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Introduction

Introduction :

Pendant des millénaires, les végétaux ont constitué non seulement une source de
nourriture pour I’Homme, mais aussi un moyen de lutter contre les maladies. L’intérét que
suscitent les extraits de plantes ne cesse de croitre et leur usage est sorti du traditionnel et

hypothétique vers la recherche scientifique et expérimentale.

Le stress oxydant, défini comme un désequilibre entre les éléments oxydants et
antioxydants dans 1’organisme, fait de plus en plus 1’objet de plusieurs recherches
(Bonnefond-Rousselot et al., 2002 ; De Moffarts et al., 2005).

Actuellement, on met en évidence le role néfaste des processus oxydatifs impliqués

dans plusieurs maladies plus ou moins graves (Hennebelle, 2004).

Jusqu’a nos jours, en dépit des progrés considérables de la chimie, de I’industrie

pharmaceutique et de la médecine, les plantes médicinales n’ont rien perdu de leur importance

(Stary et Jirasek, 1973).

En effet, le développement des techniques d’analyses chimiques a permis de révéler
qu’une espeéce végétale peut synthétiser des milliers de constituants chimiques différents des

intermédiaires des métabolismes primaire et secondaire (Witchl et Anton, 1999).

Aujourd’hui, Il est ainsi admis que ces substances de par leurs propriétés
physicochimiques contribuent a une protection efficace contre le phénoméne oxydatif (Karou
et al., 2005a). Par ailleurs, les sources de ces substances sont aussi diverses et variées que le
regne végétal lui-méme et des travaux de recherche scientifique ne cessent de nous enrichir

par la découverte de nouvelles molécules et de nouveaux effets biologiques.

C’est dans cette optique que ce travail a été réalisé sur les huiles essentielles de I’orange
douce Citrus sinensis afin de valoriser les écorces (fraiches et seches) riches en composés

volatiles susceptibles d’avoir des activités antioxydantes.
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Ainsi, nous allons tenter de répondre a la question principale suivante :

- Quelle sera la différence entre les caractéristiques des huiles essentielles issues
des écorces fraiches et secheset quelle sera I’importance de leur activité

antioxydante ?

Pour répondre a cette question, il nous semble judicieux de procéder d’abord a une
recherche bibliographique qui nous permettrait de cerner les concepts de base ainsi que les
connaissances actuelles en relation avec notre theme. En outre, cette étape nous donnerait les
outils nécessaires pour passer a I’étape suivante, en 1I’occurrence la phase expérimentale. Cette
derniére sera abordée de fagon plus ou moins classique, ¢’est-a-dire que nous commencerons
par I’extraction puis la caractérisation des huiles essentielles que nous utiliserons dans 1I’étude

de I’activité antioxydante.

Les résultats obtenus seraient ainsi analysés et commentés
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1. Stress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
le concept du Stress oxydant (Favier, 2003) dont le rdle néfaste a été mis en évidence
induisant un grand nombre de maladies (vieillissement, athérosclérose, maladie

neurodégénératives), (Hennebelle, 2004).

1.1. Définition

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systémes producteurs d’espéces
radicalaires oxydantes et les systéemes de défense antioxydants au profit des premiers (fig. 1),
il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al.,
2002 ; De Moffarts et al., 2005).

upregulation Diet-derived

Arachidonic acid Peroxiredoxins :
metabolism Glutathione/glutathione o~ f‘;;f ‘;’2.‘;2,’#:,.0.5?)
peroxidase system
upregulation
Phagocytes Other sources SOD, Catalase

v 4 & o
O, fother ROS _ Antioxidants 2 2rs
Mnocnondnalj , t (eg. polyphenols?)

Blood

respiration Iron chelators

(eg. lactoferrin)  Somponents eg.

Xanthine oxidase Albumin,
Caeruloplasmin,
Haemopexin,
ROS - reactive oxygen species Haptoglobin
SOD - superoxide dismutase Transferrin

Figure 1 : équilibre entre les antioxydants et les espéces réactives in vivo (Halliwell,
2008).
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Dans I’organisme humain le role des différents antioxydants est de contrdler le niveau
des especes réactives réalisant ainsi un équilibre antioxydants/pro-oxydants (fig. 1) qui permet
un bon fonctionnement de 1’organisme tout en minimisant les dommages oxydatifs (Halliwell,
2008). Le stress oxydant apparait dans une cellule lorsque cet équilibre est rompu en faveur
de I'état pro-oxydant (Goudable et Favier, 1997) en raison d’une production excessive et
prolongée des especes réactives favorisée par plusieurs facteurs comme 1’age (Sarikurkcu et
al., 2008), les maladies infectieuses (Halliwell, 1991), I’exposition aux radiations UV, les
polluants de I’environnement, la fumée, les pesticides, etc. (Abdel- Hameed, 2009).

1.2. Origine du stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits par
divers mécanismes physiologiques, car ils sont utiles pour l’organisme a des doses
raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par le systéme de
défense, la balance antioxydant/pro-oxydante est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce
soit par déficit en antioxydant ou par suite d’une production énorme de radicaux (Favier,

2003), cela induit une situation d’un stress oxydatif profond (fig. 2).

Déséquilibre prolongé ou permanent :

stress oxydant chronique pathologique
Déséquilibres

temporaires :
régulation
redox

Concentration cellulaire d’'ERO ou ERN

Figure 2 : Modification de I’équilibre redox cellulaire par la production aigue ou chronique
des ERO/ERN
(Beaudeux et al., 2006).
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1.3. Formes des radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Cela lui confére une grande réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir
plus stable: il peut soit arracher un électron (se comportant comme un oxydant), (Goudable et
Favier, 1997 ; André, 1998 ; Afonso et al., 2007) soit en ceéder un (agissant comme un
réducteur). Cette premiere réaction conduit généralement a la formation en chaine de
nouveaux radicaux, ceci explique que la production d’un premier radical libre puisse causer
d’importantes 1ésions dans une cellule (Cheeseman et Slater, 1993, Koechlin-Ramonatxo,
2006).

L’oxygene (O2) est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur
leurs orbitales externes deux électrons non appariés. Il est donc susceptible de capter
facilement 1 puis 2 électrons pour étre partiellement réduit en anion superoxyde (O2 ), puis
en peroxyde d’hydrogéne (H20>). Il est ainsi a I’origine de la formation d’espéces réactives
oxygénées (ROS) (Sies, 1993 ; De Leiris, 2003).

L’oxygene est un ¢élément essentiel a la vie aérobie, mais a forte concentration il est
toxique. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO) contenant de I’oxygene sont des molécules
chimiquement réactives du fait de la présence des électrons impairs (Bursal et al., 2013). lls
comprennent des especes radicalaires et d’autres non radicalaires pouvant donner naissance a
des radicaux libres (Oktay et al., 2003). Le radical hydroxyle (OH-) est le plus réactif en
raison de sa demi-vie trés courte (Elmastas et al., 2006). D’autres radicaux peuvent dériver de
1’azote, du chlore (Halliwell, 2008), du fer, du cuivre, et du soufre (Halliwell, 2011). En terme
de nocivité pour les tissus, les principaux ERO sont respectivement le radical hydroxyle et
I’anion superoxyde (Mantle et al., 1998).

1.4. Cibles des radicaux libres
1.4.1. Lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxyde en radical peroxyle.
Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical
peroxyle ainsi formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un
nouveau radical diéne conjugué avec ainsi des réactions en chaine (Beckman et Ames, 1998;

Lee et al., 2004 ; Ré et al., 2005 ; Valko et al., 2006). L’attaque des lipides peut concerner les

5
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lipoprotéines circulantes ou les phospholipides membranaires. Les consequences seront
différentes : I'attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de LDL oxydées qui,
captées par des macrophages, formeront le dépét lipidique de la plaque d'athérome des
maladies cardiovasculaires, et I'attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité
de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction des signaux (Favier, 2003).

1.4.2. Protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydryle (SH) (Beckman et Ames, 1998). C’est le cas de
nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et
inactivées. Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par formation notamment
de ponts bi-tyrosine, ou subir des coupures en cas d'agression forte, ou encore avoir des
modifications de certains acides aminés en cas d'agressions modérées. Les protéines
modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et deviennent beaucoup plus
sensibles a l'action des protéases et notamment a la protéasome. Les protéines oxydées
deviennent aussi tres hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables,
soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales (Favier, 2003).

1.4.3. L’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants,
il reste une molécule trés sensible a l'attaque par les radicaux de l'oxygeéne. Les bases qui
composent I'ADN, et particuliérement la guanine, sont sensibles a I'oxydation (Valko et al.,
2006).

Les ROS peuvent provoquer des 1ésions des acides nucléiques susceptibles d’entrainer
des mutations ou d’altérer I’expression des geénes. Certains affectent les bases, d’autres
induisant des cassures dans les brins (Ré et al., 2005). IIs modifient la sécrétion d’insuline et
changent les structures primaires, secondaires et tertiaires des protéines (Pincemail et al.,
1998).

Cette attaque de I'ADN est quotidienne puisque le nombre de Iésions se formant chaque
jour dans une cellule est estimé a 104. Les lésions non réparées vont perturber les mécanismes
de réplication de I'ADN et entrainer soit des erreurs de lecture et de synthese par des ADN
polymérases translésionelles infidéles aboutissant a une mutation ponctuelle dans le génome,
ou une impossibilité de copie de 'ADN qui aboutira a la mise en route du suicide programmé

des cellules par 1’apoptose (Favier, 2003).
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1.4.4. Glucides

Si la chimie de I'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée
que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les espéces réactives de
I'oxygeéne attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage
(Favier, 2003). Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en
présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H.O, et OH:, lesquels
entraineront la coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde,
formant un dérivé AGE (Ogino et Wang, 2007). Ce phénomeéne de glycosoxydation est trés
important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur
rétine (Favier, 2003).

