV �a barrette de diodes et �a un spectrom�etre de
masse �a haute r�esolution (HPLCeDADeHRMS). Cet
�equipement permet d’obtenir le spectre UV desm�etabolites
d�etect�es dans un extrait, ainsi que le spectre de masse avec
l’ion de la mol�ecule proton�ee ou d�eproton�ee �a partir duquel
la formule brute de la mol�ecule est d�etermin�ee. Les
diff�erents ions fragments apportent aussi des informations
pr�ecieuses sur la structure du m�etabolite d�etect�e.

Classiquement, les compos�es ph�enoliques sont extraits
par mac�eration ou extraction �a reflux avec un m�elange
hydro-alcoolique. N�eanmoins, le d�eveloppement de tech-
niques plus respectueuses de l’environnement devient un
enjeu majeur. En effet, le recours �a des m�ethodes plus effi-
caces en termes de rendement, de temps et de coût, mais
aussi qui limitent la consommation de solvants, devient une
priorit�e pour de nombreuses entreprises [17]. De plus, les
solvants utilis�es doivent eux aussi être le plus « vert »
possible, notamment pour prot�eger l’environnement et
l’exp�erimentateur tout comme le consommateur. Dans le
cas de produits finis destin�es aumarch�e de la cosm�etique, la
r�eglementation REACH impose des contraintes justifiant le
choix de proc�ed�es d’extraction �ecoresponsables. Enfin, les
techniques d’extraction et/ou de purification doivent aussi
être pratiques et limiter le nombre d’�etapes pr�e- et post-
traitement, qui sont chronophages, g�en�eratrices de
d�echets et de variabilit�e dans les r�esultats. C’est dans ce
contexte que nous avons choisi d’�evaluer les performances
de trois techniques d’extraction �ecoresponsables et de
n’utiliser comme solvant d’extraction que de l’eau, de
l’�ethanol et du CO2, qui sont des solvants « verts ».

L’extraction assist�ee par micro-ondes (MAE) correspond
�a une soumission du m�elange solvant/matrice �a un champ
�electromagn�etique de 2,45 GHz. Sous l’influence du courant
alternatif, les mol�ecules poss�edant un moment dipolaire
vont changer d’orientation 4,9$109 fois par seconde [18]. Le
transfert d’�energie aum�elange se fait grâce �a la rotation des
dipôles et �a la conduction ionique. Dans le cas d’unm�elange
hydro-alcoolique alliant deux solvants polaires, le m�elange
va s’�echauffer tr�es rapidement. La MAE permet ainsi
d’augmenter la p�en�etrationdu solvant dans lamatrice. Dans
le cas de mat�eriel v�eg�etal frais, l’eau intrins�eque au v�eg�etal
poss�ede unmoment dipolaire (1,85D) et peut jouer aussi un
rôle de solvant. Ganzler et al. [19] citent, comme avantages
g�en�eraux de cette technique, son fort rendement d’ex-
traction, sa rapidit�e d’ex�ecution ainsi que son coût r�eduit.
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L’extraction par fluide pressuris�e (PFE), aussi appel�ee
extractionacc�el�er�eepar solvant (ASE), permet quant �a ellede
r�ealiserdesextractions �a temp�erature �elev�ee (jusqu’�a200 �C)
et surtout �a pression �elev�ee. L’�echantillon �a extraire est plac�e
dans une cellule, compl�et�ee par de la terre de diatom�ee. La
cellule est ensuite remplie de solvant, puis maintenue sous
pression (100 bar) pendant une certaine dur�ee grâce au
solvant. Puis le solvant, charg�e enm�etabolites, est collect�e et
l’�echantillon rinc�e avec une quantit�e souhait�ee de solvant
frais, qui sera �egalement collect�e. Successivement, plusieurs
cycles d’extraction peuvent être r�ealis�es sur un même
�echantillon. La pression permet de maintenir le solvant
d’extraction sous forme liquide �a haute temp�erature, et
l’augmentation de la temp�erature engendre une diminution
de la viscosit�e et de la tension de surface du solvant, l’en-
semble favorisant la p�en�etration du solvant dans la matrice
et am�eliorant ainsi les temps et rendements d’extraction.

