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INTRODUCTION GENERALE 
 
 

Les fruits sont intégrés dans l’alimentation humaine quotidienne depuis toujours. 
Ayant des couleurs, des goûts et des arômes très attirants, ils constituent un des éléments 
essentiels du régime alimentaire. Frais ou sous forme de produits transformés, les fruits 
constituent une source inépuisable de nutriments dont les métabolites secondaires sont parmi 
les plus importants.  

 
L’isolement et la caractérisation de ces composés connus généralement sous 

l’appellation de « composés bioactifs » constituent un sujet de recherche très actuel. De 
nombreuses études explorent aujourd’hui la possibilité de leur transformation en ingrédients 
incorporables dans différents produits alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. Cet 
intérêt particulier est dû au fait qu’au cours des dernières années, les hommes ont commencé à 

se réorienter vers l’utilisation de produits naturels au détriment de ceux issus de la synthèse 
chimique. De plus, les résultats des études épidémiologiques mettent en évidence la capacité 
de ces composés bioactifs à participer au bon déroulement des fonctions vitales de 
l’organisme humain. Les multiples effets bénéfiques de ces composés issus de sources 
naturelles sont attribués à leurs diverses activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne, 
antivirale, anti inflammatoire etc.).   

 
Dans ce contexte, les présents travaux de recherche abordent les aspects suivants : 

§ la réalisation d’une étude bibliographique pouvant guider le choix des sources 

végétales riches en composés bioactifs et des méthodes d’extraction, purification et 

analyse adéquates ; 
§ la mise au point de processus éco-responsables de récupération des molécules d’intérêt 

biologique à partir de fruits et de sous-produits de l’industrie de transformation des 

fruits ;  
§ l’analyse des extraits obtenus afin d’identifier les composés bioactifs ;  
§ le fractionnement des extraits afin de simplifier et de séparer les différentes familles de 

composés ;  
§ l’étude des activités antioxydantes des extraits et des fractions afin d’évaluer les effets 

synergiques entre les différentes molécules;  
§ le management du processus d’extraction de principes actifs. 

 
 Le premier chapitre de ce manuscrit est dédié à l’étude bibliographique concernant 

l’importance du secteur des fruits et de leurs sous-produits.  
Divisé en plusieurs parties, ce chapitre débute avec la présentation des différentes 

possibilités de valorisation des fruits. Il se poursuit avec la mise en évidence des différents 
domaines pouvant utiliser les sous-produits de l’industrie de transformation des fruits. La 

dernière partie du premier chapitre répertorie les principales méthodes d’extraction et 

d’analyse, des composés bioactifs présents dans les fruits et dans leurs résidus, actuellement 

utilisées.  
D’après l’étude bibliographique, nous avons retenu deux sources végétales 

différentes : les cerises et les résidus de pommes. Les cerises sont parmi les fruits les plus 
appréciés par les consommateurs. Ils sont riches en eau, sucres, vitamines, minéraux, 
composés phénoliques, ces derniers étant principalement responsables de l’activité 

antioxydante. Les résidus des quatre variétés de pommes (Royal Gala, Golden, Granny Smith 
et Pink Lady) issus du processus de pressage en vue de l’obtention du jus clair, représentent 
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environ 30% du produit de départ, et constituent également une source importante de 
composés bioactifs.   

 
Au cours du deuxième chapitre nous avons premièrement décrit les deux sources 

végétales choisies : les cerises et les résidus de pommes, en présentant  leurs caractéristiques 
botaniques et leur composition chimique en mettant l’accent surtout sur le contenu en 

molécules bioactives.  
Dans un deuxième temps, nous avons expliqué le principe des méthodes nécessaires 

au déroulement du processus de récupération des molécules d’intérêt biologique à partir des 

sources d’origine végétales ciblées. Nous avons tout d’abord présenté les traitements 
préliminaires des végétaux, puis décrit les techniques d’extraction utilisées. Les méthodes 

d’analyse et de fractionnement des extraits obtenus ont été ensuite présentées. Finalement, 

nous avons expliqué les principes des tests chimiques permettant d’évaluer l’activité 

antioxydante des extraits et de leurs fractions. 
 
Organisé en deux parties distinctes le troisième chapitre de ce mémoire a été consacré 

à la présentation des résultats obtenus.  
Dans la première partie nous avons discuté les effets des différents paramètres 

d’extraction assistée par microondes sur la récupération des composés phénoliques de cerises. 

Nous avons continué par l’étude comparative des possibilités de fractionnement des extraits et 

nous avons fini par l’analyse des fractions purifiées. 
Dans la deuxième partie de ce chapitre nous avons comparé plusieurs techniques 

d’extraction dans le processus de récupération de molécules bioactives de résidus de pommes. 

Ainsi, différentes conditions d’extraction et différents solvants ont été testés. Plusieurs 
méthodes chromatographiques ont été développées afin d’analyser les extraits obtenus. 

Ensuite, ces extraits ont été fractionnés par extraction liquide-liquide afin de les simplifier et 
de pouvoir assurer une meilleure caractérisation des composés présents. Les extraits et leurs 
fractions ont été soumis à des tests chimiques capables de mettre en évidence une activité 
antioxydante.            
 
 Le quatrième chapitre de ce manuscrit a comme objectif le management de la 
valorisation des fruits et de leurs résidus par extraction de principes actifs. Ainsi, il inclut les 
principaux aspects environnementaux ressortant des étapes déroulées lors de la récupération 
de molécules d’intérêt biologique. Il continue avec l’évaluation de ces aspects et avec la 
quantification de leur impact sur l’environnement. Ce dernier chapitre inclut également 

quelques possibilités de remédiation des aspects environnementaux significatifs. 
 
 Le présent mémoire se termine par la présentation de conclusion générales et de 
perspectives dégagées du déroulement des activités de recherche. 



 

 

 
 
 
 

CHAPITRE I 

 
I LES FRUITS ET LES SOUS-PRODUITS DE 

L’INDUSTRIE DE TRANSFORMATION DES FRUITS 
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I. 1. LES FRUITS DANS L’ALIMENTATION  HUMAINE 
 
 

Les fruits représentent un des éléments essentiels pour une alimentation équilibrée et 
sont connus  pour leur rôle dans l’entretien des fonctions vitales de l’organisme humain. La 

valeur alimentaire, diététique et thérapeutique des fruits est unanimement acceptée. Ils sont 
souvent considérés comme des « aliments fonctionnels » grâce au contenu riche en divers 
micronutriments tels que les composés phénoliques (reconnus notamment pour leur fort 
pouvoir antioxydant), les minéraux, les vitamines etc.  

 
Conformément aux données statistiques de l’Organisation des Nations Unies pour 

l’Alimentation et l’Agriculture, en 2010, plus de 600 millions de tonnes de fruits ont été 

obtenues au niveau mondial  (Figure I.1) dont plus de 67 millions de tonnes en Europe. 
Comme nous pouvons constater de l’illustration présentée dans la Figure I.2 dans la région 
européenne les principaux producteurs des fruits sont l’Italie, l’Espagne et la France avec 

70% du total. Parmi les fruits obtenus dans les plus importantes quantités (Figure I.3)                
les 5 premières positions sont occupées par les raisins, les pommes, les agrumes, les fruits 
rouges et les pêches. 
 

52,86 67,25

318,79

79,03 78,14
6,96

 
Figure I.1. Production mondiale de fruits en 2010 (millions de tonnes) [1]  
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Figure I.2. Les plus importants producteurs 

des fruits d’Europe [1] 
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Figure I.3. Les fruits obtenus en Europe 

(millions de tonnes) [1] 
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Même si la production totale des fruits peut satisfaire les besoins de la population 
(surtout grâce aux multiples échanges commerciaux qui se déroulent entre les producteurs des 
différentes régions et pays du monde), de nos jours, le défi alimentaire n’est plus seulement 
d’ordre quantitatif mais aussi d’ordre qualitatif.  

 
De nombreuses études épidémiologiques ont montré un lien entre la consommation de 

fruits et l’évolution de diverses maladies. Elles montrent qu'une alimentation riche en fruits 
peut diminuer le risque d’apparition et améliorer les effets de maladies telles que celles  
cardio-vasculaires [2-5] et cérébraux-vasculaires [6], le diabète [7-8], l'ostéoporose [9-11], la 
cataracte [12], la dégénérescence maculaire [13], les différents types de cancers [14-17] etc.  

 
Cette évolution explique pourquoi lors de ces dernières années, les chercheurs ont 

montré un réel intérêt pour l’étude de différents composants de fruits (bénéfiques pour la 
santé humaine) et notamment pour la compréhension de leur mode d'action afin de mieux 
connaître les avantages et les éventuels inconvénients conférés par la consommation des fruits 
sous différentes formes. 
 
 

I. 2. VALORISATION DES FRUITS 
 
 

I. 2. 1. Fruits frais 
 

Les effets bénéfiques des fruits sur la santé humaine ont été depuis toujours reconnus. 
A partir de 1988 le programme « 5 a Day » (5 par jour) qui a débuté en Californie et s’est 
répandue facilement autour du monde, incite la population à consommer minimum 5 fruits 
quotidiennement.  

 
L’immense diversité des fruits permet une grande variété d’options, le choix des 

consommateurs étant influencé notamment par les qualités organoleptiques (saveur et arôme, 
couleur, consistance) mais aussi par la valeur nutritionnelle représentée par la teneur en eau, 
sucres, acides organiques, lipides, protides, macro- et micronutriments. 

 
Les fruits peuvent être classés dans plusieurs catégories en fonction de différents 

critères tels que la région géographique de provenance, les aspects botaniques ou la 
composition.  

Ainsi, selon le premier critère mentionné antérieurement nous pouvons distinguer : 
§ les fruits de région tempérée : pommes, poires, cerises, prunes ; 
§ les fruits sous tropicaux : figues, agrumes ; 
§ les fruits tropicaux : ananas, bananes, litchis, mangues. 

Du point de vue botanique les fruits peuvent être divisés en plusieurs classes : 
§ fruits à pépins : pommes, poires, coings ; 
§ fruits à noyau (drupes) : cerises, prunes, abricots, pêches ; 
§ baies simples : myrtilles, groseilles, raisins ; 
§ baies multiloculaires (hespérides) : agrumes ; 
§ baies fausses : mûres, framboises ; 
§ infrutescences : ananas [18]. 
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Selon la teneur en sucres les fruits peuvent être classés comme présenté dans le 
Tableau I.1. 

Tableau I.1. Classification des fruits frais [19] 

Classe de fruits Caractéristiques Exemples 

Fruits acides  
- acidité titrable forte 
- teneur en sucre élevée  

- agrumes : oranges, citrons, pamplemousses, 
mandarines, clémentines 
- baies acides : groseilles, fraises, framboises, 
mûres, cassis    

Fruits sucrés 
- acidité titrable faible 
- teneur en sucre élevée 

- fruits à noyau : prune, pêches, abricots, cerises 
- fruit à pépins : pommes, poires 

Fruits fortement sucrés - plus de 20% sucres - raisins, figues, bananes 
 

Vu la grande diversité des fruits et étant donné qu’il est fortement conseillé qu’ils 
soient consommés surtout frais, un stockage plus ou moins long est nécessaire. Ce stockage 
dépend des caractéristiques des fruits. Il peut-être réalisé, par exemple, sous atmosphère 
contrôlée [20] ou par traitement avec des radiations gamma ou ultraviolets [21] dans des 
conditions strictement hygiéniques. Le choix de l’espace de stockage et des méthodes de 
stockage appropriées est influencé par différents facteurs parmi lesquels nous pouvons citer : 
la température de stockage, l’humidité relative de l’air de l’espace de stockage, la composition 
de l’atmosphère, la ventilation, la lumière etc. 
 
 

I. 2. 2. Transformation des fruits 
 

Même si la globalisation actuelle du marché assure  la disponibilité des fruits frais tout 
au long de l’année, une importante partie est soumise à différents processus de transformation 
afin d’obtenir des nouveaux produits satisfaisant les différentes demandes actuelles des 
consommateurs. 
 Dans la Figure I.4 sont présentés schématiquement les principaux types de produits 
obtenus à partir de fruits. 

Figure I.4. Produits obtenus à partir de fruits 
 

Nous avons vu que la consommation des fruits frais nécessite surtout un bon choix des 
conditions de stockage. Par contre lors de la transformation industrielle de ces fruits dans 
différents produits les étapes impliquées sont beaucoup plus nombreuses et entraînent 
l’apparition de certains résidus.  
 

Par la suite nous allons nous intéresser aux différents domaines d’utilisation des 
résidus agro-alimentaires des traitements de fruits en mettant l’accent notamment sur les 
résidus de pommes.  
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I. 3. VALORISATION DES SOUS-PRODUITS ISSUS DE 
L’INDUSTRIE DE TRANSFORMATION DE FRUITS 
 
 
 La valorisation des fruits sous forme de produits séchés, concentrés, congelés etc. 
conduit à l’apparition d’une gamme variée de sous-produits et déchets composés notamment 
de pulpe de fruits, de peaux, de pépins et de queux. 
 Ces sous-produits sont facilement dégradables. Leur stockage et leur utilisation sont 
conditionnés par des restrictions légales.  
 

 

I. 3. 1. Cadre réglementaire lié à l’utilisation de sous-produits de fruits 
 

Vu la grande diversité d’appellations utilisées pour désigner les résidus obtenus après 
la transformation des fruits et les processus dans lesquels ils sont impliqués il est apparu 
important de présenter quelques définitions.   

 
Ainsi, conformément à l’article 3 (ci-dessous reporté) de la directive 2008/98/CE du 

Parlement Européen et du Conseil du 19 novembre 2008 relative aux déchets [22] on entend 
par: 

 
§ Déchets – toute substance ou tout objet dont le détenteur se défait ou dont il a 

l'intention ou l'obligation de se défaire. 
§ Bio-déchets – les déchets biodégradables de jardin ou de parc, les déchets alimentaires 

ou de cuisine issus des ménages, des restaurants, des traiteurs ou des magasins de 
vente au détail, ainsi que les déchets comparables provenant des usines de 
transformation de denrées alimentaires. 

§ Producteur de déchets – toute personne dont l'activité produit des déchets 
(producteur de déchets initial) ou toute personne qui effectue des opérations de 
prétraitement, de mélange ou autre conduisant à un changement de nature ou de 
composition de ces déchets. 

§ Détenteur de déchets – le producteur des déchets ou la personne physique ou morale 
qui a les déchets en sa possession. 

§ Négociant – toute entreprise qui entreprend pour son propre compte l'acquisition et la 
vente ultérieure de déchets, y compris les négociants qui ne prennent pas 
physiquement possession des déchets. 

§ Courtier – toute entreprise qui organise la valorisation ou l'élimination de déchets 
pour le compte de tiers, y compris les courtiers qui ne prennent pas physiquement 
possession des déchets. 

§ Gestion des déchets – la collecte, le transport, la valorisation et l'élimination des 
déchets, y compris la surveillance de ces opérations ainsi que la surveillance des sites 
de décharge après leur fermeture et notamment les actions menées en tant que 
négociant ou courtier. 

§ Collecte – le ramassage des déchets, y compris leur tri et stockage préliminaires, en 
vue de leur transport vers une installation de traitement des déchets. 

§ Collecte séparée – une collecte dans le cadre de laquelle un flux de déchets est 
conservé séparément en fonction de son type et de sa nature afin de faciliter un 
traitement spécifique. 
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§ Prévention – les mesures prises avant qu'une substance, une matière ou un produit ne 
devienne un déchet et réduisant: 
o la quantité de déchets, y compris par l'intermédiaire du réemploi ou de la 

prolongation de la durée de vie des produits; 
o les effets nocifs des déchets produits sur l'environnement et la santé humaine;  
o la teneur en substances nocives des matières et produits. 

§ Réemploi – toute opération par laquelle des produits ou des composants qui ne sont 
pas des déchets sont utilisés de nouveau pour un usage identique à celui pour lequel ils 
avaient été conçus. 

§ Traitement – toute opération de valorisation ou d'élimination, y compris la 
préparation qui précède la valorisation ou l'élimination. 

§ Valorisation – toute opération dont le résultat principal est que des déchets servent à 
des fins utiles en remplaçant d'autres matières qui auraient été utilisées à une fin 
particulière, ou que des déchets soient préparés pour être utilisés à cette fin, dans 
l'usine ou dans l'ensemble de l'économie.  

§ Préparation en vue du réemploi – toute opération de contrôle, de nettoyage ou de 
réparation en vue de la valorisation, par laquelle des produits ou des composants de 
produits qui sont devenus des déchets sont préparés de manière à être réutilisés sans 
autre opération de prétraitement. 

§ Recyclage – toute opération de valorisation par laquelle les déchets sont retraités en 
produits, matières ou substances aux fins de leur fonction initiale ou à d'autres fins. 
Cela inclut le retraitement des matières organiques, mais n'inclut pas la valorisation 
énergétique, la conversion pour l'utilisation comme combustible ou pour des 
opérations de remblayage. 

§ Elimination – toute opération qui n'est pas de la valorisation même lorsque ladite 
opération a comme conséquence secondaire la récupération de substances ou 
d'énergie. Parmi les opérations d'élimination on compte : 
o le dépôt sur ou dans le sol ; 
o le traitement en milieu terrestre ; 
o l’injection en profondeur ; 
o le lagunage ; 
o la mise en décharge spécialement aménagée ; 
o le rejet dans le milieu aquatique, sauf l'immersion ; 
o l’immersion, y compris enfouissement dans le sous-sol marin ; 
o le traitement biologique aboutissant à des composés ou à des mélanges qui sont 

éliminés selon un des procédés indiqués auparavant ; 
o le traitement physico-chimique aboutissant à des composés ou à des mélanges qui 

sont éliminés selon l'un des procédés indiqués auparavant  (par exemple, 
évaporation, séchage, calcination) ; 

o l’incinération à terre ; 
o l’incinération en mer ; 
o le regroupement ou mélange préalablement à l'une des opérations indiquées 

auparavant ;  
o le reconditionnement préalablement à l'une des opérations indiquées auparavant ; 
o le stockage préalablement à l'une des opérations indiquées auparavant  (à 

l'exclusion du stockage temporaire, avant collecte, sur le site de production des 
déchets). 

 
Dans l’article 5, la même directive, définit aussi les sous-produits : 
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§ Sous-produit – Une substance ou un objet issu d'un processus de production dont le 
but premier n'est pas la production dudit bien peut être considéré comme un sous-
produit et non comme un déchet au sens de l'article 3 que si les conditions suivantes 
sont remplies:  
o l'utilisation ultérieure de la substance ou de l'objet est certaine; 
o la substance ou l'objet peut être utilisé directement sans traitement supplémentaire 

autre que les pratiques industrielles courantes; 
o la substance ou l'objet est produit en faisant partie intégrante d'un processus de 

production; 
o l'utilisation ultérieure est légale, c'est-à-dire que la substance ou l'objet répond à 

toutes les prescriptions pertinentes relatives au produit, à l'environnement et à la 
protection de la santé prévues pour l'utilisation spécifique et n'aura pas 
d'incidences globales nocives pour l'environnement ou la santé humaine [23].  

 

Les termes correspondant aux diverses définitions sont représentés de façon 
schématique dans la Figure I.5. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.5. Schéma illustrant la production de déchets et de sous-produits (résidus) 
 

Par la suite nous allons définir les résidus de fruits comme des matières produites lors 
de procédés industriels, qui peuvent être recyclées, récupérées ou éliminées. 

 
 

I. 3. 2. Directions de valorisation de résidus de fruits 
 

Pour répondre aux soucis environnementaux concernant la valorisation de             
sous-produits, l’industrie de la transformation des fruits est souvent confrontée à plusieurs 
solutions :  

§ Alimentation animale : 
Ø elle est la plus ancienne direction d’utilisation des résidus de fruits ; 
Ø le plus souvent elle implique des investissements dans une technologie permettant 

de fournir un sous-produit sain et de bonne valeur nutritionnelle ; 
Ø il faut toutefois remarquer qu’elle n’élimine pas totalement les rejets dans 

l’environnement. Elle les diminue mais les reporte sur les déjections animales.  
§ Epandage, compostage ;  
§ Production d’énergie : par incinération ou par production de biogaz (en cogénération, 

par exemple avec des déjections animales) ; 
§ Récupération de différents constituants incorporables dans de nouveaux produits 

agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. 
 

Nous allons voir par la suite quelques exemples d’utilisation des sous-produits issus de 
la transformation de fruits dans différents domaines. 

Elimination 

Récupération 

Recyclage 

Transformation MATIERES 
PREMIERES 

PRODUIT 

DECHETS SOUS-PRODUITS 

Traitement 

Utilisations 



I. Les fruits et les sous-produits de l’industrie de transformation des fruits 

 

Références bibliographiques : p. 68-77                                            25 
 

I. 3. 2. 1. Valorisation dans l’alimentation animale 
   
 La composition des sous-produits de l’industrie de valorisation de fruits est 
extrêmement variable.  
Les résidus de fruits constituent un produit éminemment instable qui doit être traité 
rapidement. Le traitement le plus simple est le surpressage qui a essentiellement le rôle de 
diminuer le volume et d'augmenter la densité de la matière par diminution de la quantité de 
liquide résiduel. Ceci facilite l'ensilage en amenant le taux de matière sèche à 30 – 40% ce qui 
entraîne aussi la réduction du coût du transport.  
 

En général, la valeur énergétique des résidus de fruits est assez élevée, grâce aux 
pectines digestibles et aux sucres.  

Les ruminants sont les premiers utilisateurs des résidus de fruits frais ou ensilés. Grâce 
aux microorganismes de leur rumen, ils peuvent utiliser les sous-produits riches en fibres ou 
contenant certains facteurs antinutritionnels qui ne sont pas supportés par les monogastriques.  
Compte tenu de l’appétence des animaux, mais aussi des teneurs en acides organiques et en 
alcool des résidus de fruits, plus ou moins élevées, il est indispensable d'en limiter l'apport 
quotidien dans une fourchette de 0,5 à 1,1 kg de matière sèche pour 100 kg de poids d’animal 
vivant. Si l'ensilage est riche en alcool, il peut être parfaitement toléré par les bovins, jusqu'à 
des doses correspondant à 200 g d'alcool par jour. Afin d’atteindre l'équilibre de la ration des 
ruminants il est nécessaire d’ajuster les apports complémentaires en matières azotées et 
minérales [24]. 
 

Différentes études ont été réalisées afin de déterminer l’influence des ajouts de résidus 
de fruits dans l’alimentation animale. 

Chez les porcins, les résidus ensilés peuvent être utilisés jusqu'à des quantités 
correspondant à 15 % de la matière sèche, s'ils ne sont pas trop riches en alcool (risque de 
cirrhose hépatique). Le plus souvent les résidus de fruits sont incorporés, sous forme sèche, 
dans un aliment complet. Dans ce cas la proportion est réduite, compte tenu de son prix plus 
élevé et de la teneur en cellulose [24]. 
 
 Joshi et al. [25] ont évalué l’enrichissement de résidus de pommes en différents 
nutriments en vue de l’utilisation dans l’alimentation des animaux.  Par rapport au matériel de 
départ, après la fermentation à l’état solide avec différentes levures et l’élimination de 
l’éthanol, les résidus de pommes séchés ont été 3 fois plus riches en protéines et 2 fois plus 
riches en graisses et en vitamine C. L’étude a indiqué aussi un contenu plus élevé en minéraux 
et en fibres brutes. Le contenu en protéines solubles a augmenté légèrement pendant que le 
contenu en sucre a diminué. 

Villas-Bôas et al. [26] ont montré aussi que les résidus de pommes peuvent être 
convertis dans un substrat ayant des caractéristiques nutritionnelles améliorées en particulier 
en ce qui concerne le niveau de protéines et la digestibilité. 
 
 Dans une autre étude [27], la valeur nutritive de résidus de pommes séchés pendant       
2 heures à 80°C ou ensilés a été comparée avec celle de l’ensilage de maïs. 1 tonne de chaque 
type de résidus de pommes a été mélangée avec 100 kg de paille humide et 5 kg d’urée. Après 
stockage dans un tank de 30 tonnes pendant 45 jours, différents paramètres ont été suivis pour 
chaque mélange (Tableau I.2).   

Afin de déterminer le taux de la matière organique digestible et d’estimer le contenu 
en énergie métabolisable une étude in vivo a été menée sur trois moutons. Ces deux 
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paramètres ont été supérieurs pour les résidus de pommes séchés par rapport aux résidus de 
pommes ensilés. 
 

Tableau I.2. Composition chimique moyenne des aliments pour les animaux [27] 

Analyse 
Résidus de 

pommes séchés 
Résidus de 

pommes ensilés 
Maïs ensilé 

Matière sèche, g/kg  
Matière organique, g/kg MS* 
Protéines brutes, g/kg MS 
Fibre de détergent acides, g/kg MS 
Fibre de détergent neutre, g/kg MS 
Lignine, g/kg MS 
Azote insoluble en détergent acide, g/kg MS 

749 
929 
64 

405 
473 
10 
5,6 

284 
925 
72 
460 
567 
20 
6,5 

429 
936 
76 

260 
463 
44 
4,4 

*MS – matière sèche 
 

Plusieurs facteurs affectent négativement la valeur des résidus de fruits tels que ceux 
de  pommes en tant que nourriture pour les animaux. Premièrement, les résidus de pommes 
sont difficilement digestibles à cause du rapport élevé de lignine/cellulose. Deuxièmement, les 
résidus de pommes ont un contenu élevé en sucres libres qui, après ingestion et fermentation 
dans le rumen, provoque l’alcoolémie des animaux. Troisièmement, le contenu des résidus de 
pommes est pauvre en protéines, vitamines et minéraux ce qui contribue à la diminution du 
niveau nutritionnel de la pomace.  

Différentes méthodes peuvent être utilisées pour augmenter la digestibilité de la 
lignocellulose. Ces méthodes se basent souvent sur la décomposition de la lignine après la 
destruction du complexe cellulose-lignine. Le principal problème de la dégradation biologique 
de la lignocellulose est la sélection des microorganismes capables de dégrader sélectivement 
la lignine.  
 
 
I. 3. 2. 2. Valorisation par épandage et compostage 
 
 L’épandage et le compostage reposent sur le recyclage en agriculture des éléments 
fertilisants contenus dans les effluents ou les produits épandus. 
 Les plantes cultivées prélèvent des éléments minéraux du sol pour élaborer leurs 
tissus. Une partie de ces éléments est exportée par la récolte (ou par prélèvement par les 
animaux d’élevage lors du pâturage). Afin d’éviter toute baisse de fertilité, ces exportations 
d’éléments minéraux doivent être compensées par des apports minéraux au moins équivalents. 
 La minéralisation peut s’effectuer sous forme d’apports de minéraux ou à travers des 
apports de matière organique.  

Dans ce dernier cas une étude permettant  d’organiser et de prévoir l’ensemble des 
besoins liés au recyclage en agriculture doit être réalisée. Cette étude comprend les phases 
suivantes : 

§ connaissances des produits pour épandage; 
§ recensement des terres agricoles et caractérisation des sols ; 
§ détermination de l’aptitude des sols à l’épuration agronomique des produits ; 
§ calcul des doses sur les différentes cultures ; 
§ vérification de l’adéquation du périmètre aux besoins de l’épuration ; 
§ définition des équipements nécessaires ou utiles à prévoir ; 
§ obtention de référence sur les sols, les eaux, les produits ; 
§ proposition de programme de suivi et de contrôle [24]. 
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Les résidus de fruits peuvent-être utilisés directement comme fertilisants par épandage 
mais il est nécessaire de remarquer que si cette pratique n’est pas suffisamment contrôlée elle 
peut entraîner certains risques liés à un excès d’éléments minéraux qui peut provoquer : 

§ des fortes perturbations de la flore présente ; 
§ un déséquilibre des minéraux présents dans le sol ; 
§ une accumulation des minéraux et des métaux lourds dans le sol ; 
§ des fuites de ces minéraux vers les milieux aqueux. 

 

Par rapport à l’épandage, le compostage est un processus aérobie qui implique 
plusieurs étapes (Figure I.6.) au cours desquelles des microorganismes thermophiles 
(température optimale de développement autour de 50°C) transforment le matériel organique 
dans un produit stable ressemblant au sol. 

Le matériel végétal utilisé pour compostage doit être soumis à une étape préliminaire 
de réduction du contenu d’eau (de 80-90% jusqu’à 50-60%) par pressage ou par séchage 
naturel. La neutralisation du pH qui est, en général, acide est également nécessaire [28]. 
Le compostage permet la réduction du volume de sous-produits organiques avec 40%. De 
plus, les températures atteintes (40-70°C) tuent la plupart des pathogènes. 

 Plusieurs modes de compostage plus ou moins 
complexes peuvent être réalisés. On distingue toutefois : 

§ le compostage lent – réalisé sur des aires de 
fermentation ou des aires de maturation ; 

§ le compostage accéléré – effectué dans un 
bioréacteur rotatif, dans un tour de fermentation ou 
dans une cellule horizontale de fermentation [29]. 
Indépendamment de la méthode de compostage le 

développement des  microorganismes nécessite des 
conditions spécifiques et il est influencé par la température, 
la concentration en oxygène, le pH, l’humidité, le rapport 
carbone : azote etc.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure I.6. Diagramme d’un 

processus de compostage [28] 

 
 
I. 3. 2. 3. Valorisation sous forme de biomasse et d’agro carburants 
 
Obtention de la biomasse 
 
 Certains types de microorganismes, en particulier, les levures, peuvent utiliser les 
sucres solubles et les acides organiques pour produire de la biomasse ayant un contenu élevé 
en protéines. Les levures sont des microorganismes communs qui se développent facilement 
sur des résidus végétaux.  

Par exemple, les résidus issus de la valorisation des agrumes sont souvent colonisés 
par des levures mésophiles (température optimale de développement située autour                    
de 25-40°C) [30]. Srilatha et al. [31] ont proposé l’inoculation des levures ou des 
champignons pour la réduction du contenu en acides organiques de résidus d’oranges avant le 
traitement aérobie. Les levures Candida utilis ont été sélectionnées pour être cultivées dans 
les effluents concentrés de l’industrie de valorisation de fruits après traitements acidogènes 
anaérobies [32]. 
 Une autre approche intéressante consiste dans l’augmentation de la valeur 
nutritionnelle de la biomasse de levure par enrichissement en sélénium, élément identifié 
comme un antioxydant important dans la diète humaine. Dans des conditions appropriées les 
levures sont capables d’accumuler d’importantes quantités de sélénium et d’incorporer des 
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composés riches en sélénium, notamment la sélénométhionine (considérée comme la 
meilleure source de sélénium pour les organismes vivants). La production de biomasse de 
levures utilisant des extraits de matière organique végétale facilement soluble a été proposée 
comme première étape dans la technologie de bioconversion des résidus végétaux en sous-
produits à valeur ajoutée suivie par des traitements aérobies ou anaérobies du déchet solide. 
La matière organique de résidus de la transformation de fruits peut-être facilement extraite à 
l’eau, les extraits pouvant être utilisés pour la production de la biomasse de levure sans avoir 
besoin de suppléments nutritifs. Les résultats indiquent le fait qu’à partir d’une tonne de 
résidus frais de fruits on peut obtenir 10 kg de biomasse de levure séchée avec un contenu 
élevé en sélénium et en protéines [33]. 
 
 
Obtention des agro carburants 
 

La forte industrialisation au niveau mondial a conduit à l’augmentation de la demande 
de combustibles à base de pétrole. De nos jours 80% des combustibles utilisés sont d’origine 
fossile et plus de 50% ont comme destination le transport. Les combustibles fossiles sont 
épuisables et contribuent à l’augmentation des émissions de gaz à effet de serre ce qui 
entraîne des effets négatifs incluant les changements climatiques, le recul des glaciers, 
l’élévation du niveau de la mer, la perte en biodiversité etc.  

Ces facteurs conduisent à rechercher de nouvelles sources d’énergie alternative [34] 
dont les agro combustibles. Ceux-ci peuvent être classés selon différents critères. Une des 
classifications existantes les divise en primaires et secondaires. Ceux primaires sont utilisés 
pour chauffage, pour la production d’électricité alors que ceux secondaires (obtenus par la 
valorisation de la biomasse e.g. éthanol, biodiesel etc.) peuvent être utilisés dans différents 
processus industriels et selon les matières premières et la technologie d’obtention se classent 
en agro combustibles de première, deuxième et  troisième génération. 
  
Obtention du bioéthanol 

Une alternative reconnue pour les combustibles pétroliers est représentée par le 
bioéthanol dont la production obtenue entre 2005 et 2010 et une estimation de celle pour 
l’année 2011 sont présentées dans la Figure I.7. 
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Le bioéthanol est le biocarburant le plus produit au monde avec plus de 74 milliards 
de litres en 2009. Ce chiffre est dû essentiellement à la production des Etats-Unis (54%) et du 
Brésil (34%). Aux États-Unis, l’Association des Combustibles Renouvelables                         
(RFA – Renewable Fuel Association) a estimé la production de bioéthanol à plus de 40 
milliards de litres en 2009 obtenus à partir de maïs. Pendant la même année, le Brésil a atteint 
une production de près de 25 milliards de litres (dont plus de 4 milliards destinés à 
l'exportation), obtenus principalement à partir de canne à sucre. Avec une production de 3,7 
milliards de litres en 2009, l'Union Européenne se positionne au troisième rang mondial. Plus 
récemment, l'Asie (en particulier la Chine, la Thaïlande et l'Inde) s'est aussi lancée dans la 
production de bioéthanol à grande échelle et compte parmi les plus gros potentiels 
producteurs dans les années à venir. En 2009, la production de bioéthanol-carburant en Chine 
a dépassé 2 milliards de litres, plaçant ainsi le pays au quatrième rang mondial, derrière 
l'Union Européenne [36].  
 
 Généralement, le bioéthanol est produit à partir de matières premières telles que celles 
riches en saccharose (betterave, canne à sucre) ou fécule (blé, maïs, orge) ou à partir de la 
biomasse lignocellulosique qui est un matériau constitué de macromolécules oxygénées de 
nature glucidique (bois, pailles, bagasses). Le processus de production implique plusieurs 
étapes capables d’assurer la transformation des matières premières en bioéthanol dont 
l’hydrolyse (acide et / ou enzymatique) et la fermentation sont les plus importantes [37].  
 
 A part les matériels cités antérieurement d’autres sources végétales riches en sucres 
telles que les fruits et les résidus de fruits peuvent être utilisées pour l’obtention du 
bioéthanol. 
 Ainsi, Patle et al. [38] ont utilisé les résidus de différents fruits (pommes, oranges, 
mangues, ananas) en tant que substrats pour la production du bioéthanol. Les résultats obtenus 
indiquent le fait que les résidus de pommes contiennent la quantité la plus importante de 
sucres fermentescibles et permettent l’obtention du volume le plus élevé de bioéthanol. 
 Sharma et al. [39] sont arrivés à la conclusion que les résidus de tangerine Kinnow 
(hybride de mandarine et d’orange amère) en combinaison avec les peaux de bananes peuvent 
constituer un bon substrat pour la production du bioéthanol par fermentation.   
 Plusieurs autres recherches [40-43] ont eu comme objectif l’obtention du bioéthanol 
en présence de résidus d’oranges ou des produits obtenus à partir de ces résidus. Une de ces 
études [44] montre que la présence de l’huile des peaux d’oranges dans le milieu de 
fermentation inhibe la production du bioéthanol à cause du contenu élevé en limonène. Une 
autre étude [43] indique le fait que la fermentation induite par Saccharomyces cerevisiae et 
Kluyveromyces marxianus est inhibée par la présence de l’huile de peaux d’oranges. Les 
concentrations minimales d’huile de peaux d’oranges pour lesquelles le rendement en éthanol 
est inhibé à 30°C et à 37°C sont présentées dans la Figure I.8. Aucune inhibition de la 
production d’éthanol n’a été observée à une concentration en huile de peaux d’agrumes 
inférieure ou égale à 0,2% après  96 h.  
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 Figure I.8. Ethanol produit par Saccharomyces cerevisaes en solutions de résidus d’agrumes hydrolysés en 

présence d’huile de peaux d’oranges en différentes concentrations [43] 
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Les mécanismes par lesquels le limonène et autres mono terpènes similaires inhibent le 
fonctionnement et le développement des microorganismes ont été sujets à des nombreuses 
études. Il a été constaté que le cyclohexane et le β-pinène (mono terpène similaire au 
limonène) inhibent la consommation d’oxygène et l’assimilation des ions de potassium par les 

cellules de levures. L’assimilation de ces ions peut-être accélérée soit par glycolyse utilisant 
le glucose soit par phosphorylation oxydative utilisant l’éthanol [43]. 
 
Obtention du biogaz 
 Plusieurs études ont été réalisées sur la génération du méthane utilisant la fermentation 
anaérobie des résidus végétaux. L’effet de la température sur la digestion de ces résidus a été 
exploré dans des conditions psychrophiles (20°C), mésophiles (35°C) et thermophiles (55°C) 
en réacteurs tubulaires conduisant à un rendement élevé en biogaz. La digestion anaérobie des 
résidus issus de la transformation des pommes, de l’ananas et de la betterave ont conduit à un 

rendement de 0,429-0,568 L biogaz / g de charge totale de solide volatil avec un contenu en 
méthane de 50-60%. La fermentation d’un mélange de résidus d’ananas, de mangues et 

d’oranges a conduit à 0,6 m3 biogaz / kg charge de solide volatil après une rétention 
hydraulique de 20 jours. Par digestion anaérobie des résidus végétaux utilisant des réacteurs 
thermophiles avec liquéfaction en deux étapes et filtre anaérobie mésophile                             
420 L méthane / kg solide volatil ont été obtenus. Les résultats ont montré qu’à pH 6,5 tant la 

liquéfaction que l’acidogène thermophile et mésophile ont été maximales dans la production 

du méthane [45]. 
  
 Callghan [46] a constaté une augmentation du rendement en méthane de 0,23 à               
0,45 m3.kg-1 solide volatil quand la proportion de résidus de fruits et légumes augmente           
de 20 à 50% par rapport au fumier.  
  
 Une autre étude [47] montre qu’après la fermentation d’un mélange de déchets 

d’abattoir et de résidus végétaux 0,8-1,0 m3 gaz.kg-1 solide peuvent être obtenus.  
  
 Llaneza et al. [48] ont réalisé un mélange d’intestins de porc, d’estomac de bovins et 

pulpe de pommes issue de l’industrie cidrière. L’ajout de résidus de pommes a conduit à 
l’augmentation du rendement en biogaz. Des effets inhibiteurs pour les bactéries 

méthanogènes ont été constatés pour une concentration en résidus de pommes de 10% du 
mélange du à l’augmentation des concentrations d’ammoniac et des acides gras volatiles. 
  
 La production d’hydrogène à partir de résidus de pommes en utilisant un mélange 

naturel de microorganismes a été étudié aussi par Feng et ses collaborateurs [49] dans 
différentes conditions expérimentales. La boue a été utilisée comme souche de 
microorganismes après avoir été bouillie pendant 15 minutes. Les résultats ont indiqué que le 
prétraitement optimal de résidus de pommes a été la macération dans une solution 
d’ammonium 6% pendant 24 heures à température ambiante. Ces résidus ont été fermentés          

à 37°C et pH 7. L’acide acétique, l’éthanol, l’acide propionique et l’acide butyrique ont été les 

principaux produits liquides finaux pendant la conversion de résidus de pommes en 
hydrogène.    
  
 Le prétraitement avec de l’acide chlorhydrique, la durée et la température d’hydrolyse 

enzymatique, le dosage de la cellulase, la durée de soumission aux ultrasons et la 
concentration en hydrogène pendant la fermentation anaérobie du substrat ont été les 
paramètres étudiés et optimisés par Wang et al. [50] en vue de l’obtention du bio-hydrogène à 
partir de résidus de pommes (Figure I.9).  
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Figure I.9. Hydrogène produit à différentes concentrations du substrat de fermentation [50] 
1. Résidus de pommes : H2SO4 0,5% - ultrasons ; 2. Résidus de pommes : NH3 6% - 24h à 20°C ;  

3. Résidus de pommes : HCl 0,6% - chauffage 2 h à 70°C 
 

Un rendement maximum en hydrogène de 134,04 mL.g-1 solides totaux et un taux 
moyen de production d’hydrogène de 12 mL.g

-1 solides totaux.h-1 ont été obtenus lors de la 
fermentation d’un mélange hydrolysé de résidus de pommes et d’une solution d’ammonium 

6% pour une concentration du substrat de 15 g.L-1.   
Doi et al. [51] ont étudié l’obtention de l’hydrogène par fermentation sur des résidus 

de pommes en utilisant une microflore dérivée du riz. 
 
 
I. 3. 2. 4. Valorisation dans l’industrie alimentaire 
 

Obtention de la gelée  
Une valorisation possible des résidus de fruits et notamment de ceux de pommes 

consiste à utiliser leurs propriétés gélifiantes.  
Royer et al. [52] ont étudié l’optimisation de la production de la gelée à partir de 

résidus de pommes (Braeburn, Gala, Golden Delicious, Granny Smith en proportion égales) 
non traités enzymatiquement et de coings broyés. Ainsi, après l’ajout d’eau (25 mL eau pour 

100 g résidus de pommes), le mélange a été cuit pendant 15 minutes. Un sirop de sucre en eau 
(25 mL eau pour 100 g sucre) a été ajouté ensuite. Une nouvelle période de cuisson à 100°C a 
été suivie par un séchage à température ambiante pendant 48 heures. La formulation a été 
réalisée par un plan d’expériences et les résultats obtenus ont révélé que l’utilisation de la 

combinaison résidus de pommes : coings conduit à une gelée ayant des propriétés sensorielles 
agréables. 
 
Obtention de l’huile végétale 
 L’huile végétale peut-être obtenue par pressage ou par extraction par solvants à partir 
d’un matériel végétal huileux tel que les pépins des fruits. Ceux-ci doivent être écrasés dans 
des moulins et ensuite chauffés à la vapeur d’eau jusqu’à une température de 100°C. Le but 

du chauffage est de faciliter l’élimination ultérieure de l’huile, par la dénaturation et la 

coagulation partielle des substances protéiques et par la diminution de la viscosité.  
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 L’huile obtenue doit être raffinée. Pour ce faire, dans un premier temps, il est 
nécessaire de neutraliser l’acidité de l’huile avec de l’hydroxyde ou du carbonate de sodium. 

Le passage de l’huile sur du charbon actif suivi par un chauffage sous vide et dégazage dans 

un courant de dioxyde de carbone ou sous un jet de vapeur d’eau assurent la décoloration et la 

désodorisation.  
 L’huile raffinée obtenue à partir de pépins de fruits est composée principalement 

d’acide oléique, d’acide palmitique, d’acide stéarique etc. présente une odeur et un goût 
agréables et peut-être utilisée dans l’industrie cosmétique, pharmaceutique et alimentaire.  
  

Obtention de l’huile d’amandes amères 
 Les tourteaux issus de l’extraction de l’huile végétale de pépins de fruits contiennent 
de l’amygdaline – composé induisant le goût amer de pépins.  
 Par hydrolyse enzymatique ce composé se transforme en benzaldéhyde (responsable 
du goût et de l’odeur caractéristiques de l’huile d’amandes), glucose et acide cyanhydrique 
conformément à la réaction suivante : 

H2O2 2

Amygdaline

Benzaldéhyde Glucose Acide cyanhydrique

H2O2 2

Amygdaline

Benzaldéhyde Glucose Acide cyanhydrique

 
 Après l’hydrolyse tout le mélange est soumis à la distillation. Ayant une température 
d’ébullition de 179°C, le benzaldéhyde est entraîné par un courant de vapeur d’eau. Les 
vapeurs sont ensuite condensées dans un condenseur à l’eau froide. Du condensé, l’huile 
d’amande est séparée par décantation. 
 Pour pouvoir être utilisée dans l’industrie alimentaire, l’huile d’amandes amères doit 
être raffinée pour l’enlèvement total de l’acide cyanhydrique. Pour cela l’huile est chauffée en 
présence d’hydroxyde de calcium et d’un sel ou elle est traitée avec du bisulfite de sodium et 
soumise à une nouvelle distillation [53]. 
 
Obtention du vinaigre et de l’alcool alimentaire 
 Tous les résidus de fruits peuvent-être utilisés pour l’obtention de vinaigre et de 
l’alcool alimentaire par fermentation à condition d’avoir une teneur minimale de 8% sucres. 
 Les résidus qui ne sont pas valorisés immédiatement peuvent être conservés par 
séchage ou par fermentation alcoolique avec des levures sélectionnées tout en évitant le 
contact avec l’air par le remplissage total des bassins de fermentation.  
 Dans le premier cas l’élimination de l’air se fait par tassage du matériel, les levures 
étant ajoutées sous forme de culture liquide. La fermentation se déroule pendant 6-7 jours, la 
conservation étant assurée pendant 2-3 mois.  
 Dans le second cas, la conservation est assurée par l’alcool et par le dioxyde de 
carbone issu du processus de fermentation des sucres par les levures.  
 Le résidu obtenu par ce processus peut-être utilisé comme fourrage pour les animaux 
tel quel ou après séchage dans un séchoir à tambour rotatif [53]. 
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Obtention de la levure de boulangerie 
 Bhushan et al. [54] ont étudié la production de la levure de boulangerie en substituant 
la mélasse (un substrat traditionnel issue de l’industrie sucrière) avec un extrait de résidus de 
pommes. Ces résidus ont été séchés, broyés, dilués dans l’eau dans un rapport de 1 à 6 et 
portés à ébullition pendant 30 minutes. Après filtration, le liquide obtenu a été stérilisé et 
utilisé comme substrat de fermentation pour une souche de Saccharomyces cerevisiae v. 
diastatic le rendement expérimental atteint étant de 96%.  
 
 
I. 3. 2. 5. Autres utilisations de sous-produits de l’industrie de fruits 
 
Substrat pour la production de champignons comestibles  
 Des bûches synthétiques contenant 100% de résidus de pommes, 100% de sciure ou 
un mélange des deux en proportions égales ont été utilisés comme substrat pour la production 
de champignons comestibles : Lentinula edodes et Pleurotus ostreatus. La sciure (plus 
lentement dégradable) équilibre les résidus de pommes tout en étant une source 
supplémentaire d’énergie et de carbone [55]. 
      
Bio adsorbants pour le traitement des eaux résiduelles 
 Les méthodes conventionnelles utilisées pour le traitement des eaux résiduelles 
contenant colorants, composés aromatiques, métaux lourds etc. sont principalement la 
coagulation, la floculation, l’osmose inverse [56], la précipitation chimique, les réactions 
d’oxydoréduction, le traitement électrochimique, la filtration par membranes ou par résines 
échangeuses d’ions. Ces méthodes sont généralement chères et parfois inefficaces surtout 
pour des volumes importants d’eaux résiduelles ayant des concentrations relativement 
réduites en composés volatils [57].  
 Par conséquent des méthodes d’obtention de bio adsorbants ayant une fonctionnalité 
améliorée sont toujours en cours de développement. Elles impliquent soit l’utilisation du 
contenu en composés adsorbants de diverses matières premières, soit l’augmentation de la 
capacité d’adsorption [58]. 
 Le processus de bio adsorption des métaux lourds des eaux usées, par exemple, 
implique l’existence d’une phase solide (adsorbant) et d’une phase liquide. Dû à l’affinité 
élevée de l’adsorbant pour les ions métalliques ces derniers sont attirés et retenus sur la 
surface de l’adsorbant par des processus complexes qui sont influencés par de nombreux 
mécanismes tels que : la chemosorption, la complexation, l’adsorption à la surface et dans les 
pores, l’échange d’ions, la chélation, l’adsorption par forces physiques [59-60] etc. 
 
 La lignine, la cellulose, l’hémicellulose à côté de composés tels que les lipides, les 
protéines, les sucres simples, les hydrocarbures contenant différents groupement fonctionnels 
(acétamide, carbonyle, phénol, amide, amine, sulfhydrile, carboxyle, alcool, ester) [61] 
participent à la complexation des métaux. Quelques-uns des bioadsorbants sont non sélectifs 
et bloquent une gamme large de métaux lourds sans priorités spécifique pour certains types de 
métaux en fonction de la composition chimique.  
 

La présence des groupements fonctionnels engagés dans la complexation des métaux 
lourds pendant le processus de bio adsorption ont été rapportées par différentes études 
utilisant des techniques spectroscopiques [62]. 

 
 Des atomes, des molécules, des ions et des radicaux polluants de milieux gazeux ou 
liquides peuvent être adsorbés sur la surface d’un tel matériel. Comme l’adsorption se déroule 
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à l’interface du milieu solide (l’adsorbant) et du milieu liquide un des critères les plus 
importants pour l’efficacité de l’adsorbant est sa surface accessible. Le moulinage, la 
modification chimique ou biochimique, la création d’une structure spécifique sont juste 
quelques exemples de méthodes disponibles qui peuvent être utilisées pour augmenter la 
surface d’adsorption. En plus d’une importante surface, l’adsorbant optimal doit posséder 
aussi une distribution adéquate des pores. Les macropores sont importants pour la vitesse de 
diffusion et pour la cinétique d’adsorption vu qu’ils conduisent les composés vers les 
micropores (où se déroule l’adsorption proprement-dite) [58]. 
 Différentes études montrent qu’outre la fibre de laine [63] ou des adsorbants 
microbiens [64] la peau d’oranges [65] ou les fibres alimentaires de pommes [66] peuvent être 
utilisées comme adsorbants des métaux lourds dans le traitement des eaux résiduelles.  
 La pectine – polysaccharide anionique constituant de paroi cellulaire végétale – est 
obtenue par extraction de la pulpe de betterave, de résidus de pomme ou de peaux d’agrumes 
et peut être utilisée pour la complexation des métaux lourds conformément à la suivante 
séquence d’affinité :    Pb2+ > Cu2+ > Co2+ > Ni2+ > Zn2+ > Cd2+ [57]. 
 Les études réalisées par Ajmal et al. [67] indiquent que les ions nickel ont une affinité 
plus importante pour les peaux d’oranges que les ions cuivre, plomb, zinc ou chrome. 
 Maranon et al. [68] ont observé que les métaux lourds retenus sur les résidus de 
pommes peuvent être élués avec HCl. Une augmentation du pH conduit à l’augmentation de 
l’adsorption d’ions cuivre, cobalt, nickel et zinc. Cette constatation peut être expliquée par la 
diminution de la compétition des protons pour le même site de complexation. 
 Schiewer et al. [57] ont utilisé des matériels bio adsorbants riches en pectine et ont 
constaté que les peaux de raisins présentent la capacité de rétention de métaux lourds la plus 
élevée suivies par les peaux d’oranges et de citrons.  Un facteur important dans la sélection de 
résidus possiblement utilisables pour la récupération des métaux lourds des eaux résiduelles 
est la stabilité. La pulpe et la peau de pommes, la peau de raisins commencent se désintégrer à 
pH 5 après 2 h de contact avec une solution de cadmium. Les peaux d’agrumes sont plus 
résistantes à l’action de la solution de cadmium grâce à la résistance mécanique plus élevée 
(Figure I.10). La capacité de ces sous-produits à complexer les métaux est proche de celle des 
autres bio adsorbants tels que les algues brunes mais les résidus de fruits présentent l’avantage 
de ne pas nécessiter de dépenses de récolte vu qu’ils s’obtiennent suite à la valorisation de 
fruits [57]. 
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Figure I.10. Rétention des ions cadmium sur différents sous-produits d’origine végétale (concentration 

initiale 693 ppm) [57] 
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I. 4. LES FRUITS ET LES SOUS-PRODUITS ISSUS DE LA 
VALORISATION DE FRUITS – SOURCES DE PRINCIPES ACTIFS 
 
 
 L’intérêt pour la récupération de principes actifs de matières premières d’origine 
végétale a augmenté considérablement par rapport à celui pour les substances synthétiques, 
utilisées, en général, dans les aliments, produits pharmaceutiques et cosmétiques. Cet intérêt 
est soutenu surtout par les possibles effets nocifs attribués aux substances de synthèse.  
  

Nous avons vu au début de ce chapitre que la consommation des fruits est associée à la  
diminution du risque de développement et à l’amélioration de certaines maladies. Les effets 
bénéfiques sont attribués à la richesse des fruits en principes actifs tels que les fibres 
alimentaires, les vitamines, les métabolites secondaires etc. Une partie de ces molécules 
bioactives peuvent se retrouver aussi dans les résidus obtenus lors de la transformation des 
fruits dans différents produits.  

 
Par la suite nous allons présenter les différents composés bioactifs qui peuvent être 

obtenus en utilisant comme matière première les fruits et les résidus fruits.  
 
 

I. 4. 1. Fibres diététiques 
 
 Les études épidémiologiques ont lié l’apport de fibres à une large gamme de 
maladies telles que l’athérosclérose, la diverticulose, le cancer de colon etc. Les fibres 
végétales sont souvent ajoutées aux aliments pour diminuer l’incidence de ces maladies.  
 

Parmi les produits les plus riches en fibres nous pouvons citer le son de blé, les balles 
d’avoine, les drèches de brasserie.  

Les résidus de pommes sont aussi une source de fibres. L’absence d’acide phytique 
qui ne permet pas l’absorption des minéraux tels que le zinc au niveau de l’organisme et le 
contenu élevé en fibres solubles (pectine) avec un effet hypocholestérolémique font que ces 
résidus soient une meilleure source de fibres que les sons de céréales [69].  
 Masoodi et al. [69] ont mélangé la farine de blé avec 5, 10 et 15% résidus de pommes 
séchés et broyés en différentes proportions dans la production de gâteaux. Ils ont observé que 
la viscosité de la pâte augmente avec l’augmentation du contenu en résidus de pommes et 
avec la diminution des dimensions de particules. La densité relative et le pH de la pâte 
diminue quand les teneurs en résidus de pommes augmentent. Le poids des gâteaux, leur 
contraction et l’index d’uniformité ont augmenté avec le contenu en résidus de pommes 
pendant que le volume et la symétrie ont diminué. 

Une recherche concernant l’utilisation des résidus de pommes dans le processus de 
fabrication des gâteaux a été menée par Sudha et al. [70] Les résidus de pommes ont été 
incorporés dans la farine de blé en proportion de 5, 10 et 15% et les caractéristiques 
rhéologiques de la pâte ont été étudiés. Les résultats montrent que l’absorption de l’eau a 
augmenté de 60,1% à 70,6% avec l’augmentation du contenu en résidus de pommes                 
de 0 à 15%. La stabilité de la pâte est diminuée et l’index de tolérance au malaxage  a 
augmenté indiquant la faiblesse de la pâte. Les valeurs de la résistance à l’extension ont 
augmenté deux fois alors que celles de l’extensibilité ont diminué de 127 à 51 mm. Les études 
amylographiques ont indiqué une baisse de la viscosité de la pâte. L’effet de l’ajout de résidus 
de pommes sur les caractéristiques physiques des gâteaux est  présenté dans le Tableau I.3.  
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Tableau I.3. Effet de résidus de pommes sur la qualité physique des gâteaux [70] 

Résidus de pommes, % Volume, cm3 Poids, g Densité, g.cm-3 Texture, kg force 
0 
10 
20 
30 

850 ± 11,18 
830 ± 10,21 
775 ± 9,80 
620 ± 9,15 

419,3 ± 10,08 
406,2 ± 9,12 
408,7 ± 8,13 
413 ± 7,23  

0,48 
0,49 
0,53 
0,67 

1,03 ± 0,18 
1,15 ± 0,22 
1,23 ± 0,59 
1,46 ± 0,12 

 
Le contenu en fibres des gâteaux préparés avec un ajout de 25% de résidus de pommes 

a  été de 14,2% alors que celui des gâteaux témoins à été de juste 0,47%. Le contenu en 
polyphénols de la farine de blé a été de 1,19 mg.g-1, celui de résidus de pommes de                
7,16 mg.g-1, celui de gâteaux sans ajout de 2,07 mg.g-1 alors que l’addition de 25% résidus de 
pommes a conduit à l’augmentation du contenu en polyphénols jusqu’à 3,15 mg.g-1 ce qui 
indique que la pomace de pommes peut être une bonne source de fibres diététiques et de 
composés phénoliques simultanément. 
 

La pectine 
 La pectine est un polysaccharide complexe extraite de la paroi cellulaire des plantes 
supérieures. Chimiquement elle est un polymère d’acide D-α(1→4) galacturonique anhydre. 
Sa capacité de former des gels aqueux la rend utile comme ingrédient fonctionnel dans le 
processus de fabrication de différents produits alimentaires (confitures, gelées,  boissons de 
fruits concentrées, jus de fruits, produits fermentés). 
 
 Dans leur rapport, Canteri et al. [71], ont essayé de récupérer la pectine présente dans 
les résidus de pommes. Ils ont étudié l’effet de la taille de particules de résidus de différentes 
variétés de pommes ainsi que celui de l’acide utilisé pour l’extraction. Leurs résultats 
montrent que la pectine est mieux extraite à partir de la farine de résidus de pommes en 
utilisant de l’acide citrique ou de l’acide nitrique. Ils ont observé également que la variété de 
pommes n’influe pas le rendement en pectine. 
 
 Schieber et ses collaborateurs [72] ont mis au point une méthode de récupération 
simultanée de la pectine et des composés phénoliques présents dans les résidus de pommes. 
Le processus se déroule en deux étapes : l’extraction de la pectine des résidus de pommes 
séchés avec de l’acide chlorhydrique et adsorption des constituants phénoliques sur un 
polymère hydrophobe de styrène-divinylebenzène. Après l’élution au méthanol, les 
polyphénols ont été concentrés sous vide, stabilisés par lyophilisation et caractérisés par 
HPLC. 
 
 Afin d’isoler les fractions de pectine de résidus de pommes solubles dans l’eau 5 g du  
matériel végétal séché et broyé ont été mélangés avec de l’eau distillée et soumis une heure à 
l’agitation. Après filtration, le résidu a été homogénéisé 3 minutes aux ultrasons, stérilisé       
10 minutes à 121°C et refroidi à température ambiante [73]. Les fractions enrichies en 
pectines ont été analysées de point de vue physico-chimique et utilisées soit pour améliorer 
les propriétés de la farine de blé, soit pour remplacer une partie de la matière grasse de la 
composition d’un gâteau. Les résultats obtenus suggèrent que la pectine soluble dans l’eau 
isolée de résidus de pommes n’est pas capable de retenir dans les gâteaux le même volume de 
gaz que les graisses. Par contre la texture plus tendre et la couleur plus claire des gâteaux sont 
des caractéristiques favorables qui encouragent le remplacement d’une partie de la matière 
grasse par la pectine de résidus de pommes.      
 
 Une autre étude concernant la récupération de la pectine de résidus de pommes a été 
réalisée par Wang et al [74]. 2 g de résidus de pommes séchés ont été soumis à l’extraction à 
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l’acide chlorhydrique sous l’action de microondes. La durée d’extraction, le pH de la solution 
d’acide chlorhydrique, le rapport solide : liquide et la puissance microondes ont été les 
paramètres suivis. Les extraits obtenus ont été filtrés et la pectine précipitée avec un volume 
égal d’éthanol 95% et séchée à 50°C jusqu’à une masse constante. L’application de la 
méthodologie de surface de réponse indique le fait que la durée d’extraction, le pH de l’acide 
chlorhydrique et son interaction avec le rapport solide : liquide sont les facteurs qui ont le plus 
d’influence sur le rendement d’extraction. 
 
 La pectine de résidus de pommes séchés a été obtenue aussi par extraction à l’acide 
citrique 5% à différentes températures et temps d’extraction [75].  
 
 

I. 4. 2. Enzymes 
 

Pectinases 
 Le groupe pectinases inclut les pectin-estérases qui hydrolysent la pectine jusqu’au 
méthanol et acide polygalacturonique et les polygalacturonases qui hydrolysent l’acide 
polygalacturonique jusqu’à l’acide monogalacturonique par destruction de la liaison 
glycosidique.  
 