2. Systémes antioxydants
2.1. Définition

Un antioxydant est toute substance capable d’inhiber ou de retarder 1’oxydation d’un
substrat tout en étant présente a une faible concentration par rapport a la concentration du
substrat oxydable. Ces antioxydants peuvent avoir plusieurs origines, ils peuvent étre produits
dans I’organisme ou apportés par 1’alimentation ou bien sont issus d’une synthése chimique
(Al-Mamary et al., 2002 ; Karou et al., 2005b ; Berger, 2006).

Les agents antioxydants peuvent retarder I’oxydation par deux moyens ; soit en piegeant
directement les radicaux libres, et dans ce premier cas le composé est appelé antioxydant
primaire ou par d’autres mécanismes indirectes, incluant la fixation des ions métalliques, la
conversion des hydroperoxydes en especes non radicalaires. Dans ce deuxieme cas, le
composé est appelé antioxydant secondaire (Pokorny et al., 2001).

2.2. Systémes antioxydants

L’organisme a I’état naturel contient des systémes de lutte contre les especes oxydantes
qui permettent de sauvegarder les molécules tant structurelles que fonctionnelles. Ces
systemes de défense restent efficaces tant que les espéces oxydantes ne sont pas présentes a
des taux dépassant le potentiel de lutte intrinséque. Ci-dessous nous allons développer les

differents antioxydants.
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2.2.1. Systémes enzymatiques
2.2.1.1.  Superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) contient des métaux redox dans le centre catalytique et
transforme le radical superoxyde en peroxyde d’hydrogene et d’oxygéne (fig. 3). Trois
isoformes différents de la SOD ont été identifiées : la SOD mitochondriale & manganese
(MnSOD, SOD2), la SOD cytosolique a cuivre/zinc (Cu/ZnSOD, SOD1) et la SOD
extracellulaire (ecSOD, SOD3), qui est également une enzyme a cuivre/zinc (Young et
Woodside, 2001; Wassmann et al., 2004; Menvielle-Bourg, 2005; Valko et al., 2006; Afonso
et al., 2007).

2.2.1.2.  Glutathion peroxydase (GPx)

C’est I’enzyme clé de la dégradation de la plupart des hydroperoxydes (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogene, produit par la dismutation par la SOD de 1’anion superoxyde (Afonso
et al., 2007) (fig. 3). L’activité de cette enzyme dépend de la présence de Sélénium comme
cofacteur, de la glutathion réductase qui réduit le glutathion oxydé en glutathion réduit (GSH)
et du NADPH provenant de la voie des pentoses (Gamain et al., 1996). Elle élimine
également les peroxynitrites qui sont des oxydants tres puissants. Dans la cellule, elle est
localisée au niveau du cytoplasme de la mitochondrie et des membranes. Une GPx intestinale
a été identifiée. Elle éliminerait les hydroperoxydes provenant des aliments oxydés (Cillard et
Cillard, 2006).

2.2.1.3.  Catalase (CAT)

Elle catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogene (H202) pour donner I’eau et
I’oxygéne moléculaire (Goudable et Favier, 1997) (fig. 3). L’inconvénient de cette enzyme est
qu’elle est localisée uniquement dans les peroxysomes et ne peut donc pas agir dans les autres
compartiments cellulaires (cytoplasme, mitochondrie, lysosome, noyau) ou le peroxyde
d’hydrogene est également présent. Ce dernier diffuse treés facilement a travers les membranes

et peut donc agir a distance de son lieu de production (Cillard et Cillard, 2006).

2.2.1.4. Thiorédoxine réductase
La thiorédoxine réductase (TRx R) est une enzyme antioxydante qui intervient dans les
processus cellulaires réducteurs thiol-dépendants (fig. 3). Cette enzyme régénere la
thiorédoxine réduite, qui sert d’équivalent réducteur, et peut €¢galement réduire directement les
hydroperoxydes lipidiques. De plus, la thiorédoxine et la glutarédoxine sont des réducteurs

pour la GPx plasmatique. Il a été démontré que la thiorédoxine stimule 1’expression de la
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MnSOD. Le systéme thiorédoxine peut efficacement régénérer les protéines qui ont été

inactivees par le stress oxydant (Wassmann et al., 2004).
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Figure 3 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs co-

facteurs métalliques (Favier, 2003).

2.2.2. Systémes non enzymatiques

De nombreuses métalloprotéines telles que la transferrine et 1’albumine permettent de
chélater les métaux (Fe, Cu, etc) impliqués dans la formation des radicaux hydroxyles lors des
réactions concomitantes de Fenton et d’Haber-Weiss (De Moffarts et al., 2005).

En plus des substances propres a I’organisme, la définition d’antioxydant englobe ainsi
toutes les substances chimiques qui, plus spécifiquement, prolongent la durée de conservation
des denrées alimentaires en les protégeant des altérations provoquées par 1’oxydation telles
que le rancissement des matiéres grasses et le brunissement enzymatiques (Andrian et al.,
2003).

Des molécules endogénes peuvent exercer en plus de leurs roles physiologiques un role
antioxydant (Matkowski, 2008). 1l s’agit de la mélatonine, 1’acide urique, (Turkoglu et al.,

2006 ; Borchardt et al., 2008), la bilirubine, les composés avec des groupements thiols (le
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glutathion (GSH), N-acetylcystéine) (Halliwell, 1991 ; Goudable et Favier, 1997), et le
coenzyme Q (Carriére et al., 2006). Ces molécules peuvent agir en piégeant les radicaux
libres, en augmentant 1’activité des enzymes antioxydantes (la mélatonine) (Marshall et al.,
1996), en réparant les dommages oxydatifs (glutathion) (Carriere et al., 2006), ou encore en
séquestrant les ions de transition (les protéines telles que la transferrine, la ferritine, la
lactalbumine sont capables de séquestrer le fer, et la céruloplasmine, 1’albumine sont capables
de séquestrer le cuivre) empéchant ainsi la formation des radicaux libres (Cillard et Cillard,
2006).

Des antioxydants exogenes peuvent étre apportés par le régime alimentaire (fruits et
légumes) et I’utilisation de certaines plantes (plantes médicinales, aromatiques, etc.). Ces
antioxydants sont de nature trés variée. Il s’agit des composés phénoliques (acides
phénoliques, flavonoides, quinones, coumarines, lignanes, stilbenes, tannins), des composés
azotés (alcaloides, amines, bétalains) (Cai et al., 2004 ; Erkan et al., 2008), des vitamines
(Vitamine C et E), et des caroténoides (carotenes et xanthophylles) (Goudable et Favier,
1997).
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Chapitre 2 huiles essentielles
2.1. Définition

Selon AFNOR : les huiles essentielles (HES) sont des produits obtenus soit a partir de
matieres premieres naturelles par distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des
fruits de Citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des
procédés physiques (Garnero, 1996).

Selon Bruneton (1999), les HEs sont définies comme étant des extraits volatils et
odorants, que 1’on extrait de certains végétaux par distillation a la vapeur d’eau, pressage ou
incision des végétaux qui les contiennent. Elles se forment dans un grand nombre de plantes
comme sous produits du métabolisme secondaire. Les HEs ont des propriétés et des modes
d’utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie :

I’aromathérapie.

2.2. Localisation et biosynthese

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y a environ 500 000
plantes sur terre, 10 000 d’entre elles, environ, possédent des propriétés médicinales
(Encyclopédie, 2001).

Les HEs peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles et bien
que cela soit moins habituel, dans des écorces, des bois, des racines, des rhizomes, des fruits,
des graines (Burt, 2004; Celiktas et al., 2006; Skocibusic et al., 2006; Behkechi et
Abdelouahid, 2010).)

Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer une huile essentielle, la
composition de cette derni¢re peut varier selon la localisation. Ainsi dans le cas de 1’oranger
amer (C. aurantium L. subsp. Aurantium, Rutacées), le « zeste », c’est-a-dire le péricarpe frais
du fruit, fournit I’huile essentielle d’orange ameére ou « essence de Curagao », la fleur fournit
« ’essence de Néroli » et I’hydrodistillation de la feuille, des ramilles er des petits fruits
conduit a «1’essence de petit grain bigaradier ». La composition de ces trois huiles
essentielles est différente (Bruneton, 1999). Le tableau | suivant résume la composition des
huiles essentielles extraites a partir de trois parties différentes de I’oranger amer C. aurantium

L. (écorces, fleurs et feuilles)
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Tableau I : composition des 3 HEs de C. aurantium L. extraites de 3 parties différentes

de la plante (Sarrou et al., 2013).

Essence de Curagao (écorce)

Essence deNéroli (fleurs)

Essence de Petit grain (feuilles)

constituant % constituant % constituant %
Linalool 29,14 Limonene 94,67 Linalool 58,21
B- pinéne 19,08 Myrcéne 2,00 a-terpinéol 7,11
limonene 12,04 Linalool 0,76 géranyl acétate | 4,49
trans B-ocimeéne | 6,06 B- pinene 0,62 néryl acétate 2,18
E- farnésol 5,14 a- pinéne 0,53 trans B-ocimeéne | 4,08

Comme il sera expliqué dans le paragraphe « composition chimique », les HESs sont

constituées principalement de terpenes ainsi que de dérives du phénylpropane.

Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus volatils

c'est-a-dire ceux dont le poids moléculaire est faible : monoterpénes et sesquiterpénes

(Bruneton, 1987).

Chez la plupart des plantes étudiées, il existe deux voies différentes de biosynthése de

I’TPP, précurseur des terpénes : une voie cytoplasmique qui conduit aux sesquiterpenes, et une

voie plastidiale conduisant aux mono- et diterpénes. (fig. 4) (Caissard et Baudino, 2012).
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Figure 4: Mode d'élongation des processus terpéniques a partir de I’IPP (Lamarti et al.,1994)

Les HEs sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en
général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et
recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans une cellule transformée en cellule a
essence, ou dans des poils glandulaires, des poches sécrétrices, des canaux sécréteurs voire
des papilles (Teuscher et al., 2005).

L’isopréne IPP issu de 1’acide mévalonique est converti en son isomére DMAPP,
I’isopréne activé (Lee et al., 2004).

La construction des squelettes hydrocarbonés se déroule de la méme maniere par
juxtaposition « téte a queue » d’unités isopréniques, unités pentacarbonées ramifiées (IPP et
IsolPP autrement dit le DMAPP) assemblées enzymatiquement. Ainsi, trouve-t-on des
squelettes hydrocarbonés (terpénes réguliers) a dix carbones (monoterpénes) puis a quinze
carbones (sesquiterpenes) et, plus rarement, a vingt carbones (diterpénes). La juxtaposition

« téte-a-téte » de deux IsolPP conduit aux terpenes irreguliers (Franchomme et Pénoel, 1990).
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L’IPP et DMAPP sont associés en GPP (Ci) qui est a 1’origine de formation des
monoterpénes. La combinaison du GPP et I’IPP forme un composé sesquiterpenique (Cis) : le
FPP (Lee et al., 2004).

La phénylalanine, produit de la voie shikimate, est précurseur des dérivés du
phénylepropane tels que I’acide cinnamique, 1’acide p-coumarique. (Lee et al., 2004 ;
Bakkali et al., 2008 ; Piochon, 2008).

2.3. Propriétés physicochimiques

D’une fagon générale, les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles sont
variables selon beaucoup de facteurs (lieu de provenance, climat et ses diverses modifications,
période de grandes pluies ou de sécheresses prolongées, époque et moyens de récolte,
procédés d’extraction, etc.). Ceci explique la marge, souvent assez grande, laissée dans les
constantes et pourcentage des composantes (Valnet, 1984).

e Ce sont généralement des liquides a la température ordinaire ;

e elles sont volatiles contrairement aux huiles fixes ;

o elles sont généralement incolores ;

e Leur densité est inférieure a 1, sauf pour trois huiles : la cannelle, le girofle et le
sassafras ;

e Elles possédent un indice de réfraction souvent élevé et un pouvoir rotatoire ;

e FElles sont peu solubles dans 1’eau, sont solubles dans les alcools, les huiles fixes et

dans la plupart des solvants organiques (Paris et Hurabielle, 1981).

2.4. Roles physiologiques

Le role des huiles essentielles n’a pas pu étre clairement démontré. En effet, on
considere qu’il s’agit de produits de déchets du métabolisme. Toutefois, certains auteurs
pensent que les huiles essentielles peuvent avoir un role aussi bien dans les interactions
végétales (agents allélopathiques, notamment inhibiteurs de germination) que dans les
interactions végétal-animal : protection contre les prédateurs (insectes, champignons) et
attraction des pollinisateurs (Bruneton, 1993 ; Bekhechi et Abdelouahid, 2010).

D’autres considerent que les HEs facilitent certaines réactions chimiques et conservent

I’humidité nécessaire a la vie des plantes exposées a des climats désertiques (Belaiche, 1979).
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2.5. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HEs sont des mélanges de structure extrémement complexe,
pouvant contenir plus de 300 composés différents. Les composants principaux peuvent
constituer jusqu'a 85% de I’huile, tandis que d'autres composants sont présents seulement
comme trace (Burt et al., 2004 ; Bakkali et al., 2008).

Une HE contient principalement deux groupes de composes différents : les terpenes
issus de la voie métabolique de I’acide mévalonique et qui sont prépondérants dans la plupart
des essences, et les dérivés du phénylpropane issus de la voie de I’acide shikimique. Elle peut
aussi contenir des composés spécifiques contenant le soufre ou I’azote (Bruneton, 1987,1999 ;
Svoboda et Hampson, 1999 ; Bakkali et al., 2008 ; Franchomme et Pénoel, 1990).

Les constituants des HEs possedent un squelette hydrocarboné qui peut étre linéaire,
cyclique ou encore aromatique. Ils peuvent posséder toutes les grandes fonctions de la chimie
organique : alcools, composés carbonylés (principalement aldéhydes et cétones), esters,
phénols et, dans une moindre mesure, dérivés azotés et soufres. Néanmoins, les terpénes et
terpenoides sont de loin les plus abondants (Golebiowski et Fernandez, 2012).

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs). Ils sont subdivisés selon le nombre
d’entités isoprénes en: monoterpenes (Cio) qui peuvent étre lineaires (myrcene),
monocycliques (limonéne) bicycliques (pinéne) ; sesquiterpénes (Cis) plus diversifiés, comme
par exemple -caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, a- bisabolol, farnesol. Le processus
de formation des terpénes par juxtaposition d’unités isopréniques peut se poursuivre, mais
dans des buts autres que la synthése des essences ; en particulier celle de sesterterpénes (Czs),
et des triterpénes (Cso) et stéroides (Cazs) ; les caroténoides (Cao), quant a eux, sont synthétisés
dans d’autres types cellulaires, etc. Les plus longues chaines hydrocarbonés connues dans la
nature : les polyterpénes des latex (Caoo0!), ont emprunté cette méme voie. (Lamarti et al.,
1994, Johnston et al., 2006 ; Franchomme et Pénoel, 1990).

Les dérivés du phénylpropane, issus de la voie de I’acide shikimique, sont moins
abondants que les terpénoides et sont généralement des composés odorants. Exemples :
eugénol, trans-cinnamaldéhyde, safrol, la vanilline, 1’estragol, 1’anéthol, les principes
piguants, etc. (Bruneton, 1999 ; Lee et al.,2004; Piochon, 2008). La figure 5 (a et b) suivante
montre quelques terpenes et phénylpropanoides (Bakkali et al., 2008).
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Figure 5 : Structure chimigque des composés isolés des HEs : (a) : les terpénes. (b) : les
phénvlpropanoides (Bakkali ef al., 2008).
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2.6. Facteurs influencant la composition chimique des HEs

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant divers
facteurs : la température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la composition du sol,
le génotype, I’origine géographique, la période de récolte, le séchage, le lieu et la durée de
séchage, les parasites, les virus et les mauvaises herbes la partie utilisée de la plante, méthode

d’extraction (Bruneton, 1999 ; Svoboda et Hampson, 1999).

2.7. Méthodes d’extraction

Il est important aussi bien de faire la distinction entre le terme « huile essentielle »,
réservé au produit aromatique issu de la distillation, et le terme «essence » issu de
I’extraction par expression a froid ( Franchomme et Pénoel, 1990 ; Cocorin et Guerin, 2003).
Cette derniére est chimiquement identique a 1’essence naturelle contenue dans les poches
oléiféres de I’écorce du fruits, tandis que I’HE est 1’essence transformée par la chaleur du
procédé de distillation et est basée sur le principe que la plupart des composés volatils
odorants sont susceptibles d’étre entrainés par des aérosols de vapeur d’eau du fait de leur

point d’ébullition relativement bas et de leur caractére hydrophobe (Cocorin et Guerin, 2003)

2.7.1. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

C’est I'une des méthodes officielles pour 1’obtention des huiles essentielles. A la
différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct 1’eau et la
matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse la maticre
végétale située au dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les
cellules éclatent et libeérent 1’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour
former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le
condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique :
I’huile essentielle. L’absence de contact direct entre 1’eau et la matiére végétale, puis entre
I’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation

pouvant nuire a la qualité de I’huile (fig. 6 ).
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e L’hydrodiffusion, rarement utilisé est une variante de la distillation par

entrainement a la vapeur. Son principe repose sur I’action descendante de la

vapeur d’eau (fig. 6) (Meyer et Warnod, 1984).
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Figure 6 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante (Lucchesi, 2005).
2.7.2. Hydrodistillation

Le principe de I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene ou la matiére
végétale est immergée dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a ébullition a pression
atmosphérique. Sous I’effet de la chaleur, les cellules libérent leurs contenus aromatiques qui
seront entrainés par la vapeur d’eau en passant par un refroidisseur. Une fois condensées, eau
et molécules aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase
aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors
de la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé cohobage ; son but est
de saturer le circuit et de limiter les pertes de substances précieuses fortement hydrosolubles
(Franchomme et Pénoel, 1990). En laboratoire le systéme équipé d’une cohobe qui est
généralement utilisé pour I’extraction des huiles essentielles en accord avec la Pharmacopée
Européenne est le Clevenger (Bruneton, 1987 ; Lucchesi, 2005).

2.7.3. Expression a froid

Les HEs d’agrumes sont les seules a €tre extraites par le procédé d’expression a froid,

qui est basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes ; cette essence est ensuite entrainée par

un courant d’eau froide (fig. 7). Une émulsion constituée d’eau et d’essence se forme.
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L’essence est alors séparée par décantation. Diverses techniques manuelles ou mécaniques,
traitant le fruit entier ou seulement les écorces, sont utilisées (Belaiche, 1979 ; Ferhat et al.,
2010).

