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Introduction générale

Les agrumes, originaires d'Asie du Sud-est, sont une culture agricole importante dans
le monde en raison de leur forte consommation et de leur commercialisation durant I'année.
Ils ont été introduits en Afrique il y a des milliers d'années par le biais du commerce, puis ils
ont été introduits en Europe sous I'Empire romain comme symbole de la société noble. Au
Moyen Age, les agrumes se sont rapidement adaptés au climat méditerranéen et ont été
introduits en Amérique par les explorateurs espagnols. Aujourd'hui, 140 pays tropicaux et
subtropicaux cultivent les agrumes, dont I'Algérie (Chen et al., 2019).

Les statistiques de la production mondiale d'agrumes de I'année 2019 ont été établies
par la Food and Agriculture Organisation of the United Nations (FAO) ils ont été estimées a
143755,6 mille tonnes, I'Algeérie présente une production d’environ 1593,5 mille tonnes.

A la fin de la transformation, I'industrie produit des résidus solides, semi-solides et des
eaux usees. Les pelures d'agrumes sont les principaux résultats de la transformation du fruit,
elles constituent une source de pollution lorsqu'elles ne sont pas traitées (Lagha-
Benamrouche 2018). Les sous-produits présentent un pH faible (acide) et des concentrations
élevées en composés organiques, dont les huiles essentielles, qui constituent le principal
probleme pour I'environnement biologique (Zema et al., 2018). Des études récentes ont
montré que ces écorces sont une source de composeés biologiquement actifs tel que la vitamine
C, ainsi que des métabolites secondaires tels que les composés phénoliques, les flavonoides et

les huiles essentielles, sont abondants (Huang et al., 2010).

Plusieurs études attestent les propriétés pharmacologiques et nutraceutiques d’écorces
d'agrumes. Ces activités biologiques sont liées a des quantités importantes de polyphénols,
notamment des acides phénoliques et des flavonoides. Récemment, une attention particuliere
a été accordée par de nombreuses industries a la récupération et au recyclage des composes a
valeur ajoutée des écorces d'agrumes afin de les exploiter au cours du processus de
production. Cette attention est essentiellement liée a la quantité de biomasse d'écorces
d'agrumes et a sa disponibilité tout au long de I'année. Les écorces d'agrumes sont une riche
source de flavonoides, de coumarines, de stérols, de glycosides et dhuiles volatiles
(Rezzadori et al.,, 2012 ; Sharma et al., 2017). Les flavonoides les plus abondants des
agrumes, généralement connus sous le nom de flavanones, comprennent I'hespéridine, la
naringine, la narirutine et la néohespéridine. En outre, les huiles essentielles d'agrumes sont

utilisées comme conservateurs naturels en raison de leur large spectre d'activités biologiques,
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y compris les effets antimicrobiens et antioxydants (Mitropoulou et al., 2017). En raison de
leur odeur agréable rafraichissante et riche en arémes, les huiles essentielles d'agrumes sont
également utilisées dans les purificateurs d‘air, les produits d'entretien ménager, les parfums et
cosmétiques (Dosoky et al., 2018).

D'énormes quantités de déchets d'agrumes sont produites par les industries chaque
année sous forme de pelures. L’unité de production d’El-Kseur au niveau de la wilaya de
Bejaia transforme environ 1100 tonnes d’orange et 80 tonnes de mandarine durant I’année
2022, ce qui a généré une importante quantité de déchets. Ces résidus sont utilisés comme
aliments pour animaux ou directement jetés, sans traitement approprié, ce qui entraine des
problémes environnementaux. Par conséquent, la réduction de la quantité de déchets et la
promotion de l'industrie des agrumes par le traitement des déchets restent un défi. De plus, de
nombreux composés a valeur ajoutée commercialement importants peuvent étre efficacement

extraits des pelures d'agrumes ou peuvent étre réutilisés de plusieurs sortes.

Dans ce contexte, s’inscrit notre travail dans le cadre de la valorisation
biotechnologique d’un déchet agro-alimentaire issu de la transformation d’agrumes de deux
variétés d’orange et la mandarine récupérées au niveau d’Unité El-Kseur (Tchina) Groupe

Cevital

La valorisation consiste dans I’extraction des huiles essenticlles et des composés
phénoliques. Dans le cadre de ce travail, nous avons développé une étude comparative entre
deux variétés de citrus a voir ’orange (citrus sinensis) et la mandarine (citrus reticulata)
cultives en Algérie, pour le déchet engendré au cours de la production, dans le but de
d’extraire les substances bioactives et déterminer leur propriétés biologique, (I) ’activité
antioxydante en utilisant la méthode DPPH, pouvoir réducteur et le phenanthroline, (1)
I’évaluation de D’activité antioxydante par le test d’ORAC, (III) I'inhibition de Dl’activité
enzymatique de 1'uréase et de 1’alpha-amylase, (IV) évaluation de la cytotoxicité vis-a-vis le
Tribolium castaneum ou le rouge de farine. La valorisation de ce déchet s’est focalisée sur
I’extraction et I’é¢tude des huiles essentielles et des extraits phénoliques. Dans cet objectif
nous avons calculé 'humidité du déchet récupéré, le rendement en huile essentielle et le taux

d’extraction des polyphénols.

Ce travail a pour objectif aussi de la détermination de I’activité biologique,
antifongique et enzymatique des huiles essentielles et des composés phénoliques dans le but

de remplacer les substances synthétiques par des substances naturelles.
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I. Généralités sur les grumes

I.1. Classification des agrumes

Les agrumes appartiennent a la sous-famille des angiospermes Aurantioideae de la
famille des Rutaceae, de la tribu des Citreae et de la sous-tribu des Citrinae. Les agrumes sont
divisés en plusieurs genres, dont trois les plus cultivés au monde : Poncirus, Fortunella et
Citrus. Le genre Citrus est le plus important ou I'on trouve les especes les plus cultivées au
monde, qui sont nommées ici : orange (Citrus sinensis) ; mandarine (Citrus reticulata) ;
clémentine (Citrus clementina) ; citron (Citrus limon) et pomelo (Citrus paradis) (M’Hiri
2015).

1.2. L’anatomie d'un agrume

La morphologie des agrumes différe d’une variété a ’autre selon le type, la qualité et
le degré de maturité. L’anatomie générale des agrumes consiste en albédo ou I’endocarpe
(17%), la pulpe (26%), le jus (45%), flavédo ou le péricarpe (10%) et les graines (02%)
(Mahato et al., 2018). La structure anatomique et les teneurs des agrumes sont présentés dans
les figures (01) et (02) respectivement.

Carpelles <€

Grai Huiles essentielles
raine
Limonoide

Sucre
Pulpe 7] Pigmenet

Pectine
Albédo Lignine
Fibres

Huiles essentielles Sacs de jus

Flavonoides Flavédo
Acides phénoliques
Carétonoides

Figure (01) : Structure anatomique d’un agrumes (Panwar et al., 2021)
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Flavédo Graines
10% %

a

Figure (02) : Pourcentages de constituants d’agrumes (Mahato et al., 2018)

1.3. Propriétés chimiques des agrumes

En général, les agrumes sont constitués de 87% d’cau et 13% de micronutriments, ces
micronutriments représentent les huiles essentielles (05%), les protéines (09%), les fibres
(11%), les acides (16%), les glucosides (10%), la pectine (21%), les minéraux (10%), les
graisses (03%) et les pentosane (15%) (Martinez 2010). Le tableau | représente la

composition chimique d’agrumes.