Les pectinases sont utilisées pour la clarification du vin et du jus de fruits, pour 
l’obtention de l’amidon sans pectine, dans le durcissement du café etc. Elles sont produites 
par plusieurs champignons tels qu’Aspergillus, Rhizopus stolonifer, Tricoderma etc.  
 Une comparaison de la production de pectine-méthylesterase par Aspergillus niger à 
partir de résidus de pommes par fermentation submergée et en état solide a été réalisée par 
Joshi et ses collaborateurs [76]. Ils ont étudié l’influence du niveau de dilution, du pH, de la 
température et de la durée d’incubation ainsi que celle de la source d’azote ou des différents 
additifs et ils ont observé que la fermentation à l’état solide conduit à l’obtention de pectine 
méthylesterase ayant une activité 2,3 fois plus importante que celle issue de la fermentation 
submergée.  
 
 Selon leur mode d’action (endo-moléculaire ou exo-moléculaire) les 
polygalacturonases peuvent être classées comme endo-polygalacturonases et                         
exo-polygalacturonases.  La réaction enzymatique des endo-polygalacturonases consiste dans 
l’hydrolyse aléatoire des liaisons O-glycosidiques de homogalacturonanes. Les exo-
polygalacturonases sont responsables de la dégradation par hydrolyse des liaisons 
glycosidiques des extrémités non-réductrices des pectines. 

Les polygalacturonases  ont un large palier d’applications dans les industries 
alimentaire et textile ou dans le traitement des effluents aqueux. Communément elles sont 
obtenues à l’aide de bactéries, de levures ou de champignons par fermentation submergée ou à 
l’état solide. Les bactéries produisent plutôt des polygalacturonases alcalines et stables de 
point de vue thermique pendant que les champignons sont utilisés pour l’obtention des 
polygalacturonases acides [77].  

Afin d’obtenir des rendements élevés en pectinases, l’amélioration des souches et 
l’optimisation des conditions de culture doivent être envisagées. Un grand intérêt est dirigé 
vers la production de polygalacturonases à partir de résidus alimentaires. Dans ce but Zheng 
et al. [78] ont choisi comme substrat pour la fermentation à l’état solide les résidus de 
pommes, de canneberges et de framboises. Les résidus frais ont été séchés, broyés et stockés 
au réfrigérateur. Des souches de Lentinus edodes ont été inoculées sur 10 g de chaque pomace 
stérilisés 15 minutes à 121°C. Les mélanges ont été incubés 50 jours à 25°C (Figure I.11). 
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Figure I.11. Production de polygalacturonase par Lentinus edodes sur des résidus de fruits [78] 

 
L’activité de la solution d’enzyme brute obtenue après plusieurs étapes est optimale à 

50°C et pH réduit. Elle pourrait donc être utilisée pour la macération des tissus et pour 
l’extraction et clarification de différents jus de fruits ou de légumes. 
 

Xylanases 
 L’éffet de quelques résidus végétaux (résidus et peaux d’oranges et de citrons, résidus 
de pommes, peaux de poires, de bananes, de melons, coquilles de noisettes) sur la production 
de la xilanase par Trichoderma harzianum 1073 D3 a été étudié par Seyis et al. [79]. 
L’activité la plus importante a été observée pour les peaux de melons suivie par celle obtenue 
pour les résidus de pommes et les coquilles de noisettes. 
 

β-Fructofuranosidases 
 Une autre enzyme produite sur un substrat de résidus de pommes est la                              
β-fructofuranosidase qui catalyse l’hydrolyse enzymatique de fructofuranoside jusqu’à 

l’alcool et D-fructose. Cette enzyme est utilisée au niveau commercial pour la conversion du 
sucrose en glucose et fructose et dans la production de bonbons de chocolat à la crème. Hang 
et ses collaborateurs [80] ont inoculé trois souches d’Aspergillus sur 50 g résidus de pommes. 
La souche d’Aspergillus foetidus NRL 337 à conduit à l’obtention de la β-furanosidase avec la 
plus forte activité enzymatique. 
 
p-diphénol : dioxygène oxydoréductases 
 Les p-diphénol : dioxygène oxydoréductases sont des enzymes qui catalysent 
l’oxydation d’une grande variété de composés phénoliques et de composés inorganiques. 
 Leur obtention peut être réalisée par fermentation sur support solide représenté par 
des résidus issus de la valorisation de fruits.  
Rosales et al. [81] ont étudié l’effet de la concentration initiale d’ammoniac sur la production 

de ces enzymes par inoculation des souches de Trametes hirsuta sur des résidus de kiwi à 
différentes concentration d’ammonium et sont arrivés à la conclusion (Figure I.12) que les 
activités les plus élevées ont été obtenues pour la concentration en sels d’ammonium la plus 

faible. 
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Figure I.12. Obtention de la lacase par inoculation de souches de Trametes hirsuta sur de résidus de kiwi à 

différentes concentrations d’ammoniac [82] 

 
 

I. 4. 3. Acides organiques 
 
Acide lactique 
 L’acide lactique est utilisé dans l’industrie alimentaire en tant qu’acidulant, 

aromatisant, conservateur etc. mais aussi dans l’industrie pharmaceutique et chimique.  
Il est produit notamment par fermentation à partir de l’hydrolysat enzymatique 

d’amidon de céréales mais les résidus agroindustriels et forestiers (le lactosérum, mélasses, 

amidon de résidus, matériaux lignocellulosiques) peuvent être aussi utilisés comme matières 
premières.  
 Le contenu élevé en glucose et fructose libres, en polysaccharides (cellulose, amidon, 
hémicelluloses) facilement hydrolysables par les enzymes et en d’autres composés             

(mono-, di- et oligosaccharides, acide citrique, acide malique) qui peuvent être métabolisés 
par les bactéries lactiques et la présence des ions métalliques entraînant une réduction du coût 
de nutriments supplémentaires nécessaires pour la fermentation sont les avantages de 
l’utilisation des résidus de pommes comme substrat pour l’obtention de l’acide lactique [83]. 
Le bilan de masse réalisé par Gullon et ses collaborateurs [83] dans leur étude montre que, 
dans les conditions optimales, de 100 kg de résidus de pommes 36,6 kg d’acide lactique 

peuvent être obtenus après 10 h de fermentation et saccharification simultanées. 
 
Acide linolénique 
 L’acide γ-linolénique, un précurseur d’une grande variété d’eicosanoïdes 

biologiquement actifs présente des effets bénéfiques contre les eczémas, le diabète,                 
le cancer etc. Il est souvent incorporé dans différents produits pharmaceutiques ou utilisé pour 
fortifier les aliments en acides gras polyinsaturés.  
 Différents substrats tels que le glucose, l’amidon, l’acide acétique, l’éthanol ont été 

utilisés pour l’obtention de l’acide γ-linolénique. Une évaluation de la production de cet acide 
par fermentation en état solide sur des résidus de pommes a été réalisée par Stredansky et al. 
[84]. En utilisant une souche de Thamnidium elegans sur un substrat composé d’un mélange 

de résidus de pommes  et drèche de malt et enrichie avec huile d’arachides ils ont obtenu, 

après 8 jours d’incubation, 3,5 g d’acide γ-linolénique / kg de substrat humide. 
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Acide citrique 
 L’acide citrique est un acide tricarboxylique utilisé dans l’industrie pharmaceutique et 

dans l’industrie alimentaire comme acidifiant et comme exhausteur de goût. Il est obtenu 

notamment par fermentation submergée des milieux riches en hydrates de carbone.  
 Les résidus de pomme ont été utilisés comme substrat pour la production microbienne 
de l’acide citrique par Aspergillus niger dans un bioréacteur. 124 g d’acide citrique ont été 

obtenus à partir d’un kilo de résidus de pommes séchés avec un rendement de 80% basé sur le 

sucre total [85]. 
 
 

I. 4. 4. Colorants 
 

Les colorants naturels sont utilisés depuis très long temps comme additifs 
alimentaires. La demande croissante et le souci des consommateurs concernant les effets des 
produits synthétiques sur la santé ont conduit au développement des technologies 
microbiennes d’obtention. Plusieurs microorganismes (Rhodotorula, Cryptococcus, Bacillus) 
peuvent produire des pigments mais le milieu de culture est complexe et nécessite plusieurs 
nutriments.  

Les résidus de pommes sont riches en sucres, fibres, minéraux et acide ascorbique.       
Attri et al. [86] ont étudié l’effet des sources de carbone et d’azote sur le rendement de 

production des caroténoïdes par Micrococcus  sp. en utilisant un milieu de culture enrichie          
avec 20 g.L-1 de résidus de pommes. Leurs résultats indiquent qu’un ajout de 0,2% de fructose 

a conduit à un rendement en biomasse de 4,13 g.L-1 et en caroténoïdes de 9,97 mg.100 g-1 
mais qu’un pourcentage de nitrate de sodium supérieur à 0,2% diminue la production de 

biomasse et celle de caroténoïdes.  
 

 

I. 4. 5. Aromatisants 
 
 Christen et al.[87] ont étudié la bioconversion des résidus agro-industriels en biomasse 
et en métabolites volatils aromatisants (alcools, esters) par des souches de Rhizopus.  

Afin de sélectionner les conditions optimales du processus quatre souches de Rhizopus 
(Rhyzopus oryzae ATCC 34612, Rhyzopus oryzae NRRL 395, Rhyzopus oryzae MUCL 
28627, Rhyzopus sp. NRRL 25975) ont été cultivées sur huit mélanges de substrats solides 
parmi lesquels deux contenant différentes proportions de résidus de pommes. La fermentation 
en état solide a été menée à pH 6 et 30°C pendant quatre jours.   

L’évaluation a été réalisée en termes de CO2 et de composés volatils produits     
(Tableau I.4). 
 

Tableau I.4. Production de CO2 et composés volatils [87] 

Milieu de culture  Composés volatils (µmol eq. EtOH / L) 
Résidus de manioc : soja (8 : 2) 
Résidus de manioc : soja (2 : 8) 
Résidus de manioc : soja (5 : 5) 
Résidus de manioc : soja : huile de soja (4,5 : 4,5 : 1) 
Résidus de pommes : résidus de manioc : soja (8 : 1 : 1) 
Résidus de pommes : résidus de manioc : soja (3 : 3 : 4) 
Amarante 
Amarante : solution de sels minéraux 

8,0 
15,5 
21,8 
14,4 
49,1 
31,8 
71,9 
209,2 
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Almosnino et al. [88] ont proposé une méthode de récupération de composés 
constitutifs de l’arôme tels que l’hexanal et le 2,4-decadienal par dégradation de l’acide 

linoléique sous l’action du système enzymatique de résidus de pommes. Plusieurs paramètres 

ont été suivis : l’état de résidus de pommes (frais, stockés à l’air ou congelés à -18°C), la 
présence dans le milieu de réaction des additifs tels que l’acide ascorbique ou le dioxyde de 

soufre, la micronisation de résidus etc. 
 Les résultats obtenus indiquent que les deux aldéhydes ne sont pas présents dans les 
résidus de pommes et que l’utilisation d’un mélange résidus : acide linoléique conduit à 
l’obtention d’importantes quantités d’aromatisants (1,6 mg hexanal / L de milieu de réaction ; 
13 mg 2,4-decadienal / L de milieu de réaction). Les recherches montrent également que le 
rendement en aldéhydes aromatisants étudiés diminue avec environ 25-30% si les résidus de 
pommes sont congelés et que la micronisation des résidus accompagnée par la présence d’un 

mélange acide ascorbique : dioxyde de soufre dans des proportions bien précises augmente la 
production des aldéhydes.   
 
 

I. 4. 6. Métabolites secondaires 
 

Les métabolites sont des composés organiques qui peuvent intervenir pendant le 
processus de métabolisme. Ils sont strictement nécessaires pour le développement, l’activité et 

la reproduction des cellules vivantes. Les métabolites peuvent provenir de l’extérieur des 

cellules ou peuvent être produits par celles-ci. 
 
Généralement, les activités métaboliques des plantes conduisent à deux catégories de 

métabolites (Figure I.13.) :  
§ les métabolites primaires : 

Ø ils sont présents dans toutes les espèces ; 
Ø ils ont un rôle essentiel dans le métabolisme et le développement végétal ; 

§ les métabolites secondaires  
Ø ils sont différents selon les espèces ; 
Ø ils ne participent pas directement au développement des plantes ; 
Ø ils interviennent plutôt dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou 

améliorent l’efficacité de reproduction. 
 

Reconnus pour leurs rôles bénéfiques dans l’alimentation humaine, les métabolites 
secondaires incluent trois classes principales de composés :  

§ les alcaloïdes ; 
§ les composés phénoliques ; 
§ les composés terpéniques. 

 
Au cours de nos futures recherches nous allons nous intéresser surtout sur les deux 

dernières classes. 
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Figure I.13. Représentation simplifiée des principales voies de biosynthèse des métabolites secondaires et 

de leurs relations avec le métabolisme primaire [89] 
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I. 4. 6. 1. Composés phénoliques 
 

Conformément à leur origine métabolique les composés phénoliques sont les 
substances obtenues à partir de la tyrosine et de la phénylalanine (Figure I.14). Ces acides 
aminés sont formés à partir de sucres simples issus du métabolisme primaire, par la voie de 
l’acide shikimique. La désamination de la phénylalanine conduit à la formation de l’acide 
cinnamique qui est à l’origine de la voie des phénylpropanoïdes qui permet la formation des 
acides hydroxycinnamiques. Les formes actives de ces acides sont leurs esters avec le 
coenzyme A (CoA) à travers lesquels on peut accéder aux acides benzoïques et aux 
flavonoïdes [90].  

Sucres

acide 
5-dehydroquinique

acide quinique

acide 
5-dehyshikimique

acide shikimique

tyrosine

phenylalanine

acide gallique
acide protocatechuique

acide cinnamique

acides hydroxycinnamiques

hydroxycinnamoyl CoA

p-coumaroyl CoA

3 malonyl CoA

flavonoïdes

acides benzoïques

 
Figure I.14. Biosynthèse de composés phénoliques (voie shikimate) [91] 
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En fonction du nombre de noyaux phénoliques et des éléments structuraux reliés à ces 
noyaux ils sont classés en plusieurs familles dont celles des acides phénoliques et des 
flavonoïdes sont représentatives [92]. 
 

Deux types d’acides phénoliques sont plus répandus : les dérivés de l’acide benzoïque 
et les dérivés de l’acide cinnamique (Tableau I.5). Les premiers rentrent dans la structure de 
tanins hydrolysables et se trouvent dans des quantités généralement faibles dans les végétaux 
à l’exception de certains fruits rouges et du thé alors que les acides hydroxycinnamiques qui 
se trouvent rarement sous forme libre sont couramment rencontrés dans des fruits tels que les 
cerises, les pommes, les prunes etc. [93].  
 

Tableau I.5. Structure des acides phénoliques 

Acides phénoliques Structure chimique Exemples 

Acides 
hydroxybenzoïques 

R2

R3

R1

R2

R3

R1

 

R1 = R3 = H ; R2 = OH : Acide p-hydroxybenzoïque 
R1 = R2 = R3 = OH : Acide gallique 
R1 = R2 = OH ; R3 = H : Acide protocatéchuique 
R1 = H ; R2 = OH ; R3 = OCH3 : Acide vanillique 
R1 = R3 = OCH3 ; R2 = OH : Acide syringique 

Acides 
hydroxycinnamiques 

R2

R1

R2

R1

 

R1 = R2 = H : Acide cinnamique 
R1 = OH ; R2 = H : Acide coumarique 
R1 = R2 = OH : Acide caféique 
R1 = OCH3 ; R2 = OH : Acide férulique 

 
Parmi les flavonoïdes (Tableau I.6), dont la structure générique est présentée dans la 

Figure I.15, la classe de flavonols est la plus connue.  
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Figure I.15. Structure générique de flavonoïdes 

 
Ces composés sont le plus souvent associés à des molécules de différents 

sucres (glucose, rhamnose, galactose, arabinose, xylose etc.) et s’accumulent surtout dans les 
parties extérieures des fruits étant donné qu’ils ont besoin de lumière pour leur processus de 
biosynthèse. 

 
Les flavones telles que la tangéretine ou la sinensétine et les flavanones telles que la 

naringénine ou l’hespérétine se trouvent dans des quantités importantes dans les peaux de 
citriques [94]. 

 
Les flavanols existent sous forme monomère (dont les principaux représentants sont la 

catéchine et l’épicatéchine) ou sous forme polymère (proanthocyanidines ou tanins condensés 
qui peuvent former des complexes avec les protéines et sont responsables du caractère 
astringent des raisins, pêches, pommes, poires etc.). Contrairement aux autres types de 
flavonoïdes ces composés ne sont pas glycosylés [93].  

 
Une autre catégorie de flavonoïdes est celle des anthocyanines – pigments 

responsables des couleurs rose, rouge, bleu ou violet de certains fruits.  Avec une stabilité 
dépendante du pH [95] ils sont des dérivés polyhydroxy et polymethoxy glycosylés du cation 
flavylium (la forme la plus stable à des valeurs de pH inférieures à 2). Ce cation contient des 
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doubles liaisons conjuguées qui sont responsables de l’absorption de la lumière à 500 nm. La 
partie aglycone des anthocyanines est connue aussi sous l’appellation « anthocyanidine » et 
peut être penta-(3, 5, 7, 3’, 4’) ou hexa-substituée (3, 5, 7, 3’, 4’, 5’). Parmi les 22 
anthocyanidines qu’on connaît aujourd’hui seulement six se trouvent le plus souvent dans les 
plantes et leurs distribution est la suivante : 50% cyanidine, 12% pélargonidine, 12% 
péonidine, 12% delphinidine, 7% petunidine, 7% malvidine. Le plus souvent les 
anthocyanidines se trouvent sous leur forme glycosylée (3-monosides, 3-biosides, 3,5- et 3,7-
diglucosides) et ils sont connus sous le nom d’anthocyanines [96]. Ceux-ci sont plus solubles 
et stables dans l’eau que les anthocyanidines.  

 
Tableau I.6. Structures des flavonoïdes 

Structure chimique des flavonoïdes Exemples 

Fl
av

on
es

 

R7

R6

R5

R1

R2

R3

R4

R7

R6

R5

R1

R2

R3

R4
 

R1 = R2 = R3 = R4 = R6 = OCH3 ; R5 = R7 = H : Tangéretine 
R1 = R7 = H ; R2 = R3 = R4 = R5 = R6 = OCH3 : Sinensetine 
R1 = H ; R2 = OH : Apigénine 
R1 = R2 = OH : Lutéoline 

Fl
av

an
on

es
 

R1

R2

R3

R1

R2

R3

 

R1 = H ; R2 = OH : Naringénine 
R1 = OH ; R2 = OCH3 : Hespérétine 

Fl
av

an
ol

s 

R1

R2

R3

R1

R2

R3

 

R1 = R2 = OH ; R3 = H : Catéchine 
R1 = H ; R2 = R3 = OH : Epicatéchine 

Fl
av

on
ol

s 

R1

R2

R3

R1

R2

R3

 

R1 = R3 = H ; R2 = OH : Kaempférol 
R1 = R2 = OH ; R3 = H : Quercétine 

A
nt

ho
cy

an
id

in
es

 R1

R2

R1

R2

 

R1 = OH ; R2 = H : Cyanidine 
R1 = R2 = H : Pélargonidine 
R1 = OCH3 ; R2 = H : Péonidine 
R1 = R2 = OH : Delphinidine 
R1 = OCH3 ; R2 = OH : Pétunidine 
R1 = R2 = OCH3 : Malvidine 
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I. 4. 6. 1. 1. Activités biologiques de composés phénoliques 
 

La propriété la plus importante de la plupart des composés phénoliques est représentée 
par leur activité antioxydante. 

Du point de vue alimentaire, conformément au règlement 1333/CE du 16.12.2008, les 
« antioxydants sont des substances qui ont la propriété de prolonger la durée de vie des 
produits alimentaires en les protégeant de la détérioration causée par l’oxydation » [97].  
 Une définition plus ample considère comme antioxydant « toute substance qui, 
présente en faible concentration par rapport à un substrat oxydable, retarde significativement 
ou inhibe l’oxydation de ce substrat » [98].  
 L’oxydation est un processus spontané qui constitue le principal facteur de 
détérioration des aliments, des produits cosmétiques et pharmaceutiques et qui conduit à 
l’altération de la valeur nutritive et / ou cosmétique de ces produits. Cette réaction est causée 
par l’oxygène atmosphérique, par les peroxydes, par les oxydes métalliques etc.   
 La dégradation des graisses, des huiles comestibles et des produits alimentaires, 
cosmétiques et pharmaceutiques sous l’influence de l’oxygène est connue sous l’appellation 
d’auto-oxydation ou dégradation oxydative. Parmi les conséquences de cette dégradation nous 
pouvons citer : 

§ la modification des propriétés sensorielles (goût, odeur) ; 
§ la modification de la valeur nutritive par la dégradation des acides gras polyinsaturés 

indispensables à l’organisme humain et des vitamines sensibles à l’oxydation (A, E, C, 
B1, B2, B6) ; 

§ la formation des substances toxiques pour l’organisme humain qui peuvent produire 
des lésions de la muqueuse gastrique conduisant à une baisse du coefficient 
d’utilisation digestive des aliments.  
Dans les fluides biologiques, les réactions d’oxydation sont impliquées dans les 

différentes voies du métabolisme normal mais les divers déséquilibres apparus peuvent créer 
des conditions propices pour le stress oxydatif [99-100]. 
 Généralement, les substances favorisant la dégradation oxydative ou les pro-oxydants 
sont des espèces d’oxygène ou d’azote réactif, les premières étant les plus importantes. Les 
espèces d’oxygène réactif se partagent en deux groupes principaux : radicaux et non-radicaux 
(Tableau I.7).  
 

Tableau I.7. Dérivés radicalaires et non-radicalaires de l’oxygène [101] 

Appellation Symbole  Appellation  Symbole 
Radicaux de l’oxygène  Dérivés de l’oxygène (non-radicaux) 

Ion superoxyde -·
2O   Eau oxygénée H2O2 

Hydroxyle 
·OH   Peroxyde organique ROOH 

Peroxyle 
·ROO   Acide hypochloreux HOCl 

Alcoxyle 
·RO   Aldéhyde HCOR 

Oxyde nitrique 
·NO   Peroxynitrite ONOOH 

 

 Les dérivés radicalaires détiennent au moins un électron libre autour du noyau 
atomique ayant une réactivité élevée. Le groupe des composés non-radicalaires inclut une 
variété de substances neutres sans électrons libres et très réactives.    
 L’organisme humain doit contrôler, en continu, la présence des pro-oxydants et des 
oxydants. L’équilibre entre ceux-ci est important pour maintenir les fonctions biochimiques et 
cellulaires vitales [102]. Cet équilibre, souvent connu comme équilibre d’oxydoréduction, est 
spécifique pour chaque organe de l’organisme humain et toute interférence peut être néfaste. 
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Le changement de l’équilibre vers l’augmentation de la concentration du pro-oxydant au 
détriment de celle de l’oxydant est définie comme stress oxydatif et peut provoquer des 
dommages oxydatifs. 
 Les composés antioxydants peuvent être séparés en deux classes : 

§ antioxydants primaires (antioxydants long-terme) : phénols, arylamines 
secondaires qui peuvent céder des électrons ou bloquer les réactions d’oxydation ; 

§ antioxydants secondaires : organophosphites, thioesters qui peuvent décomposer les 
peroxydes [103]. 

 Les composés phénoliques présentent la capacité d’inhiber les radicaux libres due à 
leur aptitude à céder des atomes d’hydrogène ou à complexer les cations métalliques. Cette 
capacité est strictement dépendante de leur structure. 
 L’activité antioxydante des acides hydroxybenzoïques est reliée aux nombres de 
groupements hydroxyles et à leur positionnement par rapport à la fonction carboxyle et est 
généralement inférieure à celle des acides hydroxycinnamiques [104]. 
 Les flavonoïdes sont encore plus efficaces dans le processus d’inhibition des 
molécules oxydantes. Conformément aux explications de Balasundram et de ses 
collaborateurs [105] : 

§ le degré d’hydroxylation et la position des groupements hydroxyles reliés au noyau B 
conduit à une meilleure activité antioxydante due à l’augmentation de la stabilité du 
radical aroxyle par la délocalisation électronique ou due au fait que ce noyau 
complexe les métaux ; 

§ les anthocyanidines ayant des groupements hydroxyles dans les positions 3’, 4’ et 5’ 
ont une activité antioxydante plus importante ; 

§ une double liaison entre les atomes de carbone 2 et 3 conjuguée avec le groupement  
4-oxo du noyau C ou en combinaison d’un hydroxyle dans la position 3 du même 
noyau entraînent une augmentation de l’activité anti radicalaire ; 

§ la substitution des groupements hydroxyles de noyau B par des groupements 
méthoxyles altère le potentiel redox de flavonoïdes ce qui affecte négativement leur 
activité antioxydante. 

 
Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques sont considérées responsables 

des effets bénéfiques contre une large panoplie de maladies affectant l’organisme humain 
telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, les cataractes etc.  
 
Les composés phénoliques et le cancer 
 Un facteur critique dans la mutagenèse est la division cellulaire. Lorsque la cellule se 
divise, une lésion de l'ADN peut donner lieu à une mutation. Divers agents comme une 
infection chronique, des taux élevés de certaines hormones ou des produits chimiques aux 
doses qui provoquent la mort cellulaire entraînent une augmentation de la division cellulaire 
et donc un risque accru de cancer. 

Les antioxydants peuvent diminuer la mutagenèse, et donc la cancérogenèse en 
réduisant les dommages par oxydation de l'ADN et par une diminution de la division 
cellulaire.  

Les études épidémiologiques qui se sont intéressées à la relation entre les niveaux 
d'antioxydants et le cancer du poumon induit par la cigarette ont montré une augmentation 
statistiquement significative de l'effet protecteur des antioxydants [106].  
 Une recherche [107] in vitro démontre que les composés phénoliques extraits de 
pommes interviennent favorablement et sans effets cytotoxiques dans la modulation de trois 
bio marqueurs du cancer du colon. Ainsi les dommages sur l’ADN (associés à l’étape 
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d’initiation de la tumeur) ont diminué, la fonction de barrière du colon a été améliorée et le 
potentiel invasif a été réduit.      
  D’autres études illustrent le rôle protectif de composés phénoliques contre le cancer 
gastrique [108], le cancer de la prostate [109], du sein [110-111] ou contre le cancer                 
du foie [112]. 
 
Les composés phénoliques et les maladies cardiovasculaires 

Une évolution majeure dans la recherche sur les maladies cardiovasculaires est la 
constatation que les réactions d'oxydation jouent un rôle central dans l’athérogenèse et que 
dans les études épidémiologiques les maladies cardiovasculaires sont associées aux faibles 
concentrations plasmatiques d’antioxydants.  

Hollman et al. [113] ont présenté dans leur review que l’apport de flavonoïdes dans 
l’alimentation humaine peut influencer l’évolution des affections cardiovasculaires telles que 
la maladie coronarienne ou la cardiopathie ischémique. Par contre, ces résultats ne concordent 
pas avec ceux obtenus par Sesso et al. [114]. Ceux-ci ont réalisé une étude sur plus de 35000 
femmes dont l’alimentation a été enrichie en flavonoïdes purs (quercétine, kaempférol, 
apigenine) ou provenant de différents fruits et légumes tels que les pommes ou les brocolis. 
Ils ont trouvé que l’influence de ces molécules est plutôt réduite voire non significative contre 
les plus connues des maladies cardiovasculaires.   

 
Les composés phénoliques et le système immunitaire 

La prolifération des cellules B et T (cellules tueuses naturelles) qui est nécessaire pour 
une défense efficace contre les agents pathogènes et contre les cellules tumorales semble être 
inhibée nettement avec l'âge et lors de l'exposition aux oxydants [115]. Ces effets peuvent, en 
partie, être neutralisés par la supplémentation en antioxydants alimentaires.  

Les recherches de Zhao et al. [116] ont révélé que l’epicatéchine, la 
proanthocyanidine B2, la proanthocyanidine B4 de litchis ainsi que les molécules extraites à 
l’aide de l’acétate d’éthyle possèdent des effets immunomodulatrices.   

Une autre étude très récente, réalisée par Liu et al. [117], montre que les extraits de 
composés phénoliques à partir de Phyllanthus emblica L. présentent des propriétés 
immunomodulatrices qui peuvent être considérées responsables, entre autres, pour les effets 
bénéfiques contre la prolifération des splénocytes (cellules sanguines se trouvant dans le tissu 
splénique) et contre les cellules MCF-7 (entrainant le cancer du sein).    

 
Les composés phénoliques et les cataractes 

La littérature montre que la cataracte a une étiologie oxydative et que les antioxydants 
alimentaires peuvent empêcher son apparition [12]. Cette hypothèse est soutenue par les 
recherches réalisées par Gayathri Devi et al. [118] qui ont étudié l’effet de                
l’isorhamnètine-3-glucoside sur l’évolution de la cataracte. Ils sont arrivés à la conclusion que 
ce composé phénolique grâce à ses propriétés antioxydantes peut prévenir le stress oxydatif, 
l’accumulation du calcium et maintenir l’activité de l’enzyme Ca2+-ATPase protégeant ainsi 
les protéines du cristallin. D’autres chercheurs [119-122] sont arrivés aussi à la conclusion 
que certains composés phénoliques peuvent réduire l’évolution des cataractes.  
  
Les composés phénoliques et le disfonctionnement de cerveau  

Des études biochimiques suggèrent que l'oxydation peut être importante dans un 
certain nombre de pathologies du cerveau. Quelques études épidémiologiques prouvent l’effet 
des antioxydants présents dans les fruits dans un certain nombre de pathologies 
neurologiques, y compris l'ischémie cérébrale [123], la maladie d’Alzheimer [124], la maladie 
de Parkinson [125], la maladie de Huntington [126] etc.  
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I. 4. 6. 2. Composés terpéniques 
 

Avec plus de 30000 composés, les terpènes (Tableau I.8) 
forment la famille la plus large et variée du point de vue structural des 
produits naturels d’origine végétale [127] tels que les feuilles, les fruits 
ou les graines. Ces composés sont formés de l'assemblage d'un nombre 
entier d'unités penta-carbonées, ramifiées, dérivées du 2-méthyle-
butadiène, appelées unités isopréniques (C5)n (Figure I.16). 

  
Figure I.16. Structure 

de l’isoprène 

 
Plus ou moins lipophiles ou hydrophiles, volatils ou non-volatils, cycliques ou 

acycliques les terpènes peuvent être classés en fonction du nombre d’éléments isopréniques 
(a) et du nombre d’atomes de carbone (b) et sont identifiés par la notation a : b [128]. 
 

Tableau I.8. Exemples de structures chimiques de terpènes 

Classe de 
terpènes  

Exemple Structure 

Monoterpènes 
(2 : 10) 

Géraniol 

 

Sesquiterpènes 
(3 : 15) 

Farnésol 

 

Diterpènes  
(4 : 20) 

Rétinol 

 

Sesterpènes  
(5 : 25) 

Haslène 

 

Triterpènes 
 (6 : 30) 

Squalène 

 

Tetraterpènes 
(8 : 40) 

α-Carotène 

 
Polyterpènes 

 (> 100 : > 500) 
Caoutchouc 
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Une catégorie importante des terpènes est représentée par les triterpènes. 
 
Les appellations « triterpènes » et « triterpénoïdes » sont souvent utilisées pour décrire 

les terpènes avec 30 atomes de carbone. Néanmoins une différenciation doit être réalisée. Le 
premier terme est utilisé pour les composés naturels alors que le deuxième désigne les 
composés issus d’une dégradation naturelle et les dérivés naturels ou synthétiques tel que les 
alcools, les aldéhydes, les cétones, les acides, les esters, les époxydes ou les produits 
d’hydrogénation [129].  

 
Tous les composés triterpéniques se forment à partir de 6 unités d’isoprène qui 

s’assemblent d’abord, par deux ou plus en une chaîne hydrocarbonée insaturée ; cette dernière 
est ensuite modifiée secondairement par oxydation, par réduction ou par élimination de 
carbone, ce qui explique la multiplicité des composés isoprénoides.  

La synthèse de cette unité de base peut se faire par deux voies : celle du mévalonate              
(Figure I.17) et celle du 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate (Figure I.18) qui conduisent à la 
formation du diphosphate d’isopentényle. La condensation du celui-ci (Figure I.19) mène au 
diphosphate de géranyle (précurseur des monoterpènes). Une condensation supplémentaire de 
type tête-à-queue conduit au diphosphate de farnésyle (précurseur des sesquiterpènes). Une 
condensation "tête-à-tête" de deux molécules de diphosphate de farnésyle aboutit au squalène 
(précurseur des triterpènes). Ces voies de synthèse peuvent se dérouler dans le cytosol (voie 
du mévalonate) ou dans le chloroplaste (voie du 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate) [130]. 
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Figure I.17. Biosynthèse du diphosphate d’isopentényle (voie du mévalonate) [89] 

1. acétoacétyl-CoA ; 2. hydroxyméthylglutaryl-CoA synthase ; 3. hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase ;  
4. mévalonate kinase ; 5. mévalonate 5-phosphate kinase ; 6. mévalonate 5-diphosphate décarboxylase ;  

7. diphosphate d’isopentényle isomèrase 
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Figure I.18. Biosynthèse du diphosphate d’isopentényle et du diphosphate de diméthylallyle (voie du 2-C-

méthyl-D-érythritol 4-phosphate) [89] 

dxs : 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase ; dxr : 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate isoméro-réductase ; 
ispD : 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidyltransférase ; 

 ispE : 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol kinase ; 
 ispF : 2-C-méthyl-D-érythritol cyclodiphosphate synthase ;  

gcpE, lytB : gènes de la voie de biosynthèse ; NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate ;  
CTP : cytidine triphosphate ; ATP : adenosine triphosphate 
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Figure I.19. Biosynthèse de triterpénoïdes à partir du diphosphate d’isopentényle (IPP) [89] 

 

Du point de vue biologique les structures triterpénoïdiques les plus importantes sont 
celles d’ursane, oléanane et lupane (Tableau I.9). Ces structures peuvent se trouver en état 
libre ou sous forme de glycosides. 
 

Tableau I.9. Structure chimique de triterpènes 

Classe de triterpènes Structure chimique Exemples 

Ursane R1R1

 

R1 = CH3 : α-amyrine 
R1 = CH2OH : Uvaol 
R1 = COOH : Acide ursolique 

Oléanane R1R2 R1R2

 

R1 = CH3 ; R2 = H : β-amyrine 
R1 = CH2OH ; R2 = H : Erythrodiol 
R1 = COOH ; R2 = H : Acide oléanolique 
R1 = COOH ; R2 = OH : Acide maslinique 
 

Lupane R1R1

 

R1 = CH3 : Lupéol 
R1 = CH2OH : Bétuline 
R1 = COOH : Acide bétulinique 
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I. 4. 6. 2. 1. Activités biologiques de composés triterpéniques 
   
 Les activités biologiques des triterpènes sont diverses, ces composés étant reconnus 
comme antimicrobiens, antimycotiques, virostatiques, toniques, hémolytiques, cytostatiques 
immunomodulateurs, hépato protecteurs ce qui peut les rendre favorables à l’usage 

pharmacologique [129] mais la plus importante des activités biologiques des triterpènes est 
celle d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens. 
 

Parmi les composés triterpéniques la papyriogénine A (triterpène type oléanane isolée 
des fleurs, feuilles et fruits de Tetrapanax papyriferus) présente des activités anti-
hépatotoxiques, anti-inflammatoires et anti-HIV [131]. 

 
L’uvaol, l’érythrodiol, l’acide oléanolique et l’acide maslinique ont des propriétés 

antioxydantes, hypolipidémiques, vasorelaxantes, anti hypertensives, anti-inflammatoires qui 
peuvent contribuer aux effets cardiovasculaires bénéfiques [132]. L’acide maslinique présente 
aussi des activités bénéfiques contre le cancer de colon [133]. 

 
Certaines études telles que celles réalisées par Vasconcelos et al. [134] indiquent le 

fait que le lupéol présente des activités antiallergiques et anti-inflammatoires et qu’il peut être 
utilisé dans le traitement de l’asthme. Le mécanisme d’action de ce composé est différent de 
celui des autres médicaments anti-inflammatoires non-stéroidïens classiques puisqu’il ne 
présente pas d’effets anti nociceptives, antipyrétiques ou ulcérogéniques. Le lupéol protège 
contre la cardiotoxicité et la cardiomyopathie mitochondriale induites par la 
cyclophosphamide chez les rats. De plus, il améliore les anomalies lipidémiques-oxydatives 
dans les étapes du début de l’athérosclérose hypercholestérolèmique. Considéré comme agent            
hépato protecteur, il a aussi des effets contre le cancer du pancréas, de la prostate ou de la 
peau etc. [135-137]. Sans être toxique [136], le lupéol présente aussi l’habilité de protéger les 
macromolécules cellulaires et celle d’inhiber l’activité de l’ornithine decarboxylase qui joue 
un rôle important dans l’avancement des tumeurs [138].  

 
Les analogues de l’acide ursolique peuvent inhiber la prolifération des cellules 

tumorales responsables du cancer pulmonaire, gastrique, du sein ou du colon [139]. Ces 
composés ont également des activités anti-inflammatoires et antioxydantes.  

 
L’acide oléanolique et l’acide ursolique induisent l’apoptose des cellules responsables 

du cancer de foie via l’augmentation de la fragmentation de l’ADN, la diminution du potentiel 
membranaire mitochondrial et de l’activité de Na+-K+-ATP-ase et de l’augmentation de 
l’activité de caspase-3 et caspase-8 [140]. Une autre étude récente [141] indique le fait que 
l’acide oléanolique peut améliorer l’adiposité viscérale et la tolérance au glucose des rats 
ayant un potentiel anti obésité par la modulation du métabolisme des hydrates de carbone et 
des lipides.  
 
 Nous avons vu jusque maintenant que la récupération de principes actifs constitue une 
des multiples possibilités disponibles pour la valorisation des fruits et des résidus issus de la 
transformation des fruits. 
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I. 4. 6. 3. Extraction et analyse de métabolites secondaires 
 

Afin d’avoir une vision globale sur les différentes modalités utilisables pour 
l’obtention des molécules bioactives, nous avons recensé dans les tableaux I.10 et I.11 les 
différentes méthodes d’extraction et d’analyse de composés d’intérêt existant dans les fruits et 
les sous-produits issus de la valorisation des fruits. 

 
En regardant les données de ces tableaux nous pouvons remarquer que premièrement 

le matériel végétal est souvent conservé par :  
§ congélation (à une température de – 20°C) ;  
§ séchage (entre 40 et 100°C jusqu’à masse constante) ;  
§ lyophilisation. 

Ce traitement préliminaire permet la diminution des différents types de dégradation et 
assure une disponibilité à longue durée.  
  

Le matériel végétal est soumis ensuite à l’extraction par différentes méthodes telles 
que : 

§ la macération ;  
§ l’extraction au Soxhlet ; 
§ l’extraction par solvant pressurisé ; 
§ l’extraction assistée par ultrasons ; 
§ l’extraction assistée par microondes ; 
§ l’extraction par fluides supercritiques. 

 
Les solvants utilisés lors de l’extraction peuvent être :  

§ polaires : eau, MeOH, EtOH purs ou en mélange ; 
§ non polaires : acétone, di éthyle éther, acétate d’éthyle, éther de pétrole, heptane.   

 
L’extrait obtenu peut être concentré par évaporation, repris dans un certain volume de 

solvant et ensuite analysé ou il peut être analysé directement.  
Dans ce but, la chromatographie liquide de haute performance est la plus utilisée. La 

chromatographie sur couche mince ou la chromatographie en phase gazeuse peuvent aussi 
être employées pour l’obtention d’une empreinte compositionnelle des extraits végétaux.  

 
Pour la séparation des composés extraits, les conditions HPLC incluent l’utilisation 

presqu’exclusive du mode phase inverse, étant donné le grand nombre de phases stationnaires 
disponibles avec des caractéristiques différentes.  

 
La détection des composés des extraits est assurée à l’aide de détecteurs type UV, 

DAD, DEDL ou par spectrométrie de masse. Afin d’obtenir plus d’information sur les 
groupes de molécules analysées, plusieurs détecteurs compatibles peuvent être couplés.  

 
Pour l’élution, des systèmes binaires ou ternaires de solvant composés d’eau et d’un 

ou plusieurs solvants organiques polaires sont utilisés. D’habitude, des acides ou des sels sont 
rajoutés dans la phase mobile afin de fixer le pH et la forme sous laquelle se retrouvent les 
composés d’intérêt. Le processus de séparation dure, en général, une heure, pour un débit de 
la phase mobile de 1 – 1,5 mL.min-1.  
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L’identification des composés extraits peut être réalisée par comparaison de leurs 
temps de rétention et spectres d’absorbance avec les temps de rétention et les spectres 
d’absorbance de molécules standards disponibles.  

Dans les cas où cette comparaison n’est pas possible (absence de composés standards) 
ou elle est insuffisante pour conduire à l’attribution d’une structure précise, le couplage de 
plusieurs techniques telles que la résonance magnétique nucléaire, la spectroscopie 
infrarouge, la spectrométrie de masse peut être envisagé.  

Néanmoins, du à la grande diversité des extraits obtenus à partir des végétaux et à la 
grande similarité des structures, il existe aussi la possibilité d’avoir des molécules non-
identifiées.  

 
 Diverses analyses complémentaires sont réalisées également afin de caractériser les 
extraits et / ou les composés obtenus. Parmi ces analyses nous pouvons citer :  

§ détermination du contenu en composés phénoliques ;  
§ détermination du contenu en flavonols ; 
§ détermination du contenu en anthocyanines ;  
§ détermination de l’activité antioxydante ;  
§ détermination de l’activité anti-inflammatoire ;  
§ détermination de l’activité antimicrobienne ; 
§ détermination de l’activité antifongique ; 
§ détermination de l’activité anti tumorale etc.  

 
Les recherches bibliographiques réalisées sur les possibilités d’extraction et de 

caractérisation des principes actifs présents dans les fruits et dans les sous-produits issus de la  
valorisation de fruits nous ont permis de constater que la classe des composés phénoliques est 
la plus étudiée, l’intérêt porté sur les composés triterpéniques étant beaucoup plus faible. Par 
conséquent, les techniques et les méthodes développées sont dirigées vers la récupération 
facile des molécules phénoliques. 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits  

Matériel végétal Extraction de composés bioactifs Analyse d’extrait Composés identifiés Ref. 
1 2 3 4 5 

Cerises  

Traitement du matériel végétal : 
stockage à – 20°C 
Technique d’extraction : Soxhlet à 
35°C,  2 heures 
Solvant d’extraction : H2O / MeOH 
Traitement de l’extrait : filtration 

HPLC 
Colonne : Omnisphere C18 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 5 µm) 
Précolonne : ChromSep C18 (LxΦ = 10x3,0 mm) 
Température : 20°C 
Phase mobile : A : H3PO4 0,1% en H2O ; B : MeOH 
Débit phase mobile : 0,8 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 5 à 80% B de 0 à 30 min, 
isocratique à 80% B de 30 à 33 min, de 80 à 5% B de 33 à 
35 min 
Volume échantillon injecté: 20 µL 
Détection : UV : 260 ; 320 ; 360 nm 

acide néochlorogénique ; 
acide chlorogénique ; 
acide p-
hydroxybenzoïque ; acide 
p-coumarique ; acide 
férulique ; acide élagique ; 
quercétine-3-rutinoside ; 
quercétine ; kaempférol 

[142] 

Framboises  

Traitement du matériel végétal : 
congélation à – 40°C ; stockage à – 
20°C 
Technique d’extraction : extraction 
assistée par ultrasons (puissance : 650 
W ; fréquence : 22 kHz ; température : 
40°C) ; macération (température : 
71°C ; durée : 12, 20 ; 30 ; 60 min) 
Solvant d’extraction : HCl 1,5 M / 
EtOH 95% (15 / 85)  
Traitement de l’extrait : filtration sur 
papier Whatman No. 1 sous vide 

HPLC  
Colonne : Kromasil C18 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 5 µm) 
Précolonne : Kromasil C18 (LxΦ = 20x4,6 mm) 
Phase mobile : A : HCOOH / H2O (3 / 97, v/v) ;  
B : Acide formique / H2O / MeOH (3 / 47 / 50, v/v/v) 
Débit phase mobile : 0,8 mL.min-1  
Gradient d’élution : isocratique 60% A / 40% B de 0 à 2 
min, de 40 à 100% B de 2 à 42 min 
Détection : 520 nm 
MS 
Mode : positif 
m/z scan : 200 – 1000 
Tension du détecteur : 3,5 kV 
Tension du capillaire : 3500 V ; 
Température du capillaire : 350°C  

cyanidine-3-sophoroside ; 
cyanidine-3-(2-
glucosylrutinoside) ; 
cyanidine-3-
sambubioside ; cyanidine-
3-glucoside ; cyanidine-
3xylosylrutinoside ; 
cyanidine-3-(2-
glucosylrutinoside) ; 
cyanidine-3-rutinoside ; 
pélargonidine-3-rutinoside 

[143] 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Ponkan ;  
Tonkan ;  
Murcott ;  
Zendun ;  
Peiyou ;  
Kumquat ;  
Citron 

Traitement du matériel végétal : 
broyage ; homogénéisation à 5°C ; 
lyophilisation ; stockage à – 30°C 
Technique d’extraction : macération 
sous agitation pendant  2 h à 
température ambiante 
Solvant d’extraction : MeOH 80% 
avec 1% HCl  
Traitement de l’extrait : 
centrifugation (10000 rpm pendant 15 
min à 4°C) 

HPLC 
Colonne : LiChrospher 100RP18e (LxΦ = 250x4,0 mm; 

5µm) 
Température : ambiante 
Phase mobile : A : HOAc 2% en H2O ;  
B : HOAc 0,5% en H2O  / MeCN (50/50, v/v) 
Débit phase mobile : 1 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 5 à 10% B de 0 à 10 min, de 10 à 
40% B de 10 à 40 min, de 40 à 55% B de 40 à 55 min, de 
55 à 80% B de 55 à 60 min, de 80 à 100% B de 60 à 65min  
Détection : UV : 280 ; 340 nm 

naringine ; hespéridine ; 
néohespéridine ; dismine ; 
lutéoline ; sinensétine ; 
acide caféique ; acide 
férulique ; acide 
chlorogénique ; acide 
sinapique ; rutine ; 
quercétine ; acide p-
coumarique ; kaempférol 

[144] 

Fruits de 
Meliococcus 
bijucatus 

Technique d’extraction : macération 
sous agitation pendant 1 heure et sans 
agitation pendant une nuit 
Solvant d’extraction : MeOH 80% ; 
acétone 70%   
Traitement de l’extrait : filtration sur 
filtres seringue (17 mm ; 0,45 µm) ; 
évaporation à sec à 40°C sous vide ; 
stockage à 4°C 

HPLC  
Colonne: LiChrospher RP-18 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 5 µm) 
Phase mobile : A: HCOOH 0,4% en H2O ; B: MeOH  
Débit phase mobile: 1 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 0 à 5% B de 0 à 2 min, de 5 à 30% 
B de 2 à 5 min, de 30 à 34% B de 5 à 8 min, de 34 à 55% B 
de 8 à 11 min, isocratique à 0% B pendant 3 min 
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : UV-vis 320 ; 370 ; 520 nm 
CCM : Plaques : silice 
Système d’élution : EtOAc : MeOH : H2O (77 : 15 : 8) 
Révélateurs : vaniline – acide sulfurique  
LC – MS / MS 
Colonne: Vydac C18 (LxΦ = 150x10 mm ; 5 µm) 
Précolonne : Brownlee C18 
Phase mobile : A: HCOOH 0,2% en H2O ; 
B : HCOOH 0,2% en MeOH  
Gradient d’élution : de 15 à 20% A de 0 à 4 min, de 20 à 
45% A de 4 à 7 min, de 45 à 50% A de 7 à 10 min, de 50 à 
80% A de 10 à 13 min, de 80 à 15% A de 13 à 19 min, 
isocratique à 15% A de 19 à 45 min 
UV 280 nm ; MS : ESI mode positif et négatif  

acide gallique ;  
acide p-coumarique ; 
phloridzine ;  
p-hydroxybenzoylhexose ; 
p-coumaroylhexose ; 
dérives d’acide caféique ; 
dérivés d’acide férulique ; 
dérivés de resvératrol  

[145] 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Peau de 
pamplemousse ; 
Peau d’oranges  

Traitement du matériel végétal : 
lyophilisation 
Technique d’extraction : Soxhlet 
pendant 8 h 
Solvant d’extraction : hexane, 
EtOAc, acétone, MeOH, mélange 
MeOH / H2O 
Traitement de l’extrait : filtration ; 
lyophilisation 

HPLC 
Colonne : Zorbax SB-C18 (LxΦ = 250x4,6 mm) 
Température : 27°C 
Phase mobile : A : H3PO4 3mM en H2O ; B : MeCN 
Débit phase mobile : 0,8 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 0 à 50% B de 0 à 26 min, de 50% à 
90% B de 26 à 30 min, de 90 à 100% B de 30 à 35 min  
Détection : UV : 280 nm 

narirutine ;  
naringine ;  
naringénine ;  
didymine 

[146] 

Résidus de 
groseille ;  
Résidus de 
cassis;  
Résidus de 
raisins 

Traitement du matériel végétal : 
congélation à – 70°C 
Technique d’extraction : macération 
sous agitation à température ambiante 
pendant 1 h, 12 h, 24 h 
Solvant d’extraction : EtOH 70% ;  
MeOH 70% ; H2O 
Traitement de l’extrait : 
centrifugation (10 minutes, 8000 rpm) 

HPLC  
Colonne : Superspher 100 RP (LxΦ = 250x4,6 mm ; 18,5 

µm) 
Température: 30°C 
Phase mobile : A: HCOOH 10% ;  
B : MeOH : H2O : HCOOH (45 : 45 : 10, v/v/v)  
Débit phase mobile: 0,8 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 35 à 95% B de 0 à 20 min, de 95 à 
100% B de 20 à 25 min, isocratique 100% B de 25 à 30 min 
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : 530 nm 

delphinidine ;  
cyanidine [147] 

Résidus de 
pommes ;  
Résidus de 
kiwi ;  
Résidus de 
pamplemousse 

Traitement du matériel végétal : 
congélation à 20°C pendant 24 h ; 
lyophilisation pendant 5 jours ; 
broyage 
Technique d’extraction : macération 
par vortex et centrifugation 
Solvant d’extraction : MeOH 
Traitement de l’extrait : 
centrifugation (2000 rpm, 10 min) ; 
filtration du surnageant ;  
stockage à – 20°C 

HPLC 
Colonne : Zorbax SB-C18 (LxΦ = 150x4,6 mm; 5µm) 
Température : 37°C 
Phase mobile : A : HOAc dans NaOAc 2 mM ;  B : MeCN 
Débit phase mobile : 1 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 0 à 15% B de 0 à 45 min, de 15 à 
30% B de 45 à 60 min, de 30 à 50% B de 60 à 65 min, de 
50 à 100% B de 65 à 70 min  
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : UV-vis : 280 ; 320 ; 360 ; 520 nm 

rutine ;  
acide chlorogénique ; 
phloridzine ; 
épicatechine ;  
cyanidine ; 
 naringine ;  
vitexine 

[148] 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Résidus de 
pommes ;  
Résidus de 
poires 

Traitement du matériel végétal : 
séchage par convection à 110°C ; 
lyophilisation  
Technique d’extraction : macération 
sous agitation (1 h à température 
ambiante) 
Solvant d’extraction : acétone 70% ; 
EtOAc 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec sous vide 

HPLC 
Colonne : Aqua C18 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 5 µm) 
Précolonne : C18 ODS (LxΦ = 4x3,0 mm) 
Température : 25°C 
Phase mobile : A : HOAc 2% en H2O ;  
B : HOAc 0,5% en H2O : MeCN  (50 : 50) 
Débit phase mobile : 1 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 10 à 55% B de 0 à 50 min, de 55 à 
100% B de 50 à 55 min, de 100 à 10% B de 55 à 60 min 
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : UV : 280 ; 320 ; 370 nm 
MS 
Mode : ESI négative 
Température de la source : 120°C  
Tension de cône : 10 – 50 V 
Potentiel de lentilles : 0,5 kV  
m/z scan : 100 – 800 
Fréquence de scan : 0,4 scan.s-1 
Tension de multiplication : 650 V 

procyanidine  B1 ; 
catéchine ; p-coumaroyl 
glucose ; acide 
chlorogénique ;  
acide p-
coumaroylquinique ; 
procyanidine B2 ;  
acide caféique ; 
quercétine ; épicatéchine ;  
acide p-coumarique ; 
quercétine-3-galactoside ; 
quercétine-3-glucoside ; 
quercétine-3-xyloside ; 
quercétine-3-rhamnoside ; 
phloridzine ; phlorétine ; 
quercétine-3-rutinoside ; 
isorhamnétine-3-
galactoside ; 
isorhamnétine-3-
glucoside ; isorhamnétine-
3-rhamnoglactoside ; 
isorhamnétine-3- 

[149] 

Résidus de 
pommes 

Technique d’extraction : extraction 
assistée par ultrasons à température 
ambiante 
Solvant d’extraction : MeOH 80% 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec sous vide 

HPLC 
Colonne : Zorbax SB-C18 (LxΦ = 250x3,0 mm; 5µm) 
Précolonne : Zorbax SB-C18 (LxΦ = 12,5x4,6 mm) 
Température : 23°C 
Phase mobile : A : HOAc 0,1% H2O ;  
B : HOAc 0,1% dans MeCN 
Débit phase mobile : 0,4 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 10 à 20% B de 0 à 10 min, de 20 à 
50% B de 10 à 40 min, de 50 à 10% B de 40 à 55 min 
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : DAD : 210 – 400 nm 

acide chlorogénique ;  
acide caféique ;  
catéchine ;  
épicatéchine ;  
rutine ;  
quercétine-glycosides ; 
phloridzine 

[150] 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Résidus de 
pommes 

Traitement du matériel végétal : 
séchage par convection à 60°C ; 
broyage ; stockage à – 20°C 
Technique d’extraction : extraction 
assistée par microondes (puissance : 
500, 600, 700 W ; durée: 40, 50, 60 s; 
rapport solide – solvant = 10 : 1, 20 : 
1, 30 : 1) ; Soxhlet (6 heures) ; 
extraction assistée par ultrasons (1 h à 
température ambiante) 
Solvant d’extraction : EtOH 
différentes concentrations 
Traitement de l’extrait : filtration ; 
stockage à – 4°C 

HPLC 
Colonne : Sunfire C8 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 5 µm) 
Température : 25°C 
Phase mobile : A : HOAc 0,1% H2O ; B : MeCN 
Débit phase mobile : 1,2 mL.min-1  
Gradient d’élution : isocratique : 90% A / 10% B 
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : UV : 280 nm 

acide chlorogénique ; 
syringine ;  
procyanidine B2 ;  
acide caféique ; 
épicatéchine ;  
acide cinnamique ;  
acide coumarique ; 
phloridzine ;  
quercétine 

[151] 

Résidus de 
pommes 

Traitement du matériel végétal : 
séchage par convection à 60°C ; 
broyage ; stockage sous vide  
Technique d’extraction: Macération 
à l’abri de lumière ; agitation ; 20°C 
Solvant d’extraction: acétone; MeOH 
Traitement de l’extrait : filtration par 
entonnoir Buchner sous vide sur 
papier Whatman 1 ; évaporation à sec 
à 30°C, sous vide. 