L’extractionparfluide supercritique (SFE) consiste �a faire
passer du CO2 �a l’�etat supercritique au travers d’une
cartouche contenant du mat�eriel v�eg�etal (extraction dyna-
mique). �A l’�etat supercritique, le CO2 a une densit�e qui peut
varier de celle des gaz jusqu’�a celle des liquides, suivant les
conditions de pression et de temp�erature, une viscosit�e plus
proche des gaz et une diffusivit�e interm�ediaire. Ainsi, il
poss�ede une importante capacit�e de transfert. Cette tech-
nique, tr�es respectueuse de l’environnement, pr�esente l’in-
conv�enient de l’apolarit�e du CO2, qui limite l’extraction des
compos�es polaires. Cependant, l’addition au CO2 de co-
solvants permet de modifier la polarit�e du m�elange et
rend possible l’extraction de m�etabolites secondaires
polaires, comme c’est le cas pour la majorit�e des poly-
ph�enols [20,21]. G�en�eralement, ce sont des alcools qui sont
utilis�es comme co-solvants, l’�ethanol pr�esentant de plus
l’avantage d’une tr�es faible toxicit�e [22]. D’autres para-
m�etres, comme la temp�erature, la pression ou le d�ebit du
fluide, peuvent �egalement être modifi�es pour accroître les
rendements d’extraction ou la s�electivit�e.

2. Mat�eriel et m�ethodes

2.1. Mat�eriel v�eg�etal

La plante choisie pour cette �etude est une Asterac�ee
halophile achet�ee �a la soci�et�e Elma par BiotechMarine-
Seppic. Son identit�e n’est pas d�evoil�ee ici pour des raisons
de confidentialit�e. Un sp�ecimen est d�epos�e �a l’herbier de
l’universit�e de Strasbourg. Les parties a�eriennes en fleurs
sont lyophilis�ees, puis finement broy�ees �a l’aide d’un
broyeur ultra-centrifuge ZM 200 Retsch.
2.2. Solvants

Les solvants utilis�es en LC-HRMS sont de qualit�e HPLC-MS,
achet�es chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).
Les solvants utilis�es en HPLCeDADeDEDL et pour l’extraction
sont de qualit�e HPLC et proviennent de VWR (Fontenay-sous-
Bois, France). L’eau est purifi�ee (r�esistance<18 MU) par un
syst�eme Elgastat UHQ II (Elga, Antony, France). Pour les ex-
tractions MAE et PFE, le m�elange standard de solvants est
constitu�e d’�ethanol/eau (80:20 ; v/v).
Le CO2 utilis�e en SFE est de qualit�e industrielle 99,5%
(Messer, Puteaux, France).

2.3. Extraction standard (sonication)

Un extrait qualifi�e de standard est r�ealis�e dans un
m�elange �ethanol/eau (80:20 ; v/v), avec un ratio poudre de
plante/solvant de 1 g pour 25 mL. Le m�elange est plac�e
15 min dans un bain �a ultra-sons, puis le marc est r�e-extrait
deux fois de la même mani�ere. Les trois extraits successifs
sont rassembl�es, puis s�ech�es �a l’�evaporateur rotatif, sous
vide, avec une temp�erature de bain-marie de 40 �C.

2.4. Appareillage

2.4.1. HPLC
La colonne utilis�ee est une Kinetex 2,6 mm C18 100 Å

100� 3,00 mm (Phenomenex, Le Pecq, France).
Les solvants utilis�es sont (A) l’eau, (B) l’ac�etonitrile, tous

deux additionn�es de 0,05 % d’acide formique. Le gradient
est le suivant : �a 0 min, 5% de B, �a 5 min, 10% de B, �a 10 min,
20% de B, �a15 min, 40% de B, puis 100% de B de 25 �a 38 min.

La d�er�eplication est r�ealis�ee par LCeDADeESIeQTOF
(Liquid Chromatography e Diode Array Detector e Elec-
trospray Ionization e Quadrupole Time-Of-Flight) Agilent
1200 �equip�ee d’une pompe quaternaire. La d�etection par
spectrom�etrie de masse est effectu�ee en ESIeeQTOF pilot�e
par le logiciel Mass Hunter. La pression du gaz de
n�ebulisation (azote) est de 40 psi. L’azote est �egalement
utilis�e comme gaz de collision. L’�electron�ebuliseur (elec-
trospray) est r�egl�e �a e3500 V, en mode n�egatif. L’�energie de
collision �evolue en fonction du rapport m/z. La fonction
selon laquelle elle �evolue est d�etermin�ee par l’�equation
suivante : (slope)�(m/z)/100 þ offset (avec slope ¼ 3 et
offset¼ 5 lorsque z¼ 1). Les spectres sont enregistr�es entre
115 et 2000 m/z. Le BPC (Base Peak Chromatogram) est
utilis�e pour le traitement des donn�ees.

