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Procédé d'élimination de la chlorophylle présente dans un extrait végétal et extraits ainsi obtenus.

La présente invention se rapporte a un procédé d’éli-
mination de la chlorophylle présente dans des extraits végé-
taux, notamment des extraits végétaux naturels utilisés a
des fins cosmétiques et obtenus par extraction alcoolique ;
elle se rapporte également aux extraits végétaux a teneur
réduite en chlorophylle obtenus par ce procédé.




Description

Titre de l'invention : Procédé d’élimination de la chlorophylle
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présente dans un extrait végétal et extraits ainsi obtenus

La présente invention se rapporte a un procédé d’élimination de la chlorophylle
présente dans des extraits végétaux, notamment des extraits végétaux utilisés a des fins
cosmétiques et obtenus par extraction alcoolique ; elle se rapporte également aux
extraits végétaux a teneur réduite en chlorophylle obtenus par ce procédé.

Les extraits alcooliques, et en particulier éthanoliques, de plante sont généralement
les extraits naturels les plus concentrés en métabolites secondaires. Sans traitement ad-
ditionnel, ces extraits, lorsqu’ils sont obtenus a partir de parties aériennes, contiennent
de la chlorophylle.

La chlorophylle est naturellement biosynthétisée dans les plantes et est essentielle a
la photosynthese, elle est également responsable de la couleur verte des extraits
obtenus a partir de végétaux. Quel que soit le solvant d’extraction, des traces de chlo-
rophylle sont inévitablement présentes dans les extraits préparés a partir des parties
aériennes des plantes (feuilles en particulier).

Outre la contribution a la couleur indésirable de l'extrait, la chlorophylle est une
molécule photosensibilisatrice, elle peut également agir comme pro-oxydant et avoir
ainsi un impact délétere sur I’activité des extraits et donc les formules cosmétiques qui
les contiennent (Chotphruethipong et al., J. Food Biochem. 41, 1-10 (2017)). Afin
d’améliorer la qualité des extraits végétaux, il est préférable, voire nécessaire, d’en
éliminer la chlorophylle, autrement dit, de les traiter par « dé-chlorophyllisation ».

La « dé-chlorophyllisation » est généralement réalisée par élimination de la chlo-
rophylle avec du charbon actif, a I’aide de solvants organiques ou encore par sédi-
mentation (Tagrida et al., J. Food Biochem. 44, 1-14 (2020) ; Tagrida, et al., RSC Adyv.
11, 17630-17641 (2021); Olatunde et al., J. Food Biochem. 42, 1-11 (2018); Olatunde
etal., Int. J. Food Sci. Technol. 56, 2804-2819 (2021)). Cependant les techniques de
« dé-chlorophyllisation » au charbon actif et par solvants organiques sont agressives et
éliminent, en plus de la chlorophylle, des molécules actives d’intérét de 1’extrait
végétal. Pour ce qui est de la technique par sédimentation, elle préserve davantage les
molécules actives de 1’extrait végétal mais ne permet pas d’éliminer toute la chlo-
rophylle (les rendements décrits dans la littérature sont de 82 % d’apres Olatunde et al.
(2020) et 73 % d’apres Tagrida et al. (2021)). En outre, cette méthode est longue et
couteuse ; a titre d’illustration, le procédé décrit par Tagrida et al. (2020) comprend les
étapes de maintien au froid de I’extrait a 4 °C pendant 24 heures, de centrifugation a

10000 g pendant 30 minutes a 4 °C, de collecte du surnageant, de congélation a -20 °C
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puis de lyophilisation, son industrialisation nécessite donc des étapes longues et des
appareillages couteux (congélation et lyophilisation).

Il demeure donc nécessaire de mettre au point un procédé de dé-chlorophylisation
d’extraits végétaux qui permette une élimination efficace, économique et rapide de la
chlorophylle tout en préservant les molécules actives présentes dans 1’extrait végétal.

C’est ce a quoi est parvenue la Demanderesse avec une nouvelle technique de puri-
fication d’extraits végétaux permettant d’éliminer jusqu’a 98 % de la chlorophylle sans
perdre les molécules d’intérét.