HPLC  
Colonne : Nucleosil 120 C18 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 3µm) 
Température : 25°C   
Phase mobile : A : HOAc 2% en H2O ; B: MeOH 
Débit phase mobile: 0,8 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 0 à 45% B en 55 min, isocratique à 
45% B pendant 20 min  
Détection : UV : 280 ; 313 ; 355 nm 

acide protocatéchuique ; 
acide chlorogénique ; 
acide caféique ;  
rutine ; épicatéchine ;  
hypérine ; 
phloretin-2’-
xyloglucoside ; 
phloridzine ; avicularine ; 
quercitrine 

[152] 

Résidus de 
pommes 

Traitement du matériel végétal : 
Congélation, broyage 

Technique d’extraction: Macération 
successive à température ambiante 
Solvant d’extraction : acétone 70% ;  
hexane 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec à 40°C sous vide 

HPLC  
Colonne: LiChroCART 100 RP-18 (5 µm)  
Température: 30°C 
Phase mobile : A: HOAc / H2O = 2 / 98, 
B: HOAc / MeCN / H2O = 2 / 20 / 78  
Débit de la phase mobile: 0,5 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 0 à 20%B, de 0 à 20 min ; de 20 à 
100% B, de 20 à 60 min 
Volume d’échantillon injecté: 50 µL ; Détection : 280 nm 

épicatéchine ; 
phloretin-2’-
xyloglucoside ; 
phloridzine ; 
acide caféique ; 
3-hydroxphloridzine ; 
quercétin-3-glucoside ; 
oligomère d’épicatéchine ; 
polymères d’épicatéchine 

[153] 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Résidus de 
pommes 

Traitement du matériel végétal : 
lyophilisation  
Technique d’extraction: extraction 
assistée par ultrasons  
Solvant d’extraction : MeOH  (10 à 
90%) pendant différentes temps  
Traitement de l’extrait : 
centrifugation à 3600 rpm pendant 20 
minutes ; évaporation à sec du 
surnageant à 35°C sous vide 

HPLC  
Colonne: Nova-Pak C18 (LxΦ = 300x3,9 mm ; 4 µm)  
Précolonne: Nova-Pak C18 (LxΦ = 10x3,9 mm ; 4 µm) 
Température: 25°C ; 
Phase mobile : A: HOAc / H2O = 10 / 90; B: MeOH  
Débit phase mobile: 0,8 ml.min-1  
Gradient d’élution : 0% B de 0 à 10 min, de 0 à 15% B de 
10 à 40 min, 15% B de 40 à 60 min  
Volume échantillon injecté: 50 µL  
Détection : UV 280 ; 320 ; 370 ; 530 nm 

avicularine ; 
isoquercitrine ; 
 (-)-épicatéchine; 
hypéroside;  
procyanidine B2 ; 
hydroxyphloretine 
diglicoside ; 
hydroxyphloretine 
monoglicoside ; 
phloridzine ; quercitrine ;  

[154] 

Résidus de 
pommes 

Traitement du matériel végétal : 
séchage à 60°C pendant 48 h 
Technique d’extraction : extraction 
assistée par ultrasons à 20°C 
Solvant d’extraction : acétone / eau = 
70 / 30 
Traitement de l’extrait : 
centrifugation pendant 10 minutes à 
10°C ; évaporation à sec à 30°C 

HPLC  
Colonne: Nucleosil 120 C18 (LxΦ = 250x4,6 mm ; 3 µm) 
Phase mobile : A: HOAc 2% en H2O ; B: MeOH 
Débit phase mobile: 0,8 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 0 à 45% B en 55 min, isocratique à 
45% B pendant 15 min, de 45 à 55% B en 10 min 
Volume échantillon injecté: 10 µL 
Détection : UV 280 ; 297,7 ; 313 ; 326,3 ; 350 nm 

acide protocatéchuique ; 
rutine ; acide cinnamique ; 
procyanidine B2 ; acide 
caféique ; phloridzine;  
acide chlorogénique ; 
hyperine ; isoquercitrine ; 
(-)-épicatéchine ;  
quercitrine ; avicularine 

[155] 

Résidus de 
pommes 

Technique d’extraction : extraction 
assistée par ultrasons à température 
ambiante pendant 3 minutes 
Solvant d’extraction : EtOAc ; DCM 
Traitement de l’extrait : séchage à 
40°C, fractionnement sur une colonne 
Sephadex LH-20 par élution avec 
MeOH à un débit de 5 mL.min-1 

HPLC  
Colonne : Phenomenex Luna C18 (LxΦ = 50x2,1 mm ;  
3,5 µm)  
Précolonne : Phenomenex Luna C18 (LxΦ = 4 x 3 mm)  
Phase mobile : A: HCOOH 0,1%, B: HCOOH 0,1% en 
MeCN 
Gradient d’élution : de 6 à 16,5% B de 0 à 5 min, de 16,5 à 
17,5% B de 5 à 7 min, de 17,5 à 18,5% B de 7 à 12,5 min, 
de 18,5 à 100% B de 12,5 à 21 min, de 100 à 6% de 21 à 23 
min  
LC/MS/MS 
ESI  (mode négatif) ; Température de la source: 400°C, 
Tension capillaire: -3500 V ; Energie de collision: -30 V 
Scan: 0,1 scans/s; Gamme  m/z: 100-800 

acide protocatéchuique ; 
acide salicylique ; acide p-
coumarique-O-glucoside ; 
acide p-
coumaroylquinique ; 
acide dicaféoylquinique ; 
acide caféique-O-
glucoside ; acide 
chlorogénique ; 
acide caféoylquinique ; 
cyanidine-3-O-glucoside 

[156] 
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Tableau I.10. Extraction et analyse de composés phénoliques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Pomace de 
raisins rouges 

Traitement du matériel végétal : 
stockage à 4° C 
Technique d’extraction : macération 
sous azote pendant une nuit à 18 – 
20°C ; Soxhlet (30°C, 60°C, 75°C) ; 
extraction aux fluides 
supercritiques (pression : 150 bars, 
250 bars ; température : 45°C; co-
solvant : MeOH) 
Solvant d’extraction : KOH 3% en 
H2O ; MeOH ; EtOAc 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec à 50°C sous vide 

HPLC 
Colonne : Lichrospher RP-18 (LxΦ = 100x4 mm ; 5µm) 
Température : 40°C  
Phase mobile : A : MeOH ; B : HClO4 0,6% en H2O 
Débit phase mobile: 1 mL.min-1  
Gradient d’élution : isocratique à 5% A pendant 10 min, de 
5 à 80% A de 10 à 55 min, isocratique à 80% A pendant 15 
min  
Détection : UV : 265 ; 280 ; 320 ; 365 nm 

acide gallique ;  
acide vanilique ;  
acide syringique ;  
acide caféique ;  
acide férulique ;  
myricétine ;  
quercétine ;  
kaempférol 

[157] 

Pomace de 
raisins 

Traitement du matériel végétal : 
lyophilisation ; broyage ; stockage 
sous azote à – 20°C 
Technique d’extraction : macération 
sous agitation à 34°C 
Solvant d’extraction : n-hexane ; 
EtOH avec 1% HCl 1 N 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec sous vide 

HPLC 
Colonne : Phenomenex Luna C18  
(LxΦ = 250x4,6 mm ; 5µm) 
Température : 20°C 
Phase mobile : A : H2O / HCOOH (9 / 1, v / v) ;  
 B : MeCN / HCOOH (9 / 1, v / v) 
Débit phase mobile: 1 mL.min-1  
Gradient d’élution : de 5 à 15% B de 0 à 20 min, de 15% à 
30% B de 20 à 40 min, de 30 à 100% B de 40 à 55 min, 
isocratique à 100% B pendant 10 min  
Détection : DAD : 200 – 700 nm 

delphinidine 3-O-
glucoside ; cyanidine 3-O-
glucoside ; pétunidine 3-
O-glucoside ; malvidine 
3-O-glucoside ; malvidine 
3-O-(6’’-O-p-coumaroyl)-
glucoside ; myricétine 3-
O-glucoside ; 
quercétine 3-O-glucoside ; 
quercétine 3-O-
glucoronide ; 
isorhamnétine 3-O-
glucoronide ; quercétine 

[158] 

Pomace de 
raisins 

Technique d’extraction : distillation 
à la vapeur pendant 3 h 
Solvant d’extraction : hexane 

GC 
Colonne : DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 
Gaz porteur : hélium 
Température : injecteur : 250°C ; détecteur : 280°C ; four : 
60°C pendant 6 min, de 60 à 300°C avec 2°C/min 
Injection : mode split (1 : 50)  
Volume échantillon injecté: 1 µL; Vitesse linéaire: 19cm.s-1 

limonène ; 
terpinolène ; 
aromadendrène ; 
γ-muurolène ; 
 γ-amorphène ; 
 γ-cadinène 

[159] 
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Tableau I.11. Extraction et analyse de composés terpéniques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits  

Matériel végétal Extraction de composés bioactifs Analyse d’extrait Composés identifiés Ref. 
1 2 3 4 5 

Framboises  

Traitement du matériel végétal : 
lyophilisation ; broyage 
Technique d’extraction : macération 
successive 
Solvant d’extraction : n-hexane ; 
EtOAc ; MeOH 
Traitement de l’extrait : filtration ; 
concentration sous vide ; 
fractionnement par chromatographie 
liquide moyenne pression  

RMN 
1
H ; RMN 

13
C 

Solvant : CD3OD  
MLPC 
Silice : 60 (35 – 70µm) 
CCM PREPARATIVE 
Plaques : 20x20, 500 µm et 250 µm 

acide euscaphique ; acide 
1-β-hydroxyeuscaphique ; 
acide hyptatique ;  
acide 19α-
hydroxyasiatique ; 4-épi-
nigaichigoside ; 
nigaichigoside ; 
trachlosperoside 

[139] 

Fruits de 
Licania 
tomentosa 

Technique d’extraction : macération 
successive à température ambiante 
Solvant d’extraction : hexane ; 
MeOH 

RMN 
1
H ; RMN 

13
C 

Solvant : CDCl3  
IR ; GC – MS  

licanolide ;  
acide bétulinique ;  
acide palmitoléique 

[160] 

Fruits de 
Tetrapanax 
papyriferus 

Technique d’extraction : Soxhlet 6 – 
8 h 
Solvant d’extraction : MeOH 
Traitement de l’extrait : 
concentration par évaporation ; 
fractionnement par extraction liquide-
liquide en EtOAc / H2O 

MPLC 
Colonne : C18 
Phase mobile : 40% H2O / MeOH → MeOH 
HPLC 
Colonne : C18 
Phase mobile : 40% H2O / MeOH → MeOH 
EI – MS ; IR ; UV ; RMN 1H ; RMN 13C  
CCM 
Plaques : Kiesel gel 60 F 254 (0,25 mm) 
Révélateurs : acide sulfurique 10% 

acide 3α,21β,22α-
trihydroxy-11,13(18)-
oleanadien-28-oic ;  
3-epi-papyriogenin C ;  
acide 21-O-acetyl-21- 
hydroxy-3-oxo-11,13(18)-
oleanadien-28-oic ;  
acide méthyle ester 3β-
hydroxy-21-oxo-
11,13(18)-oleanadien-28-
oic  

[131] 

Fuits de 
Ziziphus jujuba 

Technique d’extraction : Soxhlet 
Solvant d’extraction : EtOH 80% 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec sous vide ; fractionnement par 
extraction liquide-liquide 

RMN 
1H (500 MHz) ; RMN 13C (125 MHz) 

HR ESI-MS 
 

acide zizyberanal ; 
zizyberanone ; 
acide zizyberanalique ;  
acide ursolique 

[161] 
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Tableau I.11. Extraction et analyse de composés terpéniques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Fruits de 
Momordica 
Charantia 

Technique d’extraction : macération 
répétée à température ambiante 
Solvant d’extraction : MeOH 
Traitement de l’extrait : 
évaporation ; fractionnement 
extraction liquide-liquide 

RMN 
1
H (300 MHz) ; RMN 

13
C (75 MHz) 

Solvant : CDCl3 
EI – MS : 70 eV 
CCM : plaques de silice 

13-hydroxy-28-methoxy-
urs-11-en-3-one ; 13β,28-
epoxy-urs-1 l-en-3-one; 
24-(1’-hydroxy, 1’-
methyl-2’-pentenyloxyl)-
ursan-3 one ;  
1-hydroxy-l,2-dimethyl-2-
(8’,10’-dihydroxy-4’,7’-
dimethyl-11’-hydroxy 
methyl-trideca)-3-ethyl-
cyclohex-5-en-4-one 

[162] 

Fruits de Cicuta 
virosa L. var 
latisecta Celak 

Technique d’extraction : Soxhlet 
Solvant d’extraction : EtOH 80% 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec sous vide ; fractionnement par 
extraction liquide-liquide 

RMN 
1H ; RMN 13C ; ESI-MS ; HR-TOF-MS 

20-taraxastene-
3β,12β,16β-triol ; 3β-
feruloyloxy-20-
taraxastene-16β,28-diol 

[163] 

Pommes 
Annurca 

Traitement du matériel végétal : 
stockage en cellule climatisée à 0°C et 
98% humidité ; congélation en azote 
liquide ; broyage 
Technique d’extraction : macération 
successive de 7 jours 
Solvant d’extraction : EtOH ; Et2O 
Traitement de l’extrait : évaporation 
à sec, sous vide ; fractionnement : 
extraction liquide-liquide et sur 
colonne de silice 

HPLC Préparative 
Colonne : Phenomenex Luna C8 (LxΦ = 250x10 mm ; 
10µm) 
CCM 
Plaques : silice 60 F254 de 0,2 mm 
Révélateurs : H2SO4 : AcOH : H2O = 1 : 20 : 4 
Chromatographie sur colonne 
Remplissage : silice (70 – 240 mesh) 
RMN 

1
H (300 MHz) ; RMN 

13
C (75 MHz) 

Solvant : CDCl3 à 25°C 

aldéhyde ursolique ;  
acide ursolique ;  
acide pomolique ;  
uvaol ;  
acide annurcoique  

[164] 
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Tableau I.11. Extraction et analyse de composés terpéniques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite) 

1 2 3 4 5 

Pommes 

Traitement du matériel végétal : 
immersion en n-hexane pendant 2 
minutes  
Technique d’extraction : macération 
(15 h à température ambiante) 
Solvant d’extraction : EtOH 96% 
Traitement de l’extrait : filtration ; 
évaporation à sec ; fractionnement par 
extraction liquide-liquide 

HSCCC 
Rotation : 960 rpm 
Débit : 2 – 4 mL.min-1 
Système de solvants :  
n-hexane : EtOAc : MeOH : H2O = 10 : 5 : 2,5 : 1 
Volume de la colonne : 80 mL 
Volume d’échantillon injecté : 3 mL  
Volume de fractions collectées : 5 mL 
CCM 
Plaques : silice GF 60 
Système d’élution : CH3Cl : MeOH : Et2O = 90 : 5 : 5 
Révélateurs : p-anisaldéhyde ; vaniline en H2SO4 
GC 
Colonne : HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm)  
Détecteur à flamme : température 290°C 
Température : four : de 150 à 290°C à 4°C/min ; 290°C  30 
min Volume échantillon injecté: 1 µL 
GC – MS 
Colonne : HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 µm) 
Gaz porteur : hélium 
Débit du gaz porteur : 1 mL.min-1 
Température : injecteur : 290°C 
Injection : mode split (1 : 20)  
Volume échantillon injecté: 1 µL 
Tension d’ionisation : ESI 70 eV 
Température de la source d’ions : 250°C 
IR : Disques : KBr 
RMN 

1
H ; RMN 

13
C 

acide ursolique ;  
ursolate de méthyle [165] 
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Tableau I.11. Extraction et analyse de composés terpéniques de fruits et de résidus issus de la valorisation de fruits (suite)  

1 2 3 4 5 

Peaux de 
pommes 

Technique d’extraction : extraction 
assistée par ultrasons  
Solvant d’extraction : EtOAc 
Traitement de l’extrait : évaporation 
sous vide ; traitement avec éther de 
pétrole sous ultrasons ; fractionnement 
sur colonne de silice 

RMN 
1
H ; RMN 

13
C ; MS – APCI et ESI 

Chromatographie sur colonne de silice 

acide ursolique ;  
acide 2α-
hydroxyursolique ; acide 
euscaphique ; uvanol ;  
acide 2α,3a-dihydroxy-
urs-12-en-28-oic ;  
acide 2α,3α-
dihydroxyolean-12-en-28-
oic ;  
dérivés d’acide ursolique 

[166] 

Peau de bananes 

Traitement du matériel végétal : 
séchage à l’air 
Technique d’extraction : macération 
à température ambiante pendant 3 
jours 
Solvant d’extraction : MeOH 

HPLC 
Colonne : Superiorex ODS-S C18e (LxΦ = 250x10 mm; 
5µm) 
Température : 25°C 
Phase mobile : MeOH 
GC 
Colonne : DB – 17 (30 m x 0,3 mm) 
Température : 275°C 
IR : Disques : KBr 
MS : Tension : 70 eV 
RMN 

1
H (400 MHz); RMN 

13
C (100,6 MHz)   

3-épicycloeucalenol ;  
3-épicyclomusalenol ;  
24-
méthylenepollinastanone, 
28-norcyclomusalenone, 
24-oxo-29-
nocycloartanone 

[167] 
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CONCLUSIONS 
 
 
 Ce premier chapitre a été dédié à l’étude bibliographique. 

Les fruits sont un des éléments principaux pour une alimentation équilibrée. Ils sont 
consommés le plus souvent sous forme de produits frais. Même si, de nos jours, la 
globalisation peut assurer les quantités nécessaires tout au long de l’année, les fruits sont aussi 
soumis aux processus de transformation pour l’obtention d’autres produits tels que le jus, la 
confiture, la compote etc. Les importantes quantités de résidus issus de ces processus sont 
facilement dégradables et peuvent contribuer à l’augmentation de taux de pollution de l’air ; 
l’appauvrissement du sol en matière organique (si déposés sur le sol) ; la destruction de la 
microfaune du sol ; l’évaporation de l’eau de la couche supérieure du sol (si incinération) etc. 

Nous avons vu que les sous-produits de fruits sont souvent valorisés sous forme de 
fertilisants ou de fourrage pour les animaux mais qu’ils peuvent être aussi matière de départ 
dans la production des agro combustibles par exemple. 

Nous avons également remarqué que les fruits et leurs sous-produits ont une 
composition chimique riche en sucre, fibres alimentaires, protéines, antioxydants etc. ce qui 
nous permet de conclure qu’ils peuvent être utilisés aussi dans différentes filières industrielles 
dont une des plus prometteuses est représentée par la récupération des composés bioactifs afin 
de développer des ingrédients incorporables dans différentes formulations alimentaires, 
cosmétiques et / ou pharmaceutiques. Cette conclusion s’appuie sur le grand nombre de 
recherches ayant comme but l’étude de composés bioactifs de fruits et de leurs sous-produits.  

Parmi les composés bioactifs les plus étudiés nous avons pu citer les métabolites 
secondaires dont les plus importants sont les composés phénoliques et les composés 
terpéniques. Ces deux classes de composés sont reconnues respectivement pour leur forte 
activité antioxydante et pour leur effet anti inflammatoire. Les différentes méthodes utilisées 
pour l’extraction et l’analyse de ces analytes ont été décrites. Conformément à la littérature, 
l’étude de composés bioactifs s’avère difficile nécessitant, selon le cas,  une optimisation des 
diverses conditions d’identification, de séparation et de purification. Nous avons pu constater 
que le plus souvent la macération et l’extraction Soxhlet sont les techniques envisagées pour 
la récupération de composés bioactifs en utilisant des solvants ayant une polarité compatible. 
Les extraits obtenus sont analysés par chromatographie liquide en mode phase inverse 
couplée à différents types de détecteurs et diverses études sont réalisées afin de déterminer les 
activités biologiques des principes actifs récupérés.  
 

Suite à l’étude bibliographique nous avons considéré approprié d’aborder le 
développement des méthodes d’extraction et d’analyse de composés bioactifs en utilisant 
comme matériel végétal d’une part les fruits de cerisier et les résidus de pommes d’autre part 
vu qu’ils sont produits dans des quantités importantes dans la Région Centre de France mais 
aussi dans la région de Moldavie de Roumanie. 
 

Nos recherches sont axées sur :  
§ la mise au point d’une méthode d’extraction de principes actifs tout en utilisant des 

techniques d’extraction non-énergivores et des faibles volumes de solvants ;  
§ l’analyse des extraits obtenus afin d’identifier les composés bioactifs extraits et de 

confirmer leurs structure ;  
§ le fractionnement des extraits afin de simplifier et de séparer les différentes familles de 

composés ;  
§ l’étude des activités antioxydantes des extraits et des fractions afin de déterminer (le 

cas échéant) des effets synergiques ;  
§ le management du processus d’extraction de principes actifs. 
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Nous avons vu au cours du premier chapitre de ce manuscrit que les fruits et les 

résidus obtenus pendant le processus de transformation des fruits peuvent être valorisés aussi 
par la récupération des principes actifs utilisables dans des domaines différentes tels que la 
pharmacologie ou l’agroalimentaire.  

 
Nos recherches ont eu comme objectif l’étude de deux types de sources végétales : les 

cerises et les résidus de pommes qui sont obtenus en quantités assez importantes.  
Le chemin qui peut être suivi pour la récupération de différentes molécules bioactives 

à partir des sources végétales ciblées comporte plusieurs étapes qui sont schématisées dans la 
Figure II.1.  

Le principe de ces étapes ainsi que la caractérisation des matériels végétaux utilisés au 
cours de cette étude seront présentés à la suite.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure II.1. Processus de récupération de principes actifs à partir d’un matériel végétal 
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II. 1. MATERIEL VEGETAL 
 
 

II. 1. 1. Les cerises 
 
 
II. 1. 1. 1. Description botanique des cerises 
 

 
Les cerises sont les fruits comestibles du cerisier. Elles font partie (à côté des fraises) 

des fruits rouges les plus communs. Les cerises ont une forme sphérique et une couleur 
généralement rouge avec différentes nuances. Elles se caractérisent par une peau fine, une 
région médiane charnue et un noyau contenant les graines.  

 
Du point de vue botanique, les cerises peuvent être classées comme suit : 

 
Règne : Plante 
     Embranchement : Spermatophytes (plantes à graine) 
          Sous embranchement : Angiospermes (plantes à fleurs) 
               Classe : Dicotylédones  
                    Sous classe : Rosidae  
                         Ordre : Rosales 
                              Famille : Rosaceae 
                                   Genre : Prunus 
                                        Espèce : Prunus avium L. [1].  

 
Deux espèces sont cultivées aux Etats Unis d’Amérique et en Europe (Russie, 

Allemagne, France, Roumanie, Pologne):  
§ les cerises douces (Prunus avium) étroitement liées à des formes sauvages réparties au 

nord de la Turquie, dans le Caucase et dans la Transcaucasie ; 
§ les griottes (Prunus cerasus) : probablement évoluées comme un hybride entre P. 

avium et P. fruticosa (un arbuste sauvage se trouvant en Europe centrale et orientale)  
et plus résistantes aux dommages mécaniques que les cerises douces [2]. 

 
 
 

   
Figure II.2. Fleurs, fruits et graines de cerisier 
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II. 1. 1. 2. Composition des cerises 
 

Les cerises sont des fruits non seulement réellement fonctionnels dans le processus de 
nutrition mais qui procurent des effets bénéfiques pour l’un ou l’autre des systèmes du corps. 

Ces fruits contiennent des nutriments susceptibles d’aider à éviter les dysfonctions 
vitales tels que: l’artériosclérose, le cancer, les accidents vasculaires cérébraux, la goutte et les 
rhumatismes, les calculs urinaires et biliaires [3-5]. Les cerises procurent aussi un effet de 
détente pour le système nerveux, en permettant également une meilleure concentration. 
Rafraîchissantes et toniques, elles sont considérées aussi comme régulateur du foie et de 
l'estomac [6]. 

Afin qu’elles soient acceptées par les consommateurs, les cerises doivent avoir une 
certaine qualité définie par des caractéristiques spécifiques telles que la couleur, le goût, la 
fermeté, le degré de douceur, l’acidité etc. [7]. Ces paramètres dépendent de l’état de 
maturation de fruits et sont fortement influencés par leur composition chimique.  

Les cerises contiennent des ingrédients biologiquement actifs, des composés 
organiques et inorganiques. Elles sont riches en sucres, protéines, éléments tels que : Ca, P, K, 
Fe, Mg, Se, vitamines (A, C, B), fibres diététiques, composés phénoliques [8]. Elles sont donc 
considérées comme un aliment reconstituant et minéralisant.  

Différentes études ont été réalisées en vue de quantifier les divers constituants de 
cerises.  

Ainsi Usenik et al. [9] ont déterminé le contenu en sucres, acides organiques et 
composés phénoliques de 13 variétés de cerises (Figure II.3). Parmi les sucres, les quantités 
les plus importantes ont été retrouvées pour le glucose et le fructose et ont été détectées pour 
les variétés Lala Star et Early van Compact. Les mêmes composés phénoliques ont été trouvés 
dans des proportions variables dans toutes les variétés de cerises étudiées. L’acide 
néochlorogénique a été trouvé comme majoritaire suivi par l’acide p-coumaroylquinique et 
l’acide chlorogénique. La présence de ces acides ainsi que celle de l’acide caféoyltartarique et 
de l’acide coumaroyltartarique a été mentionnée également dans d’autres études [10-15]. 
L’épicatéchine et la rutine ont été les flavonoïdes déterminés et les résultats obtenus ont 
indiqué des niveaux relativement élevés pour des variétés telles que Badascony, Burlat, Noire 
de Meched et Vigred. En ce qui concerne les anthocyanines quatre composés différents ont 
été identifiés : la cyanidine-3-rutinoside, la cyanidine-3-glucoside, la pélargonidine-3-
rutinoside et la peonidine-3-rutinoside la variété Lambert Compact présentent les 
concentrations les plus élevées [9]. Ce type de molécules a fait l’objet de nombreuses études. 
Le tableau II.1. présente une synthèse des anthocyanines le plus souvent trouvés dans les 
cerises.  
 

Tableau II.1. Anthocyanines de cerises 

Exemples Références 
cyanidine, cyanidine-3-glucoside, cyanidine-3-rutinoside,  
cyanidine-3-glucosylrutinoside, cyanidine-3-sophoroside,  
5-carboxypyrano-cyanidine-3-(2-glucosilrutinoside),  
cyanidine-3-(2-xylosylrutinoside), pyrano-cyanidine-3-rutinoside,  
cyanidine-3-glucosil-rutinoside, cyanidine-3-arabinosil-rutinoside, 

[10-22] 

péonidine, péonidine-3-glucoside, péonidine-3-rutinoside,  
5-carboxypyrano-péonidine-3-rutinoside, péonidine-3-galactoside [10, 12-14, 16, 18-20, 22] 

pélargonidine, pélargonidine-3-rutinoside [12-14, 19, 22] 
pétunidine [18] 
delphinidine [18] 
malvidine [18] 
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Figure II.3. Composition de différentes variétés de cerises [9] 

A. Sucres ; B. Acides phénoliques ; C. Flavonoïdes ; D. Anthocyanines 
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La consommation journalière de cerises contribue à l’apport de minéraux tels que : K, 
Ca, Mg, Cr, Co, Fe, F, I, Cu, Mn, Ni, Se et Zn qui sont considérés comme essentiels pour 
l’organisme humain. Le fer, le cuivre, le zinc et le manganèse jouent un rôle important dans le 
système biologique. Le cuivre intervient dans les processus d’oxydoréduction. Le chrome est 
impliqué dans le métabolisme du glucose et de divers lipides, mais dans des quantités 
excessives et selon son état d’oxydation (le Cr (VI) est beaucoup plus nocif que le Cr (III)) il 
peut contribuer au développement de certaines maladies telles que le cancer de poumon ou le 
cancer gastro-intestinal. L’existence de métaux tels le nickel, le plomb et le cadmium reflète 
une influence exogène due à la pollution de l’environnement. Ces métaux sont considérés 
comme toxiques même à l’état de traces. Leurs accumulation peut endommager le cerveau, 
conduire à l’hypertension, l’anémie ou provoquer des maladies rénales [8]. 
 Les résultats d’une analyse des éléments majeurs essentiels et non-essentiels de 
différentes variétés de cerises réalisée par Mitić et al. par spectroscopie d’émission atomique 

sont présentés dans les Tableaux II.2 et II.3. 
 

Tableau II.2. Eléments majeurs de différentes variétés de cerises [8] 

Eléments Variété de cerises 
Concentration moyenne  

(mg / 100 g matière fraîche) 
Na Oblacinska 

Cigancica 
11,31 ± 0,26 
12,45 ± 0,35 

K Oblacinska 
Cigancica 

156,96 ± 3,07 
98,53 ± 1,48 

Ca Oblacinska 
Cigancica 

9,14 ± 0,66 
9,16 ± 0,26 

Mg Oblacinska 
Cigancica 

7,62 ± 0,12 
7,93 ± 0,27 

 
Tableau II.3. Eléments essentiels et non-essentiels de différentes variétés de cerises [8] 

Eléments Variété de cerises 
Concentration moyenne  

(µg / 100 g matière fraîche) 
Fe Oblacinska 

Cigancica 
807,99 ± 3,52 
630,66 ± 4,28 

Cu Oblacinska 
Cigancica 

99,29 ± 1,23 
55,56 ± 4,20 

Zn Oblacinska 
Cigancica 

71,69 ± 1,20 
65,09 ± 2,63 

Mn Oblacinska 
Cigancica 

55,86 ± 1,82 
46,19 ± 1,28 

Cr Oblacinska 
Cigancica 

10,59 ± 0,32 
6,09 ± 0,09 

Cd Oblacinska 
Cigancica 

0,09 ± 0,01 
0,39 ± 0,02 

Co Oblacinska 
Cigancica 

1,43 ± 0,03 
6,96 ± 0,05 

Pb Oblacinska 
Cigancica 

3,46 ± 0,28 
7,19 ± 0,42 

Ni Oblacinska 
Cigancica 

6,06 ± 0,33 
6,06 ± 0,41 
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II. 1. 2. Les résidus de pommes 
 
 
II. 1. 2. 1. Description botanique des pommes  
 
    

Figure II.4. Pommes et résidus de pommes Granny Smith 
 

Ayant une origine inconnue, les pommes de consommation ont été décrites pour la 
première fois en 1803 par Borkhausen comme un hybride complexe dérivé de Malus 
sylvestris Mill, de Malus pumila et de Malus praecox Borkh. Elles sont cultivées sur tous les 
continents à l’exception de l’Antarctique [23].  

 
Du point de vue botanique les pommes peuvent être classées comme suit : 
 

Règne : Plante 
     Embranchement : Spermatophytes (plantes à graine) 
          Sous embranchement : Angiospermes (plantes à fleurs) 
               Classe : Dicotylédones  
                    Sous classe : Maloideae  
                         Ordre : Rosales 
                              Famille : Rosaceae 
                                   Genre : Malus 
                                        Espèce : Malus x domestica Borkh [1]. 
   
 8 à 78 espèces de pommes (dérivées naturellement ou artificiellement) sont connues 
aujourd’hui et sont groupées selon différents critères tels que les caractéristiques 

morphologiques, les similarités de flavonoïdes, les inflorescences, les feuilles etc. [23].  
 

 
II. 1. 2. 2. Les résidus de pommes  

 
Une des principales sources d’obtention de résidus de pommes est liée au processus de 

récupération du jus à partir des fruits frais. Le schéma de ce processus est présenté dans               
la Figure II.5. Brièvement, après un premier contrôle qualité, les pommes sont stockées dans 
une chambre froide jusqu’au moment de l’utilisation. Elles sont ensuite lavées à l’eau et 

brossées afin d’enlever les impuretés (feuilles, particules de terre, traces de pesticides) et 
soumises à l’opération de pressage. Cette opération est influencée par le contenu en eau des 

pommes, leur taille, l’épaisseur de la couche de pommes pressées, la variation de la pression 

au cours du temps etc. Le jus brut de pommes obtenu présente une viscosité élevée et contient 
une importante quantité de particules en suspension qui sont laissées à sédimenter lentement. 
Le sédiment est séparé et le jus clair est pasteurisé afin de détruire les formes végétatives de 
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microorganismes pathogènes et d’assurer la stabilité biologique du produit. Le jus de pommes 

pasteurisé est emballé dans des récipients en verre et laissé refroidir.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure II.5. Schéma technologique d’obtention de jus clair de pommes 
 

Le processus de pressage des pommes en vue de l’obtention de jus clair conduit à des 

quantités importantes de résidus (environ 30% du fruit de départ) constitués de peaux, de 
pulpe, de queux et de graines. 
 
 
II. 1. 2. 3. Composition des pommes et des résidus de pommes 
 

La composition chimique de pommes est affectée par différents facteurs tels que la 
variété, la maturité, la saison de la récolte, la région géographique etc.  

Les pommes et leurs résidus sont riches en fibres diététiques [24] protéines, 
vitamines (C, B1, B2, B3, B6, B9) et minéraux (Ca, Mg, Na, K, P, S, Fe, Zn) [25-26]. Elles 
contiennent également des quantités importantes des sucres.  

Queji et ses collaborateurs [27] ont étudié le contenu en sucres de résidus de 26 types 
de pommes commerciales et expérimentales. Les valeurs obtenues pour une partie de ces 
variétés sont présentées dans le Tableau II.4.  

Jus brut de pommes 

Jus clair de fruits 

Fruits non 
conformes 

Eaux usées 

Eau 

JUS CLAIR  
DE POMMES 

POMMES 

Reception  
qualitative et quantitative 

Stockage (chambre froide) 

Lavage - Brossage 

Pressage 

Résidus 
de fruits 

Pasteurization 

Emballage 

Refroidissement 

Décantation 

Sédiment 
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Tableau II.4. Teneurs en fructose, glucose et saccharose présents dans les résidus de différentes variétés de 

pommes [27] 

Variété de pommes 
Fructose 

(% masse / masse) 
Glucose 

(% masse / masse) 
Saccharose 

(% masse / masse) 
Caricia 
Daiane 
Granny Smith 
Condessa 
Imperatriz 
Joaquina 
Eva 
Fuji 
Gala 
Golden 
Star Red 
Catarina 

19,1 ± 1,1 
22,1 ± 0,9 
21,0 ± 0,6 
27,2 ± 2,6 
24,5 ± 0,3 
25,1 ± 0,9 
20,8 ± 0,2 
31,0 ± 0,4 
28,6 ± 0,4 
28,3 ± 0,4 
22,6 ± 0,6 
19,7 ± 0,8 

2,50 ± 0,20 
5,80 ± 0,20 
10,3 ± 0,20 
3,90 ± 0,06 
4,80 ± 0,10 
8,60 ± 0,03 
3,20 ± 0,09 
12,4 ± 0,20 
9,70 ± 0,20 
9,00 ± 0,06 
10,0 ± 0,20 
5,40 ± 0,30 

21,0 ± 0,8 
23,0 ± 1,6 
5,50 ± 0,4 
22,2 ± 0,8 
17,9 ± 0,9 
14,0 ± 0,7 
13,0 ± 0,3 
5,40 ± 0,5 
11,7 ± 1,0 
5,30 ± 0,1 
3,40 ± 0,4 
20,3 ± 0,6 

 
 Un autre type de composés se trouvant dans les pommes est représenté par les 
composés phénoliques. Une grande partie de ces composés est localisée dans le parenchyme 
(Tableau II.5) et passe dans les résidus au cours du processus de pressage de pommes.  
 Parmi les composés phénoliques de pommes et de leurs résidus nous pouvons citer : 

§ les acides phénoliques : acide chlorogénique, acide p-coumaroylquinique, acide                     
p-coumarique, acide férulique, acide caféique ; 

§ les flavonoïdes : rutine, hypéroside, isoquercitrine, avicularine, quercitrine, cyanidine 
3-galactoside, cyanidine 3-rutinoside, malvidine-3-glucoside et malvidine-3,5-
diglucoside, phloridzine, phlorétine, catéchine, épicatéchine, procyanidines etc.  

 Une étude sur le contenu total en différents types de composés phénoliques a été 
réalisée par Shahidi et al. [28]. Les valeurs obtenues sont reportées dans le Tableau II.5. 
 

Tableau II.5. Composés phénoliques de différentes variétés de pommes [28] 

Variété de 
pommes 

Composés 
phénoliques totaux 

Catéchines 
(équivalents de  

(-) épicatéchine) 

Procyanidines 
(équivalents de  

(-) épicatéchine) 

Dihydrochalcones 
(équivalents de 

phloridzine) 
(mg.kg-1 produit frais) 

Golden 
Delicious 
Judor 
Guillevic 
Petit Jaune 
Binet Rouge 
Juliana 
Clozette 
Avrolles 
Dous Moen 
Antoinette 
Bedan 

1280 
1100 
1740 
2220 
2500 
2250 
2400 
2560 
3130 
3350 
3210 
6000 

102 
106 

Traces 
177 
241 
154 
351 

Traces 
418 
466 
627 
1464 

761 
515 
1066 
1372 
1254 
1551 
1144 
1528 
1902 
1796 
2417 
4731 

26 
26 
38 
28 
51 
122 
40 
80 
39 
55 
42 
82 

 
D’autres études [29-31] ont été axées sur l’analyse quantitative de composés 

phénoliques dans différentes variétés de pommes et de leurs résidus.  
Par exemple Escarpa et al. [32] ont comparé les temps de rétention et les spectres UV 

de standards avec ceux de composés extraits à partir de peaux et de la pulpe de différentes 
variétés de pommes. Leurs résultats indiquent des niveaux appréciables de catéchines et de 
flavonols glycosylés et révèlent certaines différences entre le contenu en composés 
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phénoliques de la pulpe de pommes et celui de la peau, la dernière pouvant être considérée 
plus riche. L’acide chlorogénique a été trouvé comme un des composés majoritaires dans 
toutes les variétés de pommes étudiées à l’exception de la variété Granny Smith. Du point de 
vue quantitatif des différences significatives ont été observées. Ainsi une quantité importante 
de composés phénoliques a été notée pour la variété Reineta alors que la variété Golden 
Delicious ne contient que des faibles quantités. Le contenu détaillé est présenté dans les 
Tableau II.6 et II.7 [32]. 

 
Tableau II.6. Composés phénoliques de la peau de différentes variétés de pommes [32] 

Composé 
Contenu (mg.kg-1 échantillon frais) 

Golden Reineta Red Granny 
Acide chlorogénique 
Acide caféique 
(+)-Catéchine 
(–)-Epicatéchine 
Rutine  
Phloridzine 
Anthocyanidine* 
Procyanidine B1* 

Procyanidine B2* 

Procyanidine B3* 

17 – 37 
ND 

66 – 164 
82 – 168 
136 – 237 
31 – 71 

ND 
32 – 53 
69 – 166 
25 – 66 

100 – 400 
8 – 38 

229 – 460 
238 – 439 
327 – 671 
83 – 418 

ND 
103 – 242 
388 – 581 
125 – 158 

113 – 157 
ND 

297 – 445 
248 – 481 
136 – 504 
104 – 159 

585 – 1037 
127 – 172 
433 – 659 
11 – 14 

6 – 60 
10 – 14 

374 – 486 
246 – 312 
390 – 414 

12 
ND 

173 – 241 
558 – 574 
70 – 124 

*quantifiée en quantité équivalente de catéchine ND – non-déterminé 
 

Tableau II.7. Composés phénoliques de la pulpe de différentes variétés de pommes [32] 

Composé 
Contenu (mg.kg-1 échantillon frais) 

Golden Reineta Red Granny 
Acide chlorogénique 
Acide caféique 
(+)-Catéchine 
(–)-Epicatéchine 
Phloridzine  
Dérivé de phlorétine 
Procyanidine B1* 

Procyanidine B2* 

Procyanidine B3* 

29 – 57 
6 – 9 

28 – 49 
19 – 34 
4 – 8  
5 – 8 

10 – 11 
23 – 32 
21 – 27 

266 – 357 
9 – 11 

113 – 136 
91 – 111 
16 – 20  
19 – 21 
57 – 67 
82 – 94 
33 – 41 

63 – 106 
2 

44 – 70 
36 – 59 
13 – 14  

2 – 4 
11 – 21 
34 – 54 
20 – 28  

28 – 71 
4 – 5 

136 – 182 
71 – 97 

5 
7 

62 – 84 
97 – 105 
61 – 100 

*quantifiée comme catéchine    
 
Un autre groupe de composés, moins étudié que celui des composés phénoliques, se 

trouvant dans les pommes et les résidus obtenus après leur pressage est représenté par la 
famille des composés triterpéniques. Parmi ceux-ci, l’acide ursolique est le plus abondant 
mais d’autres molécules apparentées sont référencées aussi. 

Ma et ses collaborateurs [33] ont analysé l’extrait à l’acétate d’éthyle de peau de 
pommes. Leurs recherches indiquent la présence de plusieurs composés triterpéniques tels 
que : l’acide ursolique, l’acide 2α-hydroxyursolique, l’acide euscaphique, l’uvanol, l’acide 2α, 
3α-dihydroxy-urs-12-en-28-oic, l’acide 2α, 3α-dihydroxy-oléan-12-en-28-oic. En revanche, 
Frighetto et al. [34] qui ont étudié la possibilité d’isoler les composés triterpéniques de peau 
de pommes Fuji, Gala, Smith et Granny Smith par chromatographie à contre courant n’ont pas 
détecté d’autres composés triterpéniques à part l’acide ursolique. 

La peau des pommes Red Delicious a été analysée par He et Liu [35]. Parmi les 
composés triterpéniques identifiés dans les extraits nous pouvons citer les alcools tels que : 
oléan-12-en-2α,3β-diol, β-amyrine, oléan-12-en-2α,3β-triol, urs-12-ene-2α,3β-diol, urs-12-
ene-3β-ol, urs-12-ene-2α,3β,28-triol, urs-12-en-28-ol et les acides 3β-trans-p-coumaroyloxy-
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2α,3β,13β-trihydroxy-urs-11-en-28-oic et 3β-cis-p-coumaroyloxy-2α,3β,13β-trihydroxy-urs-
11-en-28-oic.  

D’autres composés triterpéniques ont été séparés par chromatographie sur colonne de 

silice puis quantifiés à partir de la variété de pommes italiennes Annurca D’Abrosca et al. 
[36]. Cette variété a fait aussi l’objet de l’étude quantitative réalisée par Cefarelli et al.[37] 
dont les résultats sont reportés dans le Tableau II.8. 
 

Tableau II.8. Analyse quantitative de composés triterpéniques de pommes Annurca [37] 

Composé Quantité déterminée 
(mg.kg-1 produit frais) 

Aldéhyde bétulinique 
Acide bétulinique 
Aldéhyde oléanique 
Acide oléanique 
Ursanaldéhyde 
Acide ursolique  
Acide pomolique 
Uvaol 
Acétate d’uvaol 
Acide annurcoique 
Acide annurconique 
Acide 2-oxopomolique 

0,004 
0,004 
0,006 
0,029 
0,010 
1,171 
0,012 
0,025 
0,006 
0,008 
0,006 
0,004 

 
 L’étude bibliographique concernant les deux sources végétales de composés bioactifs 
choisies pour être analysées au cours de nos travaux de recherches nous a permis de constater 
que tant les cerises que les résidus de pommes contiennent des quantités variées de différentes 
molécules susceptibles d’avoir des effets bénéfiques pour l’organisme humain.  

Ainsi, nous avons pu remarquer que les cerises sont riches surtout en composés 
phénoliques tels que les anthocyanines ou les acides phénoliques possédant une forte activité 
antioxydante. Ce type de composés se trouve également dans les pommes et dans les résidus 
obtenus lors de la valorisation des pommes en vu de la fabrication du jus clair. De plus, les 
résidus de pommes contiennent également des composés faisant partie de la classe de 
triterpènes et ayant entre autres des propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes et 
antipaludiques.   
  
 En retenant ces aspects, nous allons discuter par la suite les différentes étapes 
nécessaires à la récupération des principes actifs à partir des sources d’origine végétale. Ces 
étapes ont été schématisées dans la Figure II.1 au début de ce chapitre.  
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II. 2. TRAITEMENT DU MATERIEL VEGETAL 
 
 La préparation du matériel végétal présente une importance majeure pour la 
récupération, l’analyse et la purification des composés bioactifs qu’il contient.  

Vu la grande variété de composés bioactifs se trouvant autant dans les fruits que dans 
les résidus issus de leurs valorisation, un prétraitement adapté à leurs différentes 
caractéristiques (concentration, solubilisation, complexité de la matrice etc.) doit être choisi.  
 Le plus souvent le prétraitement du matériel végétal a, avant tout, comme but, de  
préserver et conserver les échantillons. Plusieurs techniques consistent à réduire l’eau 

contenue dans le végétal afin d’inhiber le développement des microorganismes et de limiter 
les activités enzymatiques. Ainsi, nous pouvons citer le changement de l’état de l’eau présente 

(congélation) ou la diminution de la quantité d’eau à chaud (déshydratation) ou à froid 

(lyophilisation). 
  
 

II. 2. 1. Congélation 
 
 La congélation est la technique la plus couramment utilisée pour la préservation du 
matériel végétal. Elle consiste à abaisser la température de ce matériel et de la maintenir en 
dessous de la température de fusion de la glace afin de supprimer l’activité des 

microorganismes.  

 
Figure II.6. Les étapes de congélation d’un produit végétal [38] 

 
La variation de température à l’intérieur du produit est un indicateur pour la 

finalisation du processus (Figure II.6). Au début (AS) le produit est refroidi en dessous de son 
point de congélation (θc). Au moment de l’apparition des cristaux la température augmente 
rapidement jusqu’au point de congélation du produit (SB). La chaleur latente est libérée et le 
point de congélation descend (BC) à cause de l’augmentation de la concentration des solutés 
dans le liquide non congelé qui conduit à une légère baisse de la température du produit. Les 
solutés sursaturés commencent à cristalliser en libérant la chaleur latente de cristallisation, la 
température du produit augmente jusqu’à la température eutectique des solutés (CD) et 
ensuite elle diminue pendant que la cristallisation de l’eau et des solutés continue (DE) 
jusqu’à atteindre la température θa du congélateur (EF). La durée totale nécessaire (τc) pour la 
congélation et pour la libération de la chaleur est connue comme plateau de congélation. En 
fonction de la nature du matériel végétal, de sa composition et de la température de stockage 
une proportion variable d’eau contenue dans le matériel végétal reste toujours non congelée 
[38].  
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Le processus de congélation doit être mené de telle façon que le produit traverse le 
plus rapidement possible la phase de cristallisation maximale de l’eau (comprise entre              
-1 et -5°C). 60 - 75% de l’eau du produit se solidifie lors de cette phase. Le processus de 
refroidissement doit continuer jusqu’à une température finale de -18…-25°C capable 
d’assurer la congélation de 90 - 95% de l’eau [38]. En effet, deux types de congélation 
peuvent être réalisés : soit une congélation lente, soit une congélation rapide. 

Dans le cas de la congélation lente la cristallisation intercellulaire est prédominante ; 
les cristaux de glace ont des dimensions importantes et des formes irrégulières ce qui conduit 
à l’apparition de tensions locales responsables des modifications de la structure des tissus par 
déformations et perforations des parois cellulaires. A cause de la différence de pression 
osmotique créée, l’eau et les solutés concentrés à l’intérieur des cellules migrent vers 
l’extérieur dans l’espace intercellulaire. L’effet de plasmolyse a comme résultat la 
déshydratation des cellules d’un côté et l’accumulation de la glace dans les espaces 
intercellulaires d’un autre côté.  

Lors de la congélation rapide la cristallisation de l’eau a lieu au niveau intracellulaire 
ce qui assure la formation d’un réseau microcristallin uniforme, reparti dans les espaces 
intercellulaires et intracellulaires. Les tensions locales sont plus faibles, les différences de 
pression osmotique sont beaucoup moins importantes et les modifications structurales ont une 
influence réduite sur les tissus cellulaires [39].  

Par conséquent, il est plus indiqué de congeler le matériel végétal en utilisant des 
vitesses de congélation importantes afin d’obtenir une cristallisation rapide de l’eau ce qui 
permet de mieux préserver et conserver le contenu en principes actifs. 
 
 

II. 2. 2. Déshydratation 
 
 
II. 2. 2. 1. Lyophilisation 
 
 Utilisée pour la première fois en 1950, la lyophilisation comporte une étape de 
congélation du matériel végétal et une étape de sublimation de l’eau. 

Pour le bon déroulement du processus de lyophilisation le matériel végétal congelé est 
placé dans une enceinte étanche afin d’assurer (sous un apport contrôlé de chaleur et à une 
pression assez basse) une vitesse élevée d’élimination de la vapeur d’eau. La vitesse de 
déroulement du séchage et par conséquent, le rendement et la rentabilité du processus, 
dépendent de la vitesse avec laquelle la chaleur pénètre le produit et de la mesure avec laquelle 
l’humidité peut être éliminée du produit exclusivement par sublimation. La chaleur en excès 
peut déterminer la fonte partielle ou totale de la glace et entraîner ainsi la cuisson sous vide.  
 Le processus de lyophilisation implique divers phénomènes complexes et                          
inter conditionnés tels que la transformation de phase (solide – vapeur), la migration de la 
vapeur du produit vers l’extérieur, les transferts de chaleur. Une fois que le front de 
sublimation migre vers l’intérieur du produit, la longueur du trajet qui doit être parcouru par 
la vapeur d’eau augmente, une partie de ce trajet se réalisant à travers les pores de petite 
dimension du produit.  
 A la fin de la période de sublimation, le produit contient encore 10 – 30 % d’eau à 
l’état liquide. Le séchage continue afin de réduire l’humidité résiduelle jusqu’à une valeur 
maximale admissible dépendant de la composition chimique du produit. Ce paramètre doit 
être déterminé en fonction du matériel végétal sachant que certains composés peuvent être 
plus stables dans un milieu aqueux. 
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 L’apport de chaleur pendant la dernière étape du processus de séchage conduit au 
chauffage du produit et à l’augmentation de sa température au-delà du point de congélation. 
Afin d’éviter les possibles dégradations physiques (carbonisation, caramélisation) ou 
chimiques (pertes de vitamines, la précipitation de protéines) il est nécessaire de réduire à la 
fois l’apport de chaleur et la température de la source de chauffage [40].  
 
 
II. 2. 2. 2. Zéodratation 
 

La zéodratation est une technique de déshydratation mise au point dans les années 
1990. Cette technique permet de s’affranchir de l’opération de refroidissement associée à la 
lyophilisation (fortement consommatrice d’énergie) en utilisant des zéolites.  

Le terme « zéolite » (ou zéolithe) (Figure II.7) vient du 
grec et signifie « pierre qui bout ». Les zéolithes sont des 
aluminosilicates fréquemment présents dans la nature sous 
différentes formes cristallographiques. Ils possèdent des structures 
tridimensionnelles formées par l’arrangement de tétraèdres SiO4

4− 
et AlO4

5− liés par des atomes d’oxygène pontants [41].  
À l’état naturel, environ 40 types de zéolites sont 

répertoriés dont la formation est due à des altérations alcalines de 
matériaux réactifs, en général d’origine volcanique (tuff, verres, 
argiles). A partir de 1940 plus de 120 types de zéolites différents 
ont été synthétisés en laboratoire.  

Une des caractéristiques principales de ces solides réside 
dans le développement de pores de taille régulière dans le 
domaine microporeux   (< 2 nm), contenant de l’eau adsorbée 
ainsi que des cations compensateurs. L’eau est facilement perdue 
par chauffage et ré-adsorbée par mise en contact avec une 
atmosphère humide. Les cations compensateurs ont pour origine 
la présence de charges électriques dans le réseau cristallin ; ces 
charges proviennent de la substitution d’une partie du silicium 
(4+) par de l’aluminium (3+) sans qu’il soit possible, pour des 
raisons de répulsion électrostatique  

 

 

 

 

 

Figure II.7. Zéolithes de 

type X 

(règle de Loewenstein1), d’obtenir un rapport Si/Al inférieur à 1. Ces cations possèdent un 
degré de mobilité important qui donne naissance à des propriétés d’échange en phase liquide. 

Ayant une faible densité, les zéolites se caractérisent par une stabilité cristalline à 
l’état déshydraté. Ils détiennent des propriétés catalytiques et présentent une capacité 
d’adsorption de gaz et de vapeurs [41]. 

 
Associée aux techniques de déshydratation par le froid, au même titre que la 

lyophilisation, la zéodratation est basée sur l’utilisation couplée de l’évaporation sous vide 
(avec apport modéré d’énergie thermique) avec l’utilisation de zéolithes dont les pores de 
petite taille, adsorbent la vapeur d’eau émise par le produit lors de l’évaporation ou de la 
sublimation. Par conséquent, contrairement à la lyophilisation, la zéodratation ne nécessite 
pas de système de réfrigération pour capter la vapeur d’eau émise par le produit, puisque les 
vapeurs d’eau sont captées par les zéolithes. 

 

                                                 
1 Règle de Lowenstein : deux atomes d’aluminium ne peuvent pas être connectés par un atome d'oxygène 
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Un cycle de zéodratation comporte généralement 2 phases (Figure II.8): 
1. L’adsorption dont le mécanisme repose sur la surface fortement polaire des pores des 

zéolithes (les liaisons sont par conséquent de très faible énergie). Ainsi le produit à 
déshydrater est placé sur des plateaux dans une enceinte (cuve, baratte, tunnel), de 
manière à obtenir le rapport surface/volume le plus important possible, afin de réduire 
les gradients d’humidité dans la masse du produit. Ensuite les plateaux sont placés sur 
les radiants qui apportent l’énergie nécessaire à l’évaporation ou à la sublimation et 
l’enceinte est mise sous vide pouvant atteindre des pressions inférieures à 100 Pa. Une 
fois que l’humidité résiduelle souhaitée est atteinte, la déshydratation est terminée. Le 
vide est alors réduit et le produit est retiré de l’enceinte. 

2. La régénération de la zéolithe, lors de laquelle celle-ci est chauffée à température 
élevée (250 à 300°C) permet la désorption des molécules d’eau adsorbées sur les 
zéolithes par changement d’état (passage à l’état gaz). Cette vapeur d’eau est ensuite 
condensée par refroidissement puis évacuée. La capacité de désorption des zéolithes 
influe sur le nombre de répétitions de cycles de déshydratation [42]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure II.8. Etapes du processus de zéodratation [42] 
1. l’adsorption de l’eau ; 2. La régénération de zéolithes 

  
La société française ZéoDry+Plus [43] indique les avantages de la zéodratation en 

marquant plusieurs aspects. Ainsi, d’un point de vue qualitatif, cette technique est capable 
d’assurer la préservation de la structure, des couleurs, des arômes et des principes actifs du 
produit. Economiquement, elle nécessite une consommation d’énergie inférieure à celle des 
autres procédés de séchage. La rapidité du cycle de séchage (environ 12 heures) contribue au 
retour sur investissement sur une courte période. L’absence de fluides frigorigènes (fréon ou 
CFC) et les rejets limités à la vapeur d’eau font que ce procédé est considéré écologique et 
son utilisation appropriée dans le cadre du développement durable. 
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II. 3. EXTRACTION DE COMPOSES BIOACTIFS 
 
 Après un prétraitement adéquat le produit végétal peut être utilisé comme matière 
première pour l’obtention de principes actifs.  
 
 A cause de son utilisation facile et de son efficacité relativement élevée, l’extraction             

solide-liquide reste la technique la plus répandue pour la récupération et l’isolement des 

composés bioactifs.  
 Réalisée à l’aide d’un solvant, l’extraction solide-liquide est une opération physique 
de transfert de matière, qui se réalise principalement par diffusion moléculaire et par diffusion 
par convection. 
 L’extraction solide-liquide est régie par la première loi de Fick (équations 1 et 2) 
conformément à laquelle la quantité de substance qui diffuse par unité de temps est 
proportionnelle au gradient de concentration, à la direction et au sens de la diffusion [44].  
 
 

dx

dC
DA

d

dM
-=

t
  (II.1.) 

dx

dC
D

dA

dM
-=

× t
  (II.2.) où: 

M – quantité de substance extraite, kg  
τ – durée de l’extraction, s  
D – coefficient de diffusion, m2/s  
A – aire de la surface par laquelle se réalise l’extraction, m

2  

tdA

dM

×
 – vitesse d’extraction, kg/(m

2.s)  

dx

dC
 – gradient de concentration  

dC – différence de concentration à la limite de la couche solide  
dx – épaisseur de la couche de diffusion. 
 

Le coefficient de diffusion moléculaire est une caractéristique physique de la 
substance et il est déterminant pour la capacité de transfert de cette substance dans un milieu 
quelconque. Il représente la quantité de substance diffusée par unité de temps, par unité de 
surface dans les conditions d’existence d’un gradient de concentration égal à l’unité. Cette 

grandeur est inversement proportionnelle au rayon de la particule diffusante et directement 
proportionnelle à la température de diffusion [45]. 
  
 L’extraction solide-liquide de principes actifs de matériel végétal implique le transfert 
d’un ou de plusieurs solutés du solide vers un solvant tel que l’eau, l’éthanol, le méthanol, 

l’acétate d’éthyle, l’acétone, le chloroforme, l’hexane, l’heptane, pur ou en mélange. Le plus 

souvent la nature de solutés récupérés est inconnue et la totalité de solutés constitue ce qu’on 

appelle « un extrait » [46]. 
 Pendant l’extraction, la concentration des solutés à l’intérieur du matériel végétal varie 

conduisant à des conditions non stationnaires ou instables. Toute une série d’étapes 

phénoménologiques (Figure II.9) se déroule pendant la période d’interaction du produit 

contenant les particules d’intérêt avec le solvant qui réalise l’extraction.  
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Figure II.9. Etapes de l’extraction solide-liquide 

 
Ces étapes incluent : 

§ la pénétration du solvant dans la matrice végétale solide ; 
§ la solubilisation et / ou la décomposition de constituants ; 
§ le transport des solutés vers l’extérieur de la matrice solide ; 
§ la migration des solutés extraits de la surface externe de la matrice solide vers le 

solvant ; 
§ le déplacement des solutés par rapport à la matrice solide ; 
§ la séparation de solutés de la matrice solide [47]. 

Comme résultats de ces phénomènes, l’extraction peut être exprimée en termes de 

masse de solutés dissous par unité de temps, ou plus communément, comme un échange de la 
concentration en solutés du solide par unité de temps. Vu que les étapes élémentaires 
mentionnées précédemment ont des durées différentes, la durée totale du processus 
d’extraction est déterminée par l’étape la plus lente ou par l’étape qui contrôle le processus. 

 
L’extraction solide-liquide est influencée par différents facteurs dont un des plus 

importants est lié au matériel végétal.  
Les matrices végétales ont une structure complexe formée par des cellules, des espaces 

intercellulaires, capillaires et pores. Les principes actifs peuvent être présents à l’intérieur ou à 

l’extérieur des cellules végétales. Dans le premier cas, les parois cellulaires intactes et les 

membranes adhérentes constituent une résistance majeure à la diffusion. Elles affectent la 
perméabilité de solutés : les petites molécules passent avec une vitesse plus élevée que celles 
ayant des dimensions plus importantes conduisant à un transfert sélectif. La perméabilité des 
parois cellulaires et des membranes est élevée et la sélectivité diminuée par la dénaturation 
induite par la chaleur. De plus, les parois cellulaires formant la majorité de tissus de 
soutenance et certaines cellules de gestion sont lignifiées et réduisent le passage de principes 
actifs. Pour une meilleure extraction la matrice végétale est broyée sachant qu’au moins 

théoriquement la durée d’extraction varie inversement avec le carré de la dimension du solide. 

Une fois que la taille de particules diminue les ruptures extérieures de cellules constituent une 
proportion plus importante du volume total du solide et les caractéristiques de l’extraction par 

unité de masse changent [47].            
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II. 3. 1. Macération (M) 
 
 La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste 
en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, à température 
ambiante ou à température élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la 
solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une 

série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de 
l’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction etc. La macération commence avec le 

choix d’un solvant d’extraction adéquat. Après une étape de diffusion du solvant à l’intérieur 

des cellules végétales le processus continue avec la solubilisation de composés bioactifs qui 
vont migrer  de la matrice végétale vers le solvant environnant jusqu’à ce que l’équilibre de 
partage de concentration soit atteint [48].  
 
 

II. 3. 2. Extraction par solvant pressurisé (ASE) 
 
 L’extraction par solvant pressurisé est utilisée pour l’extraction de différents composés 
bioactifs de différents matériels végétaux tels que les caroténoïdes des aliments [49] ou les 
antioxydants de micro algues [50]. 
 Cette technique utilise les mêmes solvants que la macération mais à des pressions 
élevées (100 – 140 atm) ce qui permet de maintenir le solvant à l’état liquide à des 

températures supérieures à son point d’ébullition (50 – 200°C). Dans ces conditions, le 
solvant présente des propriétés favorisant le processus d’extraction telles qu’une viscosité 

réduite, des coefficients de diffusion élevés conduisant à de bonnes cinétiques de dissolution 
et favorisant la désorption de solutés de la matrice végétale [51].  

La Figure II.10 illustre un système d’extraction par solvant pressurisé.  
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Figure II.10. Schéma d’un système d’extraction par solvant pressurisé [52] 

 
L’échantillon solide est introduit dans une cellule d’extraction en acier qui est ensuite 

placée dans un four et remplie avec le solvant d’extraction. Afin d’éviter la surpression, une 

valve statique s’ouvre et se ferme automatiquement si la pression dépasse la limite pré établie. 

Le solvant qui s’échappe est collecté dans un récipient. Les cycles d’extraction statique 

peuvent être répétés plusieurs fois afin d’optimiser  l’extraction  et sont suivis par un rinçage 
au solvant frais afin de nettoyer la cellule. Tout l’extrait est purgé avec du gaz comprimé, en 

général azote, dans le récipient de collecte [53-54]. En fonction de sa concentration l’extrait 
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peut être soumis à l’analyse soit directement, soit après une concentration des solutés par 

différentes méthodes telles que l’évaporation sous vide.  
 Richter et al. [53] indiquent deux principales raisons pour justifier l’amélioration de 

l’extraction par utilisation de solvants pressurisés par rapport aux autres techniques existantes:  
1. l’effet de la solubilité et du transfert de matière :  

§ l’utilisation de températures élevées augmente la capacité des solvants à solubiliser 

les solutés ; 
§ l’augmentation de la température d’extraction conduit à des taux de diffusion plus 

importants ; 
§ l’apport de solvant frais augmente le gradient de concentration entre la solution de 

la cellule d’extraction et la surface de la matrice végétale en améliorant le transfert 

de matière et le rendement d’extraction ; 
2. les perturbations des équilibres de surface : 

§ dues à l’effet de la température : 
Ø les températures élevées peuvent détruire les fortes interactions (liaisons van der 

Waals,  liaisons hydrogène, attractions dipôle-dipôle) existant entre les solutés et 
la matrice ; 

Ø les températures élevées diminuent la viscosité du solvant (lui permettant une 
meilleure pénétration dans les cellules de la matrice végétale) et diminuent la 
tension de surface du solvant, des solutés et de la matrice en assurant un meilleur 
contact de solutés avec le solvant ; 

§ dues à l’effet de la pression : 
Ø si les pressions utilisées sont assez importantes le solvant peut atteindre des 

températures supérieures à la température d’ébullition ; 
Ø à cause de la pression, le solvant pénètre plus facilement la matrice végétale en 

assurant le contact avec des solutés qui dans des conditions atmosphériques ne 
peuvent pas être contactés ; 

Ø le solvant pressurisé assure un contact plus rapide avec les solutés.   
 
 

II. 3. 3. Extraction assistée par ultrasons (USAE) 
 

Un autre mode d’extraction de solutés à partir de différentes matrices végétales [55-61]  
dans un temps court est l’extraction assistée par ultrasons.  
 