Les compos�es ph�enoliques sont caract�eris�es en fonction
de leur spectre UV et de leur spectre de masse, en com-
paraison avec la litt�erature.

Le suivi analytique des extractions est r�ealis�e sur un
chromatographe HPLCeDADeDEDL. La chaine HPLC est
une LaChrom Elite (VWR) �equip�ee d’une pompe quater-
naire. Le d�etecteur �evaporatif �a diffusion de la lumi�ere
(DEDL) est un SEDEX 85 (SEDERE, Orl�eans, France), r�egl�e �a
une temp�erature de 50 �C, �a une pression de 3 bar et �a un
gain de 7. Le pilotage se fait grâce au logiciel EZChrom Elite.
Pour le DAD, les hauteurs de pics sont exprim�ees enmAU et
pour le DEDL en mV.

2.4.2. MAE
Le four micro-ondes utilis�e est un mod�ele MycroSYNTH

(Milestone, Shelton, USA) pilot�e par une console « easy-
CONTROL ». Deux cents milligrammes de poudre de plante
sont plac�es dans un r�eacteur en verre de 12 mL contenant
5 mL du m�elange �ethanol/eau (80:20 ; v/v). Un barreau
aimant�e est plac�e dans le r�eacteur pour assurer une bonne
homog�en�eisation poudreesolvant. La temp�erature maxi-
male de consigne autoris�ee pour cet appareil est de 180 �C.

Plusieurs param�etres sont �etudi�es : la dur�ee d’extraction
(15, 30, 45, 60 et 120 s), la puissance (200, 500 et 1000 W)



L. Gourguillon et al. / C. R. Chimie 19 (2016) 1133e11411136
et le nombre de cycles (1, 2 ou 3). Dans le cas où plusieurs
cycles d’extraction sont r�ealis�es, le r�eacteur est plac�e dans
un bac de glace entre chaque cycle pour un retour �a
temp�erature ambiante, ce qui permet d’�eviter de d�epasser
les 180 �C (temp�erature de consigne du fabriquant). Les
extraits sont ensuite centrifug�es et le surnageant r�ecup�er�e,
puis �evapor�e �a sec sous flux d’azote.

Les conditions initiales utilis�ees lors de l’optimisation
des diff�erents param�etres sont les suivantes : trois cycles de
30 s �a 1000 W sans renouvellement de solvant �a chaque
cycle, tous les param�etres �etant par la suite optimis�es
ind�ependamment.

2.4.3. PFE
L’appareil utilis�e est un ASE 150 Dionex (Thermo-Fisher,

Les Ulis, France) �equip�e d’une cellule d’extraction de 5 mL.
Celle-ci est remplie avec 200 mg de poudre de plante
pr�ealablement m�elang�ee avec de la terre de diatom�ee. Le
solvant d’extraction utilis�e est un m�elange �ethanol/eau
(80:20 ; v/v). La pression, qui est fixe, est de 100 bar.

Plusieurs param�etres sont �etudi�es: la dur�ee de contact
(5, 10, 20, 30 min), la temp�erature (40, 65 et 100�C), le
volume de rinçage (30, 60 et 100%, exprim�e par rapport au
volume total de la cellule) et le nombre de cycles (1 ou 3).
Les extraits sont �evapor�es �a sec sous flux d’azote.

Les conditions initiales utilis�ees lors de l’optimisation
des diff�erents param�etres sont les suivantes : 3 cycles de
10 min �a 40 �C avec un volume de rinçage de 60%, tous les
param�etres �etant par la suite optimis�es ind�ependamment.