Figure 7 : photo du montage de I’expression a froid (Bousbia, 2011)

2.7.4. Autres méthodes d’extraction

La distillation par entrainement a la vapeur d’eau et I’hydrodistillation sont les
méthodes les plus importantes aujourd’hui pour 1’obtention des HEs a partir des plantes
(Baker et al., 2000; Kaulisic et al., 2004). Néanmoins, d’autres techniques ont été
développées :

e Extraction par les fluides supercritiques

La grande sélectivité des fluides supercritiques, avec la faible polarité et le poids
moléculaire des composés les plus importants dans la fraction volatile, permet 1’utilisation
d’une température et d’une pression faibles (Bicchi, 2000). C’est pourquoi cette technique est
recommandée pour I’extraction des huiles essentielles afin de ne pas les altérer.

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé ; le CO2 supercritique (&
I’état supercritique c.-a-d. a T= 31°C et P = 73bars, le CO2 posséde un bon pouvoir
d’extraction). C’est le gaz le plus utilisé car il est ininflammable, non corrosif, peu couteux, et

généralement sdr. (Son utilisation minimise le potentiel d’hydrolyse et d’isomérisation durant

19



Chapitre Il Les huiles essentielles

I’extraction grace a la faible température) (Rozzi et al., 2002 ; Fellah et al., 2006 ; de Souza et
al., 2008).
e Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une technique récente développée, dans le but
de réduire le temps d’extraction, de diminuer la consommation de solvants, d’augmenter le
rendement en extraction et d’améliorer la qualité des extraits. Le rayonnement micro-onde
permet de chauffer I’eau présente naturellement dans le matériel végétal. Ce chauffage, en
vaporisant I’eau contenue dans les glandes sécrétrices, crée a ’intérieur de ces derniéres une
pression qui brise les parois végeétales et libére ainsi le contenu en huile (Chemat et al., 2006 ;
Sahraoui et al., 2008).

2.8. Toxicité des HEs

En dépit de leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’étre non-toxiques.
La majorité des huiles essentielles, a de trés fortes doses, causent des effets toxiques (Hammer
et Carson, 2011). Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre
utilisées avec une extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de trés graves dangers
lors d'une utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité
d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe (Bernadet, 1983).

Les huiles essentielles de Citrus sont photo-toxiques a cause des furocoumarines qui
sont photosensibilisantes. Ils provoquent une décoloration de la peau en un rouge lors d’une
application externe avec une exposition au soleil sous 1’action des rayons ultraviolets.
Cependant, 1’ingestion des huiles essentielles du Citrus limon extraites soit par
hydrodistillation soit par expression a froid ne présente aucun risque de toxicité, ni aigué ni

chronique (Teuscher et al. 2005).

2.9. Méthodes de caractérisation des HES
La détermination de la composition chimique des H.Es est une étape importante malgré
le développement des méthodes de séparation et d’identification. Elle demeure une opération

délicate nécessitant la mise en oeuvre de diverses techniques.

2.9.1. Lachromatographie en phase gazeuse (CPG)
La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux compoSes gazeux

ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Les progres
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technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires et

des détecteurs ont contribué a rendre la CPG incontournable pour la caractérisation des H.Es.
Le chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules : un injecteur, une

colonne capillaire dans le four et un détecteur (fig. 8). Le mode d’injection le plus répandu est

[3

I’injection en ‘‘split’’ ou injection avec ‘‘division de flux’’, il est utilis¢ pour I’analyse de
solutions concentrées. L’injection se fait a haute température. L’échantillon est rapidement
introduit dans I’injecteur ou il est instantanément vaporis¢ et mélangé au gaz vecteur (hélium,
azote, argon, ou hydrogéne). Une électrovanne permet de régler le débit de fuite. Ce procédé
permet de faire en sorte qu’une fraction importante du flux gazeux soit évacuée, diminuant
ainsi la quantité d’échantillon qui pénétre dans la colonne et évitant de saturer la phase
stationnaire (Bouchonnet et Libong, 2002).

Le four contient 1’élément clé¢ de la séparation chromatographique la colonne
analytique. Cette colonne peut étre de deux types : colonne remplie ou colonne capillaire.
Dans le cas des HEs, les colonnes capillaires semblent plus adaptées ; elles sont en métal, en
verre ou plus souvent en silice fondue. Les substances de 1’échantillon traversent la totalité de
la colonne ou est placée la phase stationnaire.

Les constituants d’un mélange sont séparés en fonction de leur polarité si la phase
stationnaire est polaire, de leur volatilité si cette derniere est apolaire. Leurs différences de
propriétés physicochimiques leur conférent des vitesses d’élution et ils sont donc séparés en
fonction du temps. Ils arrivent a I’extrémité de la colonne, ils sont alors détectés et
enregistrés. La chromatographie en phase gazeuse permet donc de séparer un mélange gazeux
complexe par succession continue d’équilibre entre phase mobile gazeuse et phase
stationnaire (Besombes, 2008).

Le développement des phases stationnaires et de la CPG multidimensionnelle a permis
de surmonter certaines difficultés rencontrées dans la séparation et I’identification des
composés dans les HEs. Ainsi, la CPG bidimensionnelles (CPG/CPG), mettant en ligne deux
colonnes capillaires, permet la séparation, I’identification et la quantification de composés
minoritaires pouvant coéluer avec les composés plus abondants. L’échantillon est injecté dans
la premiére colonne, puis les composés qui coéluent sont transférés dans une deuxieme

colonne pour étre séparés (Paolini, 2005).
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Figure 8 : Schéma du principe de la chromatographie en phase gazeuse (Besombes,
2008).

2.9.2. La spectrométrie de masse (SM)

Le spectrometre de masse permet ’identification et la quantification des composes. Il
existe de nombreux types de spectrometres de masse ; tous ont en communs trois éléments :
une source, un analyseur et un détecteur. La source est la partie du spectromeétre de masse ou
sont produits des ions gazeux a partir des molécules introduites. En couplage avec le
chromatographe en phase gazeuse, ou les composés sont élués arrivent au spectromeétre a
I’état gazeux, les sources utilisées sont dites a ‘ionisation €lectronique’’ (IE) ou a ‘ionisation
chimique’” (IC). La source est maintenue a une température élevée (généralement comprise
entre 100 et 250°C) pour éviter la condensation des substances (Bouchennet et Libong, 2002).
Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de I’appareil. Dans le spectrométre de
masse, les ions sont séparés selon leur ration « masse/Charge », a ’aide d’un champ
magnétique ou électrique (Besombes, 2008). Le faisceau d’ions ayant traversé 1’analyseur de

masse est détecté et transformé en un signal utilisable.

2.9.3. Couplage CPG/SM
Le couplage chromatographie en phase gazeuse — spectrométrie de masse est
aujourd’hui une des techniques parmi les plus utilisées de la chimie analytique. L’association

des deux techniques fournit un instrument d’analyse particulierement performant.
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La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due a la grande différence de
pression. En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression tres bas, alors que
la chromatographie en phase gazeuse se déroule & un niveau de pression plus élevé. Ainsi le
couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM — IE) est la technique la plus utilisee
dans le domaine des HEs (Cavalli, 2002). Le bombardement de substances par un faisceau
d’¢électrons d’énergie de 1’ordre de 70 eV provoque leur ionisation et leur fragmentation. Les
fragments ioniques positifs forment alors le spectre de masse caractéristique du composeé. Les
spectres de masse ainsi obtenus sont comparés avec ceux des produits de référence contenus
dans des bibliotheques informatisées contenant plusieurs milliers de spectres (Bouchennet et
Libong, 2002).

2.10. Effets biologiques

Depuis I’antiquité, les plantes aromatiques furent utilisées le plus souvent par les
parfumeries.

Cependant, durant ces derniéres décennies, elles sont devenues sources d’antioxydants
naturels et d’agents antimicrobiens (Bandoniene et al., 2000).

Les HEs ainsi que les extraits aromatiques ont été utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques (El Kalamouni, 2010). Plusieurs travaux de recherche ont rapporté les
nombreuses applications thérapeutiques des HEs (Valnet, 1984; Franchomme et Pénoel,
1990; Bruneton, 1999 ; Bakkali et al., 2008). Ces dernieres sont utilisées dans divers
domaines : en cosmétologie, pharmacologie, nutrition, aromathérapie, etc. (Lubinic, 2003 ;
Teuscher et al., 2005 ; Liu, 1995 ; Ouraini et al., 2005 ; Neffati et al., 2009 ; Soultos et al.,
2009). Plusieurs HEs présentent un potentiel antioxydant par le piégeage des radicaux libres,
entre autres I’HE du girofle, du gingembre, du curcuma, etc. (Teuscher et al., 2005). En
cosmétologie, les HEs sont utilisées comme éléments parfumants et servent aussi a préserver
ces cosmétiques. En industrie agroalimentaire, utilisées sous forme d’épices, elles sont
introduites dans les denrées alimentaires pour rehausser leur go(t et exercer un effet
antimicrobien.(Bruneton, 1999 ; Bekhechi et Abdelouahid, 2010).
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3.1. Classification botanique

Le genre Citrus est un genre de plantes des pays chauds de la famille des Rutacées,
regroupant des arbres et arbustes dont plusieurs espéces sont cultivées pour leurs fruits, les
agrumes.

La classification des agrumes est comme suit :

Regne : Végétal.

Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Eudicotylédones.

Ordre : Rutales.

Sous- classe : Rosidées.

Famille : Rutaceae.

Genres : Poncirus, Fortunella, et Citrus.