 
 
 
 
 
 

Figure II.11. Fréquences des ondes sonores et leurs applications 
 

Les ultrasons sont des ondes mécaniques ayant une fréquence supérieure à celle 
audible par les êtres humains (Figure II.11) ce qui peut assurer une meilleure pénétration du 
solvant dans le matériel végétal et améliorer le transfert de matière. 

L’effet des ultrasons sur un fluide est dû à l’action de la pression acoustique et 

hydrostatique sur le milieu. A basse intensité, la pression acoustique induit un mouvement à 
l’intérieur du fluide. Pendant la phase d’expansion d’un cycle, à des intensités élevées, la 

pression locale diminue sous la pression de vapeur de liquide causant l’augmentation de 
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bulles créées à partir de noyaux gazeux existant dans le fluide (Figure II.12). Cette 
augmentation génère des pressions de transition négatives et produit de nouvelles cavités par 
l’effet de tension sur le fluide. Au moment de la dimension critique les bulles implosent 

pendant le cycle de compression. Ce processus de compression-raréfaction des molécules du 
milieu et le collapse de bulles est appelé « cavitation » [62-64]. 

compression compression compression
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Figure II.12. Génération des bulles de cavitation par l’action des ultrasons [65] 

 
Les cavitations peuvent être générées proche de la surface du matériel végétal             

(Figure II.13A). Au cours du cycle de compression les bulles explosent (Figure II.13B) et un 
micro jet dirigé vers le matériel végétal est créé (Figure II.13B et C). La pression locale 
élevée (1000 atm) et la température élevée (5000 K) impliquées dans ce processus peuvent 
détruire les parois de cellules de la matrice végétale et leur contenu peut être libéré dans le 
milieu environnant (Figure II.13D).  
 
 
 
 
 

 
 
 
         

 

 
 

Figure II.13. Explosion de bulles de cavitation et libération du matériel végétal [26] 
A. génération de bulles de cavitation; B. explosion de bulles; C. création de micro jet; D. libération de solutés 
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II. 3. 4. Extraction assistée par microondes (MWAE) 
 
 Découvertes mathématiquement par Maxwell et vérifiées expérimentalement par 
Hertz les microondes sont des radiations électromagnétiques de haute fréquence allant de        
300 MHz à 300 GHz avec des longueurs d’onde entre 1 m et 1 mm [66] constituées d’un 

champ électrique et d’un champ magnétique perpendiculaires (Figure II.14).  

Champ

électrique

Champ

magnétique

 
Figure II.14. Représentation graphique d’un champ électromagnétique 

 
La capacité d’un solvant à absorber l’énergie microondes et de la transmettre sous 

forme de chaleur vers les molécules environnantes dépend partiellement du facteur de                      
dissipation (tan δ) représenté par l’équation : 
 

'

''

tan
e

e
d =  (II.3.)  [66]  où 

ε
’’ – perte diélectrique (mesure de la conversion de l’énergie microondes en chaleur) 

ε
’ – constante diélectrique (mesure de la polarisabilité d’une molécule sous l’action d’un champ électrique). 

 
 Les molécules polaires et les solutions ioniques absorbent très bien l’énergie 

microondes dû à leur moment dipolaire permanent. En revanche, les solvants apolaires ne 
s’échauffent pas sous l’action d’un champ électromagnétique. Le Tableau II.9 présente les 

propriétés diélectriques des solvants couramment utilisés en extraction à 2450 MHz et à 
température ambiante. 
 

Tableau II.9. Constante diélectrique et facteur de pertes pour différents solvants [54, 67-68] 

Solvant Constante diélectrique (ε’) (Debye) Perte diélectrique (ε’’) 
Eau  

Acétonitrile 
Acétone 
Ethanol 

Méthanol 
Acétate d’éthyle 

Hexane 
2-propanol 

Dichlorométhane 

78,3 
37,5 
20,7 
24,3 
32,6 
6,5 
1,89 
19,9 
8,9 

1,87 
3,44 
2,69 
1,69 
2,87 
0,5 

 
1,66 
1,14 

 
 Dans le cas de l’extraction conventionnelle, au moment du chauffage, l’énergie 

thermique est transférée de l’extérieur vers l’intérieur de l’échantillon par conduction et 
convection alors que lors de l’extraction assistée par microondes le chauffage se fait en 

volume de l’intérieur vers l’extérieur (Figure II.15).  
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Figure II.15. Principes du chauffage classique et assisté par microondes 
 
 

Dans l’extraction assistée par microondes les ondes électromagnétiques pénètrent dans 
l’échantillon et l’énergie est transformée en chaleur par deux mécanismes : la conduction 
ionique et la rotation de dipôles. La conduction ionique implique le mouvement des ions 
d’une solution sous l’action d’un champ électromagnétique. Les frictions entre la solution et 
les ions génèrent de la chaleur. Le deuxième mécanisme (Figure II.16) est basé sur le fait que 
les molécules polaires (telles que l’eau, le méthanol, l’éthanol etc.) sont dipolaires et 

présentent des extrémités positives et négatives.  

  
 

A B C 

Figure II.16. Comportement de molécules dipolaires [69] 
A. agitation thermique; B. action de champ électrique; C. action de microondes 

 
Normalement ces molécules dipolaires ont un mouvement brownien. Sous l’effet d’un 

champ électrique les molécules s’orientent dans le sens de celui-ci. Plus l’intensité du champ 

électrique est importante, plus l’agitation thermique des molécules diminue en terme 

d’importance. Au moment où toutes les molécules sont orientées, un moment dipolaire global 
s’installe. Sous l’action d’une radiation microondes les molécules polarisées s’orientent dans 

la direction du champ, se désorientent si l’action de microondes disparaît et s’orientent de 

nouveau, dans l’autre direction si les microondes sont réappliquées [70-71]. Les forces 
d’interaction intermoléculaires (les liaisons d’hydrogène, les liaisons Van der Waals), qui 

s’opposent à la rotation de dipôles, provoquent des frictions internes et finalement du 

chauffage. Sous l’action des microondes, les molécules dipolaires s’alignent rapidement en 
fonction du champ électromagnétique (4,9 x 109 fois par seconde) et commencent à vibrer en 
libérant aussi de la chaleur [67]. Cette chaleur conduit à une augmentation importante de la 
température à l’intérieur du solvant d’extraction et/ou à l’intérieur du matériel végétal en 
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provoquant une surpression interne et conduisant finalement à la rupture de cellules. Les 
solutés se trouvant à l’intérieur de cellules peuvent migrer facilement vers l’extérieur et 

peuvent soit constituer directement l’extrait (cas de l’extraction assistée par microondes sans 
solvant) soit se mélanger avec le solvant environnant qui est capable de les solubiliser (cas de 
l’extraction assistée par microondes avec solvant) [72].  

L’extraction assistée par microondes se 

déroule dans des équipements spécifiques dont 
les principaux éléments constitutifs sont :  

§ le magnétron (source des ondes 
électromagnétiques) (Figure II.17) ; 

§ le guide d’ondes qui sert pour la 

propagation des microondes vers 
l’enceinte de l’appareil ; 

§ l’applicateur microondes qui peut être 

de proximité (échantillon ciblée 
directement), monomode (échantillon  
introduit dans un récipient placé dans le 
guide d’ondes) ou multi-modes (les 
microondes agissent de façon aléatoire 
sur l’échantillon) [73]. 

�
�

�

�

�
 

Figure II.17. Schéma d’un magnétron [74] 
1 – anode, 2 – cathode,  

3 – espace d’interaction (vide poussé),  
4 – cavité de résonance, 5 – circuit de chauffage 

Influencée par toute une série de facteurs tels que : la nature du solvant, le rapport 
matrice végétale : solvant et la surface de contact entre les deux, la durée, la puissance 
microondes, la température atteinte au cours du processus [75], cette technique d’extraction 

peut être utilisée pour l’obtention de composés phénoliques [76-77], de terpènes [78-80], de la 
pectine [81-82] etc. 

 
 

II. 4. CARACTERISATION DES EXTRAITS  
 
 

II. 4. 1. Analyse par chromatographie de haute performance sur couche 
mince (HPTLC) 
 
 La chromatographie de haute performance sur couche mince (HPLTC) est une forme 
améliorée de la chromatographie sur couche mince (TLC). A la place des plaques de silice sur 
aluminium recouverte de particule de silice d’environ 10 µm (spécifique à la TLC) elle utilise, 
le plus souvent, des plaques en verre recouverte de particule de silice d’environ 5 µm. Ces 

particules peuvent être greffées par différents types de groupements (chaîne alkyle C18, NH2 

OH etc.). L’HPTLC permet l’emploi de nouvelles procédures de migration de la phase mobile 
(chambre horizontales) et des systèmes améliorés (automatiques) pour déposer les 
échantillons. Elle est reconnue pour permettre une séparation plus efficace dans un temps plus 
court en nécessitant de faibles volumes de phase mobile.  

Les principaux paramètres qui influent l’efficacité de la séparation de solutés d’un 

mélange ainsi que leur résolution sont les coefficients de partage, les facteurs de rétention, la 
sélectivité de la phase mobile et celle de la phase stationnaire pour les solutés.  
 Afin d’obtenir la meilleure séparation chromatographique, dans un temps court et sur 

une distance de migration minimale les conditions de séparation sur un support spécifique 
doivent être optimisées par un bon choix des solvants constituant la phase mobile qui doivent 
être mélangés dans des proportions adéquates [83]. 
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 L’utilisation de l’HPTLC comporte plusieurs étapes. Premièrement, l’échantillon est 

déposé sur la plaque. Ensuite la plaque est soumise au développement ou élution et à 
l’évaluation (une dérivation peut être nécessaire). Les étapes peuvent être automatisées mais 
la plaque, qui est la pièce centrale d’un système HPTLC, doit être portée manuellement d’une 

étape à l’autre. 
 Des nombreux avantages peuvent être attribués à l’utilisation de l’HPTLC : 

§ les résultats visuels : les informations obtenues sont facilement observables ; 
§ la simplicité ; 
§ l’analyse simultanée de plusieurs échantillons dans les mêmes conditions 

chromatographiques en utilisant un très faible volume de phase mobile ;  
§ la rapidité : due à l’absence du temps d’équilibrage et au temps court d’élution ; 
§ la flexibilité : plusieurs paramètres peuvent être optimisés pour améliorer la 

séparation ; 
§ l’unique utilisation de la plaque ; 
§ la détection multiple. 

 
   

II. 4. 2. Analyse par chromatographie liquide de haute performance 
(HPLC) 
 

La chromatographie liquide de haute performance est une technique analytique qui 
permet la séparation des constituants d'un mélange se trouvant en phase homogène liquide. 
Son principe repose sur l'équilibre des concentrations des composés à séparer entre deux 
phases en contact : la phase stationnaire (colonne chromatographique) et la phase mobile qui 
se déplace. La séparation est basée sur la rétention différente des constituants présents dans la 
colonne. Ces derniers la parcourent avec des temps variables et liés à leurs propriétés 
intrinsèques (taille, structure etc.) et à leur affinité respective pour la phase stationnaire et 
pour la phase mobile. A leur arrivée en bout de colonne, le détecteur mesure en continu la 
quantité de chacun des constituants du mélange. 

 

L’analyse HPLC se réalise à l’aide d’un système constitué de quatre modules 

principaux :  
1. un système de pompage ; 
2. une système d’injection de l’échantillon dans la colonne chromatographique ; 
3. une colonne chromatographique ; 
4. un détecteur.  

 
LE SYSTEME DE POMPAGE  

La pompe permet de prélever l’éluant, d’en réguler le débit et de maintenir la pression 

de l’ensemble. Sur une chaîne HPLC classique, le système de pompage est capable de 

refouler le liquide jusqu’à une pression de 400 bars. En pratique, la pression de travail ne 
dépasse généralement pas 250 bars. 

Un système de pompage peut être utilisé selon deux modes différents : 
§ mode isocratique (la composition de la phase mobile est constante au cours du 

temps) :  
Ø consiste à faire délivrer par la pompe les mêmes proportions de solvant durant 

toute l’analyse ; 
Ø mode d’élution très simple à mettre en œuvre ; 
Ø ne nécessite pas de temps de rééquilibrage de la colonne HPLC entre deux 

analyses ; 



Valorisation des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits par extraction des composés bioactifs  

 

 

Références bibliographiques : p. 118-125                                         104 
 

§ mode gradient d’élution (la composition de la phase mobile varie au cours du 
temps) :  
Ø nécessite au minimum deux solvants ; 
Ø assure une variation des proportions des constituants du mélange éluant ;  
Ø permet de réduire le temps d’analyse d’un mélange complexe contenant différents 

composés de polarités très variées en conservant une séparation satisfaisante des 
analytes ; 

Ø nécessite un temps de rééquilibrage dans les conditions initiales entre 2 analyses. 
 

LA VANNE D’INJECTION A BOUCLE EXTERNE 
Le plus souvent avec six voies, elle présente 2 temps de fonctionnement (Figure 

II.18) : 
1. le chargement (load) : la boucle d’injection (dont le volume est choisi en fonction de la 

taille de la colonne et de la concentration des produits à analyser) est remplie à 
pression atmosphérique à l’aide d’une seringue ; 

2. l’injection (inject) : l’éluant issu de la pompe HPLC circule dans la boucle, entraînant 
l’échantillon dans la colonne. 
Cette modalité d’injecter l’échantillon dans la colonne permet le passage de la 

pression atmosphérique (boucle d’injection) à une pression beaucoup plus importante 

(existante dans la colonne chromatographique) sans que l’équilibre du système ne soit 
perturbé ce qui assure un bon déroulement des analyses à effectuer. 

1 2

3
45

6

1 2

3

45
6

LOAD INJECT

Boucle 

d’injection

Boucle 

d’injection

2 – pompe, 

3 – colonne, 

5 – poubelle « inject », 

6 – poubelle « load »  
Figure II.18. Principe de fonctionnement d’une vanne d’injection à six voies 

 .  
LA COLONNE CHROMATOGRAPHIQUE  

Elle assure la séparation chromatographique des solutés de l’échantillon injecté. Ses 

performances sont reliées à la nature de sa phase stationnaire, à sa longueur, à son diamètre et 
à la taille de ses particules. Généralement, une colonne HPLC a une longueur de 5 à 30 cm,  
un diamètre interne de 1 à 4,6 mm et une taille de particules comprise  entre 3 et 5 μm. Le 

débit du solvant est adapté en fonction du diamètre de la colonne : 20 à 100 μL.min
-1 pour une 

colonne de 1 mm et de 0,5 à 2 mL.min-1 pour une colonne de 4,6 mm de diamètre. Une large 
panoplie de phases stationnaires est disponible, plusieurs modes d’interactions (polaires, 

apolaires, ioniques etc.) pouvant être développés en fonctions des caractéristiques des 
molécules à analyser.  
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LE DETECTEUR  
Il assure la visualisation des solutés élués de la phase stationnaire.  
Le choix du mode de détection est basé principalement sur les caractéristiques 

physico-chimiques des solutés. Si les solutés possèdent un ou plusieurs groupements 
chromophores (le cas de composés phénoliques) l’utilisation d’une détection par UV est 

justifiée. Pour la détection de solutés non volatils (qu’ils possèdent ou non un groupement 

chromophore) un détecteur évaporatif à diffusion de la lumière (DEDL) peut être utilisé. Les 
composés triterpéniques, qui n’absorbent pas en UV au-delà de 210 nm et qui sont non 
volatils seront par exemple détectés avec le DEDL. Ces deux types de détecteurs à côté de la 
spectrométrie de masse sont parmi les plus utilisés pour la détection de principes actifs des 
échantillons végétaux. 
 
La détection spectrophotométrique (UV-Vis)  

Ce mode de détection est le plus courant. Il assure la meilleure combinaison de 
sensibilité, linéarité et versatilité pour la détection des composés possédant des groupements 
chromophores. La plupart des solutés absorbent les radiations UV entre 200-350 nm y 
compris toutes les substances contenant une ou plusieurs doubles liaisons et toutes les 
substances ayant des électrons libres (les composés au noyau aromatique, les composés 
contenant des groupements fonctionnels tels que >CO, >CS, -N=O etc.).  

La relation entre l’intensité de la lumière UV transmise à travers la cellule du 

détecteur et la concentration du soluté est soumise à la loi de Lambert-Beer:  
 

Cl
I

I
A ××=ú

û

ù
ê
ë

é
= e0log  (II.4.) où : 

I0 – intensité de la lumière monochromatique incidente envoyée sur l’échantillon 
I – intensité de la lumière transmise 
ε – coefficient d’absorptivité molaire du soluté (dépend de la longueur d’onde) 
l – longueur du trajet optique 
C – concentration de l’espèce détectée 
 

La longueur d’onde du détecteur doit être sélectionnée en fonction des groupements 

chromophores des molécules à détecter. Afin de limiter les interférences et la faible sensibilité 
liée à l’absorbance de la phase mobile (la plupart des solvants utilisés en HPLC absorbant à 
des faibles longueurs d’onde (Tableau II.10), il est préférable de choisir une longueur d’onde 

supérieure à 230 nm. 
 

Tableau II.10. Valeurs cutoff en UV pour les solvants les plus utilisés [84] 

Solvant UV cutoff (nm) 
Acétonitrile 

Dichlorométhane 
Acétate d’éthyle 

n-Hexane 
Méthanol 

2-Propanol 
Eau 

190 
233 
256 
192 
205 
205 

<190 
  

Un des détecteurs UV les plus utilisés est celui à barrette de diodes dont le système 
optique est illustré dans la Figure II.19. 

La source de radiation est une lampe au deutérium (1) pour longueur d’onde comprise 

entre 190 nm et 400 nm et tungstène de 400 à 800 nm. Sa lumière est focalisée par une lampe 
miroir (2) placée à l’entrée de la cuve à circulation (3) avec des guides d’ondes 

optofluidiques. La lumière sort de la cuve à circulation à l’autre extrémité et est focalisée par 
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le miroir grossissant (4) à travers de l’ensemble des fentes (5) sur une lumière de réseau 
holographique (6) étant dispersée sur la barrette de diodes (7). Cela permet un accès simultané 
à toutes les longueurs d’onde UV-Vis et aux spectres d’absorption des solutés [85]. 

 
Figure II.19. Le système optique d’un détecteur à barrette de diodes [85] 

1. lampe UV ; 2. lampe  miroir; 3. cuve à circulation ;  
4. miroir grossissant ; 5. micro fente ; 6. réseau ; 7. barette de diodes 

  
Le détecteur évaporatif à diffusion de la lumière (DEDL) 

Le DEDL est un autre détecteur souvent utilisé lors de l’analyse d’un extrait végétal 

par HPLC puisqu’il permet la détection de toute molécule dès lors qu’elle est moins volatile 

que la phase mobile. Il permet ainsi de détecter les composés non volatils sans chromophores. 
Son principe de fonctionnement est représenté dans la Figure II.20. Brièvement la solution 
sortant de la colonne chromatographique subit une nébulisation homogène sous l’action d’un 

flux d’azote (Figure II.20A). Les microgouttelettes formées sont sélectionnées en fonction de 
leur taille et les plus petites sont emportées par le gaz vecteur et passent dans un tube 
d’évaporation où leur diamètre s’amoindrit jusqu’à transformer les molécules contenues dans 

l’éluant en particules solides (Figure II.20B). Ces particules passent au travers d’un faisceau 

laser entraînant sa diffusion. Un détecteur, placé à un angle de 120° recueille une partie de la 
lumière diffusée dépendant de la concentration initiale en solution de ces particules solides 
(Figure II.20C) [86].  

Cette détection présente une bonne sensibilité et la nature des composés n’a qu’un 
faible impact sur la mesure de leur concentration. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

   
 

 
 

Figure II.20. Fonctionnement d’un détecteur évaporatif à diffusion de la lumière [86] 
A. nébulisation de l’échantillon ; B. évaporation de la phase mobile ;  

C.  diffusion de la lumière par les particules 
  

L’avantage du détecteur évaporatif à diffusion de la lumière (DEDL) est représenté 
par sa grande universalité puisque tout composé moins volatil que le solvant d’élution est 

détecté. Ce détecteur offre donc une différence de détection et une complémentarité vis-à-vis 
de l’UV. 

A B C 



II. Matériels et méthodes utilisés pour l’extraction des composés bioactifs 

 

 

Références bibliographiques : p. 118-125                                          107 
 

La détection par spectrométrie de masse (MS) 
Est basée sur l’ionisation de molécules sous l’action d’une énergie élevée qui conduit 

à la rupture des liaisons interatomiques et par conséquent à l’apparition de fragments chargés 

(z) ayant une masse déterminée (m) et caractérisés par le rapport m / z. Ces caractéristiques 
offrent des informations sur la structure de molécules étudiées (Figure II.21). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure II.21. Principe de fonctionnement d’un spectromètre de masse [87]  
 

L’analyse de composés bioactifs végétaux par spectrométrie de masse implique 

différentes étapes : 
1. introduction de l’échantillon dans l’appareil et transformation des analytes en 

vapeurs ; 
2. ionisation de molécules gazeuses ; 
3. accélération des ions et focalisation en fonction du rapport m / z en utilisant des 

lentilles électroniques pour l’augmentation de l’énergie cinétique des ions ; 
4. séparation des faisceaux d’ions ayant des rapports m / z différents ; 
5. détection des ions séparés à l’aide d’un détecteur qui quantifie les charges électriques ; 
6. enregistrement du spectre de masse, représentant l’abondance des ions en fonction de 

leur rapport m / z [88].  
 

Ces étapes se déroulent dans un spectromètre de masse équipé avec :  
§ une source d’ions responsable du processus d’ionisation qui peut se réaliser par : 

nébulisation à pression atmosphérique (ESI, APCI, APPI) ; 
§ un analyseur tel que : les filtres quadripolaires, le piège à ions, l’analyseur à temps de 

vol ; 
§ un détecteur qui collecte et enregistre le signal [89]. 

Parmi les sources d’ionisation utilisées pour l’analyse de composés extraits de plantes 

(fruits et résidus de fruits inclus) le plus souvent sont mentionnées : ESI [90-93], APCI [94]. 
En ce qui concerne les analyseurs les différentes études indiquent fréquemment 

l’utilisation du triple quadripôle [95]. 
 
Prenant en considération ces observations nous avons utilisé au cours de cette thèse un 

spectromètre de masse équipé d’une source ESI et APCI et d’un triple quadripôle. Le principe 
de fonctionnement de ces trois modules est donc présenté ci dessous.  

Injection de 
l’échantillon 
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de l’échantillon 

Ionisation de 
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Source d’ionisation par électrospray (ESI) 
 Introduite pour la première fois en 1968 par Dole et couplé à la spectrométrie de 
masse en 1984 par Yamashita et Fenn, l’ESI est une des techniques d’ionisation les plus 
douces qui n’entraîne que très peu de fragmentation des ions formés [96].  

L’ionisation par électrospray est utilisable notamment pour l’analyse de molécules 

polaires. La préparation de l’échantillon contenant ce type de composés se réalise par 

dissolution à une concentration adéquate dans un mélange d’eau avec un solvant organique 

volatil tel que MeOH, iPrOH, MeCN. Dans le cas de l’analyse en mode d’ionisation positif 

une proportion d’acide formique ou d’acide acétique est souvent rajoutée afin de faciliter la 
formation d’ions chargés positivement. En mode d’ionisation négatif il est nécessaire que les 

molécules d’analytes soient sous forme d’ion chargé négativement ce qui implique souvent 
l’ajout d’une solution de formiate d’ammonium ou d’une amine volatile. 

L’échantillon ainsi obtenu est transporté par un capillaire placé à un potentiel élevé       
(1 à 4 kV) positif ou négatif. Un spray de gouttelettes chargées sort du cône de Taylor. La 
taille de ces gouttelettes diminue par évaporation sous l’action d’un flux d’azote chauffé qui 

traverse le front de la source d’ionisation (Figure II.22). Les ions se forment à pression 

atmosphérique et passent par un orifice conique dans une région intermédiaire en arrivant 
finalement sous vide poussé à l’analyseur du spectromètre de masse [96-97]. 

Figure II.22. Représentation schématique d’une source d’ionisation type ESI [98] 

 
Source d’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) 

Introduite par Horning en 1970 pour l’ionisation de molécules peu polaires de petites 
masses moléculaires, l’APCI conduit généralement à des ions mono chargés [99]. Son 
principe de fonctionnement est illustré dans la Figure II.23. Brièvement, un nébuliseur 
pneumatique à azote est utilisé pour former un aérosol à l’intérieur d’une chambre (le 

vaporisateur) chauffée à des températures élevées (350 – 500°C). L’effluent à analyser est 

évaporé et mélangé ensuite avec le gaz nébuliseur ce qui permet aux analytes d’arriver à 

l’électrode à décharge corona constituée d’une aiguille et d’une chambre de nébulisation qui 

sert de contre-électrode. L’application d’une différence de potentiel élevée (±2 – 3 kV) sur 
cette électrode, provoque une décharge corona (décharge électrique lumineuse) de ~2 – 3 μA. 

Cette décharge ionise le gaz ambiant et crée un plasma autour de la pointe de l’aiguille. Les 
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ions radicalaires du plasma participent ensuite à des réactions chimiques qui donnent lieu à 
des transferts de protons et à l’ionisation des analytes [100]. 
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Figure II.23. Source d’ionisation APCI [101] 

1 – ionisation des molécules de solvant ; 2 – formation des clusters ; 3 – declustering 
 
Analyseur quadripôle 

Cet analyseur est constitué de quatre barres d’une longueur de 10 à 20 cm couplées 

deux par deux et raccordées de telle façon qu’une différence de potentiel puisse être créé entre 
elles. Deux barres sont chargées positivement et deux négativement et pour chaque paire 
d’électrodes un voltage décalé de 180° est appliqué. De plus, un champ de haute fréquence est 

appliqué ce qui fait que le quadripôle ne nécessite pas la présence d’un électroaimant.   
Les tensions alternatives de paires de barres de quadripôle sont déphasées, le champ 

obtenu est donc constitué de deux parties : une fixe et l’autre variable. Les ions sortant de la 

chambre d’ionisation arrivent dans le quadripôle. Ici, ils sont soumis à une force d’intensité et 

de direction variables ce qui fait que leurs trajectoires sont complexes et parfois instables [96]. 
Seuls les ions de m/z adéquat auront une trajectoire stable leur permettant de traverser 
l’analyseur et seront détectés (Figure II.24). 
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Figure II.24. Représentation schématique d’un analyseur quadripôle [102] 

 
 

II. 4. 3. Analyse par chromatographie en phase supercritique (SFC) 
 

Cette technique de séparation chromatographique utilise comme phase mobile, un 
fluide ou un mélange des fluides en état supercritique. C’est une technique complémentaire 

aux chromatographies en phase gazeuse et en phase liquide [103]. Son emploi présente 
plusieurs avantages parmi lesquels nous pouvons citer :  

§ le pouvoir de solubilisation d’un liquide et la faible viscosité d’un gaz ; 
§ la grande efficacité par unité de temps due à la diffusion rapide des composés d’intérêt 

dans les fluides supercritiques ; 
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§ la sélectivité importante due aux interactions des solutés avec la phase éluante 
supercritique et avec la phase stationnaire ; 

§ la possibilité d’utiliser des systèmes de détection identiques à la chromatographie en 
phase liquide (UV, DEDL, MS) ; 

§ la facilité d’évaporer la phase mobile par simple détente etc. [104].  
 
Différents types de fluides peuvent être utilisés en tant que phase mobile pour la SFC. 

Les propriétés de quelques uns sont présentées dans le Tableau II.11. 
 

Tableau II.11. Propriétés de solvants qui peuvent être utilisés en SFC (d’après [105]) 

Solvant Température critique (°C) Pression critique (atm) Densité critique (g.cm-3) 
Dioxyde de carbone 
Eau 
Méthane 
Ethane 
Propane 
Ethylène 
Propylène 
Méthanol 
Ethanol 
Acétone 
Trifluorométhane 

30,9 
619,6 
- 82,5 
32,1 
96,6 
9,1 
91,7 

240,7 
240,7 
234,9 
25,8 

73,74 
220,6 

46 
48,7 
42,5 
50,4 
46 

80,9 
61,5 
47 

48,4 

0,469 
0,322 
0,162 
0,203 
0,217 
0,215 
0,232 
0,272 
0,276 
0,278 
0,526 

 
Parmi ces solvants, le CO2 

(Figure II.25) est le plus utilisé pour les 
raisons suivantes : 

§ facilité de manipulation (il atteint 
son état supercritique à une 
température de 31°C et à une 
pression de 73 bars) ; 

§ bon pouvoir solvant ; 
§ compatibilité de sa température 

critique avec la stabilité 
thermique des solutés et des 
silices greffées utilisées comme 
phases stationnaires;  

§ non-toxique, non-inflammable, 
non-corrosif, inodore, peu 
onéreux ; 

§ la récupération des solutés est 
aisée (par détente ou 
réchauffement) ; 

§ couplage possible avec différents 
types de détecteurs [104]. 
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Figure II.25. Diagramme de phase de CO2 (adapté de 

[106]) 

L’utilisation de CO2 en tant que phase mobile est conseillée surtout pour la séparation 
des composés non-polaires. L’analyse des composés plus polaires peut être améliorée par 

l’ajout d’un modificateur organique EtOH [107], MeCN, iPrOH [108], ou le 2,2,2-
trifluoroéthanol [109] ou MeOH qui est le co-solvant le plus employé [110]. Conformément 
aux résultats de l’étude réalisée par Ibañez et al. [111] ce co-solvant est capable de changer la 
rétention des analytes par l’augmentation du pouvoir de solubilisation de la phase mobile et 

par désactivation des sites actifs de la phase stationnaire. 
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En ce qui concerne les colonnes compatibles avec la SFC nous pouvons noter qu’il est 

intéressant de préciser que les phases stationnaires de l’HPLC peuvent servir aussi en SFC 

[112].   
Les équipements utilisés pour les analyses par chromatographie en phase supercritique 

ressemblent à ceux employés en HPLC. Tout de même, quelques aspects particuliers doivent 
être mis en évidence. Parmi ceux-ci le plus important concerne le contrôle précis de la 
température, de la pression et du débit du CO2, paramètres nécessaires pour maintenir la phase 
mobile en état supercritique et assurer ainsi la séparation chromatographique attendue et une 
bonne reproductibilité des résultats [113]. Pour cela le plus approprié est d’utilisé une pompe 

haute pression. Généralement les plus adéquates sont les pompes à piston, à membrane ou à 
seringue. Afin d’éviter le phénomène de cavitation qui peut conduire à une diminution de la 

capacité de pompage ou à des chocs de pression la pompe doit être refroidie afin que le CO2 
soit pompé liquide [114]. Un autre aspect critique porte sur la récupération des analytes après 
la détection qui peut se faire par la décompression de la phase mobile. Majewski et al. [114] 
stipulent que d’habitude ce processus doit se faire à une pression de plus de 5 bars afin 

d’éviter l’apparition de la glace dans le système.       
 
 

II. 5. FRACTIONNEMENT ET PURIFICATION DES EXTRAITS  
 

De nos jours, différentes méthodes permettant le fractionnement des extraits sont 
connues. Parmi celles-ci l’extraction liquide-liquide, la chromatographie de partage centrifuge 
et la chromatographie semi-préparative ont été utilisées au cours des travaux réalisées dans 
cette étude. La première technique citée nous a été utile pour le fractionnement des extraits de 
résidus de pommes alors que les deux autres techniques ont été développées pour le 
fractionnement des extraits de cerises. 

 
 Nous allons voir par la suite le principe de chacune de ces techniques. 
 
 

II. 5. 1. Extraction liquide-liquide (ELL) 
 
 La séparation par extraction liquide-liquide de certains constituants peu ou pas volatils 
se trouvant dans un mélange liquide, repose sur le transfert de matière entre deux phases 
liquides non miscibles, inertes aux réactions avec les solutés et ayant des masses volumiques 
différentes. Elle consiste à extraire une ou plusieurs molécules (les solutés) d’un milieu 

liquide (la solution) au contact d’un solvant dans lequel les solutés sont solubles.  
L’extraction liquide-liquide peut être réalisée dans des ampoules à décanter, 

extracteurs spécifiques etc. La solubilisation des analytes dans le solvant a lieu jusqu’à 

l’équilibre. Ceci est  lié à la vitesse de diffusion du soluté d’une phase à l’autre. La rapidité de 

l’extraction est proportionnelle à la différence de concentration en soluté entre les deux phases 
non-miscibles. L’agitation du milieu influe aussi le processus car elle augmente la surface de 
contact entre les phases favorisant ainsi la diffusion des solutés. La séparation des phases 
consiste dans la coalescence des fines gouttelettes de la phase dispersée en grosses gouttes, le 
regroupement de ces gouttes et leur rassemblement en une phase continue, distincte de l’autre. 

Elle se réalise par décantation gravimétrique ou par centrifugation et elle est d’autant plus 

rapide que les liquides ont des tensions superficielles élevées, et des masses volumiques 
suffisamment éloignées [115]. 
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II. 5. 2. Chromatographie de partage centrifuge (CPC) 
 
 La CPC a été introduite au Japon en 1982 et utilise un système bi-phasique                      
liquide-liquide sans support solide pour la phase stationnaire.  

La séparation est basée sur le partage des solutés entre ces deux phases liquides             
non-miscibles préparées par mélange de deux, trois ou plusieurs solvants. Une phase liquide 
est maintenue stationnaire dans la colonne (rotor) par un champ de force centrifuge constant 
généré par la rotation de la colonne contenant des cellules de partage. Ces cellules sont reliées 
entre elles par des conduits de section inférieure à celle des cellules de partage. L’autre phase 

liquide « mobile » est pompée au travers de la phase stationnaire (Figure II.26) [116]. Les 
solutés migrent à travers le rotor en fonction de leur coefficient de partage. 

L’utilisation de la CPC pour le fractionnement des extraits de plantes implique des 
systèmes constitués d’éléments usuels (pompe, injecteur, colonne CPC, détecteur, système 
d’enregistrement du signal et collecteur de fractions). 
 

 
  

Figure II.26. Vue générale d’un appareil CPC [117] 
 

Parmi les avantages de la CPC nous pouvons distinguer ceux dûs à : 
§ l’absence de support solide qui entraîne : 

Ø l’absence d’adsorption irréversible des solutés ;  
Ø peu de dégradation et de dénaturation des solutés ;  
Ø l’absence de déchets solides potentiellement contaminés ;  
Ø la récupération intégrale de l’échantillon ;  

§ l’usage de mélange de solvants qui assure :  
Ø une grande diversité de systèmes liquides bi phasiques ; 
Ø la récupération de la phase stationnaire à la fin de l’expérience (par extrusion).  

§ la possibilité de choisir le mode d’utilisation : les deux phases étant liquides, il est 
possible de choisir la phase stationnaire et la phase mobile. Conventionnellement, le 
mode est dit « normale » quand phase stationnaire est plus polaire que la phase mobile 
et « inverse » dans le cas contraire.  Nous pouvons également choisir de travailler en 
mode descendant (quand la phase mobile est plus lourde que la phase stationnaire) ou 
ascendant (la phase mobile est la plus légère) [117].  
 
En ce qui concerne les inconvénients de la CPC l’utilisation exclusive de liquides 

nécessite une bonne étanchéité du système afin d’éviter les fuites de solvants. L’appareil doit 

résister à l’augmentation de la perte de charge dans la colonne en rotation. D’autre part, 

l’injection de l’échantillon est une étape très importante qui impose l’emploi de systèmes de 

solvants capables de solubiliser l’échantillon en totalité [118].  
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II. 5. 3. Chromatographie semi-préparative (CSP) 
 

Les extraits de fruits ou de résidus de fruits peuvent être fractionnés également par 
chromatographie semi-préparative dont le principe est similaire à celui de l’HPLC mais en 

utilisant des colonnes de dimensions plus élevées (la longueur de la colonne peut varier                  
de 15 à 25 cm, son diamètre interne peut arriver même à 50 mm, la taille des particules peut 
atteindre 10 µm) et des débits de phase mobile plus élevés.  

Il est nécessaire de préciser que dans ce cas le système utilisé est plus robuste et 
implique l’existence d’une pompe pouvant délivrer d’importants volumes de solvant avec des 

pertes de charges allant de quelques bars jusqu’à plus de 100 bars. Les pompes à plusieurs 

voies permettent l’usage simultané de plusieurs solvants ou de mélanges de solvants ce qui 
permet le développement de gradients d’élution parfois nécessaires pour une bonne séparation 

des analytes. La collecte des fractions obtenues lors de la séparation chromatographique peut 
se réaliser manuellement ou automatiquement.     
 
  

II. 6. ACTIVITES ANTIOXYDANTES DES EXTRAITS BRUTS ET 
DES FRACTIONS 
 
 

L’activité antioxydante de fruits et de leurs résidus est reliée à la présence de certaines 

molécules appelées « antioxydants » capables d’inhiber les « radicaux libres » tels que les 
dérivés réactifs de l’oxygène et de l’azote responsables du stress oxydatif inter et/ou 
intracellulaire. 

Jusqu’à maintenant, un grand nombre de méthodes in vitro capables de quantifier 
l’activité antioxydante ont été mises au point. En fonction du mécanisme impliqué, ces 
méthodes se basent sur le transfert soit d’un atome d’hydrogène soit d’un électron d’un 

antioxydant vers les radicaux libres [119] afin que ceux-ci deviennent stables (Tableau II.12). 
 

Tableau II.12. Méthodes de détermination de l’activité antioxydante in vitro [120-121] 

Classe de 
méthodes 

Equation du mécanisme spécifique Exemples 

Transfert 
d’atome 

d’hydrogène 

AH   +   X�   →   XH   +   A�          (II.5)      
AH – antioxydant (donneur d’atome 

d’hydrogène) 
X� – radical libre (accepteur d’atome 

d’hydrogène) 
XH – radical libre inhibé 
A� – antioxydant stable 

§ Capacité d’absorption des radicaux 
libres (test ORAC) 

§ Capacité de piégeage des radicaux 
libres (test TRAP) 

§ Inhibition de l’oxydation de l’acide 

linoléique 
§ Inhibition de l’oxydation des 

lipoprotéines basse densité  

Transfert 
d’électron 

M(III)  +  AH  →  AH�  +  M(II)      (II.6)      
M(III) – antioxydant (donneur d’un électron) 
AH – radical libre (accepteur d’un électron) 
AH� – radical libre inhibé 
M (II) – antioxydant stable 

§ Pouvoir réducteur  (test FRAP) 
§ Réduction du radical stable DPPH. 
§ Contenu en phénols totaux        

(test FC) 
§ Capacité antioxydante en 

équivalents trolox (TEAC) 
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Au cours de la présente étude, les extraits bruts de résidus de pommes et les fractions 
obtenus par extraction liquide-liquide ont été soumis à différents tests in vitro afin de savoir 
s’ils présentent des activités antioxydantes. Ainsi, nous avons déterminé le contenu en 

composés phénoliques totaux, le contenu en flavonoïdes totaux et nous avons testé l’activité 

anti radicalaire et le pouvoir réducteur.  
 
Le principe de ces analyses est détaillé par la suite. 

 
 

II. 6. 1. Composés phénoliques totaux (Test Folin-Ciocâlteu) 
 

La nature précise du réactif Folin-Ciocâlteu est assez complexe, son obtention 
comportant plusieurs étapes. Ainsi, premièrement, un mélange constitué de 100 g de tungstate 
de sodium (Na2WO4.2H2O), 25 g de molybdate de sodium (Na2MoO4.2H2O), 100 mL d’acide 
chlorhydrique concentré, 50 mL d’acide phosphorique 85% et 700 mL d’eau est porté à 
ébullition pendant 10 h. Ensuite 150 g de sulfate de lithium (Li2SO4.4H2O) sont ajoutés afin 
d’obtenir la couleur jaune intense spécifique du réactif [121]. 

La méthodologie basée sur l’utilisation de ce réactif nécessite la présence d’un milieu 
hautement basique. Dans ce système les composés phénoliques sont énergiquement oxydés 
conduisant à la formation de dérivés d’oxygène (O2

.-). Ceux-ci réagissent avec le molybdate 
avec l’apparition de l’ion MoO

4+ qui absorbe fortement à 760 nm [122].  
 
Le contenu en composés phénoliques des extraits et des fractions obtenues lors de 

l’extraction liquide-liquide est déterminé par le test de Folin-Ciocâlteu. 
Les extraits et les standards dilués dans du MeOH sont mélangés avec du réactif de 

Folin-Ciocâlteu et un certain volume de solution de carbonate de sodium est rajouté. Le 
volume final est ensuite ajusté avec de l’eau ultra-pure. Après une période d’incubation de 2 h 

à l’abri de la lumière, les absorbances des échantillons sont lues à 760 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre. Les résultats s’expriment en équivalence d’acide gallique en utilisant une 
gamme étalon. 

 
 

II. 6. 2. Flavonoïdes totaux 
 
 Le contenu en flavonoïdes peut être facilement déterminé à l’aide du chlorure 

d’aluminium. Sous sa forme anhydre cette substance présente une structure de réseau            

hexa-coordinée [123]. En solution aqueuse elle est totalement ionisée ((Al(H2O)6
3+ ;                  

pK1,1 = 4,97–5,55). Ayant un caractère acide le chlorure d’aluminium est considéré comme un 

des plus forts acides de Lewis [124]. Des nombreuses recherches [125-129] ont été axées sur 
l’étude de sa capacité à former des complexes stables en présence de flavonoïdes et des 
mécanismes impliqués. A titre d’exemple, la Figure II.27 illustre le mécanisme de 
complexation de la quercétine proposé par Cornard et al. [130] après détection par 
spectroscopie électronique.  
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Figure II.27. Mécanisme de complexation de Al (III) par la quercétine [130] 

 
Afin de quantifier les flavonoïdes des extraits de résidus de pommes et de leurs 

fractions les échantillons sont mélangés en proportions égales avec une solution de faible 
concentration de chlorure d’aluminium. Après une incubation de 10 minutes à température 

ambiante à l’aide d’un spectrophotomètre on lit l’absorbance du mélange à 435 nm. Une 
droite d’étalonnage permet la détermination des quantités de flavonoïdes existants dans les 

échantillons. Les résultats s’expriment en équivalence de rutine [131]. 
 
 

II. 6. 3. Activité anti radicalaire (Test DPPH) 
 

Découvert en 1922, le DPPH est un radical libre stable ayant au centre de sa molécule 
deux atomes d’azote. Il peut être inhibé par transfert d’atome d’hydrogène, par transfert 

d’électrons (équations II.5 et II.6 du Tableau II.12) ou par perte séquentielle du proton-
transfert d’électron. En milieu aqueux le premier de ces trois mécanismes est prédominant. En 

revanche, en milieu non-aqueux les deux derniers mécanismes sont plus importants ce qui 
peut être expliqué par la capacité des solvants organiques à former des liaisons d’hydrogène 

fortes avec les antioxydants [132]. La forme radicalaire du DPPH peut être influencée 
négativement par d’autres facteurs tels que : la présence de la lumière ou le pH [133].   

 
La méthode du DPPH utilisée pour déterminer l’activité anti radicalaire des extraits de 

résidus de pommes et de leurs fractions implique donc la réduction d’une solution alcoolique 



Valorisation des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits par extraction des composés bioactifs  

 

 

Références bibliographiques : p. 118-125                                         116 
 

de l’espèce radicalaire DPPH
• en présence d’un donneur d’hydrogène (AH) ce qui conduit à la 

formation du DPPH-H non-radicalaire (Figure II.28). Cette réaction induit une perte de la 
couleur violette qui peut être facilement suivie par un spectrophotomètre à une                                
longueur d’onde de 517 nm. La rapidité de la perte de couleur est directement proportionnelle 

à l’activité antioxydante du donneur d’hydrogène.  
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Figure II.28. Réduction du radical DPPH• en présence d’un antioxydant 

 
 

II. 6. 4. Pouvoir réducteur (Test FRAP) 
 

Utilisé pour la première fois par Benzie et al. [134] le test FRAP implique la réduction 
du complexe tripyridyltriazine ferrique ((Fe(III)-TPTZ)2)c en un complexe tripyridyltriazine 
ferreux ((Fe(II)-TPTZ)2) par un antioxydant (Figure II.29).  
 

Fe (III) Fe (III)Fe (III) Fe (III)

 
 

Figure II.29. Réduction du complexe Fe(III)-TPTZ par un antioxydant 
 

Le pouvoir réducteur est relié au degré d’hydroxylation et à la présence des liaisons 

conjuguées des antioxydants. La réaction nécessite un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité 
du fer et se base totalement sur le transfert d’électron [135].  

L’apparition d’une couleur bleu intense (spécifique pour la tripyridyltriazine ferreux 

((Fe(II)-TPTZ)2) lors du contact avec les extraits de résidus de pommes et de leurs fractions 
indique la présence des composés antioxydants. Le changement de couleur est mesuré à 593 
nm et il est directement relié au pouvoir réducteur des antioxydants [120].  
 
 

DPPH• (violet) DPPH-H 

Fe (II)-TPTZ Fe (III)-TPTZ 
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CONCLUSIONS 
 
 

Le présent chapitre a eu pour but la présentation du cheminement que nous avons suivi 
pour la récupération des composés actifs existants dans sources d’origine végétale. 

 
Nous avons vu premièrement la description du matériel végétal choisi de cerises 

fraîches et de résidus de pommes.  
L’étude de leurs caractéristiques nous a permis de réaliser l’encadrement de chaque 

dans une certaine classe botanique. Nous avons présenté ensuite la composition chimique du 
matériel végétal en mettant l’accent surtout sur le contenu en principes actifs connu jusqu’à 

présent. Parmi ceux-ci nous pouvons citer les composés phénoliques tels que les 
anthocyanines et les acides phénoliques se trouvant abondamment présents dans les cerises 
mais aussi les composés triterpéniques et d’autres composés phénoliques, dans les résidus de 
pommes. 

 
Ce deuxième chapitre a inclut également la description des méthodes impliquées dans 

le processus de récupération des molécules bioactives du matériel végétal. Ainsi nous avons 
présenté le principe : 

§ du traitement du matériel végétal (congélation, zéodratation) ; 
§ des techniques d’extraction solide-liquide (macération, extraction par solvant 

pressurisé, extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par microondes) ; 
§ des méthodes de caractérisation des extraits (HPTLC, HPLC, SFC) ; 
§ des méthodes utilisées pour le fractionnement et la purification des extraits (extraction 

liquide-liquide, chromatographie de partage centrifuge, chromatographie semi-
préparative) ; 

§ des tests appliqués afin de déterminer l’activité antioxyandate des extraits (Test   
Folin-Ciocâlteu, flavonoïdes totaux, Test DPPH, Test FRAP).  

 
Le fait d’avoir caractérisé le matériel végétal et d’avoir présenté les étapes nécessaires 

pour  l’extraction et l’analyse des principes actifs extraits nous a permis de mieux choisir les 
conditions de déroulement de nos travaux de recherche dont les résultats seront discutés dans 
le chapitre suivant de ce manuscrit.  
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 III. 1. COMPOSES BIOACTIFS DE CERISES  
 
 

Le choix de la méthode et du solvant d’extraction est fondamental pour un processus 

optimal. Il dépend premièrement de la source et du type des composés à extraire et il doit 
assurer un rendement élevé sans dégradation de composés [1].  

L’extraction solide-liquide est la méthode la plus utilisée pour l’extraction de 

composés bioactifs à partir d’un matériel végétal. Afin de choisir le solvant adéquat, il est 
nécessaire de connaître ses propriétés, ses interactions avec la matrice végétale et son pouvoir 
de solubiliser les analytes d’intérêt. De plus, le solvant doit présenter une bonne sélectivité 

pour les composés à extraire et il doit être compatible avec la méthode utilisée pour l’analyse 

des extraits [2].  
Les anthocyanines sont des composés phénoliques solubles dans des solvants polaires. 

Ils sont extraits d’une grande variété de végétaux [3-6] par extraction solide-liquide en 
utilisant des solvants tels que le MeOH [7], l’EtOH [8] ou l’eau [9]. Même si différentes 
études stipulent que l’ajout d’acide dans le solvant d’extraction peut entraîner l’hydrolyse 

totale ou partielle des anthocyanes acylés [10] ou conduire à une dégradation des pigments 
d’intérêt lors de leur concentration pendant l’évaporation des extraits, plusieurs études ont 

montré que les acides diminuent le pH de la solution et limitent la dégradation des 
anthocyanines non-acylés. Par conséquent, les solvants d’extraction sont souvent acidifiés 

avec différentes proportions d’acide chlorhydrique [11], formique ou acétique [12].  
Nous avons vu lors de la description du matériel végétal du deuxième chapitre que les 

anthocyanines se trouvent aussi dans les cerises dont ils sont responsables de la couleur rouge.  
Puisque ces composés sont facilement dégradables, nous avons essayé de développer 

au cours de nos travaux une méthode d’extraction rapide en utilisant l’irradiation microondes. 
Cette technique modifie la texture du matériel végétal et augmente la diffusion des analytes 
par l’augmentation de la perméabilité cellulaire. Les microondes sont capables d’entraîner la 

rupture de cellules du fait de leur fort pouvoir de pénétration qui conduit à une amélioration 
du transfert de matière de l’intérieur vers l’extérieur du matériel végétal. L’extraction assistée 

par microondes peut être conduite soit avec des faibles volumes de solvants considérés 
biodégradables tels que l’eau ou l’EtOH soit sans solvant (dans ce cas l’eau existant dans les 

cerises est utilisée comme solvant d’extraction). Une installation ouverte (Figure III.1) a été 

adaptée pour l’extraction des anthocyanines de cerises. 
 

 
2

1

3

 
Figure III.1. Installation d’extraction microondes 

1 – ballon d’extraction, 2 – réfrigérant, 3 – fibre optique qui mesure la température 
 

Nous allons voir par la suite quelles sont les meilleures conditions pour l’extraction 

des anthocyanines de cerises.    
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III. 1. 1. Extraction sans solvant assistée par microondes des 
anthocyanines de cerises 
 
 
III. 1. 1. 1. Influence des paramètres d’extraction  
 
 
III. 1. 1. 1. 1. Influence du solvant d’extraction 
 
 Afin de déterminer quel est le solvant d’extraction le plus adéquat nous avons réalisé 

des extractions à l’eau et à l’éthanol (Annexe 1) – solvants polaires capables de solubiliser les 
anthocyanines et ayant la propriété de bien absorber les ondes électromagnétiques.  

En nous basant sur le fait que sous l’effet des pressions et des températures élevées 

atteintes à l’intérieur d’un matériel végétal contenant des molécules polaires, les parois 

cellulaires vont se détruire permettant la libération des composés d’intérêt, nous avons réalisé 

également des extractions sans solvant.  
Une quantité d’environ 5 g de cerises congelées a été soumise à l’extraction assistée 

par microondes. Un volume de 5 mL de solvant a été suffisant pour couvrir complètement les 
cerises. Cette condition est nécessaire pour avoir un échauffement du mélange (échantillon 
végétal-solvant) et une extraction plus homogènes. Une puissance de 100 W a été appliquée 
pendant 3 minutes. 

Lors de l’extraction (avec ou sans solvant) nous avons constaté que pendant environ 
une minute la température à l’intérieur du réacteur reste faible ne dépassant pas la valeur de 

30 – 40°C. Ceci peut être dû à la décongélation des cerises. Une fois la décongélation 
terminée, la température augmente et arrive à une valeur proche de 100°C pour l’extraction 

avec eau ou EtOH et ne dépasse pas 60°C dans le cas de l’extraction sans solvant. Cette 

différence de température peut s’expliquer par le fait que les solvants utilisés absorbent par 
eux mêmes les ondes électromagnétiques et s’échauffent fortement tandis que dans le cas 

d’une extraction sans solvant l’eau constitutive du matériel végétal nécessite plus de temps 

pour traverser les cellules végétales et dispose d’une période plus courte pour s’échauffer une 

fois migrée de l’intérieur vers l’extérieur de cellules.  
  Les extraits obtenus ont été filtrés sur filtres seringue et 20 µL ont été ensuite analysés 
par HPLC. La méthode d’analyse a été développée sur une colonne de silice greffée C18 type 
Purospher Star RP C18e en utilisant une phase mobile constituée d’eau (solvant A) et de 

MeOH (solvant B). Les études bibliographiques réalisées indiquent le fait que les 
anthocyanines sont plus stables sous forme protonée. Pour cela nous avons acidifié l’eau de la 

phase mobile en rajoutant 1% TFA. L’élution en mode isocratique n’a pas conduit à une 

séparation acceptable des composés présents dans les extraits de cerises. Par conséquent un 
gradient linaire d’élution a été utilisé. La détection des molécules extraites a été réalisée à 
l’aide d’un détecteur à barrettes de diodes (DAD) et d’un détecteur évaporatif à diffusion de la 

lumière (DEDL) qui permet de détecter les composés non volatils. 3 longueurs d’ondes 

différentes ont été utilisées pour le DAD : 254 nm et 280 nm pour les composés phénoliques 
et 520 nm pour les anthocyanines. 

L’analyse chromatographique des extraits de cerises réalisés dans l’eau, l’éthanol ou 

sans solvant est reportée sur la Figure III.2.  
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Figure III.2. Influence de la nature du solvant sur l’extraction de composés de cerises 

Colonne : Purospher STAR RP C18e (LxΦ = 125x4 mm, 5µm)  
Détection  A : DEDL : température 52°C, pression 2,2 bars, gain 8 ; B : UV : 280 nm ; C : Vis : 520 nm  

Phase mobile : A. H2O acidifiée avec 1% TFA ; B. MeOH ; Débit : 1 mL.min-1 
Gradient d’élution : 0 - 25 min, 5 - 65% B 

 
Les extraits analysés sont complexes et présentent tous le même profil 

chromatographique. La détection par DEDL permet de visualiser les composés qui 
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n’absorbent pas en UV aux longueurs d’onde choisies. Pour ces trois conditions d’extraction 
les mêmes composés ont été extraits dans des proportions similaires (l’extrait aqueux est un 

peu plus concentré que les deux autres). L’extraction microondes sans solvant étant une 
méthode plus verte, moins coûteuse et conduisant à des extraits comparables aux extraits avec 
solvant et directement utilisables a donc été choisie pour la suite de l’étude. 

 
 
III. 1. 1. 1. 2. Influence de la puissance microondes 
 

Afin d’évaluer l’influence de la puissance de l’irradiation microondes sur le processus 

d’extraction, des extractions sans solvant de 3 minutes ont été réalisées à 3 puissances 
différentes : 100 W, 200 W, 300 W à partir d’une quantité d’environ 5 g de cerises congelées.  
 L’augmentation de la puissance microondes a entraîné une augmentation de la 
température à l’intérieur du réacteur. La valeur enregistrée a été de 121°C pour les extractions 

réalisées à 200 et à 300 W.  
 Les extraits obtenus ont été traités et analysés dans les conditions décrites auparavant 
et leurs profils chromatographiques (illustrés dans la Figure III.3) nous indiquent le fait que 
des quantités plus élevées d’anthocyanines (tr = 17 – 18 min) sont extraites si la puissance 
microondes utilisée est plus importante. En revanche, l’augmentation de la puissance 

microondes semble entraîner une diminution des quantités de composés phénoliques extraits          
(tr < 17 min). 
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Figure III.3. Influence de la puissance microondes sur l’extraction de composés de cerises 

Colonne : Purospher STAR RP C18e (LxΦ = 125x4 mm, 5µm) ; Détection : UV 280 nm ;  
Phase mobile : A. H2O acidifiée avec 1% TFA ; B. MeOH ; Débit : 1 mL.min-1 

Gradient d’élution : 0 - 25 min, 5 - 65% B 
 
 Puisque l’extraction des anthocyanines augmente avec la puissance d’extraction nous 
avons réalisé des extractions à 1000 W (puissance maximale de l’appareil). Toutefois pour 

éviter une trop forte augmentation de la température qui ne doit pas excéder 200°C (consigne 
constructeur), le temps d’extraction a été réduit. 
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III. 1. 1. 1. 3. Influence de la durée d’extraction 
 

Pour déterminer la durée optimale du processus nous avons réalisé des extractions de 
15, 45 et 60 s en soumettant une quantité plus importante de cerises congelées (environ 15 g) 
à une puissance microondes de 1000 W. 

Le temps de décongélation a été considérablement réduit (quelques secondes).  
En ce qui concerne la température atteinte au cours de l’extraction, nous avons 

constaté que si pour une durée du processus de 15 s elle n’excède pas 43°C, pour un temps        
de 45 s ou de 60 s elle se situe autour de 121°C. Dans le dernier cas l’extrait commence à 

s’évaporer, ce qui conduit à une dégradation des composés. De plus, une caramélisation des 

sucres a été constatée. 
Les profils chromatographiques des extraits (Figure III.4) des anthocyanines de cerises 

confirment que la durée optimale d’extraction à une puissance microondes de 1000 W est       
de 45 s.  
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Figure III.4. Influence du temps sur l’extraction de composés de cerises 

Colonne : Purospher STAR RP C18e (LxΦ = 125x4 mm, 5µm) ; Détection : UV 280 nm ;  
Phase mobile : A. H2O acidifiée avec 1% TFA ; B. MeOH ; Débit : 1 mL.min-1 

Gradient d’élution : 0 - 25 min, 5 - 65% B 
 

 D’après les résultats de notre étude nous pouvons indiquer que les quantités les plus 
importantes d’anthocyanines de cerises peuvent être obtenues en utilisant les conditions 

d’extraction assistée par microondes suivantes: 
§ solvant : aucun ; 
§ puissance de l’irradiation électromagnétique : 1000 W ; 
§ durée du processus : 45 s.   
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III. 1. 2. Application de la méthode d’extraction optimisée 
 

En retenant les conditions optimales d’extraction déterminées nous avons choisi de 

réaliser des extractions à partir d’une quantité plus importante de matériel végétal. Ainsi 

environ 50 g de cerises ont été soumis à l’extraction assistée par microondes sans solvant. 
Afin d’épuiser le matériel végétal 4 cycles d’extraction de 45 s ont été nécessaires. Pour éviter 
les possibles dégradations de composés, après chaque cycle l’extrait obtenu a été récupéré et 
seule la matrice végétale a été soumise à un nouveau cycle d’extraction. Comme nous 

pouvons le constater sur la Figure III.5 à la fin des 4 cycles d’extraction les cerises ont été 

desséchées et plus aucune trace de jus n’est disponible pour l’extraction. 
 

A B C D E  
Figure III.5. Photographies montrant l’évolution de cerises au cours de l’extraction 

A. cerises avant l’extraction ; B. 1 cycle d’extraction ; C. 2 cycles d’extraction ;  
D. 3 cycles d’extraction ; E. 4 cycles d’extraction 

 
Un volume final d’environ 30 mL d’extrait a été obtenu à partir de 50 g de cerises. Un 

aliquote de 20 µL a été immédiatement analysé par HPLC sans aucun traitement préliminaire 
et l’empreinte chromatographique obtenue a été similaire à celle de l’extrait obtenu à partir 

d’une quantité plus faible de cerises ce qui indique que la quantité du matériel végétal 

n’influence pas le processus d’extraction d’anthocyanines. 
 
 

III. 1. 3. Séchage des extraits de cerises 
 

A l’intérieur de la matrice végétale les anthocyanines sont stabilisés par un pH acide, 
par l’inter- ou l’intra-co pigmentation, par l’association spontanée ou par complexation avec 

des ions métalliques [13] mais une fois séparés de leur milieu d’origine ils se dégradent 

rapidement.  
Afin d’assurer l’utilisation d’un même extrait sur une longue période pour l’analyse et 

la purification des composés d’intérêt il nous a semblé approprié de chercher une méthode de 

conservation efficace.  
Dans ce but, nous avons comparé les effets de la congélation, du séchage sous un 

flux d’azote et de la lyophilisation. Les extraits conservés ont été ré analysés par HPLC dans 
les mêmes conditions que les extraits frais.  