2.4.4. SFE
L’extracteur supercritique est un MV-10 ASFE (Waters,

Guyancourt, France). Cet extracteur est �equip�e de 10 cellules
d’extraction de 5 mL et de 12 flacons de collecte. La cellule
est remplie de la façon suivante : coton, sable de Fontaine-
bleau, 500 mg de poudre de plante, sable de Fontainebleau
et coton. Le CO2 est �a d�ebit constant (5 mL/min) et la
pression de sortie est maintenue �a 150 bar. La temp�erature
peut être modifi�ee (30 ou 60�C dans cette �etude), ainsi que
la dur�ee d’extraction. Un co-solvant dont la nature peut
varier (�ethanol, �ethanol/eau 80:20, v/v) peut être ajout�e au
CO2,et ce dans diff�erentes proportions (5, 10 et 15 %).

3. R�esultats et discussions

3.1. D�er�eplication

La d�er�eplication permet de caract�eriser des mol�ecules
d�ej�a connues sans proc�eder �a un fractionnement pour les
isoler au pr�ealable. Cette d�emarche r�eduit
Tableau 1
Caract�erisation par HPLC-DAD-ESI-QTOF des acides ph�enoliques d'un extrait stan

Temps de r�etention (min) [M-H]- (m/z) Fragments (m/z)

4,4 353,087 191 [acide quinique e

179 [acide caf�eique e H
4,6 179,034 135
10,6
10,9
10,9

515,120 353 [M-H-acide caf�eiqu
191 [acide quinique e

179 [acide caf�eique e H
consid�erablement le temps n�ecessaire ainsi que le coût,
puisque l’on �evite la consommation des solvants due au
fractionnement [23]. N�eanmoins, cette approche a aussi ses
limites, car elle ne permet pas d’identifier pr�ecis�ement
certaines mol�ecules, notamment les isom�eres, qui
pr�esentent souvent des spectres UV analogues et qui sont
isobares (même masse pour l’ion mol�eculaire).

Un extrait hydro-alcoolique standard est r�ealis�e pour
extraire au maximum les acides ph�enoliques [24]. Ensuite,
cet extrait est analys�e en LCeDADeESIeQTOF. Les
compos�es d’int�erêt sont caract�eris�es sur la base de leur
spectre UV et de leur spectre de masse (ion de mol�ecule
d�eproton�ee, fragments et formule brute g�en�er�ee) en com-
paraison avec les donn�ees de la bibliographie [25,26] et
avec celles r�epertori�ees dans le dictionnaire des produits
naturels [27]. La strat�egie de d�er�eplication mise en place a
permis de caract�eriser les acides ph�enoliques majoritaires
de la plante choisie comme matrice pour cette �etude.
Il s’agit des acides dicaf�eoylquiniques avec
[MeHe] ¼ 515,120 m/z et des fragments de 191 et 179 m/z,
qui correspondent respectivement aux acides quinique et
caf�eique. L’acide caf�eique et ses d�eriv�es pr�esentent un
spectre UV caract�eristique avec des maxima d’absorption �a
218 et 325 nm, avec un �epaulement �a 241 nm (±2 nm) [26].
Les diCQA sont les mol�ecules ph�enoliques d’int�erêt dans
cette �etude et serviront de traceurs lors du suivi analytique
des extractions. La pr�esence de leurs pr�ecurseurs, les acides
caf�eique et caf�eoylquinique, a �egalement �et�e d�emontr�ee
(Tableau 1). Leurs structures sont pr�esent�ees sur la Fig. 1.
3.2. MAE

Avec le solvant �ethanol/eau 80/20 (v/v), plusieurs temps
d’extraction ont �et�e test�es entre 15 et 120 s. La dur�ee
n’influence pas le rendement global d’extraction, calcul�e en
faisant le rapport de la masse de l’extrait sec sur la masse de
broyat de plante, il est toujours d’environ 18 %. Par ailleurs,
il n’influence que tr�es peu l’extraction du diCQA, qui est le
compos�e majoritaire. Toutefois, lorsque la dur�ee d’ex-
traction augmente, le pic majoritaire se d�edouble (dimi-
nution de son aire et augmentation de l’aire du pic voisin).
De plus, les temp�eratures atteintes augmentent avec la
dur�ee (�a 1000 W : 87 �C pour 15 s, 122 �C pour 30 s 156 �C
pour 45 s) (�a 500W : 115 �C pour 45 s, 130 �C pour 60 s,
156 �C pour 120 s), ce qui pourrait expliquer le
d�edoublement du pic majoritaire en HPLC, probablement
dû �a une isom�erisation. En effet, les esters d’acide cinna-
mique sont connus pour s’isom�eriser facilement [24]. Il
semble donc pr�ef�erable de retenir une dur�ee interm�ediaire
dard de l'Asteraceae halophile �etudi�ee