(Guignard, 2001).
3.2. Etude botanique

Les Citrus sont des arbustes de couleur verte, de longueur variant de 3 a 15 m et dont le
bois est trés dur (Ferhat et al., 2010). Les feuilles sont cireuses et coriaces, elles sont simples,
en geénéral découpées en trois folioles mais fréquemment réduites a la foliole terminale, de
forme ovale-lancéolée a allongée (Teuscher et al., 2005 ; Dupont et Guignard, 2007 ; Ferhat
et al., 2010). Les fleurs sont soit solitaires soit groupées, de couleur blanche. Le fruit est une
baie, ronde ou allongée, de taille trés variable et son poids peut atteindre un kilogramme
(Teuscher et al., 2005; Ferhat et al., 2010). L’écorce du fruit (péricarpe) est appelée
« flavédo », comprend une partie externe, I’épicarpe (dénommé « zeste »), coloré en jaune,
orangé a rouge a maturité, parsemé de nombreuses poches sécrétrices schizolysigenes
remplies d’huile essentielle, et un mésocarpe externe. Le mésocarpe interne, appelé « albédo »
de couleur blanche, a une texture plus ou moins spongieuse et d’épaisseur variable.
L’épiderme interne ou endocarpe, émet des poils renflés charnus qui forment la pulpe sucrée

et comestible (Teuscher et al,. 2005 ; Dupont et Guignard, 2007) (fig. 9).
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Figure 9 : Coupes transversale et longitudinale du fruit d’oranger. 1 — Flavédo ; 2 —albédo ; 3

—endocarpe ; 4 — placenta. (Guimaraes et al., 2010)

Les poches sécrétrices (dont le type est exclusivement présent chez les Rutacées) sont
toujours superficielles et liberent leur contenu (HE) a la moindre pression (Bruneton, 2001).

3.3. L’espéce Citrus sinensis et ses variétés

L’oranger Citrus sinensis (L.) Osbeck, est I’espéce du genre Citrus la plus importante,
tant par le nombre de variétés qu’elle renferme, que par I’importance de ses productions.

Les fruits sont de forme et de coloration variables suivant les variétés, ce qui permet de
classer les oranges en quatre groupes :

e Les oranges blondes Navel. Elles se différencient des autres par deux
caractéristiques : la présence au sein de ’apex, d’un fruit rudimentaire « Navel »
et I’absence de pépins. les variétés les plus communes sont Washington,
Thomson ;

e Les oranges blondes : communes (multipliées traditionnellement et contenant
des pépins) et fines (plus cultivées pour leur productibilité, époque de
production, absence de pépins). Les variétés de ce groupe sont : Salustiana,

Hamlin, Cedenera, Shamouti et Valencia late ;
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e Les oranges sanguines ne se distinguent des blondes que par la présence de
pigments anthocyaniques dans 1I’épiderme et la pulpe. Les variétés sont : Double
fine améliorée, Moro et Tarocco ;

e Les oranges sans acidité : comme les Limettes, limonettes, et les citrons doux

sont insipides.Les variétés sont Impérial, Réal, Lima. (Ferhat et al., 2010).
3.4. Les huiles essentielles de Citrus et leur synthése

Ce sont bien sir les fruits des Citrus spp.-les hespérides- qui conferent a la famille son
importance éeconomique. Les mémes Citrus fournissent a I’industrie agro-alimentaire pectines
et huiles essentielles, lesquelles sont également utilisées en parfumerie (Bruneton, 2001).

Les Citrus sont caractérisés par la présence dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpe
des fruits, de poches schizolysigénes contenant de 1’essence aromatique (Goris, 1967 cité par
Ferhat et al. 2010). Dans les fleurs de Citrus, les poches sécrétrices se situent dans le
parenchyme des pétales, sous 1’épiderme. Ce sont les fleurs d’orangers, trés odorantes, qui en
contiennent le plus. Dans les feuilles, le limbe est formé du parenchyme palissadique et du
parenchyme lacuneux dont 1’ensemble constitue le mésophylle. C’est dans le parenchyme
lacuneux que se forment les poches a essence (Ferhat et al., 2010). (fig. 10)

Il a été rapporté que les huiles essentielles d’écorces de Citrus font partie des sources
riches en composés bioactifs a savoir les coumarines, les flavonoides, les caroténes, les
terpénes et linalool, etc. (Mondello et al., 2005). Elles sont aussi utilisées contre I’anxiété, les
troubles du sommeil. Elles ont également des effets stomachique, eupeptique, sédatif et
antispasmodique (Chevallier et Crouzet-Segarra, 2004).

Figure 10 : Micrographie photonique d’une coupe de péricarpe du fruit de Citrus sp.

(La cavité correspond a une poche sécrétrice vidée de son HE) (Caissard et Baudino, 2012).
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Ce travail consiste en une étude comparative entre les HEs extraites a partir du zeste
frais et sec de I’orange douce Citrus sinensis.
1.1. Matériel
1.1.1. Matériel vegétal

Les fruits d’orange douce Citrus sinensis (variété Valencia late) ont été directement
récoltés au hasard a partir d’une exploitation agrumicole privée située a Oued Ghir, wilaya de

Bejaia, le mois d’avril 2013.

Les fruits ont été soigneusement lavés, séchés et épluchés a 1’aide d’un économe (en
¢vitant d’inclure 1’albédo). Les écorces sont coupées en petits morceaux d’environ 1 cm?
maximum.

La quantité du zeste obtenu est ensuite divisée en deux portions, I’une est laisser sécher
a température ambiante et a I’abri de la lumiére, tandis que ’autre moitié sera utilisée a son
état frais (fig. 11)

Figure 11: photographies des écorces fraiches (A) et séches (B) de Citrus sinensis

> Description

La Valencia Late est I'orange a jus la plus répandue dans le monde.

Le fruit de la variété d’orange douce Valencia :
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- Est de forme ronde, un peu ovalisante ;

- Est de taille moyenne : de 6 4 9 cm de diametre et pese 1402180 g ;

- A une peau fine, une écorce jaune-orange et peu rugueuse ;

- Aune pulpe trés juteuse et acidulee ;

- Est souvent asperme, mdrissant entre avril et juin d’ou son nom « Late » (tardive).
(fig. 12)

Figure 12: photographie d’une coupe longitudinale et transversale du fruit de Citrus
sinensis varieté Valencia late.
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1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction des HEs

L’huile essentielle a été extraite a I’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger
(Kamal et al., 2011) (fig. 13). La technique d’hydrodistillation consiste a immerger la matiére
végétale (dans notre cas 1’épicarpe frais et sec de I’orange douce) dans de 1’eau distillée : 200-
250g" d’écorces sont introduites dans le ballon. Aprés addition de 1’eau distillée (1-1.5 L), le
mélange est porté a ébullition jusqu’a 3h aprés obtention de la premicre goutte d’huile
essentielle. Grace au systéme de cohobation, la quantité d’eau au sein du ballon est quasiment

la méme tout au long de la distillation (Ferhat et al., 2010).

» Principe :

La chaleur provoque 1’éclatement des cellules contenant les essences, libérant donc leur
contenu. Les molécules aromatiques des HEs ainsi que la vapeur d’eau sont condensées en
traversant un systéme de refroidissement.

Les gouttelettes d’eau-HE sont récupérées dans une ampoule a décanter. Deux phases
non miscibles apparaissent : une phase huileuse surnageant une phase aqueuse.

Le principe de I’hydrodistillation (ainsi que celui de la distillation par entrainement a la
vapeur d’eau) repose sur le fait que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte
lorsque la somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression
d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures.
Ainsi le mélange azéotropique « eau + huile essentielle » distille & une température égale
100°C a pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition des composés
aromatiques sont pour la plupart trés élevées (Baker et al., 2000; Lucchesi, 2005 ; Donelian et
al., 2009).

Pour débarrasser 1’huile essentielle décantée des traces d’eau restante, on utilise le
sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) (Hussain et al., 2008).

L’huile essentielle est conservée a 4°C dans des flacons opaques pour une utilisation

ultérieure (Chanthaphon et al., 2008 ; Sharma et Tripathi, 2008).

* Les quantités de zeste et les volumes d’eau distillée introduits varient selon la nature des écorces

(fraiches ou séches).
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Figure 13 : Dispositif d’hydrodistillation, type Clevenger (Hernandez Ochoa, 2005).

Pour caractériser les, il est intéressant d’évaluer quelques paramétres qui concernent les
HESs extraites.
1.2.1.1. Taux d’humidité

La teneur en eau des échantillons a été déterminée selon la méthode du séchage.
Une quantité d’écorces est pesée a I’état frais, puis aprés séchage, et le taux d’humidité

est calculé selon la formule suivante :

(H)op = 2 =Ms

x 100

Ou
H : humidité (%)
Mt : masse du mateériel végétal frais (g)

Ms : masse du matériel végétal sec (g)
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1.2.1.2.Rendements des HEs

Le rendement en HE est le rapport entre de poids de I’HE extraite et le poids de la
biomasse végétale a traiter. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la

formule suivante :

Phe
Pmv

x 100

R (%) =

Ou

R : rendement en HE (%)

Phe : poids de I’HE extraite (g)

Pmv : poids du matériel végétal traité (g)

1.2.2. Caractérisation des HEs

1.2.2.1. Caractéristiques organoleptiques

Les caracteres qui déterminent la qualité organoleptique d’une HE sont son aspect, sa
couleur et son odeur.