Plus particulierement, I’invention se rapporte a un procédé de dé-chlorophyllisation
d’un extrait végétal de parties aériennes de plante dans au moins un solvant non
aqueux comprenant les étapes suivantes :

a) ajustement de la teneur en eau dudit extrait de facon a ce qu’il contienne au moins
3 %, de préférence au moins 10 %, d’eau par rapport au volume total de solvant de
I’extrait;

b) évaporation du au moins un solvant non aqueux contenu dans le mélange obtenu a
I’issue de I’étape a) sans évaporation de I’eau ; et

c) filtration a un seuil de coupure d’au plus environ 50 um et élimination des résidus.

Les parties aériennes de plante comprennent classiquement les feuilles, les tiges et les
parties aériennes fleuries. De préférence, la partie aérienne de plante est constituée des
feuilles.

Le procédé selon I’invention peut s’ appliquer a tout extrait végétal de parties
aériennes de plante dans au moins un solvant non aqueux, en particulier, il peut tre
obtenu en mélangeant tout extrait sec végétale de parties ac¢riennes de plantes dans au
moins un solvant non aqueux. Alternativement, il peut €tre obtenu par extraction avec
au moins un solvant non aqueux ; selon ce mode de réalisation et a titre d’exemple et
sans caractere limitatif, I’extrait peut €tre obtenu par macération, reflux, ultrason,
microonde... par exemple, par extraction a reflux avec au moins un solvant non
aqueux a partir de parties aériennes séchées de plante, de préférence broyées ; et
filtration ou essorage pour €liminer les résidus solides.

Le solvant non aqueux est un solvant organique ayant un point d’ébullition inférieur
a celui de I’eau, il peut étre en particulier choisi parmi 1’éthanol, 1’acétate d’éthyle.

L’eau ajoutée a I’extrait végétal (liquide ou solubilisé dans au moins un solvant non
aqueux tel qu’un solvant organique) a I’étape a) est introduite de telle sorte que sa
quantité soit d’au moins 3 % v/v, de préférence au moins 10 % v/v, d’eau (volume
d’eau par rapport au volume total solvant non aqueux et eau) ; il n’y a pas de limite su-
périeure a la quantité d’eau ajoutée, ainsi, des quantités plus importantes d’eau peuvent
étre ajoutées mais on préfere éviter des quantités trop importantes qui nécessiteront une

élimination ultérieure de 1’eau.
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L’étape b) peut étre conduite selon les techniques classiques connues de I’homme du
métier ; selon un mode de réalisation particulier, elle est conduite selon les modalités
suivantes : I’évaporation du solvant non aqueux contenu dans le mélange issu de
I’étape a) est réalisé€e sous vide avec un appareil type Rotavopor®, permettant
d’évaporer des solvant sous leurs points d’ébullition en utilisant le vide. L extrait est
chauffé entre 20 et 60 °C de préférence a 40 °C ; le vide utilisé est compris entre 10 et
200 mbars de préférence a 72 mbars.

L’étape c) est de préférence conduite avec une membrane de filtration du type fibre
cellulosique ayant un seuil de coupure compris entre 0,2 et 50 um, de préférence
inférieur a 10 um, encore préférentiellement d’environ 1 pm.

A I’issue du procédé selon I’invention, I’extrait végétal décoloré peut étre encore
traité par des étapes classiques dans le but de le standardiser, de le stériliser ou encore
de le stabiliser, par exemple en changeant le solvant final qui est de 1’eau, et donc non
bactériostatique, par un solvant glycolé.

Le procédé selon I’invention se distingue donc de celui de sédimentation notamment
en ce qu’il ne nécessite pas d’€vaporer le solvant d’extraction avant 1’ajout d’eau.

Outre son tres bon rendement (€limination totale de la chlorophylle et conservation
de maticre active des extraits végétaux), le procédé selon I’invention présente
I’avantage :

- d’€tre rapide, il peut étre mis en ceuvre en approximativement 1 a 6 heures, en ce
qu’il comporte moins d’étape que le procédé de dé-cholorophyllisation par sédi-
mentation (pas d’étape de refroidissement, de centrifugation et de lyophilisation) ;

- de pouvoir étre mis en ceuvre avec des appareillages industriels simples et peu
couteux ;

- d’étre moins couteux qu’une décoloration au charbon car il ne nécessite pas
d’ajouter un intrant mis a part de 1’eau.