Tableau I : Composition chimique des agrumes (Martinez 2010)

Composition chimique Quantité (%)
Eau 87 %
Huiles essentielles 05 %
Protéines 09 %
Fibres 11%
Acides 16 %
Micronutriments 13% Glucosides 10 %
Pectine 21 %
Minéraux 10 %
Graisses 03 %
Pentosane 15%
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1.4. Technologie de production de jus d‘agrumes

Les agrumes tiennent leur réputation grace a leur goQt agréable et rafraichissant, les
consommateurs en bénéficient a la fois de la vitamine C, de I’acide folique et des fibres
alimentaires (Johnson 2001). La transformation des agrumes suit plusieurs étapes avant
d’avoir le produit final tel que le jus, les marmelades, les gelées, les potpourris, les confitures
et les aromes (Kimball 1999).

Le processus commence par la réception des fruits, par la suite ils subissent un lavage
a I’eau chlorée, calibrage et triage des fruits, I’extraction et la finition du jus, traitement
thermique, enfin le stockage du produit fini avant son emballage et sa distribution (Zema et

al., 2018). La chaine de transformation d’agrumes est représentée dans la figure (03).

Classement _| Extraction de jus et _
Lavage et g des huiles
Triage essentielles
Finition
Jus Huile essentielle
Centrifugation ——
| Finition
v ! v I
Congélation Evaporation Pasteurisation Centrifugation
Concentration v
= ‘{t_ Réfrigération
Inition
v (stoc!<age Congélation
T aseptique) ,
Stérilisation ¥ ; «
; Traitement —,
Pectines Concentration enzymatique
et sacs A v -
de jus Jus Jus Jus frais HE pure

Emballage, étiquetage et

Figure (03): Schéma de la chaine de transformation des agrumes (Johnson 2001).
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1.5. Sous-produits d’agrumes

A chaque fin de transformation des agrumes pour en extraire le jus, I'industrie génere
une masse importante de déchets d'agrumes, résidus solides contenant 50-70% d’écorces, 30-

35% graines et des traces de pulpes (Panwar et al., 2021).

Les sous-produits des résidus d'agrumes peuvent étre des écorces confisquees, de la
pectine, des enzymes, des huiles essentielles (Sayah et al., 2013). Les différentes variétés

d'agrumes ainsi que produits et sous-produits sont illustrées dans la figure (04).

Citrus sinensis Citron limon Cirus aurantifolia Citrus reticulata Citrus paradiisi

g

W e o oF

L

= 7
& =
| 3

£}
s
=

-
SN
[

Figure (04) : Les différentes variétés d'agrumes et leurs sous-produits (Sayah et al.,
2013)
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I1. Les Huiles Essentielle d’agrumes

11.1. Définition

Composés aromatiques présents en grande quantité dans les glandes oléiferes
présentes a différentes profondeurs dans la peau des agrumes, précisément dans la partie
flavedo et les cuticules. Non solubles dans I'eau mais solubles dans I'alcool et d'autres huiles
naturelles, les HE d'agrumes regroupent environ 400 composés dont la composition dépend de
I'espece, de la variété, de la culture et des méthodes d'extraction (Nannapaneni et al., 2009).

11.2. Composition

Les huiles essentielles contiennent seulement des terpenes les plus volatils, les
constituants sont principalement des mono terpénes et des sesquiterpenes dont la formule
générale est de (Cs Hg)n. Des composés d'ardme volatiles qui appartiennent aux différentes
classes de la chimie organique : phénols, hydrocarbures, alcools, aldéhydes, cétones, esters et
éthers (Oussalah et al., 2006). Les différents composants d’huile essentielle d’agrumes sont
énumérés dans le tableau I1. Les structures des composés sont illustrées dans I’annexe II.

Tableau Il : Classification chimique des huiles essentielles (Bounasla 2008).

Composition Exemple Description

Hydrocarbure Pinéne, limonéne Présence des atomes de carbone et
d’hydrogéne

Alcool Menthol, trepaning-4-al, geranial Présence de groupe (OH) attaché a

la structure terpéne

Aldéhyde Citral (géraniale/neral) citronellal Terpénoides avec un groupe (C=0)

et hydrogene lie avec le carbone

Aldéhydes cycliques Cinnamic aldéhyde vanillin Groupe d'aldéhyde attaché a
I'anneau benzénique.

Phénol Thymol-eugénol carvacrol Groupe hydroxyde attaché a
I'anneau benzénique.

Cétone Camphor, thujone Présence de groupe carbone lie aux
deux atomes de carbone.

Ether phénolique Safrol, anéthol myristiéin Présence d’0O2 avec le carbone et
anneau de benzénique.

Oxyde Cineole, asaridole Présence d’oxygéne adjacent au
deux ou plusieurs carbones

Ester Méthyle salicylate, allyl Produit obtenus aprés mélange

isothiocyanate d'acide et alcool.
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11.3. Effets thérapeutiques

Les HE d'une origine naturelle peuvent étre parfois dangereuses et toxiques pour la
consommation et la santé humaine, donc pour une bonne utilisation et pour avoir l'effet
thérapeutique recherché ; il faut bien choisir la dose et le mode d'administration qui est
approprié. Les HE peuvent pénétrer profondément et rapidement les couches épidermiques et
atteindre la circulation sanguine grace a des agents terpéniques qui accélerent la pénétration.
Les voies d'administration des HE les plus couramment utilisées sont la voie cutanée et la
voie orale. L'utilisation par voie cutanée en massage ou en friction est conseillée pour utiliser
les HE diluées (1 a 50%) dans une huile végétale pour limiter les risques d'irritations.
L'utilisation par voie orale les HE doivent toujours étre mélangées a du miel ou a des sirops
d'érable (Couic-Marinier et al., 2013).

Les HE dagrumes peuvent également étre utilisées comme calmant du systeme
nerveux autonome, comme antistress (HE de mandarine), comme apaisant du sommeil (HE
d'orange) (Solari 2019). Les HE peuvent également réguler les monoamines dans le corps qui
diminuent les symptémes dépressifs (selon I'hypothése 5-HT de la dépression), peuvent
réguler les neurotrophines en diminuant le niveau d'anxiété et de dépression), réguler le
systéme neuroendocrinien pour traiter le syndrome prémenstruel et les troubles de la
ménopause, utilisées pour traiter le stress oxydatif causé par les especes réactives de I'oxygene

et contre l'inflammation grace a ses propriétés anti-inflammatoires (Fung et al., 2021).
11.4. Effet antimicrobien

Les HE ont une activité potentielle vis-a-vis S. aureus et C. albicans, en générale ce
sont les bactéries a Gram (-) sont plus résistantes que les bactéries Gram (+) (Burt, 2004). La
plupart des composants des HE sont des hydrocarbures ils possedent au moins un cycle
carboné dans leur structure et sont hydrophobes ce qui augmente I’activité vis-a-vis des

microorganismes (Ruiz et al., 2014).

Les propriétés antibactériennes, antivirales et antifongiques des HE sont largement
connues ; elles sont traditionnellement utilisées comme traitement des infections des poumons
ou des voies respiratoires. En raison de leur pouvoir sécrétolytique et sécrétomoteur, les HE
sont soit inhalées sous forme de vapeur, soit administrées par voie orale mélangées a d'autres
produits ou appliquées en massage a travers la peau. La phase gazeuse (administration par

inhalation de la vapeur) présente de meilleure activité antibactérienne, antivirale et
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antifongique. Les huiles essentielles considérées comme CRAS (Generally Recognized as
Safe) ont démontré des propriétés antimicrobiennes contre les bactéries responsables des
infections des voies respiratoires qui se développent dans de nombreuses infections virales
comme le rhume et comprennent I'amygdalite, sinusite, bronchite et pneumonie (Arena et al.,
2021).