1.2.2.2. Indices physiques

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico- chimiques sont celles

indiquées par le recueil de normes de 1’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR).

e Mesure de la densité relative a 20°C (Norme NF T 75 - 111)
La densité relative de I’H.E est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile a 20°C et la masse égale de volume d’eau distillée a 20°C. Cette grandeur est
sans dimension et son symbole est d2. La densité est mesurée a I’aide d’un pycnométre de

volume : 5 ml a la température de 20°C.

e Mesure de ’indice de réfraction (norme NF T 75 — 112)
Les mesures ont été effectuées a I’aide d’un réfractometre (ZUZI abbe refractometer).
Quand la détermination est effectuée a une température différente de 20°C, on effectue la

correction a 20°C par le biais de la formule :
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l20 = |t + 0,00045 (T — 20°C)

120 = Indice a 20°C

It. = Indice a la température ambiante ou de mesure.

T = Température ambiante.

1.2.2.3. Analyse de la composition chimique des HEs par CG/SM

Les composes des huiles essentielles (HEs) des écorces fraiches et séches de Citrus
sinensis ont été séparés sur une colonne chromatographique capillaire. La tempeérature du four
a été programmée a partir de 40°C jusqu’a 250°C avec un pas (ou rampe) de 6°C.min*; les
températures initiale et finale ont été maintenues pendant 5 minutes chacune. L’Hélium était
utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1 ml.min. Un volume de 0.2 pl a été injecté pour
chaque huile essentielle, avec le mode splitless (sans division du volume de 1’échantillon
injecté).

La chromatographie gazeuse a été couplée a un spectromeétre de masse qui joue le role

du détecteur afin d’identifier les différents composés des HEs étudiées.

La figure 14 suivante représente un schéma des différents éléments qui composent la
CG/SM.

Sample ingction
{gas or hquid) Purge gas (hedum)

l 5

e Cheoratogan ‘ ( T ¢ 1
H | ~ ' @
& X
i ’
| e ——
0 ."_‘ ". ..‘_ :;; G'."‘ :‘ ‘1’
Ridrtoe iy ' e g}
. ]
“ J i
Total won current (MC) Miss spectrometer Gas chromatograph
Chiomatogram (E1 1on source, quadrnupoke foven, Caprilary codumn)

mass Tiey, lon dedecton)

Figure 14 : schema des éléments de la CG/SM
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1.2.3. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante des HEs extraites des écorces fraiches et séches a été determinée
par le test de piégeage du DPPH, le pouvoir réducteur et le piégeage du peroxyde
d’hydrogeéne.

1.2.3.1.  Activité scavenger du DPPH

Ce test qui se base sur l’utilisation d’un radical libre fait partie des méthodes
spectrophotométriques les plus populaires pour la détermination de la capacité antioxydante
(elle est simple, rapide, sensible et reproductible) (Gulgin et al., 2010).

Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ; o, o-diphenyl- B -picrylhydrazyl) est
pratiquement, le radical libre le plus stable (Molyneux, 2004). Par cette méthode, on ne
considere gque I'activité antioxydante n'est autre que la capacité des antioxydants d'agir comme
piégeur des radicaux libres . lls agissent en transférant un atome d'hydrogene ce qui conduit a
la disparition du DPPH au cours de la réaction et & un changement de coloration dans la

solution initiale.

H
02" ;' — OzN N—N
NO NO 2
(a) : DPPH (radical libre) (b) : DPPH (non radicalaire)

Figure 15 : Formes du DPPH, (a) radicalaire et (b) réduite (Molyneux, 2004).

Le protocole expérimental suivi était celui de Cuendet et al. (1997) et Burits & Bucar
(2000) décrit par Tepe et al. (2005) avec certaines modifications.

Cinquante microlitres de cing différentes dilutions (5, 10, 15, 20, 25 mg/ml) des HEs
dans du méthanol sont ajoutés a 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004%. Apres
agitation, le mélange a été laissé pour une incubation a I’obscurit¢é pendant 30 min et
I’absorbance a été mesurée contre un blanc a 517 nm. L’acide ascorbique et le BHA ont été
utilisés comme standards. Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH (1%) est calculée

suivant la formule :

33



Chapitre | Matériel et méthodes

|%:[( Ablanc - Aéchantillon) / Ablanc] x 100

ou Ablanc est I’absorbance du control (contenant tous les réactifs sauf le composé a tester), et

Aéchantillon est I’absorbance de 1’échantillon.

1.2.3.2.  Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d'un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Le principe est
basé sur la réaction de réduction du Fes+ (fer ferrique), présent dans le complexe KsFe(CN)s,
en sa forme réduite Fez+ (fer ferreux) (Ak et Gilgin, 2008).

L’activité réductrice a été déterminée selon la méthode d’Oyaizu modifiée (Lagha et
Madani, 2013 ; Amezouar, 2013).

500 pl de solution d’échantillons a différentes concentrations sont mélangés, dans des
tubes a essai, avec 1.25 ml de tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) et 1.25 ml de solution de
ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s) (a 1%). Les tubes sont ensuite incubés a 50°C pendant
20 min. Un volume de 1.25 ml d’une solution d’acide trichloroacétique (a 10%) est ajouté et
le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Le surnageant (1.25 ml) est mélangé a
I’eau distillée (1.25 ml) et 250 pl de chlorure de fer (FeCls, 0.1 %). L'absorbance est mesurée
a 700 nm. L’acide ascorbique et le BHA sont utilisés pour la comparaison. Dans ce test, plus

I’absorbance est élevée, plus le pouvoir réducteur est grand (Singh et al., 2010).

1.2.3.3. Activité scavenger du H202

Le principe de cette méthode est qu’il y a une diminution de I’absorbance du H202 avec
I’oxydation de ce dernier (Ak et Gulcin, 2008).

L’évaluation de I’effet scavenger sur le peroxyde d’hydrogeéne est réalisée selon la
méthode rapportée par Kumar et al. (2007). 2 ml d’extrait méthanolique et d’huile essentielle
a différentes concentrations sont additionnés de 1,2 ml d’une solution de H202 (40 mM dans

un tampon phosphate a pH 7,4 et a 0,1 M). Le blanc de I’échantillon est préparé de la méme
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facon en remplacant la solution H20z2 par le tampon phosphate. Aprés 10 min d’incubation, la
lecture se fait a 230 nm. L’acide ascorbique et le BHA sont utilisés comme standards.

Le pourcentage d’inhibition du H202 est calculé comme suit :

% scavenger du H,O; = % x 100

Avec

A€ : absorbance de 1’échantillon.

A : absorbance du témoin.
1.2.4. Analyse statistique

Les expérimentations réalisées dans le présent travail ont été répétées trois fois, les
moyennes et les écarts types sont calculés par le logiciel Origin. 8.6E.

Le seuil de signification est fixé a p<0,05.
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Chapitre 2 : Résultats et discussion
2.1. Le taux d’humidité

Le but de ce test était d’estimer la quantité d’eau présente dans le matériel végétal. Ce
dernier étant seché a température ambiante.
Le taux d’humidité est estimé a 68.52+0.45%

2.2.Calcul du rendement

La figure 16 représente les rendements des HEs obtenus avec hydrodistillation des
zestes frais et sec de C. sinensis variété Valencia.
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Figure 16: Rendements des HEs extraites

Nous remarquons que le zeste frais représente un rendement plus élevé d’HE que le
zeste sec (respectivement 0.50+0.01% et 0.39+0.09%). La différence entre les deux

rendements est néanmoins non significative (I’analyse de ’ANOVA révéle une valeur de
F observée =5.75; P =0,14).
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Cependant, les résultats publiés par Kamal et al. (2011) ont montré des rendements
plus élevés des HEs extraites par hydrodistillation des écorces séchées a température ambiante
de C. sinensis.

Des résultats proches des nétres ont toutefois eété obtenus par Ferhat et al. (2010) de
I’huile essentielle extraite de la méme variété par la méme méthode.

De plus, des rendements significativement élevés sont obtenus par Bousbia (2011) lors
de I’hydrodistillation des écorces de C. sinensis. Var. Valencia (1.1%) et par Sunda avec les
especes C. limonum, C. bergamia, C. reticulata (0.5%, 0.7% et 0.95%, respectivement).

Ces différences entre les résultats peuvent étre expliquées par le fait que les rendements
d’huiles essentielles sont influencés par plusieurs facteurs lors de leur extraction : soit des
facteurs qui concernent la plante (espece, variété, race chimique, etc.) soit des facteurs liés
aux conditions expérimentales (procédé d’extraction, durée d’extraction, etc.), d’ailleurs, la
valeur élevée de I’erreur sur le rendement du zeste sec en HE peut étre attribuée a une
différence de la durée du séchage des échantillons d’écorces.

Le faible rendement obtenu de I’HE issue du zeste sec peut également étre expliqué par

une évaporation des éléments d’HEs apres stockage du matériel végétal.

2.3. Caractérisation des huiles essentielles

2.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Les huiles essentielles des écorces fraiches et seches ont présenté les caractéristiques
suivantes :
Aspect : liquide, limpide, mobile ;

Couleur : jaune orangeé ;

Odeur : caractéristique, d’une certaine fraicheur pour ’huile essentielle de 1’écorce

fraiche, et Iégerement acidulée pour I’huile essentielle de 1’écorce seche.
2.3.2. Indices physiques

Les résultats des densités ainsi que ceux des indices de réfractions sont résumés dans le

tableau I.
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Tableau I: les indices physiques étudiés des HESs des écorces fraiches et seches de C. sinensis

Paramétre étudié

HE du zeste frais

HE du zeste sec

Densité 0.811 0.843
Indice de réfraction 1.469 1.470
Indice de réfraction corrigé 1.483 1.484

En comparant ces résultats a ceux obtenus par Ferhat et al. (2010) (densité 0.849, indice
de réfraction 1.474) et Kamal et al. (2011) (densité : 0.834 + 0.02, 0.835 % 0.02, indice de
réfraction a 25°C 1.4596 + 0.03, 1.4622 +0.04) et sachant que I’indice de réfraction a été
mesuré a une température de 23°C, nous pourrons conclure que ces valeurs sont conformes

aux normes décrites par I’AFNOR (Anonyme, 2006).