La présente invention se rapporte encore a un extrait végétal de parties aériennes de
plante susceptible d’€tre obtenu par le procédé selon I’invention et caractérisé en ce
qu’il contient moins de 0,05 mg/ml, de préférence moins de 0,04 mg/ml et encore pré-
férentiellement de moins de 0,03 mg/ml de chlorophylle (correspondant respec-
tivement a des pourcentages de 0,005 % p/v, 0,004 % p/v et 0,003 % p/v).

La présente invention se rapporte plus particulierement a un extrait végétal de parties
aériennes, de préférence les feuilles, de Combretum micranthum purifié et décoloré
selon le procédé selon I’invention et caractérisé en ce qu’il contient moins de
0,05 mg/ml, de préférence moins de 0,04 mg/ml et encore préférentiellement de moins
de 0,03 mg/ml de chlorophylle.

Combretum micranthum (kinkéliba) est une plante de la famille des Combretaceae.

Elle est aussi désignée : Bureava crotonoides ; Combretum altum ; Combretum flo-
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ribundum ; Combretum parviflorum ; Combretum raimbaultii ; ou encore kinkeliba
(nom vernaculaire). C’est une plante commune d’ Afrique que I’on retrouve géné-

ralement dans les pays du Sahel.
Avantageusement et malgré le traitement de dé-chlorophyllisation, cet extrait est

riche en molécules actives, il contient en particulier entre 5 et 25 %, de préférence
entre 9 et 19%, encore préférentiellement au moins 14 % de kinkéloides dans 1’extrait
sec ; celui-ci peut €galement contenir des flavonoides.

De tels extraits de C. micranthum peuvent étre utilisés a des fins cosmétiques comme
dépigmentant, anti-tache, blanchissant, anti-rougeur et uniformisateur de teint ou
encore pour des activités anti-age, pour prévenir et/ou traiter le relachement cutané, la
perte de fermeté cutanée, la perte d’élasticité des fibres cutanées, une peau flétrie, une
peau amincie, les rides et ridules et une peau terne et/ou sans éclat.

Figures

[Fig.1] représente un diagramme d’un exemple de procédé de préparation d’un
extrait végétal comprenant des étapes d’extraction préalables, les étapes du procédé
selon I’invention (indiquées par les lettres a), b) et ¢)) ainsi que des étapes postérieures
au procédé selon I’invention.

[Fig.2] représente les chromatogrammes UV 280 de I'extrait brut 1 avant traitement
en haut et de 'extrait traité 1 en bas. La barre grisée de gauche représente le pic de
chlorophylle B et celle de droite, celui de chlorophylle A.

[Fig.3] représente les chromatogrammes ELSD de 'extrait brut 1 avant traitement en
haut et de I'extrait traité 1 en bas.

Exemples
Préparation d’extraits selon I’invention

Extraction : 300 g de feuilles de Combretum micranthum préalablement broyées sont
traitées dans 2917 g d’éthanol a reflux pendant 3 h dans un ballon de 5 L. Au bout des
3 h d’extraction, le mélange est filtré a 40 um sur un filtre a pression type « Beco
Integra Lab 140 P » de la marque Eaton. Cette filtration permet de récupérer 1915 g
d’extrait dans 1’éthanol, la plante est récupérée afin de faire une nouvelle extraction a
reflux avec 2820 g d’éthanol pendant 3 h dans un ballon de 5 L. Auboutdes 3 hle
mélange est de nouveau filtré a 40 pm. Cette fois-ci les dréches sont éliminées. Cette
deuxieme extraction permet de récupérer 2744 g d’extrait dans 1’éthanol.

Au total, 4659 g d’extrait brut sont récupérés a cette étape.

Mise en ceuvre du procédé selon I’invention :

A cette étape, 10 % d’eau sont ajoutés au total d’extrait brut, soit 465 g d’eau

ajoutée.

Le solvant organique (éthanol) est ensuite évaporé sur un systeme d’évaporation sous



vide de type « Rotavapor R-300 » de la marque Buchi. L’éthanol est évaporé a 40°C et

a 100 mbar. Il faut faire cependant attention a ne pas évaporer 1’eau ajoutée.