11.5. Activité antioxydante

Les antioxydants, de nature chimique, ont la possibilité de réduire le rancissement, de
retarder la peroxydation lipidique sans affecter les propriétés sensorielles et nutritionnelles du
produit ou de l'aliment. Les antioxydants permettent de conserver la bonne qualité du produit
et d'augmenter sa durée de vie et sa conservation (Djenane et al., 2016).

Un antioxydant idéal doit présenter des caractéristiques specifiques telles que la
solubilite dans les graisses, étre efficace a faible dose, ne pas présenter de toxicité, ne pas
donner de couleur, d'odeur ou de saveur indésirable a I'aliment, et doit étre résistant aux
processus technologiques et stable dans les produits finis (Poknory 2001). Le limonene est le
composé des huiles essentielles qui montre une forte activité antioxydante (Lagha-

Benamrouche, 2018).
11.6. Toxicité des huiles essentielles

Selon la relation "dose-effet”, les HE peuvent étre dangereusement toxiques pour la

santé humaine a des doses d'utilisation élevées (Carson et al., 2011).

Les HE dagrumes sont photo-toxiques en raison de leur composition en
furocoumarines qui sont des composés photo-sensibilisants. Aprés application cutanée des HE
et exposition aux effets des rayons UV du soleil, une décoloration de la peau se manifeste par
une couleur rouge. Seules les HE de Citrus limon qui ne présentent aucune toxicité (Teuscher
et al., 2005).
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II1. Extraits phénoliques d’agrumes

111.1. Définition

Les extraits phénoliques d’agrumes regroupent a la fois les flavonoides, polyphénols et
les acides, ils sont présents d’une facon abondante dans les aliments dont ’origine est
végétale en tant que des antioxydants naturels. Leur présence dans les aliments est une

prévention contre les pathologies humaines.

En plus du rdle comme des antioxydants, ils sont aussi utilisés comme des
conservateurs alimentaires, des colorants naturels, pour la production du papier, de la peinture

et dans la cosmétique (Hayat et al., 2010).
I11.2. Localisation

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végetaux (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). lls sont présents aussi dans diverses substances

naturelles comme les fruits rouges, le raisin ...etc. (Middleton et al., 2000).

A l'échelle cellulaire, ces molécules sont stockées dans des vacuoles cytoplasmiques mais
seulement dans les cellules périphériques des épidermes de la plante (Martin et al., 2002).

L’anatomie cellulaire est illustrée dans la figure (05).
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Figure (05) : Localisation des composes phénolique au niveau de la cellule (Toivonen et
al., 2008).
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111.3. Constituants des extraits phénoliques d’agrumes

Les extraits phénoliques d’agrumes sont généralement constitués de flavonoides
(Reecher 2003), d’acides phénoliques (Richter 1993), de tannins (Bruneton 1999) et de la
vitamine C (Willox J-K.2003).

111.4. Effet antioxydant des composés phénoliques

Gréace a leur pouvoir antioxydant, les composés phénoliques sont considérés comme
de tres bons antimutagénes et anticarcinogénes, parallelement au composés phénoliques
’utilisation des antioxydants de synthése comme la BHT (butylhydroxytoluene) et le BHA
(butylhydroxyanisole), ils sont considérés dangereux en raison de risques toxicologiques,
alors il est préferable de songer a changer ces antioxydants par ceux d’origine naturelle.
L’activité antioxydantes des composés phenoliques agit soit en bloquant la formation des
radicaux libres soit en fixant directement ’oxygeéne ou en inhibant I’activité lipoxygénase

(Fleuriet et al., 1996).
I11.5. Intérét biologique des extraits phénoliques

Les extraits phénoliques présentent plusieurs activités biologiques qui sont énumérés dans

le tableau I11.

Tableau Il1 : Activités biologiques des extraits phenoliques (Zohra 2005).

Composes phénoliques Activités

Acides phénols (cinnamiques et ) ] ) ) )
Antibactériens, antifongiques, antioxydants
Benzoiques)
Coumarines Vasoprotectrices et antioedémateuses.
Antitumorales,  anticarcinogénes,  anti-
Flavonoides inflammatoires, hypotenseurs et diurétiques,
antioxydants.
Anthocynes Protection des veines et capillaires.
Effets stabilisants sur le collagéne,
Proanthocyanidines antioxydants, antitumorales, antifongiques,
anti-inflammatoires.

Tannins galliques et catéchiques Antioxydants.




Extraits phénoliques d’agrumes | 2022




Chapitre IV

Materiels et Méthodes



Matériels et Méthodes | 2022
IVV. Matériels et méthodes

Le travail a été réalise au sein des laboratoires de Biochimie Appliquée/ Génie biologique
au niveau de I'université Abderrahmane Mira Bejaia et Centre de Recherche Biotechnologie
de Constantine. Le but de notre travail est 1’évaluation des activités biologiques des huiles
essentielles et extraits phénoliques des sous-produits de fabrication de jus orange et

mandarine.
IV.1. La matiere végétale :

La présente étude est réalisée sur des déchet (écorce, pulpe et méme pépins) de deux
variétés d’agrumes a savoir Citrus sinensis (orange) et Citrus reticulata (la mandarine)
récupérées au niveau d’Unité El-Kseur (Tchina) Groupe Cevital (16 décembre 2021) aprés un
écrasement total du fruit. Les échantillons ont été transportés dans des boites couverent avec
des sacs noirs pour minimiser I'impact de la lumiere sur la matiere. Aussitdt arriver au
laboratoire le déchet est conserver a -4°C. Le procédé d’extraction de jus et récupération du

déchet est illustré dans la figure (06).

Arrivage de 1° Lavage 2°™¢ Lavage Triage Broyage
fruit —> avec de > avec de Lavage totale du
I'eau I'eau manuel fruit
\4
Boulle de

cuisson 60°C

v

Blanchiment

Et Raffinage

Réglage de
Brix a vide

Figure (06) : Procédé d’extraction de jus et récupération des déchets
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Une partie des déchets sont conservés afin d’extraire les huiles essentielles tandis que
qu’une autre portion subie des étapes suivante : lyophilisation, broyage et tamisage dans le but

d’avoir une poudre homogene pour I’extraction des composés phénoliques.

IV.1.1. Lyophilisation

Son principe est le séchage a basse température permettant de retirer I’eau continue
dans un produit.

Le déchet congelé est lyophilisé (figure 07) dans un lyophilisateur (CHRIST ALPHA
1-2 LD France) pendant 48h.

Figure (07) : Lyophilisation du sous-produit d’agrume

1V.1.2. Broyage
Le résidu sec obtenu a d’abord subi un broyage a 1’aide d’un broyeur afin d’obtenir
des poudres plus en moins fines
IV.1.3. Tamisage
Réaliser a I’aide d’un tamiseur électrique (RETSCH AS 200) a 125 pum de diamétre. La
poudre obtenue a été conservé dans des boites en verre opaque et hermétique (figure07)

conserveé a 4°C.
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Figure (08) : Poudre de mandarine et d’orange obtenue

1V.1.4. Détermination de I’humidité (H %) :
Une portion du déchet de fruit (10 g environ) est incubée dans une étuve a 103 + 2° C jusqu’a
un poids constant. La figure (09) illustre le dépot du déchet dans I’étuve. L humidité est

exprimée en pourcentage massique de la partie comestible du fruit selon I’équation suivante :

Humidité (%) = [(Pds frais — Pds sec)/ Pds frais] *100

Figure (09) : Dépot du déchet dans I’étuve
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IV.2. Extraction des huiles essentielles d’orange et de mandarine par

Hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par Hydrodistillation. Le procédé
consiste & immerger la matiére premiere végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite
porté a ébullition, généralement a pression atmosphérique, la chaleur permet I’éclatement des
sacs oléiferes et la libération des molécules odorantes qu’ils contiennent. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique (Bruneton 1993).