2.3.3. Analyse chimique par CG/SM
L’analyse des HEs du zeste frais et sec de C. sinensis a montré que le composé

monoterpénique, le limonéne, dont la structure est illustrée dans la figure 17, représente le
composé le plus abondant dans les deux HEs : avec un pourcentage 83% et 92% pour les HEs
des écorces fraiches et séches, respectivement. D’autres études réalisées sur les HEs de
différents Citrus, extraites par différentes techniques, ont révélé 1’abondance du limoneéne : de
71.39 a 72.9 %, par hydrodistillation, Ferhat et al. (2010), 90.5% par expression a froid, Azar
et al. (2011). Cependant des résultats différents des notres ont été obtenus par Kamal et al.

(2011) : 80.9% et 72.7% de limonéne dans les HEs du zeste frais sec, respectivement.

Figure 17 : Structure du limonene

La composition des huiles essentielles est influencée par divers facteurs ; variabilité

génétique, facteurs environnementaux, méthodes d’extraction, etc.
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D’autre part, les conditions expérimentales de la chromatographie gazeuse
(températures initiale et finale, et la durée de leur maintien, etc.) peuvent fortement influer sur
la détection des composés sortant de la colonne ; par exemple, la résolution est meilleure si le
pas (rampe) du gradient de température du four est faible (dans notre cas, il est égal a 6°C/min

alors que dans I’étude de Kamal et al. (2011) il était de 4°C/min).

Un autre composé identifié dans les deux huiles est le 1,8-Nonadién-3-ol, (CoH160)
dont la structure est représentée dans la figure 18 suivante :

Figure 18 : structure du 1,8-Nonadién-3-ol

Les chromatogrammes obtenus apres analyse des deux HESs sont représentés dans les
figures 19 et 20.

Les pics qui apparaissent avant le limonene (dont les temps de rétention sont plus petits)
appartenant a des composés non identifiés, pourront correspondre, par comparaison aux autres
travaux, aux monoterpénes suivants : a-pinéne, sabinéne, a-phyllandréne, 3-myrcéne, et 43-

carene.
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Figure 20 : chromatogramme de I’huile essentielle du zeste sec
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2.4.Activité antioxydante
2.4.1. Activité scavenger du radical DPPH

Le test du DPPH est I'une méthodes les plus utilisée dans I’évaluation de I’activité
antioxydante (Duh et al., 1997 ; Kulisic et al., 2004 ; Molyneux, 2004 ; Katalinic et al.,
2006 ;Szabo et al., 2006; Chang et al., 2007 ; Lim et Tee, 2007 ; Stoilova et al., 2007 ;
Sarikurkcu et al., 2008).

Le DPPH est un radical libre qui accepte un électron ou un proton pour devenir stable
(Gulcin, 2004). 1l peut facilement étre réduit par un antioxydant (AH) ceci peut étre démontré

par la réaction suivante :

DPPH° + AH————— DPPH-H + A° (Erkan et al., 2008)

Le maximum d’absorption du DPPH est de 517nm. La diminution de 1’absorbance,
causée par les antioxydants, est due a une réaction entre les molécules antioxydantes et le
radical. Ceci est visible par le changement de couleur du pourpre au jaune. C’est pourquoi le
DPPH est usuellement utilis€ comme substrat pour évaluer 1’activité antioxydante (Elmastas
et al., 2006).

La capacité des deux HEs et des standards a piéger le DPPH sont montré dans les
figures 21, 22 et 23
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Figure 21 : activité scavenger du DPPH des HEs exprimée en pourcentage d’inhibition en fonction de

la concentration (mg/ml)
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Figure 22 : activité scavenger du DPPH de I’acide ascorbique exprimée en pourcentage

d’inhibition (B) en fonction de la concentration (mg/ml) (A)
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Figure 23 : activité scavenger du DPPH de BHA exprimée en pourcentage

d’inhibition (B) en fonction de la concentration (mg/ml) (A)

D’aprés ces résultats, il nettement remarqué que 1’acide ascorbique et le BHA
présentent des pourcentages plus élevés. Les valeurs des I1Csg calculées sont 0.26 mg/ml et
0.24 mg/ml pour le BHA et I’acide ascorbique. Néanmoins, ce dernier a montré une capacité
plus élevée avec 97.14 +0.09%, que le BHA 93.65 +0.28% a la concentration de 1mg/ml.

Le pouvoir scavenger a 1’égard du DPPH exercé par I’HE du zeste sec était plus élevé
que celui du zeste frais

D’apres les résultats du test effectué, nous avons constat¢ qu’a la plus grande
concentration utilisée qui est de25 mg/ml nous avons obtenu un pourcentage d’inhibition de
11 £0.46% et 9.07 +£0.0.06% avec les HEs du zeste frais et sec, respectivement, et suite a la
faible quantité de ces huiles, nous n’avons pas pu aller au dela de la concentration 25 mg/ml,
par conséquent, il était impossible de déterminer la concentration correspondante a 50%
d’inhibition de I’HE. D’ailleurs, Sarrou et al. (2013) ont obtenu un pourcentage d’inhibition
de I’HE de d’écorces de C. aurantium vis-a-vis du DPPH égal a 19.29%.

Nous avons constaté qu’il y a un trés fort coefficient de corrélation entre la
concentration de I’huile essentielle et son effet scavenger du DPPH (ce coefficient est égal a

0.83 et 0.96 pour I’huile essentielle du zeste frais et sec respectivement).
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Il est difficile d’accorder la capacité antioxydante des HEs a un composé précis des HES
vue la complexité de celles-ci. Les composes présents a fortes et faibles proportions peuvent

les deux exercer un effet antioxydant (Wang et al., 2008).

2.4.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est généralement utilisé comme indicateur de la donation des
électrons (Shon et al., 2003 ; Wang et al., 2008) qui constitue un mécanisme important des
antioxydants permettant la réduction des composés oxydés. Cette réduction permet la

régénération des antioxydants oxydés (Ksouri et al., 2009).

La capacité de nos extraits et des standards a réduire le fer ferrique du ferrocyanure du
fer en fonction de leurs concentrations est représentée dans les figures 25et 26. L’absorbance
a 700nm augmente avec la concentration des extraits indiquant I’existence de composés

capables de donner des électrons.

Dans ce test, la solution possédant un pouvoir réducteur change de couleur, du jaune a

différents degrés du bleu et du vert selon la capacité réductrice (Wu etal. 2013) (fig 24)
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Figure 24 : changement de coloration de la solution du jaune vers le bleu, test du

pouvoir réducteur (le standard).
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Le pouvoir réducteur exercé par le standard BHA est trés élevé par rapport a nos huiles

essentielles, présentant une absorbance égale a 0.716 a la concentration 0.05mg/ml.

Les huiles essentielles, quant a elles, ont présenté un pouvoir réducteur, exprimé par
I’absorbance a 700nm, allant de 0.054+0,03 & 0.117 + 0.01 pour le zeste frais, et 0.112+0.01

jusqu’a 0.167+0.04 pour le zeste sec (pour cing concentrations identiques de 5 a 25 mg/ml).
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Figure 25: Pouvoir réducteur des huiles essentielles du zeste de Citrus sinensis a 1’état sec et

frais.
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Figure 26 : Pouvoir réducteur du BHA
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Ces résultats ont été comparables a ceux obtenus par Wu et al. (2013), (avec conversion
des unités) bien que les nétre soient plus élevés. Ceci peut étre explique par la différence de
I’espéce étudiée ainsi que le paramétre étudié (étude a différents stages de maturité).

Nous remarquons ici que 1’huile essentielle du zeste sec exerce un pouvoir réducteur
plus élevé que celle du zeste frais.

Les deux huiles essentielles présentent des différences significatives (Fobs= 8.67 ; P=
0,012).

L’activité réductrice présente des différences significatives (0.85 et 0.99 pour les huiles
essentielles du zeste frais et sec respectivement)

En comparant les activités réductrices des huiles essentielles a celles du BHA, on peut
conclure que ce dernier posséde une plus grande activité réductrice que nos échantillons. Les

mémes constatations ont été retrouvées par Dorman et al. (2003) et Kanatt et al. (2007).

2.4.3. Activité scavenger du H20:

Le peroxyde d’hydrogéne est une espéce réactive non radicalaire ayant tous ses
¢lectrons périphériques appariés, plus stable que le radical superoxyde, mais c’est un
redoutable précurseur de radicaux libres (Halliwell, 2000). L’absence de charge a sa surface
rend cette espéce réactive tres lipophile et peu réactive en milieux aqueux et la majeure part
de sa toxicité provient de sa capacité a générer le radical hydroxyle (HO.). En effet, le
peroxyde d’hydrogene en présence des ions ferriques (Fe 2+) donne le radical hydroxyle par
la réaction de Fenton ou bien par la réaction de Haber-Weiss (De Leiris, 2003 ; Vamecq et al.,
2004 ; Edreva et al., 2005).

H202+ Fe?* ——» OH +OH + Fe ®  (Réaction de Fenton).

H202+ 0% —P0OH + OH +02 (Réaction de Haber-Weiss).