Lmax (nm) Compos�e caract�eris�e

H]-
]-

217 e 240 e 325 Acide caf�eoylquinique
(CQA)

218 e 241 e 325 Acide caf�eique
e]-
H]-
]-

220 e 239 e 326 Acides dicaf�eoylquiniques(DiCQA)



Fig. 1. Structures des acides quinique, caf�eique, caf�eoylquinique et dicaf�eoylquinique.
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pour limiter la potentielle d�egradation/modification des
compos�es, soit 30 s �a 1000 W ou 60 s �a 500 W.

L’�etude de l’influence de la puissance montre que pour
45 s, �a1000W (versus 200W), un d�edoublement de pic est
observ�e, comme dans le cas de l’augmentation de la dur�ee,
ce qui laisse penser �a une d�egradation/isom�erisation. Ce
ph�enom�ene n’est pas observ�e �a 500 W ; cette puissance
sera donc privil�egi�ee lorsque la dur�ee d�epasse les 30 s.

L’augmentation du nombre de cycles entraîne un
accroissement du rendement d'extraction global et de celui
des diCQA. Ainsi, trois cycles favorisent de meilleurs ren-
dements d’extraction. En revanche, le renouvellement du
solvant entre chaque cycle s’est av�er�e inutile, car il ne
permet pas d’augmenter l’extraction des diCQA. Ce qui
signifie que, dans les conditions test�ees (200 mg dans
5 mL), le solvant n’est pas satur�e par les compos�es extraits.

Ainsi, les meilleures conditions pour les micro-ondes
sont : 3 cycles de 30 s �a 1000 W sans renouveler le sol-
vant (Fig. 2 et Tableau 2).

Un test suppl�ementaire a �et�e r�ealis�e avec de l’ac�etate
d’�ethyle, mais dans nos conditions exp�erimentales initiales
(3 cycles, 30 s, 1000W), ce solvant n’a pas extrait les diCQA.

Cette �etude a permis de d�emontrer que le choix d’un
solvant adapt�e est primordial, puisque sa polarit�e gou-
verne, non seulement la solubilit�e des compos�es, mais aussi
la temp�erature d’extraction. En revanche, une fois le sol-
vant ad�equat s�electionn�e, les param�etres temps d’ex-
traction et puissance se sont av�er�es peu influents sur
l’extraction des diCQA.
Cependant, l’extraction aurait encore pu être am�elior�ee
avec du mat�eriel v�eg�etal frais. En effet, l’eau endog�ene du
v�eg�etal peut rapidement capter l’�energie des micro-ondes
et provoquer l’explosion des parois cellulaires [28]. Dans
ce cas, les micro-ondes interagissent directement avec le
mat�eriel v�eg�etal. Si les mol�ecules d’int�erêt sont polaires,
comme dans cette �etude, l’eau intrins�eque peut alors jouer
un rôle de solvant et favoriser leur extraction.

3.3. PFE

Diff�erentes temp�eratures ont �et�e test�ees: 40, 65 et
100 �C. Une augmentation du rendement global d’extraction
est observ�ee avec l’augmentation de la temp�erature (14, 20
et 24% respectivement). Les profils HPLCeDEDL montrent,
quant �a eux, que le diCQA est mieux extrait �a 65 �C, qu’un
doublement de la hauteur du pic du diCQA majoritaire est
observ�e entre 40 et 65 �C. Entre 65 �C et 100 �C, cette
hauteur de pic diminue, la diff�erence demasse est alors due
�a unemeilleure extraction des compos�es qui sortent dans le
volume mort en HPLC, donc des compos�es tr�es polaires au
vude lam�ethode enphase inverse qui est utilis�ee. Il pourrait
s’agir de m�etabolites primaires, comme des sucres ou des
acides amin�es, sans int�erêt pour cette �etude.