L’hydrodistillateur est représenter dans la figure (10)
IV.2.1. Mode opératoire

Une masse d’environs 800 a 900 g de la matiere végétale est immergée dans environs 21
d’eau distillé, ce dernier est placé dans un chauffe ballon et porter a ébullition. La vapeur
hétérogeénes libérée se condense et deviens liquide au contact du froid dans le réfrigérant. Le
réfrigérant est équipé d’une entrée et une sortie d’eau froide (environ 4°C) qui sert a la
condensation de la vapeur. Le condensat est recueilli dans une ampoule a décanter pour
séparer les deux phases I’huile et ’eau par différence de densité (Bruneton 1993). Les huiles

essentielles ont été stockées au réfrigérateur.

Figure (10) : Extraction des huiles essentielles par Hydrodistillation
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1VV.2.2. Rendement d’extraction des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle (HE) est le rapport entre la masse HE récupérer et la

masse du déchet d’agrume utiliser. Le rendement est calculé selon la formule suivante :

x 100

R(%) = mHE
= "mD
R : Rendement en huile essentielle.

mHE: Masse d'huile essentielle (g).

mD: Masse de déchet (g).

IV.3. Extraction des composés bioactifs des déchets de mandarine et orange

L’extraction assistée par micro-ondes est réalisée dans des conditions déja optimisés
dans une étude précédente. 0,212g et 0,124g de poudre des déchets de mandarine et
orange respectivement, additionné a 20 ml d’acétone sont introduites dans la chambre
d’extraction. L’extraction dure 80s en utilisant la micro-onde de marque (MAXMO23S,
MAXIPOWER), les puissances micro-ondes appliquées est de 300 W. la solution subit
une centrifugation 5000rpm pendant 10min. L’extrait est récupéré par filtration a 1’aide du

papier filtre. La microonde utilisé est illustrée dans la figure (11).
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Figure (11) : Microonde utilisée pour I’extraction des extraits phénoliques
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1V.3.1. Taux d’extraction

(P1-PO)

T(%) = E

100
T: Taux d’extraction en composés phénoliques (%).

P1: Masse du verre de montre apres séchage (g).

PO: Masse du verre de montre vide (Q).

E : Masse de la poudre d’écorce (g).

1V.3.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques est déterminée selon la méthode décrite par Ozcan
et al.,, (2021). 0,4 ml d’extrait sont mélangés avec 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (pendant
5 min). 10 ml de carbonate de sodium (Na.COs3) (7,5%) sont additionnés puis on ajuste avec
de l’eau distillé a un volume de 25ml, un blanc contenant tous les réactifs, excepté
I’échantillon, est préparé dans les mémes conditions. Aprés 1 heure d’incubation a I’obscurité,
la lecture est réalisée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 765 nm. La
teneur des polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de
matiére seéche d’échantillon (mg EAG/100g MS), par référence a une courbe d’étalonnage

d’acide gallique.

IVV.4. Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles et extraits
phénoliques
IV.4.1. Activités antioxydantes

IVV.4.1.1. Activité antiradicalaire au DPPH

» Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité antiradicalaire des antioxydants a
piéger le radical libre DPPH" (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle), de couleur violet qui absorbe
a 517 nm, par le transfert de I’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle sur le DPPH" qui
est transformé en une molécule stable DPPH-H de couleur jaune (Figurel2).
L’activité antiradicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH ,

le BHA est utilisés comme standards antioxydant (Blois 1958).
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Figure (12) : Transformation du radical DPPHe en DPPH-H (Konan, Mamyrbékova-
Bekro et al. 2017)

> Mode opératoire

Sachant que toutes les opérations sont réalisees en triplicata, 40 uL de la solution
d’extrait étudié dissout dans méthanol a différentes concentrations ont été ajoutés a 160 uL de
DPPH fraichement préparée a une concentration de (0,1 mM). Aprés une incubation de 30
min a température ambiante et a I’obscurité, I’absorbance a été mesurée a 517 nm contre le
blanc correspondant. La lecture est faite par un lecteur de microplaques de marque Perkin
Elmer (USA).

La capacité a piéger le radical DPPH a été calculée selon I'équation suivante:

DPPH (%) =Acontrole—Aechantillon % 100

Acontrole

Les résultats ont été exprimés en valeur ICso (ug / ml) correspondant & la concentration
d'inhibition de 50%.

IVV.4.1.2. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

La méthode FRAP est basée sur la capacité des extraits a réduire le fer ferrique du Fe*
présent dans le complexe K:Fe(CN)s en Fe sous forme de ferrocyanure de potassium de
couleur bleue, (figure 13). L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 700 nm.

Cette activité est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986) avec une petite modification.
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Figure (13) : Réduction de fer Feen Fe*

» Mode opératoire

10ul de P’extrait a différentes concentrations ont été mélangé avec 40 pl d’une solution
tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 50 ul d’une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé a I’étuve a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 pL de
I’acide trichloroacétique (TCA) al0%, 40 pL d’eau distillée et 10 pL de FeClz a 0,1% sont
additionnés. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 700nm. Une
augmentation de I’absorbance est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits testés.

Les résultats ont eté exprimés en valeur Ao (ug/ml) correspondant a ’absorbance 0,5.

1VV.4.1.3. Activité Phenanthroline

L’activité de pouvoir réducteur (FRAP) et I’activité¢ de la Phenanthroline s’appuie sur
le méme principe car cette derniere est un cas particulier de la premiere. Le pouvoir réducteur
est déterminé par une simple mesure de I'absorbance a 510 nm. Seul le fer ferreux Fe(I1) ou
Fe>*forme un complexe stable avec l'orthophénantroline et donne une couleur orangée. On
nomme ce complexe féroien (Wieser 2007) (figurel4).Cette réaction est rapide et hautement
sensible (Tesfaldet, et al., 2004).

L’activit¢ de Phenanthroline est déterminée par la méthode de (Szydlowska-
Czerniak, et al., 2008).
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o-Phenanthroline o-Phenanthroline ;

Figure (14): Formation de complexe Fe (11)-Phenanthroline
> Mode opératoire

Un volume de 10 ul de I’extrait a différentes concentrations est déposé avec 50 ul de
Chlorure de fer anhydre (FeCl, (0,2%)) (0.02g de FeCl, dans 10ml de H,O), 30 ul de
Phenanthroline (0,5%) (0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH) et 110 ul de
Meéthanol(MeOH). Le mélange obtenu est incubé dans I’étuve a I’obscurité a 30°C pendant

20min et I’absorbance est mesurée a 510nm, un standard de référence est utilisé le (BHT).

IVV.4.2. Les activités enzymatiques

IV.4.2.1. Activité antidiabéetique

Activité inhibitrice de I’ Alpha- Amylase est déterminée par la méthode de Zengin,

et al., (2014) en utilisant iodine/potassium iodine.
» Procédure :

Dans une plaque & 96 puits, 25 pL d’échantillon préparé dans du méthanol a différentes
concentrations ont été mélangés avec 50 pL d’une solution d'a- amylase (1U/ml) préparé dans
un tampon phosphate (pH 6,9), le tout est incubé pendant 10 min a 37 ° C. La réaction a été
initiée par l'addition de 50 pL d'une solution d'amidon a 0,1%. Le mélange réactionnel a été
incubé pendant 10 min & 37 ° C. La réaction a été stoppée par I'addition de 25 uL HCI (1 M),
suivie par I'ajout de 100 pL d’IKI. L’absorbance a été mesurée a 630 nm.