Le test H.O> choisi pour cette étude, est basé sur le piégeage du radical libre stable
H202 par une molécule antiradicalaire, ce qui entraine sa décomposition en molécule d’eau

(Rajeshwar et al., 2005 ; Wang et al., 2008) selon la reaction suivante :

H202 +2H+ + 26 ———» 2 H202(Wang et al., 2008).
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Selon les figures 27 et 28 , I’activité scavenger du H>O> augmente significativement
(P<0.05) avec 1’¢élévation de la concentration des huiles essentielles et des antioxydants de

synthese (I’acide ascorbique et le BHA).

Les résultats obtenus pour les standards (fig. 27) montrent que les pouvoirs
antiradicalaires les plus élevés sont obtenus avec le BHA, ceci se traduit par des pourcentages
d’inhibition qui varient de 4.28 a 4.75% a des concentrations allant de 0,1 a 0,5 mg/ml.
Tandis que 1’acide ascorbique présente des pourcentages d’inhibition, faibles (environ de
moitié) aux mémes concentrations reflétant ainsi un faible effet scavenger par rapport au
BHA.

Les huiles essentielles sont utilisées a des concentrations identiques pour ce test (fig.
28). A des concentrations allant de 2 a 10 mg/ml, les pourcentages d’inhibition varient de 6.11

a6.97% et de 6.02 a 7.29% pour les huiles essentielles du zeste frais et sec respectivement.
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Figure 27 : L’activité scavenger des standards vis-a-vis du peroxyde d’hydrogene (H20z).
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Figure 28 : L’activité scavenger des HES vis-a-vis du peroxyde d’hydrogeéne (H202).

Comme il a été déja rapporté dans la littérature (Kulisic et al., 2004), I’utilisation de
différentes méthodes est nécessaire pour I’évaluation de 1’activité antioxydante. La présente
¢tude montre que I’utilisation d’une seule méthode est insuffisante pour vérifier I’activité
antioxydante des extraits étudiés. Le faible pouvoir réducteur de I’huile essentielle n’implique
pas forcément une faible activité antioxydante car dans la méthode d’étude du pouvoir

réducteur on utilise un milieu aqueux, défavorable aux huiles essentielles qui sont apolaires.
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Comparativement aux standards, d’aprés les résultats des différentes activités
antiradicalaires des huiles essentielles vis-a-vis des radicaux utilisés dans cette étude, les
valeurs qui expriment le potentiel antiradicalaire le plus important sont obtenues contre le
radical H2O,. Ce qui pourrait étre expliqué par la nature du milieu réactionnel. La polarité et
I’hydrophobicité des antioxydants qui s’ajoutent aux facteurs mentionnés ci-dessus,
présentant ainsi des rbles importants dans ’activité antioxydante (Wu et al., 2013). Il a été
montré que les antioxydants polaires sont plus actifs dans des milieux aqueux tandis que les
antioxydants non polaires sont plus actifs dans des milieux hydrophobes que dans des milieux
aqueux. C’est peut étre pour cela que les extraits étudiés ont montré une forte activité
réductrice du H>O2 notamment par I’huile et qui serait lié a la polarité du H2O2 qui est
beaucoup plus liposoluble. (Frankel et Meyer, 2000 ; Grassmann et al., 2003 ; Kulisic et al.
2004).

Quant a I’activité antiradicalaire, plusieurs auteurs (Yamaguchi et al., 1998; Kulisic et
al., 2004), ont rapporté que la polarité du substrat n’affecte pas 1’activité scavenger du radical
DPPH.

Les différences des résultats des tests réalisés pour 1’étude de I’activité antioxydante
entre les huiles essentielles du zeste frais et sec, montrent globalement une forte activité de
I’huile issue du zeste sec.

Si I’on compare les compositions chimiques de ces deux huiles caractérisées par Kamal
et al. (2011), nous allons remarquer une différence des proportions des groupes de composés
des huiles essentielles :

Les monoterpenes étaient plus abondants dans I’HE du zeste frais, inversement aux
mono- et sesquiterpénes oxygénés dont la présence était significativement plus élevé dans

I’HE du zeste sec.
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Conclusion et perspectives

Les HEs sont des substances aromatiques, d’'une composition chimique complexe, ce
qui leur confére des propriétés biologiques trés intéressantes a mettre a profit dans divers
domaines : industrie pharmaceutique, agroalimentaire, cosmétique, etc.

Les agrumes occupent aujourd’hui la seconde place dans les échanges mondiaux des
produits végétaux. Dans I’industrie agroalimentaire, les oranges sont largement exploitées
pour en extraire leur jus, vitamine C, voire des pectines. Mais, les déchets de ces
transformations, principalement les écorces, sont souvent jetés. Or, ces dernieres peuvent nous
fournir des composés a propriétés biologiques importantes notamment les huiles essentielles.

Dans ce travail, nous avons procédé a une étude comparative entre les huiles essentielles
extraites des écorces fraiches et séches de C. sinensis en prenant 1’exemple de la variété
Valencia late.

L’extraction des HEs montre que le rendement du zeste frais est plus élevé que le zeste
sec (0.50+0.01% et 0.39+0.09% respectivement).

Quant a I’activité antioxydante, 1’huile essentielle du zeste sec présente généralement
plus d’efficacité par rapport au zeste frais (11 £0.46% et 9.07 £0.06%. pour le test DPPH, et
des valeurs allant de 0.054+0,06 a 0.117 + 0.11 pour le zeste frais, et 0.112+0.01 jusqu’a
0.167+0.08 pour le zeste sec concernant le pouvoir réducteur, et les pourcentages
d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne H20. varient de 6.11+0.52% a 6.97+0.61% et de
6.02+0.53% a 7.29+0.6% pour les huiles essentielles du zeste frais et sec respectivement).

Bien que leurs effets antioxydants semblent étre faibles en comparaison aux
antioxydants standards et a d’autres HEs, les huiles essenticlles de C. sinensis exercent un
effet antioxydant et pourront étre utilisées dans la conservation d’aliments, en pharmacologie

ou en cosmeétigue.

Etant donné la complexité de la composition des huiles essentielles il serait intéressant :
e De les caractériser par GC-MS et HPLC, pour identifier les composés responsables de
I’activité antioxydante;
e D’extraire ces composés et de tester leurs activités biologiques séparément ;
e D’effectuer une étude de I’activité antimicrobienne pour éventuellement 1’ utiliser
comme antibiotique ou conservateur ;
e De réaliser des tests enzymatiques pour évaluer 1’activité de ces substances sur les

enzymes antioxydantes ;
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e De tester leur activité antiproliférative, ce qui prouverait leur pouvoir protecteur contre
la cancérisation cellulaire ;

e De rationaliser les paramétres variables tels que le temps de séchage ;

e Drutiliser d’autres techniques d’extraction des huiles essentielles afin d’optimiser les
rendements ainsi que la qualité des huiles essentielles

e Extraire les huiles essentielles a partir des autres partie de la plante (fleurs, feuilles et
brindilles) ;

e Etudier les différentes activités biologiques in vivo.
Malgré les énormes progrés réalises par la medecine moderne, les traitements a base de

plantes et leurs essences reviennent au premier plan, et des effets secondaires de certains

médicaments et additifs alimentaires sur 1’organisme
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Résumé : le présent travail a été mené dans le but de valoriser les écorces de 1’orange douce Cirtus
sinensis tout en comparant entre les huiles essentielles extraites des écorces fraiches et seches. Les
huiles essentielles ont été extraites a partir des écorces par hydrodistillation et ont été caractérisées par
la mesure de leurs paramétres physicochimiques (indice de réfraction, densité et composition chimique
par chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse). L’évaluation de ’activité
antioxydante a été faite par utilisation du test de piégeage du DPPH, le pouvoir réducteur et
I’inhibition du H20,. L’extraction a révélé un rendement en huiles essentielles plus élevé pour les
écorces fraiches (0.5% contre 0.39% pour les écorces séches). Les indices physiques tels que la densité
(0.811 et 0.843) et I’indice de réfraction (1.469 et 1.470) des huiles essentielles des écorces fraiches et
séches respectivement, ont été conformes a la norme. Les résultats de ’analyse par chromatographie
gazeuse/spectrométrie de masse ont montré que le limonene était le composé le plus abondant (83% et
92% pour les huiles essentielles des écorces fraiches et seches, respectivement). Dans les trois tests
utilisés dans 1’étude de I’activité antioxydante, ’huile essentielle des écorces seches a montré plus
d’efficacité par rapport a celle des écorces fraiches.

Mots clés : huiles essentielles, Citrus sinensis, hydrodistillation, activité antioxydante, séchage,
extraction

Abstract :This work was conducted in order to value the sweet orange Citrus sinensis peels,
comparing between essential oils extracted from fresh and dried peels. The essential oils were
extracted using hydrodistillation method and characterized with the measure of their physicochemical
parameters (refractive index, density and chemical composition by gas chromatography/mass
spectrometry). The evaluation of the antioxidant activity was done using the DPPH scavenging test,
the reducing power and the H,Ocinhibition. The extraction revealed higher yield of essential oils with
fresh peels (0.5% against 0.39% with dried peels). The physical indices such as density (0.811 and
0.843) and refractive index (1.469 and 1.470) of fresh and dried peels essential oils, respectively, were
up to standard. The results of the gas chromatography/mass spectrometry analysis showed that the
limonene was the most abundant compound (83% and 92% in the essential oils of fresh and dried
peels, respectively). In the three tests used to study the antioxidant activity, the dried peels essential oil
showed more efficacy compared to the one of fresh peels.

Key words: essential oils, Citrus sinensis, hydrodistillation, antioxidant activity, drying, extraction
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