L’impact de ladur�eed’extraction a �egalement �et�e regard�e
(5, 10 et 20 min). Il a �et�e d�emontr�e par comparaison des
profils chromatographiques qu’une extraction pendant
20 min permet de mieux extraire le diCQA majoritaire
(12 mV pour 10 min, 16 mV pour 20 min). N�eanmoins, dans
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Fig. 2. Profils HPLC-DAD (�a 210 nm) des extraits d’halophyte obtenus par MAE, ASE et SFE dans les conditions optimales pour chacune des trois techniques.
a- MAE, b- SFE, c- ASE.

Tableau 2
Comparaison des m�ethodes d’extraction MAE, PFE et SFE optimis�ees.

MAE PFE SFE

Etape de traitement �echantillon Refroidissement
Filtration
Evaporation

Pr�eparation cartouche
�Evaporation

Pr�eparation cartouche
�Evaporation

Dur�ee extraction 1,5 min 60 min 60 min
Temp�erature d’extraction 120 �C 65 �C 60 �C
Consommation solvant par mg de prise d'essai 5 mL/200 mg 8 mL/200 mg 30 mL (co-solvant) / 500 mg
Solvant EtOH 80% EtOH 80% 90% CO2

10% EtOH/H2O 80:20 v/v
Rendement d’extraction global par masse de plante s�eche 18% 20% 15%
Extraction des compos�es ph�enoliques (analyses HPLC) Profils phytochimiques similaires
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les conditions initiales, une augmentationde la temp�erature
(65 �C) est beaucoup plus efficace qu’une augmentation de
la dur�ee (20 min), avec des hauteurs de pic de 41 mV et
16 mV, respectivement. La temp�erature permet en effet
d’augmenter la diffusivit�e du solvant dans la matrice.

Le volume de rinçage de la cellule a �egalement �et�e test�e
(30, 60 et 100 %). Peu de diff�erences sont observ�ees entre 60
et 100 % pour l’extraction du diCQA (respectivement 22,5 et
25 mV en hauteur de pic) ; en revanche, la valeur 60 %
donne de meilleurs r�esultats que 30 % (17,5 mV). Ainsi, un
volume de rinçage de 60 % est un bon compromis entre
efficacit�e et quantit�e de solvant utilis�ee.

Une comparaison est faite entre un seul cycle de
30 min et trois cycles de 10 min. Trois cycles de 10 min
permettent une meilleure extraction du diCQA, alors que,
qualitativement, aucune diff�erence n’est observ�ee. Ceci est
dû au fait que, pour chacun des trois cycles, du solvant frais
est inject�e dans la cellule au moment du rinçage, ce qui
favorise la diffusion des solut�es vers le solvant d’extraction.

Ainsi, les meilleures conditions pour l’extraction du
diCQA ont �et�e fix�ees �a 3� 20 min �a 65 �C, avec 60 % de
rinçage (Fig. 2 et Tableau 2).

Un test a �et�e r�ealis�e avec de l’ac�etate d’�ethyle dans les
conditions exp�erimentales initiales, mais ce solvant n’a pas
permis d’extraire les diCQA de la matrice v�eg�etale.

Il est important de souligner que, contrairement aux
extraits obtenus par la MAE, aucune modification qualita-
tive n’a �et�e observ�ee avec cette technique, notamment pas
de d�edoublement de pic.

Cette technique se rapproche davantage de la SFE que de
la MAE, puisque l’extraction est r�ealis�ee sous pression (100
bar), mais dans tous les cas, lors de la PFE les conditions
utilis�ees sont en dessous des conditions permettant au
fluide d’atteindre son point supercritique (240�C et
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6,14 MPa pour l’�ethanol pur ; 373�C et 22,1 MPa pour l’eau
pure).