Les profils chromatographiques obtenus ont clairement montré que la congélation de 
l’extrait liquide à – 20°C est adéquate pour préserver les extraits. Cependant après plusieurs 
cycles de décongélation – congélation une baisse de l’intensité des pics des composés 

d’intérêt et l’apparition de nouveaux pics ont été observée.  
L’évaporation sous azote durant 12 h a conduit également à des dégradations des 

composés d’autant plus que ce processus est accélérée par l’hygroscopie de l’extrait sec. 
En revanche, la lyophilisation assure une bonne préservation de l’extrait ce qui peut 

être expliqué par le fait que la congélation rapide à une température de – 80°C stoppe 
immédiatement la dégradation des molécules d’intérêt. L’extrait sec est ensuite conservé au 

congélateur et seule la quantité nécessaire à l’analyse est prélevée. Même si cette méthode 

implique une plus forte consommation d’énergie et nécessite plus de temps (plusieurs étapes 
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successives de congélation – lyophilisation) elle est capable d’assurer une bonne conservation 

des composés extraits pour une longue période (testée sur six mois sans dégradation).  
La quantité d’extrait sec obtenu après lyophilisation (3,16 g) a été rapportée à celle de 

cerises fraiches soumises à l’extraction (53,37 g). Le rendement d’extraction ainsi déterminé a 

été d’environ 6%. 
 
 

III. 1. 4. Caractérisation des extraits de cerises 
 

En regardant les empreintes chromatographiques des extraits nous pouvons remarquer 
la présence de différents composés.  

L’utilisation du DEDL (Figure III.6) permet de détecter tous les composés présents 

même ceux qui ne présentent pas de groupements chromophores. La forte intensité des pics 
observée à l’aide de ce type de détecteur est un indicateur plus fiable des proportions relatives 
de composés extraits que le détecteur UV. 
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Figure III.6. Chromatogramme de l’extrait de cerises obtenu dans les conditions optimales d’extraction 

Colonne : Purospher STAR RP C18e (LxΦ = 125x4 mm, 5µm) ;  
Détection : DEDL : température de nébulisation, 52°C ; pression du gaz de nébulisation, 2,2 bars ; gain, 7 

Phase mobile : A. H2O acidifiée avec 1% TFA ; B. MeOH ; Débit : 1 mL.min-1 
Gradient d’élution : 0 - 25 min, 5 - 65% B 

 
Les molécules fortement polaires non retenues sur la phase stationnaire dans les 

conditions chromatographiques développées et non détectables en UV peuvent être des sucres 
tels que le fructose ou le saccharose souvent présents dans les cerises.  

Afin de pouvoir identifier les familles moléculaires des autres composés extraits nous 
avons analysé dans les mêmes conditions chromatographiques une standard d’acide 

chlorogénique (Tableau III.1). La comparaison de son temps de rétention et de son spectre 
d’absorption avec ceux des composés présents dans les extraits de cerises nous a permis de 
confirmer la présence des acides phénoliques (7 < tr < 15 minutes) décrits dans la littérature  
[7, 14-18].  
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Tableau III.1. Absorption UV des composés majoritaires des extraits de cerises  

Composés Pic d’extrait tr (min) λ max (nm) 
C

om
po

sé
s 

ph
én

ol
iq

u
es

 Acide chlorogénique (standard)  10,1 324 

Acides phénoliques des extraits de cerises 

1 
2 
3 
4 

7,7 
9,1 
9,5 
11,7 

324 
312 
310 
323 

A
n

th
oc

ya
n

in
es

 Cy-3-O-glucoside chloride (standard) 
Cy-3-O-rutinoside chloride (standard) 

 
15,5 
16,3 

518 
520 

Anthocyanines des extraits de cerises 
5 
6 

17,3 
17,9 

518 
520 

 
Les spectres UV des deux pics majoritaires ayant des temps de rétention autour de          

18 min ont montré une bande d’absorption à 520 nm (longueur d’onde spécifique des 

anthocyanines). La littérature indiquant que la cyanidine-3-O-glucoside et la cyanidine-3-O-
rutinoside sont les anthocyanines majoritaires dans les cerises [15, 19] nous avons analysé les 
standards de chlorure de cyanidine-3-O-glucoside et de chlorure de cyanidine-3-O-rutinoside. 
Nous avons constaté que ces deux composés ont des temps de rétention et des spectres 
d’absorption proches de ceux des composés des extraits de cerises (Tableau III.1).  

 
 

III. 1. 5. Isolement et purification des anthocyanines de cerises 
 
Notre étude est axée sur l’isolement et la purification des anthocyanines  des extraits 

de cerises.  
Pour cela nous avons envisagé deux approches différentes de fractionnement: 

§ la chromatographie de partage centrifuge 
§ la HPLC semi-préparative. 

 
 
III. 1. 5. 1. Fractionnement des extraits de cerises par chromatographie de partage 
centrifuge (CPC) 
 

Afin de séparer les différentes catégories de composés présents dans les extraits bruts 
et faciliter leur identification ultérieure par LC-MS, un fractionnement par extraction liquide-
liquide peut être envisagé.  

Nous avons vu dans le deuxième chapitre de ce manuscrit que la chromatographie de 
partage centrifuge est une technique de fractionnement liquide-liquide dont le principe de 
séparation se base sur le partage des solutés entre deux phases liquides non-miscibles. Une 
phase liquide est maintenue stationnaire dans la colonne (rotor) par un champ de force 
centrifuge constant généré par la rotation de la colonne sur elle-même. L’autre phase liquide 

« mobile » est pompée au travers de la phase stationnaire. 
La première étape à réaliser lors d’un fractionnement par CPC est de chercher le 

meilleur mélange de solvants pouvant assurer un partage adéquat de composés. Pour cela des 
essais préliminaires ont été réalisés.  

Ainsi, 100 µL d’extrait obtenu dans les conditions optimales ont été mis en contact 

avec 2 mL de mélange de différents solvants plus ou moins polaires. Le choix de ces solvants 
a été basé sur leur capacité de solubiliser les composés polaires tels que les anthocyanines.                 
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8 combinaisons différentes ont été testées : 
§ EtOAc / H2O (50 / 50) ;  
§ EtOAc / MeOH / H2O (40 / 10 / 50) ; 
§ EtOAc / EtOH / H2O (40 / 10 / 50) ;   
§ BuOH / H2O (50 / 50) ;  
§ BuOH / MeOH / H2O (45 / 5 / 50) ;  
§ BuOH / MeOH / H2O (40 / 10 / 50) ;  
§ BuOH / MeOH / H2O (35 / 15 / 50) ; 
§ BuOH / EtOH / H2O (40 / 10 / 50).  

Après agitation, les phases supérieures et inférieures sont séparées et analysées par la 
méthode HPLC développée précédemment. Finalement le système de solvants BuOH / H2O 
(50 / 50) a été choisi pour la séparation CPC en utilisant les conditions suivantes: 

§ volume d’échantillon non-dilué injecté : 8 mL ; 
§ phase stationnaire : butanol ; 
§ phase mobile : eau ; 
§ mode : descendant ; 
§ volume de la colonne : 200 mL ; 
§ débit de phase mobile lors de l’élution : 1 mL.min

-1 ; 
§ débit de phase mobile lors de l’extrusion : 8 mL.min-1 ; 
§ vitesse de rotation de la colonne pendant l’élution : 1200 tr.min-1 ; 
§ vitesse de rotation de la colonne pendant l’extrusion : 300 tr.min-1. 

 

44 tubes à essais ont été collectés directement en sortie de colonne et ensuite analysés 
en HPLC. Les tubes ont été ensuite regroupés selon leur similitude de composition. Les 4 
fractions finales obtenues ont été évaporées à sec sous vide pour concentrer les composés, 
reprises dans un volume de 5 mL d’un mélange (50% MeOH / 50% H2O) acidifié avec 1% 
TFA et analysées de nouveau en HPLC.  

 
Les profils chromatographiques (présentés dans la Figure III.7) montrent que la 

fraction 1 contient plutôt les composés les plus polaires de l’extrait alors que la fraction 3 

regroupe les acides phénoliques. Les fractions 2 et 4 ont des profils chromatographiques assez 
proches et moins riches que celui de la fraction 3. Les pics majoritaires détectés vers 17 min 
pour ces deux fractions absorbent à 520 nm suggérant la présence d’anthocyanines. 

 
Le fractionnement par CPC peut s’avérer avantageux du fait de l’absence de support 

solide qui permet la récupération de tout l’échantillon et de la possibilité d’injecter l’extrait 

directement. Toutefois, le fractionnement a duré environ 5 heures et a nécessité l’utilisation 

d’un volume d’environ 1 L de solvant. De plus, l’analyse chromatographique ultérieure de 

tous les tubes obtenus (environ 24 heures), le rassemblement des tubes selon leurs profils 
chromatographiques et l’évaporation à sec des fractions peuvent entraîner certaines 

dégradations de composés. Par conséquent, une autre méthode de fractionnement permettant 
de diminuer la durée totale de purification a été évaluée. 
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Figure III.7. Analyse HPLC des 4 fractions CPC obtenues par fractionnement d’un extrait brut de cerises 

Colonne : Purospher STAR RP C18e (LxΦ = 125x4 mm, 5µm) ; Détection : UV 280 nm, Vis 520 nm ;  
Phase mobile : A. H2O acidifiée avec 1% TFA ; B. MeOH ; Débit : 1 mL.min-1 

Gradient d’élution : 0 - 25 min, 5 - 65% B 
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III. 1. 5. 2. Fractionnement des extraits de cerises par HPLC semi-préparative (CSP) 
 

La chromatographie préparative (généralement sur gel de silice) et la chromatographie 
à contre courant sont souvent utilisées pour fractionner et isoler des composés purs de 
matrices végétales. Comme nous avons vu la CPC peut s’avérer longue et nécessiter plusieurs 

étapes. 
La chromatographie semi-préparative en mode phase inverse peut constituer alors un 

bon compromis. Comparé à l’HPLC préparative, cette technique nécessite des volumes moins 

importants de solvants purs et n’implique pas des systèmes de solvants non-miscibles 
(souvent polluants) comme la chromatographie à contre courant. 

 

Afin d’isoler les composés des extraits de cerises nous avons essayé de transposer la 

méthode développée précédemment de l’échelle analytique à l’échelle semi-préparative en 
visant également un processus plus vert.  

Conformément à l’étude réalisée par Pat Sandra [20] un procédé vert implique :  
§ Premièrement, la diminution de l’utilisation de solvants ou d’aditifs nocifs. Pour 

cela, le méthanol et l’acétonitrile (dont la fabrication à partir de l’acrylonitrile est 

fortement consommatrice d’énergie et se déroule avec dégagement de NO2) qui sont 
considérés comme des solvants toxiques peuvent être remplacés par l’EtOH qui est 

biodégradable et qui se caractérise par une viscosité plus importante et une volatilité 
plus faible ce qui peut assurer une stabilité plus élevée de la phase mobile. En ce qui 
concerne les additifs souvent ajoutés dans la phase mobile l’acide trifluoroacétique 

(TFA) (cytotoxique, corrosif, persistant dans l’environnement) peut être remplacé par 

l’acide formique.  
§ Deuxièmement, il est nécessaire de réduire la consommation d’énergie. Les procédés 

plus rapides et plus efficaces peuvent fortement contribuer à atteindre cet objectif. 
§ Troisièmement, ne doit pas conduire à l’obtention de quantités élevées de déchets de 

solvants. Le recyclage et la miniaturisation constituent des alternatives aux systèmes 
chromatographiques classiques. 
 
Nous avons essayé d’appliquer ces principes lors de l’isolement des anthocyanines des 

extraits de cerises.  
 
Ainsi une colonne Hypersil H5 C18 a été utilisée en tant que phase stationnaire. La 

phase mobile a été constituée d’eau comme solvant A et d’EtOH comme solvant B. Les deux 

solvants ont été acidifiés avec 1% d’acide formique afin d’assurer un pH acide nécessaire 

pour maintenir les anthocyanines sous leur forme stable. L’élution de composés a été réalisée 

en mode isocratique (86% A / 14% B) et le débit de la phase mobile a été de 4 mL.min-1. 
Afin de réduire les volumes de déchets de solvants, nous avons essayé de développer 

un système de recyclage de la phase mobile. Comme illustré dans la Figure III.8 lors d’un 

processus de fractionnement on ne récupère que les fractions contenant les composés d’intérêt 

(flèches bleues). L’utilisation d’un mode d’élution isocratique et une bonne séparation des 

pics permet de renvoyer la phase mobile dans son flacon d’origine (flèches vertes) entre 

chaque collecte de fraction au lieu de l’envoyer comme généralement directement à la 

poubelle. 
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Figure III.8. Représentation schématique du système « boucle fermée »  développé lors du fractionnement 

par HPLC semi-préparative pour la réutilisation de la phase mobile 
1 – récipient phase mobile ; 2 – pompe HPLC ; 3 – vanne d’injection ; 4 – colonne chromatographique ;  

5 – détecteur ; 6 – système acquisition donnés ; 7 – collecte de fractions 
 

Trois solutions de différentes concentrations (10 ; 100 and 500 mg.mL-1) préparées par 
dilution de l’extrait de cerises dans la phase mobile ont été injectées avec une boucle 
d’injection de 100 µL. Nous avons remarqué qu’au delà de 500 mg.mL

-1 la solubilité de 
l’extrait n’est pas suffisante pour une injection directe en HPLC.  
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Figure III.9. Profil chromatographique (HPLC semi-préparative) de l’extrait de cerises 

 CF – collecte des fractions 1, 2, 3 ; BF – boucle fermée 
Colonne : Hypersil H5 C18 (L x Φ = 250 x 10 mm ; 5 µm) ; Détection: UV 280 nm 

Phase mobile (4 mL min-1) : A. H2O + 1% HCOOH; B. EtOH + 1% HCOOH; Elution isocratique : 86%A/14%B 
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La séparation chromatographique a été obtenue en mode d’élution isocratique ce qui 

nous a permis d’éviter le temps de rééquilibrage de la colonne entre les injections et de 
recycler la phase mobile entre la collecte des fractions. La Figure III.9 correspond au 
chromatogramme obtenu lors du fractionnement de l’extrait de cerises (500 mg.mL

-1). La 
bonne séparation facilite la récupération de trois fractions différentes. La fraction 1 contient 
des sucres et des composés phénoliques autres que les anthocyanines. Deux autres fractions (2 
et 3) contenant chacune un des anthocyanines majoritaires ont été collectées séparément, 
lyophilisées et soumises à l’analyse HPLC classique.  
 

Afin de réduire la consommation de solvants la phase mobile a été recyclée entre la 
collecte de fractions. Avec un volume d’environ 650 mL de phase mobile 4 injections ont pu 

être réalisées. Au cours de la dernière injection nous avons constaté un bruit de fond plus 
intense mais la séparation des composés n’a pas été affectée. Afin d’éviter la dégradation de 

la séparation aucune autre injection supplémentaire n’a été effectuée avec la même phase 
mobile.    

Le calcul des rendements a indiqué qu’à partir de 200 mg (4 injections de 50mg 

chacune) d’un extrait de cerises nous avons récupéré 1,3 mg de fraction 2 et 2,5 mg de 
fraction 3. 

 
Nous pouvons donc conclure que, par rapport à la chromatographie de partage 

centrifuge, le fractionnement par HPLC semi-préparative semble être plus avantageux vu 
qu’il ne nécessite que l’utilisation des solvants biodégradables qui peuvent être recyclés et 

qu’il permet l’isolement des 2 anthocyanines.  
 

 

III. 1. 6. Analyse des anthocyanines purifiés 
 

Les profils chromatographiques des fractions 2 et 3 lyophilisées ont été enregistrés à 
une longueur d’onde de 280 nm et n’ont pas révélé la présence d’autres composés que les 

anthocyanines (Figure III.10). La pureté de ces molécules a été estimée à 98% pour la fraction 
2 et à 97% pour la fraction 3.     

L’analyse HPLC-MS a été réalisée en mode ESI positif par infusion directe des 
fractions solubilisées dans un mélange H2O / MeOH (5 : 95, v / v) acidifié avec 0,1% d’acide 

formique. Les spectres obtenus nous ont permis d’identifier la cyanidine-3-O-glucoside dans 
la fraction 2 et la cyanidine-3-O-rutinoside dans la fraction 3. Sur ces spectres nous pouvons 
constater l’ion [M

+
] correspondant à la masse moléculaire de l’analyte. La perte d’un sucre 

(glucose et respectivement rutinose) conduit à l’apparition d’un ion fragment détecté non pas 

à m/z de 287 (masse moléculaire de la cyanidine) mais à 309,5 à cause d’un adduit de sodium.  
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 +Q1: 0.323 to 0.434 min from Sample 1 (sandrine vial 2) of sandrine vial 2 pos.wiff (Turbo Spray), subtracted (0.777 to 1.332 min) Max. 6.2e5 cps.
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 +Q1: 0.313 to 0.424 min from Sample 1 (sandrine vial 3) of sandrine vial 3 pos.wiff (Turbo Spray), subtracted (0.656 to 1.473 min) Max. 4.5e5 cps.
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Figure III.10. Spectres MS (mode ESI+) et chromatogrammes (UV à 280 nm) des anthocyanines de cerises 

A. Cy-3-Glu  B. Cy-3-Rut 
 
 En regardant les résultats obtenus nous pouvons conclure que : 

§ les composés phénoliques de cerises dont les anthocyanines sont majoritaires peuvent 
être facilement récupérés par extraction sans solvant assistée par microondes ; 

§ les anthocyanines représentatifs des extraits de cerises sont la cyanidine-3-O-glucoside 
et la cyanidine-3-O-rutinoside ; 

§ la purification de ces molécules peut être réalisée convenablement par                      
HPLC semi-préparative à l’aide d’une phase mobile constituée de solvants 

biodégradables ; 
§ la conservation des extraits bruts de cerises ainsi que des composés bioactifs purifiés 

peut être assurée par lyophilisation. 
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III. 2. COMPOSES BIOACTIFS DE RESIDUS DE POMMES 
 

Nous avons vu dans les deux premiers chapitres que les résidus de pommes sont les 
sous-produits (représentant environ 30% du produit de départ) associés à l’obtention de jus 

clair lors du pressage de pommes. Ces résidus, très sensibles à une biodégradation, posent un 
réel problème pour les industriels de l’agro-alimentaire qui ont à gérer des volumes 
extrêmement importants de déchets générés quotidiennement lors du processus de fabrication 
du jus.  

Les résidus humides servent souvent de fourrage pour les animaux et sont utilisés 
aussi comme fertilisants pour le sol, ce qui peut endommager l’environnement à cause de leur 

activité anti germinante, de leur acidité, et de leur contenu assez élevé en composés 
organiques. D’autres pratiques plus intensives incluent la production d’agro combustibles ou 

la transformation en charbon [21-24] à partir de ces résidus.  
On peut aussi envisager une valorisation de ces résidus de pommes en se basant sur les 

composés présents initialement dans les fruits et restant dans ces résidus après l’étape de 

pressage tels que les polysaccharides, les vitamines, les fibres ou les polyphénols. Un intérêt 
certain s’est porté ces dernières années sur la valorisation des composés polyphénoliques 
reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine et leurs capacités à limiter les 
dommages du stress oxydatif dus aux espèces radicalaires [25-30]. Cependant, les résidus de 
pommes contiennent aussi des terpénoïdes, une famille de molécules peu étudiée. Ces 
composés ont aussi des propriétés intéressantes et reconnues telles qu’anti-inflammatoires, 
antimicrobiennes, antimycotiques, antioxydantes, hépato protectrices, antiviraux, 
immunomodulatrices, hémolytiques ou cytostatiques [31]. 

 
Par conséquent, nous nous sommes intéressés dans la suite de notre étude à 

caractériser et identifier les composés bioactifs et plus particulièrement ceux de la famille des 
terpènes présents dans les résidus de différentes variétés de pommes afin d’obtenir des 

ingrédients potentiellement incorporables dans diverses formulations alimentaires, 
cosmétiques ou pharmaceutiques. 

 
Dans un premier temps, une méthode de conservation de résidus frais a été développée 

et les performances de la zéodratation ont été comparées à celles de la lyophilisation. 
 
Différentes techniques d’extraction (macération, extraction par fluide pressurisé, 

extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par microondes) et différents solvants ont 
été ensuite évalués. Les extraits obtenus à partir de résidus de quatre variétés de pommes 
(Gala, Golden, Granny Smith, Pink Lady) ont été analysés par HPTLC, HPLC-UV-DEDL et 
SM afin d’évaluer et comparer leur composition chimique en fonction de la technique 

d’extraction, du solvant et de la variété de pommes utilisées.  
 
Ensuite, les extraits bruts et les fractions obtenues par extraction liquide-liquide ont été 

soumis à des tests chimiques pour caractériser leur activité antioxydante tels que :  
§ détermination de composés phénoliques totaux (Test Folin-Ciocâlteu) ; 
§ détermination de flavonoïdes totaux ; 
§ activité anti radicalaire (Test DPPH.) ; 
§ pouvoir réducteur (Test FRAP) ; 

 
Nous allons discuter par la suite les résultats obtenus lors de nos travaux. 
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III. 2. 1. Obtention de résidus de pommes  
 

Quatre variétés différentes de pommes (Gala v. Royal Gala Tenroy, Golden v. Golden, 
Granny Smith, Pink Lady v. Cripps Pink) (Figure III.11) ont été sélectionnées. Afin d’obtenir 

les résidus au niveau du laboratoire, pour chaque variété, une quantité de l’ordre de 1 kg de 

pommes a été coupée en quartiers et immédiatement pressée dans une centrifugeuse maison.  
 

Royal Gala 
v. Royal Gala Tenroy

Golden
v. Golden Granny Smith

Pink Lady
v. Cripps Pink

 
Figure III.11. Variétés de pommes utilisées pour l’obtention de résidus au laboratoire 

 
 

III. 2. 2. Conservation des résidus de pommes : zéodratation versus 
lyophilisation 
 

Pour éviter la dégradation des résidus de pommes (processus accéléré du fait de leur 
teneur élevée en eau), ils ont été séché, juste après leur obtention, par deux méthodes 
différentes : 

§ la lyophilisation : les résidus de pommes emballés dans des sacs en plastique ont été 
congelés à – 80°C pendant 24 heures et ensuite lyophilisés pendant 72 heures ; 

§ la zéodratation : une partie des résidus de la variété Granny Smith a été soumise à la 
zéodratation juste après le processus de pressage pendant 10 heures à une température 
d’environ 12 – 13°C dans un système Pilot plant ZD+3 de la société française 
ZeoDry+Plus (l’autre partie ayant été lyophilisée pour la comparaison des 2 

méthodes). 
 

Les deux techniques de séchage ont conduit à l’obtention de produits avec une teneur 

en matière sèche similaire (environ 15%). Pour ce qui concerne les propriétés organoleptiques 
une couleur plus foncée (Figure III.12) et une odeur plus forte ont été observées pour 
l’échantillon zéodraté ce qui pourrait être dû à des dégradations lors de la période de séchage.  
 

A résidus broyés

résidus non-broyés

   
B résidus broyés

résidus non-broyés

 
Figure III.12. Résidus de pommes Granny Smith séchés par lyophilisation (A) et par zéodratation (B) 

 
Les résidus séchés ont été enfin finement broyés et stockés à température ambiante 

dans des récipients en verre, hermétiquement fermés, jusqu’au moment de leur utilisation.  
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Afin de déterminer l’influence du processus de séchage sur la dégradation éventuelle 

des composés bioactifs, les résidus de pommes Granny Smith (séchés par lyophilisation et par 
zéodratation) ont été soumis à l’extraction par différentes techniques (macération (M), 

extraction par solvant pressurisé (ASE), extraction assistée par ultrasons (USAE), extraction 
assistée par microondes (MWAE)) en utilisant comme solvant d’extraction l’éthanol (EtOH). 
Ce solvant a été choisi du fait de sa capacité à solubiliser plutôt les composés polaires et 
moyennement polaires majoritaires dans ces résidus.  

La comparaison des rendements d’extraction  reportés Figure III.13, met en évidence 

peu de différences entre les deux procédés de séchage et ce, quelque soit la technique 
d’extraction même si la zéodratation semblerait moins favorable à la bonne conservation des 

composés si l’on regarde les résultats obtenus avec l’extraction microondes. 
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Figure III.13. Comparaison des rendements d’extraction pour les extraits à l’éthanol obtenus à partir de 

résidus de pomme lyophilisées et zéodratés 
 

Les profils chromatographiques des extraits de résidus lyophilisés ou zéodratés sont 
similaires et aucune différence concernant la nature des composés extraits n’a été notée. Ceci 

confirme le fait que les deux techniques de séchage préservent bien les molécules bioactives. 
Nous pouvons finalement conclure que la zéodratation peut constituer une bonne 

alternative à la lyophilisation car plus économique. En effet, le séchage selon ce procédé se 
réalise dans un temps beaucoup plus court (10 heures par rapport aux 60 heures) et ne 
nécessite pas l’étape préliminaire de congélation obligatoire dans le cas de la lyophilisation. 

 
 

III. 2. 2. Extraction de composés bioactifs de résidus de pommes 
 

4 techniques différentes ont été utilisées et comparées pour l’extraction de composés 

bioactifs de résidus de pommes de différentes variétés : 
§ macération (M) ; 
§ extraction par solvant pressurisé (ASE) ; 
§ extraction assistée par ultrasons (USAE) ; 
§ extraction assistée par microondes (MWAE). 

 

Nous allons détailler par la suite les conditions opératoires utilisées pour chaque 
technique ainsi que les résultats obtenus.  
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III. 2. 2. 1. Méthodologie d’extraction 
 
 
III. 2. 2. 1. 1. Extraction par macération (M) 
 

1 g de résidus de pommes séchés a été extrait dans un flacon en verre de 50 mL, 
fermé, à température ambiante et avec 20 mL de solvant sous agitation à l’aide d’un barreau 
aimanté pendant 60 minutes.  

 
 

III. 2. 2. 1. 2. Extraction par solvant pressurisé (ASE)  
 

Les extractions ont été réalisées dans un extracteur type ASE 100 de Dionex. Un filtre 
de cellulose a été placé à l’intérieur d’une cellule d’extraction en acier de 34 mL. 3 g de 
résidus de pommes séchés ont été mélangés avec la même quantité de sulfate de sodium 
(Na2SO4) en tant qu’agent dispersif. 3 cycles d’extraction par fluide pressurisé ont été réalisés 

à 40°C avec une période statique de 5 min pour chaque cycle, un volume de fuite de 65% et 
une purge d’azote de 100 s après chaque cycle d’extraction. Un volume d’approximativement 

60 mL d’extrait brut final a ainsi été récupéré.   
 
 
III. 2. 2. 1. 3. Extraction assistée par ultrasons (USAE) 
 

L’extraction a été conduite dans un Erlenmeyer de 500 mL à partir de 3 g 
d’échantillon et 60 mL de solvant. L’Erlenmeyer a été immergé dans 150 mL eau et 

positionné au centre d’un bac rectangulaire à ultrasons. Les extractions ont été réalisées à 

température ambiante durant 30 minutes.   
 
 
III. 2. 2. 1. 4. Extraction assistée par microondes (MWAE) 
 

L’extraction assistée par microondes a été réalisée en utilisant un système Milestone 
MicroSYNTH (Sorisole, Italie) avec puissance et durée d’irradiation réglables et contrôlées à 
l’aide d’un logiciel « easyCONTROL ». La température a été suivie par un capteur capable de 
contrôler la température à l’extérieur du réacteur. 1 g de résidus de pommes séchés et 20 mL 

de solvant ont été introduits dans un réacteur de 50 mL et soumis à l’extraction selon 3 cycles 

de 30 s en utilisant une puissance de 1000 W. Après chaque cycle, le réacteur a été refroidi à 
température ambiante dans un bac à glace.    

 
 Quelque soit la méthode d’extraction utilisée, après l’étape d’extraction, toutes les 
solutions obtenues ont été centrifugées à 5000 tr.min-1 pendant 5 minutes à 15°C et le 
surnageant a été évaporé sous vide à 40°C. Les quantités d’extraits secs ont été rapportées à 

celles du matériel végétal utilisé pour l’extraction afin de déterminer le rendement 
d’extraction. Les extraits secs ont été repris dans un volume de 5 mL de MeOH, centrifugés 
dans les mêmes conditions que les extraits bruts et filtrés à l’aide de filtres seringue (diamètre 

de pores 0,45 µm). Les filtrats ont été stockés à 4°C ; chaque filtrat a été dilué à la  
concentration adéquate juste avant l’analyse.      
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III. 2. 2. 2. Développement d’une méthode d’analyse par HPLC des extraits de 
résidus de pommes  
 

Les extraits obtenus ont été analysés sur deux appareils HPLC différents  pilotés par le 
logiciel EZChrome Elite pour le contrôle et la collecte des données : 

§ un appareil LaChrom Elite équipé avec une pompe quaternaire, un dégazeur, un 
injecteur automatique, un détecteur à barrette de diodes (DAD) et un détecteur 
évaporatif à diffusion de la lumière (DEDL) type Sedex 85 de chez SEDERE ; 

§ un appareil Agilent 1100 couplé à un détecteur Kontron UV-VIS et à un détecteur 
DEDL type Sedex 55.  
Les conditions chromatographiques ont été dans un premier temps optimisées. Comme 

nous l’avons vu précédemment, les résidus de pommes contiennent entre autres des composés 
phénoliques et des composés triterpéniques.  

La séparation de ces composés moyennement polaires pouvant se réaliser en mode 
phase inverse, une colonne de silice greffée de type Pursuit XRs C18e (Varian) a été choisie. 
Ses caractéristiques sont présentées dans le Tableau III.2.  
 

Tableau III.2. Caractéristiques physico-chimiques de la colonne Pursuit XRs C18e 

L x Φ (mm) 
Diamètre de 

particules (µm) 
Taille  

des pores (Å) 
Greffage 

Surface  
spécifique (m2.g-1) 

150 x 4,6 5 100 C18 440 
 

En combinant une technique de greffage exclusive à une silice possédant une très 
grande surface spécifique (440 m2.g-1 par rapport à environ 200 m2.g-1 d’une façon générale 
pour les autres colonnes), ce type de colonne offre la possibilité d’obtenir une rétention 

optimale des analytes étudiés avec des pics très fins et bien résolus et une bonne 
reproductibilité d’analyses. Le fort taux de carbone (25%) et le end-capping de la phase 
Pursuit XRs C18e protège les analytes des interactions indésirables avec la silice de base 
(interaction avec les silanols résiduels et/ou interaction d’échange d’ions). La phase Pursuit 

XRs C18e est élaborée à partir de silice ultra pure, pratiquement exempte de contaminants 
métalliques. Cette colonne se caractérise par une surface de ligand extrêmement stable qui 
confère une excellente robustesse et une stabilité importante dans une gamme de pH allant de 
1,5 à 10 [32].   

La colonne a été utilisée à température ambiante avec une phase mobile à un débit                  
de 1 mL.min-1 constituée d’eau (solvant A) et d’un solvant organique (méthanol ou 

acétonitrile). Des différences mineures ont été constatées lors de la comparaison des 
séparations réalisées avec le MeOH ou avec le MeCN ce qui nous a conduit à choisir le 
MeOH comme solvant B dans la suite de notre étude.  

Dès le début, nous avons décidé de rajouter une proportion d’acide en phase mobile 

afin d’améliorer l’efficacité des pics chromatographiques en favorisant le recul d’ionisation 

des solutés acides (par exemple les acides phénoliques) et leur analyse sous forme moléculaire 
prédominante. Nous sommes arrivés à la conclusion que l’acide formique est le plus 

approprié. Cette conclusion est soutenue par le fait qu’un pourcentage de 0,1% de cet acide a 

conduit à des résultats similaires à ceux obtenus par l’ajout de 1% d’acide acétique. De plus, 

l’acide formique est plus volatil que l’acide acétique et donc plus compatible avec un 

couplage HPLC-MS.  
Du fait de la complexité des extraits de résidus, une séparation acceptable de tous les 

composés n’a pas pu être obtenue par une élution en mode isocratique. Par conséquent, nous 
avons testé plusieurs gradients d’élution. Parmi ceux-ci, les conditions les plus appropriées 
sont reportées dans le Tableau III.3. La durée totale d’analyse est de 45 minutes et inclut une 
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période linéaire et un palier isocratique nécessaire pour éluer l’ensemble des composés même 
les moins polaires (les plus retenus) présents dans l’extrait. Même si, la durée totale de 

l’analyse aurait pu être diminuée en augmentant le pourcentage de MeOH jusqu’à 100%, pour 

des soucis de pureté du solvant nous avons décidé de ne pas dépasser la proportion de 90% 
 

Tableau III.3. Gradient d’élution HPLC 

Temps (minutes) 
Solvent A  

(H2O avec 0,1% HCOOH), % 
Solvent B  

(MeOH avec 0,1% HCOOH), % 
0 

30 
45 

80 
10 
10 

20 
90 
90 

 
Une double détection a été réalisée : 

1. par UV (à longueur d’onde fixe) ou par DAD à : 
Ø 210 nm – longueur d’onde à laquelle quasiment tous les composés absorbent ; 
Ø 254 nm – longueur d’onde à laquelle les composés possédant un noyau 

aromatique absorbent ; 
Ø 280 nm – longueur d’onde à laquelle les acide phénoliques, les flavanols et les 

chalcones absorbent ; 
Ø 360 nm – longueur d’onde à laquelle les flavonols absorbent.  
Ces longueurs d’ondes ont été choisies selon l’étude bibliographique préliminaire 

concernant les composés bioactifs de résidus de pommes et leurs limites d’absorbance en UV. 
2. par DEDL permettant de détecter tous les composés non volatils :  

Ø température de nébulisation : 52°C ; 
Ø pression du gaz de nébulisation : 2,2 bars ;  
Ø gain : 8.  
Le volume d’injection a été de 20 µL. 
Des chromatogrammes type sont présentés dans la Figure III.14. 

 
 

III. 2. 2. 3. Influence de la technique d’extraction  
 

Généralement les méthodes conventionnelles d’extraction des composés naturels sont 

la macération [33] et l’extraction Soxhlet [34]. En dépit de leur efficacité, ces processus sont 
souvent longs et consomment d’importants volumes de solvant. Ces désavantages peuvent 

être évités en utilisant des techniques d’extraction alternatives telles que l’extraction par 

solvant pressurisé (ASE), l’extraction assistée par ultrasons (USAE) ou l’extraction assistée 

par micro ondes (MWAE). 
 Les extraits obtenus par ces 3 méthodes alternatives ont été comparés avec ceux 
obtenus par macération classique (M). 

Les rendements globaux d’extraction sont présentés dans la Figure III.13. 
La valeur de rendement la plus faible a été enregistrée avec la méthode ASE. Il peut 

paraître surprenant que la macération sous agitation à température ambiante et pression 
atmosphérique conduise à de meilleur rendement que l’ASE à 40°C. En effet du fait de la 

pressurisation du solvant d’extraction en ASE, on observe en général une amélioration du 

processus d’extraction par rapport à la macération. Nous pouvons conclure que dans les 
conditions que nous avons testées (faible écart de température entre les deux procédés), la 
durée de mise en contact de l’échantillon avec le solvant (1 heure pour la macération et 

environ 30 minutes pour l’ASE) apparaît comme un paramètre plus influent que celui de la 
surpression du solvant utilisé en ASE.  
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Un rendement d’extraction similaire à celui de la macération a été obtenu lors de 

l’utilisation des ultrasons (pour une période de 30 minutes) ce qui peut s’expliquer par le 

mécanisme d’action de ce type d’ondes sur les cellules végétales. Ainsi, comme nous avons 

vu dans le deuxième chapitre de ce manuscrit, sous l’effet des ultrasons des bulles de 

cavitation peuvent être générées au voisinage immédiat de la surface du matériel végétal.  
Le meilleur rendement d’extraction (≈ 54%) a été enregistré sous l’effet de 

l’irradiation électromagnétique. Cette valeur optimale peut être due d’une part à la capacité de 
micro ondes à détruire les parois cellulaires et ainsi d’améliorer le transfert de composés 
bioactifs de l’intérieur du matériel végétal vers le solvant environnant et d’autre part par, les 
températures élevées atteintes au cours de l’extraction (autour de 120°C) engendrent une 
meilleure solubilisation des composés d’intérêt.   
 

Les extraits à l’EtOH de résidus de pommes Granny Smith obtenus par les quatre 

techniques d’extraction ont été analysés par HPLC et les profils chromatographiques sont 

illustrés dans la Figure III.14. 
  

0

55000

110000

165000

220000

275000

330000

385000

440000

495000

550000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Temps (minutes)

In
te

n
si

té
 (u

A
)

M ASE USAE MWAE

 
Figure III.14. Comparaison des profils chromatographiques des extraits éthanoliques obtenus à partir de 

résidus de pommes Granny Smith par différentes techniques d’extraction 
Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm, 5µm); Détection : UV 280 nm;  

Phase mobile : A. H2O; B. MeOH les deux acidifiées avec 0,1% HCOOH ; Débit : 1 mL.min-1 
Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 

 

Nous pouvons constater que les techniques d’extraction n’induisent pas de sélectivité 

particulière. En effet, aucune différence majeure n’est observée aussi bien pour ce qui 
concerne les empreintes chromatographiques que pour les proportions relatives des composés. 
La similarité des résultats obtenus nous a permis de conclure que les quatre méthodes 
d’extraction conviennent pour extraire les composés bioactifs de résidus de pommes. Le choix 
d’extraire par l’un ou l’autre des procédés, pourra se faire en fonction du matériel disponible 

dans le laboratoire sans perte d’informations.  
Par conséquent nous avons choisi comme méthode générique d’extraction celle 

mettant en jeu l’effet de l’irradiation électromagnétique car elle est la plus rapide et permet de 

consommer moins d’échantillon et de solvant que les trois autres techniques, ce qui est plus 

compatible avec une démarche « chimie verte ». 
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III. 2. 2. 4. Influence du solvant d’extraction 
 
 Afin d’évaluer l’influence du solvant sur le processus d’extraction, 1 g de résidus de 

pommes Granny Smith a été mis en contact avec un volume de 20 mL de différents solvants 
(H2O : MeOH (90 : 10)), éthanol (EtOH) et acétate d’éthyle (EtOAc)). Le mélange obtenu a 

été soumis à l’extraction assistée par micro ondes. 3 cycles d’extraction de 30 s à une 

puissance de 1000 W ont été réalisés chaque fois. Après chaque cycle le réacteur micro ondes 
a été refroidi dans un bac à glace jusqu’à température ambiante. Lors de l’extraction nous 

avons constaté que lorsque le solvant d’extraction contenait de l’eau, un processus de 

réhydratation des résidus séchés avait lieu rendant très difficile la récupération de l’extrait. Ce 

processus est accéléré par la température élevée atteinte sous l’action de micro ondes. Par 

conséquent nous n’avons pas réalisé, pour la suite de notre étude, d’extraction dans l’eau pure.  
La Figure III.15 illustre les empreintes chromatographiques obtenues lors de l’analyse 

de 20 µL de chacun des extraits de résidus de pommes. 
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Figure III.15. Comparaison des extraits de résidus de pommes Granny Smith obtenus à l’aide de 

différents solvants sous l’action de microondes 
Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4.6 mm, 5µm) ; Détection : UV 280 nm ;  

DEDL : température de nébulisation, 52°C; pression du gaz de nébulisation, 2 bars; gain, 8 
Phase mobile : A. H2O; B. MeOH les deux acidifiées avec 0,1% HCOOH ; Débit : 1 mL.min-1 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B ; 30 - 45 min, 90% B 
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En regardant les profils UV et DEDL des extraits nous pouvons remarquer que : 
§ le mélange H2O : MeOH (90 : 10) extrait préférentiellement les composés les plus 

polaires correspondant aux solutés élués avec les temps de rétention les plus faibles ; 
§ EtOH et EtOAc sont capables de solubiliser des composés ayant une plus large 

gamme de polarités ; 
§ EtOH solvant de polarité intermédiaire extrait toutes les familles de composés des 

composés les plus polaires élués à t0 aux composés les moins polaires élués à 40 min.  
L’intensité du premier massif de pics correspondant aux composés les plus polaires 

diminue une fois que la polarité des solvants utilisés pour l’extraction est plus faible. Nous 

pouvons également remarquer que les composés les moins polaires (massif avec des temps de 
rétention d’environ 40 minutes) qui n’absorbent pas en UV à 280 nm ne sont extraits que dans 

l’EtOAc ou l’EtOH.      
 
 
III. 2. 2. 5. Optimisation de l’extraction des composés apolaires de résidus de 
pommes 
 
 
III. 2. 2. 5. 1. Extraction par macération 
 

Au cours de nos recherches nous avons constaté que les extraits obtenus par 
macération à l’EtOAc sont plus riches en composés de polarité plus faible (solutés avec des 

temps de rétention entre 35 et 40 min, visible en UV à 210 nm et détectables par DEDL) que 
ceux obtenus à l’EtOH par extraction assistée par microondes. En revanche les composés 

élués avant 25 minutes (qui absorbent en UV à 280 nm) sont toujours mieux extraits par 
microondes que par macération. Afin d’expliquer ces phénomènes deux explications peuvent 

être proposées : soit l’extraction assistée par microondes ne permet pas une bonne extraction 

de ces composés moins polaires qui restent dans la matrice végétale, soit elle les dégrade. 
 

 Afin de mieux comprendre quels facteurs influent sur l’extraction de ces composés, 

différentes conditions d’extraction par macération ont été étudiées en partant de 1 g de résidus 

de pommes et de 20 mL de solvant.  
Dans le but de conserver un temps de contact entre le matériel végétal et le solvant 

d’extraction identique à celui de l’extraction assistée par microondes, nous avons réalisé des 

extractions par macération de 30 min à l’EtOAc. Ces extractions ont été réalisées avec et sans 

agitation vu qu’au cours de la MWAE l’agitation a lieu juste pendant les 3 cycles de 30 s 

utilisés et non pas pendant les étapes de refroidissement (environ 10 min entre chaque cycle).  
Ensuite, en pensant que le chauffage pouvait influer sur le processus, nous avons 

réalisé une extraction à 60°C sans agitation. Cette température a été choisie du fait qu’elle est 

similaire à celle atteinte au cours des extractions assistées par microondes dans EtOAc. 
 
Tous les extraits obtenus ont été évaporés à sec puis remis en solution à une 

concentration de 8000 ppm et ont été analysés ensuite par HPLC sur la colonne Pursuit XRs 
C18e dans les conditions développées antérieurement.  

 
En partant des empreintes chromatographiques obtenues par DEDL nous avons 

récupéré et comparé les aires du pic d’intérêt. 
En regardant les résultats obtenus (Figure III.16) nous pouvons remarquer que :  

§ l’échauffement du solvant modifie peu l’extraction  des composés d’intérêt ; 
§ l’agitation favorise l’extraction des composés d’intérêt. 
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Les recherches effectuées nous ont permis de conclure que les conditions optimales 
d’extraction des composés apolaires de résidus de pommes par macération sont les suivantes : 

§ matériel végétal : sec ; 
§ solvant d’extraction : EtOAc ; 
§ température : ambiante ; 
§ sous agitation. 
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Figure III.16. Influence de différents paramètres sur l’extraction par macération de composés apolaires  

(tr ≈ 40 min) de résidus de pommes Pink Lady 

 
 
III. 2. 2. 5. 2. Extraction assistée par microondes 
 

Le plus souvent cette technique est utilisée pour la récupération de molécules polaires 
telles que les composés phénoliques. Les solvants d’extraction couramment impliqués alors, 

sont eux aussi polaires (eau, MeOH, EtOH) et donc capables de s’échauffer sous l’effet de 

l’irradiation électromagnétique. En revanche, un faible nombre d’études concerne l’extraction 

assistée par microondes de composés moins polaires et ces études impliquent surtout 
l’utilisation de solvants polaires tels que MeOH [35] ou EtOH [36-37] plutôt que celle de 
solvant moins polaires tels que EtOAc.   

 
Afin d’évaluer l’influence de différents paramètres (temps d’irradiation, puissance et 

nature du solvant d’extraction) pour améliorer l’extraction assistée par microondes des 
composés apolaires nous avons maintenu constant le rapport matériel végétal sur solvant 
d’extraction (1 g  pour 20 mL) et nous avons essayé d’optimiser les paramètres utilisés. Un 
barreau aimanté en Weflon® capable d’absorber les microondes a été utilisé pour assurer 
l’agitation de l’échantillon et l’absorption des microondes au cœur du réacteur. Cet ajout 

s’avère nécessaire lors de l’utilisation de solvants peu polaires absorbant de façon insuffisante 
les ondes électromagnétiques. Les différentes conditions testées sont présentées dans le 
Tableau III.4.  
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Tableau III.4. Paramètres utilisés lors de l’extraction assistée par microondes de composés de résidus de 

pommes Royal Gala 

Solvant d’extraction Nombre de cycles Durée d’un cycle Puissance microondes (W) 
EtOAC 3 30 s 1000 

EtOAc / EtOH 
(90 % / 10%) 

3 30 s 1000 

EtOAc 3 5 min 1000 
EtOAC 3 30 s 300 
EtOAC 3 30 s 500 
EtOAC 3 30 s 700 

 
Initialement nous avons repris avec EtOAc les mêmes conditions que celles employées 

lors de l’extraction EtOH (3 cycles de 30 s à une puissance microondes de 1000 W). Le temps 
total nécessaire pour une extraction dans ces conditions est autour de 30 min ce qui nous 
permet de conserver la même durée de contact entre le matériel végétal et le solvant 
d’extraction que celle utilisée pour la macération. 

La représentation graphique des aires récupérées pour les pics des composés apolaires 
extraits est illustrée dans la Figure III.17. 
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Figure III.17. Influence de différents paramètres sur l’extraction assistée par microondes de composés 

apolaires (tr ≈ 40 min) de résidus de pommes Gala 

 

En regardant les résultats obtenus nous pouvons remarquer plusieurs aspects.  
Ainsi, nous pouvons observer que la durée d’irradiation n’influe pas beaucoup sur le 

rendement d’extraction des composés apolaires de résidus de pommes. Ainsi, afin de réduire 

le temps total du processus nous avons considéré approprié de conserver comme durée de 
cycle, la valeur de 30 s. De plus le refroidissement du réacteur microondes entre les cycles 
peut se réaliser plus facilement étant donné que la température atteinte pendant l’extraction ne 

dépasse pas 100°C alors que pour un cycle de 5 min elle atteint la valeur de 130°C. 
Les puissances d’irradiation optimales sont comprises entre 500 et 700 W. A plus 

faible puissance (300W) les composés sont moins extraits et à une puissance de 1000 W on 
observe également une diminution de la quantité de composés apolaires peut être due à une 
dégradation. Nos résultats concordent avec ceux présentés par d’autres études [35-37] qui 
stipulent une puissance microondes optimale située entre 500 W et 800 W. 
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En ce qui concerne la nature du solvant d’extraction, nous avons vu dans le deuxième 

chapitre de ce manuscrit que l’EtOAc n’absorbe pas très bien les ondes électromagnétiques sa 

constante diélectrique n’étant que de 6,5 Debye  alors que celle de l’EtOH est beaucoup plus 
importante (24,3 Debye). En revanche EtOAc solubilise mieux les composés apolaires 
d’intérêt que EtOH. De ce fait, nous avons utilisé un mélange EtOAc : EtOH (90 : 10%) afin 
de conserver la bonne solubilité dans EtOAc tout en améliorant la capacité du solvant à 
absorber les micro-ondes afin d’obtenir un chauffage plus homogène.  

L’étude réalisée nous a permis de constater que la présence d’EtOH ne conduit pas à 

une meilleure extraction des analytes d’intérêt bien que la température atteinte à l’intérieur du 
réacteur micro ondes ait augmenté au-delà de 100°C. De plus EtOH est capable de solubiliser 
une partie des sucres présents dans les résidus de pommes ce qui peut contribuer à la 
diminution de l’extraction des composés d’intérêt.  

Quelles que soient les conditions testées pour l’extraction assistée par micro ondes, la 
comparaison des aires des pics des composés apolaires extraits révèle que l’extraction assistée 

par microondes est toujours moins efficace que la macération même sans agitation. 
Au cours de nos recherches bibliographiques nous avons remarqué que certaines 

études dont celle réalisée par Lucchesi et al. [38] ont montré que l’extraction assistée par 

microondes se réalise mieux si le matériel végétal sec utilisé est hydraté avant l’extraction. 

Afin de vérifier cette hypothèse nous avons réalisé deux extractions. Pour la première nous 
avons mis en contact 1 g de résidus de pommes Pink Lady lyophilisés avec 20 mL EtOAc. Ce 
mélange a été soumis à l’irradiation électromagnétique dans les meilleures conditions 

déterminées : 3 cycles de 30 s à 700 W. Dans le deuxième cas la même quantité de matériel 
végétal a été mise en contact avec un volume de 30 mL d’eau pendant 30 min. Le mélange 
obtenu a été ensuite centrifugé et les résidus de pommes humidifiés récupérés ont été soumis à 
l’extraction dans les mêmes conditions que celles des résidus secs. Les résultats obtenus 

confirment le fait que la présence de l’eau dans les cellules végétales améliore l’extraction. 

Les quantités récupérées ont été similaires à celles issues de la macération. Il est nécessaire de 
préciser que dans cette situation le matériel végétal hydraté contient toujours un certain 
volume d’eau non-miscible avec EtOAc ce qui peut conduire à des problèmes lors de 
l’extraction à une plus grande échelle. De plus les étapes supplémentaires impliquées 

(hydratation des résidus de pommes, centrifugation etc.) peuvent être responsables de 
l’augmentation de la durée totale de l’étape d’extraction.  

Les recherches réalisées nous ont permis de conclure que les paramètres optimaux 
pour l’extraction assistée par microondes capables d’assurer une bonne récupération des 

composés apolaires de résidus de pommes sont les suivants : 
§ matériel végétal : hydraté ; 
§ agitation avec un barreau aimanté en weflon ® ; 
§ solvant d’extraction : EtOAc ; 
§ puissance microondes : 700 W ; 
§ nombre des cycles d’extraction : 3 ; 

durée d’un cycle : 30 s.  

 

Un aliquote de 5 µL d’une solution à 8000 ppm de l’extrait obtenu dans les meilleures 
conditions de l’extraction assistée par microondes a été analysé par HPLC sur la colonne 

Pursuit XRs C18e dans les conditions chromatographiques développées antérieurement. 
L’aire du pic des composés apolaires peut être estimée comme équivalente à celle du pic 
obtenu pour une solution d’acide ursolique à 1000 ppm. L’acide ursolique est en effet décrit 

comme étant l’acide triterpénique le plus abondant dans les pommes [39-40]. C’est une 

molécule apolaire faisant partie de la famille de composés triterpéniques [31]. Injecté dans les 
mêmes conditions chromatographiques que l’extrait de résidus de pommes, son temps de 

rétention est d’environ 40 min.  
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III. 2. 3. Identification de principales familles de composés bioactifs de 
résidus de pommes  
 
 
III. 2. 3. 1. Analyse des extraits de résidus de pommes par HPTLC 
 
 

L’analyse HPTLC offre des informations sur la présence des grandes familles de 

composés présents dans les extraits de résidus de différentes variétés de pommes. La présence 
et/ou l’absence de familles caractéristiques telles que les acides aminés, les sucres, les 

composés phénoliques, les composés terpéniques etc. peut être déterminée par la comparaison 
des couleurs de spots avec celles de standards après dérivatisation.  
 
 
III. 2. 3. 1. 1. Appareillage et conditions opératoires 
 
 Un système HPTLC de Camag (Muttenz, Suisse) équipé avec un déposeur 
automatique (Linomat 4) et une chambre de développement horizontale ont été utilisés pour 
l’analyse HPTLC. Les plaques HPTLC et les systèmes de solvants ont été choisis en 
concordance avec les familles de composés étudiées. Après développement, les plaques ont 
été séchées, pulvérisées avec des réactifs appropriés pour la révélation et les spots ont été 
visualisés en visible et sous UV (à 254 et 366 nm).  
 
 
III. 2. 3. 1. 2. Acides aminés et sucres 
 
Conditions opératoires 
 Le développement des acides aminés et des sucres a été réalisé sur des plaques 
HPTLC de silice type 60 F254 (10 x 20 cm) (Merck, Allemagne).  

Des volumes de 10 µL de solutions standards et d’extraits de résidus de quatre variétés 

de pommes (Gala, Golden, Granny Smith, Pink Lady) obtenus par extraction assistée par 
microondes et par macération ont été déposés sur la plaque en bandes de 8 mm. Une distance 
de 4 mm entre chaque dépôt a été respectée. La ligne de dépôt a été fixée à 1 cm du bas de la 
plaque et les premiers et derniers dépôts ont été réalisés à 12 mm des bords latéraux.  

L’élution des composés a été réalisée avec un mélange H2O : MeCN (75 : 25).  
Le traitement des plaques a nécessité l’utilisation de deux révélateurs différents : un 

pour les acides aminés dans un premier temps et un autre pour les sucres dans un second 
temps. Cet ordre est imposé par le fait que le révélateur des sucres une fois appliqué ne 
permet plus la révélation des acides aminés. 

L’utilisation d’une solution de ninhydrine (0,1% dans EtOH) a conduit, après un 

chauffage de 5 minutes à 120°C, à des spots roses caractéristiques des acides aminés.  
Les sucres ont été ensuite détectés avec le révélateur Molich en deux étapes. Pour cela 

les plaques ont été pulvérisées avec une solution d’α-naphtol (2 g dans 100 mL EtOH (v / v)), 
séchées et pulvérisées de nouveau avec une solution d’acide sulfurique (5% en EtOH v / v)). 

Les plaques ont été placées dans une étuve à 120°C pendant 5 minutes ce qui a permis la 
révélation des spots violets spécifiques des sucres.  

Les acides aminés L-serine, L-valine, phénylalanine et les sucres glucose, fructose,  
saccharose et raffinose ont été utilisés comme standards. 
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Résultats 
En regardant la Figure III.18A nous pouvons remarquer qu’aucune trace d’acides 

aminés n’a été détectée dans les extraits de résidus de pommes (dépôts 4 à 11) ce qui n’exclut 

cependant pas totalement leur présence. Leurs teneurs dans les échantillons déposés 
pourraient être trop faibles pour être révélées dans ces conditions.  

En ce qui concerne la présence des sucres, l’analyse HPTLC indique la présence du  

fructose et du saccharose dans tous les extraits (Figure III.18B, dépôts 4 – 11). Les 
concentrations plus importantes dans le cas de l’extraction assistée par microondes              
(dépôts 4 à 7) peuvent s’expliquer par l’action plus intense de l’irradiation électromagnétique 

sur le matériel végétal et par le chauffage implicite du mélange ce qui contribuerait à la 
solubilisation des sucres mais aussi à un rendement d’extraction plus important de ces sucres 

dans les extraits MWAE déposés. Une bande plus intense est constatée pour l’extrait 

microondes de résidus de pommes de la variété Granny Smith (dépôt 6). Une tâche avec un 
rapport frontal plus élevé (Figure III.18B, dépôt 11) est visible pour l’extrait obtenu par 

macération à partir de résidus de pommes de la variété Pink Lady ce qui peut suggérer la 
présence d’un sucre moins polaire ou ayant une taille plus faible.   
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

A

     1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

B

 
Figure III.18. Chromatogramme HPTLC des extraits de résidus de pommes et de solutions de standards 

de sucres et des acides amines (VIS) 

A. après révélation à la ninhydrine (acides aminés) ; B. après révélation avec le réactif de Molich (sucres) 
Plaque : silice 60 F254 (10 x 20 cm); Bandes : 8 mm; Espace entre dépôts : 4 mm ; Elution : H2O/MeCN (75:25) ; 

Volume déposé : 10 µL (standards : 1 g.L-1, extraits MWAE 10 g.L-1, extraits M : 8 g.L-1) ;  
Dépôts : 1. L- Ser ; 2. L-Val ; 3. Phe ; 4. Extrait MWAE GALA ; 5. Extrait MWAE GOLDEN ;  

6. Extrait MWAE GRANNY ; 7. Extrait MWAE PINK   ; 8. Extrait M GALA ; 9. Extrait M GOLDEN ; 
10. Extrait M GRANNY ; 11. Extrait M PINK LADY ; 12. Glu ; 13. Fru ; 14. Sacch ; 15. Raff 

 
 
III. 2. 3. 1. 3. Polyphénols 
 
Conditions opératoires 
 Deux types de plaques HPTLC ont été utilisées pour la détection des polyphénols : des 
plaques de silice type 60 F254 (5 x 10 cm) et des plaques de silice greffée C18 (10 x 20 cm) 
(Merck, Allemagne).   

Différents systèmes d’élution ont été testés en utilisant différentes phases mobiles 
(CH3Cl : MeOH : H2O) ; (EtOAc : MeOH : HCOOH) et (H2O : MeCN : HCOOH) en 
différentes proportions.  

Après développement, les plaques ont été dans un premier temps pulvérisées avec le 
réactif NEU (1 g de diphényl boric acid ethylamino ester pour 100 mL MeOH) et ensuite avec 
le réactif PEG (polyéthylène glycol 4000 5% dans EtOH). La fluorescence des composés 
phénoliques a été étudiée sous UV (λ = 366 nm).  

L’acide chlorogénique, la phloridzine, la catéchine, la rutine, la cyanidine-3-chloride, 
la cyanidine-3-glucoside et la cyanidine-3-rutinoside ont été utilisés comme standards.   
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Résultats 
La Figure III.19 présente les composés phénoliques des extraits de résidus de pommes  

détectés en utilisant une plaque de silice greffée C18.  
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

254 nm

    

366 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  
Figure III.19. Chromatogramme HPTLC des extraits de résidus de pommes et de solutions de polyphénols 

standards (à 254 et 366 nm) 
Plaque : silice RP C18 (10 x 20 cm) ; Bandes : 8 mm ; Espace entre dépôts : 4 mm ; 

Volume déposé : standards : 5 µL (1 g.L-1 ), extraits : 10 µL (MWAE 10 g.L-1, M : 8 g.L-1); 
Elution : H2O / MeCN / HCOOH (60 : 40 : 2) ; Révélation : NEU et PEG ; 

Dépôts : 1. AC ; 2. PH ; 3. CAT ; 4. RUT ; 5. Extrait MWAE GALA ; 6. Extrait MWAE GOLDEN ; 
7. Extrait MWAE GRANNY ; 8. Extrait MWAE PINK ; 9. Extrait M GALA ; 10. Extrait M GOLDEN ; 

11. Extrait M GRANNY  ; 12. Extrait M PINK LADY ;  13. Cy-3-Rut ; 14. Cy-3-Glu ; 15. Cy-3-Ch 
 

L’analyse révèle l’existence de la phloridzine (dépôt 2) et de la rutine (dépôt 3) 

(séparation non satisfaisante) qui sont respectivement responsables de la fluorescence bleu et 
jaune visibles en UV à 366 nm, mais n’indique pas la présence de l’acide chlorogénique 

même si de nombreuses études [25, 27, 41] le citent parmi les composés majoritaires. Des 
concentrations plus importantes en ces composés ont été constatées dans les extraits obtenus 
par macération (dépôts 9 – 12) et surtout dans ceux obtenus à partir de résidus de pommes 
Gala (dépôt 9) et Golden (dépôt 10). Ces extraits, comparés à celui de résidus de pommes 
Granny, contiennent également davantage de composés moins polaires (Rf = 0).  