Calcul du % d’inhibition selon I’équation suivante :

(Ac—Ae)—(As—Ab)

0 — —
%INH = 1 e

]xlOO
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Sachant que :

e A:: Absorbance (Amidon + IKI + HCL + Vol du solvant d’extrait + Vol tampon
d’enz.).

e Ac: Absorbance (Enz + Amidon + IKI + HCL + Vol de solvant d’extrait).

e As: Absorbance (Enz + Extrait + Amidon + IKI + HCL).

e Ay: Absorbance (Extrait + IKI + 125ul de tampon).

IV.4.3. Activité antifongique :

L'activité inhibitrice des differents composes, sur la croissance du mycélium
phytopathogene Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL) souche 4287, est déterminée en
mesurant la croissance radiale du champignon sur milieu PDA (Potato, D-glucose, Agar).

Un volume de 1 ml de solution de DMSO contenant un volume de nos échantillons a
différentes concentrations a savoir pour H.E de mandarine une série de trois dilutions (mg
d’échantillon dans 1ml de solution DMSO) a été préparée (135.5 mg/ml, 81.3 mg/ml et 54.2
mg/ml), pour H.E d’orange (135.5 mg/ml, 54.2 mg/ml et 27.1 mg/ml), ainsi une séric de trois
dilutions (10mg/ml, 5mg/ml et 2.5 mg/ml) a été préparée pour les composes phénoliques
d’orange et de mandarine, a partir des solutions méres de 38mg d’échantillon dans 1ml d’eau
pure (composés phénolique solubles dans 1’eau et non-soluble dans la solution DMSO),
chaque dilution est ajoutée a 100 ml de milieu PDA en surfusion (55-60 °C), puis réparti dans

quatre boites de Pétri.

» Préparation du milieu PDA

300g de pomme de terre coupée en petit morceaux sont mitent dans un Erlenmeyer de
1.5L contenant de I’eau distillée, le mélange est porté a ébullition. Le liquide est filtré afin de
séparer la pomme de terre et 1’eau. 28g de D-glucose est ajouté au liquide récupéré, 21g
d’agar est ajouté sous chauffage et agitation. Figure (15). Le dép6t du champignon est illustré

dans la figure (16).
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Figure (16) : Dép6ts du champignon sur les milieux PDA

> La mesure de Pactivité :

Un disque du mycélium de 5 mm de diametre est prélevé sur une jeune culture
fongique et est déposé aseptiquement au centre de la boite de Pétri contenant le milieu
PDA et le produit a tester. L'expérience est répétée 4 fois pour chaque traitement. De
méme, 1 ml de DMSO a été ajouté a 100 ml de milieu PDA, et a été considéré comme un
contrble positif. Le contrdle négatif contient le milieu PDA sans aucun autre produit.
Méthode décrite selon (Song, et al., 2004).

Aprés 6 jours d'incubation & 25°C, la croissance mycélienne de l'agent

phytopathogene est mesurée en mm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition
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de la croissance de chaque champignon par chaque produit par rapport aux diamétres moyens
des colonies de chaque champignon cultivé en milieu témoin. Ainsi, l'activité d'inhibition a

été exprimée en pourcentage et a été calculée avec la formule selon Dennis et al., (1971).

I =
C

x 100

| = taux d'inhibition en %

C = croissance radiale de l'agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA avec DMSO
(contrdle)

T = croissance radiale, en mm, de l'agent phytopathogene sur milieu PDA contenant le

complexe a tester.

» Etude statistique:

Une analyse descriptive des résultats des trois essais a été réalisée par une analyse de
la variance (ANOVA) suivi du test de « Newman-Keuls » a I’aide du logiciel STATISTICA
5.5 Fr. Le degré de signification des données est estimé a la probabilité p<0,05. Les
coefficients de corrélation sont obtenus par I’analyse de régression linéaire a travers le

coefficient de Pearson a la probabilite p<0,05.




Chapitre V

Reésultats et Discussion
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V. Résultats et discussions

V.1. Humidité

Les taux d’humidité (H%) et de matiere séche (MS%) sont calculés et rapportés sur les

histogrammes de la figure (17).
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Figure (17) : Taux d’humidité et de matiere seche d’'écorces de mandarine et d'orange

Les résultats obtenus en teneur d’eau sont de 15,47 % 0,94 et 12,07 % 0,53 pour la
mandarine et I’orange respectivement. Par conséquent, le pourcentage de matiere séche de
mandarine et d’orange sont supérieure5 et 7 fois que sa teneur en eau (84,53
et 87%) respectivement.

Nos resultats sont inférieurs a ceux d’Ofla et al., (2021) pour lesquelles les valeurs
varient de 19- 42,9%.

Les faibles teneurs freinent la prolifération microbienne et permettent une bonne
conservation du matériel végétal.

Selon Lavollay (1947) les teneurs en humidité des sous-produits de la fabrication
industrielle des jus d’agrumes (orange et mandarine) sont de 14%. Cependant, les
caracteristiques physicochimiques peuvent étre changées d’une manicre significative, elles
dépendent d’un certain nombre de facteurs, ainsi de la diversité entre les variétés et les facteurs

environnementaux (climat, fertilité du sol et degré de maturation).
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V.2. Rendement en huiles essentielles (HE)

Les rendements d’extraction en huile essentielle (HE) a partir de déchets d’orange et

mandarine sont regroupés dans le tableau 1V.

Tableau IV : Rendement d’extraction des huiles essentielles d’orange et de mandarine

Fruits Rendement par rapport
al'écorce (m/m) en %
Orange 0,20
Mandarine 0,22

Le meilleur rendement enregistré est de 0,22% pour la mandarine, qui est légérement
supérieure a celui d’orange (0,20%). Nos résultats sont inférieurs a ceux de Boudries (2016)
Ferhat et al., (2006) et ont respectivement des pourcentages de 0,63% en mandarine récolté de

la wilaya de Bejaia (Oued Ghir) et 0,39% pour I’orange algérienne.

La teneur en huiles essentielles varie selon plusieurs facteurs influencant comme le

génotype, la saison de récolte, ’origine, I’environnement, la méthode d’extraction. (Asili et al.,

2007; Blank et al., 2007; Bousbia et al., 2009; Hosni et al., 2010).

Nos résultats concordent avec ceux de Bourgou (2012) en effet la mandarine posséde
le rendement le plus élevé en huiles essentielles, suivi du citron, puis 1’orange et ’orange amer.
Plusieurs études attestent que la maturation joue un réle primordial dans le rendement en HE
avec un rendement élevé au 2™ stade de maturation (Bouhali 2015). D’autre part la méthode

d’extraction du jus et la notre du déchet influe sur le rendement en HE.
V.3. Taux d’extraction des composés phénoliques

Avant toute analyse quantitative ou qualitative, le sous-produit doit subir une extraction
(Muanda 2010). L’isolement du composé phénolique peut se faire facilement a partir de la
matiere végétale par extraction du solvant organique (1’acétone, méthanol, éthanol) (Telli et al.,
2010).