3.4. SFE

La contre-pression, qui permet de d�efinir la densit�e du
fluide �a l’int�erieur de la cellule d’extraction, donc son
pouvoir solvant, a �et�e fix�ee pour toutes les exp�eriences �a
15 MPa. L’influence d’un co-solvant sur l’extraction a �et�e
test�ee �a 30 �C. Pour ce faire, l’extraction a �et�e r�ealis�ee avec
100% de CO2, 90% de CO2 additionn�e de 10% d’�ethanol et
90% de CO2 additionn�e de 10% d’un m�elange �ethanol/eau
(80:20 ; v/v). Le choix de l’�ethanol et de l’eau comme
co-solvants polaires permet de conserver des solvants
identiques �a ceux utilis�es en MAE et PFE. De plus, ce choix
r�eside aussi dans une volont�e de faire de la SFE une
technique verte et non dangereuse pour le manipulateur,
comme pour les deux techniques pr�ec�edentes. Les
r�esultats obtenus sont pr�esent�es sur la Fig. 3. Le CO2 seul
n’extrait pas les acides ph�enoliques. En effet, dans ces
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Fig. 3. Profils HPLC-DAD (�a 280 nm) des extraits d'halophyte obtenus par SFE da
CO2þ10% �ethanol/eau (80:20 ; v/v).
conditions, les mol�ecules extraites majoritairement sont
beaucoup plus apolaires (leur pr�esence apparaît sur les
chromatogrammes apr�es 19 min d’analyse). L’ajout
d’�ethanol dans le CO2 permet d’augmenter la polarit�e du
fluide d’extraction, mais n’extrait pas les d�eriv�es d’acide
caf�eique. L’ajout de 20% d’eau dans l’�ethanol permet
d’obtenir un extrait plus enrichi en mol�ecules d’int�erêt
(vers 13,5 min). Le profil HPLC de ce dernier extrait est tr�es
similaire �a celui d’un extrait obtenu par sonication ou d’un
extrait obtenu par MAE ou PFE ; les diCQA sont donc tr�es
bien extraits (Fig. 2). Ainsi, l’ajout d’eau dans le co-solvant
change de façon significative la polarit�e du fluide d’ex-
traction, permettant ainsi d’extraire des m�etabolites de
polarit�es diff�erentes par rapport au CO2 seul. Le m�ethanol,
qui est souvent d�ecrit comme co-solvant dans la litt�erature
[22,29], ne s’est pas av�er�e aussi efficace que le m�elange
�ethanol/eau. De plus, les caract�eristiques CMR (can-
c�erig�ene, mutag�ene et reprotoxique) de ce solvant limite
aujourd’hui son utilisation, au sein des laboratoires comme
�a l’�echelle industrielle.
363432302826242220
RT [min]

363432302826242220
RT [min]

363432302826242220

RT [min]
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Fig. 4. Influence du pourcentage de co-solvant dans l'extraction SFE des diCQA.

L. Gourguillon et al. / C. R. Chimie 19 (2016) 1133e11411140
Enparall�ele, des essais ont aussi �et�e r�ealis�es �a 60 �C. Cette
augmentation de la temp�erature n’influe pas sur l’em-
preinte phytochimique de l’extrait obtenu,mais l’extraction
du diCQA est l�eg�erement sup�erieure (510 mV au lieu de
460mV), sans g�en�erer de d�edoublement de pic. L’extraction
peut donc avoir lieu �a 60 �C pour être plus efficace.

Apr�es avoir d�emontr�e le pouvoir extractant du co-
solvant �ethanol/eau (80:20 v/v), l’impact de son ratio par
rapport au CO2 a �et�e �etudi�e �a raison de 5, 10 ou 20%. Avec
5%, la r�eponse pour le diCQA atteint 74 mV/min, avec 10%
171 mV/min et 211 mV/min avec 20 % (Fig. 4). L’extraction
du diCQA augmente donc avec le pourcentage de co-
solvant. N�eanmoins, la proportion utilis�ee peut être dis-
cut�ee pour que la SFE ne soit finalement pas utilis�ee comme
une PFE ; c’est pourquoi des ajouts de co-solvant sup�erieurs
�a 20% n’ont pas �et�e test�es. Ainsi, pour le reste des tests, le
pourcentage a �et�e fix�e �a 10%.

Comme le syst�eme MV-10ASFE Waters permet la
r�ecup�eration du solvant d’extraction dans diff�erents flacons
de collecte, il a �et�e possible de r�ealiser une cin�etique
d’extraction pendant 3 h, avec des dur�ees de collecte par
flacon de 30min. Les r�esultats obtenus sont pr�esent�es sur la
Fig. 5. La premi�ere heure, on obtient 80% de la masse finale
Fig. 5. Cin�etique d’extraction supercritique avec un c
de l’extrait, contre seulement 16% la deuxi�eme heure et 3%
la troisi�eme heure.