Vu que les pommes Gala et Pink Lady ont une couleur rouge nous avons déposé 
également sur cette plaque trois standards d’anthocyanines (Cy-3-Rut, Cy-3-Glu et Cy-3-Ch) 
afin de déterminer si ces composés se retrouvent dans les extraits de résidus de pommes mais 
nous n’avons pas pu confirmer cette hypothèse les traits rouges en visible et violet à 254 nm  

spécifiques de ces pigments n’étant pas visibles dans nos échantillons.   
 
 
III. 2. 3. 1. 4. Lipides, triterpènes et phytostérols 
 
Conditions opératoires 
 Pour la séparation des terpénoïdes des plaques HPTLC de silice                               
type 60 F254 (10 x 20 cm) (Merck, Allemagne) ont été utilisées avec un éluant constitué de 
CH3Cl : MeOH : H2O (90 : 20 : 1,5).  

La révélation de lipides a été réalisée avec une solution de primuline (5 mg primuline 
dans 100 mL mélange acétone : eau (8 : 2)). La plaque a été lue dans le visible.  

Le réactif Liebermann-Buchard (0,5 mL acide acétique anydre et 0,5 mL H2SO4 
concentré en 50 mL EtOH refroidi dans un bac à glace) a été utilisé pour la révélation de 
triterpènes et de phytostérols. La plaque a été ensuite chauffée à 120°C pendant                       
5 – 10 minutes et visualisée en visible et UV (λ = 366 nm).  
L’acide bétulinique, l’acide oléanolique, l’acide ursolique, l’érythrodiol, l’uvaol, l’acide 

palmitique, le β-sitostérol, le squalène et la rutine ont été utilisés comme standards.  
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Résultats 
Les résultats obtenus ne confirment ni la présence de lipides et ni celle phytostérols 

dans les extraits de résidus de pommes analysés. Par contre, les acides et les alcools 
triterpèniques ont été détectés dans des quantités plus ou moins importantes dans tous les 
échantillons (Figure III.20B : traces roses visibles à 366 nm). Les bandes de couleur brun 
foncé près de la ligne de dépôt peuvent être attribuées aux composés phénoliques qui dans les 
conditions utilisées (plaque de silice non greffée et éluant non polaire) ne sont pas élués. 
 

A
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16 17  
Figure III.20. Chromatogramme HPTLC des extraits de résidus de pommes et de solutions de standards 

de lipides et triterpènes (à 366 nm) 

A. après révélation à primuline (lipides) ; B. après révélation avec réactif Liebermann-Buchard (triterpènes) 
Plaque : silice 60 F254 (10 x 20 cm) ; Bandes : 7 mm ; Espace entre dépôts : 4 mm ;  

Volume déposé : standards : 5 µL (1 g.L-1 ), extraits : 10 µL (MWAE 10 g.L-1, M : 8 g.L-1) ;  
Elution : CH3Cl : MeOH : H2O = 90 : 20 : 1,5 ;  

Dépôts : 1. AB ; 2. AO ; 3. AU ; 4. ER ; 5. Uv ; 6. Extrait MWAE GALA ; 7. Extrait MWAE GOLDEN ;  
8. Extrait MWAE GRANNY ; 9. Extrait MWAE PINK ; 10. Extrait M GALA ; 11. Extrait M GOLDEN ;  

12. Extrait M GRANNY ; 13. Extrait M PINK LADY ;  14. AP ; 15. β-Sts ; 16. SQU ; 17. RUT 
 
III. 2. 3. 1. 5. Triterpènes 
 

Conditions opératoires 
 Afin de réaliser la séparation de triterpènes différents essais ont été menés sur des 
plaques HPTLC de silice type 60 F254 (10 x 20 cm) et sur des plaques de silice greffée C18                
(10 x 20 cm) (Merck, Allemagne) en utilisant différents systèmes d’élution                             
(CH3Cl : MeOH : H2O ; acétone : MeCN) en différentes proportions.  

Les plaques séchées ont été révélées avec une solution d’anisaldéhyde (constituée de 
0,5 mL anysaldéhyde, 10 mL acide acétique glacial, 85 mL MeOH et 5 mL H2SO4 concentré), 
séchées, chauffées à 100°C pendant 5 – 10 minutes et visualisées en visible et en                       
UV (λ = 366 nm).  

L’acide bétulinique, l’acide oléanolique, l’acide ursolique, l’érythrodiol, l’uvaol ont 

été utilisés comme standards.  
 
Résultats 

Parmi les plaques testées, les meilleures résultats (similaires à ceux de Martelanc et al. 
[42]) ont été obtenus sur celles de silice greffée C18.   

Malgré les différents changements de polarité de l’éluant nous avons constaté que 

l’acide bétulinique, l’acide oléanolique et l’acide ursolique (Figure III.21 : dépôts 1 – 3) n’ont 

pas été séparés. L’absence de la séparation peut être expliquée par le fait que ces composés, 

isomères entre eux, présentent une haute similarité au niveau de leur structure. Une légère 
séparation peut s’observer dans le cas de l’érythrodiol et de l’uvaol (Figure III.21, dépôts 12 
et 13).  

En revanche, aucune séparation de ces composés n’a été observée dans les extraits de 

résidus de pommes. L’analyse réalisée nous a permis juste de confirmer la présence dans nos 
échantillons de composés similaires aux triterpènes.    
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Parallèlement cette analyse met clairement en évidence la différence de sélectivité 
entre les 2 méthodes d’extraction par micro ondes (dépôts 4-7) et par macération (dépôt 8-11). 
En effet, les extraits effectués par micro ondes présentent des taches de faible intensité au 
niveau des composés triterpéniques alors que ces composés semblent majoritaires pour les 
extraits effectués par macération.    
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  
Figure III.21. Chromatogramme HPTLC des extraits de résidus de pommes et de solutions de standards 

de terpènes (VIS) 
Plaque : silice RP C18 (10 x 20 cm) ; Bandes : 10 mm ; Espace entre dépôts : 4 mm ;  

Volume déposé : standards : 5 µL (1 g.L-1), extraits : 10 µL (MW 10 g.L-1, M : 8 g.L-1);  
Elution : Acétone / MeCN (4 : 2) ; Révélation : Anysaldéhyde ; 

Dépôts : 1. AB ; 2. AO ; 3. AU ; 4. Extrait MWAE GALA ; 5. Extrait MWAE GOLDEN ;  
6. Extrait MWAE GRANNY ; 7. Extrait MWAE PINK   ; 8. Extrait M GALA ; 9. Extrait M GOLDEN ;  

10. Extrait M GRANNY ; 11. Extrait M PINK LADY ;  12. ER ; 13. Uv  
 
 Suite à l’analyse par HPTLC nous pouvons conclure que les extraits de résidus de 

différentes variétés de pommes contiennent des proportions importantes de sucres, de  
polyphénols et de triterpènes. Nos résultats ne confirment pas la présence d’acides aminés ou 

de lipides. 
   
 
III. 2. 3. 2. Analyse des extraits de résidus de pommes par Chromatographie 
Liquide de Haute Performance (HPLC) 
 

Une étude plus avancée concernant la composition des extraits de résidus de pommes 
a été réalisée en utilisant la chromatographie liquide de haute performance couplée à 
différents types de détection.  
 
III. 2. 3. 2. 1. Analyse d’un mélange de composés standards 
 

L’essai d’identification des principales familles de composés présentes dans les 

extraits de résidus de différentes variétés de pommes est basé sur la comparaison des spectres 
d’absorption et des temps de rétention des composés extraits avec ceux de différents standards  
analysés dans les mêmes conditions.  

6 standards de composés phénoliques et 5 standards de composés triterpéniques décrits 
dans la littérature comme présents dans les résidus de pommes ainsi qu’un acide gras ont été 

sélectionnés. Un mélange contenant 0,083 g.L-1 d’acide gallique (AG), acide chlorogénique 
(AC), catéchine (CAT), rutine (RUT), phloridzine (PH), quercétine (QUE), acide bétulinique 
(AB), acide oléanolique (AO), acide ursolique (AU), érythrodiol (ER), uvaol (Uv), acide 
palmitique (AP) a été préparé (à partir de solutions mères ayant une concentration d’1 g.L

-1) 
puis analysé par HPLC-DAD-DEDL. Le DAD permet la détection des composés ayant des 
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groupements chromophores (le cas des composés phénoliques du mélange) alors que le 
DEDL assure la détection des composés non volatils tels que les composés triterpéniques qui 
absorbent peu en UV. 

Les formules structurales des standards étudiés et les spectres d’absorption 

correspondants obtenus grâce au DAD lors de la séparation chromatographique sont présentés 
dans le Tableau III.5.  
 

Tableau III.5. Formules structurales et spectres d’absorption des standards étudiés 

Standards Formule structurale Spectre d’absorption en UV 

Acide gallique 
(AG) 

 
tr = 3,46 min 

OH

OH

OH

COOH

 

200 300 400 500 600

0

50

100

150 217

271

343

3,44 Min

Lambda Max

 

Catéchine 
(CAT) 

 
tr = 7,14 min 

O

OH

OH

OH

OH

OH

 
200 300 400 500 600

0

100

200

300

278

320340

7,14 Min

Lambda Max

 

Acide 
chlorogénique 

(AC) 
 

tr = 8,36 min 

OH

O

OH

OH

O

OH

OH

CO
2
H

 
200 300 400 500 600

0

200

400

600 326

219

234

8,30 Min

Lambda Max

 

Rutine 
(RUT) 

 
tr = 16,16 min 

CH
3

O
O O

O

OH

OH
O

OH

OH
OH

OH

OH
OH

OH

OH

 
200 300 400 500 600

0

100

200

300 216

256
356

16,15 Min

Lambda Max

 

Phloridzine 
(PH) 

 
tr = 16,83 min 

O

O

O

OH

OH

OH

OH
OH

OH

OH

 
200 300 400 500 600

0

200

400
222

284
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16,82 Min

Lambda Max
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Tableau III.5. Formules structurales et spectres d’absorption des standards étudiés (suite) 

Standards Formule structurale Spectre d’absorption en UV 

Quercétine 
(QUE) 

 
tr = 20,41 min 

O

O

OH

OH

OH

OH

OH

 
200 300 400 500 600

0

100

200

300

220

254 371

20,42 Min

Lambda Max

 

Acide bétulinique 
(AB) 

 
tr = 38,86 min 

 
200 300 400 500 600

0

200

400

222

349362

38,86 Min

Lambda Max

 

Acide oléanolique 
(AO) 

 
tr = 40,10 min 

 
200 300 400 500 600

0

200

400

222

350362

40,08 Min

Lambda Max

 

Acide ursolique 
(AU) 

 
tr = 40,67 min 

H

OH

COOH

 200 300 400 500 600

0

200

400

222

351362

40,66 Min

Lambda Max

 

Erythrodiol 
(ER) 

 
tr = 40,68 

OH

CH
2
OHH

 
200 300 400 500 600

0

250

500

222

357362

39,81 Min

Lambda Max

 

Uvaol 
(Uv) 

 
tr = 40,68 min 

 
200 300 400 500 600

0

200

400

222

333363

40,66 Min

Lambda Max

 
Acide palmitique 

(AP) 
 

tr = 46,12 min  

Pas d’absorbance UV 
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En regardant les temps de rétention et les profils chromatographiques (Figure III.22) 
nous pouvons constater que les standards de composés phénoliques ont été relativement bien 
séparés. Par contre, les composés triterpéniques, à cause de leur forte similarité (voir les 
formules structurales et les spectres d’absorption), sont, en partie, coélués.   
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Figure III.22. Analyse HPLC des standards de composés phénoliques et de composés triterpéniques 

AG – acide gallique ; CAT – catéchine ; AC – acide chlorogénique ; RUT – rutine ; PH – phloridzine ;  
QUE – quercétine ; AB – acide bétulinique ; AO – acide oléanolique ; AU – acide ursolique ;  

ER – érythrodiol ; Uv – uvaol ; AP – acide palmitique 
Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) ; 

Détection : UV : 280 nm ; DEDL : 50°C, Gain 6, Pression 3 bar ;  
Phase mobile : A. H2O; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : (1 mL.min-1) 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
 
Afin de mieux séparer les triterpènes coélués une série supplémentaire d’essais a été 

réalisée.  
 



III. Composés bioactifs obtenus des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits – Résultats et discussions 
 

Références bibliographiques : p. 199-204                                      163 
 

Optimisation de la séparation des triterpènes 
 

En nous basant sur leurs structures chimiques, sur leur solubilité et sur leurs propriétés 
acides, un mélange de cinq triterpènes (AB, AO, AU, ER, Uv) dont la présence dans les 
résidus de pommes a été citée par plusieurs études [39, 43-45], a été préparé et étudié afin 
d’optimiser la séparation chromatographique sur la colonne phase inverse Pursuit XRs C18e.  

En dépit des caractéristiques de cette colonne, aucun des programmes d’élution testés 

(en mode isocratique ou en gradient d’élution) n’a conduit à une séparation satisfaisante, les 

triterpènes étant toujours coélués.  
 
Caractéristiques physico-chimiques des différentes colonnes testées 
 

Différents phases stationnaires de silice greffée C18 ont alors été testées           
(Tableau III.6) pour optimiser la séparation chromatographique du mélange de triterpènes                         
(AB, AO, AU, ER, Uv) en utilisant  une phase mobile constituée d’eau (solvant A) et de 

MeOH (solvant B) les deux acidifiés avec 0,1% d’acide formique.  
Nos essais ont été réalisés en mode isocratique (10% A : 90% B) et en gradient 

d’élution (0 - 30 min, 20 - 90% B ; 30 - 45 min, 90% B) à température ambiante sauf cas 
particuliers. La détection a été assurée par DEDL. 
 

Tableau III.6. Caractéristiques des colonnes utilisées pour la séparation de standards de triterpènes 

Colonnes 
(Fournisseur) 

Caractéristiques colonnes 

L x Φ  
(mm) 

Diamètre de 
particules  

(µm) 

Taille  
des pores  

(Å) 
Greffage 

Surface  
spécifique 

(m2.g-1) 
Pursuit XRs C18  
(Varian) 

150 x 4,6 5 100 C18 440 

Kromasil C18  
(Hypersil) 

250 x 4,6 5 120 C18 170 

Hypersil ODS  
(Hypersil) 

250 x 4,6 5 120 C18 170 

Discovery HS C18 
(Supelco) 

150 x 2,1 3 120 C18 300 

Atlantis C18  
(Watters) 

100 x 2,1 3 100 C18 330 

Purosphere RP 18e 
(Merck) 

125 x 3 5 90 C18 480 

Purosphere STAR 
 RP 18e  (Merck) 

125 x 4 5 120 C18 330 

Uptisphere PLP 
(Interchim) 

250 x 4,6 5 120 
C18 à groupements 

polaires insérés 
320 

Supelcosil ABZ+ Plus 
(Supelco) 

150 x 4,6 5 100 
C18 à groupements  
alkyl-amide insérés 

170 

HyPURITY 
Advance (Hypersil) 

100 x 3 5 190 
C18 à groupements 

polaires insérés 
 

Zorbax Eclipse C8 
(Agilent) 

150 x 4,6 5 80 C8 180 

Symetry C8  
(Waters) 

150 x 3 5 100 C8 335 

PLRP – S 
(Varian) 

250 x 4,6 5 100 Polymérique  

Pursuit PFP  
(Varian) 

150 x 2 5 200 Pentafluorophényle 200 



Valorisation des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits par extraction des composés bioactifs 

 

Références bibliographiques : p. 199-204                                      164 
 

Nous allons discuter par la suite les différentes caractéristiques de ces colonnes ainsi 
que les résultats obtenus. 
 
 
Colonnes de silice greffée C18 

 
Kromasil C18 

La colonne Kromasil C18 est constituée de silice sphérique à 
surface lisse greffée C18 et ne présente pas de micro cavités      
(Figure III.23). Le volume optimisé des pores donne une haute 
surface spécifique sans affecter la résistance mécanique. Les 
groupements silanols de la surface sont uniformément répartis et 
relativement neutres. La colonne Kromasil C18 présente une forte 
stabilité chimique et assure une bonne reproductibilité des analyses. 
Elle se caractérise par une haute hydrophobicité ce qui conduit à une 
bonne séparation. La phase Kromasil C18 conduit à des pics 
symétriques pour des composés acides et basiques [46].    

 
Figure III.23. Image 

SEM de particules de 

silice Kromasil [46] 

  
Hypersil ODS 

La colonne Hypersil ODS est appropriée pour l’analyse de composés non-polaires et 
moyennement polaires (composés acides, neutres et lipophiles). Constituée de silice greffée 
de façon covalente avec une couche d’octadecyle silane, la phase stationnaire Hypersil ODS 

est complètement endcappée afin de minimiser les interactions des analytes avec les 
groupements silanols résiduels [47]. 

 

Discovery HS C18 

Cette colonne est réputée pour offrir une excellente symétrie de pics pour les 
composés acides et/ou basiques.  

 
Atlantis C18  

La colonne Atlantis dC18 est une colonne qui présente une bonne rétention pour les 
composés polaires et qui peut être utilisée avec une phase mobile 100% aqueuse [48]. 
 

Purospher RP – 18e et Purospher STAR RP – 18e 

 Ces colonnes sont utilisées pour la séparation de composés basiques, neutres et acides 
dans un temps court et avec une reproductibilité accrue. La silice haute pureté utilisée est 
complètement endcappée. Les deux colonnes sont très stables chimiquement et peuvent 
assurer une excellente symétrie des pics ainsi qu’une sélectivité et efficacité importantes. Des 
conditions d’élution peuvent être développées pour des pH de 1,5 à 10,5 avec différentes 
phases mobiles et conditions de température. 
 
 
Colonnes de silice greffée C18 avec des groupements polaires insérés 

 
Uptisphere PLP 

 La phase stationnaire Uptisphere PLP possède un groupement polaire inséré dans une 
longue chaîne hydrophobe. Cette modification lui confère des caractéristiques particulières 
telles que : la compatibilité avec les phases mobiles 100% aqueuses ; une excellente symétrie 
de pics avec les composés basiques et une très bonne rétention pour les composés polaires. Sa 
stabilité est assurée pour un pH entre 2,5 et 7,5 [49]. 
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Supelcosil ABZ+Plus 

La colonne Supelcosil ABZ+Plus présente tous les avantages de colonnes HPLC 
phase inverse : efficacité élevée, stabilité, résistance mécanique et un mécanisme prédictible 
de séparation. Les groupements polaires insérés (Figure III.24) assurent une désactivation de 
silanols et une bonne sélectivité, différente de celle de la phase C18 conventionnelle. Cette 
sélectivité unique aide à la séparation de composés qui normalement ne sont pas séparés sur 
des colonnes C18.  

+ / -

SiOH

Si-O-Si

SiOH

+ / -Si-O-Si

+ / -Si-O-Si

SiOH  

Figure III.24. 

Représentation schématique 

de la phase stationnaire 

Supelcosil ABZ+Plus [50] 

Etant bien établi que les acides peuvent interagir avec les silanols par des liaisons 
hydrogène entrainant ainsi une augmentation des temps de rétention et des épaulements de 
pics, le groupement polaire de la colonne Supelcosil ABZ+Plus, inséré près de la surface de 
silice agit comme une barrière électrostatique en repoussant les molécules de même charge. 
De plus, cette  phase stationnaire contient aussi une couche d’eau à proximité de la silice ce 
qui fait que les composés polaires sont plus solubles dans la phase stationnaire en devenant 
moins réactifs à cause de liaisons hydrogène avec les silanols du support de silice [50].  
 
Hypersil HyPURITY Advance 

La phase stationnaire HyPURITY 
Advance est aussi avec des groupements 
polaires insérés près de la surface de silice. 
Ces groupements bloquent les interactions 
des analytes polaires avec la surface de 
silanols et fournissent une sélectivité 
alternative en comparaison avec celle de 
phases C18 et C8.  

La colonne HyPURITY Advance 
offre des performances chromatographiques  
conduisant à l’obtention de pics 

symétriques.  
De multiples interactions peuvent 

s’établir entre les analytes et la phase         

HyPURITY Advance. Le mécanisme de 
rétention d’une phase stationnaire 

HyPURITY Advance est illustré par la 
Figure III.25. La partie « alkyle » retient les 
analytes par des interactions hydrophobes 
typiques de la chromatographie phase 
inverse. Des interactions dipôle-dipôle 
peuvent avoir lieu entre les groupements 
polaires intégrés et les composés polaires. 

Groupement 
polaire

Chaîne alkyl (C18)

Interaction hydrophobe

Dipôle

Dipôle

N’ R3

Répulsion positive

 
Figure III.25. Mécanisme de rétention des analytes sur la 

colonne HyPURITY Advance [51] 

La partie polaire de cette colonne peut également repousser les espèces basiques 
ionisées conduisant à des pics de forme excellente pour ces composés problématiques. Des 
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interactions supplémentaires peuvent conduire à un changement de l’ordre d’élution par 

rapport à celui obtenu en utilisant des phases stationnaires traditionnelles de type C18 ou C8. 
Les groupements polaires intégrés dans la chaîne alkyle inhibent les interactions secondaires 
entre les analytes et les groupements silanols présents à la surface de la silice. Ceci conduit à 
une bonne symétrie de pics pour une grande variété de composés. Les groupements polaires 
empêchent les chaînes alkyle de se replier en présence des molécules d’eau ce qui permet 

d’éviter une baisse des performances chromatographiques de la colonne en présence des 

phases mobiles totalement aqueuses [51].   
 
 
Colonnes de silice greffée C8 

 
Zorbax Eclipse C8 

 Cette phase stationnaire utilise une technologie spéciale pour un double endcapping 
afin d’éviter la dissolution du support de silice dans les phases mobiles à pH intermédiaire. 

Elle est utile pour la séparation des acides, des bases et des composés hautement polaires [52].    
 
Waters Symetry C8 

 La colonne Waters Symetry C8 présente une importante densité de ligand et une 
activité de silanols résiduels réduite ce qui confère une grande reproductibilité des analyses. 
Elle assure une amélioration de la symétrie des pics dans un domaine de pH de 2 à 8 [53]. 
 
Colonne polymérique PLRP-S 

 Cette colonne est constituée d’une phase stationnaire de styrène / divinylbenzène 

macroporeux rigide. Avec une stabilité physico-chimique remarquable, elle est robuste et ne 
nécessite pas la présence d’une chaîne alkyl telle que C8 ou C18 pour acquérir sa haute 

hydrophobicité. La phase PLRP-S est utilisée souvent pour la séparation d’oligomères et 

polymères synthétiques, de biomolécules gigaporeuses, de protéines et d’oligonucléotides 
[54].  
 
Colonne Pursuit PFP 

 La colonne Pursuit PFP est constituée d’un 

groupement pentafluoro phényle lié à la silice par une 
chaîne alkyle (le plus souvent propyle) (Figure III.26). 
Elle offre plusieurs types d’interactions pour la 
rétention de composés tels que: la reconnaissance 
stérique, les interactions électrostatiques liés aux 
doublets électroniques des atomes de fluor et les 
interactions π-π liées à la présence des noyaux 

aromatiques [55]. La colonne Pursuit PFP assure une 
rétention, une discrimination et une séparation 
optimales de composés polaires et une haute sélectivité 
pour les isomères de position.  

F
F

F

F
F

F

F
F

F

F

F

F

F
F

F

 
Figure III.26. Représentation 

schématique de la phase stationnaire PFP 
  

 Un large panel de phases stationnaires a ainsi été testé. Ces phases diffèrent 
principalement par leur surface spécifique et par leur greffage (avec ou sans groupement 
polaire inséré). Leur hydrophobie variable et l’accessibilité des silanols résiduels plus ou 

moins importantes doivent permettre d’envisager des sélectivités différentes de ces phases 

stationnaires vis-à-vis des composés triterpéniques. 
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Séparation des composés triterpéniques  
sur les différents supports conventionnels C18 ; C8 ou fluorés 
 

Les essais réalisés sur des phases stationnaires de silice greffée C8 ou C18 
conventionnelles ou avec des groupements polaires insérés n’ont pas abouti à une séparation 

des 5 triterpènes étudiés. L’analyse en mode isocratique et celle en gradient d’élution ont 

conduit généralement à l’obtention d’un ou deux pics incluant les 5 composés.                      

La non-résolution des analytes et dans certains cas (analyse HPLC sur la colonne PLRP-S) 
leur trainées rendent impossible le processus d’identification et de quantification.  
 Les meilleures conditions de séparation ont été observées sur la colonne Purospher 
STAR RP 18e (Figure III.27) en mode isocratique en ajustant le pourcentage de MeOH en 
phase mobile à 80% ce qui a conduit à une rétention des solutés entre 20 et 35 min et a une 
séparation en 4 pics non totalement résolus.  
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Figure III.27. Analyse du mélange de 5 triterpènes sur colonne Purosphere STAR RP 18e 

AB – acide bétulinique ; AO – acide oléanolique ; AU – acide ursolique ; ER – érythrodiol ; Uv – uvaol  
Colonne : Purosphere STAR RP 18e (LxΦ = 125 x 4 mm, 5µm);  

Détection : DEDL : pression du gaz de nébulisation : 3 bars, température de nébulisation : 52°C, gain : 6 ;  
Phase mobile : A. H2O; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : (1 mL.min-1) 

Elution isocratique : 20% A / 80% B 
 

 Sur cette colonne, différents essais tels que l’augmentation du pourcentage d’eau lors 

de l’élution en mode isocratique, l’augmentation de la température de la colonne à 45°C, le 
développement d’un système gradient avec deux ou trois solvants, la diminution du débit de 
la phase mobile, le couplage de deux colonnes de même type afin d’augmenter la quantité de 

phase stationnaire pour la séparation etc. ont été réalisés mais nous ne sommes pas arrivés à 
une séparation satisfaisante des 5 triterpènes.  
 

Nous avons pu conclure qu’à cause de leur grande similarité de structures, la 

séparation par chromatographie en mode phase inverse des 5 triterpènes ciblés sur des 
colonnes conventionnelles de type silice grefée C18, C8, fluoré ou de type polymérique ne 
peut pas être réalisée de façon satisfaisante.   
 

Nos résultats sont concordants avec ceux publiés par d’autres auteurs. Dans le cas des 

acides triterpéniques tels que l’acide oléanolique (AO) et l’acide ursolique (AU) qui ont des 
valeurs de log P très proches (6,32 et 6,46 respectivement), pour améliorer l’ébauche de  
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séparation sur phases de silice greffée, l’ajout de différents additifs tels que la                         

triéthylamine [35] ou les cyclodextrines [56] dans la phase mobile s’est avéré prometteur mais 

non compatible avec une détection par DEDL et par spectrométrie de masse, détection 
nécessitant une phase mobile volatile. D’autres auteurs ont réalisé la séparation de triterpènes 

à un débit réduit de phase mobile dans un temps assez long [57] et même dans ces cas, les 
acides ursolique et oléanolique ne sont pas suffisamment séparés. En ce qui concerne les 
modes de détection utilisés le plus souvent les composés triterpéniques sont détectés en UV à 
une longueur d’onde comprise entre 205 et 215 nm [58-65] mais ce détecteur présente un 
désavantage majeur à cause de l’absorption UV possible des solvants organiques de la phase 
mobile dans cette plage de longueur d’onde.  
 
 
Essais de séparation sur colonne PGC (carbone graphitique poreux) 
 
 Selon certaines études [56], des conditions appropriées à la séparation de triterpènes 
peuvent être obtenues en utilisant une phase stationnaire type PGC.  

Ce type de support repose sur des propriétés rétentives particulières. La surface du 
PGC est cristalline et hautement reproductible et ne contient pas de micropores. Au niveau 
moléculaire elle est constituée de feuille d’atomes de carbone arrangés en hexagone. 

Principalement il n’y pas de groupements fonctionnels à la surface puisque tous les atomes de 
carbone aromatique satisfont les valences à l’intérieur de feuilles de graphite. Ces feuillets 

sont maintenus enchevétrés entre eux par des interactions dispersives de type London 
(interactions instantanées dipôle induit dipôle entre les atomes de carbone de feuillets 
adjacents). L’espace entre les couches de graphite est similaire à celui du graphite 3D mais 

contrairement à celui-ci, les atomes de carbone des différentes couches du PGC ne suivent pas 
un ordre précis. Cette conclusion est confirmée par l’analyse de diffraction par rayons X 

(XRD) qui établit un espace bien défini entre les couches et entre les atomes de carbone de la 
même couche mais n’indique pas de liaisons particulières entre les atomes de carbones d’une 

couche et d’une autre (Figure III.28A) comme c’est le cas pour le graphite 3D                    
(Figure III.28B) [66].      

A  
 B 

Figure III.28. Structure atomique de graphite [67] 
A. graphite 2D PGC sans connexions entre les feuilles ; B. graphite 3D avec connexions entre les feuilles 

 
 La surface du graphite est plane et hautement cristalline en comparaison avec celle de 
la silice greffée alkyle tridimensionnelle et porteuse de groupements silanols résiduels.  

La Figure III.29 illustre les possibilités d’interaction des molécules avec la surface du 

graphite. Plus l’analyte est plan, plus il peut s’approcher de la surface du graphite et avoir de  
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points d’interaction avec celle-ci ; il est alors mieux retenu. La rétention diminue dans le cas 
de molécules rigides et non planes car alors le contact avec la surface de graphite est réduit et 
se réalise plus difficilement.   

 

A   B 
Figure III.29. Alignement des molécules à la surface du graphite [68] 

A. molécule plane ; B. molécule non planaire 
 

La rétention des analytes sur la colonne PGC est affectée par plusieurs facteurs tels 
que : 

§ L’interaction éluant-analyte (de nature dispersive, dipôle-dipôle, liaisons hydrogène) 
qui se déroule dans l’éluant et qui ne favorise pas la rétention ; 

§ La répulsion hydrophobe éluant-analyte qui apparaît entre un éluant hydrophile et les 
segments non-polaires des analytes ce qui encourage la rétention ; 

§ Les interactions dispersives de type London entre la surface du graphite et les 
analytes qui sont contrebalancées par des interactions similaires qui ont lieu entre la 
surface du graphite et l’éluant et qui peuvent favoriser ou défavoriser la rétention tout 

en affectant la sélectivité ; 
§ Les interactions induites par la charge, qui peuvent avoir lieu entre l’analyte et la 

surface graphitique poreuse et qui interviennent lors de la rétention de molécules 
polaires (Figure III.30). Ces interactions sont compensées d’une certaine manière par 

les interactions polaires entre l’analyte et l’éluant ; elles sont plus fortes quand les 
groupements polaires de l’analyte sont forcés d’entrer en contact avec la surface du 

graphite à cause de la stéréochimie de la molécule. Dans ce cas, les interactions 
additionnelles dues à la substitution d’hydrogène par des groupements polaires 

peuvent fortement compenser les interactions analyte-solvant. Si la stéréochimie 
n’induit pas un contact direct de groupements polaires avec la surface graphitique 
poreuse l’effet reste significatif même s’il n’est pas si fort [66]. 

 

− 

 

+ 

 
A B 

  Figure III.30. Représentation schématique des interactions dipôle-dipôle induites par une charge positive 

(A) ou négative (B) se trouvant à proximité de la surface du graphite [69] 
 

Une colonne de carbone graphitique poreux d’Hypercarb (50x4,6 mm; 5 µm) nous a 
paru être la plus adéquate pour nos recherches.  
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Analyse en mode isocratique 

Nous avons réalisé les premiers tests en améliorant les conditions décrites par                 
Rhourri et al. [70]. Le signal des solutés a été enregistré à l’aide du détecteur évaporatif à 

diffusion de la lumière. Dans ces conditions (élution isocratique 75% MeCN / 25% iPrOH à 
un débit de 1 mL.min-1) et contrairement aux résultats discutés précédemment, nous 
observons une séparation totale avec retour à la ligne de base entre chaque pic 
chromatographique pour les 5 solutés ciblés (Figure III.31). Néanmoins, on observe une 
trainée de pics importante pour les 2 composés les plus retenus.   

L’ordre d’élution des composés est semblable à celui obtenu sur les colonnes de silice 

greffée C18. Une bonne rétention est notée pour les acides oléanolique et ursolique et pour les 
alcools : érythrodiol et uvaol (composés les moins polaires ayant les valeurs les plus élevées 
de log P). Le seul composé insuffisamment retenu a été l’acide bétulinique. 
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Figure III.31. Analyse du mélange de 5 triterpènes sur une colonne PGC  

AB – acide bétulinique ; AO – acide oléanolique ; AU – acide ursolique ; ER – érythrodiol ; Uv – uvaol  
Colonne : Hypercarb (LxΦ = 50 x 4,6 mm ; 5µm);  

Détection : DEDL : pression du gaz de nébulisation : 2,2 bars, température de nébulisation : 50°C, gain : 6 ;  
Phase mobile : A. MeCN; B. iPrOH ; Débit : 1 mL.min-1 ; Elution isocratique : 75% A / 25% B 

 

Analyse en mode gradient 

Pour mieux retenir sur la colonne l’acide bétulinique et pour améliorer l’efficacité de 

la séparation des composés les plus retenus, nous avons essayé plusieurs systèmes de 
gradients d’élution. Une phase mobile acidifiée avec 0,1% acide formique et composée de 
MeOH comme solvant A, de MeCN comme solvant B et d’isopropanol (iPrOH) comme 

solvant C a été utilisée en mode gradient d’élution : 0 min, 50% A, 50 % B ; 10 min,        
100% B ; 15 min, 50% B, 50% C ; 20 min ; 50% B, 50% C.  Le débit de la phase mobile a été 
de 1 mL.min-1

. La colonne a été utilisée à température ambiante. Le volume d’injection a été 

de 20 µL. 
 



III. Composés bioactifs obtenus des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits – Résultats et discussions 
 

Références bibliographiques : p. 199-204                                      171 
 

-50000

150000

350000

550000

750000

950000

1150000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Temps (minutes)

In
te

ns
ité

 (u
A

)
AB

AO

AU ER

Uv

 
Figure III.32. Analyse du mélange de standards de triterpènes sur la colonne PGC en gradient d’élution 

AB – acide bétulinique ; AO – acide oléanolique ; AU – acide ursolique ; ER – érythrodiol ; Uv – uvaol  
Colonne : Hypercarb (LxΦ = 50x4,6 mm ; 5µm) 

Détection DEDL : température de nébulisation 52°C; pression du gaz de nébulisation 2,2 bars; gain 8 
Phase mobile : A. MeOH; B. MeCN; C. iPrOH les trois acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : 1 mL.min-1 

Gradient d’élution: 0 min, 50% A, 50% B; 10 min, 100% B; 15 min, 50% B, 50% C; 20 min, 50% B, 50% C    
  

Dans ces conditions développées en gradient d’élution une amélioration de la 

séparation de tous les standards triterpéniques est notée. Les temps de rétention sont 
acceptables et une résolution suffisante entre chaque composé est observée (Figure III.32). Le 
temps d’analyse plus court qu’en mode isocratique est satisfaisant (20 minutes).  
 Cette étape préliminaire d’optimisation de méthodes chromatographiques nous a 

permis de déterminer les conditions nécessaires pour la mise en évidence de composés 
phénoliques et d’acides triterpéniques dans des échantillons standards.  

Ainsi, nous allons retenir les conditions d’analyse développées sur la colonne             

Pursuit XRs C18 pour visualiser l’ensemble des familles de composés phénoliques et 

triterpéniques présents dans les extraits EtOH de résidus de pommes.  
Pour avoir plus de détails sur la famille des triterpènes et plus particulièrement pour 

l’analyse des extraits EtOAc, nous allons utiliser les conditions chromatographiques 
développées sur la phase stationnaire PGC puisque celle-ci permet de séparer les composés 
qui restent coélués lors de l’analyse sur des supports de silice C18 indépendamment des 

conditions utilisées.  
 
Nous allons présenter par la suite de ce chapitre les résultats obtenus lors des analyses 

des différents extraits de résidus de quatre variétés de pommes. 
 
 
III. 2. 3. 2. 2. Analyse des extraits de résidus de pommes 
 
Analyse des extraits EtOH 
 

La Figure III.33 illustre le profil chromatographique de 4 extraits EtOH de résidus 
obtenus au laboratoire par la centrifugation de 4 variétés différentes de pommes. Ce profil a 
été réalisé sur la colonne Pursuit XRs C18 dans les conditions d’analyse décrites 

antérieurement. 
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Figure III.33. Identification des principales familles de composés des extraits éthanoliques de résidus de 

pommes obtenus sous l’action des microondes 
Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) à température ambiante ; Détection : UV 280 nm ;  

DEDL : température de nébulisation : 52°C ; pression du gaz nébuliseur : 2,2 bars ; gain : 8 
Phase mobile : A. H2O ; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : (1 mL.min-1) 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
 
Quatre groupes de composés se distinguent : 

§ le premier, dans la plage d’élution comprise entre 3 et 10 minutes, correspond à des 

composés polaires tels que les acides benzoïques (acide gallique), les acides 
hydroxycinnamiques (acide chlorogènique) et les flavanols (catéchine) avec une 
absorbance maximale entre 280 et 330 nm.  

§ le deuxième groupe de composés dans la plage d’élution comprise entre 10 et 20 

minutes, correspond aux flavonols (rutine) avec une absorbance maximale à 360 nm et 
aux chalcones (phloridzine) avec un maximum d’absorbance à 280 nm.  

§ un troisième groupe de composés avec un maximum d’absorbance à 310 nm est élué 

entre 20 et 30 minutes (non détectés à 280 nm, Figure III.33).  
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§ le quatrième groupe de composés moins polaires est élué dans la plage 40 à 45 
minutes, absorbe très peu en UV même à faible longueur d’ondes (< 220 nm) mais est 

très bien détecté par DEDL. Il correspond à des triterpènes.  
A l’exception des constituants de ce dernier groupe, tous les autres composés 

identifiés sont relativement bien séparés. Les mêmes composés sont observés pour tous les 
échantillons de résidus avec des différences relatives d’intensité de pics. On peut noter que 

l’extrait de résidus de pommes Pink Lady contient quelques composés supplémentaires ou 
davantage concentrés que les autres extraits. En ce qui concerne le contenu en composés 
triterpéniques, nos résultats ont montré clairement qu’il n’y a pas de différences majeures 
dans la composition en triterpènes des quatre variétés de pommes utilisées dans cette étude.  
 
Analyse des extraits EtOAc 
 

Nous avons analysé ensuite les extraits de résidus de nos quatre variétés de pommes 
obtenus par macération à l’EtOAc en utilisant la colonne PGC dans les conditions 
chromatographiques développées. Cette analyse nous a permis de confirmer la présence de 
l’acide bétulinique, de l’acide oléanolique et de l’acide ursolique (Figure III.34) dans les 4 

extraits. 
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Figure III.34. Triterpènes de résidus de pommes 

AB – acide bétulinique ; AO – acide oléanolique ; AU – acide ursolique  
Colonne : Hypercarb (LxΦ = 50x4,6 mm ; 5µm) 

Détection DEDL : température de nébulisation 52°C; pression du gaz de nébulisation 2,2 bars; gain 8 
Phase mobile : A. MeOH; B. MeCN; C. iPrOH les trois acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : 1 mL.min-1 

Gradient d’élution: 0 min, 50% A, 50% B; 10 min, 100% B; 15 min, 50% B, 50% C; 20 min, 50% B, 50% C    
 

Même si diverses recherches indiquent la présence de l’érythrodiol et de l’uvaol dans 

les variétés Golden, Granny Smith et Gala [45] nous n’avons pas réussi à les détecter dans les 
différents extraits que nous avons analysé. 

Dans tous les échantillons, l’acide ursolique est le composé majoritaire des composés 

triterpéniques identifiés. Il est suivi par l’acide oléanolique et par l’acide bétulinique. Les 

résidus de Pink Lady v. Cripps Pink sont les plus riches en composés triterpéniques. Les 
résidus de Golden v. Golden et Gala v. Royal Gala Tenroy contiennent des proportions 
similaires d’acides triterpéniques tandis que les résidus de Granny Smith sont les moins 

riches. 
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III. 2. 3. 3. Analyse des extraits de résidus de pommes par chromatographie en 
phase supercritique (SFC) 
 
 

Afin d’améliorer encore la sélectivité entre les composés triterpéniques et de pouvoir 

éventuellement caractériser la présence de certains composés coélués ou mal séparés dans nos 
conditions sur PGC, nous avons voulu tester l’analyse de ces mêmes composés par 

chromatographie en phase supercritique – technique également disponible au laboratoire. 
 
Nous avons vu dans le deuxième chapitre de ce manuscrit que la SFC présente le fort 

avantage de pouvoir utiliser le dioxyde de carbone (CO2) en tant que phase mobile. Du fait de 
sa faible polarité, ce fluide est capable de solubiliser facilement des molécules apolaires telles 
que les composés triterpéniques dont nous avons remarqué la présence dans les extraits de 
résidus de pommes et peut constituer une méthode pour leur analyse prometteuse et 
alternative à celle que nous avons optimisée en chromatographie phase liquide sur le support 
PGC. De plus, l’ajout d’un faible pourcentage d’un modificateur organique (voir le MeOH, le 

MeCN etc.) dans le CO2 supercritique en permettant d’augmenter la polarité de la phase 

mobile peut ouvrir aussi la perspective de séparer des composés plus polaires. 
 
 
III. 2. 3. 3. 1. Analyse d’un mélange de composés standards 
 

Avant d’essayer d’améliorer la séparation et l’identification des composés de nos 
extraits nous avons procédé à l’analyse d’un mélange standard de triterpènes (β-amyrine,  
bétuline, acide bétulinique, acide oléanolique, acide ursolique, érythrodiol, lupéol et uvaol) 
solubilisés dans le MeOH.  

La phase stationnaire utilisée est une colonne 
Synergi Polar RP (LxΦ = 250x4,6 ; 4 µm ; taille des pores : 
80Å ; surface spécifique : 475 m2.g-1) de chez Phenomenex. 
Ce type de phase stationnaire est constitué de silice greffée 
avec des groupements phényle à liaison éther avec un 
endcapping hydrophile (Figure III.35). Conformément aux 
spécifications du fabricant cette colonne assure une bonne 
rétention et sélectivité des analytes polaires et aromatiques 
d’autant plus si la phase mobile employée contient du 

MeOH. Ce solvant facilite les interactions π-π entre les 

noyaux aromatiques des composés  

Si O

Si O

Aq

Aq

Aq
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Figure III.35. Représentation 

schématique de la phase 

stationnaire Synergi Polar RP [71] 

à analyser et le groupement fonctionnel de type phényle inséré dans la phase stationnaire. 
Cela, à côté de la présence de la fonction éther, conduit à l’amélioration de la forme des pics 

et à une meilleure sélectivité. La colonne Synergi Polar-RP est utilisable sur une gamme de 
pH qui s’étend de 1,5 à 7 et assure des séparations reproductibles [71].  
 La phase mobile utilisée pour la séparation en SFC a été constituée de dioxyde de 
carbone avec 3% d’un mélange de modificateurs organiques : MeOH/MeCN (90/10). 
L’élution des composés a été réalisée en mode isocratique.  

Un détecteur évaporatif à diffusion de la lumière (température de nébulisation 60°C ; 
pression du gaz de nébulisation 3 bars ; gain 7) a assuré la détection des composés élués.  

La Figure III.36 illustre le profil chromatographique obtenu pour le mélange de  
standards de composés triterpéniques utilisé lors de la séparation sur colonne PGC. Ce 
mélange à été enrichi avec la β-amyrine, le lupéol et la bétuline (marqués en rouge sur le 
chromatogramme). 
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Comme nous pouvons constater, la SFC a conduit à une bonne séparation du mélange 
de standards triterpéniques avec une durée totale d’analyse n’excédant pas 18 minutes. La 
SFC apparaît plus résolutive que l’HPLC sur colonne PGC. 

La rétention des composés se fait en fonction des groupements fonctionnels présents 
dans les structures de triterpènes, les composés les moins polaires (β-amyrine, lupéol) étant 
les moins retenus (Figure III.37).  
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Figure III.36. Analyse du mélange de standards de triterpènes par SFC 

AM – β-amyrine ; LU – lupéol ; AO – acide oléanolique ;  
AU – acide ursolique ; AB – acide bétulinique ; ER – érythrodiol ; Uv – uvaol ; BE – bétuline   

Colonne : Synergi Polar RP (LxΦ = 250x4,6 mm ; 4 µm) 
Détection DEDL : température de nébulisation 60°C; pression du gaz de nébulisation 3 bars; gain 7 

Phase mobile : A. CO2 ; B. MeOH/MeCN (90 : 10) ;  
Débit : 3 mL.min-1 ; Elution isocratique : 97% A / 3% B  

 
 Ils sont suivis par ceux contenant une fonction carboxyle (acide oléanolique, acide 
ursolique, acide bétulinique) alors que ceux qui contiennent une fonction hydroxyle  
(érythrodiol, uvaol, bétuline) sont les plus retenus.  

A l’intérieur de chaque groupe de composés nous pouvons constater un certain ordre 
d’élution. Les moins retenues sont les molécules de type oléanane qui se caractérisent par la 

présence de deux méthyles sur le carbone 20 du cycle E. Des temps de rétention supérieurs 
sont constatés pour les ursanes qui ont deux méthyles sur des atomes de carbone voisins (C19 
et C20). L’existence d’un cycle à 5 atomes de carbone dans la structure des molécules type 

lupanes peut être responsable du fait que celles-ci sont plus retenues sur la phase stationnaire.  
 

OH

H

19
20

A B

C

D

E

 
AM 

OH

H COOH

19
20

A B

C

D

E

 
AU 

OH

CH
2
OH

H

A B

C
D

E

 
BE 

Figure III.37. Structures de certains standards analysés par SFC 

AM – β-amyrine ; AU – acide ursolique ; BE - bétuline 
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III. 2. 3. 3. 2. Analyse des extraits de résidus de pommes  
  
 La bonne séparation des composés constituant le mélange des standards nous a incités 
à analyser les extraits de résidus de pommes dans les mêmes conditions.   
 Nous avons remarqué au cours de nos recherches que les empreintes 
chromatographiques des extraits de résidus de Royal Gala, Golden et Pink Lady sont 
similaires (seul l’extrait de Royal Gala est présenté dans la Figure III.38). En revanche, les 
extraits de Granny Smith présentent quelques pics supplémentaires (pics 12 à 16) en fin 
d’élution.  

Les chromatogrammes des extraits en SFC sont plus riches que ceux obtenus en 
HPLC sur PGC (Figure III.34) ce qui confirme le meilleur pouvoir résolutif de la SFC.  

Pour analyser un mélange complexe inconnu (nombre de constituants inconnu) il est 
donc nécessaire de disposer de technique séparatives les plus résolutives possible. 
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Figure III.38. Analyse des extraits de résidus de pommes Gala et Granny Smith par SFC 

1-15 – fractions collectées en sortie de colonne   
Colonne : Sinergy Polar RP (LxΦ = 250x4,6 mm ; 4 µm) 

Détection DEDL : température de nébulisation 60°C; pression du gaz de nébulisation 3 bars; gain 7 
Phase mobile : A. CO2 ; B. MeOH/MeCN (90 : 10) ; Débit : 3 mL.min-1 ; Elution isocratique : 97% A / 3% B  
Solutions injectées : extrait résidus de pommes Gala : 10 µL à 5 mg.L-1 ; extrait résidus de pommes Granny 

Smith : 10 µL à 1,5 mg.L-1 
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 Après comparaison avec les temps de rétention des composés standards analysés 
antérieurement nous pouvons confirmer notamment la présence de certaines molécules 
triterpéniques telles que l’acide ursolique (le pic majoritaire des extraits avec un temps de 

rétention d’environ 12 min) (pic 7), l’acide oléanolique (pic 6) et l’acide bétulinique (pic 8) 

(Figure III.38).  
Les deux extraits présentés n’ayant pas été injectés à la même concentration, il ne nous 

est donc pas possible de comparer et discuter de façon plus approfondie, l’abondance relative 

de chacun des composés des 2 extraits.  
 Afin de pouvoir mieux caractériser ces composés, nous avons réalisé 5 collectes 
successives des pics 1-11 de l’extrait de résidus de pommes Royal Gala et pics 12-15 de 
l’extrait de résidus de pommes Granny Smith. Ces collectes ont été ensuite dissoutes dans un 

faible volume de MeOH et analysées ensuite par spectrométrie de masse. Les résultats 
obtenus seront présentés lors de la discussion suivante concernant l’étude des extraits par 

spectrométrie de masse (sous-chapitre III. 2. 3. 4. 3). 
 
 
III. 2. 3. 4. Analyse des extraits de résidus de pommes par Chromatographie 
Liquide de Haute Performance couplée à la Spectrométrie de Masse (HPLC-MS) en 
vue d’une identification des composés présents 
 
 
III. 2. 3. 4. 1. Analyse d’un mélange de composés standards 

 
Conditions opératoires 
 

Afin d’obtenir des informations supplémentaires concernant les molécules extraites 
nous avons utilisé un couplage HPLC-MS.  

Un appareil Agilent 1100 (Palto Alto, CA, USA) équipé d’une pompe binaire, d’un 

four et d’un détecteur à barrettes de diodes a été couplé à un spectromètre de masse (API 3000 
triple quadripôle de ABI Sciex, Forster City, CA, USA). Une source TurboIonSpray 
(électrospray ESI) et une source d’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) 

reconnues comme étant appropriées pour la détection des composés phénoliques et 
triterpéniques [72-76] ont été employées en mode positif et en mode négatif (Tableau III.7). 
L’azote a été utilisé comme gaz de nébulisation et gaz rideau. 

L’acquisition et le traitement des données enregistrées ont été réalisés par le logiciel 
Analyst v. 1.4.2. 
 

Tableau III.7. Paramètres des sources d’ionisation utilisées  

Paramètres MS ESI + ESI – APCI + APCI – 
Débit de gaz de nébulisation (NEB = 8), L.min-1  

Débit du gaz rideau (CUR = 8), L.min-1  

Tension de spray (IS), V 
Température de la source (Tem), °C  
Tension de l’orifice (DP), V  
Tension de l’anneau (FP), V 
Tension du quadripôle Q0 (EP), V 
Courant électrique, µA 

1,2 
1,2 

4200 
100 
70 

300 
10 

 

1,2 
1,2 

- 4000 
200 

- 100 
- 400 
- 10 

  

1,2 
1,2 

4200 
400 
70 

300 
10 
4 

1,2 
1,2 

- 4000 
400 

- 100 
- 400 
- 10 
- 4 

 
Les colonnes chromatographiques Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µ) de 

Varian et PGC (LxΦ = 30x4,6 mm ; 5µ) de ThermoHypersil ont été utilisées thermostatées à 
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20°C pour la séparation chromatographique. Les phases mobiles (1 mL.min-1) et les 
conditions de gradients d’élution ont été identiques à celles développées lors des analyses par 
HPLC-UV-DEDL.  

Lors du couplage HPLC-ESI-MS, le débit d’effluent de la colonne chromatographique 

a été réduit par un split d’1/3 entre le DAD et le MS. L’analyse a été effectuée en mode full 

scan. Le courant ionique total (TIC) a été mesuré entre 100 et 1000 uma par incrément            
de 0,5 uma.  

 
 Pour augmenter la précision des formules brutes obtenues par HPLC-MS basse 
résolution un autre couplage HPLC-MS a été utilisé, cette fois-ci en haute résolution. Ainsi un 
spectromètre de masse UHR-QTof maXis (Bruker, Bremen, Allemagne), équipé avec une 
source ESI a été couplé à une chaîne UHPLC Ultimate 3000 RSLC (Dionex, Germering, 
Allemagne). L’enregistrement et le traitement des données ont été assurés par le logiciel Data 
Analysis v. 4.0 (Bruker Daltonik). Ce logiciel est capable (à l’aide d’une base de donné 

spécifique appelé SmartFormulaTM Editor) de proposer plusieurs formules brutes pour une 
masse moléculaire donnée.  
 
Analyse d’un mélange de composés standards 
 

Des aliquotes de 20 µL du mélange de 12 composés standards (6 composés 
phénoliques, 5 composés triterpéniques, 1 acide gras) à une concentration de 0,083 g.L-1 

étudié précédemment par HPLC-UV ont été injectés en HPLC-MS.  
La Figure III.39 illustre les résultats obtenus après l’analyse avec les deux sources 

d’ionisation (ESI et APCI) en mode négatif. L’enregistrement est fait en mode full scan. Les 
rapports m/z suivis sont ceux des ions pseudomoléculaires [M-H]- des 12 solutés standards. 
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Figure III.39. Analyse HPLC-MS ESI

-
 XIC des standards de composés phénoliques et triterpéniques 

AG – acide gallique (m / z = 169); CAT – catéchine (m / z = 289); AC – acide chlorogénique (m / z = 353); 
RUT – rutine (m / z = 609); PH – phloridzine (m / z = 273); QUE – quercétine (m / z = 301); AB – acide 

bétulinique (m / z = 455); AO – acide oléanolique (m / z = 455); AU – acide ursolique (m / z = 455);  
Uv – uvaol (m / z = 455); AP – acide palmitique (m / z = 255) 

Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) ; Détection : MS ;  
Phase mobile : A. H2O ; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : 1 mL.min-1 ; Split : 1/3 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
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 A travers ces analyses nous avons constaté que l’utilisation de la source d’ionisation 

par électrospray est bien adaptée à la détection des composés phénoliques car elle permet une 
bonne ionisation de ces solutés d’où une intensité de signal suffisante pour avoir une 

sensibilité de détection satisfaisante. En revanche les composés terpéniques sont plus 
faiblement ionisés avec une source de type ESI. Pour ces solutés, l’ionisation par une source 

de type APCI apparaît nettement plus favorable pour une détection plus sensible. 
Le Tableau III.8, regroupe pour chacun des solutés standards en fonction du mode 

d’ionisation choisi, les rapports m/z caractéristiques de leur ion pseudomoléculaire (en gras 

dans le tableau) et de leurs principaux ions fragments.  
 

En regardant les résultats obtenus nous pouvons remarquer que, généralement, les 
composés phénoliques présentent en mode positif un adduit de sodium [M+H+Na]+             
(rutine : m / z 633,5 ; phloridzine : m / z 459,5 ; quercitrine : m / z 471,5).  

En mode négatif, le plus souvent nous pouvons constater la perte d’eau ([M-H-H2O]- 
perte de m / z 18) ou la perte d’un groupement CO ([M-H-CO]-, perte de m / z 28) pour l’ion 

pseudomoléculaire. Les composés phénoliques glycosylés tels que la rutine ou la phloridzine 
perdent les motifs de sucre. Ainsi, la rutine perd le rutinose (m/z 309) et la phloridzine perd le 
glucose (m / z 162). Cette perte a été aussi présentée par d’autres études [76-77]. Des adduits 
de la molécule analysée elle-même peuvent être aussi présents comme c’est le cas de la 

catéchine (m / z 580), de la phloridzine (m / z 872) et de l’acide chlorogénique : m / z 707,5.   
Certains composés phénoliques se fragmentent très peu et juste dans un des modes 

d’ionisation utilisés. Ainsi, l’acide gallique et la quercétine ne présentent de fragmentations 

qu’en mode d’ionisation par électrospray négatif.  
En ce qui concerne les molécules triterpéniques nous avons observé qu’en mode 

négatif elles perdent juste une molécule d’eau. En revanche, en mode positif elles subissent 
une  fragmentation plus accentuée. Ainsi, elles perdent aussi des fragments de m / z 18 (eau) 
et de m / z 46 (HCOOH). De plus un clivage de type retro-Diels-Alder (RDA) au niveau du 
cycle C (Figure III.40) a été remarqué. Cette fragmentation a été rapportée  par d’autres 

chercheurs également [78-79]. Différentes études [73, 80-81] indiquent aussi la possibilité 
d’un clivage retro-Diels-Alder pour les composés phénoliques. Au cours de nos analyses, 
nous l’avons  constaté dans le cas de la quercétine (m / z 151 et 179).  
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Figure III.40. Fragmentation de l’acide ursolique en mode positif (adapté d’après [78, 82] 
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Tableau III.8. Valeurs des rapports m/z des différents ions observés dans le spectre de masse des 12 standards. Sources ESI et APCI en mode négatif et positif 

Composé 
  

tr 
(min) 

Masse molaire 
(g.mol-1) 

Mode de détection 
ESI négatif 

(m/z)  
APCI négatif  

(m/z) 
ESI positif 

(m/z) 
APCI positif 

(m/z) 
Acide gallique  

(AG) 
3,1 170,1 339,5 ; 169 ; 125 ;     

Catéchine  
(CAT) 

6,4 290,2 580 ; 289 ; 245,5 ;   291  

Acide chlorogénique 
(AC) 

7,5 354,3 
730 ; 707,5 ; 375 ;  
353,5 ; 191,5  

 731,5 ; 377 ; 355 ; 163,5   

Rutine  
(RUT) 

15,3 610,7 609,5 ; 300,5 ; 271,5 609,5 ; 300,5 ; 271,5 633,5 ; 611 ; 465,5 ; 303   

Phloridzine  
(PH) 

16 436,4 
894 ; 872 ; 435,5 ;  
273,5 ; 167 

435,5 ; 273,5 ; 167  459,5 ; 275   

Quercitrine 17 448,3 447,5 ; 300,5 ; 271,5 ; 255,5  471,5 ; 303,5   
Quercétine  

(QUE) 
19,6 302,2 301,5 ; 151 ; 179  303  

Acide bétulinique  
(AB) 

37,8 456,7 934 ; 912 ; 455,5  472 ; 455 ; 438 439,5 
457,5 ; 439,5 ; 411,5 ; 
393,5 ; 203,5 ; 137,5 ; 
191,5 ; 149,5  

Acide oléanolique  
(AO) 

38,9 456,7 934 ; 912 ; 455,5  472 ; 455 ; 438 
913,5 ; 936 ; 479,5 ; 
439,5 ; 411,5 ; 249,5 ; 
203,5 ; 191,5  

439,5 ; 411,5 ; 393,5 ; 
249,5 ; 203,5 ; 191,5 ; 
149,5 

Acide ursolique  
(AU) 

39,5 456,7 934 ; 912 ; 455,5  472 ; 455 ; 438 443,5 ; 425,5 ; 191,5 
443,5 ; 439,5 ; 425,5 ; 
407,5 ; 411,5 ; 235 ; 
217,5 ; 203,5 ; 191,5; 149 

Uvaol  
(Uv) 

39,9 442,7   443,5 ; 425,5 ;  191  

Acide palmitique  
(AP) 

45 256,4   256,5  

*en gras – l’ion pseudo moléculaire [M-H]- (ionisation négative) ou [M+H]+ (ionisation positive) 
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III. 2. 3. 4. 2. Analyse des extraits de résidus de pommes (Colonne Pursuit XRs C18) 
 

Vu la grande similarité de composition chimique des différentes variétés de pommes 
nous avons limité l’identification moléculaire de ces composés à l’extrait de résidus de 

pommes Gala obtenu par extraction assistée par microondes (3 cycles de 30 s à 1000 W) à 
l’EtOH. Le chromatogramme reconstruit à partir des courants ioniques extraits les plus 
abondants (XIC) est illustré dans la Figure III.41. 