Pour cette raison nous avons utilis¢ 1’acétone a 30% pour 1’extraction des COmMpOsés

bioactifs qui a été déja optimisé dans une étude précédente. Nous avons obtenus un taux
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d’extraction de 23,5% et 22,1% pour le déchet de la mandarine et 1’orange respectivement. Les

résultats sont présentés dans la figure (21).
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Figure (18) : Taux d'extraction de composé phénoliques a partir de déchets d'orange et de

mandarine

Le séchage des écorces est recommandé avant I’étape d’extraction qui peut étre réalisé
généralement aussitdt apres la collecte des échantillons. L’cau présente une source de
dégradation des polyphénols par le phénomene d’oxydation. Par ailleurs, les cellules végétales
renferment des enzymes susceptibles de modifier les composés phénoliques, en particulier les
polyphénols oxydases via des réactions de brunissements enzymatiques (Unal, 2007). Le
séchage semble entrainer I’inhibition de ces enzymes et permet aussi de conserver les poudres
pendant longtemps sans modification des caractéristiques (Owen et al., 1999 ; Ribereau-
Gayon, 1968).

L’extraction des composés phénoliques a partir du matériel végétal dépend de la quantité
des composés solubilisés par le solvant, elle est influencée par leur structure chimique, la
méthode d’extraction, la taille des particules formant I’échantillon, le temps et les conditions
de stockage ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et al., 2004).

La taille des particules végétales joue un role important dans I’extraction des composés
phénoliques. 1l est généralement admis que sous une forme broyée, la matiére végétale présente
une plus grande surface de contact avec le solvant, permettant ainsi d’accélérer la cinétique et

d’améliorer le rendement (Escribano-Bailon, 2003 ; Bonnaillie et al., 2012).
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V.4. Dosage des Polyphénols totaux

Les composés phénoliques sont largement distribués dans les agrumes. lls contribuent aux
qualités nutritionnelles et sensorielles des fruits et légumes ; ils sont responsables de leurs
couleur, flaveur et godt.

Les résultats des teneurs en composés phénoliques des fruits étudiés sont représentés dans
I’histogramme dans le tableau V.

Tableau V : Teneur en polyphénols de sous-produit d'orange et de mandarine

Variétés Orange Mandarine

Teneur en polyphénols totaux
(Mg équivalent d’acide
gallique/100 g MS)

1242,33 £ 21,19 1146,83 + 8,57

* Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),

* les barres verticales représentent les écarts types, moyenne + écart type (n=3).

Les teneurs en composés phénoliques totaux des sous-produits d’orange et de mandarine
analysés présentent des différences significatives (p<0,05). Pour I’orange une valeur de 1242,33
121,19 mg de EAG/100g MS suivi par la mandarine a une valeur de 1146,23 +8,57 Mg de
EAG/100g MS. La teneur en polyphénols totaux est élevée de 7,74 % pour I’orange par rapport

a la mandarine.

Les teneurs en polyphénols totaux des variétés étudiées sont plus importantes que celles
rapportées par Gorinstein et al., (2001) dont les valeurs sont de 154 mg/100g (orange) et ceux
de Tounsi et al., (2011) pour le jus des différents agrumes (784,67 orange amer ; citron 333 ;
sanguine 255 ; et celle de mandarine 106,22 Mg équivalent d’acide gallique/100 g MS). Des
résultats semblables ont été obtenus par Karman et al., (2009) (13220 a 22320 Mg EAG/100g
MS), et Ghasemi et al., (2009 a) pour les écorces des oranges douces a des valeurs qui varient
de 13290 a 16000 Mg EAG/100g MS. D’apres I’étude de Lagha et al., (2013) la concentration
des écorces et les feuilles de ’orange double fine en polyphénols totaux est de 1228 et 1336
Mg EAG /100g MS respectivement. Une autre étude réalisée par Ghasemi et al., (2009 b) sur
I’écorce de 13 variétés de citrus, ont exhibé des valeurs qui varient de 104,2 ; 161,7 et 172,1
mg EGA/g MS d’écorce selon les variétés de mandarine (Citrus reticulata), ces derniers sont

supérieurs a nos valeurs.
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Les différences observées entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus dans
la présente étude peuvent étre liées aux conditions de culture, la saison, la méthode d’extraction,
le degré de maturation des fruits et les conditions de I’environnement (Krzak, 2002 ;
Balasundram et al., 2005 ; Li et al., 2006).

La fluctuation des teneurs en polyphénols des différents sous-produits d’agrumes
récupérés au niveau de I’industrie est probablement due au type d’extraction de jus et la nature
du déchet. Ces derniers sont constitués d’écorces pulpes et pépins, en effet, dans le procédé
d’extraction du jus c’est le fruit en entier qui subit un écrasement puis un chauffage ce qui
entraine une perte des polyphénols dans le sous-produit. Courbe d’étalonnage des composés

phénoliques dans I’annexe V.
V.5. Activité Antioxydante
V.5.1. Pouvoir antiradicalaire (DPPH)

La méthode du DPPH est rapide, sensible et reproductible, elle est simple pour estimer
l'activité antioxydante des extraits de fruits et de légumes (Du et al., 2009). La capacité
antioxydante des différents extraits de sous-produits d’orange et de mandarine ainsi deux
standards Trolox et acide ascorbique en utilisant le test de DPPH a donné des valeurs d’ICso

présentés dans le tableau VI.

Tableau VI : ICso de sous-produit d’orange et de mandarine en utilisant le test DPPH

] ) Extraits
Huiles essentielle o Standards
phénoliques
Sous-produits
2014,26 £0,762 686,23 + 2.99? Trolox 5,12 +0,21
d’orange
Sous-produits de i
P >5000 782,74 £ 14,18 Acide 4,39 0,01
mandarine Ascorbique

* Dans la méme colonne les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative

(p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types, moyenne + écart type (n=3).

Les résultats de la présente étude montrent une différence significative (p<0.05) entre
les extraits phénolique et une différence significative (p<0.05) entre les huiles essentielles.

L’extrait phénolique d’orange (C. Sinensis) s'est révélé étre le plus actif entre les deux
extraits avec un ICso de 686,23 + 2.99ug/ml tandis que I’extrait phénolique de mandarine (C.

Reticulata) a un ICso de 782,74 + 14,18ug/ml. Huile essentielle d’orange (C. Sinensis) a marqué
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la meilleure activité entre les deux huiles avec un I1Cso de 2014,26+0,76 pg/ml par contre le HE
de mandarine (C. reticulata) a clairement montré la plus faible capacité antioxydante. Le 1Csg
du Trolox et de I’acide ascorbique présentent de faible 1Cso 5,12+0,21 pg/mL et 4,39+0,01
pg/mL respectivement. Nos résultats sont plus élevés que ceux de da Silva et al., (2018)
d’écorces de variété Pomelo implantée au Brazil et ceux de Ofla et al, (2021) pour différentes
variétés de Citrus implantés en Tunisie.

On ce qui concerne I’huile essentielle de ’orange nos résultats sont meilleur que ceux
rapportés par Bdraa et al., (2020) pour une huile essentielle de pamplemousse implantées a
Bejaia. Parmi les huiles essentielles étudiées (Teixeira et al., 2013), le pamplemousse et le
citron ont révélé les plus faibles activités de piégeage des radicaux, cette derniére dépend
principalement de la composition de l'huile. Ainsi, les fractions d'huiles essentielles d'origan
ayant une teneur plus élevée en phénol ont eu une activité meilleure (Olmedo et al., 2014). Les
mémes conclusions ont été notées par (Olmedo et al., 2015) pour les huiles de laurier, de
thymus, d'origan et de romarin.

L activite antiradicalaire peut étre affectée par de nombreux facteurs tels que, la polarité

des solvants, la procédure d’extraction et la variation des especes utilisées (Ismail, 1996).

V.5.2. Pouvoir réducteur par FRAP

Le pouvoir réducteur mesure la capacité d’un antioxydant a donner un électron (Lim et
al., 2007) ces antioxydants sont des piégeurs de radicaux libres et agissent sur certains
précurseurs peroxydes et empéchent ainsi la réaction en chaine de la peroxydation (Chang etal.,
2007). Une augmentation de l'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation de
la capacité de réduction due a une augmentation de la formation du complexe (Gulcin, 2010 ;
Ribeiro et al., 2008).