Les conditions optimales sont donc : 1 h �a 60�C avec 10%
de co-solvant �ethanol/eau (80:20 ; v/v) (Tableau 2).

3.5. Praticit�e des m�ethodes d’extraction (Tableau 2)

La MAE est une technique tr�es facile �a mettre en œuvre,
tr�es rapide et peu consommatrice de solvant. Cependant,
pour une �evaluation comparative des m�ethodes d’ex-
traction test�ees (dur�ee totale, consommation de solvants,
�etapes interm�ediaires), il est important de prendre en
compte les temps de refroidissement du m�elange entre
chaque cycle d’extraction ainsi que le traitement de
l’�echantillon apr�es extraction, qui comprend une �etape de
filtration ou de centrifugation, puis une �etape de concen-
tration de l’�echantillon. La difficult�e �a r�ecup�erer l’extrait
dans le r�eacteur de 12 mL est aussi �a souligner, car elle peut
engendrer des pertes.

La PFE et la SFE sont des m�ethodes enti�erement
automatis�ees, qui pr�esentent l’avantage de permettre
d’obtenir un extrait d�ej�a filtr�e, qu’il ne reste plus qu’�a
concentrer. Cependant, pour la PFE et la SFE, une �etape
o-solvant (CO2þ10% EtOH/eau, (80:20 ; v/v)).
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pr�eliminaire de remplissage des cellules d’extraction est
n�ecessaire. Dans le cas de la PFE, les cellules sont
compl�et�ees avec de la c�elite (terre de diatom�ee), qui est un
CMR ; ainsi, l’�etape de pr�eparation est dangereuse pour le
manipulateur en plus d’être chronophage. Pour la SFE, c’est
du sable de Fontainebleau qui est utilis�e, selon les recom-
mandations du fournisseur ; il pourrait aussi être utilis�e
pour la PFE.

La SFE pr�esente un avantage certain en termes de temps
de manipulation. En effet, le retour �a l’�etat gazeux du CO2
supercritique permet de concentrer une grande partie de
l’extrait (la fraction CO2). Par exemple, pour une extraction
de 1 h 30 �a 5 mL/min de solvant d’extraction contenant 10%
de co-solvant, le volume final de l’extrait est de seulement
45 mL, d’où une concentration d’un facteur 10 par rapport
au volume de fluide utilis�e. De plus, c’est la seule m�ethode
d’extraction r�eellement dynamique, ce qui favorise le
transfert de masse des compos�es en maintenant au
maximum le gradient de concentration entre la matrice et
le fluide d’extraction.

4. Conclusion

Les diff�erents param�etres test�es pour la MAE et la PFE
n’influent pas de façon significative sur l’extraction des
diCQA. Dans les conditions utilis�ees, ces deux techniques
permettent une extraction facile et rapide de ces
mol�ecules d’int�erêt, qui sont fortement solubles dans le
solvant �ethanol/eau (80:20 ; v/v) choisi et pr�esentes en
grande quantit�e dans l’halophyte s�electionn�ee pour cette
�etude.

L’ensemble des param�etres test�es en SFE se sont
r�ev�el�es plus influents, notamment l’ajout de quelques
pourcents de co-solvant hydro-alcoolique, qui permet
d’extraire des polyph�enols tr�es polaires, comme les acides
ph�enoliques. Comme pour une extraction solide/liquide
par MAE ou PFE, la composition du fluide influe sur la
polarit�e et permet d’extraire s�electivement certains
compos�es. De plus, l’utilisation d’eau dans le co-solvant
n’est que tr�es peu cit�ee dans la litt�erature [30] ; cette
�etude a permis de confirmer son int�erêt. Ainsi, la SFE,
surtout d�ecrite dans la litt�erature pour l’extraction de
m�etabolites v�eg�etaux apolaires, se r�ev�ele aussi être une
m�ethode de choix pour l’extraction des diCQA contenus
dans l’halophyte s�electionn�ee. Enfin, cette technique de
chimie verte, qui ne n�ecessite que peu de solvant,
pr�esente l’avantage d’être transposable �a l’�echelle indus-
trielle ; elle pourra donc être utilis�ee dans l’industrie pour
l’extraction de mol�ecules �a haute valeur ajout�ee et ce, en
respectant l’environnement.
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