 
Figure III.41. Analyse HPLC-MS ESI

-
 XIC de l’extrait de résidus de pommes Gala 

1-29 ions [M-H] des Tableaux III.9 et III.10 ;  m / z recherchés : 577 ; 353 ; 289 ; 517 ; 351 ; 337 ; 567 ; 609 ; 
433 ; 435 ; 447 ; 487 ; 485 ; 471 ; 633 ; 469 ; 617 ; 605 ; 455 

Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) ; Détection : MS en mode ESI négatif ;  
Phase mobile : A. H2O ; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : 1 mL.min-1 ; Split : 1/3 ; 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
 

Après l’analyse des temps de rétention, des fragmentations acquises par MS basse 

résolution et des séries de formules brutes obtenues par HRMS grâce à Smart Formula Editor 
nous pouvons proposer des noms ou des formules brutes pour les 29 composés différents 
détectés. Les données spectrales enregistrées par MS sont présentées dans le Tableau III.8 et 
Tableau III.9. Comme nous avons supposé ces molécules sont des composés phénoliques et 
des composés triterpéniques. Les analyses effectuées nous ont permis d’indiquer la similarité 

entre certains ions et certains standards testés tels que l’acide chlorogénique (2), la rutine (7), 
la phloridzine (9), la quercitrine (11), l’acide bétulinique (27), l’acide oléanolique (28) et 
l’acide ursolique (29). La comparaison avec les résultats rapportés dans la littérature [83-86] 
nous a aidé à déterminer l’existence d’autres molécules tels que : l'acide 3-digitalose-quinique 
(4), l'acide coumaroylquinique (5), la phloretin-2'-xyloside (6). A part les trois acides 
triterpéniques mentionnés antérieurement, différents autres composés appartenant au même 
groupe ont été également détectés dans nos extraits. Parmi ceux-ci nous pouvons citer l'acide 
annurcoique (13), l'acide 1-hydroxy-3-oxours-12-en-28-oic (17). Une masse moléculaire 
pouvant correspondre à l’acide pomolique a été détectée au niveau de différents pics (14, 19-

22). Ne possédant pas de standard d’acide pomolique nous ne pouvons pas établir avec 

certitude une relation entre un pic chromatographique et cette molécule. Toutefois l’acide 

pomolique et des isomères de cette molécule sont certainement présents dans cet échantillon. 
Nos suppositions concordent avec celles rapportées par d’autres études [44, 87-88]. Pour 
certains ions moléculaires (1, 3, 4, 5, 11) on observe en plus aux ions moléculaires des 
fragments en mode d’ionisation négatif alors que pour d’autres (15, 16, 23, 25) aucune 
fragmentation n’a été observée dans les conditions utilisées. Nous avons remarqué aussi que 
pour plusieurs composés les ions pseudo moléculaires ont été détecté seulement en mode 
positif (4, 5, 9, 11, 24, 29). De plus, pour les composés 3, 23 et 25, nous pouvons proposer 
plusieurs formules brutes sans être capables de savoir laquelle correspond exactement au 
composé.   
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Tableau III.9. Ions caractéristiques des composes phénoliques de l’extrait de résidus de pommes Gala 

Ions 
tr 

(min) 

Mode positif Mode négatif 
Formule 

brute 
Propositions des structures [M+H]+  

(m/z) 
Ions fragment 

(m/z) 
[M-H]- 
(m/z) 

Ions fragment 
(m/z) 

1 6,6 579,14893  577,135 451 ; 425 ; 407 ; 289 ; 125  C30H26O12 Procyanidine dimer ou autre 
2 7,5 355,10236 163 353,08772 191 C16H18O9 Acide chlorogénique* 

3 9,2 

291,08627 
 

519,24316 
 

289,07204 
 

517,22863 

245 ; 205 ; 187 ; 109 ; 203 ; 
151 ; 125  
385 ; 293 ; 233 ; 223 ; 205 ; 
191 ; 153 ; 149  

 
C15H14O6 
 
C24H38O12 

 
Epicatéchine 
 
/ 

4 9,7   351,0932 101 ; 113 C14H24O10 Acide 3-digitalose-quinique ou autre 
5 10,1   337,09297 173 C16H18O8 Acide coumaroylquinique ou autre 
6 14,7 569,18648 437 ; 275 567,17191 273 C26H32O14 Phloretin xyloglucoside ou autre 
7 15,3 611,16066 465 ; 303 609,145921 463 C27H30O16 Rutine* 
8 15,8 435,09219 303 433,07782 301 C20H18O11 Quercétin pentoside ou autre 
9 16  275 435,12955 273 ; 167 C21H24O10 Phloridzine * 
10 16,8 435,09219 303 433,07764 301 C20H18O11 Quercétin pentoside ou autre 
11 17   447,09307 301 C21H20O11 Quercitrin* 

* Standards injectés 

 
Tableau III.10. Ions caractéristiques des composes triterpéniques de l’extrait de résidus de pommes Gala 

Ions 
tr 

(min) 

Mode positif Mode négatif 
Formule 

brute 
Proposition des structures [M+H]+  

(m/z) 
Ions fragment 

(m/z) 
[M-H]- 
(m/z) 

Ions fragment 
(m/z) 

12 29 489,35804 407 ; 425 ; 453 ; 471 487,34281 469 ; 426 C30H48O5 
Acide 2α,3β,13β-trihydroxyurs-11-
en-28-oic ou autre 

13 29,9 487,34196 423 ; 469 ; 405 ; 451 485,32724 468 ; 423 ; 406 C30H46O5 Acide annurcoique ou autre 
14 31,2 473,36262 455 ; 437 ; 409 ; 391 ; 191 ; 201 471,34787 454 ; 410 ; 407 ;  C30H48O4 Acide pomolique ou autre 

15 31,4 635,3945  633,37981  C39H54O7 
Acide 3β-trans-p-coumaroyloxy-
2α,3β,13β-trihydroxy-urs-11-en-28-
oic ou autre 

16 31,8 635,395  633,38007  C39H54O7 
Acide 3β-cis-p-coumaroyloxy-
2α,3β,13β-trihydroxy-urs-11-en-28-
oic ou autre 
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Tableau III.10. Ions caractéristiques des composes triterpéniques de l’extrait de résidus de pommes Gala (suite) 

Ions 
tr 

(min) 

Mode positif Mode négatif 
Formule 

brute 
Proposition des structures [M+H]+  

(m/z) 
Ions fragment 

(m/z) 
[M-H]- 
(m/z) 

Ions fragment 
(m/z) 

17 32,1 471,34662 453 ; 425 ; 407 ; 219 ; 201  469,33292 451 ; 423 ; 407 C30H46O4 
Acide 1-hydroxy-3-oxours-12-en-28-
oic ou autre 

19 33 473,3623 455 471,34819 342 C30H48O4 Acide pomolique ou autre 
20 33,4 473,3624 455 471,34846 342 ; 212 C30H48O4 Acide pomolique ou autre 
21 34,3 473,3625 455 471,34864 241 C30H48O4 Acide pomolique ou autre 
22 34,8 473,36235  471,3485  C30H48O4 Acide pomolique ou autre 

23 35,8 
471,34653 
619,39882 

 
469,33291 
617,38475 

 
C30H46O4 
C39H54O6 

Acide 1-hydroxy-3-oxours-12-en-28-
oic ou autre 
3β-trans-p-coumaroyloxy-2α-
hydroxyurs-12-en-28-oic  ou autre 

24 36,4   
469,33291 
605,30666 

 
C30H46O4 
C43H42O3 

Acide 1-hydroxy-3-oxours-12-en-28-
oic ou autre 
/ 

25 36,8 
619,39899 
605,40187 

 617,38501  
C39H54O6 
 

Acide 3β-cis-p-coumaroyloxy-2α-
hydroxyolean-12-en-28-oic ou autre 

26 37,8   617,38495  C39H54O6 
Acide 3β-cis-p-coumaroyloxy-2α-
hydroxyolean-12-en-28-oic ou autre 

27 37,8  439 ; 411 ; 203 ; 191 455,35364 325 C30H48O3 Acide bétulinique* 
28 38,9 457,36749 439 ; 411 455,35383 407 ; 325 C30H48O3 Acide oléanolique* 
29 39,5  439 ; 411 455,35359 407 C30H48O3 Acide ursolique* 

* Standards injectés 
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III. 2. 3. 4. 3. Analyse des extraits de résidus de pommes (Colonne PGC) 
 

Vu qu’au cours de nos analyses nous avons remarqué que les composés triterpéniques 

sont mieux séparés sur une phase stationnaire de type PGC et que la source d’ionisation APCI 

est plus appropriée pour la détection de ces composés nous avons décidé de réaliser un 
couplage complémentaire HPLC-MS-APCI pour confirmer l’identification des molécules 
triterpéniques faites à partir du couplage HPLC-MS-ESI précédent.  

Par conséquent, nous avons analysé le même extrait de résidus de pommes Gala 
obtenu par extraction assistée par microondes (3 cycles de 30 s à 1000 W) à l’EtOH.  

Le chromatogramme reconstruit à partir des XIC les plus abondants est illustré dans la 
Figure III.42. 
 

 
Figure III.42. Analyse HPLC-MS APCI

-
 SIM de l’extrait de résidus de pommes Gala sur colonne PGC 

A-J ions du Tableau III.11 ; m / z recherchés : 205,5 ; 453 ; 455 ; 46,5 ; 472 ; 474 ; 486 ; 51,5  
Colonne : Hypercarb (LxΦ = 30x4,6 mm ; 5µm) ; Détection : MS en mode APCI négatif ;  

Phase mobile : A. MeOH; B. MeCN; C. iPrOH les trois acidifiés avec 0,1% HCOOH;  
Débit : 1 mL.min-1 ; Split : 1/3 

Gradient d’élution: 0 min, 50% A, 50% B; 10 min, 100% B; 15 min, 50% B, 50% C; 20 min, 50% B, 50% C    
 

L’acide bétulinique, l’acide oléanolique et l’acide ursolique ont été identifiés 

respectivement comme les pics B, H et J (Tableau III.11), après avoir injecté le mélange de 
standards et comparer les temps de rétention et les spectres de masse. Pour les autres pics 
nous pouvons proposer les structures suivantes: E – acide 2α, 3β, 13β-trihydroxyurs-11-en-
28-oic ou acide 1-hydroxy-3-oxours-12-en-28-oic ; F – acide annurcoique ; G – acide 1-
hydroxy-3-oxours-12-en-28-oic ; I – acide pomolique. Ces pics ont un schéma de 
fragmentation identique à celui présenté dans le paragraphe précédent (III.2.3.4.2.). Ainsi, ils 
présentent une perte d’eau, une perte de HCOOH, suivi d’un clivage de type                         
retro Diels-Alder. Nos analyses n’ont pas conduit à des propositions de structures pour les 

pics A, C et D. Puisque les résultats existant dans la littérature ne concernent pas ces 
composés des analyses supplémentaires sont nécessaires pour leur identification.   

 
Les résultats obtenus grâce au couplage HPLC-MS-APCI sur la colonne PGC : 

§ présente l’avantage de pouvoir permettre une détection plus spécifique  des composés 
triterpéniques ;  

§ confirment les hypothèses dégagées lors de l’utilisation du couplage HPLC-MS-ESI.  
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Tableau III.11. Ions caractéristiques des composés triterpéniques de l’extrait de résidus de pommes Gala 

(analyse par HPLC-MS-APCI sur une colonne PGC) 

 
Ions 

tr 
(min) 

Mode positif Mode négatif 
Proposition des 

structures 
[M+H]+  

(m/z) 
Ions fragment 

(m/z) 
[M-H]- 
(m/z) 

Ions fragment 
(m/z) 

A 0,3 520 
517,5 ; 205,5 ; 191,5 ; 

153 ; 147 ; 133  
519 281 ; 207  

B 2 457 439,5 ; 393,5 455,5 455,5 ; 472 Acide bétulinique* 

C 4 475 
595,5 ; 472 ; 457,5 ; 

439,5 ;  425,5 ; 411,5 ; 
343 ; 307 

473 474  

D 4,4 475 457 ; 439,5 ; 411,5 473 474  

E 5,7 
489 et 
471,5 

489,5 ; 471,5 ; 453,5 ; 
425,5 ; 407,5 ; 205,5 

201,5 ;  

487,5 et 
469,5 

488 ; 472 ; 
470 

Acide 2α, 3β, 13β-
trihydroxyurs-11-en-
28-oic ou Acide 1-
hydroxy-3-oxours-
12-en-28-oic 

F 5,9 487,5 
487,5 ; 469,5 ; 441,5 ; 

423,5 ; 405,5 
485,5 486 ; 467,5 

Acide annurcoique 
ou autre 

G 6,7 471 425,5 ; 407,5 469 469,5 
Acide 1-hydroxy-3-
oxours-12-en-28-oic 
ou autre 

H 7,3 457 
439,5 ; 425,5 ; 411,5 ; 
393,5 ; 249,5 ; 203,5 ; 

191,5 ; 149,5 
455 472 ; 455,5 Acide oléanolique* 

I 8,1 473 
474 ; 455 ; 437,5 ; 

409,5 ; 201,5 
471 472 ; 453 

Acide pomolique  
ou autre 

J 8,8 457 
457,5 ; 439,5 ; 411,5 ; 
393,5 ; 249 ; 203,5 ; 

191,5 
455 472 ; 455,5 Acide ursolique* 

*Standards injectés 
 
 
Analyse des fractions collectées par SFC 
 
 Le couplage HPLC-MS-APCI en utilisant la colonne PGC a été réalisé pour 
caractériser les pics collectés en sortie de colonne lors de la séparation par chromatographie 
en phase supercritique des molécules des extraits de résidus de pommes Gala et Granny Smith 
obtenus par macération à l’acétate d’éthyle. La décision d’utiliser ce système s’est basée sur le 

fait que ce couplage est plus approprié pour l’analyse des composés triterpéniques extraits. 
 

Les résultats enregistrés (Tableau III.12 et Tableau III.13) nous ont permis de proposer 
à nouveau des formules brutes et des structures de molécules. Ces propositions sont similaires 
à celles retrouvées lors des études présentés antérieurement dans ce manuscrit. Par contre 
nous n’avons pas détecté d’ions lors de l’analyse des pics 3 et 4 collectés de l’extrait de 

résidus de pommes Gala ce qui peut être du à la trop faible quantité de composés collectés. En 
revanche, nous avons remarqué que certains des pics collectés lors de l’analyse en SFC 

englobent plusieurs molécules. Ainsi les pics 8, 9 et 10 de l’extrait de Gala contiennent 

d’autres composés (a, b ; c et d respectivement). Une situation similaire a été constatée pour 
les pics 1 et 2 de l’extrait de pommes Granny Smith qui englobent les composés a et 
respectivement b. Vu les masses des ions moléculaires de ces composés nous pouvons 
supposer qu’ils peuvent faire partie de la famille de triterpènes également.  
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Tableau III.12. Propositions de formules brutes et de structures  

pour les pics collectés en SFC à partir de l’extrait de résidus de pommes Gala 

Pics 
tr 

(min) 
[M-H]- 

(m/z) 

Formules 
brutes 

supposées 
Proposition des structures 

1 8,73 469,5 C30H46O4 Acide 1-hydroxy-3-oxours-12-en-28-oic ou autre 
2 9,17 427,5 C30H52O  
3 9,77    
4 10,46    
5 11,27 485,5 C30H46O5 Acide annurcoique ou autre 
6 11,70 455 C30H48O3 Acide oléanolique* 
7 12,31 455 C30H48O3 Acide ursolique* 

8a 12,83 486 C30H46O5 Acide annurcoique ou autre 
8b  472 C30H48O4 Acide pomolique ; Acide hydroxyursolique ou autre 
8c  455 C30H48O3 Acide bétulinique* 
9a 14,65 455 C30H48O3  
9b  472 C30H48O4 Acide pomolique ; Acide hydroxyursolique ou autre 
10a 15,31 488 C30H48O5 Acide euscaphique ; Acide trihydroxyursenoique ou autre 
10b  455 C30H48O3  
11 16,18 472 C30H48O4 Acide pomolique ; Acide hydroxyursolique ou autre 

* Standards injectés 

 
Tableau III.13. Propositions de formules brutes et de structures  

pour les pics collectés en SFC à partir de l’extrait de résidus de pommes Granny Smith 

Pics 
tr 

(min) 
[M-H]- 

(m/z) 

Formules 
brutes 

supposées 
Proposition des structures 

1a 16,58 472 C30H48O4 Acide pomolique ; Acide hydroxyursolique ou autre 
1b  488 C30H48O5 Acide euscaphique ; Acide trihydroxyursenoique ou autre 
2a 16,97 488 C30H48O5 Acide euscaphique ; Acide trihydroxyursenoique ou autre 
2b  474 C30H50O4  
3 17,4    
4 17,95    

* Standards injectés 
 

Les analyses effectuées par couplage HPLC-MS avec différentes sources d’ionisation 

(ESI et APCI) sur deux types de phases stationnaires (silice greffée C18 et PGC) nous ont 
permis d’attribuer des masses moléculaires correspondants aux pics majoritaires. Les deux 
méthodes ont donnés les mêmes informations sur les molécules des extraits.  

Parmi les molécules identifiées dans les extraits de résidus de pommes on retrouve des 
composés phénoliques tels que l’acide chlorogénique, la rutine, la phloridzine, la quercitrine, 
l'acide 3-digitalose-quinique, l'acide coumaroylquinique, la phloretin-2'-xyloside dont les trois 
derniers sont mentionnés plus rarement dans la littérature [83-86].  

Nos analyses montrent que les extraits de résidus de pommes contiennent également 
des composés triterpéniques – un groupe de molécules moins étudiées mais reconnus 
notamment pour leurs effets anti-inflammatoires. Parmi ceux-ci nous pouvons citer l'acide 
ursolique (composé triterpénique majoritaire), l’acide oléanolique et l’acide bétulinique. Par 

comparaison avec les données présentées par différents chercheurs [44, 87-88] nous avons pu 
proposer des structures de molécules telles que l’acide annurcoique, l'acide 1-hydroxy-3-
oxours-12-en-28-oic, l’acide pomolique.  

Des études complémentaires sont nécessaires pour identifier les composés nouveaux 
qu’on a détecté mais qui ne sont pas décrits dans la littérature. 



III. Composés bioactifs obtenus des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits – Résultats et discussions 
 

 

Références bibliographiques : p. 199-204                                187 
 

Nos résultats montrent que les extraits de résidus de différentes variétés de pommes 
sont riches en différents composés phénoliques et triterpéniques se trouvant surtout sous 
forme de nombreux isomères. Par conséquent, le processus d’attribution des formules brutes 

et la proposition des structures restent assez difficile. Afin de pouvoir identifier toutes les 
molécules extraites des travaux de recherches supplémentaires incluant une purification des 
composés des extraits et des analyses structurales complémentaires par spectroscopie à 
l’infrarouge (IR) et par résonance magnétique nucléaire (RMN) etc. sont nécessaires.  

 
 

III. 2. 4. Evaluation des activités antioxydantes des extraits de résidus de 
pommes 
 

Lors de la caractérisation du matériel végétal utilisé au cours de nos recherches,         
c'est-à-dire les cerises et les résidus de pommes, nous avons mis en évidence la présence de 
deux grandes familles de molécules bioactives : les composés phénoliques et les composés 
triterpéniques. Le premier groupe est présent dans les deux matrices végétales et il est bien 
connu pour ses propriétés antioxydantes tandis que le deuxième groupe a été identifié surtout 
dans les résidus de pommes et est reconnu notamment pour ses activités anti-inflammatoires. 

Conformément à la documentation bibliographique, les études réalisées jusqu’à 
maintenant sur la détermination du caractère antioxydant des extraits de composés 
phénoliques de cerises et de résidus de pommes sont nombreuses [12, 89-97]. En revanche, 
juste un nombre réduit de recherches [40, 98] ont visé l’effet antioxydant de composés 

triterpéniques et la synergie pouvant résider de la présence des deux familles de principes 
actifs (composés phénoliques et triterpènes) dans un même extrait.     

 
Par conséquent, nous avons décidé d’évaluer l’activité antioxydante des extraits de 

résidus de pommes à l’acétate d’éthyle (EtOAc). Nous avons choisi ces extraits puisque nous 
avons démontré que l’utilisation de l’acétate d’éthyle (EtOAc) conduit à une extraction plus 
sélective ce qui fait que les extraits obtenus sont plus riches en composés phénoliques et 
triterpéniques que ceux obtenus à l’EtOH.  

Les extraits de résidus de pommes ont été soumis à 4 tests in vitro différents afin 
d’évaluer leurs possibles activités antioxydantes : 

§ le test de Folin-Ciocâlteu pour déterminer la teneur en composés phénoliques totaux ; 
§ le traitement des extraits avec une solution de chlorure d’aluminium en vue de la 

détermination de la teneur en flavonoïdes totaux ; 
§ le test du 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle (DPPH.) approprié pour évaluer la capacité 

des extraits à piéger les radicaux libres ; 
§ le test FRAP à travers lequel le pouvoir réducteur antioxydant (FRAP, Ferric 

Reducing Antioxydant Power) des extraits peut être mis en évidence.  
 
Afin d’associer les activités antioxydantes potentielles aux différents familles de 

composés présentes dans les extraits, nous avons soumis simultanément à ces tests les 
molécules standards suivantes  (1 mg.mL-1) :  

§ sucres : glucose (GLU); 
§ composés phénoliques : acide gallique (AG), acide p-coumarique (ApC), catéchine 

(CAT), phloridzine (PH), quercétine (QUE), rutine (RUT) ; 
§ composés triterpéniques : acide oléanolique (AO), acide ursolique (AU), uvaol (Uv) ; 
§ acides gras : acide palmitique (AP).  

 
Nous allons voir par la suite les résultats des tests effectués. 
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III. 2. 4. 1. Fractionnement des extraits de résidus de pommes 
 

Nous avons vu précédemment que les extraits de résidus de pommes sont complexes. 
Afin de faciliter l’interprétation des résultats nous avons fractionné les différents extraits bruts 
par extraction liquide-liquide pour obtenir des fractions simplifiées et ainsi pouvoir comparer 
les activités des extraits bruts à celles des fractions.  
 
 Les extraits bruts à l’acétate d’éthyle de résidus de quatre variétés de pommes (Gala, 

Golden, Granny Smith et Pink Lady) obtenus par extraction assistée par microondes 
(conditions : 3 cycles de 30 s à une puissance de 700 W) ont été évaporé à sec et ensuite 
soumis au fractionnement par traitements successifs avec des solvants de polarité croissante.  
La méthode employée est illustrée de façon schématique dans la Figure III.43.  
 

Extrait sec de résidus de pommes 
(≈150 mg dans 50 mL eau)

Heptane 
(3 x 50 mL)

Fraction Heptane
(≈150 mL)

Fraction aqueuse
(≈50 mL)

EtOAc
(3 x 50 mL)

Fraction EtOAc
(≈150 mL)

Fraction aqueuse
(≈50 mL)  

Figure III.43. Représentation schématique du fractionnement des extraits de résidus de pommes par 

extraction liquide-liquide 
 

Pour cela approximativement 150 mg d’extrait brut EtOAc sec de résidus de chaque 

variété de pommes ont été repris dans 2 mL d’un mélange eau / heptane (50 : 50). Ces deux 
solvants ont été choisis puisqu’ils permettent la solubilisation des composés polaires et 

moyennement polaires voire apolaires dans le même temps. Ces deux solvants couvrent toute 
la gamme de polarité des solutés. La solution ainsi obtenue a été diluée dans 50 mL d’eau puis 
extraite successivement avec des volumes d’heptane puis d’acétate d’éthyle.  

Les fractions organiques et aqueuses récupérées ont été évaporées à sec.  
Des solutions de chaque fraction à une concentration de 5 mg.L-1 ont été préparées 

dans MeOH et des aliquotes de 20 µL de ces solutions ont été analysées par HPLC. Les 
empreintes chromatographiques sont présentées dans l’Annexe 2. Comme nous pouvons 

remarquer sur les Figures A et B de cette annexe, les composés phénoliques (tr < 30 min) et 
triterpéniques (tr de 30 à 40 min) se partagent entre l’heptane et l’EtOAc. Cette dernière 

fraction contient la quantité la plus importante de composés triterpéniques des extraits de 
résidus de pommes tandis que dans les fractions aqueuses (Figure C de l’Annexe 2)  nous 
pouvons constater juste la présence des sucres. Pour ces molécules (tr ≤ 3 minutes) aucun 
signal n’a été enregistré en UV. En revanche, un fort signal a été acquis par DEDL. 

L’analyse des résultats obtenus montrent que le système d’extraction liquide-liquide 
est approprié pour le fractionnement des extraits de résidus de pommes assurant le partage des 
solutés selon leur affinité vers l’un ou l’autre des solvants utilisés. 

 
Les extraits bruts EtOAc et les 3 fractions obtenues par fractionnement ont été soumis 

ensuite aux tests antioxydants. 
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III. 2. 4. 2. Evaluation des activités antioxydantes  
 
 L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits bruts de résidus de pommes et de 

leurs fractions a été réalisée à travers quatre tests différents qui ont permis la détermination : 
§ de la teneur en composés phénoliques totaux - Test de Folin-Ciocâlteu ; 
§ de la teneur en flavonoïdes totaux – Test avec chlorure d’aluminium ; 
§ de l’activité anti radicalaire – Test DPPH. ; 
§ du pouvoir réducteur antioxydant – Test FRAP.  

 
Dans ce but, des solutions de composés standards (1 mg.L-1

), d’extraits bruts et des 
fractions heptane, EtOAc et aqueuse préparées dans du MeOH (5 mg.mL-1) ont été déposées 
dans des plaques stériles à 96 puits (NUNC microplate, Fisher Bioblock).  

Nous avons vu lors de la description des tests chimiques utilisables pour la 
détermination des activités antioxydantes que le principe de ceux-ci repose sur un changement 
de couleur. Ce changement a été suivi par la lecture de l’absorbance à des longueurs d’ondes 

spécifiques. Les échantillons ont été analysés au moins quatre fois à l’aide d’un 

spectrophotomètre à microplaques type µQuant Universal Microplate Spectrophotometre de 
Bio tek Kronton Instruments (Montigny le Bretonneux, France) piloté par le logiciel KC4. 
 

Les résultats ont été exprimés soit en ppm d’équivalents d’un composé standard 
spécifique (cas de la détermination de la teneur en composés phénoliques totaux, en 
flavonoïdes totaux et du pouvoir réducteur des échantillons) soit en pourcentage d’inhibition 

(test du DPPH.).  
Dans le premier cas, les absorbances des solutions standard à différentes 

concentrations ont été déterminées.  
La représentation graphique des absorbances en fonction des concentrations des 

solutions analysées a conduit à l’obtention d’une droite d’étalonnage avec une équation de 

type « y = ax + b » spécifique.  
Les absorbances des échantillons à analyser (solutions standards, extraits bruts de 

résidus de pommes et leurs fractions) ont été lues ensuite au spectrophotomètre. Elles ont été 
introduites dans l’équation de la droite d’étalonnage ce qui nous a permis de déterminer les 
concentrations afférentes. 

 Afin d’avoir des résultats fiables, les absorbances de chaque échantillon ont été 

déterminées au moins quatre fois. Pour cela, les échantillons ont été divisés sur trois 
microplaques : 

§ microplaque 1 – solutions de sucres, composés phénoliques, composés triterpéniques, 
acides gras ; 

§ microplaque 2 – extraits bruts de résidus de pommes Gala et Golden et leurs 
fractions ; 

§ microplaque 3 – extraits bruts de résidus de pommes Granny Smith et Pink Lady et 
leurs fractions.  
Sur chaque microplaque nous avons déposé également les solutions d’acide gallique 

de la gamme étalon. Par conséquent, trois droites d’étalonnage ont été obtenues pour chaque 

test indiqué.  
Dans le cas de l’étude de l’activité anti radicalaire les échantillons ont été également 

divisés sur trois microplaques différentes. Les résultats de ce test ont été exprimés en 
pourcentage d’inhibition du radical DPPH

.
. Ainsi, la différence entre l’absorbance du radical 

et celles des échantillons à analyser a été rapportée à l’absorbance du radical et les résultats 

ont été multipliés par cent.  
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III. 2. 4. 2. 1. Composés phénoliques totaux (Test Folin – Ciocâlteu) 
 
Conditions opératoires 

Le test avec le réactif Folin – Ciocâlteu (FC) constitue une des méthodes les plus 
répandues pour la quantification de composés phénoliques. Il implique l’oxydation en 

solution alcaline de phénols par le réactif FC de couleur jaune et la détermination 
colorimétrique de l’intensité du molybdotungstophosphate bleu formé. Ces pigments bleus 
ont un maximum d’absorption dépendant du pH de la solution (usuellement contrôlé à l’aide 

de carbonate de sodium) et de la composition qualitative et / ou quantitative de composés 
phénoliques [99].  

Une méthode miniaturisée a été développée d’après celle proposée par Singleton 
[101]. Ainsi, pour un volume final de 200 µL dans chaque puits nous avons mélangé : 

§ 10 µL de solutions standards (1 mg.mL-1
), d’extrait ou de fraction (5 mg.mL

-1) ou 
d’eau ultra pure (blanc) ; 

§ 10 µL de réactif Folin-Ciocâlteu ; 
§ 30 µL de solution aqueuse de Na2CO3 (20%) – après une période de 1 à 8 minutes ; 
§ 150 µL d’eau ultra pure.  

Le mélange a été incubé à température ambiante pendant 2 h et l’absorbance à été lue 

à 760 nm. 
Les résultats ont été exprimés en ppm d’équivalents d’acide gallique (EAG) à partir 

des  droites d’étalonnage d’acide gallique (5 à 1000 ppm) (Annexe 3).  
 
Analyse d’un mélange de composés standards 
 En regardant la Figure III.44 qui illustre les résultats enregistrés lors de l’étude de 

composés standards nous pouvons remarquer que presque tous les composés utilisés donnent 
des réponses assez importantes.  
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Figure III.44. Test Folin-Ciocalteu standards (équivalents acide gallique) 

AG : acide gallique ; GLU : glucose ; AC : acide chlorogénique ; ApC : acide p-coumarique ;  
CAT : catéchine ;  PH : phloridzine ; QUE : quercétine ; RUT : rutine ; AO : acide oléanolique ;  

AU : acide ursolique ; Uv : uvaol ; AP : acide palmitique 
 

La réponse de la quercétine (965 ppm EAG), par exemple, est similaire à celle d’une 

solution d’acide gallique d’une concentration de 1000 ppm tandis que la phloridzine répond 

comme une solution d’acide gallique d’une concentration de 500 ppm. Les autres composés 
phénoliques ont donné de bonnes réponses également (catéchine : 873 ppm EAG, rutine :          
654 ppm EAG, acide chlorogénique : 634 ppm EAG, acide p-coumarique : 590 ppm EAG). 
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Par rapport aux composés phénoliques l’analyse des triterpènes a conduit à des 

réponses plus faibles. Ainsi, les deux acides étudiés (l’acide oléanolique et l’acide ursolique) 

ont donné des réponses correspondant à 290 ppm EAG et 175 ppm EAG respectivement. Une 
réponse plus importante a été remarquée pour l’uvaol qui a donné une réponse similaire à 

celle de l’acide chlorogénique (635 ppm EAG) similaires.  
Le glucose a conduit à 289,5 ppm EAG alors que le représentant des acides gras 

(l’acide palmitique) a donné une réponse de plus de 900 ppm EAG. 
 

Les résultats obtenus nous amène à conclure que ce type de test n’est pas spécifique 

aux composés phénoliques et que la réaction de réduction avec le réactif Folin – Ciocâlteu 
peut se dérouler sur d’autres types de molécules également. La même conclusion a été révélée 
aussi par d’autres études. Ainsi, Prior et al. [101] ont remarqué que certains composés dont 
notamment les sucres, les amines aromatiques, les enediols et les réductones peuvent 
interférer lors de ce test. Shahidi et al. [102] stipulent que ce test est capable de détecter tous 
les groups phénols y compris ceux des protéines. 
 
Analyse des extraits bruts de résidus de pommes et de leurs fractions 

Nos essais réalisés sur les extraits bruts EtOAc de résidus de pommes et les fractions 
obtenues par extraction liquide-liquide mettent en évidence une réponse positive pour tous au 
test de Folin-Ciocâlteu et la Figure III.45 reporte les différentes valeurs de teneurs en 
composés phénoliques totaux calculées et exprimées en équivalent d’acide gallique.  
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Figure III.45. Teneur en composés phénoliques totaux des extraits de résidus de pommes et de leurs 

fractions d’après le test de Folin-Ciocâlteu 
 
Les fractions Heptane (en rouge) et EtOAc (en vert) pour toutes les variétés de 

pommes semblent être les plus riches alors que les fractions aqueuses présentent une teneur 
plus faible en composés phénoliques ce qui est en concordance avec les profils HPLC des 
fractions qui montrent aussi que les deux premières fractions contiennent les quantités les plus 
importantes de composés phénoliques et triterpéniques. Les fractions aqueuses contiennent 
essentiellement des sucres mais au vue de l’analyse du standard de glucose il n’est pas 

étonnant d’observer également une réponse au test de Folin-Ciocâlteu pour ces fractions. 
L’extrait de pommes Pink Lady et ses fractions sont les plus riches en composés phénoliques 
totaux. Ils sont suivis en ordre décroissant par les variétés Golden, Granny Smith et Gala. 
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III. 2. 4. 2. 2. Contenu en flavonoïdes totaux 
 
Conditions opératoires 

100 µL d’extrait brut, de fraction ou de solution de rutine (standard) ont été mélangés 

avec 100 µL de solution de chlorure d’aluminium (2%) [103]. L’absorbance des échantillons 

a été déterminée à 435 nm. Des droites d’étalonnage (Annexe 4) ont été réalisées à partir de 

solutions de rutine de concentration comprise entre 5 et 150 ppm et les résultats ont été 
exprimés en ppm d’équivalents de rutine (ER). 
 
Analyse d’un mélange de composés standards 
 Les résultats obtenus lors de l’analyse des solutions de composés standards        

(Figure III.46) montre que seule la quercétine et dans une moindre mesure l’uvaol répondent à 

ce test.  
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Figure III.46. Test des flavonoïdes totaux standards (équivalents de rutine) 

RUT : rutine ; GLU : glucose ; AC : acide chlorogénique ; ApC : acide p-coumarique ; AG : acide gallique ;  
CAT : catéchine ;  PH : phloridzine ; RUT : rutine ; AO : acide oléanolique ;  

AU : acide ursolique ; Uv : uvaol ; AP : acide palmitique 
 

La réponse de la quercétine ainsi que l’absence de réponse des autres molécules 
étaient attendues puisque parmi les standards choisis seule la quercétine est un flavonoïde. 
Ceci peut être expliqué par la présence de trois sites différents de complexation de 
l’aluminium: 3-hydroxy-4-keto, 5-hydroxy-4-keto, 3’4’-o-diphénolique que nous avons 
présentés au cours du deuxième chapitre de ce manuscrit. La réponse de l’uvaol est en 

revanche plus surprenante puisqu’il s’agit d’un triterpène qui ne devrait pas  présenter la 

propriété de complexer l’aluminium. Toutefois la répétition de l’expérience nous a donné les 

mêmes résultats.    
 

Analyse des extraits bruts de résidus de pommes et de leurs fractions 
Le contenu en flavonoïdes totaux (Figure III.47) des extraits bruts étudiés varie entre 

28,46 ppm ER pour les extraits de résidus de pommes Gala et 93 ppm ER pour ceux de 
Golden.  

En ce qui concerne les fractions des extraits bruts celles récupérées dans l’EtOAc et 

dans l’heptane sont les plus riches en flavonoïdes ce qui concorde avec l’analyse 
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chromatographique qui indique la présence des composés phénoliques et triterpéniques dans 
ces mêmes fractions.     
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Figure III.47. Teneur en flavonoïdes totaux des extraits de résidus de pommes et de leurs fractions 

 
 
III. 2. 4. 2. 3. Activité anti radicalaire (Test DPPH.) 
 
Conditions opératoires 

Le radical libre DPPH. 
absorbe à 515 nm. Par réduction en présence d’une molécule 

présentant une activité de réducteur l’absorbance disparaît. Plus le pouvoir anti radicalaire est 

important plus l’antioxydant est considéré comme efficace. 
Cette activité anti radicalaire a été déterminée en utilisant la méthode décrite par Blois 

[104]. Ainsi, un aliquote de 10 µL de solutions de composés standards, d’extrait brut ou de 

chaque fraction a été mélangé avec 190 µL de solution de DPPH de concentration 75 µM 
dans MeOH. La décoloration de la solution du radical libre DPPH. a été mesurée à 517 nm 
après 30 minutes d’incubation dans un endroit sombre à température ambiante.  

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition selon la relation suivante : 
 

min30tàDPPH

min30tàEmin30tàDPPH

Abs

AbsAbs
%I

=

== -
=   (III.1.) où : 

AbsDPPH
.
 à t = 30 min – absorbance du DPPH. après 30 minutes d’incubation 

AbsE à t = 30 min – absorbance des échantillons après 30 minutes d’incubation 
 
Analyse d’un mélange de composés standards  

 Les composés phénoliques sont des inhibiteurs reconnus des radicaux libres. L’activité 

de ces molécules est reliée à leur structure. Ainsi elle dépend de l’énergie de dissociation des 

liaisons O – H, de la délocalisation électronique du radical phénol et de l’encombrement 

stérique des groupements substituant des atomes d’hydrogène du noyau aromatique [105].  
 En regardant les résultats reportés dans la Figure III.48, nous pouvons remarquer que 
seuls les composés phénoliques ont eu la capacité d’inhiber le radical DPPH

..  
Ainsi, pour l’acide coumarique, l’acide gallique, la catéchine, la quercétine et la rutine 

le pourcentage d’inhibition du DPPH
. a été autour de 80%. Par contre l’activité anti 

radicalaire des composés triterpéniques est très faible. Nous avons vu antérieurement que plus 
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la présence des hydroxyles est importante plus les composés qui contiennent ce type de 
groupements fonctionnels vont pouvoir inhiber le DPPH. Ce fait peut expliquer la différence 
entre l’activité antioxydante des deux classes majoritaires de molécules standards étudiées 

puisque les composés triterpéniques possèdent un nombre réduit de groupements hydroxyle. 
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Figure III.48. Activité antoxydante des standards exprimée en % d’inhibition du radical libre DPPH

.
 

GLU : glucose ; AC : acide chlorogénique ; ApC : acide p-coumarique ; AG : acide gallique ;  
CAT : catéchine ;  PH : phloridzine ; QUE : quércetine ; RUT : rutine ; AO : acide oléanolique ;  

AU : acide ursolique ; Uv : uvaol ; AP : acide palmitique 
 

Analyse des extraits bruts de résidus de pommes et de leurs fractions 
En regardant les résultats illustrés dans la Figure III.49 nous pouvons remarquer que 

les extraits bruts EtOAc de résidus de pommes des variétés Gala et Golden sont ceux qui 
inhibent le plus le radical libre DPPH.

. En ce qui concerne l’activité de leurs fractions l’ordre 

décroissant suivant peut être constaté : F. AcOEt > F. Heptane > F. Eau.  
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Figure III.49. Activité antioxydante des extraits de résidus de pommes et leurs fractions 
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Ces résultats concordent avec l’analyse HPLC des fractions qui a révélé le fait que les 

composés phénoliques de résidus de pommes sont récupérés en AcOEt et que les composés 
triterpéniques se partagent entre l’heptane et l’AcOEt alors que dans l’eau nous avons séparé 

globalement les sucres qui conformément à l’analyse des molécules standards ne présentent 

pas une activité inhibitrice pour le DPPH.. 
 
 
III. 2. 4. 2. 4. Pouvoir réducteur (Test FRAP) 
 
Conditions opératoires  

Le test FRAP est souvent utilisé pour évaluer le pouvoir réducteur de solution associé 
à la présence de polyphénols. Cette méthode dépend de la réduction du complexe 
tripyridyltriazne ferrique en tripyridyltriazine ferreux par un antioxydant à un pH de 3,6. 

Le test FRAP a été conduit conformément à la méthode proposée par Benzie et Strain 
[106] avec certaines modifications. Le réactif FRAP a été préparé chaque jour à partir de 
tampon acétate 300 mM (pH 3,6), de chlorure ferrique hexahydraté 20 mM et de TPTZ 10 
mM dans HCl 40 mM. Ces solutions ont été mélangées en proportion respective : 10/1/1 (v / v 
/ v) et le mélange a été chauffé à une température de 37°C. 10 µL d’extrait, de fraction ou de 
standard ont été mélangés avec 20 µL d’eau ultra pure et ensuite avec 170 µL de réactif 

FRAP. Le changement de couleur du bleu au rouge à été suivi à 593 nm après 10 minutes 
d’incubation.  
 Les résultats ont été exprimés en ppm d’équivalents trolox (ET) à partir des droites 
d’étalonnage réalisées avec des solutions de trolox ayant des concentrations de 50 à 1000 ppm 

et qui sont présentées dans l’Annexe 5. 
 
Analyse d’un mélange de composés standards  

 En regardant la Figure III.50 qui présente l’étude réalisée pour déterminer le pouvoir 

réducteur des composés standards nous pouvons constater que seules les composés 
phénoliques dont notamment l’acide chlorogénique, l’acide gallique, la catéchine, la 

quercétine et la rutine sont capables de réagir avec le tripyridyltriazne ferrique.  
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Figure III.50. Pouvoir réducteur des standards (équivalents trolox) 

TX : trolox ; GLU : glucose ; AC : acide chlorogénique ; ApC : acide p-coumarique ; AG : acide gallique ;  
CAT : catéchine ;  PH : phloridzine ; QUE : quercétine ; RUT : rutine ; AO : acide oléanolique ;  

AU : acide ursolique ; Uv : uvaol ; AP : acide palmitique 
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Analyse des extraits bruts de résidus de pommes et de leurs fractions 
 Nos résultats montrent que le pouvoir réducteur des extraits de résidus de pommes et 
de fractions (Figure III.51) est variable.  
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Figure III.51. Inhibition du TPTZ par les extraits de résidus de pommes et leurs fractions 

 
Les valeurs les plus importantes ont été enregistrées pour les fractions EtOAc selon la 

séquence suivante : Pink Lady > Golden > Granny Smith > Gala. Elles sont suivies par les 
fractions Heptane. Par contre les fractions aqueuses ne présentent pas un grand pouvoir 
réducteur ce qui peut être expliqué par le fait qu’elles ne contiennent pas de composés 

phénoliques étant surtout riches en sucres qui conformément aux résultats obtenus pour les 
solutions des composés standards ne réagissent pas avec le test FRAP. 

 
Grace aux tests chimiques réalisés, nous avons pu établir la relation entre l’activité 

antioxydante des extraits bruts de résidus de pommes et de leurs fractions et la présence des 
molécules appartenant aux familles des composés phénoliques et triterpéniques.  

Néanmoins, sachant que la présence de plusieurs molécules ayant la même activité 
peut soit induire un effet antioxydant synergique soit être responsable d’une certaine 

inhibition, afin de pouvoir attribuer cette activité à une ou autre de ces molécules, un 
fractionnement plus poussé des extraits et des études plus approfondies sont nécessaires.   

De plus, il serait utile de déterminer la concentration minimale des extraits bruts et de 
leurs fractions pouvant présenter des activités antioxydantes.   
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CONCLUSIONS 
 
 

Dans ce chapitre nous avons présenté les différents résultats de notre étude concernant 
la possibilité d’utiliser les agro ressources (cerises ou résidus de pommes) en tant que sources 

de composés bioactifs. 
 
Ainsi dans la première partie du chapitre, nous nous sommes plus particulièrement 

attachés à mettre au point une méthode d’extraction sans solvant des anthocyanines de cerises.  
Pour ce faire, nous avons utilisé une technique d’extraction rapide et éco responsable 

basée sur l’effet de l’irradiation électromagnétique sur l’eau constitutive des fruits, eau qui a 

ainsi servi de solvant d’extraction pour tous les composés d’intérêt.  
Au cours de nos recherches nous avons mis en évidence que la technique de 

conservation la plus appropriée pour les extraits de cerises était la lyophilisation capable 
d’assurer une bonne stabilité des solutés pendant une longue période de temps.   

Afin de purifier les anthocyanines nous avons testé deux méthodes différentes de 
fractionnement : la chromatographie de partage centrifuge d’une part et la chomatographie 

liquide semi-préparative d’autre part. Cette deuxième technique est apparue comme plus 

performante et plus intéressante car elle a pu être développée en respectant les principes les 
plus importants de la chimie verte, à savoir : utilisation de solvants biodégradables (eau, 
éthanol), additifs moins toxiques (acide formique) et recyclage de la phase mobile. Elle nous a 
permis de récupérer deux fractions purifiées contenant chacune un des anthocyanines 
recherchés (la cyanidine-3-O-glucoside et la cyanidine-3-O-rutinoside) dont la structure a pu 
être confirmée par spectrométrie de masse.  

 
La deuxième partie du chapitre a été consacrée à l’étude de résidus issus de la 

production de jus clair à partir de quatre variétés de pommes : Royal Gala, Golden, Granny 
Smith et Pink Lady. Ces résidus contiennent des composés bioactifs (composés phénoliques 
et triterpéniques principalement) reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine et 
qui pourrait être valorisés comme ingrédients dans des applications cosmétiques, 
thérapeutiques et agroalimentaires. Sensibles à une dégradation rapide, ces résidus de pommes 
doivent être tout d’abord conservés. Pour cela nous avons testé la lyophilisation et la 

zéodratation. Les résultats obtenus nous permettent de conclure que la zéodratation peut 
constituer une bonne alternative plus économique et plus verte à la lyophilisation puisqu’elle 

ne nécessite pas d’étape préliminaire de congélation et qu’elle est plus rapide.  
Quatre techniques d’extraction différentes : la macération, l’extraction par solvant 

pressurisé, l’extraction assistée par ultrasons et l’extraction assistée par microondes ont été 

comparées et différents solvants ont été utilisés pour extraire les composés d’intérêt à partir de 

résidus de pommes lyophilisés. Nos études montrent que 3 cycles de 30 s d’extraction sous 

microondes à une puissance de 700 W peuvent assurer une bonne extraction dans l’éthanol et 

l’acétate d’éthyle des composés présents dans les résidus de pommes.     
Les analyses effectuées sur les extraits obtenus de résidus de différentes variétés de 

pommes par HPTLC, HPLC couplé à différents types de détection (UV, DEDL, MS) ou SFC 
nous ont permis d’identifier la présence de deux familles majoritaires de composés : celle des 
composés phénoliques qui est très étudiée du fait de son fort potentiel antioxydant et celle des 
composés triterpéniques qui a été beaucoup moins étudiée mais qui est reconnue pour son 
important pouvoir anti inflammatoire.  

Comme précédemment, nous avons fractionné les extraits obtenus afin de séparer les 
différentes familles de composés et d’étudier leurs activités respectives. L’objectif étant de  
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séparer les différentes familles moléculaires, notre choix s’est porté sur l’extraction liquide-
liquide par des étapes successives.  

Les différentes fractions récupérées dans l’heptane, l’acétate d’éthyle et l’eau ainsi que 

les extraits bruts ont été soumis à différents tests antioxydants afin de déterminer leur teneur 
en composés phénoliques totaux, leur teneur en flavonoïdes totaux, leur activité anti 
radicalaire et leur pouvoir réducteur. Ces tests nous ont permis de conclure que les fractions 
acétate d’éthyle sont les plus riches en composés d’intérêt suivies des fractions heptane tandis 
que les fractions aqueuses ne présentent pas d’activité notable. Les fractions EtOAc étant 

constituées des composés phénoliques et des composés terpéniques qui n’ont pas été extraits 

par l’heptane, il serait intéressant de développer une autre méthode de fractionnement 
permettant de mieux séparer ces deux familles moléculaires. 

 
Au vu des résultats obtenus au cours de nos travaux, nous pouvons conclure que les 

fruits entiers et leurs résidus après valorisation en tant que jus de fruits, peuvent constituer des 
sources riches en composés bioactifs. Différentes méthodes pour extraire et isoler ces 
composés d’intérêt ont été explorées mais il reste à évaluer plus précisément la quantité de 
molécules récupérables par kg de fruits ou de résidus de fruits. Une valorisation ultérieure de 
ces composés en les incorporant dans diverses formulations agroalimentaires, cosmétiques ou 
pharmaceutiques peut être envisagée mais reste à développer.    
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IV. 1. APPARITION ET EVOLUTION DU CONCEPT DE 
« DEVELOPPEMENT DURABLE » 
 
 

Au cours des dernières années, la pollution de l’environnement a commencé à avoir 

une ampleur de plus en plus importante. L’évolution rapide des diverses industries a conduit à 

l’utilisation excessive des ressources naturelles et à une pollution parfois sévère considérée 
comme responsable des changements climatiques fréquents.  

Par conséquent, la communauté internationale a décidé de trouver des solutions 
applicables au niveau global afin de diminuer les effets de la pollution et de contrôler l’emploi 
irraisonnable des ressources disponibles.  

 
Pour ce faire, elle se réunit régulièrement pour discuter des problèmes 

d’environnement. 
 
La première réunion intitulée « Conférence de Stockholm sur l’Environnement 

Humain » s’est déroulée en 1972 et a eu comme thématique le débat du problème de 
l’environnement global et des nécessités de développement. Cette conférence s’est finalisée 

par : 
§ la « Déclaration sur l’Environnement » (26 principes) [1] ; 
§ le « Plan d’Action pour l’Environnement Humain » [2] (109 recommandations) ayant 

trois composantes : 
Ø le Programme pour l’Evaluation de l’Environnement Global (Earthwatch) ; 
Ø les activités pour le management de l’environnement ; 
Ø les mesures d’appui. 
La Conférence de Stockholm a conduit à la naissance du « Programme des Nations 

Unies pour l’Environnement » dont les activités majeures sont divisées en deux grandes 
catégories : 

§ activités orientées vers les problèmes des facteurs d’environnement : la pollution de 
l’eau, de l’air et du sol ; 

§ activités orientées vers les problèmes globaux : les pluies acides, la dégradation de la 
couche d’ozone, les changements climatiques, la conservation de la biodiversité, les 

déchets toxiques et dangereux etc. 
 
Ultérieurement, la forte liaison existant entre l’environnement et le développement 

économique a fait l’objet du Rapport Brundtland [3] intitulé « Notre avenir à tous » et exposé 
en 1987 par la Commission Mondiale sur l’Environnement et le Développement devant 
l’Assemblée Générale de l’Organisation des Nations Unies. Ce rapport présente pour la 

première fois le concept « développement durable ». Conformément au principe de ce concept 
« la société doit satisfaire les demandes de ses membres par l’augmentation de la production 
mais aussi par la création des conditions équitables d’accès aux ressources naturelles sans 
porter de préjudices au développement des générations futures ». 

 
En 1992, à Rio de Janeiro, a eu lieu la « Conférence des Nations Unies sur 

l’Environnement et le Développement » dont le sujet a été axé sur la nécessité d’intégrer le 

développement économique et la protection de l’environnement dans l’objectif du 

développement durable. La conférence s’est finalisée avec : 
§ la « Déclaration de Rio » [4] incluant 27 principes ; 
§ l’ « Agenda 21 » [5] incluant un plan d’action de 40 chapitres comprenant la base 

d’action, les objectifs à réaliser, les activités nécessaires pour atteindre les objectifs 
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établis et les modalités de la mise en place pour le développement durable de 
différents domaines de programmes spécifiques ; 

§ l’établissement des principes du management de la conservation et du développement 

durable des forêts ; 
§ l’Organisation institutionnelle de la Commission Mondiale pour le Développement 

Durable ; 
§ la mise au point du Mécanisme de financement pour la mise en place de l’Agenda 21. 

 
Dix années plus tard, en 2002, la « Conférence des Nations Unies sur le 

Développement Durable » déroulée à Johannesburg a conduit à : 
§ la « Déclaration de Johannesburg sur le Développement Durable » [6] à travers 

laquelle les gouvernements des états participants ont accepté d’agir ensemble pour le 

renforcement des trois constituants indépendants du développement durable : le 
développement économique, le développement social et la protection de 
l’environnement au niveau local, national, régional et global ; 

§ le « Plan de Réalisation de la Conférence Mondiale sur le Développement Durable » 
[7] qui vise l’application des mesures concrètes à tous niveaux et le renforcement de la 
coopération internationale afin d’éradiquer la pauvreté, de modifier les modèles de 

production et de consommation, de protéger la santé et de protéger les ressources 
naturelles. 

 
La dernière réunion mondiale axée sur le développement durable s’est déroulée         

en juin 2012 de nouveau à Rio de Janeiro en Brésil. Elle a eu comme points centraux deux 
thèmes principaux :  

le développement durable à travers l’économie verte ;  
l’amélioration de la coordination internationale en vue du développement durable [8].  

 
Dans ce contexte, un des objectifs majeurs du développement durable est représenté 

par le contrôle de l’impact des activités sociales et économiques sur l’environnement ce qui 

impose la mise au point de processus qui se déroulent sous l’égide des systèmes de 

management de qualité et d’environnement et qui utilisent des énergies renouvelables. De 

plus, il est nécessaire que les processus conduisent, si possible, à de faibles quantités de 
déchets, la génération de ces déchets pouvant être réduite par la diminution des sources de 
déchets ou par la réutilisation des produits. Parmi ces actions, la minimisation est la plus 
importante. Elle inclut : 

§ la prévention de la production des déchets par l’utilisation de technologie de 

production efficaces ; 
§ le recyclage interne de la production des déchets ; 
§ l’amélioration de la qualité des déchets ; 
§ la réutilisation des produits ou de certaines parties dans le même but ou dans des buts 

différents [9].  
 

En retenant les aspects les plus importants du développement durable, nous allons voir 
par la suite quels sont les effets bénéfiques et nocifs possibles du processus de récupération 
des molécules bioactives à partir d’un matériel végétal. 

Ainsi, dans un premier temps nous allons établir les aspects environnementaux ayant 
un impact significatif sur l’environnement. Nous allons continuer avec la présentation de leurs 
effets sur les facteurs d’environnement (air, eau, sol, santé humaine etc.) et nous allons 
conclure le présent chapitre par la présentation des différentes possibilités de réduire ces 
effets.    
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IV. 2. ASPECTS ENVIRONNEMENTAUX SPECIFIQUES AU 
PROCESSUS DE RECUPERATION DE PRINCIPES ACTIFS  
 
 

IV. 2. 1. Analyse du processus technologique 
 

Le processus de récupération des composés actifs à partir d’une source d’origine 

végétale implique plusieurs étapes décrites dont le principe a été décrit antérieurement. Ce 
processus est repris dans la Figure IV.1. Son analyse va nous servir à l’identification des 

aspects environnementaux impliqués. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.1. Récupération et analyse des 

molécules bioactives à partir d’une source 
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Brièvement, le matériel végétal (représenté par les fruits ou par les résidus de fruits) 
est premièrement réceptionné du point de vue qualitatif et quantitatif. Cette opération doit 
être effectuée soigneusement afin de pouvoir utiliser uniquement des matières premières 
conformes aux demandes du processus d’obtention de molécules bioactives. Ainsi, il est 

nécessaire que les cerises ne soient pas abîmées et qu’elles soient cueillies à pleine maturité. 

En ce qui concerne les résidus de pommes, il est indiqué qu’ils ne soient pas en cours de 

fermentation ou attaqués par des insectes ou autres organismes ou microorganismes pouvant 
dégrader la qualité du matériel végétal. 
 
 Une fois réceptionnés, les fruits et les résidus de fruits doivent être tout de suite 
conservés afin de mieux préserver les constituants d’intérêt. Cette étape peut comporter une 

ou plusieurs sous-étapes. Nous avons vu dans les autres chapitres de ce manuscrit que la 
méthode la mieux adaptée pour conserver les cerises et les résidus de pommes est la 
congélation. Cette méthode présente le grand avantage de pouvoir stopper rapidement le 
processus de dégradation des matériaux végétaux. Dans le cas des cerises, la congélation a été 
le seul mode de préservation utilisé. En effet, il était nécessaire de pouvoir conserver l’eau 

constitutive des cerises afin de réaliser l’extraction des bioactifs sans ajouter de solvant. 

Toutefois la conservation à long terme du végétal par congélation est consommatrice 
d’énergie et encombrante car le matériel végétal reste volumineux. Les résidus de pommes 

pouvant être utilisés secs, ils ont été tout d’abord congelés puis séchés par lyophilisation ou 
par zéodratation, les deux procédés conduisant à l’enlèvement judicieux de l’eau permettant le 

développement des microorganismes de dégradation. Les résidus de pommes séchés ont été 
ensuite finement broyés et stockés dans des petits bocaux en verre à température ambiante. 
 
 L’étape suivante impliquée dans le processus de récupération des principes actifs à 
partir de fruits ou de leurs résidus est l’extraction.  

Au cours de nos recherches une méthode « verte » d’extraction des anthocyanines de 

cerises a été développée. Cette méthode a utilisé comme solvant d’extraction uniquement la 
quantité importante d’eau constitutive de ces fruits. Sous l’action de l’irradiation 

électromagnétique, l’eau s’est échauffée conduisant à une forte augmentation de la pression et 
de la température à l’intérieur des cellules végétales ce qui a entraîné la destruction des parois 
cellulaires et la migration des principes actifs vers l’extérieur.  

Lors de l’extraction des molécules bioactives de résidus de pommes nous avons eu 

besoin d’ajouter un solvant capable de solubiliser les analytes d’intérêt étant donné que l’eau 

a été enlevée par séchage. Par conséquent, nous avons mélangé le matériel végétal avec 
différents solvants tels que l’éthanol (EtOH), le méthanol (MeOH), l’acétate d’éthyle (EtOAc) 
ou des mélanges MeOH-Eau, EtOAc-EtOH dans un rapport de 1 g de végétal sec pour 20 mL 
de solvant. Quatre méthodes d’extraction différentes ont été utilisées : la macération (M), 
l’extraction par solvant pressurisé (ASE), l’extraction assistée par ultrasons (USAE) et 

l’extraction assistée par microondes (MWAE).  
 
Les extraits végétaux bruts ont été ensuite soumis à une centrifugation permettant la 

séparation des extraits de résidus végétaux. La centrifugation a été suivie d’une filtration par 
filtres seringue. Ces deux étapes nous ont permis d’obtenir des extraits limpides sans traces de 

matériel végétal pouvant gêner le déroulement ultérieur du processus d’analyse. 
 
 Au moment de la caractérisation du matériel végétal nous avons remarqué la richesse 
en certains principes actifs. Toutefois, nous avons constaté que certaines molécules bioactives 
se trouvent en faibles quantités. Cette observation nous a conduits à recourir à une 
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concentration des extraits bruts obtenus. Pour ce faire, nous avons utilisé, soit l’évaporation 

sous azote ou vide (extraits de résidus de pommes) soit la lyophilisation (extraits de cerises). 
  

Les extraits secs obtenus ont été dilués par l’ajout d’un solvant compatible avec 
l’analyse à réaliser ultérieurement.  
 

Différentes méthodes d’analyse ont été développées pour la caractérisation des 
extraits. Ainsi, dans le cas des extraits de cerises, nous avons utilisé particulièrement la 
chromatographie liquide de haute performance (HPLC). Par contre, dans le cas des extraits de 
résidus de pommes, différentes techniques telles que la chromatographie haute performance 
sur couche mince (HPTLC), la chromatographie liquide haute performance (HPLC) et la 
chromatographie en phase supercritique (SFC) ont été employées. Les phases mobiles 
impliquées dans l’élution des composés d’intérêt ont été constituées d’eau et de différents 

solvants (MeOH, acétonitrile (MeCN), isopropanol (iPrOH)) avec des ajouts de faibles 
volumes d’acides organiques (acide formique, acide trifluoroacétique, acide acétique). La 

détection des molécules bioactives des extraits a été réalisée à l’aide de différents types de 

détecteur tels que : l’UV, le DAD, le DEDL ou le spectromètre de masse (MS). 
 

Afin de faciliter l’analyse des extraits et le couplage à la spectrométrie de masse en 

vue d’une meilleure caractérisation, ou de tester leur activité antioxydante, les extraits ont été 
soumis à un fractionnement par extraction liquide-liquide (ELL) (extraits de résidus de 
pommes) ou par chromatographie de partage centrifuge (CPC) ou chromatographie semi-
préparative (CSP) (extrais de cerises). Les deux premières techniques ont impliqué 
l’utilisation des solvants non-miscibles à l’eau tels que le butanol (BuOH), l’heptane ou 

l’EtOAc alors que la CSP a été réalisée à l’aide d’une phase mobile plus « verte » composée 
d’eau et d’EtOH avec ajout d’un faible pourcentage d’acide formique. 
 