Les résultats du pouvoir réducteur des composés phénoliques et des huiles essentielles
des deux variétés d’agrume (orange et mandarine) analysées ainsi deux standards (Trolox et

acide ascorbique), sont représentés dans le tableau VII.
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Tableau VII : AO,5 des huiles essentielles et des I’extraits phénolique d’orange et de
mandarine en utilisant le test FRAP

Extraits ) .
o Huiles essentielle Standards
phénoliques
Sous-produits
1585,00+69,46°  4828,57+111,35° Trolox 5,25+0,20
d’orange
Sous-produits de -
P 1640,74+27,72" >5000 Acide 3,62+0,29

* Dans la méme colonne les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative
(p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types, moyenne + écart type (n=3).

Les valeurs du pouvoir réducteur des extraits des deux variétés (orange et mandarine)
étudiés présentent des différences significatives (p <0,05).

L’EP d’orange (C. Sinensis) s'est révélé étre le plus actif entre les deux extraits avec un
IC50 de 1585,00+69,46pug/ml tandis que le CP de mandarine (C. Reticulata) a un IC50 de
1640+27,72 pg/ml. HE d’orange (C. Sinensis) a marqué la meilleure activité entre les deux
huiles avec un 1C50 de 4828,57+111,3 pug/ml par contre le HE de mandarine (C. reticulata) a
clairement montré la plus faible capacité antioxydante. L’activité des standards Trolox et
’acide ascorbique sont de 5,25+0,20 pug/mL et 3,62+0,29 pug/mL respectivement.

L'activité antioxydante montrée par les extraits d'agrumes peut étre due a la présence de
phénols, flavonoides, caroténoides et d'acide ascorbique (Abeysinghe et al.,2007 ; Gardner et
al., 2000 ; Gorinstein et al., 2001 ; Gorinstein et al., 2004 ; Jayaprakasha et al., 2007 ; Yoo
et al., 2004).

Plusieurs études précédentes ont désigné que la composition phytochimique et ’activité
antiradicalaire peuvent varier considérablement selon les espéces et les cultivars d'agrumes
(Guimaraes et al., 2010 ; Jayaprakasha et al., 2008 ; Ramful et al., 2011 ; Ye et al., 2011
Boudries et al., 2012 ; Goulas et al., 2012 ;).

En outre, la méthode d'extraction, le solvant utilisé, l'origine géographique, le temps de
stockage, les parties d'agrumes, le stade de maturation (Guo etal., 2003 ; R Huang etal., 2007 ;
Menichini et al., 2011 ; Plaza et al., 2011) pourraient également influencer cette capacité
antioxydante. En effet, Halvorsen et al., (2002) ont rapporté que I’origine géographique
influence l'activité antioxydante des échantillons de fruits prélevés dans différentes régions du

monde.
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V.5.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-

Phenanthroline

Ce test est basé sur la réduction du fer ferrique (Fe 3*) en fer ferreux (Fe #*) par un
composé riche en antioxydant. Le Fe 2* forme un complexe stable avec la Phenanthroline La
couleur rouge orange issue de cette réduction est mesurée par spectrophotométrie a 510 nm.
Le control positif dans ce test est le Trolox et ’acide ascorbique. Les résultats sont présentés
dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Valeurs des Aos dans le test Phenanthroline

) ) Extraits
Huiles essentielle o Standards
phénoliques
Sous-produits
>200 124,1745,24% Trolox 5,21+£0,27
d’orange
Sous-produits de i
P >200 >200 Acide 3,08+0,02
mandarine Ascorbique

* Dans la méme colonne les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative
(p<0,05),

* les barres verticales représentent les écarts types, moyenne + écart type (n=3).

En comparaison avec d’autres extraits, EP de (C. Sinensis) a présenté la meilleure
activité de réduction du fer avec Aos qui est de 124,1745,24 pg/ml, ’activité est trés faible
par rapport a celle du Trolox et I’acide ascorbique (respectivement 5,21+0,27 et 3,08+0,02
pg/mL).

La capacité chélatrice est tres importante, du fait qu’elle réduit la concentration des
métaux de transition catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer sous forme de fe?*
peut stimuler ’oxydation des lipides par la réaction de FENTON, et accélére également cette
oxydation en décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent
a leur tour entretenir la réaction en chaine. Il a été rapporté que les agents chélateurs qui forment
une liaison de type ¢ avec les métaux sont actifs comme antioxydants secondaires car ils
réduisent le potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de I’ion métallique sous forme de
Fe®* par la formation d’un complexe stable. La configuration favorable structure-fonction des

composés contenant deux ou plusieurs des groupes suivants : -OH, -COOH, -C=0, -NR2, -S-
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et -O- montre la capacité des échantillons a réduire le Fe3* en Fe?* (Rahmani et al., 2015). On
peut supposer que la faible activité réductrice des extraits testés est due a 1’absence de ces
COMPOSES.

Cette étude est la premicre dans I’évaluation de ’activité de réduction par la formation

du complexe Fe*2-Phenanthroline des variétés étudier.

V.6. Les activités enzymatiques

V.6.1. Evaluation de ’activité antidiabétique

L'activité antidiabétique des huiles essentielles et de composés phénoliques d’orange et
de mandarine sont testée par I’inhibition de I’enzyme alpha-amylase (a-amylase).

L activité inhibitrice d’alpha amylase des différents extraits étudiés a montré que HE de
mandarine est le plus actif entre les extraits analysés avec un taux d’inhibition de 19,53+1,59%,
suivi par le HE d’orange avec un taux d’inhibition de 16,40£0,37%. La valeur la plus faible du
taux d’inhibition est obtenu par le composé phénolique d’orange par un taux d’inhibition de
7,27+0,05%. Nos résultats sont inferieur a ceux de Benayad et al., (2021) qui présentent des
taux d’inhibition élevés plus de 50 % pour des concentrations de 0,5 et 1 mg/ml d’écorces de
Citrus aurantium, d’autres part nos résultats sont proche de ceux de Schiano et al., (2021) qui
ont trouves des 1C 50 de 8 mg/ml pour les sous-produits de nectarine

Comme le rapporte la littérature, des composés tels que les dérivés de I'acide quinique
et les flavonols mono et diglycosylés (par exemple, I'acide néochlorogénique, l'acide et la
rutine) sont étroitement liés a l'inhibition de I’alpha -amylase (Sun, et al., 2019).

L'extrait d'écorces de mandarine (Citrus reticulata) a présenté une anti-hyperglycémie
et une anti-hyperinsulinémie chez des souris nourries par un régime riche en graisses (Guo et
al. 2016). Les auteurs ont rapporté que l'extrait d'écorces de Citrus reticulata a réduit de maniere
significative le taux de glucose sanguin chez les souris nourries avec l'extrait d'écorce.

De méme, l'extrait d'écorce réduit significativement le taux d'insuline plasmatique chez
les souris nourries avec l'extrait d'écorce. En outre, Les écorces de (Citrus reticulata) et
d’orange (Citrus sinensis) ont été signalées comme contenant des niveaux éleves de
polyméthoxyflavones, qui ont été démontrées comme posseédant des propriétés antidiabétiques
(Schiano, et al., 2022).

L'inhibition in vitro de I’activité a-amylase pourrait étre attribuée au contenu phénolique

des écorces d'agrumes. Les flavonoides des agrumes ont été signalés pour réduire les niveaux
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de glucose chez les patients diabétiques via l'inhibition de I’activité a-amylase (Benayad, et
al., 2021).