[0036] Le mélange est ensuite filtré a 1 pm.
[0037] A la suite de cette filtration, I’extrait traité, c’est-a-dire décoloré et purifié¢ de
Combretum micranthum est obtenu.
Analyse de plusieurs extraits végétaux
[0038]  Afin d’évaluer le rendement du procédé selon I’invention, le dosage des chlo-
rophylles A et B (selon Olatunde er al., 2018 et AOAC (2002) Official Method of
Analysis) a été réalisé sur différents extraits :
[0039] - ceux préparés comme décrits ci-dessus sans traitement pour éliminer la chlo-
rophylle (extrait brut) ; et
[0040] - ceux préparés comme décrits ci-dessus avec traitement pour €liminer la chlo-
rophylle (extrait traité).
[0041] [Tableauxl]
Echantillons  [Chlorophylle |Chlorophylle |Total Chlo- Réduction de la
A B rophylle chlorophylle totale
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) par rapport au brut
Extrait Brut 1 |1.02 0.72 1.74
Extrait Trait¢ |0.01 0.03 0.04 43.5
1
Extrait Brut 2 |0.99 0.75 1.74
Extrait Trait¢ |0.02 0.03 0.05 34.8
2
Extrait Brut 3 |1.05 0.68 1.73
Extrait Trait¢ |0.01 0.02 0.03 57.7
3
[0042]  Tableau 1 : Tableau du dosage des chlorophylles dans 3 extraits de la méme plante
[0043]  Ces résultats montrent un excellent rendement d’élimination des chlorophylles A et B
par le procédé selon I’invention ; ces rendements sont bien supérieurs a ceux décrits
dans la littérature.
[0044]  En complément, les profils chromatographiques des extraits bruts et traités ont été

comparés pour s’assurer que la perte de matiere active est réduite ; les chroma-
togrammes des figures 2 et 3 confirment I’élimination de la chlorophylle (pics de

droite) et la conservation des molécules d’intérét (pics de gauches).




[Revendication 1]

[Revendication 2]

[Revendication 3]

[Revendication 4]

[Revendication 5]

[Revendication 6]

[Revendication 7]

Revendications

Procédé de dé-chlorophyllisation d’un extrait végétal de parties
acriennes de plante obtenu par extraction avec au moins un solvant non
aqueux comprenant les étapes suivantes :

a) ajustement de la teneur en eau dudit extrait de facon a ce qu’il
contienne au moins 3 %, de préférence au moins 10 %, d’eau par
rapport au volume total de solvant contenu dans I’ extrait;

b) évaporation du au moins un solvant non aqueux contenu dans le
mélange obtenu a I’issue de 1’étape a) sans évaporation de 1’eau ;

c) filtration a un seuil de coupure d’au plus environ 50 um et élimination
des résidus.

Procédé de dé-chlorophyllisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce que I’étape b) est réalisée par évaporation sous vide avec un
chauffage du mélange obtenu a I’issue de I’étape a) a une température
comprise entre 20 et 60 °C et avec un vide compris entre 10 et

200 mbars.

3. Procédé de dé-chlorophyllisation selon la revendication 1 ou la reven-
dication 2, caractérisé en ce que la filtration de I’étape c) est réalisée a
un seuil de coupure inférieur a 10 um.

Extrait végétal de parties acriennes de plante obtenu par le procédé
selon I’une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé en ce qu’il
contient moins de 0,05 mg/ml de chlorophylle.

Extrait végétal de parties aériennes de Combretum micranthum sus-
ceptible d’étre obtenu par le procédé selon I’une quelconque des reven-
dications 1 a 3, caractéris€ en ce qu’il contient moins de 0,05 mg/ml de
chlorophylle.

Extrait végétal de parties aériennes de Combretum micranthum selon la
revendication 5, caractérisé en ce qu’il contient entre 5 et 25 %, de
préférence entre 9 et 19%, encore préférentiellement au moins 14 % de
kinkéloides dans I’extrait sec.

Utilisation cosmétique d’un extrait végétal de parties aériennes de
Combretum micranthum selon la revendication 5 ou la revendication 6,
comme dépigmentant, anti-tdche, blanchissant, anti-rougeur et unifor-
misateur de teint ou encore pour des activités anti-age, pour prévenir et/
ou traiter le relachement cutané, la perte de fermeté cutanée, la perte
d’élasticité des fibres cutanées, une peau flétrie, une peau amincie, les

rides et ridules et une peau terne et/ou sans €clat.
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