Les fractions obtenues sont plus diluées en composés bioactifs ce qui impose la 
nécessité d’une nouvelle concentration. Cette fois-ci nous avons utilisé juste l’évaporation 

sous vide à différentes températures selon le solvant impliqué dans le fractionnement. 
 

Les fractions séchées ont été solubilisées à une concentration connue en vue des 
analyses ultérieures. 
 

Finalement, nous avons procédé à l’évaluation des activités biologiques des extraits et 
de leurs fractions. Pour ce faire, nous avons estimé à l’aide de différents réactifs spécifiques, 

la teneur en composés phénoliques totaux (test du Folin-Ciocâlteu), la teneur en flavonoïdes 
totaux, la capacité anti-radicalaire (test DPPH.) et le pouvoir réducteur                      (test 
FRAP).  
 

En regardant toutes les étapes nécessaires pour la récupération et l’analyse des 
molécules bioactives existant dans un matériel végétal nous pouvons remarquer que ce 
processus est assez complexe et laborieux. 

De plus, le déroulement de certaines étapes implique la consommation d’énergie et des 

volumes élevés des solvants (dont certains sont toxiques pour les organismes vivants et pour 
l’environnement) et produisent des déchets. 
 

Nous allons voir par la suite quels sont les facteurs polluants et les aspects ayant un 
impact significatif sur l’environnement. 
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IV. 2. 2. Facteurs polluants  
 

Les principaux polluants résultant des activités du processus de récupération de 
principes actifs sont représentés par les résidus solides, liquides et par les émissions dans 
l’atmosphère. De plus le déroulement du processus nécessite une consommation d’énergie et 

peut générer du bruit. 
 
Les résidus solides peuvent être classés en deux catégories: 

1. déchets non valorisables (fruits non-conformes, feuilles, queux, résidus végétaux, 
consommables de laboratoire) qui sont : 
§ issus de la réception qualitative et quantitative et du stockage des fruits et des 

résidus de fruits ; 
2. déchets valorisables qui : 

§ sont pesés et stockés sur des plateformes en béton ; 
 
Les résidus liquides incluent : 

1. les eaux usées constituées de : 
Ø l’eau utilisée pour le lavage des matières premières et des récipients, pour 

l’hygiénisation des équipements technologiques et des espaces de stockage etc. 
L’eau résiduelle récupérée contient des substances organiques, des morceaux de 
fruits ou de résidus de fruits, des agents de nettoyage, des sels et des substances 
solides en suspension.  

Ø l’eau provenant de décharges des opérations d’hygiène corporelle, de la préparation 

des aliments, du lavage des vêtements, de l’évacuation de produits physiologiques. 

Elle représente un milieu propice pour le développement des microorganismes dont 
la plupart pathogènes ; 

2. les phases mobiles chromatographiques, les solvants d’extraction et de 
fractionnement, constitués d’eau, de solvants et d’acides organiques en faible quantités.  

3. les mélanges de réactifs utilisés pour les tests d’activité biologique 
 
Les émissions dans l’air représentés par :  

1. les émissions gazeuses :  
Ø issues de la combustion des combustibles utilisés pour le transport des matières 

premières qui conduit à l’apparition de polluants gazeux tels que le dioxyde de 
soufre (SO2), les composés de l’azote (NOx), les composés organiques volatils 
(COV), le monoxyde et le dioxyde de carbone ; 

Ø ces composés peuvent provenir d’autres étapes du processus également. Ainsi, les 

composés organiques volatils, par exemple, peuvent être obtenus au moment du 
séchage de résidus de pommes ou lors de la concentration des extraits végétaux par 
évaporation ; 

2. les particules en suspension : 
Ø la poussière est générée par le transport, par la manipulation des matières premières 

(résidus de pommes broyés) et des combustibles solides (charbone etc.). ; 
3. l’odeur : 

Ø son apparition est due aux différentes étapes du processus technologique telles que : 
l’extraction des molécules bioactives, la concentration des extraits obtenus mais 
aussi le traitement des eaux ménagères ou technologiques.  
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L’énergie 
Le déroulement de certaines étapes du processus de récupération de principes actifs 

présents dans les sources végétales analysées se réalise avec une consommation d’énergie 

nécessaire pour le stockage à basse température, pour le séchage des résidus de pommes, le 
broyage du matériel végétal, l’extraction, la centrifugation, la concentration des extraits, les 
analyses chromatographiques, les fractionnements et la détermination de l’activité biologique 
des extraits et de leurs fractions. L’étape la plus énergivore du processus est le stockage des 
matières premières par congélation. Elle est suivie par la lyophilisation du matériel végétal et 
des extraits alors que l’extraction de principes actifs nécessite très peu d’énergie. 
 
Le bruit 

De courtes périodes bruyantes peuvent être remarquées au cours du processus lors du 
broyage de résidus de pommes séchés afin d’obtenir la poudre qui va être soumise à 

l’extraction ou lors de l’extraction de principes actifs (notamment dans le cas de l’extraction 

assistée par ultrasons et de l’extraction assistée par microondes). Un bruit particulier peut être 

détecté au moment de l’analyse chromatographique (pompes, réducteurs de pression etc.) et 

aussi au moment de la concentration des extraits par évaporation sous vide. En revanche, au 
niveau de laboratoire, le niveau du bruit ne dépasse pas les limites maximales admissibles. 

 
 

IV. 2. 3. Identification des aspects environnementaux  
 

Avant de procéder à l’identification proprement-dite des aspects environnementaux du 
processus de récupération des principes actifs de fruits ou de résidus de fruits nous allons 
présenter quelques définitions spécifiques.  

Conformément aux normes européennes de références EN ISO 14001 : 2004 [10] et 
EN ISO 14050 : 2009 [11] : l’aspect environnemental est un élément des activités, produits 
ou services d’une société qui peut interagir avec l’environnement. Les mêmes normes 

stipulent que l’impact sur l’environnement est représenté par tout changement de 
l’environnement, bénéfique ou nocif, qui résulte totalement ou partiellement des activités, les 

produits ou les services d’une société. 
 

Les aspects environnementaux sont soumis à une sélection dans un ordre bien précis et 
visent à : 

§ l’élimination de ceux qui ne peuvent pas être contrôlés par la société et sur lesquels 

elle n’a aucune influence ; 
§ la rétention des aspects qui ont ou peuvent avoir un impact significatif sur 

l’environnement ; 
§ le déroulement des activités nécessaires pour diminuer l’impact significatif des aspects 

environnementaux. 
 

Afin d’identifier les aspects environnementaux il est nécessaire de considérer : 
§ l’utilisation des matières premières, des matériaux, des appareils et de l’énergie ; 
§ la gestion de déchets ; 
§ les émissions atmosphériques ; 
§ les déversements dans l’émissaire ; 
§ la contamination du sol ; 
§ les problèmes concernant la communauté. 
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Dans le tableau suivant sont présentés les aspects environnementaux spécifiques au 
processus d’obtention de composés bioactifs à partir de fruits ou de leurs résidus et leur 

impact sur l’environnement.    
 

Tableau IV.1. Aspects environnementaux du processus d’obtention de principes actifs 

Processus Aspect environnemental 
Impact sur 

l’environnement 

Transport des 
matières premières 

Résidus valorisables : 
- fruits (cerises dégradées) 
- résidus de fruits (résidus de pommes, queux de 

cerises, feuilles de cerisier) 
Résidus non valorisables : 
-  poussière ; huiles usées 

Air, sol,  
santé humaine 

Réception qualitative 
et quantitative 

Résidus valorisables : 
- fruits (cerises) 
- résidus de fruits (résidus de pommes, queux de 

cerises, feuilles de cerisier) 
Résidus non valorisables : 
-  poussière 

Air, sol,  
santé humaine 

Conservation 
Résidus valorisables : 
- condensation 

Consommation d’énergie ; Bruit 

Air, sol,  
santé humaine 

Stockage 

Résidus valorisables :  
- fruits dégradés 
- résidus de fruits dégradés 

Consommation d’énergie 

Air, sol,  
santé humaine 

Broyage 

Résidus non valorisables : 
- poussière 

Consommation d’énergie 
Bruit 

Air, sol,  
santé humaine 

Extraction  

Résidus potentiellement valorisables :  
- résidus végétaux de l’extraction 
- solvants 

Consommation d’énergie 

Air, eau, sol,  
santé humaine 

Centrifugation 
Résidus non valorisables : 
- sédiment végétal 

Consommation d’énergie ; Bruit 

Air, eau, sol,  
santé humaine 

Filtration 
Résidus non valorisables : 
- rétentat végétal  

Air, eau, sol,  
santé humaine 

Concentration 
Résidus valorisables : 
- solvants condensés 

Consommation d’énergie 

Air, eau, sol,  
santé humaine 

Dilution 
Résidus potentiellement valorisables : 
- consommables de laboratoire 

Sol,  
santé humaine 

 

Analyse de l’extrait 

Résidus valorisables : 
- phase mobile chromatographique (solvants (MeOH), 

eau, acides organiques (acide formique, HOAc, TFA), 
composés bioactifs) 

Résidus potentiellement valorisables : 
- consommables de laboratoire  

Résidus non valorisables : 
- phase mobile chromatographique (solvants : MeCN, 

iPrOH, EtOAc, acétone, chloroforme) 
Consommation d’énergie 

 
Air, eau, sol,  

santé humaine 
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Tableau IV.1. Aspects environnementaux du processus d’obtention de principes actifs (suite) 

Processus Aspect environnemental 
Impact sur 

l’environnement 

Fractionnement 
de l’extrait 

Résidus valorisables : 
- phase mobile chromatographique (solvants (MeOH, 

EtOH, EtOAc, BuOH, heptane), acides organiques 
(acide formique), eau) 

Consommation d’énergie 

Air, eau, sol,  
santé humaine 

Concentration 
Résidus valorisables : 
- solvants condensés 

Consommation d’énergie 

Eau, sol,  
santé humaine 

Dilution 
Résidus potentiellement valorisables : 
- consommables de laboratoire 

Sol,  
santé humaine 

Tests 
d’activité biologique 

Résidus valorisables : 
- mélange de réactifs 

Résidus potentiellement valorisables : 
- consommables de laboratoire 

Consommation d’énergie 

Eau, sol,  
santé humaine 

Nettoyage, 
hygiènisation 

Matières organiques solubles 
Particules solides en suspension (résidus 
de produits, des agents de nettoyage) 

 
Air, eau, sol,  

santé humaine  
 
 

IV. 3. EVALUATION ET QUANTIFICATION DE L’IMPACT DES 
ASPECTS ENVIRONNEMENTAUX IDENTIFIES 

 
 

IV. 3. 1. Evaluation de l’impact des aspects environnementaux identifiés 
 

Les aspects environnementaux sont soumis à une hiérarchisation en fonction de la 
signification de l’impact [12]. Les critères utilisés pour son calcul sont reportés ci-dessus :  
 
Dispositions législatives et de réglementation (R) – notes de 1 à 10 pour les 
situations suivantes : 

§ dispositions législatives et de réglementation strictement précisées – 10 points ; 
§ sollicitations évidentes des clients et/ou de la communauté locale – 8 points ; 
§ impositions internes pour la résolution des intérêts particuliers – 6 points ; 
§ sollicitations du personnel de la société – 4 points ; 
§ absence de dispositions – 2 points.     

Evaluation de niveau du risque (Nr) – on considère les facteurs suivants : 
§ probabilité d’apparition (A) – plus elle est importante plus le risque est élevé ; 
§ probabilité de détection (B) – plus la capacité de détection diminue moins le contrôle 

est probable et donc le niveau de risque augmente ; 
§ l’importance des conséquences (C) – plus les dommages produits par la pollution sont 

importants plus le facteur de risque est élevé. 
 

L’évaluation du niveau de risque se réalise à l’aide d’un système numérique 

conduisant à un total conformément au Tableau IV.2: 
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Tableau IV.2. Evaluation du niveau de risque 
Probabilité d’apparition  

(A) 
Probabilité de détection  

(B) 
Sévérité des conséquences  

(C) 
Niveau du risque 
Nr = (A + B) x C 

Très fréquente - 5 points Très grande - 1 point Très élevée - 10 points 60 
Fréquente - 4 points Grande - 2 points Elevée - 8 points 48 
Modérée - 3 points Modérée - 3 points Modérée - 6 points 36 
Basse - 2 points Basse - 4 points Basse - 4 points 24 
Très basse -1 point Très basse - 5 points Très basse - 2 points 12 
 

1. Implications des aspects de santé (S) – notes de 1 à 10 pour les situations suivantes : 
§ provoque la mort – 10 points ; 
§ provoque des conséquences graves sur les organismes – 8 points ; 
§ provoques des irritations, des difficultés de respiration – 6 points ; 
§ conduit à de l’inconfort, à la réduction de la capacité de travail – 4 points ; 
§ non significatives – 2 points. 

 
2. Implications écologiques sur l’environnement (E) – notes de 1 à 10 en fonction de 

l’aire de pollution : 
§ niveau global – 10 points ; 
§ niveau régional – 8 points ; 
§ niveau local – 6 points ; 
§ voisinage – 4 points ; 
§ espace de la société – 2 points. 

3. Problèmes de la communauté et du milieu local (P) – au moment de l’établissement 

des aspects environnementaux, les éléments relatifs à la communauté et au milieu 
local sont aussi à considérer en accordant des notes de 1 à 75 : 
§ Bruit : 

Ø absence – 0 point ; 
Ø près de l’entreprise – 5 points ; 
Ø à l’intérieur de la société – 15 points ; 
Ø voisinage – 25 points ; 

§ Aspect du paysage : 
Ø agréable – 0 point ; 
Ø désagréable à l’intérieur de la société – 5 points ; 
Ø perturbant pour les voisins – 25 points ; 

§ Réclamations : 
Ø absence – 0 point ; 
Ø du personnel de la société – 5 points ; 
Ø des voisins, bénéficiaires – 15 points ; 
Ø des organismes de contrôle et administratives – 25 points. 

 
Les notes établies pour les 5 critères d’évaluation sont introduites dans la « Fiche 

d’évaluation de l’impact des aspects environnementaux ».  
 
Dans le cas du processus de récupération des principes actifs à partir de fruits ou de 

leurs résidus, les notes pour les aspects environnementaux impliqués sont présentées dans le 
Tableau IV.3. 
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Tableau IV.3. Evaluation de l’impact des aspects environnementaux 
Aspect environnemental 

R Nr S E P 
Total 

(R+Nr+S+E+P) 

Résidus valorisables :        
- fruits (cerises dégradées, cerises séchées) 10 12 2 2 12 38 
- résidus de fruits (résidus de pommes, queux de 

cerises, feuilles de cerisier) 
10 24 2 4 12 52 

- condensation 6 12 2 2 5 27 
- solvants condensés 6 12 2 2 5 27 
- phase mobile chromatographique (solvants 

(MeOH, MeCN, iPrOH, EtOAc, acétone, 
chloroforme), eau, acides organiques (acide 
formique, HOAc, TFA), composés bioactifs) 

10 36 6 4 15 71 

- mélange de réactifs 10 24 6 4 15 59 
- consommables de laboratoire 6 12 2 2 5 27 

Résidus non valorisables :       
- résidus de pommes 6 36 8 2 5 57 
- sédiment végétal 6 12 2 2 5 27 
- rétentat végétal 6 12 2 2 5 27 

Matières organiques solubles  
Particules solides en suspension  
(résidus de produits, agents de nettoyage) 

10 30 2 10 15 67 

Poussière 10 20 2 2 5 39 
Fuites de carburants 10 20 2 2 10 44 
Huiles usées 10 12 2 2 10 36 
Bruit 10 12 2 2 10 36 
Consommation d’énergie 10 20 2 2 5 39 
 
 Les aspects environnementaux ayant plus de 50 points sont considérés comme des 
aspects environnementaux significatifs et sont présentés dans le Tableau IV.4. 
 

Tableau IV.4. Liste des aspects environnementaux significatifs 

Etape technologique Aspect environnemental 
Evaluation  
de l’impact 

Extraction  Résidus végétaux 57 

Analyse de l’extrait 

Phase mobile chromatographique (solvants (MeOH, 
MeCN, iPrOH, EtOAc, acétone, chloroforme), eau, 
acides organiques (acide formique, HOAc, TFA), 
composés bioactifs) 

71 

Tests 
d’activité biologique 

Mélange de réactifs 59 

Nettoyage, hygiénisation 
Matières organiques solubles  
Particules solides en suspension  
(résidus de produits, agents de nettoyage) 

67 
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IV. 3. 2. Quantification de l’impact des aspects environnementaux 
 
 
IV. 3. 2. 1. Description de la méthode de quantification 
 

Afin de quantifier l’impact des aspects environnementaux identifiés antérieurement 

nous avons utilisé la « Méthode de détermination de l’indice de pollution globale » (IPG).  
 
Développée par Rojanschi [13], cette méthode peut être employée pour apprécier la 

qualité de l’environnement du point de vue quantitatif. Elle se base sur la détermination d’un 

indicateur issu du rapport entre la valeur idéale et la valeur réelle à un moment donné des 
indicateurs de qualité spécifiques pour les facteurs d’environnement analysés.  

 
Conformément à la présentation synthétique réalisée par Robu et al. [14] la               

méthode IPG comporte plusieurs étapes d’appréciation de la qualité des facteurs 

d’environnement et la corrélation graphique des résultats obtenus. Pour ce faire, il est 

nécessaire d’accorder à chaque facteur d’environnement considéré des notes pouvant refléter 
l’approchement ou l’éloignement de l’état idéal (absence de la pollution) de ce facteur. Les 

notes peuvent être de 1 à 10 sachant que la valeur « 10 » est attribuée si l’état naturel d’un 

facteur d’environnement n’a pas été affecté par l’activité humaine, alors que la valeur « 1 » 
indique une situation irréversible de détérioration du facteur d’environnement analysé.  

Généralement, l’appréciation de la qualité globale de l’environnement d’une région à 

un moment donné est possible par l’appréciation de la qualité de l’air, de l’eau, du sol, de 

l’état de la santé de la population etc. Chacun de ces facteurs peut être caractérisé par des 

indicateurs représentatifs à travers leur encadrement dans certaines limites de qualité2.  
Les notes accordées sont ensuite utilisées pour déterminer une moyenne pour chaqun 

des facteurs d’environnement cités antérieurement. Ces moyennes servent à l’obtention d’une 

surface graphique qui relie tous les facteurs pouvant ainsi illustrer l’effet synergique. Selon le 
nombre de facteurs impliqués il y a possibilité d’obtenir un triangle (3 facteurs), un carré      
(4 facteurs) etc. (Figure IV.2). Dans la situation idéale (les facteurs d’environnement 

conservent leur état naturel), les notes ont la valeur maximale ce qui conduit à une surface 
graphique régulière. Pour une situation réelle la surface obtenue n’est pas régulière. De plus, 

elle est inférieure à celle du cas idéal.  
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Figure IV.2. Calcul de l’indice de pollution globale pour 3 facteurs (A) ou 4 facteurs (B) 

                                                 
2 Par exemple, on considère que la qualité de l’air n’est pas affectée par l’activité humaine si la concentration en 

oxydes de soufre ne dépasse pas 20 µg.m-3, si la concentration des matières en suspension est nulle et si 
l’utilisation de l’air n’induit pas des effets nocifs sur les vivants ou sur la végétation. Tout changement constaté 
pour ces paramètres conduit à la diminution de la qualité de l’air. 
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Le rapport entre la surface représentant l’état idéal (EI) et celle représentant l’état réel 

(ER) des facteurs d’environnement est appelé indice de pollution globale (IPG). 
 Si les composants d’environnement ne souffrent pas de dégradations l’IPG est 

unitaire. Il devient supra unitaire dès que les caractéristiques des facteurs d’environnement 

changent. Le Tableau IV.5 illustre l’état de l’environnement en fonction de l’IPG. 
 

Tableau IV.5. Valeurs de l’indice de pollution globale 

Valeur de l’IPG Etat de l’environnement 
IPG = 1 Environnement naturel non affecté par l’activité humaine 

1 < IPG < 2 Environnement affecté par l’activité humaine dans les limites admissibles 
2 < IPG < 3 Environnement affecté par l’activité humaine provoquant de l’inconfort 

pour les êtres vivants  
3 < IPG < 4 Environnement affecté par l’activité humaine provoquant des troubles pour 

les êtres vivantes 
4 < IPG < 6 Environnement gravement affecté par l’activité humaine. Dangereux pour 

les êtres vivants 
IPG > 6 Environnement dégradé, impropre pour les êtres vivants 

 
 Les mêmes auteurs [14] remarquent aussi les principaux avantages de la méthode IPG 
parmi lesquels nous pouvons citer : 

§ la possibilité d’obtenir l’image globale de l’état de l’environnement à certain moment ; 
§ la possibilité de comparer des régions différentes à conditions que l’évaluation soit 

faite sur les mêmes critères ; 
§ la possibilité de comparer l’état de la même région dans des moments différents. 

 
Par contre, en dépit de ces avantages la méthode IPG reste subjective vu qu’elle utilise 

des notes établies selon l’expérience et l’exigence de chaque évaluateur.  
 
 

IV. 3. 2. 2. Application de la méthode au processus de récupération de principes 
actifs à partir de fruits ou de résidus de fruits 
 

Sachant que les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont été réalisés au 
niveau du laboratoire nous n’avons pas déterminé effectivement l’influence des étapes du 

processus de récupération des molécules bioactives à partir de sources végétales sur la qualité 
des paramètres d’environnement. 

Par conséquent, les notes d’appréciation accordées par la suite ne sont qu’à titre 

d’exemple.  
 
 Ainsi, nous pouvons remarquer que les activités déroulées génèrent des eaux usées. 
Vu qu’avant d’arriver dans l’émissaire, ces eaux sont traitées, nous pouvons considérer que 
les êtres vivants du milieu aquatique ne sont pas affectés par les déversements et en 
conséquence nous pouvons accorder 8 points pour l’impact du processus sur le facteur 

d’environnement EAU. 
 
 La récupération des molécules bioactives à partir de fruits ou de résidus de fruits a 
plus d’influence sur la qualité de l’air à cause de composés organiques volatils qui peuvent 

être libérés de résidus de pommes dans le cas d’un stockage inapproprié, de l’apparition de la 

poussière au moment du broyage de résidus de pommes ou de l’utilisation de solvants 
volatils. Ces considérations nous ont conduits à la conclusion que la note 7 représente le 
mieux le niveau d’affectation de la qualité de l’AIR.  
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            Le SOL peut être affecté par les fuites de combustibles utilisés pour le transport des 
matières premières, mais aussi dans le cas du stockage des consommables de laboratoire dans 
des espaces inadéquates. Nous pouvons apprécier l’impact sur ce facteur d’environnement 

avec la note 9. 
 

En ce qui concerne l’influence sur la SANTE HUMAINE, nous considérons 
qu’autant le niveau du bruit des installations utilisées que celui des émissions des polluants ne 

dépassent pas les limites admises ce qui nous a conduit à accorder 8 points pour l’impact du 

processus sur ce facteur d’environnement. 
   
La représentation graphique de la situation idéale par rapport à nos estimations est 

illustrée dans la Figure IV.3. 

0

2

4

6

8

10
Eau

Air

Sol

Santé humaine

Etat idéal

Etat réel

 
Figure IV.3. Représentation de l’impact sur les facteurs d’environnement du processus de récupération 

des molécules bioactives 
 

Le rapport des aires des surfaces déterminées a été de 1,53. L’indice de pollution 

globale se situe entre 1 et 2 ce qui signifie (conformément aux données du Tableau IV.5) que 
l’environnement est affecté par l’activité de récupération des principes actifs à partir de 

sources végétales dans les limites admissibles. Cet encadrement est similaire à celui obtenu 
par Zaharia et al. [15] qui ont étudié l’impact sur l’environnement d’un site de production 

d’arômes en utilisant la même méthode de quantification. 
 
 

IV. 4. REMEDIATION DES ASPECTS ENVIRONNEMENTAUX A 
IMPACT SIGNIFICATIF 
 
 Dans le contexte du développement durable il est indiqué que chaque activité humaine 
se déroule avec une production minimale de résidus valorisables ou non valorisables. Le 
traitement et la réutilisation de ces résidus est aujourd’hui une des préoccupations majeures de 

tous les producteurs.  
 
 Comme nous avons vu antérieurement (Tableau IV.5), la récupération des molécules 
bioactives à partir de fruits ou de résidus de fruits conduit également à l’obtention de résidus 
végétaux, de phases mobiles chromatographiques usées et d’eaux usées contenant des 
matières organiques solubles et des particules en suspension. 
 

Nous allons détailler par la suite, les modalités de traitement de ces résidus solides et 
liquides.  
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IV. 4. 1. Traitement des résidus végétaux  
 

Les résidus végétaux issus du processus d’extraction sont représentés par : 
§ les cerises utilisées pour la récupération des composés à activité antioxydante dont les 

anthocyanines sont majoritaires ; 
§ les résidus de pommes utilisées pour récupérer des composés à activité antioxydante 

(composés phénoliques) et / ou anti-inflammatoire (composés triterpéniques) etc. 
 
Lors des précédents chapitres de ce manuscrit nous avons mentionné que l’extraction 

de principes actifs d’intérêt de ces sources végétales se réalise différemment.  
 
Ainsi, dans le cas des CERISES, nous avons réalisé une extraction assistée par 

microondes avec ou sans solvant. Ce dernier mode d’extraction utilise comme solvant 

d’extraction juste l’eau constitutive du matériel végétal et conduit à l’obtention de l’extrait 

d’un côté et de cerises séchées d’un autre côté.  
Les cerises épuisées peuvent être impliquées dans différents autres processus de 

valorisation parmi lesquels nous pouvons citer l’introduction dans l’alimentation des animaux 

ou la production de la biomasse.  
D’autre part, les noyaux de cerises peuvent constituer un matériel de départ pour 

l’obtention de charbon comme alternative à celui provenant habituellement du bois. Pour ce 
faire, le matériel végétal est carbonisé pendant 4 h, sous azote, à une température élevée         
(400 – 1000°C) [16]. Le charbon obtenu peut être utilisé dans différentes directions telles que 
la valorisation du tabac, la métallurgie ou l’industrie chimique mais aussi pour la production 

du charbon actif par l’intermédiaire d’un traitement thermique suivi par l’activation chimique 

physique (à l’air [17]) ou chimique (avec hydroxyde de potassium [18], avec chlorure de zinc 
[19] etc.). Le charbon actif se caractérise par une haute porosité et par de bonnes propriétés 
adsorbantes [20] qui le rendent utile pour l’élimination des ions métalliques tels que le Cu (II) 

ou le Co (II) [21] de solutions aqueuses, pour l’élimination de l’ochratoxine A du vin rouge 

[22] ou pour la production d’électrodes pour les supercapaciteurs [23]. 
En ce qui concerne les feuilles et les queux de cerises, elles peuvent être utilisées dans 

l’alimentation des animaux ou comme engrais agricole. 
  
Dans le cas de RESIDUS DE POMMES, l’extraction sans solvant n’a pas été 

possible. Par conséquent, le matériel végétal a été mis en contact avec différents solvants 
capables de solubiliser les composés d’intérêt. Le résidu végétal issu du processus 
d’extraction ainsi que celui obtenu après centrifugation et filtration contient toujours une  

partie du solvant d’extraction utilisé. Selon les caractéristiques de ce solvant (toxicité, 
miscibilité à l’eau etc.) plusieurs modalités de valorisation peuvent être envisagées. Par 

exemple, dans le cas de l’extraction à l’EtOH pur, le résidu végétal résultant peut être trempé 
dans l’eau et ce mélange peut être utilisé pour l’obtention de la biomasse. Par contre, le résidu 

contenant du MeOH (solvant plus toxique), de l’EtOAc (solvant non miscible à l’eau) purs ou 
en mélange avec l’EtOH ne peut être employé pour la production de biomasse qu’après 

l’élimination du solvant. Pour ce faire, il est possible de procéder à une rectification. Cette 
opération est facilement réalisable dans le cas des mélanges (MeOH – eau) vu la différence 
entre les points d’ébullition des constituants (65°C pour le MeOH par rapport à 100°C pour 

l’eau). Par contre, les points d’ébullition de l’EtOAc et du EtOH sont proches (78,3°C et 
77,1°C respectivement). Le mélange de ces deux solvants est azéotrope positif et la 
température d’ébullition est de 71,7°C. A cette température et à pression atmosphérique le 

mélange obtenu par distillation est constitué de 30% EtOH et de 70% EtOAc. La séparation 
peut être améliorée par distillation extractive [24], par distillation azéotropique [25], par 
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pervaporation à températures élevées (100 à 130°C) sur des membranes de zéolithes [26] etc. 
Une fois les solvants éliminés, le résidu végétal peut être utilisé pour la production de la 
biomasse, pour l’alimentation animale etc. 

 
 

IV. 4. 2. Traitement des résidus chromatographiques 
 

L’analyse chromatographique des extraits obtenus à partir de cerises ou de résidus de 
pommes nécessite des volumes importants de SOLVANTS dont les alcools sont parmi les 
plus utilisés. Leur fiche toxicologique indique le fait que dans des conditions normales de 
stockage, ce sont des produits relativement stables. Ils sont totalement ou partiellement 
miscibles à l’eau, facilement inflammables, volatils et souvent toxiques [27]. Ainsi, le MeOH 
affecte le nerf optique pouvant provoquer la cécité ou la mort [28]. Les vapeurs d’EtOH 

inhalées en mode répété conduisent à des irritations des yeux et des voies aériennes 
supérieures. Ils provoquent des céphalées, de la fatigue et entraînent une diminution de la 
capacité de concentration et de la vigilance [29]. L’iPrOH provoque somnolence, vertiges, 

irritations oculaires [30]. Le BuOH provoque également de la somnolence, des vertiges. Il 
irrite la peau et les voies respiratoires [31]. Un autre solvant, peu utilisé au cours des travaux 
de recherches présentés dans ce manuscrit est le MeCN. L’acétonitrile est responsable, 
comme la plupart des solvants organiques, d’atteintes cutanées de dermo-épidermite irritative 
récidivante, avec dessèchement de la peau, et d’atteintes neurologiques se manifestant par une 

ébriété, des sensations de vertiges voire des signes de syndrome narcotique [32]. A part les 
solvants organiques, les phases mobiles chromatographiques utilisées pour l’analyse des 

extraits contiennent certains additifs capables d’assurer la stabilité des composés d’intérêt et 

d’améliorer les pics chromatographiques. L’acide formique provoque d’importants effets 

irritants sur la peau et les muqueuses (oculaires et respiratoires) [33]. L’acide acétique 
(HOAc) et ses vapeurs sont caustiques et peuvent provoquer des brûlures chimiques de la 
peau, des yeux et des muqueuses respiratoires et digestives [34] alors que l’exposition au TFA 

peut affecter le système nerveux central, le foie et les reins [35]. 
Outre les effets directs sur les êtres humains observés lors de la manipulation de 

longue ou de courte durée, les solvants et les additifs utilisés pour l’analyse 
chromatographique peuvent affecter indirectement tout être vivant si leurs vapeurs arrivent 
dans l’eau ou dans l’atmosphère. Dans ce dernier cas, les émissions sont fortement limitées et 
réglementées par la directive 1999/13/CE [36] concernant les composés organiques volatils. 
Les solvants seront donc préférentiellement utilisés sous hotte ou en circuit fermé afin d’éviter 
toute vaporisation dans l’atmosphère et respecter ainsi les valeurs d’émission établies.  
 

Après l’analyse chromatographique, les mélanges de solvants obtenus peuvent être  
régénérés par différents procédés parmi lesquels la distillation et l’incinération sont les plus 
utilisés. Nous avons vu antérieurement que le mélange EtOH – EtOAc est azéotrope. De la 
même manière, les mélanges EtOH-Eau et MeCN-Eau sont azéotropes, leur séparation par 
distillation simple étant difficile. Capello et al. [37] ont réalisé une ample étude concernant les 
options de traitement pour les solvants « usagés ». Ils ont développé un logiciel capable 
d’identifier la meilleure modalité de traitement des mélanges de solvants selon leurs 

composants. Ainsi, ils proposent qu’un mélange contenant de l’acétate d’éthyle soient plutôt 

soumis à la distillation alors qu’un mélange contenant des alcools peut être soit distillé soit 

incinéré. Dans la seconde partie de leur étude [38] ces chercheurs ont présenté une liste des 
solvants pour lesquels, à partir d’un certain rendement de récupération, la distillation est plus 

avantageuse pour l’environnement par rapport à l’incinération. De plus, ils proposent un 

schéma pouvant servir au choix de la méthode de traitement des solvants usagés en fonction 
de la composition du mélange. 
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IV. 4. 3. Traitement des mélanges de réactifs 
 

Les MELANGES DES REACTIFS contenant des traces de molécules bioactives 
obtenus lors des tests d’activité biologique doivent aussi être traités avec beaucoup de 

précaution surtout sachant qu’il existe la possibilité qu’ils contiennent des traces des métaux 

tels que le sodium et le tungstène (Test de Folin-Ciocâlteu) ou l’aluminium (existant dans le 
chlorure d’aluminium utilisé pour déterminer la teneur en flavonoïdes totaux des extraits de 

résidus de pommes et de leurs fractions).  
Comme dans le cas des solvants usagés, le traitement de ces mélanges de réactifs se 

réalise par des sociétés spécialisées.  
Les mélanges de réactifs peuvent être, selon leur constitution, incinérés ou soumis à 

des traitements chimiques. A titre d’exemple, une des méthodes chimiques les plus utilisées 

est l’oxydation de type Fenton. Celle-ci se déroule en milieu acide et est basée sur la 
génération de radicaux libres ayant un potentiel d’oxydation élevé. Les radicaux libres 

peuvent être piégés dans les réactions avec les ions Fe2+ ou avec le peroxyde d’hydrogène ou 

ils peuvent déclencher des réactions en chaîne avec autres composés chimiques [39]. Benatti 
et al. ont [40] utilisé ce type d’oxydation pour le traitement des réactifs chimiques résiduels 
du laboratoire. Leurs résultats indiquent le fait que par l’intermédiaire de ce processus il est 

possible d’éliminer au maximum la demande chimique d’oxygène et de réduire, dans le même 

temps, la quantité de boue obtenue.       
      
 

IV. 4. 4. Traitement des eaux usées 
 

Les eaux usées obtenues pendant le processus de récupération des principes actifs à 
partir de fruits ou de résidus de fruits proviennent surtout des étapes de lavage et 
hygiénisation des équipements et sont susceptibles de contenir des matériels organiques, des 
particules en suspension, des agents de nettoyage etc.  

Ces eaux entrent dans le circuit d’épuration local et arrivent ensuite dans l’émissaire 

d’où elles sont réintroduites dans la consommation quotidienne.  
Le traitement des eaux usées se réalise après avoir établi par l’intermédiaire de leurs 

analyses physico-chimiques et biologiques, leurs caractéristiques (composition chimique, 
turbidité, acidité ou alcalinité, présence des microorganismes pathogènes, des métaux etc.). 
Ce traitement peut impliquer des processus physiques, chimiques et biologiques [41] et peut 
comporter plusieurs étapes. Conformément à la description réalisée par Bolzonella et al. [42] 
ces étapes sont : 

1. le traitement préliminaire : 
§ assure l’élimination des matériels grossiers et de petite taille ; 
§ se déroule avec une efficacité variable ;  

2. l’égalisation des débits : 
§ se réalise entre l’étape d’élimination des matériels grossiers et celle d’élimination 

des matériels en suspension ; 
§ permet la stabilisation du débit ; 

3. la sédimentation primaire : 
§ permet l’élimination des solides en suspension ; 
§ assure l’élimination de jusqu’à 60% de la demande chimique d’oxygène (DCO) ;  

4. l’ajustement du pH : 
§ nécessaire pour les étapes de traitement biologique qui se déroulent généralement 

à un pH neutre ; 
5. le traitement biologique : 



Valorisation des fruits et des sous-produits de l’industrie de transformation des fruits par extraction des composés bioactifs 

 

Références bibliographiques : p. 226-228                                      224 
 

§ inclut des processus anaérobies, d’aération extensive, de filtration bactérienne et 

se finalise par épandage ;   
6. le traitement par procédés membranaires : 

§ peut inclure microfiltration, ultrafiltration et osmose inverse ou autres processus 
chimiques et physiques (traitement par charbon actif, précipitation etc.) capables 
d’assurer l’élimination des polluants et d’améliorer les caractéristiques de l’eau. 

Le traitement des effluents aqueux doit conduire à l’obtention d’eaux pouvant être 
déversées dans l’émissaire sans affecter les êtres vivants du milieu aquatique. Par conséquent, 
il est nécessaire que les caractéristiques de l’eau respectent les normes réglementaires 

présentées dans la directive 1991/271/CEE [43]. Cette directive stipule que : 
§ la demande biochimique en oxygène (DBO5 à 20°C) sans nitrification doit être           

de 25 mg.L-1 O2 ; 
§ la demande chimique en oxygène (DCO) doit être de 125 mg.L-1 O2 ; 
§ la teneur totale des matières solides en suspension ne doit pas dépasser 35 mg.L-1.   
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CONCLUSIONS 
 
 Nous avons présenté dans ce dernier chapitre une étude théorique concernant le 
management du processus de récupération de molécules biologiquement actives à partir de 
fruits ou de résidus de fruits. 
 

Ce chapitre a débuté par l’examen de nos travaux de recherche dans le contexte du 
développement durable. Nous avons repris ensuite brièvement les étapes nécessaires pour le 
déroulement du processus et nous avons mis en évidence les polluants possibles afin de 
déterminer quels sont les principaux aspects environnementaux pouvant affecter la qualité de 
l’air, de l’eau, du sol et de la santé humaine. 

 
Après avoir identifié ces aspects, nous avons procédé à leur évaluation à base des 

critères suivants : 
§ existence des dispositions législatives et de réglementation ;  
§ évaluation de niveau du risque ;  
§ implications des aspects de santé ; 
§ implications écologiques sur l’environnement ; 
§ problèmes de la communauté et du milieu local. 

Cette évaluation nous a permis de mettre en évidence 4 aspects environnementaux 
ayant un impact significatif sur l’environnement : 

1. les résidus végétaux provenant des étapes d’extraction, centrifugation, filtration ; 
2. la phase mobile chromatographique contenant des solvants (MeOH, MeCN, iPrOH, 

EtOAc, acétone, chloroforme), de l’eau et des acides organiques (acide formique, 
HOAc, TFA), composés bioactifs) provenant du processus d’analyse des extraits et de 

leurs fractions ; 
3. le mélange de réactifs usés obtenus après les tests d’activité biologique ; 
4. les eaux usées contenant des matières organiques solubles et des particules solides en 

suspension (résidus de produits, agents de nettoyage) obtenues lors du nettoyage et 
d’hygiénisation des équipements et des surfaces de travail.  

 
La quantification de l’impact des aspects environnementaux a été réalisée en utilisant 

la Méthode de l’indice globale de pollution.  
 
La dernière partie de ce chapitre a été consacrée aux possibilités de traitement des 

résidus végétaux, des mélanges de solvants et de réactifs et des eaux usées. 
 
Après avoir réalisé cette étude et selon le résultat obtenu après l’application de la 

Méthode de l’indice globale de pollution (IPG = 1,53) nous pouvons conclure que le 

déroulement des étapes nécessaires pour la récupération des principes actifs de fruits ou de 
résidus de fruits peut affecter l’environnement dans les limites admissibles.  
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 
 
 

Les fruits constituent un des éléments principaux pour une alimentation équilibrée. Ils 
sont consommés frais ou sous formes de différents produits obtenus après certaines 
transformations. Les importantes quantités de résidus issus de ces processus sont facilement 
dégradables et peuvent contribuer à l’augmentation de taux de pollution de l’environnement.  

 
Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse ont visé : 

§ le choix de certaines sources végétales riches en principes actifs et des méthodes 
appropriées pour l’extraction, l’analyse et la purification de ces composés bioactifs ; 

§ le développement des méthodes de récupération de molécules bioactives de fruits et de 
résidus de fruits par l’utilisation des techniques d’extraction non-énergivores 
nécessitant des faibles volumes de solvants ;  

§ l’analyse des extraits obtenus afin d’identifier les composés bioactifs extraits et de 
confirmer leurs structure ;  

§ à faciliter la séparation des différentes familles de composés extraites de fruits et de 
résidus de fruits par l’intermédiaire des méthodes de fractionnement adéquates ;  

§ l’étude des extraits et des fractions obtenues afin de déterminer l’existence des 
activités antioxydantes  et (le cas échéant) les possibles effets synergiques ;  

§ le management du processus d’extraction de principes actifs. 
 
 
Les conclusions générales formulées par l’interprétation des résultats obtenus pendant 

les travaux de recherche déroulés sont présentées par la suite. 
 

Concernant l’étude bibliographique réalisée nous pouvons conclure que : 
§ la transformation des fruits conduit à l’obtention de quantités importantes de             

sous-produits qui peuvent être facilement utilisés dans différents domaines tels que 
l’alimentation des animaux, la fertilisation du sol ou la production des                           
agro combustibles ; 

§ les fruits constituent une source riche de composés bioactifs qui se retrouvent aussi en 
partie dans les résidus obtenus après leur transformation. 
 
Deux sources végétales ont été choisies pour la récupération des molécules 

bioactives : les fruits du cerisier et les résidus de quatre variétés de pommes 
différentes (Royal Gala, Golden, Granny Smith et Pink Lady) car ces deux sources sont 
produites en quantité importantes aussi bien dans la Région Centre de France que dans la 
région roumaine de Moldavie. 

Les cerises sont riches en composés phénoliques tels que les acides phénoliques et les 
flavonoïdes dont les anthocyanines sont les plus connus. Ces composés sont reconnus pour 
leur activité antioxydante et pour leurs effets bénéfiques dans le processus de prévention et de 
traitement de différentes maladies cardiovasculaires, neuro-dégénératives, de certains types de 
cancer etc.  

Les résidus de pommes contiennent également des composés phénoliques mais aussi 
des composés triterpéniques. Cette dernière classe de composés est beaucoup moins étudiée et 
présente surtout des effets anti-inflammatoires, antibactériens, antioxydants etc. ce qui la rend 
utile dans le traitement de diverses maladies. 
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Conformément à l’étude bibliographique réalisée :  
§ la récupération des composés bioactifs présents dans les sources végétales ciblées est 

basée, en général, sur l’utilisation de méthodes classiques telles que la macération 
réalisée à l’aide de différents solvants dont quelques-uns sont toxiques, les plus 
couramment indiqués étant les solvants polaires ; 

§ parmi les méthodes d’analyses mentionnées dans la littérature, la chromatographie 
liquide haute performance (HPLC) couplée à différents types de détecteurs tels que 
l’UV, le détecteur évaporatif à diffusion de la lumière (DEDL) ou le spectromètre de 
masse (MS) est la plus fréquente. 

 
Concernant la mise au point des méthodes d’extraction, d’analyse et de 

fractionnement des molécules d’intérêt biologique à partir de fruits et de sous-produits 
de l’industrie de transformation des fruits, nous pouvons dégager les 
conclusions suivantes: 

§ une méthode d’extraction « verte » a été développée pour l’extraction des composés 
bioactifs de cerises ; 
Ø cette méthode n’utilise aucun solvant d’extraction ; elle est basée sur l’effet de 

l’irradiation électromagnétique sur le teneur élevée en eau constitutive des 
cerises ; 

Ø les conditions optimales d’extraction ont été les suivantes : quantité de matériel de 
départ : ≈ 50 g de cerises, puissance microondes : 1000 W, durée de l’extraction : 
45 s par cycle d’extraction, nombre de cycles d’extraction : 4 ; 

Ø grâce à l’utilisation de l’extraction sans solvants assistée par microondes, l’extrait 

de cerises récupéré est déjà concentré et directement utilisable ; 
Ø pour conserver les composés bioactifs présents dans cet extrait la lyophilisation 

semble être un mode de séchage adéquat ; 
Ø une méthode d’analyse par HPLC-UV-DEDL a été mise au point ; elle nous a 

permis d’identifier plusieurs familles de composés phénoliques dont les 
anthocyanines ; 

Ø pour purifier les anthocyanines deux méthodes différentes ont été utilisées : la 
chromatographie de partage centrifuge (CPC) et l’HPLC semi préparative (CSP) ;  
ü la CPC nous a conduits à la récupération de plusieurs tubes qui ont été 

regroupés (après avoir été analysés par HPLC) en 4 grandes fractions ; 
ü cette méthode a nécessité l’utilisation de volumes importants de solvants dont 

quelques-uns toxiques et non miscibles à l’eau ; 
ü elle s’est avérée longue et a entraîné une dégradation des composés d’intérêt ; 
ü en revanche, la purification des anthocyanines des extraits bruts de cerises a 

été convenablement réalisée par CSP à l’aide d’une nouvelle méthode basée 
sur l’emploi d’une phase mobile constituée de solvants biodégradables 

(éthanol : eau, acidifiés avec 1% d’acide formique). Une bonne séparation des 
composés d’intérêt a été obtenue et 3 fractions différentes ont été récupérées. 

Le fait d’avoir travaillé en mode isocratique nous a permis d’utiliser en 
« boucle fermée » la phase mobile lorsqu’elle ne contient pas de composés 
bioactifs, ce qui a contribué à une diminution considérable des volumes des 
solvants nécessaires ; cette méthode de purification a conduit à la 
récupération de 1,3 mg de cyanidine-3-O-glucoside et de 2,5 mg de 
cyanidine-3-O-rutinoside à partir de 200 mg d’extrait brut; la pureté de ces 
composés à été supérieure à 97% ;  

Ø l’identification de ces deux anthocyanines a été réalisée par injection de ces 2 

fractions en spectrométrie de masse ;  
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§ la récupération de composés bioactifs de résidus de pommes est un processus plus 
complexe que celui de récupération des anthocyanines de cerises ; 
Ø les résidus de pommes sont facilement dégradables ; une étape de séchage est 

donc  nécessaire ; 
Ø deux techniques différentes ont été testées dans ce but : la lyophilisation et la 

zéodratation ; cette dernière à été utilisée pour la première fois pour la 
conservation de résidus de pommes et nos résultats montrent qu’elle peut être une 

alternative à la lyophilisation vu qu’elle ne nécessite pas d’étape préliminaire de 
congélation et qu’elle est beaucoup moins longue ; 

Ø l’extraction de composés bioactifs de résidus de pommes a été réalisée par                 

4 méthodes différentes : la macération (M), l’extraction par solvant pressurisé 

(ASE), l’extraction assistée par ultrasons (USAE) et l’extraction assistée par 

microondes (MWAE) ; les résultats de nos recherches montrent qu’aucune de ces 

techniques n’est sélective d’une certaine famille de molécules donnée; par 
conséquent nous avons considéré approprié d’utiliser la MWAE, plus rapide,  
comme technique d’extraction générique ; 

ü différents solvants ont été testés : éthanol (EtOH), acétate d’éthyle 

(EtOAc), mélanges  méthanol : eau (MeOH : eau) et EtOH : EtOAc. 
L’EtOH  est capable d’extraire des composés de polarités variées (des 
sucres aux composés triterpéniques) et l’EtOAc permet d’extraire 

préférentiellement les composés phénoliques et triterpéniques; 
ü une optimisation de la MWAE a conduit aux conditions 

d’extraction suivantes : solvant EtOAc,  puissance microondes : 700 W, 
nombre de cycles d’extraction : 3 ; durée d’un cycle : 30 s ;  

Ø les extraits de résidus de pommes ont été analysés en vue de l’identification des 

différentes familles de composés contenues ; 
ü des informations générales ont été obtenues par l’intermédiaire de la 

chromatographie haute performance sur couche mince (HPTLC) ; 
ü trois méthodes chromatographiques ont été développées : par HPLC sur 

une phase stationnaire de silice C18, et sur une phase stationnaire type 
carbone graphitique poreux (PGC) et la 3ème par chromatographie en phase 
supercritique (SFC); 

ü l’analyse sur la colonne de silice C18 a permis l’identification de plusieurs 

composés phénoliques par comparaison de leurs temps de rétention et leurs 
spectres d’absorption en UV avec ceux de composés standards ; 

ü l’analyse sur la colonne PGC a conduit à l’identification de certains 

composés triterpéniques ; 
ü la méthode d’analyse par SFC a permis de détecter la présence d’autres 

composés triterpéniques qui étaient coélulés lors de l’analyse PGC ; 
Ø la plupart des composés ont été identifiés par spectrométrie de masse et par 

comparaison de leur spectre de masse avec les données existant dans la 
littérature ; 

Ø pour d’autres composés, des formules brutes ont pu seulement être proposées, 
leurs identification précise restant à développer ; 

Ø afin de simplifier les extraits bruts complexes obtenus à partir des résidus de 
différentes variétés de pommes un fractionnement par extraction liquide-liquide 
qui nous a permis de récupérer trois fractions : deux organiques (fraction heptane 
et fraction EtOAc) et une aqueuse ; 

Ø l’analyse HPLC-RP C18 de ces fractions nous a montré que les composés 
phénoliques et les composés triterpéniques se partagent entre l’heptane et l’EtOAc 
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tandis que la fraction aqueuse contient surtout des sucres et de faibles quantités 
d’acides phénoliques. 

 
Concernant l’étude des activités antioxydantes des extraits et des fractions nous 

pouvons conclure que : 
§ les extraits bruts et les fractions des extraits de résidus de différentes variétés de 

pommes ont donné des résultats positifs aux différents tests d’activité antioxydante 
que nous avons employés et qui nous ont aidés à déterminer : 
Ø la teneur en composés phénoliques totaux - test Folin-Ciocâlteu ; 
Ø la teneur en flavonoïdes totaux ; 
Ø l’activité antiradicalaire – test DPPH. ; 
Ø le pouvoir réducteur – test FRAP ; 

§ les tests cités, réalisés parallèlement sur des solutions standards, montrent que certains 
composés triterpéniques répondent de la même manière que les composés 
phénoliques ;  

§ ces tests chimiques nous ont permis de conclure que les fractions acétate d’éthyle sont 

les plus riches en composés d’intérêt suivies par les fractions heptane tandis que les 

fractions aqueuses ne présentent pas d’activité notable. 
 

Concernant le management du processus d’extraction de principes actifs l’étude 

théorique réalisée indique que : 
§ les polluants qui peuvent apparaître au cours du processus (résidus végétaux, résidus 

chromatographiques, mélanges de réactifs, eaux usées) sont susceptibles d’affecter la 
qualité de l’air, de l’eau, du sol et de la santé humaine ; 

§ diverses méthodes peuvent être utilisées pour le traitement des polluants détectés ; 
§ le déroulement des étapes que nous avons mis en œuvre pour la récupération des 

composés bioactifs de fruits ou de résidus de fruits peut affecter l’environnement dans 

les limites admissibles. 
 

Au vu des résultats obtenus au cours de nos travaux, nous pouvons conclure que les 
fruits entiers et les résidus issus de leur valorisation en tant que jus de fruits, peuvent 
constituer des sources riches en composés bioactifs. 

 
 
Comme prolongement de nos travaux, des recherches complémentaires 

pourraient être réalisées :  
 

§ dans le cas de l’étude des composés bioactifs de cerises, il serait intéressant : 
Ø de séparer et quantifier les autres composés phénoliques présents dans les 

extraits ; 
Ø de comparer la composition en composés bioactifs de différentes variétés de 

cerises ; 
Ø de déterminer l’influence de l’état de maturation de cerises sur les quantités de 

molécules bioactives contenues ; 
§ dans le cas de l’étude des principes actifs de résidus de pommes, il serait intéressant : 

Ø d’identifier les autres composés phénoliques et triterpéniques détectés dans les 
extraits ; 

Ø de développer une autre méthode de fractionnement permettant de mieux séparer 
les deux familles de molécules identifiées et peut-être d’isoler et purifier certains 

composés d’intérêt biologique ; 
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§ généralement, il serait intéressant : 
Ø d’appliquer les méthodes développées dans le cadre de cette thèse aux autres types 

de fruits et de sous-produits de l’industrie de la transformation des fruits ; 
Ø de déterminer d’autres types d’activités (que l’activité antioxydante) telles que : 

l’activité anti-inflammatoire, antibactérienne etc. ce qui nécessiterait de faire des 
tests cellulaires et/ou biologiques; 

Ø de réaliser des extractions de composés bioactifs de fruits et de sous-produits de 
l’industrie de la transformation des fruits à une plus grande échelle ; 

Ø de trouver une modalité de valorisation ultérieure des extraits bruts ou des 
composés purifiés en faisant des tests de formulation puis en les incorporant dans 
divers produits agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. 
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ANNEXE 1. SOLVANTS ET STANDARDS UTILISES 
 

Tous les solvants utilisés pour l’extraction et pour la chromatographie (MeOH, EtOH, 
EtOAc, heptane, MeCN, BuOH, iPrOH) sont de pureté analytique et ont été achetés chez SDS 
Carlo Erba – France.  

L’eau impliquée dans le processus d’extraction et utilisée comme phase mobile en 

HPLC a été purifiée par un système Elgastat UHQ II (Elga, Anthony, France) à partir d’eau 

distillée (résistance < 18 MΩ).  
L’acide formique, l’acide acétique, l’acide trifluoroacétique, l’acide gallique, l’acide 

chlorogènique, la catéchine, l’acide bétulinique, l’acide oléanolique, l’érythrodiol ainsi que le 
radical libre 2,2 α-diphenyl-1-picrylhydrazil, le réactif de Folin-Ciocâlteu, le sulfate de 
sodium (Na2SO4) et l’acide chlorhydrique ont été acquis de chez Sigma Aldrich (Saint 
Quentin Fallavier, France).  

L’acide ursolique, l’uvaol, la rutine, la quercétine, la phloridzine ont été obtenus de 
chez Extrasynthèse France.  

Le chlorure ferrique hexahydraté (FeCl3.6H2O) a été acheté de chez Acros organics 
(Geel, Belgique).  

Le 2,4,6-tripyridyl-S-triazine provient de chez JT Baker Chemicals (Deventer, 
Hollande).  

Le carbonate de sodium (Na2CO3) a été acheté de chez Merck (Val de Fontenay, 
France). 
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ANNEXE 2. ANALYSE HPLC DES EXTRAITS BRUTS  
DE RESIDUS DE POMMES ET DES FRACTIONS OBTENUES  
PAR EXTRACTION LIQUIDE-LIQUIDE 
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A. Profil chromatographique des fractions Heptane 

Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) ; Détection : A : UV 280 nm ;  
B : DEDL : température de nébulisation : 52°C ; pression du gaz nébuliseur : 2,2 bars ; gain : 8 
Phase mobile : A. H2O ; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : (1 mL.min-1) 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
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B. Profil chromatographique des fractions EtOAc 

Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) ; Détection : A : UV 280 nm ;  
B : DEDL : température de nébulisation : 52°C ; pression du gaz nébuliseur : 2,2 bars ; gain : 8 
Phase mobile : A. H2O ; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : (1 mL.min-1) 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
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C. Profil chromatographique des fractions H2O 

Colonne : Pursuit XRs C18 (LxΦ = 150x4,6 mm ; 5µm) ; Détection : A : UV 280 nm ;  
B : DEDL : température de nébulisation : 52°C ; pression du gaz nébuliseur : 2,2 bars ; gain : 8 
Phase mobile : A. H2O ; B. MeOH les deux acidifiés avec 0,1% HCOOH; Débit : (1 mL.min-1) 

Gradient d’élution : 0 - 30 min, 20 - 90% B; 30 - 45 min, 90% B 
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ANNEXE 3. DROITES D’ETALONNAGE COMPOSES 
PHENOLIQUES TOTAUX  
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Droites d’étalonnage (acide gallique) utilisées pour déterminer la teneur en composés phénoliques totaux 

A : standards ; B : extraits et fractions d’extrait de résidus de pommes Gala et Golden ;  
C : extraits et fractions d’extrait de résidus de pommes Granny Smith et Pink Lady 
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ANNEXE 4. DROITES D’ETALONNAGE FLAVONOÏDES TOTAUX 
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Droites d’étalonnage (rutine) utilisées pour déterminer la teneur en flavonoïdes totaux 

A : standards ; B : extraits et fractions d’extrait de résidus de pommes Gala et Golden ;  
C : extraits et fractions d’extrait de résidus de pommes Granny Smith et Pink Lady 

 
 



Annexes 
 

245 
 

ANNEXE 5. DROITES D’ETALONNAGE FRAP 
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Droites d’étalonnage (trolox) utilisées pour déterminer le pouvoir réducteur 

A : standards ; B : extraits et fractions d’extrait de résidus de pommes Gala et Golden ;  
C : extraits et fractions d’extrait de résidus de pommes Granny Smith et Pink Lady 
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Cristina-Gabriela GRIGORAŞ 

VALORISATION DES FRUITS ET DES SOUS-PRODUITS DE L’INDUSTRIE DE 

TRANSFORMATION DES FRUITS PAR EXTRACTION DES COMPOSES BIOACTIFS 

 

Les fruits et les sous-produits de l’industrie de transformation des fruits sont obtenus chaque 

année en quantités importantes partout dans le monde. Les cerises et les résidus de pommes sont 
parmi les sources végétales les plus riches en composés bioactifs qui sont reconnus pour leurs 
effets bénéfiques sur l’organisme humain. 
Des méthodes appropriées d’extraction (macération, extraction par solvant pressurisé, extraction 
assistée par ultrasons, extraction assistée par microondes),  d’analyse (HPTLC, HPLC-UV-DEDL, 
HPLC-MS, SFC) et de fractionnement (CPC, HPLC semi-préparative, extraction liquide-liquide)  
ont été mises au point pour la récupération, l’identification et la purification des composés 
bioactifs de cerises (Prunus avium) et de résidus de différentes variétés de pommes                      
(Royal Gala, Golden, Granny Smith, Pink Lady).  
Les résultats obtenus au cours des travaux de recherches indiquent le fait que ces sources 
végétales contiennent des composés phénoliques (cerises, résidus de pommes) et des composés 
triterpéniques (résidus de pommes) qui peuvent être valorisés par incorporation dans différentes 
formulations alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques etc. 
 

Mots-clés : cerises, résidus de pommes, composés phénoliques, composés triterpéniques, 
zeodratation, lyophilisation, extraction, microondes, ultrasons, macération, solvant pressurisé, 
HPTLC, HPLC, SFC, CPC, UV, DEDL, MS, activité antioxydante 

 

VALORISATION OF FRUITS AND BY-PRODUCTS FROM FRUITS INDUSTRY  
BY BIOACTIVE COMPOUNDS EXTRACTION 

 

Fruits and by-products of fruit processing industry are produced annually in large quantities 
worldwide. Cherries and apple pomace are among the richest plant sources in bioactive 
compounds that are recognized for their beneficial effects on the human body. 
Appropriated methods of extraction (maceration, pressurized solvent extraction, ultrasound-
assisted extraction, microwave assisted extraction), analysis (HPTLC, HPLC-UV-ELSD,              
HPLC-MS, SFC) and fractionation (CPC, HPLC semipreparative, liquid-liquid extraction) have 
been developed in order to extract, to identify and to purify bioactive compounds of cherry 
(Prunus avium) and pomaces of different apple varieties (Royal Gala, Golden Delicious, Granny 
Smith, Pink Lady). 
The results obtained during the research work indicate that these plant sources contain phenolic 
compounds (cherry, apple pomace) and triterpenic compounds (apple pomace) that can be used as 
ingredients for various food, pharmaceutical, cosmetic formulations etc. 
 

Keywords: cherry, apple pomace, phenolic compounds, triterpenic compounds, zeodratation, 
lyophilization, extraction, microwaves, ultrasounds, maceration, pressurized solvent, HPTLC, 
HPLC, SFC, CPC, UV, ELSD, MS, antioxidant activity 
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