V.7. Activité antifongique

Les résultats de I’activité antifongique des extraits phénoliques et des huiles essentielles
d’agrume a différentes concentrations sur milieu PDA indiquent que celles-ci exercent une
action inhibitrice sur la croissance du Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL) et ils sont
résumé dans le tableau IX.

Tableau IX : Effet in vitro de différente concentration d’huiles essentielles et des extraits
phénoliques de I’orange et de mandarine sur la croissance mycélienne de FOL

Croissance radial

Echantillons (cm)
. T+ 6 L
! 0,
Temoins T 5.975 Taux d'inhibition (%)
HEO 27,1mg/ml 6,275 -4,58
HEO 54,2mg/ml 6,616 -10,26
HEO 135,2mg/ml 6,533 -8,88
Huiles essentielles HEM 54,2mg/ml 5,48 8,66
HEM 81.3mg/m| 5,455 9,08
HEM 135,5mg/ml 51 15
EXO 2,5mg/ml 4,6 23,33
EXO 05mg/ml 5,65 5,83
Extraits EXO 10mg/ml 6,4 -6,66
phénoliques EXM 2,5mg/mi 6,35 -5,83
EXM 05mg/ml 5,925 1,25
EXM 10mg/ml 6,66 -11

D’aprés les résultats on observe 1’extraits phénolique d’orange a 2.5 mg/ml a donné le
plus grand taux d’inhibition (23,33%), suivi du I’huile essentielle de mandarine a 135,5 mg/ml
avec un taux d’inhibition de 15%, puis I’huile essentielle de mandarine a 54.2 mg/ml (10%).
En revanche le plus faible taux d’inhibition est obtenu par ’extrait phénolique de mandarine a
10mg/ml (-11% avec un diametre de croissance du mycélium de 6,6 cm).

Hamdani et al., (2017) ont montré qu’avec les huiles essentielles de mandarine (Citrus
reticulata), I’inhibition de la croissance mycélienne a été compléte (Plc de 100 %) avec les

concentrations allant de 0,1 & 1 mg/ml pour I’espéce testée du genre Fusarium.
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La littérature rapporte le pouvoir antifongique qu’expriment les huiles essentielles des
citrus (Sharma et al., 2008 ; Phillips, C.A et al.,2012). Leur pouvoir inhibiteur est important
avec I’augmentation de la concentration. Et c’est le cas dans notre étude (résultats de HE de
mandarine).

De nombreux auteurs (Caccioni, D.R etal.,1998 ; Uribe, S et al.,1985) relient leur
pouvoir fongicide a la composition chimique et annoncent qu’il peut étre corrélé positivement
aux composants phytochimiques tels que les monoterpenes. Beaucoup de travaux rapportent la
richesse des huiles essentielles des citrus en monoterpénes. Ce sont des composés apolaires
doués d’un grand pouvoir pénétrant (Mishra AK et al., 1994).
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Les Citrus « agrumes » sont une source fiable des principes actifs connus pour son
pouvoir antioxydant, et leurs propriétés thérapeutiques. Ces propriétés sont recherchées dans
I’industrie alimentaire et pharmaceutique.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation biotechnologique des coproduits
d’agrume par ’extraction des huiles essentielles (HES) et des extraits phénoliques et déterminer
leurs activité biologique, enzymatique et antifongique dans le but de remplacer les substances
synthétiques par des substances naturelles.

L’hydrodistillation nous a permet d’extraire les huiles essentielles a partir de déchets de
deux variétés d’agrume a savoir 1’orange (Citrus sinensis) et la mandarine (Citrus reticulata)
avec un rendement de 0,20% et 0,22% respectivement. Et I’extraction des composés phénolique a
été assistée par la micro-onde avec un taux d’extraction de 23,5% pour la mandarine et 22,1%

pour I’orange.

Le dosage des polyphénols indique que la teneur en polyphénols totaux est de
1242,33+£21,19 Mg de EAG/100 MS pour I’extrait d’orange et 1146,83+8,5719 Mg de EAG/100

MS pour I’extrait de mandarine.

L’évaluation de I’activité antioxydante des HES et des extraits phénoliques étudiés, a été
faite par quatre méthodes (piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur par frape, par la
formation du complexe Fe*2-Phenanthroline et la détermination de la valeur de ’ORAC), a

montré que les HES et les extraites étudier ont un potentiel antioxydant in-vitro intéressant.

L’évaluation de I’activité enzymatique et antifongique des HEs et des extraits phénoliques
étudiés a manifestée globalement une faible activité. La méthode d’extraction du jus aurait un
impact sur la qualité des huiles essentielles et des extraits phénoliques, leurs compositions en
biomolécules et surtout leurs activités biologiques.

L’¢évaluation de la cytotoxicité a montré que les huiles essentielles d’orange et de mandarine ont
un effet larvicide a une concentration de 25mg/ml.
Cette etude ouvre une voie de recherche valorisante pour ces coproduits d’agrumes. Ainsi il est

possible d’appliquer ces HES et ces composés phénoliques comme des agents conservateurs pour
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certains aliments ou comme des agents de désinfection. La disponibilité de la matiere premiére
(déchets agrumicoles) permet la production en masse des HEs et des extraits.
En perspectives, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur les
coproduits d’agrumes.
Il serait donc intéressant de pousser et approfondir ce travail par :
e Etudier I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits phénoliques
d’orange et de mandarine.
e Etendre I’étude sur d’autres activités biologiques telles que 'activité anticancéreuse, anti-
inflammatoire et anti-Alzheimer.

e Caractérisation des extraits phénoliques.
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Figure (19) : Principaux constituants des essences d'agrumes et des huiles essentielles(Praloran
1971).
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Résumeé : Notre étude rentre dans le cadre d’un programme de recherche qui vise la mise en

valeur des déchets solides des unités industrielles productrices des jus d’agrumes par P’extraction
des huiles essentielles (H.Es) et des extraits phénoliques de deux variét€s d’agrumes & savoir
I’orange (Citrus sinensis) et la mandarine (Citrus reticulata). Les résultats obtenus montrent la
richesse de ces déchets d’agrumes analysés en huiles essentielles et en extraits phénoliques.

Ces huiles essentielles et ses extraits phénoliques sont dotées d’une forte activite antioxydante
évaluer par quatre méthodes (piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur par frape, par
la formation du complexe Fe**-Phenanthroline et la détermination de la valeur de I’ORAC), une
activité enzymatiqué moyenne évaluer par I’inhibition de I’activité de I’alpha amylase et de
uréase et une cytotoxicité forte a une concentration de 25mg/ml et une faible activité
antifongique. |

Mots clés : (Citrus sinensis) ; (Citrus reticulata) ; huiles essentielles ; extraits phénoliques ;
déchets.

Abstract: Our study is part of a research program that aims to enhance the solid waste of industrial -

units producing citrus juices by extracting essential oils (H.Es) and phenolic extracts of two varieties of
citrus fruits namely orange (Citrus sinensis) and mandarin (Citrus reticulata). The results obtained show
the richness of these citrus waste analyzed in essential oils and phenolic extracts.

These essential oils and its phenolic extracts are endowed with a strong antioxidant activity evaluated by
four methods (trapping of the DPPH free radical, the reducing power by frape, by the formation of the
complex Fe+2-Phenanthroline and the determination of the value of the ORAC), a medium enzymatic
activity evaluated by the inhibition of the activity of the alpha amylase and urease and a strong
cytotoxicity has a concentration of 25mg/ml and a weak antifungal activity

Key words: (Citrus sinensis); (Citrus reticulata); essential oils; phenolic extracts; waste.
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